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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 Ralstonia solanacearum?

Na podstawie art. 10 ust. 1 ustawy z dnia 18 grud-

nia 2003 r. o ochronie roslin (Dz. U. z 2004 r. Nr 11,
poz. 94) zarzadza sie, co nastepuje:

§ 1. Rozporzadzenie okresla szczegétowe sposoby

postepowania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprze-
strzeniania sie bakterii Ralstonia solanacearum, po-
wodujacej chorobe zwang sluzakiem, w celu jej zloka-
lizowania i okres$lenia rozprzestrzenienia, niedopusz-
czenia do jej wystgpienia i rozprzestrzenienia oraz
zwalczenia i zniszczenia tej bakterii, w tym:

2)
3)

4)

2)

3)

1)

1) metody zwalczania i zapobiegania rozprzestrze-

nianiu sie;

metody wykrywania i identyfikacji;

sposob wyznaczania stref, w ktérych powinny byé
stosowane s$rodki w celu zwalczania lub zapobie-
gania rozprzestrzenianiu sie bakterii;

warunki prowadzenia produkcji, obrotu, prze-

mieszczania, przechowania, nabywania lub zby-
wania roslin.

§ 2. Uzyte w rozporzadzeniu okreslenia oznaczaja:

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

rosliny przeznaczone do sadzenia:

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

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

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

1 Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi kieruje dziatem admini-

2

stracji rzadowej — rolnictwo, na podstawie 8§ 1 ust. 2 pkt 1
rozporzadzenia Prezesa Rady Ministrow z dnia 29 marca
2002 r. w sprawie szczegdétowego zakresu dziatania Mini-
stra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Dz. U. Nr 32, poz. 305).
Przepisy niniejszego rozporzadzenia wdrazajg postanowie-
nia dyrektywy 98/57/EEC z dnia 20 lipca 1998 r. w sprawie
zwalczania Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et. al.
(Dz. Urz. WE L 235, 7 21.08.1998 r.).

Dane dotyczace ogtoszenia aktéw prawa Unii Europej-
skiej, zamieszczone w niniejszym rozporzadzeniu, z dniem
uzyskania przez Rzeczpospolitg Polska cztonkostwa
w Unii Europejskiej, dotycza ogtoszenia tych aktéw
w Dzienniku Urzedowym Unii Europejskiej — wydanie
specjalne.

4)

S

miejsce produkcji — wszelkie obiekty, w szczegdl-
nosci magazyny, przechowalnie, szklarnie, tunele
foliowe lub pola znajdujace sie w obrebie jednego
gospodarstwa lub jego czesci, lub w obrebie kilku
gospodarstw, stanowigce jedna zorganizowana
catosé;

sadzeniaki ziemniaka — ziemniaki przeznaczone
do sadzenia, pochodzgce w linii prostej z materia-
tu uzyskanego wedtug urzedowo zatwierdzonego
programu, w ktérym materiat uznano za wolny od
organizmow szkodliwych w wyniku badan urzedo-
wych lub nadzorowanych z urzedu, wykonanych
z zastosowaniem metody okre$lonej w zataczniku
do rozporzadzenia.

§ 3. Kontroli majacej na celu sprawdzenie wyste-

powania bakterii Ralstonia solanacearum, zwanej da-
lej ,kontrolg urzedowa”, podlegaja:

1)

N

S

&

=

rosliny ziemniaka (Solanum tuberosum), w tym
bulwy, z wyjatkiem nasion;

rosliny pomidora (Lycopersicon esculentum),
z wyjatkiem owocoéw i nasion;

miejsca produkcji roslin, o ktérych mowa w pkt 1
i 2, jezeli istnieje ryzyko rozprzestrzeniania sie bak-
terii Ralstonia solanacearum;

inne rosliny zywicielskie wraz z dziko rosngcymi
roslinami psiankowatymi;

wody powierzchniowe wykorzystywane do na-
wadniania lub opryskéow roslin wymienionych
w pkt 1i2;

ptynne resztki powstajgce w czasie procesow
przemystowych lub w miejscach pakowania ro-
$lin, o ktérych mowa w pkt 1i 2, wykorzystywane
do nawadniania lub opryskdéw tych roslin;

podtoza uprawowe, gleba i resztki state powstajg-
ce w czasie procesow przemystowych lub w miej-
scach pakowania roslin, jezeli istnieje ryzyko roz-
przestrzeniania sie bakterii Ralstonia solanace-
arum.

8 4. 1. Kontrole urzedowe wojewddzki inspektor

ochrony roslin i nasiennictwa, zwany dalej ,woje-

wodzkim inspektorem”, przeprowadza w zakresach

i terminach uwzgledniajgcych systemy produkcji ro-
$lin ziemniaka, pomidora lub innych roslin zywiciel-
skich bakterii Ralstonia solanacearum oraz biologie tej
bakterii, a takze wiedze naukowg w tym zakresie.
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2. Kontrole urzedowe obejmuja, w przypadku:

1) ziemniaka:
a) wizualng inspekcje uprawy roslin,

b) pobieranie préob, zarowno ziemniakéw sadze-
niakow, jak i innych ziemniakow, w czasie sezo-
nu uprawy lub w przechowalni,

c) ocene makroskopowag bulw po ich przekrojeniu,

d) badanie laboratoryjne ziemniakow sadzenia-
kéw, z zastosowaniem metodyki okreslonej
w zatgczniku do rozporzadzenia;

2

~

pomidora — przynajmniej wizualng inspekcje ro-
slin, ktore sg przeznaczone do sadzenia przez pod-
mioty zawodowo trudnigce sie uprawg pomido-
row;

3

-~

innych roslin zywicielskich bakterii Ralstonia sola-
nacearum oraz podtozy, wody i resztek powstaja-
cych w czasie procesow przemystowych lub
w miejscach pakowania roslin ziemniaka lub po-
midora, lub innych roslin zywicielskich:

a) wizualng inspekcje roslin,

b) pobieranie i badanie prob.

§ 5. W przypadku podejrzenia wystgpienia bakterii
Ralstonia solanacearum, wojewddzki inspektor prze-
prowadza badanie laboratoryjne:

1) roslin ziemniaka i pomidora — z zastosowaniem
metodyki okreslonej w zataczniku do rozporzadze-
nia;

2

~

innych roslin zywicielskich oraz wéd powierzch-
niowych, ptynnych i statych resztek powstajacych
w czasie procesow przemystowych lub w miej-
scach pakowania roslin ziemniaka, pomidora i in-
nych roslin zywicielskich, a takze podtozy uprawo-
wych i gleby — z zastosowaniem uznanych metod
badawczych.

8 6. Do czasu zakonczenia badan laboratoryjnych
majacych na celu potwierdzenie lub wykluczenie po-
razenia roslin przez bakterie Ralstonia solanacearum,
zabezpiecza sie i przechowuje:

1) partie materiatu roslinnego lub jej czesé, z ktorej
pobrano prébe, w oryginalnym opakowaniu wraz
z etykieta;

2) pozostatg czes$é proby, o ktérej mowa w pkt 1, je-
zeli to mozliwe;

3) pozostaty ekstrakt i dodatkowy materiat przygoto-
wany do wstepnych badan umozliwiajgcych po-
stawienie wstepnej diagnozy;

4) catg dokumentacje dotyczacg pobrania proby i ba-
dan.

§ 7. 1. W przypadku podejrzenia wystgpienia lub
w przypadku potwierdzenia w czasie badanh laborato-
ryjnych wystepowania bakterii Ralstonia solanace-

arum, Gtowny Inspektor Ochrony Roslin i Nasiennic-
twa powiadamia o tym Komisje Europejska i inne pan-
stwa cztonkowskie Unii Europejskie;j.

2. W przypadku potwierdzenia w czasie badan la-
boratoryjnych wystepowania bakterii Ralstonia sola-
nacearum, przez co najmniej miesigc od dnia powia-
domienia, o ktérym mowa w ust. 1, zabezpiecza sie
i przechowuje:

1) caty materiat dotyczacy pobrania préoby i badan
wraz z dokumentacjg, o ktérych mowa w § 6;

2) probe porazonego materiafu roslinnego pomidora
lub oberzyny, zainokulowanego ekstraktem z bulw
lub roslin, jezeli to mozliwe;

3) wyizolowang kulture bakterii Ralstonia solana-
cearum.

§ 8. W przypadku pobrania préb do badan labora-
toryjnych lub w przypadku podejrzenia wystgpienia
porazenia przez bakterie Ralstonia solanacearum, je-
zeli widoczne sg objawy choroby, o ktérych mowa
w zatgczniku do rozporzadzenia w czesci Il, wywoty-
wanej przez te bakterig, i otrzymano pozytywny wynik
po przeprowadzeniu wstepnych badan okreslonych
w zatgczniku do rozporzadzenia w czesci | w ust. 1
i w czesci |l albo jezeli objawy choroby nie sg widocz-
ne, a otrzymano pozytywny wynik po przeprowadze-
niu badan okreslonych w zataczniku do rozporzadze-
nia w czesci | w ust. 2 i w czesci lll, do czasu uzyskania
wynikéw potwierdzajacych lub wykluczajacych obec-
nos$¢ bakterii Ralstonia solanacearum:

1) nie przemieszcza si¢ roslin lub bulw pochodza-
cych ze wszystkich upraw, partii roslin lub przesy-
tek, z ktérych pobrano préby, chyba ze przemiesz-
czanie to odbywa sie pod nadzorem wojewddzkie-
go inspektora i jezeli nie istnieje ryzyko rozprze-
strzenienia sie bakterii Ralstonia solanacearum;

N

rosliny pochodzace z upraw, partii roslin lub prze-
sytek, z ktérych pobrano préby, nie moga byé
przeznaczone do sadzenia i nie moga byé w czasie
zbioru, transportu lub przechowywania, mieszane
z innymi partiami roslin;

w

wojewodzki inspektor:

a) podejmuje czynnosci majgce na celu wykrycie
zrédta pochodzenia prawdopodobnego poraze-
nia,

b) moze wprowadzi¢ inne, niz okreslone w pkt 1
i 2, dziatania zapobiegajace rozprzestrzenianiu
sie bakterii Ralstonia solanacearum.

§ 9. Jezeli w badaniach laboratoryjnych, przepro-
wadzonych z zastosowaniem metodyki okreslonej
w zataczniku do rozporzadzenia, zostanie potwierdzo-
na obecnosé bakterii Ralstonia solanacearum w pro-
bie, wojewodzki inspektor:

1) w przypadku roslin ziemniaka, w tym bulw ziem-
niaka, lub roslin pomidora:
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2)

3)

a) ustala zasieg i pierwotne zrodta porazenia,
zgodnie z 8 10, oraz przeprowadza badania co
najmniej wszystkich rozmnozen klonalnych sa-
dzeniakdw ziemniaka,

uznaje za porazone rosliny, przesytke lub partie
roslin ziemniaka lub pomidora, z ktérych pobie-
rane byty préby,

c) uznaje za skazone maszyny, urzgdzenia, pojaz-
dy, pojemniki, magazyny lub ich czesci, mate-
riaty uzywane do pakowania i inne przedmioty,
ktore miaty kontakt z porazonymi roslinami
ziemniaka lub pomidora,

uznaje za porazone pola, miejsca uprawy pod
ostonami i miejsca produkcji, w ktérych rosty
lub odbywaty sie zbiory porazonych roslin
ziemniaka lub pomidora, jezeli ma to zastoso-
wanie,

ustala zasieg prawdopodobnego porazenia,
zgodnie z 8 11, biorac pod uwage: kontakt z po-
razonymi roslinami ziemniaka lub pomidora
przed zbiorami lub po zbiorach, kontakt ze ska-
zonymi maszynami, urzadzeniami, pojazdami,
pojemnikami, magazynami lub ich czesciami,
materiatami uzywanymi do pakowania, o kto-
rych mowa w lit. ¢, oraz kontakt z porazonym
polem, miejscem uprawy pod ostonami lub
miejscem produkcji, o ktérych mowa w lit. d,
a takze powiazania produkcyjne, nawadnianie
lub spryskiwanie, lub pokrewienstwo klonalne,

f) ustala zasieg mozliwego rozprzestrzeniania sie
bakterii Ralstonia solanacearum, zgodnie z § 12,

na podstawie stwierdzonego porazenia i skaze-
nia, okreslonego zasiegu prawdopodobnego
porazenia i mozliwego rozprzestrzeniania sie
bakterii wyznacza strefe, w ktérej podejmowa-
ne beda dziatania w celu zwalczania i zapobie-
gania rozprzestrzenianiu sie bakterii Ralstonia
solanacearum, zwana dalej ,strefg zagrozenia”;

w przypadku upraw innych roslin zywicielskich, je-
zeli uprawa roslin ziemniaka lub pomidora zostata
uznana za zagrozona:

a) ustala zasieg i pierwotne zrodta porazenia oraz
przeprowadza testy na co najmniej wszystkich
rozmnozeniach klonalnych sadzeniakéw ziem-
niaka,

g

okresla jako porazone przez bakterie Ralstonia
solanacearum te rosliny zywicielskie, z ktérych
pobrano proby,

c) okresla prawdopodobne porazenie i skazenie
oraz wyznacza strefe zagrozenia, bioragc pod
uwage powigzania produkcyjne roslin ziemnia-
ka lub pomidora;

w przypadku wéd powierzchniowych lub ptyn-
nych resztek powstajagcych w czasie procesow
przemystowych lub w miejscach pakowania roslin
ziemniaka lub pomidora oraz zwigzanych z nimi
dziko rosnacych roslin zywicielskich z rodziny
psiankowatych, jezeli istnieje zagrozenie dla pro-
dukcji roslin ziemniaka lub pomidora w zwigzku

z nawadnianiem, opryskiwaniem lub zalewaniem
wodami powierzchniowymi:

a) ustala zasieg porazenia po przeprowadzeniu
urzedowego badania préob tych wdd, resztek
ptynnych lub dziko rosnacych roslin zywiciel-
skich z rodziny psiankowatych, jezeli one wy-
stepuja,

okresla jako skazone wody powierzchniowe,
z ktérych pobrano proby, na podstawie wyni-
kéw badania, o ktérym mowa w lit. a,

c) okresla prawdopodobne porazenie i skazenie
oraz wyznacza strefe zagrozenia.

§ 10. Badania majgce na celu ustalenie zasiegu

i pierwotnego Zrddta porazenia obejmuja:

1) miejsca produkcji, w ktérych:

a) sg lub byty uprawiane rosliny ziemniaka pocho-
dzace z tego samego rozmnozenia klonalnego,
co rosliny ziemniaka uznane za porazone przez
bakterie Ralstonia solanacearum,

sg lub byty uprawiane rosliny pomidora pocho-
dzace z tego samego zrddta, co rosliny pomido-
ra uznane za porazone przez bakterie Ralstonia
solanacearum,

c) sg lub byty uprawiane rosliny ziemniaka lub
pomidora, ktére zostaty poddane urzedowemu
nadzorowi, ze wzgledu na podejrzenie wysta-
pienia bakterii Ralstonia solanacearum,

sg lub byty uprawiane rosliny ziemniaka po-
chodzace z tego samego rozmnozenia klonal-
nego, co rosliny ziemniaka uprawiane w miej-
scach produkcji uznanych za porazone przez
bakterie Ralstonia solanacearum,

sg lub byty uprawiane rosliny ziemniaka lub
pomidora, a miejsce ich uprawy potozone jest
lub byto w sgsiedztwie porazonych miejsc pro-
dukcji, wraz z miejscami produkcji, w ktérych
wspolnie uzytkowany jest lub byt sprzet i urza-
dzenia uzywane w produkcji,

f) do nawadniania lub opryskiwania uzywa sie
wod powierzchniowych pochodzacych:

— z jakiegokolwiek zrédta, ktére zostato uzna-
ne za skazone lub podejrzane o skazenie
bakterig Ralstonia solanacearum,

— ze zréodta uzytkowanego takze w miejscach
produkcji uznanych za porazone lub podej-
rzane o porazenie bakterig Ralstonia solana-
cearum,

pola sg lub byty zalewane przez wody po-
wierzchniowe uznane za skazone lub podejrza-
ne o skazenie przez bakterie Ralstonia solana-
cearum;

wody powierzchniowe uzywane do nawadniania
lub opryskiwania lub, ktére zalewajg pola lub
miejsca produkcji, uznane za porazone albo podej-
rzane o porazenie bakteria Ralstonia solana-
cearum.
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8 11. Badania majgce na celu ustalenie zasiegu
prawdopodobnego porazenia obejmuja:

1) inne rosliny ziemniaka lub pomidora, uprawiane
w miejscu produkcji okreslonym jako porazone;

2) miejsca produkgcji, ktore miaty jakikolwiek kontakt
z roslinami ziemniaka lub pomidora okreslonymi
jako porazone, wraz z miejscami produkcji, w kto-
rych wspdlnie uzytkowany jest lub byt sprzet
i urzadzenia uzywane w cyklu produkcyjnym;

3) rosliny ziemniaka lub pomidora produkowane
w miejscach produkcji, o ktérych mowa w pkt 2;

4) rosliny ziemniaka lub pomidora znajdujace sie
w miejscach produkcji, o ktérych mowa w pkt 1
lub 2, w okresie, w ktorym rosliny ziemniaka lub
pomidora, uznane za porazone, znajdowaty sie
w miejscach produkcji okreslonych jako porazone;

5) miejsca przechowywania roslin ziemniaka lub po-
midora pochodzgcych z miejsc produkcji wymie-
nionych w pkt 1—4;

6) maszyny, urzadzenia, pojazdy, pojemniki, magazy-
ny lub ich czesci, materiaty uzywane do pakowa-
nia i inne przedmioty, ktére mogty mieé kontakt
z roslinami ziemniaka lub pomidora uznanymi za
porazone;

7) rosliny ziemniaka lub pomidora przechowywane
lub majace kontakt z jakimikolwiek obiektami lub
przedmiotami, o ktérych mowa w pkt 6, przed ich
wyczyszczeniem i zdezynfekowaniem;

8) rosliny, w tym bulwy ziemniaka, okreslone zgod-
nie 8 9 pkt 1 lit. a, pochodzace z tego samego roz-
mnozenia klonalnego lub rosliny pomidora po-
chodzace z tego samego zrodta, co rosliny ziem-
niaka lub pomidora uznane za porazone, jezeli ist-
nieje prawdopodobienstwo porazenia ze wzgledu
na pokrewienstwo klonalne, pomimo uzyskania
negatywnych wynikéw badan;

9) miejsca produkcji roslin ziemniaka lub pomidora,
o ktorych mowa w pkt 8;

10) miejsca produkcji roslin ziemniaka lub pomidora,
w ktérych do nawadniania i opryskiwania uzywa-
na byta woda uznana za skazong;

11) rosliny ziemniaka lub pomidora produkowane na
polach zalewanych wodami powierzchniowymi
uznanymi za skazone.

8 12. Badania majace na celu ustalenie zasiegu
mozliwego rozprzestrzeniania sie bakterii Ralstonia
solanacearum obejmuja:

1) w przypadkach gdy rosliny ziemniaka lub pomido-
ra zostaty uznane za porazone — miejsca produk-
cji, w ktorych:

a) sg lub byty uprawiane rosliny ziemniaka lub
pomidora, znajdujace sie w sasiedztwie miejsc
produkcji uznanych za porazone,

b) stosowana jest lub byta wspodlna produkcja
i uzywany jest lub byt ten sam materiat wyj-
sciowy sadzeniaka ziemniaka,

c) do nawadniania lub opryskiwania roslin ziem-
niaka lub pomidora uzywa sie wéd powierzch-
niowych, ktére pochodzity z miejsca produkc;ji
uznanego za porazone, lub jezeli istnieje ryzy-
ko, ze wody te sptynety lub zalewaty te miejsca;

2) w przypadkach gdy wody powierzchniowe zostaty
uznane za skazone:

a) miejsca produkcji roslin ziemniaka lub pomido-
ra, znajdujace sie w sgsiedztwie zbiornika wéd
powierzchniowych uznanych za skazone lub za-
grozone zalaniem przez takie wody,

b) jakikolwiek odosobniony zbiornik irygacyjny
potaczony z wodami powierzchniowymi uzna-
nymi za skazone.

§ 13. 1. Rosliny ziemniaka lub pomidora uznane za
porazone nie moga by¢ sadzone.

2. Rosliny, o ktérych mowa w ust. 1, pod nadzorem
wojewddzkiego inspektora powinny byc¢:

1) spalone lub

2) zuzyte do skarmiania zwierzat, po uprzednim prze-
prowadzeniu zabiegu termicznego, wykluczajgce-
go ryzyko przezycia bakterii Ralstonia solanace-
arum, lub

3) gteboko zakopanie w miejscu, w ktérym nie istnie-
je ryzyko ich przenikania do obszaréw rolniczych
lub ryzyko kontaktu ze zrodtem wody, ktéra moze
zostac¢ uzyta do nawadniania obszardw rolniczych,
lub

4) przeznaczone do przerobu przemystowego, po
bezposrednim i natychmiastowym dostarczeniu
ich do zaktadu przetwodrczego, spetniajgcego wa-
runki okreslone w § 15, lub

5) poddane innym dziataniom, niz wymienione
w pkt 1—4, jezeli nie istnieje ryzyko rozprzestrze-
niania sie bakterii Ralstonia solanacearum.

8 14. 1. Rosliny ziemniaka lub pomidora uznane za
prawdopodobnie porazone lub rosliny ziemniaka oraz
pomidora, dla ktorych zostato zidentyfikowane ryzyko
porazenia, oraz produkowane w miejscach produkgcji
uznanych za prawdopodobnie porazone nie moga byé
sadzone.

2. Rosliny, o ktérych mowa w ust. 1, pod nadzorem
wojewddzkiego inspektora powinny byé¢:

1) w przypadku bulw ziemniaka:

a) przeznaczone do konsumpcji, pakowane
w miejscach, w ktorych istniejg odpowiednie
warunki usuwania resztek, gotowe i przezna-
czone do bezposredniego dostarczenia i uzycia
bez przepakowywania, lub
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b)

przeznaczone do przerobu przemystowego po
bezposrednim i natychmiastowym dostarcze-
niu ich do zaktadu przetwodrczego, o ktéorym
mowa w 8 13 ust. 2 pkt 4, lub

zuzyte lub usuniete w sposéb okreslony przez
wojewodzkiego inspektora, jezeli nie istnieje
ryzyko rozprzestrzeniania sie bakterii Ralstonia
solanacearum;

2) w przypadku innych czesci roslin ziemniaka lub
pomidora, wraz z resztkami todyg i lisci:

a)
b)

zniszczone lub

zuzyte lub usuniete w sposéb okreslony przez
wojewodzkiego inspektora, jezeli nie istnieje
ryzyko rozprzestrzeniania sie bakterii Ralstonia
solanacearum.

§ 15. W zaktadach przetworczych i w miejscach pa-
kowania roslin ziemniaka lub pomidora:

1) resztki roslin ziemniaka lub pomidora oraz inne
state resztki niszczy sie przez:

2)

a)

b)

gtebokie zakopanie w miejscu, w ktédrym nie
istnieje ryzyko ich przenikania do obszaréw rol-
niczych lub ryzyko kontaktu ze zréodtem wody,
ktéra moze zostaé uzyta do nawadniania obsza-
row rolniczych; resztki powinny by¢é przewiezio-
ne bezposrednio do tego miejsca w warunkach
wykluczajacych ryzyko ich rozniesienia sig, lub

spalenie;

resztki ptynne, zawierajgce zawieszone czgstki sta-

te,

poddaje sie filtrowaniu lub procesowi osiada-

nia w celu usuniecia tych czastek, a czastki niszczy
sie w sposob okreslony w pkt 1 lit. a; nastepnie
resztki ptynne:

a)

b)

podgrzewa sie do temperatury minimum
70 °C przez co najmniej 30 minut lub

niszczy sie w sposéb zatwierdzony przez woje-
wodzkiego inspektora, tak aby nie istniato ryzy-
ko kontaktu tych resztek z obszarami rolniczymi
lub ryzyko kontaktu ze zrodtem wody, ktéra
moze zostaé uzyta do nawadniania obszaréw
rolniczych.

§ 16. Srodki transportu, maszyny, urzadzenia, po-

jazdy, pojemniki, magazyny lub ich czesci, materiaty
uzywane do pakowania i inne przedmioty, ktére zosta-
ty uznane za skazone albo za prawdopodobnie skazo-
ne, pod nadzorem wojewoddzkiego inspektora niszczy
sie albo odkaza przez oczyszczenie lub dezynfekcje
w taki sposob, aby:

1) uniemozliwi¢ rozprzestrzenienie sie bakterii Ral-
stonia solanacearum;

2) po zabiegach mogty byé uznane za nieskazone.

8 17. 1. W obrebie wyznaczonej strefy zagrozenia

podejmuje sie nastepujgce dziatania:

1) w miejscach produkcji okreslonych jako porazone,
na polu lub w miejscu uprawy pod ostonami uzna-
nym za porazone:

a) przez okres co najmniej czterech lat uprawy na-
stepujacych po stwierdzeniu porazenia:

— niszczy sie samosiewy ziemniaka lub pomi-
dora oraz innych roslin zywicielskich bakterii
Ralstonia solanacearum, z uwzglednieniem
chwastow z rodziny psiankowatych,

— zakazuje sie sadzenia: bulw lub roslin ziem-
niaka, roslin i nasion pomidora, innych ro-
slin zywicielskich, roslin rodzaju Brassica,
dla ktérych stwierdzono ryzyko przezywania
bakterii Ralstonia solanacearum, oraz in-
nych roslin, w przypadku ktérych stwierdzo-
no ryzyko rozprzestrzeniania sie tej bakterii,

b) dopuszcza sie sadzenie urzedowo kwalifikowa-
nych sadzeniakéw ziemniaka, z przeznaczeniem
wytgcznie na ziemniaki inne niz sadzeniaki,
w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka lub po-
midora, nastepujagcym po okresie czteroletnim,
o ktorym mowa w lit. a, jezeli przez co najmniej
dwa kolejne ostatnie lata uprawy przed posa-
dzeniem stwierdzano, ze pole jest wolne od sa-
mosiewoOw ziemniaka i pomidora oraz innych
roslin zywicielskich, z uwzglednieniem chwa-
stow z rodziny psiankowatych; uprawa podlega
kontroli przeprowadzanej przez wojewddzkiego
inspektora, ktéry po zbiorach, w ramach prze-
prowadzanej kontroli, pobiera réowniez préby
bulw ziemniaka do badan laboratoryjnych,

~

¢) w sezonie uprawy ziemniaka lub pomidora na-
stepujgcym po sezonie, o ktorym mowa w lit. b,
i po odpowiednim cyklu zmianowania, do pro-
dukcji sadzeniakéw ziemniaka i ziemniakéw in-
nych niz sadzeniaki, uzywa sie urzedowo kwali-
fikowanych sadzeniakéw ziemniaka; uprawa
podlega kontroli przeprowadzanej przez woje-
wodzkiego inspektora, ktéry po zbiorach, w ra-
mach przeprowadzanej kontroli, pobiera réow-
niez proby bulw ziemniaka do badah laborato-
ryjnych, albo

2) w miejscach produkcji uznanych za porazone, na
polu lub w miejscu uprawy pod ostonami uzna-
nym za porazone:

a) przez okres pieciu lat uprawy nastepujacych po
stwierdzeniu porazenia niszczy sie samosiewy
ziemniaka lub pomidora oraz innych roslin zy-
wicielskich bakterii Ralstonia solanacearum,
z uwzglednieniem chwastéw z rodziny psianko-
watych,

b) przez pierwsze trzy lata uprawy pole nalezy:
— pozostawi¢ odtogiem lub obsia¢ zbozem albo

— przeznaczy¢ na state pastwisko z czestym ni-
skim koszeniem lub pod intensywny wypas,
albo

— przeznaczy¢ na produkcje nasienng traw,

a przez nastepne dwa lata przeznaczy¢ na upra-
we roslin niebedacych zywicielami bakterii Ral-
stonia solanacearum, dla ktérych nie stwierdzo-
no ryzyka jej przezywania lub rozprzestrzeniania

sie,
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c) w pierwszym sezonie uprawy ziemniaka lub po-
midora nastepujacym po okresie piecioletnim,
o ktérym mowa w lit. b, do produkcji sadzenia-
kéw ziemniaka i ziemniakéw innych niz sadze-
niaki, uzywa sie urzedowo kwalifikowanych sa-
dzeniakéw ziemniaka; uprawa podlega kontroli
przeprowadzanej przez wojewodzkiego inspek-
tora, ktéry po zbiorach pobiera rowniez préoby
bulw ziemniaka do badan laboratoryjnych;

3) na innych polach:

a) w roku uprawy nastepujgcym po stwierdzeniu
porazenia:

— nie sadzi sie bulw lub roslin ziemniaka, jak
rowniez innych roslin zywicielskich,

— niszczy sie samosiewy ziemniaka lub pomi-
dora oraz innych roslin zywicielskich,
z uwzglednieniem chwastéw 2z rodziny
psiankowatych, lub

— dopuszcza sie sadzenie urzedowo kwalifiko-
wanych sadzeniakéw ziemniaka z przezna-
czeniem na ziemniaki konsumpcyjne lub
przemystowe pod warunkiem, ze nie istnieje
ryzyko wystepowania samosiewow ziemnia-
ka lub pomidora oraz innych roslin zywiciel-
skich bakterii Ralstonia solanacearum,
z uwzglednieniem chwastéow z rodziny
psiankowatych; uprawa podlega kontroli
przeprowadzanej przez wojewodzkiego in-
spektora, ktéry pobiera réwniez préby bulw
ziemniaka i proby samosiewow ziemniaka
do badan laboratoryjnych,

b) w pierwszym roku uprawy nastepujacym po
roku, o ktérym mowa w lit. a, do produkcji sa-
dzeniakéw ziemniaka i ziemniakéw innych niz
sadzeniaki, uzywa sie urzedowo kwalifikowa-
nych sadzeniakéw ziemniaka,

¢) w co najmniej drugim roku uprawy nastepuja-
cym po roku, o ktérym mowa w lit. a, do pro-
dukcji sadzeniakéw ziemniaka i ziemniakdéw in-
nych niz sadzeniaki, uzywa sie urzedowo kwali-
fikowanych sadzeniakéw ziemniaka lub sadze-
niakéw ziemniaka wyprodukowanych pod nad-
zorem wojewoddzkiego inspektora z urzedowo
kwalifikowanych sadzeniakdéw ziemniaka,

d) w kazdym roku uprawy, o ktérych mowa
w lit. a—c, niszczy sie samosiewy ziemniaka
lub pomidora oraz innych roslin zywicielskich
bakterii Ralstonia solanacearum, z uwzglednie-
niem chwastoéw z rodziny psiankowatych; upra-
wa przeznaczona na sadzeniaki ziemniaka pod-
lega kontroli przeprowadzanej przez wojewo6dz-
kiego inspektora, ktéry po zbiorach pobiera
rowniez préby bulw ziemniaka do badan labo-
ratoryjnych;

4) bezposrednio po stwierdzeniu porazenia oraz

w kazdym nastepnym roku uprawy, az do pierw-
szego sezonu wtacznie, w ktérym na polach uzna-
nych za porazone dopuszcza sie uprawe ziemnia-
kéw lub pomidoréw:

a) maszyny i miejsca przechowywania roslin, pro-
duktéw roslinnych lub przedmiotéw w miejscu
produkcji, wykorzystywane do produkcji ziem-
niaka lub pomidora, czysci sie i dezynfekuje
w sposoéb uniemozliwiajacy rozprzestrzenianie
sie bakterii Ralstonia solanacearum,

b) wojewddzki inspektor przeprowadza kontrole
programow nawadniania i opryskiwania, jezeli
istnieje ryzyko rozprzestrzeniania sie bakterii
Ralstonia solanacearum;

5) w miejscu uprawy pod ostonami uznanym za po-

razone, w ktéorym mozliwa jest catkowita wymiana
gleby lub podtoza:

a) nie uprawia sie bulw i roslin ziemniaka, roslin
i nasion pomidora oraz innych roslin zywiciel-
skich bakterii Ralstonia solanacearum, do czasu
stwierdzenia przez wojewddzkiego inspektora,
ze w wyniku przeprowadzonych zabiegdw,
w tym co najmniej usuniecia wszelkiego mate-
riatu roslin zywicielskich, catkowitej wymiany
podtoza oraz oczyszczenia lub zdezynfekowania
miejsca uprawy i catego wyposazenia, wyelimi-
nowano te bakterie,

b) dopuszcza sie produkcje ziemniaka z urzedowo
kwalifikowanych sadzeniakéw ziemniaka, mini-
bulw lub mikroroslin, uzyskanych pod urzedo-
wym nadzorem,

c) wojewodzki inspektor prowadzi kontrole pro-
gramow nawadniania i opryskiwania, w celu za-
pobiezenia rozprzestrzenianiu sie bakterii Ral-
stonia solanacearum.

2. W obrebie strefy zagrozenia, opréocz wymagan

okreslonych w ust. 1:

1) w przypadku gdy strefa zagrozenia zostata wyzna-

czona zgodnie z 8 9 pkt 1 lit. g, bezposrednio po
stwierdzeniu porazenia i przez okres co najmniej
trzech lat uprawy po stwierdzeniu porazenia:

a) wojewddzki inspektor sprawuje nadzér nad
miejscami uprawy, przechowywania i miejsca-
mi majacymi kontakt z bulwami ziemniaka lub
pomidorami, wraz z miejscami, w ktorych
wspolnie uzytkowane sg maszyny do produkgji
ziemniaka lub pomidora,

b) prowadzi sie czyszczenie lub dezynfekcje ma-
szyn i miejsc przechowywania w sposéb unie-
mozliwiajacy rozprzestrzenianie sie bakterii Ral-
stonia solanacearum,

c) w przypadku upraw ziemniaka, dopuszcza sie
sadzenie wytacznie urzedowo kwalifikowanych
sadzeniakéw ziemniaka lub sadzeniakow ziem-
niaka wyprodukowanych pod nadzorem woje-
wodzkiego inspektora z urzedowo kwalifikowa-
nych sadzeniakéw ziemniaka; uprawa podlega
kontroli przeprowadzanej przez wojewddzkiego
inspektora, ktéry po zbiorach pobiera do badan
laboratoryjnych préoby bulw ziemniaka sadze-
niaka z miejsc produkcji prawdopodobnie pora-
zonych,
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2)

d) oddziela sie czynnos$ci zwigzane ze zbiorem,
przechowywaniem, przemieszczaniem i pako-
waniem zebranych sadzeniakow ziemniaka od
takich czynnosci wykonywanych przy ziemnia-
kach innych niz sadzeniaki, na terenie wszyst-
kich miejsc w obrebie strefy zagrozenia,

e) wojewddzki inspektor przeprowadza kontrole
urzedowe;

w przypadku gdy wody powierzchniowe zostaty
uznane za skazone lub za droge mozliwego roz-
przestrzenienia sie bakterii Ralstonia solanace-
arum, wojewo6dzki inspektor, bezposrednio po
stwierdzeniu skazenia i przez okres co najmniej
trzech lat uprawy po stwierdzeniu skazenia, prze-
prowadza:

a) coroczne kontrole obejmujace pobieranie do
badanh laboratoryjnych prob wod powierzch-
niowych i roslin zywicielskich z rodziny psian-
kowatych, rosngcych w sasiedztwie tych wéd,
w terminach umozliwiajgcych wykrycie bakterii
Ralstonia solanacearum,

kontrole programéw nawadniania i opryskiwa-
nia, w tym w zakresie zakazu stosowania wody
uznanej za skazong do nawadniania lub opry-
skiwania roslin ziemniaka lub pomidora oraz
innych roslin zywicielskich,

kontrole usuwania resztek statych powstaja-
cych w czasie procesow przemystowych lub
w miejscach pakowania, w ktérych wykorzysty-
wane sg rosliny ziemniaka lub pomidora —
w przypadku stwierdzenia skazenia resztek
ptynnych;

3)

wojewodzki inspektor podejmuje dziatania zmie-
rzajagce do wymiany sadzeniakdw ziemniaka.

§ 18. 1. W przypadku stwierdzenia obecnosci bak-

terii Ralstonia solanacearum w ziemniakach wyprodu-
kowanych na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej,
wojewodzki inspektor przeprowadza badania:

1)

dotyczace wczesniejszych rozmnozeh ziemniaka
wraz z poczatkowym rozmnozeniem klonalnym
i rozmnozen klonalnych materiatéw bazowych sa-
dzeniakdw ziemniaka lub

wszystkich rozmnozen klonalnych materiatéw ba-
zowych lub wczes$niejszych rozmnozen wraz z po-
czatkowym rozmnozeniem klonalnym, jezeli nie
stwierdzono zadnego pokrewienstwa klonéw.

2. W przypadkach innych niz okreslone w ust. 1,

wojewaddzki inspektor przeprowadza badania na kaz-

dej

roslinie pochodzacej z poczagtkowego rozmnozenia

klonalnego wstepnej selekcji lub na reprezentatywnej
probie pobranej z materiatow bazowych sadzeniakow
ziemniaka lub z materiatéw pochodzacych z wcze-
$niejszych rozmnozen.

§ 19. Rozporzadzenie wchodzi w zycie z dniem

ogtoszenia.

Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi: W. Olejniczak
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Zatacznik do rozporzadzenia Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 13 kwietnia 2004 r. (poz. 775)

METODYKA DIAGNOZOWANIA, WYKRYWANIA | IDENTYFIKACJI BAKTERII Ralstonia solanacearum

l. Zakres stosowania metodyki

Metodyka obejmuje:

1. Diagnozowanie sluzaka w bulwach ziemniaka oraz
w roslinach ziemniaka i pomidora

Metodyka ma zastosowanie do bulw ziemniaka oraz
roslin ziemniaka i pomidora z charakterystycznymi
objawami chorobowymi lub podejrzanych o poraze-
nie przez bakterie Ralstonia solanacearum. Metodyka

1) diagnozowanie $luzaka w bulwach ziemniaka oraz

w roslinach ziemniaka i pomidora;

2) wykrywanie i identyfikacje bakterii Ralstonia sola-

nacearum w probach bulw ziemniaka.

Diagram postepowania diagnostycznego:

obejmuje szybkie badania umozliwiajgce postawienie
wstepnej diagnozy, zwane dalej ,,metodami wstepne-
go badania”, izolacje patogena z porazonych wigzek
przewodzacych na podtoza diagnostyczne, a w przy-
padku uzyskania wynikéw pozytywnych — identyfika-
cje kultury jako bakteria Ralstonia solanacearum.

ro$liny ziemniaka lub pomidora
lub bulwy ziemniaka z objawami choroby"

v

metody wstepnego badania

2)

v

IZOLACJA

v

kolonie o typowej morfologii

| TAK

v

TESTY POTWIERDZAJACE

oraz test patogenicznosci®

identyfikacja® czystej kultury jako Ralstonia solanacearum

v

TAK

v

NIE?

NIE

——P | roéliny lub bulwy wolne od Ral-

ro§liny lub bulwy porazone przez
Ralstonia solanacearum

Objasnienia do diagramu:

1) opis objawéw zamieszczono w czesci Il ust. 1.

2 metodami wstepnego badania sa:

stonia solanacearum

— test na obecnos$¢ wyciekéw z wigzek przewodzgcych todygi (czesé Il ust. 2),

— test na obecnos$¢ granulek poly-fB-hydroksymaslanu (czesé Il ust. 2),

— test IF (czesé Il ust. 2),
— test ELISA (czes¢ 1l ust. 3),

— test PCR (czesé Ill ust. 4),
3

izolacja bakterii z materiatu roslinnego z typowymi objawami metodg rozcienczen ptytkowych jest prosta, jednakze

w przypadku zaawansowanych stadiow infekcji hodowla moze sie nie uda¢; bakterie saprofityczne wystepujgce w cho-
rej tkance moga przerastac bakterie Ralstonia solanacearum lub hamowadé jej wzrost na podtozu hodowlanym; jezeli wy-
nik izolacji jest negatywny, a objawy chorobowe sg typowe, izolacje nalezy powtdrzy¢; zalecang jest metoda posiewu na

podtoza selektywne,

4 wiarygodna identyfikacje czystej kultury bakterii Ralstonia solanacearum mozna przeprowadzi¢ w oparciu o testy wymie-
nione w czesci Il ust. 4 pkt 1 w potaczeniu z testem patogenicznosci (czesci Il ust. 4 pkt 3); oznaczanie szczepu nie jest
obowiagzkowe, lecz zalecane w kazdym nowym przypadku wykrycia bakterii Ralstonia solanacearum.
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2. Wykrywanie i identyfikacja bakterii Ralstonia sola-
nacearum w probach bulw ziemniaka
Metodyka ma zastosowanie do wykrywania infekcji
latentnej w bulwach ziemniaka za pomoca jednej
lub kilku metod szybkiego badania. Pozytywne wy-

Diagram postepowania diagnostycznego:

niki badan uzyskanych z zastosowaniem tych me-
tod sg potwierdzane przez izolacje bakterii Ralsto-
nia solanacearum, a nastepnie, w przypadku izola-
cji typowych kolonii, identyfikacje czystej kultury
bakterii Ralstonia solanacearum.

| pobranie préb bulw ziemniaka "

METODY WSTEPNEGO BADANIA?
test IF” lub
izolacja na podloza selektywne® i testy dodatkowe:
test ELISA” lub
test PCR®, lub
testy wzbogacania’

)

v

dodatni wynik co najmniej jednego testu

v

METODY IZOLACI
izolacja na podltoza lub test
selektywne biologiczny”

| kolonie o typowej morfologii

v v

v

ob Ina od
negatywny wynik wszystkich proba wolna o

p > Ralstonia
przeprowadzonych testow
solanacearum

v v

TAK NIE

préba wolna od
TAK NIE > Ralstonia
solanacearum
TESTY POTWIERDZAJACE”
identyfikacja kultury jako Ralstonia
solanacearum oraz test patogenicznoécig)

préba wolna od
> Ralstonia

v

préba porazona przez
Ralstonia solanacearum

Objasnienia do diagramu:

solanacearum

1 standardowa préba skiada sie z co najmniej 200 bulw pobranych z partii bulw ziemniaka o masie 25 ton, jednakze bada-

nie mozna réwniez wykonaé¢ dla mniejszych prob,

2) jezeli pojedynczy test jest niewystarczajgco czuty lub zbyt mato wiarygodny do wykrycia bakterii Ralstonia solanacearum
w probie, zaleca sie przeprowadzenie wiecej niz jednego testu. Testy powinny opieraé sie na réznych zasadach biologicz-

nych,

3) test immunofluorescencji (IF) jest powszechnie przyjeta metoda wstepnego badania; w odniesieniu do parametréw okre-
$lonych w tej metodzie jest to test czuty (zakres czutosci 103—10* komorek/ml osadu ekstraktu ziemniaka); czynnikiem
krytycznym decydujgcym o wiarygodnosci wyniku testu jest jako$¢ przeciwciat; nalezy uzywaé wytacznie przeciwciat
o wysokim mianie (minimum 2000 dla przeciwciat wyjsciowych), a wszystkie testy muszg by¢ wykonywane z przeciwcia-
tami w zakresie miana lub z zastosowaniem pierwszego rozciehczenia ponizej miana; zalecana jest metoda posrednia;
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4

5

6

7

8

9

metode bezposredniag mozna stosowaé, jesli poziom wykrywalnosci i specyficznosci tej metody jest rownowazny z po-
ziomem metody posredniej; test IF umozliwia dokonanie oceny morfologii zabarwionych komérek i intensywnosci flu-
orescencji; na tej podstawie okresla sie specyficznosé reakcji; w tescie IF dosé powszechne sg reakcje krzyzowe z serolo-
gicznie spokrewnionymi bakteriami glebowymi lub bakteriami obecnymi w tkankach ziemniaka o morfologii komorki
zblizonej do bakterii Ralstonia solanacearum,; w przypadkach podejrzenia o wystagpienie reakcji krzyzowych nalezy prze-
prowadzi¢ badanie dodatkowa metoda opartg na innej zasadzie biologicznej; w takich przypadkach zalecana jest izolacja
na podtoze selektywne,

metoda izolacji bakterii Ralstonia solanacearum na podtoze selektywne SMSA jest metoda wstepnego badania o wyso-
kiej czutosci i selektywnosci; wyniki izolacji uzyskuje sie w ciggu 3—6 dni od przygotowania préby; wyhodowane bakte-
rie mozna fatwo zidentyfikowac; nalezy ostroznie pobieraé tkanke z czesci przystolonowej bulwy w celu unikniecia zanie-
czyszczenia proby obecnymi w bulwach ziemniaka bakteriami wtérnymi, ktére ,,rywalizuja” z bakterig Ralstonia solana-
cearum na podtozu i moga niekorzystnie wptywaé na rozwaj tej bakterii; ze wzgledu na niekorzystny wptyw sktadnikéw
podtoza na badany organizm niektdre szczepy moga rosnaé stabo; metoda izolacji moze byé stosowana jako pojedyncza
metoda wstepnego badania w przypadku, gdy uzyskano negatywny wynik badania i nie ma podejrzen o zahamowanie
wzrostu bakterii Ralstonia solanacearum przez inne bakterie; w przypadku negatywnego wyniku badania, ale gdy wyste-
puje podejrzenie o zahamowanie wzrostu bakterii Ralstonia solanacearum przez inne bakterie, prébe poddaje sie dal-
szym badaniom z zastosowaniem innej metody, w celu potwierdzenia lub odrzucenia diagnozy; w takim przypadku zale-
cang metoda jest test IF,

test ELISA ma zakres czutosci 10*—10° komérek/ml osadu ekstraktu ziemniaka i czesciej uzyskuje sie w nim wyniki fat-
szywie pozytywne (reakcje krzyzowe) i fatszywie negatywne (hamujacy wptyw czasteczek fenolowych pochodzacych
z ekstraktu ziemniaka), dlatego test ELISA nie moze by¢ stosowany jako test pojedynczy,

test PCR jest bardzo czutym testem; reakcja moze by¢ jednak zaktécana przez sktadniki roslinne obecne w ekstrakcie z ro-
$lin czy bulw (inhibitory), co wptywa na uzyskanie fatszywie negatywnych wynikéw; negatywny wptyw inhibitoréw moz-
na zmniejszy¢ przez rozcienczenie probki, majac na uwadze, ze jednoczes$nie ulega rozcienczeniu populacja bakterii Ral-
stonia solanacearum; wszystkie etapy przygotowania proby i badania nalezy przeprowadzaé z duzg ostroznoscig w celu
unikniecia kontaminacji, ktéra moze przyczyni¢ sie do uzyskania wynikow fatszywie pozytywnych; wyniki fatszywie po-
zytywne moga rowniez wynikaé z homologii sekwencji innych organizmoéw; z tych powodoéw test PCR nie moze by¢ sto-
sowany jako test pojedynczy,

test wzbogacania polega na inkubacji prob ekstraktu ziemniaka w poétselektywnym bulionie odzywczym (np. zmodyfiko-
wany bulion SMSA) i pozwala na namnozenie bakterii Ralstonia solanacearum; obecnos$¢ bakterii Ralstonia solanace-
arum mozna stwierdzi¢ za pomoca testow: IF, ELISA i PCR; nie zaleca sie wykonywania bezposredniego posiewu z bulio-
nu odzywczego; test ten nie moze by¢ wykorzystywany jako pojedyncza metoda wstepnego badania,

test biologiczny moze by¢ stosowany do izolacji bakterii Ralstonia solanacearum z ekstraktu ziemniaka droga selektyw-
nego wzbogacania w roslinie zywicielskiej i mozna go wykonaé na roslinach pomidora lub oberzyny; niezbedne jest za-
pewnienie korzystnych dla rozwoju bakterii Ralstonia solanacearum warunkow $rodowiska,

identyfikacji czystej kultury bakterii Ralstonia solanacearum dokonuje sie za pomocg co najmniej jednego z testow wska-
zanych w czesci Il ust. 4 pkt 1, w potaczeniu z testem patogenicznosci wskazanym w czesci Il ust. 4 pkt 3; oznaczanie szcze-
pu nie jest obowigzkowe, lecz zalecane w kazdym nowym przypadku wykrycia bakterii.

. Diagnozowanie sluzaka w bulwach ziem- stepnie, brazowe przebarwienia wiagzek staja
niaka oraz w roslinach ziemniaka i pomi- sie wyrazniejsze, a nekroza moze rozszerzac sie
dora na tkanke parenchymatyczng. W zaawansowa-

nych stadiach infekcja rozprzestrzenia sie z cze-

. Objawy $luzaka $ci przystolonowej i oczek na zewnatrz, wsku-

tek czego na powierzchni bulwy moga wyste-
powaé czerwonobragzowe, lekko zapadniete
Na roslinach ziemniaka we wczesnym stadium ranki, a na nich moga pojawiac si¢ wycieki bak-
infekcji obserwuje sie wiedniecie lisci ku wierz- teryjne, do ktorych przylegaja grudki ziemi.

chotkowi todygi w ciggu dnia, gdy panuje wy-
soka temperatura. Objawy te zanikajg noca.

1.1. Objawy na ziemniaku

1.2. Objawy na roslinach pomidora

Wiednigcie szybko staje sig¢ nieodwracalne Pierwszym widocznym objawem jest zwiotcza-
i prowadzi do smierci rosliny. Wigzki przewo- ty wyglad najmfodszych lisci. W sprzyjajacych
dzace wiednacej rosliny, widoczne na przekroju rozwojowi bakterii Ralstonia solanacearum wa-
poprzecznym przez todyge, moga przebarwiaé runkach $rodowiska (temperatura gleby okoto
sie na brazowo, a z przecigtej powierzchni wy- 25 °C, duza wilgotnosé) w ciagu kilku dni do-
cieka samoistnie lub po scisnigciu fodygi chodzi do epinastii i jednostronnego lub catko-

mleczny $luz. Po umieszczeniu przecietej tody-
gi w wodzie w pozycji pionowej, z wigzek prze-
wodzacych wydostajg sie smuzki sluzu.

witego wiedniecia rosliny, a nastepnie jej za-
mierania. W mniej sprzyjajgcych warunkach
(temperatura gleby ponizej 21 °C) na todydze

W bulwach ziemniaka, po poprzecznym ich moze rozwija¢ si¢ wiele korzeni przybyszo-
przekrojeniu w poblizu czesci przystolonowe;j, wych. Czasami widoczne sg ttuste smugi prze-
we wczesnym stadium infekcji wystepuja szkli- biegajgce wzdtuz todygi, ktére wskazujg na
stozotte do jasnobrazowych przebarwienia obecnosé nekroz w obrebie wigzek przewodza-
pierscienia wigzek przewodzacych, z ktérych po cych. Po przekrojeniu todygi w poprzek, ze
kilku minutach wydostaje sig, samoistnie lub zbrazowiatych wiazek przewodzacych wycieka-
po lekkim $ci$nieciu palcami, jasnokremowy ja krople $luzu bakteryjnego barwy biatej lub

$luz widoczny na przecietej powierzchni. Na- z0ttawe;.
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2. Metody wstepnego badania

W celu postawienia wstepnej diagnozy stosuje sie
jeden lub kilka z nizej wymienionych testow:

1) test na obecnos$¢ wyciekow z todygi:

a) wiednaca fodyge ziemniaka przecina sie nieco
powyzej poziomu gleby,

b) odciety fragment todygi umieszcza sie prze-
cietag powierzchnig w zlewce z wodg,

c) po chwili z wigzek przewodzacych samoistnie
wydostajg sie smuzki sluzu bakteryjnego;

2) test na wykrywanie granulek poly-B-hydroksy-
maslanu (PHB):

a) granulki PHB w komérkach bakterii Ralstonia
solanacearum staja sie widoczne po zabarwie-
niu btekitem nilu A albo sudanem czarnym B,

b) wykonuje sie rozmaz ze $luzu lub zawiesiny
tkanki na szkietku mikroskopowym albo przy-
gotowuje sie preparat z 48. godzinnej kultury
bakterii Ralstonia solanacearum na podtozu
YPGA lub SPA, o ktérym mowa w czesci IV
ust. 1,

c) przygotowuje sie kontrole pozytywna w po-
staci rozmazu ze szczepu nalezacego do bio-
waru 2/rasa 3 oraz, w przypadku gdy to sto-
sowne, kontrole negatywna w postaci rozma-
zu z niespokrewnionego szczepu,

d) preparat suszy sie, a nastepnie kilkakrotnie
szybko przesuwa spodnig powierzchnig nad
ptomieniem palnika w celu utrwalenia rozmazu;

3) test z btekitem nilu:

a) utrwalony rozmaz zalewa sie 1 % wodnym
roztworem btekitu nilu A, a nastepnie inkubu-
je sie przez 10 minut w temperaturze 55 °C,

b) zlewa sie roztwér barwnika, przeptukuje sta-
bym strumieniem wody biezacej, a nadmiar
wody usuwa za pomoca bibuty,

c) preparat zalewa sie 8 % wodnym roztworem
kwasu octowego i inkubuje przez minute
w temperaturze pokojowej,

e

preparat przeptukuje sie stabym strumieniem
wody biezacej i osusza bibuta,

e) preparat zwilza sie kropla wody i naktada
szkietko nakrywkowe;

f) zabarwiony rozmaz oglada sie w mikroskopie
epifluorescencyjnym (450 nm) pod imersja,
stosujagc powiekszenie 1000x; obserwacje pre-
paratu prowadzi sie w kierunku wykrycia ja-
snopomaranczowych, fluoryzujgcych granu-
lek PHB,

preparat oglagda sie rowniez w $wietle biatym,
aby upewni¢ sig, ze granulki znajduja sie we-
wnatrz komorek bakterii, a morfologia komor-
ki jest typowa dla bakterii Ralstonia solanace-
arum;

<

4)

5)

test z sudanem czarnym:

a) utrwalony rozmaz zalewa sie 0,3 % roztwo-
rem sudanu czarnego B w 70 % alkoholu oraz
inkubuje przez 10 minut w temperaturze poko-
jowej,

b) zlewa sie roztwdr barwnika i przeptukuje wo-
da biezagca; nadmiar wody zlewa sig, a prepa-
rat osusza za pomoca bibuty,

c) preparat zanurza sie na krétko w ksylolu i osu-
sza bibuta; z uwagi na szkodliwos$é¢ ksylolu
prace wykonuje sie pod digestorium,

=

preparat zalewa sie 0,5 % wodnym roztwo-
rem safraniny i pozostawia na 10 sekund
w temperaturze pokojowej; z uwagi na szko-
dliwosé safraniny prace wykonuje sie pod di-
gestorium,

e) delikatnie przeptukuje sie preparat stabym
strumieniem wody biezgcej, osusza bibutg
i naktada szkietko nakrywkowe,

f) zabarwiony preparat oglada sie w mikrosko-
pie swietlnym, w $wietle przechodzagcym pod
imersja, stosujac powiekszenie 1000x, granul-
ki PHB w komorkach bakterii Ralstonia solana-
cearum barwia sie na niebieskoczarno, a $cia-
na komdrkowa barwi sie na rézowo;

inne testy:

a) test IF — przeprowadzany zgodnie ze sposo-
bem okreslonym w czesci lll ust. 2,

b) test ELISA — przeprowadzany zgodnie ze spo-
sobem okreslonym w czesci lll ust. 3,

c) test PCR — przeprowadzany zgodnie ze spo-
sobem okreslonym w czesci lll 4 ust. 4.

3. Metoda izolacji

1)

pobiera sie $luz lub fragmenty przebarwionej
tkanki z pierscienia wigzek przewodzacych bulwy
ziemniaka lub z wigzek przewodzacych todygi
ziemniaka lub pomidora; umieszcza si¢ je w ma-
tej objetosci sterylnej wody destylowanej lub
50 mM buforu fosforanowego i pozostawia sie
na 5—10 minut;

wykonuje sie serie dziesieciokrotnych rozcien-
czen zawiesiny (1:10 i 1:100 lub wiecej, jesli uzna
sie za stosowne);

przenosi sie standardowa objeto$¢ zawiesiny
i jej rozcienczen na podstawowe podtoza odzyw-
cze NA, YPGA i SPA, o ktérych mowa w czesci IV
ust. 1, lub na podtoze Kelmana z chlorkiem tetra-
zoliowym, o ktérym mowa w czesci IV ust. 1, lub
na podtoze selektywne SMSA, o ktérym mowa
w czesci IV ust. 7; wykonuje sie posiew za pomo-
cg ezy lub gtaszczki, stosujgc odpowiednia tech-
nike rozcienczen ptytkowych; jezeli uzna sie za
stosowne, wykonuje sie kontrole pozytywna
droga posiewu rozcienczonej zawiesiny patoge-
nicznej kultury bakterii Ralstonia solanacearum,
nalezacej do biowaru 2/rasy 3 bakterii Ralstonia
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solanacearum na oddzielnych ptytkach z kazdym
z podtozy;

4) ptytki inkubuje sie przez 3 dni w temperaturze
28 °C; jezeli wzrost jest powolny, czas inkubacji
mozna wydtuzyé do 6 dni, majgc na uwadze, ze
na podtozu SMSA kolonie bakterii czesto staja
sie nietypowe i zamieraja:

a)

c)

b)

na podstawowych podfozach odzywczych pa-
togeniczne izolaty bakterii Ralstonia solanace-
arum tworzag pertowobiate, ptaskie, nieregu-
larne i fluidalne kolonie, czesto z charaktery-
stycznymi zagtebieniami,

na podtozu Kelmana z chlorkiem tetrazolio-
wym typowe kolonie patogenicznych izolatow
bakterii Ralstonia solanacearum sa kremowe,
ptaskie, nieregularne i fluidalne z krwistoczer-

arum sa mlecznobiate, ptaskie, nieregularne
i fluidalne, z krwistoczerwonym srodkiem; nie-
patogeniczne formy tej bakterii produkuja
mniej fluidalne kolonie, catkowicie rézowe do
czerwonych;

5) kolonie o charakterystycznej morfologii prze-
szczepia sie na podstawowe podtoze odzywcze
w celu uzyskania czystej kultury; nalezy unikaé
regularnego przeszczepiania, ktore moze prowa-
dzié do utraty patogenicznosci.

4. Testy potwierdzajace

1) Czystag kulture bakterii Ralstonia solanacearum
identyfikuje sie, stosujgc co najmniej jeden z na-
stepujacych testow:

tebi srodkierm: niepat a) testy biochemiczne i fizjologiczne przeprowa-
mg?r\]/én];oigg etel'oggrkr':ersiiro rolngéu'mecegrrc:gs: dzane w celu okreslenia, czy wyizolowane
y te] produxuja e bakterie posiadajg wtasciwosci biochemiczne
czerwone kolonie o mastowatej konsystencji, e ) ’ .
i fizjologiczne, typowe dla bakterii Ralstonia
na podtozu SMSA typowe kolonie patogenicz- solanacearum; do kazdego testu dotacza sie
nych izolatéw bakterii Ralstonia solanace- odpowiedni szczep kontrolny
barwnik fluoryzujacy -
inkluzje PHB +
test oksydacyjno-fermentacyjny (O/F) O+/F-
katalaza +
test Kovacsa +
redukcja azotanow +
wykorzystanie cytrynianu +
wzrost w temperaturze 40 °C -
wzrost w 1 % NaCl +
wzrost w 2 % NaCl -
dihydrolaza argininy -
hydroliza zelatyny -
hydroliza skrobi -
hydroliza eskuliny -
produkcja lewanu -
test IF — przygotowuje sie zawiesine 10 komé- odczyty w tescie ELISA dla badanej kultury
rek/ml badanej kultury i szczepu kontrolnego muszg by¢ rownowazne wgrtosmom uzyska-
oraz wykonuje sie serie dwukrotnych rozcien- nym dla kontroli pozytywnej,
czen przeciwciat; test IF przeprowadza sie zgod- d) test PCR — przygotowuije si¢ zawiesing 10

nie ze sposobem, o ktérym mowa w czesci lll
ust. 2; miano dla badanej kultury musi byé row-
nowazne mianu dla kontroli pozytywnej,

c) test ELISA — przygotowuje sie zawiesing >10°

komodrek/ml badanej kultury i szczepu kontrol-
nego; test ELISA przeprowadza sie zgodnie ze
sposobem, o ktdrym mowa w czesci lll ust. 3;

komorek/ml badanej kultury i szczepu kontro-
Inego; test PCR przeprowadza sie zgodnie ze
sposobem, o ktorym mowa w czesci lll ust. 4;
uzyskany produkt PCR dla badanej kultury
musi mie¢ takg samag wielkos$¢ i wzoér uzyska-
ny w analizie z uzyciem enzymoéw restrykcyj-
nych (REA) jak kontrola pozytywna,
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e)

fluorescencyjna hybrydyzacja in-situ (FISH) —
przygotowuje sie zawiesine 108 komaorek/ml
badanej kultury i szczepu kontrolnego; stosu-
je sie metode FISH z primerem PCR OLI-1; ba-
dana kultura musi wykazywac takg sama reak-
cje jak kontrola pozytywna,

profil biatkowy — zdenaturowane biatka ko-
morkowe sg rozdzielane droga elektroforezy
na zelu poliakrylamidowym — PAGE,

analiza kwasoéw ttuszczowych (FAP) — hoduje
sie badang kulture i szczep bakterii kontroli
pozytywnej przez 48 godzin, w temperaturze
28 °C, na agarze sojowo-tryptonowym oraz

stosuje metode FAP; profil badanej kultury
musi by¢ identyczny z profilem kontroli pozy-
tywnej; charakterystyka kwaséw ttuszczo-
wych jest nastepujgca: 14:0 30H, 16:0 20H,
16:1 20H i 18:1 20H;

2) oznaczanie szczepu jest zalecane w kazdym no-
wym przypadku wykrycia bakterii Ralstonia sola-
nacearum; stosuje sie co najmniej jedng z naste-
pujacych metod:

a) okreslanie biowaru na podstawie zdolnosci do

produkcji kwasu z trzech alkoholi szes$ciowe-
glowych i trzech cukréw

Biowar
wykorzystywanie

2 3 4 5
— maltozy + + - +
— laktozy + + - +
— celobiozy + + _ +
— mannitolu - + + +
— sorbitolu - + + -
— dulcitolu - + + -

dodatkowe testy na rozréznienie w obrebie biowaru 2 podfenotypéw

biowar 2 biowar 2-A biowar 2-T
wykorzystywanie trehalozy - + +
wykorzystywanie inozytolu + - +
wykorzystywanie D-rybozy - - +
aktywnos¢ pektolityczna niska niska wysoka

b) okreslanie rasy na podstawie testu patogenicznosci na roslinach pomidora lub oberzyny i roslinach ty-
toniu oraz na podstawie reakcji nadwrazliwosci (HR) na lisciach tytoniu

_ Rasa™
Reakcja
1 2 3
na roslinach pomidora/oberzyny wiedniecie brak reakcji wiedniecie
na roslinach tytoniu wiedniecie brak reakcji brak reakcji

na lisciach tytoniu

nekroza (48 h)
i wiedniecie
(7—8 dni)

HR (12—24 h) chloroza (2—8 dni)

*} Nie uwzgledniono rasy 4 (patogeniczna dla imbiru i niektérych innych roslin zywicielskich) i rasy 5 (patogeniczna wytacz-

nie dla morwy).
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Okreslenie rasy na podstawie testu patogenicz-
nosci lub testu nadwrazliwosci na roslinach ty-
toniu moze byé niewystarczajagco wiarygodne;
o rasie mozna wnioskowaé na podstawie bio-
waru i naturalnej rosliny zywicielskiej.

Szczepy bakterii Ralstonia solanacearum moz-
na rozrézni¢ na poziomie molekularnym za
pomoca:

— analizy RFLP,

— powtarzalnej sekwencji PCR (REP-, ERIC- i
BOX-PCR);

3) test patogenicznosci stosuje sie w celu potwier-
dzenia diagnozy oraz w celu okreslania patoge-
nicznosci kultur zidentyfikowanych jako bakteria
Ralstonia solanacearum, wykonujac nastepujace
czynnosci:

a) przygotowuje sie inokulum 10% komodrek/ml
badanej kultury i szczepu kontroli pozytywnej,

b) inokuluje sie 5—10 roslin pomidora lub obe-
rzyny, najlepiej w stadium trzeciego liscia wta-
sciwego lub starszych, zgodnie z metoda
okreslong w czesci Il ust. 6,

c¢) rosliny inkubuje sie do dwéch tygodni w tem-
peraturze 22—28 °C i wzglednie wysokiej wil-
gotnosci, codziennie podlewajac,

d) prowadzi sie obserwacje w celu stwierdzenia,
czy na roslinach wystepujg objawy wiednie-
cia, epinastii, chlorozy i kartowatosci,

e) bakterie izoluje sie z roslin z objawami choro-
by w nastepujacy sposob:

— wycina sie fragment tkanki fodygi dwa
centymetry powyzej miejsca inokulacji,

— tkanke todygi rozdrabnia sie i zawiesza
w niewielkiej objetosci sterylnej wody de-
stylowanej lub w 50 mM buforu fosforano-
wego, a hastepnie posiewa sie na podtoze,
inkubuje i sprawdza wystepowanie typo-
wych kolonii bakterii Ralstonia solanace-
arum.

lll. Wykrywanie i identyfikacja bakterii Ral-
stonia solanacearum w probach bulw
ziemniaka

1. Przygotowanie préby do badania

Standardowa préba sktada sie z co najmniej
200 bulw pobranych z partii bulw ziemniaka o ma-
sie 25 ton, jednakze badanie mozna réowniez wyko-
na¢ dla mniejszych préb.

W celu stymulacji namnazania matych populacji
bakterii Ralstonia solanacearum mozna, jezeli uzna
sie to za stosowane, inkubowaé probe w tempera-
turze 256—30 °C do dwéch tygodni.

Przed przystagpieniem do wtasciwego badania, bul-
wy mozna umy¢ pod biezgcg wodg z uzyciem odpo-
wiednich dezynfektantéw i detergentéw, a nastep-
nie osuszy¢ na powietrzu.

Sposob postepowania przy przygotowaniu ekstraktu:

1)

N

C

za pomocg czystego i zdezynfekowanego skalpe-
la lub noza do obierania warzyw usuwa sie skor-
ke z czesci przystolonowej bulwy w taki sposob,
aby uwidoczni¢ wigzki przewodzace; ostroznie
wycina sie z czesci przystolonowej tkanke prze-
wodzacg w postaci matego stozka o srednicy
3—5 mm; ilosé tkanki innej niz przewodzaca na-
lezy ograniczy¢ do minimum; w ten sam sposéb
postepuje sie z kazdg bulwag wchodzacag w sktad
proby; na tym etapie mozna dokonaé¢ wizualnej
oceny bulw; bulwy z objawami choroby lub gni-
jace poddaje sie odrebnym badaniom okreslo-
nym w czesci ll;

tkanke pobranag z czesci przystolonowej bulw
umieszcza sie w zamknietym pojemniku; jezeli
nie jest mozliwe bezposrednie przeprowadzenie
badania, materiat mozna przechowa¢ do 24 go-
dzin, a w temperaturze 4 °C — nie dfuzej niz
72 godziny;

tkanke pobrang z czesci przystolonowej:

a) przenosi sie do odpowiedniego pojemnika,
a nastepnie dodaje sie odpowiednig objetos¢
buforu do maceracji, o ktérym mowa w czesci
IV ust. 2, w taki sposodb, aby pokryé¢ tkanke;
rozdrabnia sie w homogenizatorze, nie do-
puszczajac do nadmiernej homogenizacji; ma-
cerat pozostawia sie na 15—30 minut lub

b) przenosi sie do odpowiedniego pojemnika,
a nastepnie dodaje sie odpowiednig objetosé
buforu do maceracji w taki sposéb, aby po-
kry¢ tkanke; pojemnik z tkankg wytrzgsa sie na
wstrzgsarce obrotowej przy 50—100 obro-
téw/min przez 4 godziny w temperaturze
20—22 °C lub przez 16—24 godzin w tempe-
raturze 4 °C, lub

c) przenosi sie do mocnej jednorazowej torebki
do maceracji, a nastepnie miazdzy sie az do
uzyskania homogenatu; dodaje sie odpowied-
nig objeto$é buforu do maceracji w taki spo-
sob, aby pokryé tkanke; macerat pozostawia
sie na 15—30 minut;

4) bakterie ekstrahuje sie ze zmacerowanej tkanki

pobranej z czesci przystolonowej w nastepujgcy
sposob:

a) macerat delikatnie dekantuje sie do probdwki
wirowkowej, pozostawiajac jego resztki w po-
jemniku lub torebce; jezeli zdekantowany mace-
rat jest metny, odwirowuje sie go z zastosowa-
niem nastepujagcych parametréw: 180 g/10 mi-
nut/<10 °C; zdekantowany macerat lub super-
natant uzyskany podczas wirowania wstepnego
odwirowuje sie z zastosowaniem nastepujgcych
parametréw: 7000 g/15 minut/<10 °C lub
10000 g/10 minut/<10 °C; supernatant zlewa sie
bez naruszania osadu lub

g

macerat przefiltrowuje sie z uzyciem filtra
o wielkosci oczek 40—100 pm; filtrowanie
mozna utatwi¢, stosujgc pompe prozniows;
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filtrat zbiera sie do probowki wiréwkowej,
a filtr przeptukuje sie buforem do macerac;ji;
filtrat odwirowuje sie z zastosowaniem naste-
pujacych  parametrow: 7000 g/15 mi-
nut/<10 °C lub 10000 g/10 minut/<10 °C; su-
pernatant zlewa sie bez naruszania osadu;

5) osad zawiesza sie w 1 ml buforu do zawieszania
osadu, o ktérym mowa w czesci IV ust. 2, a na-
stepnie dzieli na dwie réwne porcje i przenosi do
mikroprobowek; ekstrakt z jednej mikroprobéw-
ki wykorzystuje sie do badan, a jego pozostatosé
przechowuje sie na czas badania w temperaturze
4 °C; do drugiej probowki dodaje sie krople ste-
rylnego glicerolu i miesza sie na wstrzgsarce ty-
pu worteks, a nastepnie przechowuje sie w tem-
peraturze -18 °C przez kilka tygodni lub w tem-
peraturze =70 °C przez kilka miesiecy.

2. Test IF

W tescie IF uzywa sie przeciwciat na bakterie Ralsto-
nia solanacearum (najlepiej rasa 3/biowar 2). Miano
przeciwciat okresla sie z uzyciem zawiesiny 108 ko-
morek/ml homologicznego szczepu bakterii Ralsto-
nia solanacearum i koniugatu izotiocyjanianu fluore-
sceiny (FITC) w odpowiednim rozcienczeniu, zgod-
nie z instrukcjg stosowania. Przeciwciata wyjsciowe
powinny posiada¢ miano co najmniej 1:2000.

W tescie uzywa sie szkietek mikroskopowych wielo-
punktowych; zalecane sg szkietka 10. punktowe
o $rednicy 6 mm. Na kazdym szkietku mikroskopo-
wym umieszcza sie kontrole negatywna, w celu
sprawdzenia, czy koniugat (FITC) nie wigze sie nie-
specyficznie z antygenem bakteryjnym. Badanie
powtarza sig, jesli w okienku z kontrolg negatywna
obecne sa fluoryzujagce komorki bakterii.

Preparaty z kontrolg pozytywna wykonuje sie od-
dzielne, z uzyciem zawiesiny 108 komorek/ml
szczepu nalezgcego do odpowiedniej rasy/biowa-
ru bakterii Ralstonia solanacearum. Dla kazdego
zestawu testéw wykonuje sie jeden preparat kon-
trolny.

Sposdob wykonania badania:

1) preparaty z badanych préb wykonuje sie w na-
stepujacy sposob:

a) w przypadku osadu z niewielkg zawartoscia
skrobi — za pomoca pipety nanosi sie na
okienka, w jednym rzedzie, standardowa obje-
tos$¢ zawieszonego w buforze osadu; standar-
dowag objetoscig dla okienek o $rednicy 6 mm
jest 15 pl; dla okienek o wigkszej srednicy na-
lezy dokonaé proporcjonalnych przeliczen;
drugi rzad okienek moze byé uzyty jako po-
wtdrzenie préby lub dla kolejnej préby, zgod-
nie ze schematem 1,

g

w przypadku pozostatych ekstraktow — wyko-
nuje sie dziesieciokrotne rozcienczenia eks-
traktu (1:10, 1:100 i 1:1000) w buforze do za-
wieszania osadu; za pomoca pipety nanosi sie
na okienka, w jednym rzedzie, standardowa
objeto$é zawieszonego w buforze osadu i je-
go rozcienczenia; standardowg objetoscig dla
okienek o srednicy 6 mm jest 15 pl; dla okie-
nek o wiekszej $rednicy nalezy dokonaé pro-
porcjonalnych przeliczenh; drugi rzad okienek
moze byé uzyty jako powtdrzenie proby lub
dla kolejnej proby, zgodnie ze schematem 2;

Schemat 1

Standardowe rozcienczenie zawieszonego w buforze osadu

M = miano
FITC M/4 M/2 M 2 M=dwukrotne rozcieficzenia przeciwciat
probal :Z__..:' 3 {4; 3 (ﬁ} 4 (‘} 5
povwtirzetde
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Schemat 2
FITC Standardowe rozcienczenia przeciwciat
nierozcienczony nierozcienczony- 1/10 1/100 1/1000 =dziesigciokrotne rozcieficzenia zawieszonego
w buforze osadu

) ) 2 W )
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2) krople pozostawia sie do wyschniecia, a nastep-
nie preparat utrwala sie przez ogrzanie, opalenie
lub z uzyciem 95 % etanolu;

3) w przypadku gdy preparaty wykonuje sie zgod-
nie ze sposobem okreslonym w pkt 1 lit. a, spo-
rzgdza sie zestaw dwukrotnych rozciehczen
['/, miana (M/4), '/, miana (M/2), miano (M) i po-
dwojone miano (2M)] przeciwciat w buforze IF,
o ktérym mowa w czesci IV ust. 3; w przypadku
sposobu okreslonego w pkt 1 lit. b — sporzadza
sie rozcienczenie robocze (RR) przeciwciat w bu-
forze IF; rozcienczenie robocze jest rozciencze-
niem przeciwciat o optymalnej specyficznosci
i stanowi ono zwykle potowe miana:

a) preparaty umieszcza sie na wilgotnej bibule;
okienka z badanymi prébami pokrywa sie
przeciwciatami, a w okienku z kontrolg nega-
tywng FITC umieszcza sie bufor PBS; nanie-
siona na okienka objeto$é przeciwciat musi
byé robwnowazna objetosci naniesionego eks-
traktu,

g

preparaty inkubuje sie pod przykryciem przez
30 minut w temperaturze otoczenia,

c) krople przeciwciat usuwa sie z preparatow,
a nastepnie preparaty ostroznie sptukuje sie
buforem IF; moczy sie przez pie¢ minut w bu-
forze IF-Tween, a nastepnie pie¢ minut w bu-
forze IF i ostroznie usuwa sie nadmiar wilgoci,

=

preparaty umieszcza sie na wilgotnej bibule;
okienka z badanymi prébami oraz okienko
z kontrolg negatywna FITC pokrywa sie koniu-
gatem FITC w rozcienczeniu uzytym przy
okreslaniu miana; naniesiona na okienka ob-
jetosé koniugatu (FITC) musi byé identyczna
jak objetosé naniesionych przeciwciat,

e) preparaty inkubuje sie pod przykryciem przez
30 minut w temperaturze otoczenia,

f) krople koniugatu usuwa sie z preparatu, pre-
parat ptucze sig, a nastepnie moczy w sposdb
okreslony w lit. ¢ i ostroznie usuwa sie nad-
miar wilgoci,

g) na kazde okienko nanosi sie za pomoca pipe-
ty 5—10 pl 0,1 M buforu fosforanowego z gli-
cerolem, o ktérym mowa w czesci IV ust. 3,
lub podobnego utrwalacza i naktada sie
szkietko nakrywkowe;

&

odczyt testu IF — preparaty oglada sie w mikro-
skopie epifluorescencyjnym z filtrami odpowied-
nimi dla wzbudzenia FITC pod imersjg, stosujac
powiekszenie 500—1000x; okienka przeglada sie
w poprzek dwoch srednic przecietych pod katem
prostym oraz wokot obwodu okienka; najpierw
sprawdza sie preparat z kontrolg pozytywng; ko-
morki muszg by¢ wyraznie zabarwione i wykazy-
wac jasna fluorescencjg; test nalezy powtorzyc,
jesli zabarwienie jest niewtasciwe; przegladajac
preparaty z badang probg, najpierw sprawdza
sig, czy w kontroli FITC nie wystepuja fluoryzuja-
ce komorki; obecnosé fluoryzujacych komorek
w kontroli FITC wskazuje na niespecyficzne wig-
zanie koniugatu FITC, autofluorescencje lub kon-
taminacje; test nalezy powtérzyé, jezeli takie zja-
wisko wystepuje; okienka z badanymi prébami
przeglada sie, poszukujac jasno fluoryzujacych
komodrek o charakterystycznej dla bakterii Ral-
stonia solanacearum morfologii; intensywnosé
fluorescencji musi byé rownowazna z intensyw-
noscig fluorescencji w preparacie z kontrolg po-
zytywna z uzyciem tego samego rozcienczenia
przeciwciat; komorki niecatkowicie zabarwione
lub stabo fluoryzujgce musza byé pominiete,
chyba ze wystepuje wiele takich komadrek.

Interpretacja wynikow testu IF:

1) jezeli nie stwierdzono obecnosci jasno fluoryzu-
jacych komoérek o charakterystycznej morfologii,
wynik testu jest negatywny;



Dziennik Ustaw Nr 83

— 5364 —

Poz. 775

2) jezeli stwierdzono obecnos$¢ jasno fluoryzuja-
cych komoérek o charakterystycznej morfologii,
okresla sie $rednig ilosé komadrek w polu widze-
nia i oblicza sie ilos¢ komorek (N) w ml zawieszo-
nego osadu wedtug wzoru okreslonego w czesci
IV ust. 4; populacja stanowigca okoto 103 komo-
rek/ml zawieszonego osadu jest uznawana za
granice wykrywalnosci w tescie IF, a wiec
w przypadku préb o:

a) N > 103 komérek/ml zawieszonego osadu —
wynik testu jest uznawany za pozytywny,

b) N < 103 komérek/m| zawieszonego osadu —
wynik testu moze byé uznawany za pozytyw-
ny;

jezeli w zakresie miana przeciwciat widoczna jest
duza ilo$é (>10° komarek/ml) czesciowo lub sta-
bo fluoryzujacych komoérek, wykonuje sie drugi
test:

w

a) oparty na innej zasadzie biologicznej lub

b) powtdrny test IF z uzyciem innych przeciwciat
albo z uzyciem dziesieciokrotnie rozcienczo-
nego osadu.

3. Test ELISA

W tescie ELISA uzywa sie przeciwciat na bakterige
Ralstonia solanacearum (najlepiej rase 3/biowar 2).
Miano okresla sie z uzyciem zawiesiny 108 komo-
rek/ml homologicznego szczepu bakterii Ralstonia
solanacearum. Uzywa sie ptytek titracyjnych. Spo-
rzgdza sie kontrole negatywna z uzyciem ekstraktu
ze zdrowych ziemniakoéw i kontrole buforu fosfora-
nowego (PBS); jako kontroli pozytywnej uzywa sie
zawiesiny o stezeniu >108 komadrek/ml szczepu na-
lezacego do odpowiedniej rasy/biowaru bakterii
Ralstonia solanacearum. Z kontrolg pozytywna po-
stepuje sie w taki sam sposob jak z badanymi pré-
bami, przy czym kontrole pozytywnga wyraznie od-
dziela sie od badanej préby na ptytce titracyjnej.

Sposob wykonania badania:

1) wprowadza sie 100—200 pl zawieszonego osadu
za pomoca pipety do mikroprobowki, ktérg pod-
grzewa sie przez 4 minuty w temperaturze 100 °C,
a nastepnie pozostawia w lodzie;

2) dodaje sie rownowaznag objetos¢ podwodjnie
stezonego buforu optaszczajagcego, o ktérym
mowa w czesci IV ust. 5, oraz miesza sie na
wstrzgsarce typu worteks;

3) nanosi sie po 100 pl ekstraktu do co najmniej
dwadch studzienek w ptytce titracyjnej, a nastep-
nie inkubuje sie przez jedng godzine w tempe-
raturze 37 °C lub pozostawia do nastepnego
dnia w temperaturze 4 °C;

4) ekstrakt usuwa sie ze studzienek, a studzienki
wyptukuje sie trzykrotnie buforem PBS-Tween,
o ktérym mowa w czesci |V ust. 5, pozostawia-
jac bufor w studzienkach przy ostatnim ptuka-
niu na co najmniej 5 minut;

5) sporzadza sie odpowiednie rozcienczenie prze-
ciwciat na bakterie Ralstonia solanacearum
w buforze blokujacym, o ktérym mowa w czesci
IV ust. b; do studzienek nanosi sie po 100 pl roz-
cienczonych przeciwciat oraz inkubuje przez go-
dzine w temperaturze 37 °C;

6) przeciwciata usuwa sie ze studzienek, a studzien-
ki wyptukuje sie w sposdb okreslony w pkt 4;

7) sporzadza sie odpowiednie rozcienczenie ko-
niugatu z alkaliczng fosfatazg w buforze bloku-
jacym i nanosi sie po 100 pl rozciehczonego ko-
niugatu do studzienek; ptytki inkubuje sie przez
1 godzine w temperaturze 37 °C;

8) koniugat, o ktdrym mowa w pkt 7, usuwa sie ze
studzienek, a studzienki wyptukuje sie w spo-
sob okreslony w pkt 4;

9) sporzadza sie roztwor substratu alkalicznej fos-
fatazy, o ktérym mowa w czesci IV ust. 5, nano-
si sie po 100 pl do studzienek oraz inkubuje
przez 30 minut do jednej godziny w ciemnosci,
w temperaturze otoczenia;

10) absorbancje odczytuje sie przy dtugosci fali
409 nm.

Interpretacja wynikow testu ELISA:

1) jezeli gestos¢ optyczna (GO) préby jest <2 x GO
kontroli negatywnej — wynik testu ELISA jest
negatywny;

2) jezeli gestosc optyczna (GO) préby jest >2 x GO
kontroli negatywnej — wynik testu ELISA jest
pozytywny.

4. Test PCR

Na wszystkich etapach przygotowania proby i pod-
czas innych czynnosci zwigzanych z przeprowadza-
niem testu PCR uzywa sie koncéwek do pipet z fil-
trem. Sporzadza sie zawiesing 10% komorek/ml
szczepu nalezgcego do rasy 3/biowaru bakterii Ral-
stonia solanacearum jako kontrole pozytywna.
Z kontrola pozytywna postepuje sie w taki sam spo-
sob jak z badanymi prébami.

Sposob wykonania badania:

1) wprowadza sie 100 pl zawieszonego osadu za
pomocga pipety do mikroprobdwki albo przenosi
sie 90 pl zawieszonego osadu do mikroprobdw-
ki zawierajacej 10 pl 0,5M NaOH; miesza sie
przez kilkakrotne odwrdcenie probdwki;

2) probdéwke ogrzewa sie przez 4 minuty w tempe-
raturze 100 °C, a nastepnie pozostawia w lodzie;

3) sporzadza sie co najmniej dwa dziesieciokrotne
rozcienczenia (1:10 i 1:100) lub wiecej, jezeli uzna
sie za stosowne, w sterylnej wodzie destylowa-
nej lub w wodzie ultraczystej (UPW);

4) przygotowuje sie mieszanine reakcyjng do testu
PCR, o ktérej mowa w czesci IV ust. 6, w steryl-
nej mikroprobowce i dodaje sie sktadniki w na-
stepujacej kolejnosci:
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a) dla objetosci 50 pl:

sktadnik ilosé stezenie koncowe
woda sterylna destylowana lub UPW 30,8 ul—33,8 pl
10 x bufor PCR 5,0 pl 1 x
d-ATP 1,0 pl 0,2 mM
d-CTP 1,0 pl 0,2 mM
d-GTP 1,0 pl 0,2 mM
d-TTP 1,0 pl 0,2 mM
primer OLI-1 (20 pM) 2,5l T mM
primer Y-2 (20 pM) 2,5 ul TmM
Tag polimeraza (5 U/pl) 0,2 pl 10U

c)

objetos¢ catkowita 45 pl—48 pl

dla wiekszej liczby reakcji — przelicza sig ilosé
kazdego sktadnika na wymagang liczbe reak-
cji, a nastepnie miesza sie sktadniki i przenosi
45 pl—48 pl mieszaniny do sterylnych probo-
wek PCR; probéwki z mieszaning reakcyjng do
PCR przetrzymuje sie w lodzie,

dla objetosci 25 pl — sktadniki przelicza sie
proporcjonalnie;

5) amplifikacja PCR:

a)

c)

probowki z zagotowang préba i kontrolg pozy-
tywna mozna odwirowac; do poszczegdlinych
probéwek z mieszaning reakcyjng PCR dodaje
sie w nastepujacej kolejnosci: 2—5 pl préby
albo kontrole negatywna (woda), albo kontro-
le pozytywng; probéwki umieszcza sie w blo-
ku grzejnym amplifikatora DNA,

przeprowadza sie program, obejmujacy na-

stepujace etapy:!

— jeden cykl: 2 minuty w temperaturze
96 °C (denaturacja),

— B0 cykli: 20 sekund w temperaturze
94 °C (denaturacja), 20 sekund w tempera-
turze 68 °C (przytaczanie primeréw),
30 sekund w temperaturze 72 °C (wydtu-
zanie kopii),

— jeden cykl: 10 minut w temperaturze
72 °C (dalsze wydtuzanie),

— jeden cykl: utrzymywanie w temperaturze
4 °C,

probowki wyjmuje sie z amplifikatora i anali-
zuje produkt PCR; jezeli analiza nie bedzie wy-
konywana bezposrednio, probdwki przecho-
wuje sie w temperaturze 4 °C w celu uzycia
jeszcze tego samego dnia, lub w temperaturze
-18 °C, jezeli analiza bedzie przeprowadzana
w poézniejszym terminie;

6) analiza produktu PCR droga elektroforezy agaro-
zowej i barwienia bromkiem etydyny:

1 Podane parametry przewidziane sa dla amplifikatora Per-
kin Elmer 9600; w przypadku innych amplifikatorow ko-
nieczne moze byé¢ dodanie do probowki reakcyjnej PCR
oleju mineralnego lub modyfikacja czasu w etapie obej-
mujgcym 50 cykli.

a) sporzadza sie odpowiedni zel agarozowy, do-

g

c)

=
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f
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>
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k)

pe——

prowadzajac stopniowo do wrzenia agaroze
w buforze do elektroforezy (TAE),

ptynng agaroze schtadza sie do temperatury
50—60 °C, a nastepnie wlewa pomiedzy dwie
ptyty w celu uformowania zelu i montuje grze-
bien; pozostawia sie do zestalenia,

usuwa sie grzebien; zel zanurza sie w buforze
TAE w taki sposdb, aby byt pokryty 2—3 mm
warstwa buforu,

na parafilmie umieszcza sie 3 pl krople buforu
obcigzajacego; dodaje sie 12 pl produktu PCR
z proby, z kontroli pozytywnej lub z kontroli ne-
gatywnej (woda), po czym miesza sie kilkakrot-
nie nabierajagc i wypuszczajgc mieszaninge
z koncowki pipety; podane objetosci moga byé
modyfikowane w taki sposéb, aby odpowiada-
ty rozmiarowi kieszonki w zelu agarozowym,

ostroznie napetnia sie kieszonki w zelu; w co
najmniej jednej kieszonce umieszcza sie od-
powiedni wzorzec DNA jako odniesienie,

prowadzi sie elektroforeze przy parametrach
5—8 V/cm do chwili, az wskaznik osiggnie po-
ziom 1 cm od koncowego brzegu zelu,

po wytaczeniu aparatu do elektroforezy,
ostroznie wyjmuje sie zel i zanurza sie w roz-
tworze bromku etydyny na 30—45 minut, uzy-
wajac rekawic jednorazowych,

zel odbarwia sie w wodzie destylowanej przez
10—15 minut,

zamplifikowany fragment oglada sie w trans-
iluminatorze UV; produkt PCR dla bakterii Ral-
stonia solanacearum z zestawem primeréw
OLI-1i Y-2 ma wielko$¢ 288 bp; porownuje sie
go z markerem DNA i kontrolg pozytywng;
kontrola negatywna (woda) w kazdym przy-
padku musi byé negatywna, w przeciwnym
przypadku test nalezy powtérzy¢,

wykonuje sie fotografie zelu w celu udokumen-
towania wynikéw, jezeli jest to wymagane,

potwierdza sie autentyczno$é zamplifikowne-
go fragmentu drogg analizy z uzyciem enzy-
mow restrykcyjnych (REA);
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7) analiza z uzyciem enzymow restrykcyjnych (REA):

a) przenosi sie 8,5 pl produktu PCR do nowej mi-
kroproboéwki i dodaje sie 1 pl stezonego 10 x bu-
foru do enzymu i 0,5 pyl enzymu restrykcyjnego
Aval ll,

b) zawarto$¢ probowki miesza sie kilkakrotnie
nabierajgc i wypuszczajgc mieszanine z kon-
cowki pipety; jezeli na sciankach mikropro-
béwki pozostang krople, krétko wiruje sie
w mikrowirdwce oraz inkubuje sie przez go-
dzine w temperaturze 37 °C,

c) analizuje sie strawiony przez enzymy restryk-
cyjne fragment PCR droga elektroforezy aga-
rozowej w sposob okreslony ust. 4 pkt 6.

Interpretacja wynikow testu PCR:

1) jezeli nie wykryto charakterystycznego fragmen-
tu 288 bp, a fragment ten zostat wykryty w kon-
troli pozytywnej Ralstonia solanacearum — wy-
nik testu PCR jest negatywny;

2) jezeli wykryto charakterystyczny fragment 288 bp,
a analiza REA zamplifikowanego fragmentu jest
identyczna jak w przypadku kontroli pozytywnej
bakterii Ralstonia solanacearum — wynik testu
PCR jest pozytywny.

5. Izolacja na podtoza selektywne

1) izolacje przeprowadza sie z zastosowaniem tech-
niki rozcienczen ptytkowych, np.:

a) sporzadza sie co najmniej dwa 10. rozciehcze-
nia osadu zawieszonego w buforze do osadu
(1:10 i 1:100) lub wiecej, jesli uzna sie za sto-
sowne; nanosi sie za pomocg pipety odmie-
rzong standardowa objetos$é¢ (50—100 pl) za-
wieszonego w buforze osadu i kazde jego roz-
cienczenie na zmodyfikowane podtoze selek-
tywne SMSA, o ktérym mowa w czesci IV
ust. 7, po czym rozprowadza sie na po-
wierzchni podtoza za pomoca szklanej
gtaszczki; jezeli uzna sie za stosowne, wyko-
nuje sie posiew zawieszonego osadu za po-
moc3a ezy z oczkiem o objetosci 10 pl; po kaz-
dym etapie eze opala sie lub

b) przenosi sie odmierzong standardowg obje-
tos¢ (50—100 pl) zawieszonego w buforze
osadu na zmodyfikowane podfoze selektyw-
ne SMSA i rozprowadza na catej powierzchni
podtoza za pomoca szklanej gtaszczki; wyko-
nuje sie posiew bez opalania gtaszczki, na co
najmniej dwdch innych szalkach ze zmodyfi-
kowanym podtozem SMSA;

2) przygotowuje sie kontrole pozytywna, stosujac
te sama metode rozcienczen ptytkowych w od-
niesieniu do zawiesiny 10 komdérek/ml patoge-
nicznej rasy 3/biowaru 2 bakterii Ralstonia sola-
nacearum na oddzielnym zestawie ptytek ze
zmodyfikowanym podtozem SMSA;

3) ptytki inkubuje sie w temperaturze 28 °C, a od-
czyt wyniku rozpoczyna sie po trzech dniach;
w przypadku wyniku negatywnego ptytke inku-
buje sie dalej, do szesciu dni; kolonie patoge-
nicznych izolatéw bakterii Ralstonia solanace-
arum sa mlecznobiate, ptaskie, nieregularne
i fluidalne, z krwistoczerwonym zagtebionym
srodkiem, wykazujgce wewnetrzne bruzdki;

4) kolonie bakterii o charakterystycznej morfologii,
w celu uzyskania czystej kultury, przeszczepienia
sie na podstawowe podtoze odzywcze, o ktérym
mowa w czesci IV ust. 1;

5) identyfikuje sie czystg kulture w sposéb okreslo-
ny w czesci Il ust. 4 pkt 1 i potwierdza identyfika-
cje bakterii Ralstonia solanacearum na podsta-
wie testu patogenicznosci, o ktéorym mowa
w czesci |l ust. 4 pkt 3.

Interpretacja wynikow uzyskanych w metodzie izo-
lacji na podtoza selektywne:

1) jezeli w ciggu szesciu dni nie wyrosng zadne ko-
lonie lub nie zostang wyizolowane kolonie cha-
rakterystyczne dla bakterii Ralstonia solanace-
arum, pod warunkiem ze nie podejrzewa sie ha-
mujacego wptywu innych kolonii bakterii, oraz
jezeli w kontroli pozytywnej obecne sa kolonie
charakterystyczne dla bakterii Ralstonia solana-
cearum — wynik izolacji na podtoza selektywne
uznaje sie za negatywny;

2) jezeli obecne sg kolonie charakterystyczne dla
bakterii Ralstonia solanacearum — wynik izolacji
na podtoza selektywne uznaje sie za pozytywny.

6. Test biologiczny

1) dla kazdej badanej proby uzywa sie 10 sadzonek
roslin testowych podatnej odmiany pomidora
lub oberzyny w stadium trzeciego liscia wtasci-
wego; nie podlewa sie roslin 24 godziny przed
inokulacja;

2) 100. yl zawieszonego osadu inokuluje sie rosliny
testowe, wktuwajac igte w todyge pomiedzy li-
$cieniami oraz w jedno lub kilka innych miejsc;

3) przygotowuje sie kontrole pozytywng; stosujac
te sama technike inokuluje sie 10 sadzonek za-
wiesing 108 komaérek/ml patogenicznego szcze-
pu bakterii Ralstonia solanacearum biowar 2/ra-
sa 3 jako kontrole pozytywna oraz kontrole nega-
tywna, inokulujac rosliny buforem do zawiesze-
nia osadu; rosliny stanowigce kontrole pozytyw-
ng oddziela sie od pozostatych roslin w celu
unikniecia kontaminacji;

4) rosliny testowe hoduje sie dalej, do czterech ty-
godni, w temperaturze 22—28 °C i w warunkach
wysokiej wilgotnosci wzglednej, codziennie pod-
lewajac; prowadzi sie obserwacje w celu stwier-
dzenia, czy na roslinach wystgpig objawy wied-
niecia, epinastii, chlorozy lub kartowatosci;

5) izoluje sie bakterie z zainokulowanych roslin
i dokonuje sie identyfikacji czystej kultury o cha-
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rakterystycznej morfologii w sposéb okreslony
w czesci |l ust. 4 pkt 1 oraz potwierdza sie iden-
tyfikacje kultury jako bakterie Ralstonia solana-
cearum na podstawie testu patogenicznosci,
o ktérym mowa w czesci Il ust. 4 pkt 3;

w przypadku zestawu roslin z badanej préby nie-
wykazujgcych objawdw choroby, jezeli uzna sie
za stosowne, sprawdza sig, czy nie wystepuje in-
fekcja latentna: z kazdej rosliny testowej wycina
sie 1. cm fragment todygi w odlegtosci 2 cm od
miejsca inokulacji; pobrang tkanke homogenizu-
je sie w buforze do maceracji, a nastepnie wyko-
nuje sie posiew metoda rozcienczen, o ktorej
mowa w czesci lll ust. 5 pkt 1; jezeli wynik jest
pozytywny, dokonuje sie identyfikacji czystych
kultur o charakterystycznej morfologii w sposob
okreslony w czesci Il ust. 4 pkt 1 oraz potwierdza
sie identyfikacje kultury jako bakteria Ralstonia
solanacearum na podstawie testu patogeniczno-
$ci, o ktorym mowa w czesci Il ust. 4 pkt 3.

Interpretacja wyniku testu biologicznego:

1)

2)

jezeli rosliny testowe nie sg porazone przez bak-
terie Ralstonia solanacearum, a bakteria Ralsto-
nia solanacearum zostata wykryta w kontroli po-
zytywnej — wynik testu biologicznego uznaje sie
za negatywny;

jezeli rosliny testowe sg porazone przez bakterie

Ralstonia solanacearum — wynik testu biolo-
gicznego uznaje sie za pozytywny.

7. Testy wzbogacania

1)

2)

przenosi sie 100 pl zawieszonego osadu do
3 ml zmodyfikowanego bulionu SMSA, o ktérym
mowa w czesci IV ust. 7;

mieszanine inkubuje sie 48 godzin, ale nie dtuzej
niz 72 godziny, w temperaturze 28 °C, z luzno
umocowanym korkiem probdéwki w celu zapew-
nienia dostepu powietrza;

wciska sie korek i miesza sie na wstrzgsarce typu
worteks; rozdziela sie go do celow testu IF, testu
ELISA Iub testu PCR.

8. Test patogenicznosci

Test patogenicznosci przeprowadza sie w sposob
okreslony w czesci Il ust. 4 pkt 3.

IV. Odczynniki,

podtoza i testy stosowane

przy diagnozowaniu, wykrywaniu i iden-
tyfikacji bakterii Ralstonia solanacearum

1. Podtoza do izolacji i hodowli Ralstonia solanacearum

1)

Nutrient Agar (NA) — agar odzywczy
Nutrient Agar (Difco) 23 g

Woda destylowana 1 litr

przygotowuje sie potlitrowe porcje pozywki
w jednolitrowych kolbach; rozpuszcza sie sktad-
niki i sterylizuje w autoklawie w temperaturze
121 °C przez 15 minut; schtadza sie do tempera-
tury 50 °C, a nastepnie rozlewa na ptytki;

2) Yeast-Peptone-Glucose-Agar (YPGA)

3

~—

agar
drozdZzowo-peptonowo-glukozowy

Yeast Extract (Difco) 59
Bacto Peptone (Difco) 59
D(+) glukoza (jednowodna) 1049
Bacto Agar (Difco) 15 g
Woda destylowana 1 litr

przygotowuje sie potlitrowe porcje pozywki
w jednolitrowych kolbach; rozpuszcza sie sktad-
niki i sterylizuje sie w autoklawie w temperaturze
121 °C przez 15 minut; schtadza sie do tempera-
tury 50 °C, a nastepnie rozlewa sie na ptytki;

Sucrose Peptone Agar (SPA) — agar z sacharo-
zg i peptonem

Sacharoza 20g
Pepton 5¢g
K,HPO, 05¢g
MgSO, x 7 H,0 0,25¢
Bacto Agar (Difco) 15 g
Woda destylowana 1 litr

przygotowuje sie potlitrowe porcje pozywki
w jednolitrowych kolbach; rozpuszcza sie sktad-
niki; ustala sie pH 7,2—7,4, jezeli jest to koniecz-
ne; sterylizuje sie w autoklawie w temperaturze
121 °C przez 15 minut; schtadza sie do tempera-
tury 50 °C, a nastepnie rozlewa sie na ptytki;

4) Podtoze Kelmana z chlorkiem tetrazoliowym

Casamino acids (Difco) 19
Bacto Peptone (Difco) 10g
Glukoza 59
Bacto Agar (Difco) 15 g
Woda destylowana 1 litr

przygotowuje sie potlitrowe porcje pozywki
w jednolitrowych kolbach; rozpuszcza sie sktad-
niki; sterylizuje sie w autoklawie w temperaturze
121 °C przez 15 minut; schtadza sie do tempera-
tury 50 °C; dodaje sie wodny roztwar triphenylu
tetrazolium chloride (Sigma) sterylizowany dro-
ga filtrowania tak, aby uzyskac¢ ostateczne steze-
nie 50 mg na litr; rozlewa sie na ptytki.

2. Materiaty do przygotowania proby

1) bufor do maceracji: 50 mM bufor fosforanowy,

pH 7,0

Na,HPO, 4,26 g
KH,PO, 2,729
Woda destylowana 1 litr

bufor ten jest stosowany do maceracji tkanek; roz-
puszcza sie sktadniki i ustala sie pH; dzieli sig na
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mniejsze porcje, jezeli uzna sie za stosowne; steryli-
zuje sie w autoklawie w temperaturze 121 °C przez
15 minut; w przypadku wykonywania testu PCR za-
leca sie dodanie 5 % polyvinylpyrrolidone-40000
MWT (PVP-40) w celu zmniejszenia inhibicji amplifi-
kacji przez czgsteczki zwigzkdw aromatycznych
obecnych w ekstrakcie; w przypadku przeprowadze-
nia homogenizowania tkanek ziemniaka zaleca sie
dodanie $rodka zapobiegajagcego powstawaniu
ktaczkowatosci, srodka przeciwpienigcego lub $rod-
ka antyoksydacyjnego, w ilosciach niezbednych do
uzyskania wymaganego stezenia;

0,5 g /litr
1,0 ml/litr
tetrasodium pyrophosphate 1,0 g/litr.

Lubrol w ptatkach

DC Silicone antifoam

autoklawuje sie oddzielnie; dodaje sie do uzyska-
nia wymaganego stezenia;

2

~

bufor do zawieszania osadu: 10 mM bufor fosfo-
ranowy, pH 7,2

Na,HPO, x 12 H,0 2749
NaH,PO, x 2 H,0 049
Woda destylowana 1 litr

bufor ten jest stosowany do zawieszania tkanki
przystolonowej bulwy i osadu; rozpuszcza sie
sktadniki i ustala pH; dzieli na mniejsze porcje,
jezeli uzna sie za stosowne; sterylizuje sie w au-
toklawie w temperaturze 121 °C przez 15 mi-
nut.

3. Materiaty do testu IF

1) bufor IF: 10 mM bufor fosforanowy (PBS), pH 7,2

Na,HPO, x 12 H,0 2749
NaH,PO, x 2 H,0 0449
NaCl 80g
Woda destylowana 1 litr

bufor ten jest stosowany do sporzgdzania roz-
cienczen przeciwciat; rozpuszcza sie sktadniki
i ustala pH; dzieli sie na mniejsze porcje, jezeli
uzna sie za stosowne; sterylizuje sie w autokla-
wie w temperaturze 121 °C przez 15 minut;

2) bufor IF — Tween

bufor ten jest stosowany do ptukania prepara-
téw; dodaje sie 0,1 % Tween 20 do buforu IF;

3) 0,1 M bufor fosforanowy z glicerolem, pH 7,6
Na,HPO, x 12 H,0 3249

NaH,PO, x 2 H,0 0,15¢g
Glicerol 50 ml
Woda destylowana 100 ml

bufor ten jest stosowany w celu zapobiegania
szybkiemu wygasaniu fluorescencji.

4. Okreslanie poziomu infekcji w tescie IF

Powierzchnia (S) okienka na szkietku wielopunkto-
wym

wzor (1)
gdzie:

D = $rednica okienka.

Powierzchnia (s) pola widzenia obiektywu

7d?
S =
4

wzor (2)
gdzie:

d = $rednica pola widzenia.

Okresla sie d na podstawie bezposredniego pomia-
ru lub wedtug nastepujgcego wzoru:

.2
T

TG K4

Ky wzor (3)

gdzie:

i = wspotczynnik pola (zalezy od typu okularu i za-
wiera sie w granicach od 8 do 24),

K = wspotczynnik tubusa (1 lub 1,25),

G = powiekszenie 100x, 40x itp. obiektywu,

d= =
V2

na podstawie wzoru (2)

= wzor (4)

na podstawie wzoru (3)

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

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

C=c§
§

Okresla sie liczbe typowych fluoryzujagcych komo-
rek w ml osadu (N)

11000

N=C F

34

gdzie:
y = objetos$é osadu naniesionego na okienko,

F = wspodtczynnik rozcienczenia osadu.
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5. Materialy do testu ELISA

1) podwadjnie stezony optaszczajacy bufor wegla-

2

3
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~—

nowy, pH 9,6

Na,CO, 6,36 g
NaHCO, 11,72 g
Woda destylowana 1 litr

rozpuszcza sie sktadniki i ustala pH; dzieli sie na
mniejsze porcje, jezeli uzna sie za stosowne; stery-
lizuje sie w autoklawie w temperaturze 121 °C przez
15 minut; jezeli ekstrakt zawiera wysokie frakcje cza-
steczek zwigzkéw aromatycznych, dodaje sie siar-
czynu sodowego o stezeniu koncowym 0,2 % jako
srodka antyoksydacyjnego;

10 x bufor fosforanowy (PBS), pH 7,4

NaCl 80g
KH,PO, 2g
Na,HPO, x 12 H,0 29¢
KCI 29
Woda destylowana 1 litr

rozpuszcza sie sktadniki i sprawdza pH; dzieli sie na
mniejsze porcje, jezeli uzna sie za stosowne; stery-
lizuje sie w autoklawie w temperaturze 121 °C przez
15 minut;

bufor fosforanowy (PBS-T)

4)

5)

bufor blokujacy (przeciwciata) (musi by¢ swiezo

przygotowany)

10 x PBS 10 ml
Polyvinylpyrrolidone-44000 MWT

(PVP-44) 209
10 % Tween 20 05¢g
Mieko w proszku 059
Woda destylowana do 100 ml

roztwor substratu alkalicznej fosfatazy, pH 9,8
Diethanolamine 97 ml
Woda destylowana 800 ml
miesza sie i ustala pH 9,8 za pomoca stezonego
HCI; uzupetnia sie do 1 litra wodg destylowang;
dodaje sie 0,2 g MgCl,; rozpuszcza sie dwie
5 mg tabletki substratu fosfatazy (Sigma)
w 15 ml roztworu.

. Materiaty do testu PCR

sekwencja oligonukleotydowa primera
Primer OLI-1 5-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3'
Primer Y-2 5-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'

. Materiaty do izolacji na podtoza selektywne i te-

stéw wzbogacania

1)

podtoze selektywne SMSA
podtoze podstawowe:

Casamino acids (Difco) 19
Bacto Peptone (Difco) 10g
Glicerol 5 ml
Agar (Difco) 159
Woda destylowana 1 litr

przygotowuje sie potlitrowe porcje pozywki
w jednolitrowych kolbach; rozpuszcza sie sktad-
niki i ustala pH; ustala sie pH 6,5 przed autokla-
wowaniem, jezeli jest to konieczne. Ralstonia so-
lanacearum nie ros$nie zbyt dobrze na podtozu
o pH > 7,0; sterylizuje sie w autoklawie w tempe-

10 x PBS 100 ml raturze 121 °C przez 15 minut; schtadza sie do
10 % Tween 20 5 ml Skiadniki (wszystkis 2 Sigmy), tak aby cryakad
Woda destylowana 895 ml podane ostateczne stezenie:
Fiolet krystaliczny 5 mg/ litr
Polymixin B sulphate 100 mg/litr ($rednio 600 000 jednostek) Sigma P-1004
Bacitracin® 25 mg/litr (Srednio 1250 jednostek) Sigma B-0125
Chloramphenicol 5 mg/litr Sigma C-3175
Penicilin-G 0,5 mg/litr (srednio 825 jednostek) Sigma P-3032
Tetrazolium salts 50 mg/litr

*) zwiekszenie stezenia Bacitracin do 300 ppm moze zmniejszyé stopien kontaminacji przez bakterie saprofitycz-

ne bez redukcji wzrostu Ralstonia solanacearum;

sktadniki rozpuszcza sie w 70 % etanolu, tak aby
uzyskaé dane stezenia dla objetosci przygotowa-
nego podtoza; niektore sktadniki, mianowicie po-
lymixin B i chloramphenicol wymagaja lekkiego
podgrzania i wstrzgsania;

2) bulion SMSA

przygotowuje sie w podobny sposdéb jak selek-
tywne podtoze SMSA, lecz nie dodaje sie agaru;
rozdziela sie po 3 ml do 30 ml uniwersalnych
probéwek.



