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VYHLASKA
ze dne 4. kvétna 2004

o opatfenich k zabezpeceni ochrany proti zavlékani a $ifeni puvodce bakterialni

krouzkovitosti bramboru a pivodce bakteridlni hnédé hniloby

Ministerstvo zemédélstvi stanovi podle § 88
odst. 2 zdkona ¢&. 326/2004 Sb., o rostlinolékatfské péci
a o zméné nékterych souvisejicich zikont, (ddle jen
»zdkon“) k provedeni § 71 odst. 1 pism. i) zdkona:

§ 1

Pfedmét dpravy

Tato Vyhlaska v souladu s privem Evropskych
spolecenstv1 ) stanovi opatfeni, kterd se uplatniuji na
tizemi Ceské republiky proti §iteni Clavibacter michi-
ganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spiecker-
mann et Kotthoff) Davis et al, pavodci bakteridln{
krouzkovitosti bramboru, a Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al., pavodci bakteridlni hnédé hni-
loby, aby se

a) zabrdnilo vyskytu a Sifeni,

b) zjistilo misto vyskytu a rozsah rozsiten{ a

c) pii zjisténi vyskytu se zabrdnilo jejich Sifeni a pro-
vidéla se ochrannd opatfeni s cilem jejich eradi-
kace.

§2
Pojmy
Pro dlely této vyhldsky se rozumd:
a) puvodcem krouzkovitosti — bakterie Clavibacter

michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.,

b) ptvodcem hnédé hniloby — bakterie Ralstonia so-
lanacearum (Smith) Yabuuchi et al.,

¢) hostitelskymi rostlinami —

1. puvodce krouzkovitosti — brambor (Solanum
tuberosum L.) s vyjimkou semen bramboru,
a ostatni rostliny z celedi lilkovitych (Solana-
ceae), u nichZ byla potvrzena moznost infekce
puvodcem krouzkovitosti v pfirozenych pod-
minkdch,

2. puvodce hnédé hniloby — brambor (Solanum
tuberosum 1.) s vyjimkou semen bramboru,
rajCe jedlé (Lycopersicon lycopersicum L.)
kromé semen a plodu, lilek potméchut (Sola-
num dulcamara L.) a ostatni rostliny z Celedi

lilkovitych (Solanaceae), u nichz byla po-
tvrzena moznost infekce puvodcem hnédé hni-
loby v pfirozenych podminkdch,

d) detekénim prizkumem - prizkum zaméfeny na
zjistovéni vyskytu ptuvodce krouzkovitosti nebo
puvodce hnédé hniloby v urditém dzemi nebo
v urcité parti,

e) vymezovacim pruzkumem — prizkum k uréeni
rozsahu a puvodu zamofeni puvodcem krouzko-
vitosti nebo puvodcem hnédé hniloby, k urenf
zpusobu §ifeni infekce a k urcen{ hranic tzemi,
na které se vztahuji mimofddnd rostlinolékafskd
opatfeni podle § 76 zikona,

f) pravdépodobnym zamotfenim plivodcem krouz-
kovitosti nebo pivodcem hnédé hniloby — pode—
zfeni z vyskytu puvodce krouzkovitosti nebo pu-
vodce hnédé hniloby v rostling, zdsilce, partii, za-
fizeni, stroji, dopravnim prostiedku, skladu nebo
jejich &dsti a veskerych jinych pfedmétech veetné
obalového materidlu, podle § 11 odst. 1 zdkona,

g) moznym rozsifenim puvodce krouzkovitosti nebo
puvodce hnédé hniloby — podezieni z vyskytu pa-
vodce krouzkovitosti nebo puvodce hnédé hni-
loby na pozemku, v objektu anebo v tizemi, podle
§ 11 odst. 1 zdkona,

h) zamofenim puvodcem krouzkovitosti nebo pi-
vodcem hnédé hniloby — vyskyt ptvodce krouz-
kovitosti nebo pavodce hnédé hniloby podle § 11
odst. 1 zdkona,

1) karanténnim dzemim - dzemi vymezené Stdtni
rostlinolékafskou spravou (déle jen ,rostlinolékaft-
skd sprdva“), na které se vztahuji mimotddnd rost-
linolékafskd opatfeni podle § 76 odst. 1 zdkona
z dtvodu potvrzeni vyskytu ptvodce krouzkovi-
tosti nebo ptvodce hnédé hniloby,

) bezpenostni zénou — izemi vymezené rostlino-
lékatskou sprdvou, na které se vztahuji mimo-
fddnd rostlinolékatskd opatfeni podle § 76 zdkona
z diivodu podezfeni z vyskytu pavodce krouzko-
vitosti nebo pivodce hnédé hniloby,

k) klonové ptibuznou partii — partie hostitelské rost-
liny, kterd vznikla vegetativnim mnoZenim z jedné
puvodni partie; pfitom se za:

!y Smérnice Rady 93/85/EHS ze dne 4. f{jna 1985 o ochrané proti bakteridlni krouZkovitosti bramboru.
Smérnice Rady 98/57/ES ze dne 20. Eervence 1998 o ochrané proti Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
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1. sesterské klonové pfibuzné partie povazuji klo-
nové pifbuzné partie, které vznikly v témze
roce vegetativiim mnoZenim z jediné rodi¢ov-
ské partie,

2. rodi¢ovskou klonové ptibuznou partii pova-
Zuje partie klonové ptibuznd sesterskym klo-
nové piibuznym partiim, které z ni bezpro-
stfedné vznikly.

§3
Pruzkum vyskytu puvodce krouzkovitosti
a puvodce hnédé hniloby

(1) Rostlinolékaiskd spriva provddi kazdoroéné
v souladu s § 10 odst. 1 zdkona systematicky priuzkum
vyskytu ptivodce krouzkovitosti a ptivodce hnédé hni-
loby v rozsahu podle odstavet 2 az 7.

(2) Detekénimu prizkumu vyskytu pavodce
krouzkovitosti a ptivodce hnédé hniloby podléhaji

a) rozmnoZovaci materidl bramboru®) pévodem
z Ceské republiky v rozsahu podle § 8 odst. 2,

b) namdtkové vybrane partie rozmnoZzovacitho mate-
ridlu bramboru?) puvodem ze clenskych stdth
Evropské unie (ddle jen ,clensky stdt®),

¢) namdtkové vybrané partie nesadbovych brambor
puvodem z Ceské republiky a z ostatnich ¢len-
skych stdtq,

d) vSechny partie bramboru vypéstované v bezpeé-
nostni z6né vymezené podle § 5 odst. 1 pism. c).

(3) Vymezovacimu prizkumu na vyskyt pavodce

krouzkovitosti nebo pivodce hnédé hmloby podleha {

vSechny partie hostitelskych rostlin oznacené jako po-
dezfelé z vyskytu ptuvodce krouzkovitosti nebo pu-
vodce hnédé hniloby a vSechny partie hostitelskych
rostlin vypéstované v karanténnim dzemi vymezeném

podle § 5 odst. 1 pism. c).

(4) Zjistovini puvodce krouzkovitosti a ptvodce
hnédé hniloby pfi rostlinolékatské kontrole zisilek do-

vazenych ze tfetich zem{ a vyvdZenych do tfetich zemi{

podléhaji
a) vSechny dovdzené partie rozmnozovaciho mate-

ridlu bramboru a namdtkové vybrané partie ostat-
nich brambor,

b) vSechny partie bramboru uréené k vyvozu do tfe-
tich zemi.
(5) Detekénimu prazkumu na vyskyt ptvodce

hnédé hniloby navic podléhaji

a) porosty rostlin rajcete uréenych k dalsimu pésto-
vani,

b) vodni zdroje pouZivané k zivlaze hostitelskych
rostlin pivodce hnédé hniloby véetné doprovod-

nych hostitelskych rostlin a odpadni vody ze
zpracovatelskych podnikt, které primyslové
zpracovavaji hlizy bramboru, popfipadé také
pevné odpady z téchto podnikd.

(6) Vymezovacimu prazkumu vyskytu pavodce
hnédé hniloby navic podléhaji v pfipadé podezteni
z vyskytu nebo potvrzeni jeho vyskytu vodni zdroje
pouzivané k zavlaze partii podezfelych z vyskytu a ple-
velné hostitelské rostliny, poptipadé také péstebni sub-
strdt v mistech produkce, odkud tyto partie pochdzeji.

(7) Vyskyt puvodce krouzkovitosti a puvodce
hnédé hniloby se zjistuje

a) laboratornim testovanim vzork® hliz bramboru
odebranych v ptipadech uvedenych v odstavci 2
pism. a) a b), odstavci 3 a v odstavci 4 pism. b)
z porosti nebo ze sklidek, v pfipadé uvedeném
v odstavci 4 pism. a) z dovdZenych partii,

b) prohlidkou celych rostlin bramboru a fezu duzni-
nou hliz, v porostech nebo ve sklddkdch, popti-
padé také laboratornim testovdnim vzorku hliz
bramboru, v pfipadech uvedenych v odstavei 2
pism. c) a d),

c) prohlidkou porosti rajéete ve vhodnou dobu s ni-
slednym laboratornim testovdnim vzorku rostlin
s pfiznaky napadeni puvodcem hnédé hniloby
v piipadech uvedenych v odstavci 5 pism. a),

d) laboratornim testovinim vzorkd vody, péstebniho
substrdtu, pevnych odpadd nebo hostitelskych
rostlin pobfezni vegetace v piipadé uvedeném
v odstavei 5 pism. b) a v odstavci 6.

(8) Zptisob prohlidky partie a pocet, puvod, slo-
zeni a dobu odbéru vzorku pti prizkumu, provadenem
podle odstavci 2 az 7, rozsah tohoto prazkumu a zpl-
sob pfeddvini informaci o odebranych a testovanych
vzorcich stanovuje v souladu s § 10 odst. 1 zdkona
rostlinolékafskd sprdva na zdkladé uzndvanych védec-
kych a statistickych zisad a biologie pivodce krouz-
kovitosti a puvodce hnédé hniloby, s pfihlédnutim
k systémtim produkce brambor a dal$ich hostitelskych
rostlin a v zdvislosti na aktudlni situaci ve vyskytu
anebo na mife rizika zavleCeni puvodce krouzkovitosti
a ptivodce hnédé hniloby a zvefejni ve Véstniku Stdtni
rostlinolékaiské spravy (ddle jen ,,Véstnik®). Testovani
odebranych vzorkd pro zjisténi a urleni puavodce
krouzkovitosti a ptivodce hnédé hniloby se provadi
zpusobem stanovenym v pfiloze ¢&. 1 nebo stanovenym
rostlinolékaiskou sprévou v souladu s § 10 odst. 1 z4-
kona a zvefejnénym ve Véstniku.

(9) K pruzkumu provddénému podle odstavct 2
a 4 lze vyuzit rovnéz vzorky ufedné odebrané anebo
testované fyzickou nebo pravnickou osobou, povéfe-
nou k této ¢innosti Ministerstvem zemédélstvi podle

%) § 2 pism. a) zdkona &. 219/2003 Sb., 0 uvidéni do ob&hu osiva a sadby péstovanych rostlin a o zméné nékterych zdkond.
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§ 71 odst. 1 pism. b) zdkona nebo rostlinolékaiskou
spravou podle § 72 odst. 5 pism. i) zdkona, pokud
bude zajisténo na zdkladé pravidelného dohledu této
spravy, ze vzorky budou odebiriny a testoviny zptso-
bem stanovenym podle odstavce 8.

(10) Vysledky pruzkumu provddéného podle od-
staved 2 a7 6 oznamuje pisemné rostlinolékatskd
sprava bez zbyte¢ného odkladu privnické nebo fy-
zické osobé, kterd vlastni pfislusnou partii bramboru
nebo rajcete a nebo je opravnéna tuto partii uvddét na
trh nebo ji péstuje nebo péstovala, v prlpade rozmno-
7ovactho materialu®) bramboru a ra]cete také Ustred-
nimu kontrolnimu a zkuSebnimu dstavu zemédél-
skému.

(11) Podrobnosti o provddéni prizkumu podle
odstavct 2 az 8 predklidd rostlinolékaiskd spriva
v souladu s § 10 odst. 5 zdkona jednou ro¢né v rozsahu
stanoveném v piiloze ¢. 2 &dstt A ostatnim Elenskym
stitim a Komisi za ulelem zajisténi srovnatelné
urovné potvrzovani nepfitomnosti pivodce krouzko-
vitosti a ptivodce hnédé hniloby mezi ¢lenskymi stdty.
Vysledky dfednich prizkumu provedenych podle od-
stavcl 2 az 6 oznamuje rostlinolékatskd sprava jednou
rofné ostatnim ¢lenskym stdtim a Komisi, a to v pfi-
padé prizkumu v rozmnozovacim materidlu bram-
boru,”) mnoZeném pouze pro vysadbu na pozemcich
mn021tele, do 1. zifi, v ostatnich pfipadech do
1. Eervna. Udaje ozndmeni o podrobnostech a vysled-
cich pruzkumu, tykajici se porostl hostitelskych rost-
lin, se vztahuji vZdy k produkci pfedchoziho roku.
Podrobnosti tohoto ozndmeni jsou davérné.

§ 4
Opatfeni pfi zjisténi podezieni z vyskytu puvodce
krouzkovitosti nebo ptiivodce hnédé hniloby

(1) Za podezfeni z vyskytu pavodce krouzkovi-
tosti nebo puvodce hnédé hniloby se v souladu s § 11
odst. 1 zdkona povazuje

a) rostlinolékafskou spravou ovéfené zjisténi vizudl-
nich pfiznakd napadeni témito $kodlivymi orga-
nismy a v pfipadé ptuvodce hnédé hniloby pozi-
tivni vysledek rychlého screeningového testu po-
dle ptilohy €. 1 oddilu I &islo 1 a oddilu II, nebo

b) pozitivni vysledek screeningového testu provede-
ného rostlinolékatskou spravou nebo pod jejim
dohledem zpusobem stanovenym v pfiloze ¢. 1.

(2) V ptipadé podezfeni z vyskytu puvodce
krouzkovitosti nebo pivodce hnédé hmloby rostlino-
lékatskd sprdva v rdmci odborného Setfen{ podle § 76
odst. 7 zdkona a zvlds§tntho prdvniho predplsu ) zajistl
provedeni dfedniho laboratorniho testovéni, a to zpu-

sobem stanovenym podle § 3 odst. 8 a pfi dodrZeni
podminek stanovenych v ptiloze & 2 &isti B, s cilem
toto podezfeni potvrdit nebo vyvritit.

(3) Rostlinolékatskd sprava zahdji neodkladné po
zjisténi podezfeni z vyskytu pivodce krouzkovitosti
nebo ptvodce hnédé hniloby odborné Setieni podle
§ 76 odst. 2 zikona za tlelem zjisténi ptivodu pode-
ztelého vyskytu a v souladu s § 11 odst. 1 zdkona

a) zakdze pfesun vSech partif nebo zdsilek, ze kte-
rych byly odebriny vzorky, s vyjimkou téch,
které jsou podrobeny opatfeni pod dohledem
rostlinolékaiské sprivy, které vylucuje zjistitelné
riziko rozsifeni plvodce krouzkovitosti nebo
puvodce hnédé hniloby, a

b) nafidi vhodnd opatfeni zalozend na stupni odha-
dovaného rizika dal§tho moZného $ifeni pivodce
krouzkovitosti nebo ptivodce hnédé hniloby s ci-
lem tomuto 3ifeni pfedejit vCetné zdkazu presunu
nebo zajisténi dfedntho dohledu nad pfesunem
viech ostatnich partif hostitelskych rostlin na po-
zemcich a v objektech spojenych s podezienim
z vyskytu, popfipadé i mimo tyto pozemky a ob-
jekty.

(4) Pfi podezieni na nebezpedi zamofteni partii
hostitelskych rostlin nebo, v pfipadé pivodce hnédé
hniloby, povrchovych vod puvodem z jiného élen-
ského stitu nebo v nékterém jiném Clenském stdté,
sd@li rostlinolékaiskd spriva neprodlené tfedni rostli-
nolékaiské sluzbé ptislusného &lenského stitu podrob-
nosti tykajici se tohoto podezfeni a bude s timto stitem
vhodnym zpisobem spolupracovat.

(5) Pokud bude o podezfeni z vyskytu pivodce
krouzkovitosti nebo puvodce hnédé hniloby, které
mize mit pivod v Ceské republice nebo které mtze
Ceskou republiku ohrozit, informovina Ceskd repu-
blika, nafid{ rostlinolékatskd sprava vhodnd opatfeni
podle odstavet 2 a 3.

§5
Opatfeni pfi potvrzeni vyskytu puvodce
krouzkovitosti nebo ptuvodce hnédé hniloby

(1) Pokud dfedni laboratorni testovini odebra-
nych vzorka zptisobem stanovenym podle § 3 odst. 8
potvrdi vyskyt pivodce krouzkovitosti nebo pavodce
hnédé hniloby, rostlinolékatska spriva v souladu s § 76
odst. 2 zdkona a s pfihlédnutim k aktudlnim védeckym
vysledkiim, biologii ptivodce krouzkovitosti a pavodce
hnédé hniloby a ke zptisobu péstovini, uvddéni na trh
a prumyslového zpracovini hostitelskych rostlin

a) oznali za zamotené rostliny, zdsilku, anebo partii,

a zafizeni, stroje, dopravni prostiedky, sklady

%) § 28 odst. 2 vyhldsky & 330/2004 Sb., o opatienich proti zavlékan{ a rozsitovani $kodlivych organismi rostlin a rostlinnych

produkti.
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nebo jejich &dsti a veskeré jiné objekty vletné
obalového materidlu, z néhoz byl vzorek odebrin,
a které piisly do styku s uvedenym rostlinnym
materidlem, ze kterého byl vzorek odebrin,
a misto nebo mista produkce véetné téch, kde je
moznd uplnd vyména péstebniho substritu, a po-
zemek, na nichz byly zamofené rostliny vypésto-
vany a odkud byl vzorek odebrdn,

b) provede odborné Setfeni zaméfené na zjisténi roz-
sahu pravdépodobného zamofeni a prvotniho
zdroje ndkazy v souladu s ustanovenim bodu 1
ptilohy & 3 véetné testovéni klonové pfibuznych
parti{ hostitelskych rostlin podle § 6 a stanovi
v souladu s ustanovenim bodu 2 pfilohy &. 3 roz-
sah pravdépodobného zamofteni prostrednictvim
predskliziového nebo poskliziiového kontaktu,
a na zdkladé klonové ptibuznosti, péstovini, za-
vlaZovani a zalévini nebo jiné péstitelské vazby se
zamofenym pfedmétem nebo objektem, oznale-
nym podle pismene a),

¢) vymez{ karanténn{ tzemi na zdkladé oznalenf za-
motenych predméti nebo objektd podle pisme-
ne a) a bezpeénostni z6énu na zdkladé stanoven{
rozsahu pravdépodobného zamofteni podle pis-
mene b) a mozného rozsifeni puvodce krouzko-
vitosti nebo ptvodce hnédé hniloby v souladu
s ustanovenim bodu 3 pfilohy ¢&. 3.

(2) V piipadé potvrzeni vyskytu pivodce hnédé
hniloby s ohledem na povrchovou vodu, odpadni vodu
ze zafizeni na zpracovani a balenf brambor a s ohledem
na hostitelské rostliny z &eledi lilkovitych z dopro-
vodné vegetace, jejichZ prostfednictvim by pfi zavla-
Zoviani, zalévini nebo zaplaveni povrchovou vodou
mohlo byt ohroZeno péstovani brambor, rostlinolékai-
skd spriva

a) zajisti ufedni laboratorni testovdni odebranych
vzorkd povrchovych vod a popfipadé hostitel-
skych rostlin z eledi lilkovitych zptusobem stano-
venym v piiloze & 1 ve vhodnych terminech s ci-
lem uréit rozsah zamofen,

b) oznadi v souladu s pozitivnimi vysledky dfedniho
laboratorntho testovdni podle pismene a) po-
vrchovou vodu, z niZ byly odebirdny vzorky, za
zamorenou,

¢) vymezi karanténni izemi na zdkladé oznalenf po-
vrchové vody za zamoftenou podle pismene b)
a bezpelnostni zénu na zdkladé stanoveni rozsahu
pravdépodobného zamofeni puvodcem hnédé
hniloby a jeho moZného rozsiteni podle bodu 3
ptilohy ¢. 3.

(3) Rostlinolékaiskd spriva neprodlené oznimi
ostatnim ¢&lenskym stditim a Komisi v souladu s usta-
novenim bodu 4 pfilohy & 3 potvrzeny vyskyt pa-
vodce krouzkovitosti nebo piivodce hnédé hniloby po-
dle odstavce 1 pism. a), popfipadé odstavce 2 pism. b),
a sdéli podrobnosti o vymezeni karanténniho tdzemi

a bezpelnostni zény podle odstavce 1 pism. ¢), popti-
padé odstavce 2 pism. ¢). Podrobnosti o tomto ozni-
meni jsou divérné.

(4) Pokud jiny &lensky stdt potvrdi vyskyt pi-
vodce krouzkovitosti nebo puvodce hnédé hniloby
v rostling, zdsilce anebo partii ptivodem z Ceské repu-
bliky v ozndmen{ ué¢inéném obdobné podle odstavce 3,
rostlinolékaiskd sprdva odpovidajicim zpusobem
a v souladu s ustanovenim odstavct 1 a 2 oznadi za-
motené predméty a objekty, stanovi rozsah pravdépo-
dobného zamofteni a vymezi{ karanténni dzemi, popfi-
padé bezpecénostni zénu.

(5) Rostlinolékatskd sprava stanovi dfednim sdé-
lenim ve Véstniku zdsady pro vedeni odborného Setfent
podle odstavee 1 pism. b) a pro stanoveni rozsahu ka-
ranténniho izemi a bezpeénostni zény, vymezovanych
podle odstavce 1 pism. c), odstavece 2 pism. c) a od-
stavce 4.

§6
Testovani klonové pfibuznych partif
hostitelskych rostlin

(1) Rostlinolékatskd sprava zajisti laboratorni tes-
tovani podle § 4 odst. 2 vSech dohledanych partii hos-
titelskych rostlin klonové pfibuznych k partiim, které
byly oznaCeny za zamofené podle § 5 odst. 1 pism. a),
v kazdém ptipadé viak vSechny klonové pfibuzné par-
tie rozmnoZovactho materidly, a to v rozsahu potfeb-
ném ke stanoveni prvotniho zdroje ndkazy a rozsahu
mozného zamofeni s cilem stanovit miru rizika dalstho
Siteni ptvodce krouzkovitosti nebo ptvodce hnédé
hniloby.

(2) Podle vysledku testovdni podle odstavce 1
rostlinolékaiskd spriva v piipadé potieby oznadi dalsi
predméty a objekty za zamorfené, rozsifi rozsah moz-
ného zamofteni a nové vymezi karanténni tzemi a bez-
pecnostni zénu podle § 5 odst. 1 pism. a), b) a c).

§7
Opatfeni proti $ifeni puvodce krouzkovitosti
a puvodce hnédé hniloby

(1) Rostlinolékaiskd spriva v souladu s § 11
odst. 1 zdkona nafid{ tato mimotddnd rostlinolékatskd
opatfeni podle § 76 odst. 2 zdkona:

a) partie hostitelskych rostlin oznacend za zamofte-
nou podle § 5 odst. 1 pism. a) nesmi byt sizena
a pod dohledem rostlinolékatské sprivy se s ni
naloz{ zptsobem uvedenym v bodé 1 pfilo-
hy ¢ 4, pokud rostlinolékatskd spriva pfedem
ové, Ze neexistuje rozpoznatelné riziko rozsifeni
puvodce krouzkovitosti nebo ptivodce hnédé hni-
loby a Ze jsou splnény pozadavky na zneskodiio-
vani odpadd, stanovené v pfiloze & 5, v piipadé
prumyslového zpracovini této partie,

b) partie hostitelskych rostlin oznacend jako pravdé-



Strana 7068

Sbirka zdkont & 331 / 2004

Cistka 106

podobné zamotend podle § 5 odst. 1 pism. b) ne-
smi byt sizena a pod dohledem rostlinolékatské
sprdvy se s ni nalozi zpusobem uvedenym
v bodé 2, poptipadé 3 pfilohy ¢&. 4, pokud rostli-
nolékatska sprava predem ovéfi, Ze neexistuje roz-
poznatelné riziko rozsifeni puvodce krouzkovi-
tosti nebo ptivodce hnédé hniloby a Ze jsou splné-
ny poiadavky na zneSkodiiovani odpadd, stano-
vené v piiloze ¢. 5, v pfipadé priimyslového zpra-
covini této partie, a pokud nenf tato partie na zd-
kladé vysledku testovdni klonové ptibuznych par-
tif hostitelskych rostlin podle § 6 oznacena jako
zamotend podle § 5 odst. 1 pism. a),

c) zafizeni, stroje, dopravni prostfedky, sklady nebo
jejich &sti a veskeré jiné objekty véetné obalo-
vého materidlu, oznadené za zamotené podle § 5
odst. 1 pism. a) nebo oznaéené jako pravdépo-
dobné zamoftené podle § 5 odst. 1 pism. b), se
bud zniéi nebo podrobi ofisté a dezinfekci po-
moci vhodnych metod uvedenych v ptiloze €. 6
s tim, Ze po provedeni o€isty a dezinfekce se tyto
objekty a pfedméty za zamoftené ani za pravdé-
podobné zamotené nepovazuji,

d) v karanténnim dzemf a bezpeénostm’ z6né, vyme-
zenych podle § 5 odst. 1 pism. c), popnpade podle
§ 5 odst. 2 pism. c), musi byt provedena opatieni
stanovend v ptipadé vyskytu ptivodce krouzkovi-
tosti v bodé 4 ptilohy ¢. 4 a v piipadé vyskytu
puvodce hnédé hniloby v bodé 5 piilohy ¢. 4.

(2) Rostlinolékatskd spriva muze nafidit podle
§ 11 odst. 1 zdkona pFisnéjsi mimotddnd rostlinolékat-
skd opatfeni proti Sifeni piivodce krouzkovitosti nebo
puvodce hnédé hniloby neZ opatfeni uvedend v od-
stavci 1, pokud budou tato opatfeni odborné odivod-
nénd, splnitelnd a uéinnd. Podrobnosti o téchto opatie-
nich a o opatfenich nafizenych podle odstavce 1

pism. d) uvnitf karanténniho uzemi a v bezpecnostn{

z6né sdéluje rostlinolékatskd spriva ostatnim ¢len-
skym stdtim a Komisi spolu s registraénim &islem do-
téenych povinnych osob, registrovanych podle § 12
odst. 1 zdkona.

(3) Rostlinolékatfskd spriva zrusi podle § 76
odst. 4 pism. b) zdkona mimotidnd rostlinolékatskd
opatfeni nafizend podle odstavce 1 a odstavce 2 po
jejich splnéni a po uplynuti doby stanovené k jejich
splnéni.

(4) Pfechovdvdni puvodce krouzkovitosti a pl-
vodce hnédé hniloby je v souladu s § 7 odst. 1 zdkona
zakdzdno s vyjimkou jejich pfechovavini k védeckym,
§lechtitelskym nebo dlagnostlckym ucéeltim, které po-
voluje rostlinolékaiskd sprava podle § 8 odst, 1 zékona,
pokud tim nebudou naruSena ochrannd opatfeni pti
jejich vyskytu ani nevznikne riziko jejich Sifeni.

§8

Testovani rozmnoZovaciho materidlu®) bramboru

(1) RozmnoZovaci materidl®) bramboru, vypésto-
vany na tizemi Ceské republiky a uvadeny na trh, mus{
byt podroben laboratornimu testovéni, provadenemu
v rdmci detekéniho prazkumu podle § 3 odst. 2, v roz-
sahu podle odstavce 2 a v souladu s § 3 odst. 8 a 9,
a shleddn prostym ptvodce krouzkovitosti a ptivodce

hnédé hniloby.

(2) Testovani podle odstavce 1 se v ptisluSném
skliziiovém roce podrobi

a) rosthny Slechtitelského rozmnoZovactho mate-
ridlu*) bramboru uréené k vyrobé predstupiii a re-
prezentativni vzorky vSech partif rozmnozovaciho
materidlu bramboru, pokud byl v poslednim uply-
nulém skliziovém roce v partii rozmnozovaciho
materidlu®) bramboru ptvodem z Ceské republiky
potvrzen vyskyt puvodce krouzkovitosti, a nebo

b) pokud byl v poslednim uplynulém skliziovém
roce v partii rozmnozovactho materidlu®) bram-
boru ptivodem z Ceské republiky potvrzen vyskyt
puvodce hnédé hniloby, bud

1. rostlmy $lechtitelského rozmnozovaciho mate-
ridlu*) bramboru a predstupnu a reprezentativni
vzorky vSech partui zdkladnitho rozmnoZova-
ctho materidlu bramboru v p¥ipadech po-
tvrzené klonové souvislosti se zaméfenim na
tuto souvislost, nebo

2. reprezentativni vzorky vSech partif zdkladniho
rozmnoZovactho materidlu bramboru nebo
predstupritt a slechtitelského rozmnoZovaciho
materidlu bramboru*) v p¥ipadech, u nichZ pro-
kazatelné neexistuje Zddnd klonové souvislost,
nebo

c) rostliny $lechtitelského rozmnozovactho mate-
ridlu bramboru) nebo reprezentativni vzorky
viech partii zdkladntho rozmnoZovactho mate-
ridlu bramboru nebo predstupiiti, pokud vyskyt
puvodce krouzkovitosti ani ptivodce hnédé hni-
loby nebyl v poslednim uplynulém skliziovém
roce potvrzen v partii rozmnoZovactho mate-
ridlu?) bramboru pivodem z Ceské republiky.

§9
Utinnost

Tato vyhldska nabyvd d¢innosti dnem jejiho vy-
hlé3en.

Ministr:

Ing. Palas v. r.

*) § 2 pism. m) zdkona &. 219/2003 Sb.
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Pfiloha ¢. 1 k vyhlasce ¢. 331/2004 Sb.

A. Metody detekce a diagnézy pivodce krouZkovitosti

1. Ziskani vykrojki z pupkové &asti hlizy

1.1. Omyje se 200 hliz pod tekouci vodou a pomoci fadné vydezinfikovaného
fezného nastroje se odstrani epidermis okolo pupkového konce kazdé hlizy;
dezinfekci 1ze provést tak, Ze se nastroj smoéi v 70 % roztoku etanolu a
ozZehne.

1.2. Peclivé se nozem nebo Skrabkou na brambory odeberou konické vykrojky
pletiva z pupkovych koncii brambor. Omezi se na minimum nadbyteéna ¢ast
pletiva nezahrnujici cévni svazky. Po odebrani musi byt vykrojky z pupkovych
koncii zpracovany do 24 hodin (viz odstavec 3) nebo konzervovany pti —20 °C
po dobu nejdéle dvou tydnd.

2. Vizuailni vySetieni na pritomnost priznaki krouZzkovitosti

Po odebrani vykrojki z pupkovych koncd se kaZzda hliza rozfizne napfic¢ a
prohlédne, zda nevykazuje pfiznaky krouZkovitosti.

Hlizy se zmacknou a sleduje se, zda z vodivych pletiv vystupuje macerovana
hmota.

Nejran€j§imi ptfiznaky jsou slabd sklovitost nebo prisvitnost pletiva bez
méknuti v okoli cévniho systému, zejména blizko pupku. Prstenec svazkid
cévnich na pupkovém konci hliz miZe mit nepatrné tmav$i zbarveni nez
normalné. Prvnim dobfe identifikovatelnym p#iznakem je Zlutavé zabarveni
prstence cévnich svazki a pfi jemném zmacknuti hlizy sloupky syrovité hmoty
vystupujici z cév. Tato hmota obsahuje miliény bakterii. V tomto stadiu
mohou vodiva pletiva hnédnout. Zpo¢atku mohou byt tyto pfiznaky omezeny
na jednu ¢ast prstence, nemusi se vyskytovat jen blizko pupkového konce a
mohou se postupné Sifit na cely prstenec. S postupem infekce dochazi k
destrukci vodivych pletiv: vngjsi korova €ast se v tomto misté miZe oddélit od
vnitini korové &asti. V pokro€ilych stadiich infekce se objevuji na povrchu
hlizy praskliny, casto sc¢ervenohnédymi okraji. Druhotnd houbova nebo
bakterialni infekce muiZe piiznaky maskovat a miize byt obtizné, ne-li
nemoZné, rozliSit pokroCilé ptiznaky krouzkovitosti od jinych hnilob
bramboru.

3. Piiprava vzorki pro Gramovo barveni, imunofluroscenéni test (IF test) a
test na lilku vejcoplodém

3.1. Homogenizuji se pupkové konce hliz a? do tuplné macerace v kapaliné
netoxické pro plvodce krouzkovitosti (napt. 0,05 M fosfatovy pufr ve
fyziologickém roztoku (PBS) pH 7,0) pti teplot& niZsi nez 30 °C; doporuduje
se piidat netoxicky prosttedek proti vlockovani (deflokulant) a netoxicky
protipénovy prostiedek (Dodatky 1 a 2).
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3.2. Bakterie zhomogenitu se extrahuji jednim z nasledujicich postupi
(alternativni metodu extrakce uvadi Dinesen, 1984):

A. a) Odstted’uje se pti zrychleni nejvyse 180 g po dobu 10 minut.

b) Odstfed’uje se supernatant pii zrychleni neklesajicim pod 4 000 g po
dobu 10 min. Dekantuje se a odstrafiuje supernatant.

B. a) Macerat se necha stat 30 min., aby se usadila drt’ pletiv. Dekantuje se
supernatant, aniZ by se rozvifil sediment.

b) Supernatant se pfefiltruje ptes filtra¢ni papir (Whatman No 1) umistény
v Buechnerové nalevce pomoci vodni vyvévy. Filtrat se sebere do
centrifugacnich zkumavek. Filtr se promyje sterilnim PBS az do
maximalniho objemu filtratu 35 ml.

c) Filtrat se odstfed’'uje pfi nejméné 4 000 g po dobu 20 minut.

3.3.  Suspenduje se peleta ve sterilnim 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,2 (Dodatek 2),
aby se ziskal celkovy objem pfiblizn€ 1 ml. Suspenze se rozd€li na dve stejné
Casti a jedna Cast se uschova pro udely srovnavani (referenéni vzorek)
zmrazenim pfi -20 °C' nebo lyofilizaci. Je prokizano (Janse a Van
Vaerenberg, 1987), Ze zmrazeni miZe sniZit Zivotnost sledované bakterie.
Tento problém lze vyfesit suspendovanim pelety v 10% glycerolu. Druhd ¢ast
suspenze se rozd€li na dv€ poloviny. Jedna se pouZije na IF test a barveni
podle Grama, druha pro test na lilku vejcoplodém.

34. Je nezbytné nutné, aby se se vSemi pozitivnimi kontrolami a vzorky
krouzkovitosti zachézelo oddélené, aby se piede$lo zamoteni. To se tykd i
skli¢ek na IF testy a testti na lilku vejcoplodém.

4. Gramovo barveni

4.1.  Piipravi Gramovo barveni pro vSechna fedéni pelety (5.2.1.) a pro vSechny
rozfiznuté hlizy (2), které vykazuji sklovitost, hniti nebo jiné podezielé
pfiznaky. Vzorky je tieba odebirat z okraje napadenych pletiv.

42. Piipravi se Gramovo barveni pro znamé kultury piivodce krouzkovitosti a
pokud moZno i pro pletivo infikované pfirozenou cestou (5.1.).

43.  Zjisti se, které vzorky obsahuji typické grampozitivni koryneformni buriky.
Buriky ptivodce krouzkovitosti jsou obvykle 0,8 az 1,2 um dlouhé a 0,4 az 0,6
pum Siroké.

Vhodna metoda barveni je uvedena v Dodatku 3.

V preparatech z pfirozenych infekci nebo z Cerstvé izolovanych kultur Casto
pfevladaji kokovité ty€inky, které jsou ponékud mensi nez buiiky ze starSich
agarovych kultur. Buiiky pivodce krouzkovitosti jsou na vét$in€ Zivych médii
pleomorfni koryneformni ty¢inky a mohou vykazovat proménlivou reakci
podle Grama. Bufiky jsou jednotlivé, ve dvojicich s charakteristickymi
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zahnutimi do ,,V* nebo ,,Y* typickymi pro déleni kroutivym ohybem a
pfileZitostn& v nepravidelnych skupinach &asto oznaovanych jako palisady a
¢inské pismena.

S. Schéma pro IF test

5.1. PouZije se antisérum proti znimému kmenu krouzkovitosti - ATCC33113
(NCPPB 2137) nebo NCPPB 2140. Toto antisérum musi mit vétsi IF titr nez 1
: 600. Zafadi se jedna kontrola PBS na testovaci podloZni skli¢cko ke
stanoveni, zda nedojde k nespecifické kombinaci bakteridlnich bun€k s
konjugatem fluorescenéniho isothiokyanatu a antikrali¢iho imunoglobulinu
(FITC). Specifické kmeny ptvodce krouZkovitopsti (ATCC 33113, NCPPB
2137, NCPPB 2140) se pouziji jako homologicka kontrola antigenti na jiném
podloZnim skli¢ku. Na stejném podloZnim skli¢ku se pokud mozZno pouZije
jako paralelni kontrola pfirozené infikované pletivo (uchované lyofilizaci
nebo zmrazenim pii -20°C ) (obr. 2).

5.2, Postup

52.1. Pripravi se fada ti desetinasobnych fedéni (10',10%10%) vysledné pelety
v destilované vodé (obr. 1).

5.2.2. Do jamek vicejamkového skli¢ka se napipetuje z kazdého fedéni pelety nebo
suspenze piivodce krouzkovitosti (ptiblizné 10° bungk/ml) zméfeny standardni
objem dostadujici k naplnéni jamky (pfiblizn€ 25 pl) (obr. 1)

Obrazek 1

Skli¢ko se vzorkem a kontrolnim fosfatovym pufrem (PBS)

nefedény vzorek  fedény vzorek
1:10 1:100 1:1000
0O O 0] O (0] vzorek
o o o o (0] duplikat vzorku
PBS antisérum ve zvoleném fedéni
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Obrazek 2
Skli¢ko s pozitivni kontrolou
(0] (0] (0] (0] o piivodce krouzkovitost 10%/ml
0] 0 (0] (0] o pozitivni extrakt z bramboru
1:200 1:400 1:800 1:1600  1:3200 fedéni antiséra

52.4. Naplni se pfislusné jamky antisérem plavodcem krouZkovitosti v
doporucenych fedénich roztokem 0,01 M PBS pH 7,2 (Dodatek 2), jak je
uvedeno na obrazku 1. (PouZije se PBS pro kontrolu FITC). Pracovni fedéni
antiséra by mélo mit pfiblizn€ polovinu titru IF. JestliZe se ma pracovat s
jinymi fedénimi antiséra, musi se pfipravit pro kazdé fedéni, s nimZ se ma
pracovat, samostatna sklicka.

5.2.5. Inkubuje se ve vlhké komtirce pti pokojové teploté po dobu 30 minut, neni-li
vyrobcem stanoveno jinak.

5.2.6. Peclivé se oplachne roztokem 0,01 M PBS pH 7,2. Promyva se po dobu péti
minut ve tfech vZdy vyménénych roztocich 0,01 M PBS pH 7,2.

5.2.7. Peclive se odstrani prebytecna vlhkost.

5.2.8. Do kazdé jamky se piida konjugat FITC ve zfedéni pouzivaném ke stanoveni
titru a necha se inkubovat ve tmavé vlhké komiirce pii pokojové teploté po
dobu 30 minut, neni-li vyrobcem stanoveno jinak.

5.2.9. Oplachne se a omyva jako v pfedchéazejicim ptipadé.

5.2.10. Do kaZzdé jamky se pfida piiblizné 5 - 10 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,6 s
glycerinem (nebo podobnou latkou o pH neklesajicim pod 7,6) a prikryje
krycim sklickem (Dodatek 2).

5.2.11. ProhliZi se pod mikroskopem, vybavenym zdrojem epifluorescenéniho svétla a
filtry vhodnymi pro préci s FITC. Vhodné je zvétSeni od 400 do 1 000. Peclive
se prohlédnou jamky v pfimkéach jdoucich v pravych thlech stfedem a po
obvodu jamky.

Pozoruji se fluoreskujici buiiky v pozitivnich kontrolach a uréi se titr. Pozoruji
se fluoreskujici butiky v jamce s kontrolou FITC/PBS a pokud se zde
nevyskytuji, pfejde se kjamkadm testovacich vzorkd. V nejméné 10
mikroskopovych polich se uréi primémy podet morfologicky typickych
fluoreskujicich bunék v jednom poli a vypogita jejich pocet na 1 ml nefedéné
pelety (dodatek 4).

Existuje nékolik problémi podstatnych pro imunofluorescencni test.

— 'V peletich bramboru se pravdépodobné vyskytnou doprovodné
populace fluoreskujicich bunék s atypickou morfologii a kiiZové
reagujici saprofytické bakterie s rozméry a morfologii podobnou
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Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. V tvahu se berou
pouze fluoreskujici buiiky s typickou velikosti a morfologii.

Vzhledem k moZnosti kiiZovych reakci testuji se vzorky s pozitivnim
imunofluorescenénim testem opétovné pomoci odlisného antiséra .

—  Technicky limit zji§téni touto metodou je mezi 10> a 10* bungk/ml
nefedéné pelety. Vzorky s potem IF typickych bun€k na hranici
detekéniho limitu jsou obvykle na pivodce krouZkovitosti negativni,
ale mohou byt postoupeny do testu na lilku vejcoplodém.

Imunofluorescenéni test se povazuje za negativni u kteréhokoliv vzorku, kde
nebyly nalezeny morfologicky typické fluoreskujici buiiky. Tyto vzorky se
povazuji za ,nezamorené“ bakteriemi Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus.

Test na lilku neni poZadovan.

Imunofluorescencni test se povaZuje za pozitivni u kteréhokoliv vzorku, kde
byly nalezeny morfologicky typické fluoreskujici buiiky.

Vzorky, u kterych byl pozitivni imunofluorescen¢ni test u obou uZitych
antisér, se povazuji za ,pravdépodobné zamorené” bakteriemi Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus.

Test na lilku je poZadovan pro vSechny vzorky povazované za pravdépodobné
zamoftené.

6. Test na lilku vejcoplodém
Podrobnosti o péstovani jsou uvedeny v Dodatku 5.

6.1  Peleta podle 3.3. se rozdéli mezi alespoii 25 rostlin lilku vejcoplodého ve fazi
tii listh (Dodatek 5) jednou z niZe uvedenych metod (6.2, 6.3 nebo 6.4).

6.2 Inokulace zarezem 1

6.2.1. Kazdy kvétina¢ se horizontalng podepfe (pro kvétinige o priméru 10 cm je
vhodny blok pénového polystyrénu s vyhloubenou ¢asti o rozmérech 5 cm
hloubky, 10 cm $ifky a 15 cm délky). Pro kazdy testovany vzorek se mezi
stonek a blok umisti prouzek sterilni hlinikové félie. Rostlinu je moZno fixovat
na misté gumovym paskem kolem bloku.

6.2.2. Pomoci skalpelu se provede mezi déloZnimi listky a prvnim pravym listem
podélny nebo mirn& Ghlopti¢ny fez dlouhy 0,5 aZz 1,0 cm a hluboky pfibliZzné
jako tfi étvrtiny priméru stonku.

6.2.3. Zafez se pridrZzi otevfeny pomoci $picky &epele skalpelu a nanese se do ngj
inokulum §téteCkem na o&ni linky nebo jemnym malifskym Stéteckem
namolenym do pelety. Zbytek petety se rozd€li mezi vSechny testovaci
rostliny lilku.

6.2.4. Rez se piekryje sterilni vazelinou aplikovanou injekéni stfikatkou o objemu 2
ml.

6.3.  Inokulace zarezem I

6.3.1. Na stonek rostliny drZené dvéma prsty se napipetuje mezi déloZnimi listky a
prvnim pravym listem kapka (pfibliZné 5 az 10 pl) suspendované pelety.
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6.3.2. Pomoci sterilniho skalpelu se udgla seSikmény zéafez (v uhlu pfiblizn& 5°),
dlouhy 1,0 cm a hluboky pfibliZzné€ jako 2/3 tloustky stonku, pfi¢emz s fezem
se zane v misté kapky suspendované pelety .

6.3.3. Rez se zakryje sterilni vazelinou z injekéni stfikagky.
6.4.  Inokulace injekcni strikackou

6.4.1. Pro sniZeni vnitfntho napéti bun€k (turgoru) se rostliny lilku den pted
inokulaci nezalévaji.

6.4.2. Stonky lilku vejcoplodého inokulujte t&sn&€ nad dé&loZnimi listky pomoci
injekéni stiikacky s podkoZni jehlou (ne mén& nez 23G). Peleta se rozdé€li
mezi testovaci rostliny lilku vejcoplodého.

6.5. Inokuluje se 25 rostlin stejnou inokulaéni metodou (6.2, 6.3 nebo 6.4) znamou
kulturou piivodce krouzkovitosti a kde je to moZné i pletivem z pfirozené
infikovanych hliz bramboru (5.1).

6.6. Inokuluje se 25 rostlin sterilnim 0,05 M PBS stejnou inokulaéni metodou
(6.2, 6.3 nebo 6.4).

6.7.  Po inokulaci se rostliny nechaji inkubovat ve vhodnych podminkéach (Dodatek
5) po dobu 40 dni. Pravidelné po osmi dnech se spoéitaji rostliny vykazujici
pfiznaky. Plivodce krouZkovitost plisobi u lilku vejcoplodého vadnuti listd,
které miZe zacit jako okrajova nebo meziZilkova ochablost (ztrata turgoru).
Zvadlé pletivo miize zprvu byt tmavozelené nebo strakaté, ale pied
znekrotizovanim zesvétli. Povadld mista mezi Zilnatinou mivaji ¢asto mastné
vodnaty vzhled. Nekroticka pletiva mivaji ¢asto jasné Zluty okraj. Rostliny
vzdy neodumiraji; ¢im déle trva obdobi do objeveni se pfiznakd, tim je veétsi
nad&je na pfeziti. Rostliny mohou infekci odrist. Mladé rostliny lilku
vejcoplodého jsou mnohem citlivéjsi vi€i nizkym koncentracim pilivodce
krouzkovitosti neZ starsi rostliny, proto je nezbytné pouZivat rostliny ve fazi tfi
listli a nebo kratce pfed ni. Vadnuti mohou také zpiisobovat populace jinych
bakterii nebo hub pfitomnych v peleté¢ z pletiv hlizy. Patii k nim Erwinia
carotovora subsp. carotovora a E. carotovora subsp. atroseptica, Phoma
exigua var. foveata, jakoZz i velké koncentrace saprofytickych bakterii. Tyto
piipady vadnuti 1ze odlisit od pfipadi zptsobenych pivodcem krouzkovitosti,
jelikoZ rychle vadnou celé listy nebo celé rostliny.

6.8. Pripravi se Gramovo barveni (4) pro vSechny partie lilku vejcoplodého
vykazujici ptiznaky napadeni. PouZiji se ¢asti zvadlych listovych pletiv a
pletivo ze stonkii rostlin a izoluji je na vhodnych Zivnych médiich (7). Listy a
stonky lilku vejcoplodého se povrchové dezinfikuji otfenim 70% etanolem.

6.9.  Za urtitych okolnosti, zejména pokud nejsou riistové podminky optimalni, se
milZe stat, Ze infekce zlstava v rostlinach lilku vejcoplodého latentni dokonce
i po 40 denni inkubaci. Takové infekce mohou mit za nasledek zakrnélost a
ztratu vitality inokulovanych rostlin. Pokud je IF test je povaZovan za
pozitivni, je nezbytné dalsi testovani. Je proto dileZité porovnévat rychlost
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riistu vSech testovacich rostlin lilku vejcoplodého s kontrolami inokulovanymi
sterilnim 0,05 M PBS a sledovat podminky prostfedi ve skleniku.

Pro dal3i testovani se stanovi tato doporuceni:

6.9.1. Odfiznou se stonky nad mistem inokulace a odstrani se listy.

6.9.2. Stonky se maceruji v roztoku 0,05 M PBS s pH 7,0, jak je uvedeno v bodech
3.1az3.2.

6.9.3. Polovina pelety se pouZije k provedeni Gramova barveni (4) a testu IF (5).

6.9.4. Druha polovina pelety se pouZije k provedeni dalsiho testu na lilku
vejcoplodém (6), pokud je Gramovo barveni anebo IF test pozitivni. Jako
kontrola se pouZijte znama kultura piivodce krouzkovitosti a sterilni 0,05 M
PBS. Pokud v nasledujici testu nejsou pfiznaky napadeni pozorovany,
povaZuje se vzorek za negativni.

7. Izolace piivodce krouZkovitosti

Diagnéza miZe byt potvrzena pouze tehdy, je-li pivodce krouZkovitosti izolovan
a takto identifikovan (8). Ackoliv je plvodce krouzkovitosti naro¢nym
organismem, je moZno ho izolovat z pletiv projevujicich pfiznaky napadeni.
Mohou jej v8ak pferist rychle rostouci saprofytické bakterie, a proto se
nedoporutuje  provadét izolaci pfimo zpelety pletiva hlizy (3.3). Lilek
vejcoplody je vyteénym selektivnim obohacovacim Zivnym médiem pro rist
pivodce krouZkovitosti a zarovei je také vhodny pro pouZiti k potvrzujicimu testu
pomoci hostitelské rostliny. Izolace je tfeba provést ze viech hliz bramboru a
rostlin lilku vejcoplodého vykazujicich pfiznaky napadeni (4.6). Kde je to
nezbytné, je tteba provést maceraci stonkd lilku jako v bodech 3. a 6.9.

7.1. Rozetfe se suspenze na jedno znasledujicich médii: (slozeni uvedena
v Dodatku 6):

zivny dextrosovy agar (pouze pro subkultury),

kvasni¢ny pepton glukosovy agar,

zivny kvasni¢ny dextrosovy agar,

agar z kvasni¢ného extraktu s mineralnimi solemi.

Inkubuje se po dobu maximalng 20 dni pfi teploté 21 °C.

Plivodce krouZkovitosti pomalu roste a obvykle vytvaii za 10 dni kolonie
velikosti $pendlikové hlavi¢ky, vyklenuté, smetanove zbarvené.

Pro zaruéeni istoty kultury se provede rekultivace novym roztérem.

U subkultur se zlepSuje rychlost riistu. Typické kolonie jsou smetanové bilé
nebo barvy slonoviny, jsou okrouhlé, hladké, vyvysené, konvexné vyklenuté,
slizovité tekuté, s rovnymi okraji a obvykle maji v priméru 1 - 3 mm
Identifikace

Ze zdravych i nemocnych rostlin bramboru a lilku je moZné izolovat mnohé
grampozitivni koryneformni bakterie se znaky kolonii podobnymi jako u
ptivodce krouzkovitosti. V této souvislosti musi byt pivodce krouZkovitosti
identifikovan nasledujicimi testy:

IF test (5.1),
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test na lilku vejcoplodém,

nutriéni a fyziologické testy (Dodatek 7),

— oxidaéné fermentacni testy (O/F),

— oxidasovy test,

— rast pfi 37 °C,

— tvorba ureasy,

—  hydrolyza eskulinu,

—  hydrolyza Skrobu,

— tolerance k 7% roztoku NaCl,

— indolovy test,

— katalasovy test,

— tvorba H,S,

—  vyuZiti citratu,

— hydrolyza Zelatiny,

— tvorba kyseliny z: glycerolu, laktosy, rhamnosy a salicinu,

~  Gramovo barveni.

Vsechny testy musi zahrnovat zahrovat kontrolu se znamym kmenem
piivodce krouzkovitosti. Nutrini a fyziologické testy musi byt provedeny
s inokulem ze subkultur na Zivném agaru. Morfologicka srovnani se provadéji
z kultur z Zivného dextrosového agaru.

Pro IF test hustota populace bun&k musi byt upravena na 10° bungk/ml. IF titr
musi byt podobny titru znamé kultury ptivodce krouzkovitosti.

Pro test na lilku vejcoplodém musi byt hustota populace bun€k upravena na
107 bungk/ml. Testy na lilku vejcoplodém musi zahmovat 10 rostlin pro kazdy
testovany organismus, opét za pouziti kontrol tvofenych znamou kulturou
krouZkovitosti a sterilni vodou. U &istych kultur by mélo béhem 20 dnti nastat
typické vadnuti, av3ak rostliny, které nevykazuji Zddné pfiznaky napadeni po
této dobg, je nutno inkubovat celkem 30 dni pfi teplotach p¥iznivych pro rist
lilku, ale nepfesahujicich 30 °C (Dodatek 5). JestliZze se po 30 dnech pfiznaky
napadeni nevyskytuji, nemiize byt kultura povaZovana za patogenni formu
krouZzkovitosti.

Test Pivodce krouzkovitosti

O/F inertni nebo slab& oxidaéni

Oxidasa -

Katalasa +

Redukce nitrati -

Aktivitat ureasy -

Tvorba H,S -

Tvorba indolu -

VyuZivani citratu -

Hydrolyza §krobu - nebo slaba

Rist pii 37 °C -

Rist v 7% NaCl -

Hydrolyza Zelatiny -

Hydrolyza eskulinu +

Tvorba kyseliny z:

- glycerolu -

- laktosy - nebo slaba

- thamnosy -

- salicinu -
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Dodatek 1

SLOZENi MACERACNIHO ROZTOKU DOPORUCENE LELLIOTEM A
SELLAREM, 1976

D C silikonovy protipénivy prostiedek MS A (Hopkins & Williams Ltd.,

kat. ¢. 9964-25, Chadwell Heath, Essex, England) 10 ml
vloc¢ky Lubrol W (ICI Ltd) 0,5g
pyrofosfore¢nan Ctyfsodny lg

0,05 M fosfatovy pufr ve fyziologickém roztoku (PBS) pH 7,0 (dodatek 2) 1 litr

Dodatek 2
PUFRY

0,05 M PBS pH 7,0
Tento pufr miiZze byt pouZit pro maceraci pletiv hliz (2.1.)
Na,HPO, 426 ¢
KH,PO, 2,72 g
NaCl 80g
destilovana voda do 1 litru

0,01 M PBS pH 7,2
Tento pufr se pouZiva pro fedéni antiséra a omyvani sklicek pro IF

Na,HPO,12H,0 2,7¢g
NaH,P042H,0 04¢g
NaCl 80¢g
destilovana voda do 1 litru

0,01 M fosfatovy pufr s glycerinem pH 7,6
Tento pufr se pouziva v IF testu jako kryci tekutina na podlozni sklicko ke zvySeni

fluorescence.

NazHPO4,12H20 3,2 g
NaH,P042H,0 0,15g
glycerol 50 ml
destilovana voda 100 ml

Dodatek 3

GRAMOVO BARVENI V HUCKEROVE MODIFIKACI (DOETSCH, 1981)

Roztok krystalové violeti

Rozpusti se 2 g krystalové violeti v 20 ml 95% ethanolu.
Rozpusti se 0,8 g §tavelanu amonného v 80 ml destilované vody.
Smichaji se oba roztoky.
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Lugohiv jodovy roztok

jod ig
jodid draselny 2g
destilované voda 300 ml

Spole¢né se pevné latky rozetfou pomoci tlou¢ku v misce. Nasypou se do vody a
michaji v uzaviené nadobé do rozpusténi.

Safraninovy roztok kontrastniho barviva

Zasobni roztok:

safranin O 25¢g
95% etanol 100 ml
Zamich4 se a uloZi.

Redénim 1:10 se pfipravi pracovni roztok.

Postup barveni:

1. Piipravi se rozté€ry, vysusi na vzduchu a fixuji zahfatim.
2. Zalije se sklicko roztokem krystalové violeti a necha 1 minutu plisobit.
3. Kratce se omyje pod tekouci vodou.

4, Zalije se Lugolovym jédovym roztokem a necha pisobit po dobu 1 minuty.
5. Oplachne se pod tekouci vodou a vysusi savym papirem.

6. Odbarvi se pomoci po kapkach pfidavaného 95% etanolu tak dlouho, pokud
se vyplavuje barvivo, nebo se ponoii za jemného pohybovéni do etanolu na

dobu 30 sekund.
7. Oplachne se pod tekouci vodou a vysusi savym papirem.
8. Zalije se na dobu 10 s safraninovym roztokem.
9. Oplachne se pod tekouci vodou a vysusi savym papirem.

Grampozitivni bakterie se barvi fialové modfe, gramnegativni bakterie se barvi
riZove Cervene.
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Dodatek 4

STANOVENI KONCENTRACE IF POZITIVNICH BUNEK

Plocha (S) jednoho pole na podloZnim skli¢ku s vice jamkami

= nD%/4 1)
kde D = primér pole.

Plocha (s) pole objektivu

= nd%/4 Q)
kde d = primér pole objektivu

Vypocita se d bud’ pfimym meéfenim, nebo z nasledujiciho vzorce:

s =ni/G’K>.4 ©)
kde i = koeficient pole (zavisi na typu okularu mikroskopu a pohybuje se v rozmezi
od 8 do 24),

K = tubusovy koeficient (1 nebo 1,25),
G = zvétSeni objektivu (100x, 40 x atd.),
ze vzorce (2)d = N 4s/n
ze vzorce (3) d = druh4 odmocnina vyrazu [(4x ni%/G*K*.4)/n)] =i/GK  (4)
Zjisti se podet typickych fluoreskujicich buné€k v jednou pozorovacim poli (c).
Vypodita se pocet typickych fluoreskujicich bun€k v jamce (C).
C=c.S/s
Vypocita se pocet typickych fluoreskujicich bun€k na 1 ml pelety (N)
N = C.F.1000/y,
kde y = objem pelety v jamce,
kde F = zfed’'ovaci faktor pelety.
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Dodatek 5

PESTOVANI LILKU VEJCOPLODEHO

Vyseji se semena lilku vejcoplodého (Solanum melongena cv. Black Beauty) do
sterilniho vysevného substratu. Semenacky s plné rozvinutymi dé€loZnimi listky (10 az

14 dni) se prepichji do sterilniho pé&stebniho substratu.

Pouzivaji se rostliny ve fazi 3 listd, kdy maji dva, ale ne vice nez tfi pln¢ rozvinuté

pravé listy.

Lilek se péstuje ve skleniku za nasledujicich podminek:
14 hodin nebo pfirozena délka dne, pokud je delsi;

délka dne:
teplota:

Poznamka:

-den: 21 az24°C,
-noc: 15°C.

Krouzkovitost neroste pii teplotich > 30°C. Pokud noéni teploty
neklesnou na 15°C, miZe dojit k poskozeni chromozomi (stfibfita

nekréza).
Poskozeni kofeni larvami smutnic lze zabranit uzitim vhodného
insekticidu.
Osivo lilku vejcoplodého odriidy Black Beauty lze ziskat od:
1. AB Hammenhdogs Fro,
270 50 Hammenhogs,
Svédsko;
2. HURST Seeds 1.td,
Avenue Road,
Witham,
Essex CM8 2DX,
Anglie;
3. ASGRO Italia Sp A,
Corso Lodi, 23,
Milan;
Italie
4, KUPPER

Mitteldeutsche Samen GmbH,
Hessenring 22,

D-37269 Eschwege

Spolkova republika Némecko.
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Dodatek 6
MEDIA PRO RUST A IZOLACI KROUZKOVITOSTI

iivny agar (NA)

Baktoagar (Difco) v destilované vod& podle instrukci vyrobce. Sterilizuje se
v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.

Zivny dextrosovy agar (NDA)

Baktoagar (Difco) obsahujici 1 % D(+) glukosy (monohydratu). Sterilizuje se
v autoklavu pii 115 °C po dobu 20 minut.

Kvasnico-pepton-glukdsovy agar (YPGA)

Kvasnicovy bakto extrakt (Difco) (€. 0127) 5¢g
Baktopepton (Difco) (¢. 0118) 5g
D(+)-glukosa (monohydrat) 10g
Cisty baktoagar (Difco)

(€. 0560) 15¢
destilovana voda 1 litr

Sterilizuji se 0,5 litrové objemy média v autoklavu pfi 115 °C po dobu 20 minut.

Médium s kvasniénym extraktem a mineralnimi solemi (YGM)

Kvasnicovy baktoextrakt (Difco) 20¢g
D(+)-glukosa (monohydrat) 25¢g
KzHPO4 0,25 g
KI‘12P04 0,25 g
MgSO, . 7H,0 Olg
MnSO; . H,O 0,015 g
NaCl 0,05¢g
FeSO,4 . 7H,0 0,0055 g
¢isty baktoagar (Difco) 18¢g
destilovana voda 1 litr

Sterilizuji se 0,5 litrové objemy média v autoklavu pti 115 °C po dobu 20 minut.
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Dodatek 7

NUTRICN{ A FYZIOLOGICKE TESTY PRO IDENTIFIKACI
KROUZKOVITOSTI
VSechna média jenutno inkubovat pfi 21 °C a po Sesti dnech vyhodnotit. Pokud
nedoslo k Zddnému ristu, inkubuji se po dobu nejvyse 20 dni.

- Oxida¢né fermentacni test (Hugh & Leifson), 1953 — O/F test.

Zakladni médium:

KCI 02¢g
MgSO; . 7TH,0 02g
NH4H2PO4 1,0 g
baktopepton (Difco) 1,0g
Cisty bactoagar (Difco) 30g
D(+)-glukosa (monohydrat) 100 g
bromothymolova modf 0,03 g
destilovana voda 1 litr

Smiché se a upravi pomoci 1IN KOH pH na 7,0 aZ 7,2.

Rozdéli se do kultiva¢nich zkumavek Pyrex 16 mm x 100 mm (objem 12 ml)
poSmlal0ml

Sterilizuje se v autoklavu pfi 115 °C po dobu 10 minut.

Vpichem se nao¢kuji 5 ml a 10 ml zkumavky kazdou kulturou. Asepticky se
pfida do 10 ml zkumavky 1 aZ 2 ml sterilniho tekutého parafinu a inkubuje se.

Pozitivni reakce:

Zkumavka Zbarveni Interpretace
otevienad/zaviena Zluté/Zluté fermentaéni
oteviena/zaviena Zluté/modro-zelené oxidaéni
oteviend/zaviena zelenavé/modro-zelené oxidaéni nebo inertni

- Ocxidasovy test (Kovacs, 1956)
Kovacsovo oxidasové &inidlo:

1% vodni roztok tetramethylparafenylendiamin- dihydrochloridu (BDH ¢.
30386) v destilované vodé.

Toto ¢inidlo by mélo byt Cerstvé pripravovano 1 ml objemech nebo miize byt
uchovavano v lahvi z hnédého skla pfi 5 °C po dobu 1 aZ 4 tydnil.

Jedna kapka Cinidla se kdpne na filtrani papir v ¢isté Petriho misce. Thned se
pomoci platinové klicky rozetie neéktera z testovanych kultur z Zivného agaru.

Pozitivni reakce: Béhem 10 sekund se vyvine purpurové zbarveni. Kultury
vybarvujici se béhem 10 az 30 sekund jsou slab€ pozitivni.

Poznamka: Je dilezité pouzivat platinové klicky a NA kultury (kultury
z Zivného média), protoZe stopy Zeleza nebo vysoky obsah cukru v Zivném
ristovém médiu mohou zpiisobit fale$né pozitivni vysledky.
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- Tvorba Kkyseliny z laktosy, rhamnosy, salicinu, glycerolu

Pfipravi se Hugh & Leifsonovo O/F médium bez glukosy. Rozdéli se do
zkumavek po 5 ml. Sterilizuje se v autoklavu pii teploté 115 °C po dobu 10
minut. K roztavenému zakladu pfi 45 °C se ptida asepticky 0,5 ml filtraci
sterilizovaného 10% vodniho roztoku glycerolu, laktosy, rhamnosy nebo
salicinu. Peclivé se promicha.

Pozitivni reakce: Zména zbarveni modrozeleného na Zluté indikuje tvorbu
kyseliny.

- Katalasovy test

Képka tficetiprocentniho peroxidu vodiku se kapne na &isté podloZni sklicko a
pomoci platinové klicky se vytvofi emulze se zkoumanou kulturou.

Pozitivni reakce: Tvorba bublinek kysliku vkapce indikuje piitomnost
katalasy.

- Aktivita nitratreduktasy a denitrifikace (Bradbury, 1970)

Kultivacni medium:
KNOj; (prosty dusitanu) lg
kvasnicovy baktoagar (Difco) lg
KzHPO4 5 g
destilovana voda 1 litr

Rozdéli se po 10 ml do 20ml lahvicek. Sterilizuje se v autoklavu pfi teploté
121 °C po dobu 15 minut.

Cinidlo A:
H,S04 8g
5N kyselina octova 1 litr
Cinidlo B:
naftylamin S5¢g
5N kyselina octova 1 litr

Naockuje se nitratové médium ve dvou opakovéanich. Po 10 a 20 dnech se
pfida po jedné kapce Lugolova jodového ¢inidla, 0,5 ml ¢inidla A a 0,5 ml
¢inidla B. Pokud se médium nezbarvi do &ervena, piida se piiblizn¢ 50 mg
zinkového prasku. Sleduje se barevna reakce.

Pozitivni reakce: Barevna reakce
Stadium 1 Stadium 2
Z4dna redukce dusi¢nanu bezbarva gervena

Redukce dusi¢nanu i dusitanu
(pouze nitratreduktasa) cervena -

SniZeni dusiénanu mimo dusitan
(denitrifikace — nitrit a nitratreduktasa) bezbarva bezbarva

Tvorba ureasy (Lelliott, 1966)
Zakladni médium:
zaklad pro oxoid mocovinovy agar (CMS53) 24¢
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destilovana voda 95 ml

Sterilizuje se v autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 20 minut. Zchladi se
roztaveny zaklad na 50 °C a asepticky se pfidd 5 ml filtraci sterilizovaného
40% vodniho roztoku mogoviny (Oxoid SR20). Radng se promicha.

Rozdéli se po 6 ml do sterilnich zkumavek (16 x 100 mm) a necha ustat
v §ikmé poloze na vhodné podloZce.

Pozitivni reakce: Za pfitomnosti aktivni ureasy se ZlutooranZové médium
barvi tfeSiiove Cervené nebo fuchsinové (zelenozluté) rizove.

Vyuzivani citratu (Christensen) (Skerman, 1947)

zéklad citratového agaru (Merck 2503) 23 g

destilovana voda 1 litr
Rozpusti se michanim za souéasného zahfivani. Rozdéli se po 6 ml jako u
mocovinového média. Sterilizuje se v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15
minut a necha ustat v Sikmé poloze.
Pozitivni reakce: VyuZivani citratu se projevi zménou barvy média z oranZové
na ¢ervenou.

Tvorba sirovodiku (Ramamurthi, 1959)

Médium:
baktotrypton (Difco ¢. 0123) 10g
K,HPO, lg
NaCl S5g
destilovana voda 1 litr

Rozpusti se a rozd€li po 6 ml do zkumavek 16 x 100 mm. Sterilizuje se
v autoklavu pfi teploté 115 °C po dobu 10 minut.

Inokuluje se a na okraj zkumavky se asepticky zavési papirek s octanem
olovnatym (Merck 9511). Papirek se upevni vickem. Inkubuje se po dobu
nejvyse 20 dni.

Pozitivni reakce: Tvorba sirovodiku (H,S) z tryptonu se projevi vyvojem
¢ernohnédého zbarveni testovaciho papirku.

Tvorba indolu (Ramamurthi, 1959)
Médium:
Jako u testu na H,S.
Odstrani se papirek s octanem olovnatym a pfidd 1 aZ 2 ml diethyleteru a
jemné se protiepete. Necha se chvili stat (pét minut) k oddéleni vrstev. Po
sténé naklonéné zkumavky se pfidd opatmé 0,5 ml ¢inidla podle Kovacse
(Merck 9293).

Pozitivni reakce: Piitomnost indolu se projevi vyvojem Cerveného zbarveni ve
Zluté vrstv€ mezi etherovou a vodni frakei.

Riist p¥i 37 °C (Ramamurthi, 1959)

Médium:
baktobujon (Difco ¢. 0003) 8g
destilovana voda 1 litr

Rozmicha se, rozpusti a rozd€li po 6 ml do zkumavek.
Sterilizuje se v autoklavu pfi teplot& 121 °C po dobu 15 minut.
Inokuluje se a inkubuje se pfi teploté 37 °C.

Pozitivni reakce: projevy ristu.
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- Riist v 7% chloridu sodném (Ramamurthi, 1959)

Médium:
baktobujon (Difco ¢. 0003) 8g
NaCl 70¢g
destilovana voda 1 litr

Rozmicha se, rozpusti a rozdéli po 6 ml do zkumavek.
Sterilizuje se v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.
Pozitivni reakce: projevy ristu.

- Hydrolyza Zelatiny (Lelliott, Biling & Hayward, 1966)

Médium:
baktoZelatina (Difco €. 0143) 120 g
destilovana voda 1 litr

Rozmicha se, rozpusti arozdéli po 6 ml do zkumavek.

Sterilizuje se v autoklavu pfi teplot& 121 °C po dobu 15 minut.

Pozitivni reakce: Zelatina se stava tekutou, i kdy? je uchovavéna pfi teploté
5 °C po dobu 30 minut.

- Hydrolyza §krobu
Médium:
baktoagar (Difco) (roztaveny) 1 litr
rozpustny bakt. $krob (Difco €. 0178) 2g

Rozmicha se a sterilizuje v autoklavu pfi teploté 115 °C po dobu 10 minut.
Rozlije na plotny. Inokuluji se plotny bodové.

Po dosazeni dobrého ristu (10 az 20 dni) se odebere ¢ast narostlé kultury a
pfelije Lugolovym jodovym roztokem.

Pozitivni reakce: Hydrolyza Skrobu se projevi ¢irymi zénami pod vyrostlymi
koloniemi bakterii nebo kolem nich, zbyvajici médium se barvi purpurové.

- Aktivita hydrolasy eskulinu (Sneath & Collins, 1974)

Médium:
baktopepton (Difco) 10g
eskulin lg
citronan Zelezity (Merck 3862) 0,05¢g
citronan sodny lg
destilovana voda 1 litr

Zamicha se az do rozpusténi a rozdéli po 6 ml do zkumavek. Sterilizuje se
v autoklavu pfi teploté 115 °C po dobu 10 minut.

Médium je ¢iré, ale fluoreskuje do modra.

Pozitivni reakce: Hydrolyza eskulinu se projevi vznikem hnédé barvy
spole¢né s mizenim fluorescence. Toto 1ze provéfit pomoci ultrafialové (UV)
lampy.
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B. Metoda diagnozy, detekce a identifikace plivodce hnédé hniloby

V pfiloze jsou popsany rizné postupy pro diagnozu, detekci a identifikaci hnédé hniloby.

V dodatcich je podrobn& vysvétlena piiprava materiald k testlim, tzn. Zivnych médii, pufri,

roztokul a reagencii.

ODDIL I: PouZiti schématu testovani

1. Diagno6za hnédé hniloby

Testovaci postup je uréen pro hlizy bramboru, které vykazuji typické piiznaky hnéde
hniloby bramboru nebo piiznaky vyvolavajici podezfeni z jejtho vyskytu, a pro rostliny
bramboru a rajéete, které vykazuji typické pfiznaky bakterialniho vadnuti nebo pfiznaky
vyvolavajici podezfeni zjeho vyskytu. Zahrnuje rychly screeningovy test, izolaci
pivodce nemoci z infikovaného vodivého pletiva na diagnostickych médiich a - pii

pozitivnim nalezu - identifikaci kultury

Postupovy diagram

B rostliny bramboru nebo rajéete nebo hlizy bramboru s piiznaky'”

U

| rychlé screeningové testy ' I

I kolonie s typickou moriologii
1l 1l

| allo ]

U

potvrzovaci test(y)
identifikace ' &isté kultury
jako Ralstonia solanacearum
+ test patogenity™®

1l

rostliny nebo hlizy jsou infikovany
pivodcem hn€dé hniloby

Poznamky k postupovému diagramu:

(1) Popis ptiznakt je v Oddile I1.1.

v
)

e

infikovany piivodcem hn€dé hnil

bby
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(2) Rychlé screeningové testy ulehlujici pfedbéznou diagnoézu.
Vhodnymi testy jsou:
- test na vytok slizu ze svazkil cévnich (oddil 11.2.),
- test na pfitomnost granuli poly-p -hydroxybutyratu (oddil I1.2),
- IF-test (oddil I11.2),
- ELISA-test (oddil II1.3),
- PCR-test (oddil II1.4).

(3) Ackoli je izolace pivodce hnédé hniloby z rostlinného materidlu s typickymi symptomy
metodou zied’ovacich roztéri relativné jednoducha, miiZe v pokrocilych stadiich infekce
zakladani kultur ztroskotat. Saprofytické baktérie, které rostou na nemocném pletivu,
mohou plivodce nemoci na izolaénim médiu pferist nebo inhibovat. Je-li izolacni test
negativni, ale pfiznaky onemocnéni jsou typické, pak je nutno izolaci opakovat, a to
pfednostné kultivaci na selektivnich Zivnych ptidéch.

(4) Cista kultura pivodce hn&dé hniloby je spolehlivé identifikovana minimalné jednim z
testli uvedenych v oddile I11.4.1 v kombinaci s testem patogenity (oddil II.4.3). Stanoveni
kment patogena neni povinné, avsak doporuduje se je provést pro kazdy novy pfipad.

2. Detekce a identifikace hnédé hniloby ve vzorcich hliz bramboru

Postup je uréen k detekci latentni infekce v hlizach bramboru pomoci jednoho nebo radgji
vice screeningovych testli, které jsou pfi pozitivnim nalezu doplnény izolaci piivodce
hné&dé hniloby a v piipadé izolace typickych kolonii jeho identifikaci v €isté kultufe.

Postupovy diagram

I vzorek hliz bramboru ‘
1

SCREENINGOVY(E) TEST(Y) @
IF test ® a nebo
hitivace na selektivnich Zivnych médiich
s nepovinnymi testy navic:
ELISA test ©

e

PCR test ©
Obohacovaci test (y)
Y ¥
minimAlné jeden test viechny provedené testy
je pozitivni jsou negativni => vzorek neni infikovan pivodcem hnédé
Tl ale Lasdi hailals
lulllUU] TIHIVUG uun\)u)’
U
TZOLACNI TEST(Y)
selektivni roztér a/nebo biotest ®
U
[ kolonie s typickou morfologii |

15 >
ano Ine | => YZorek neni infikovan pivodcem hnédé hnijoby
POTVRZOVACI TEST(Y)
Identifikace® kultury ptivodce hngdé hniloby + test patogenity[*

1l Ll

v v
ano l ne E‘> | vzorek neni mfikovan puvodcem hnede hni)')y

vzorek je infikovan pivodcem hnédé hniloby
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Poznamky k postupovemu diagramu:
(1) Velikost vzorku

Standardni velikost vzorku je 200 hliz, metoda je vSak vhodné i pro vzorky s méné€ nez
200 hlizami.

(2) Screeningovy(é) test(y)

Pouze jeden test nemusi byt dostate¢né citlivy nebo spolehlivy k detekci pivodce hnédé
hniloby ve vzorku. Proto se doporucuje provadét vice testll, které se zakladaji pokud
moZzno na riznych biologickych principech.

(3) Imunofluorescenéni test (IF test)

IFtest je osv€dCenym screeningovym testem. To je vyhoda proti jinym typlim testii, které
jesté nejsou zcela vyvinuty nebo ovéfeny. Test se pouZivd u mnoha jinych karanténnich
bakterii, napf.u plivodce krouZkovitosti. Podle parametri uvadénych pro tuto metodu se
jedna o citlivy test (hranice detekovatelnosti 10° - 10* bun&k v jednom mililitru pelety z
bramborového extraktu).

Pro spolehlivost vysledku testu je rozhodujici kvalita antiséra. Pfijatelné je pouze
antisérum s vysokym titrem (minimalné€ 2 000 pro surové antisérum) a vSechny testy musi
byt provadény pii titru antiséra nebo pii jednom zfed&ni pod urovei titru. Upfednostiluje
se nepfimé metoda. Piimou metodu lze pouzit, pokud je citlivost a specifi¢nost testu
stejna jako u nepfimé metody.

IF test ma vyhodu subjektivniho vyhodnoceni bunééné morfologie a intenzity
fluorescence, které vypovidaji o specifiénosti reakce. Casté jsou kiiZové reakce se
sérologicky pfibuznymi baktériemi stejné bunééné morfologie jako mé pivodce hnédé
hniloby, které se vyskytuji na povrchu hlizy nebo pochazeji z okolni ptdy. IFtest lze
provadét jako jediny kontrolni test, avSak existuje-li podezieni na vyskyt kiiZovych
reakci, mél by byt proveden dal$i test spoCivajici na jiném biologickém principu. V
takovém pfipad¢ je nejvhodnéjsi kultivace na selektivnich Zivnych médiich.

(4) Kultivace na selektivnich zivnych médiich

S modifikovanym médiem SMSA a metodologii testovani pouZivanou pfi této metodé se
jedna o citlivy a selektivni test na hnédou hnilobu. Vysledek je k dispozici za 3 - 6 dnid po
pfipravé vzorku. Pivodce choroby se ziska piimo v kultufe a Ize ho snadno identifikovat.
Ma-li byt potencial testu pln€ vyuZit, musi byt /pupkové ¢asti hliz peclivé pfipraveny, aby
byly vylouceny sekundéarni baktérie z hliz, které si na Zivném médiu s hnédou hnilobou
konkuruji a mohou tak vyvoj patogena ovliviiovat. Nékteré kmeny mohou Spatné rust,
protoZe slozky Zivného média mohou ovlivnit cilovy organismus. Je tfeba téZ peclive
postupovat pfi odliSeni hnédé hniloby od jinych baktérii, které se na médiu mohou
vyvijet. Selektivni plotnovy roztér lze pouZit jako jediny screeningovy test, avSak pfi
negativnim vysledku, u néjz je podezfeni, Ze k nému doslo inhibici hnédé hniloby jinymi
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bakteriemi v médiu, je tfeba vzorek znovu testovat pfi pouziti odlisného testu, aby se
diagnoza potvrdila nebo vyvratila. Nejvhodnéjsi je v takovych pfipadech IF-test.

(5) ELISAtest

ELISA test je v zdsad® mén& citlivy neZ IF-test (hranice detekovatelnosti 10* - 10°
baktérii na jeden mililitr pelety z bramborového extraktu). Je levny a rychly, aviak
vSeobecné &astéji vykazuje falesné pozitivni vysledky (kfiZové reakce) a faleSné negativni
vysledky (inhibice fenolovymi molekulami v bramborovém extraktu). PoZadavky na
specifi¢nost antiséra jsou neoby&ejn€ vysoké. ELISAtest nelze provadét samostatné jako
jediny screeningovy test.

(6) PCRtest

PCRtest je potencidlné velice citlivy detekéni test, i kdyZ miZe byt snadno ovlivnén
nékterymi sloZkami extraktu z rostlin nebo z hliz, které vedou k fale$nym negativnim
vysledkim testu. Nékteré odriidy brambor obsahuji vice inhibitorti neZ jiné. Proto musi
byt tyto inhibitory nejprve odstranény. Jednou z moznosti je zfed€ni, avsak pfitom dojde i
ke zfedéni populaci pivodce hnédé hniloby. Ve viech fazich pfipravy vzorku a testu musi
byt postupovano neobycejné obezietné, aby se zabranilo kontaminacim, které vedou k
ziskani fale$né pozitivnich vysledkii. Fale$n& pozitivni vysledky se mohou vyskytnout i
diky homolognim sekvencim u jinych organismi. Proto nelze ani PCR test pouZivat jako
jediny screeningovy test.

(7) Obohacovaci testy

Inkubace vzorki pelety z bramborového extraktu v semiselektivnim bujénu, jako je napf.
modifikovany SMSA-bujén, umoZiiuje rozmnoZeni pivodce hnédé hniloby. Jesté
duleZit&jsi je moZna skuteCnost, Ze timto zpisobem dojde i ke zfedéni potencidlnich
inhibitord ELISA testu a PCR testu. Pivodce hnédé hniloby lze tak detekovat v
obohaceném bujonu pomoci IF, ELISA a PCR testd. Pfimé kultivace z obohaceného
bujénu se nedoporucuji. Tyto obohacovaci metody vSak nebyly dostate¢né dikladné
vyzkouSeny a otestovany. Jsou sem zahrnuty pouze diky jejich vysokému potencialu.
ProtoZe je v8ak doposud k dispozici malo zkuSenosti s t€mito postupy, nelze je pouZit
jako jediné detekéni metody.

(8) Biotest

Tento test se pouziva pro izolaci piivodce hnédé hniloby z pelet bramborového extraktu
selektivnim obohacenim na hostitelské rostling a 1ze jej provést na rostlinach raj¢ete nebo
lilku vejcoplodého. Vyzaduje optimalni inkubaéni podminky podle udajti této metody.
Bakterie, které na médiu SMSA inhibuji pivodce hnédé hniloby, s nejvySsi
pravdépodobnosti vysledky tohoto testu neovlivni.

(9) Ovéiovaci test(y)
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Cistou kulturu pivodce hn&dé hniloby Ize spolehlivé identifikovat minimalng jednim z
testi uvedenych v oddilu I1.4.1 v kombinaci s testem patogenity (oddil II.4.3).
Charakteristika kmene neni povinna, doporuéuje se viak u kazdého nového pfipadu.

ODDIL II: Diagnéza piivodce hnédé hniloby

1. Priznaky
1.1.  Pfiznaky napadeni bramboru hnédou hnilobou

1.1.1. PrFiznaky na listech a stoncich
Prvnim pfiznakem onemocnéni u brambor je mimé vadnuti hornich listi b&éhem
nejteplejSich dennich hodin. Zprvu je vadnuti vratné (v noci vétsinou pomine). Na
pfi¢ném fezu stonku nizko nad zemi (cca 2,5 cm) jsou cévni svazky hnédé zbarvené.
Velmi ¢asto se na fezu vylucuje Sedobily, slizovity aZ vlaknity exsudat, aniZ by bylo
nutné stonek stisknout. Pfi ponofeni rozfiznutého stonku do vody ve svislé poloze
samovoln€ vytékaji z cévnich svazki slizova vlakna.

1.1.2. Priznaky na hlizach

Na pfi¢ném fezu pupkovou ¢&asti hlizy se v rané fazi infekce projevuje sklovité Zlutou
az svétle hnédou barvou prstence cévnich svazkd, ze kterého po n€kolika minutich
bud’ samovolné nebo po lehkém stisknuti hlizy v blizkosti fezné plochy vytéka bledy,
krémové zbarveny slizovity exsudat. Pozd&ji je zbarveni cévnich svazk vyrazné
hnédé a nekréza se miZe rozsifit do parenchymatického pletiva. V pokroéilém stadiu
se infekce $ifi od pupkové ¢asti hliz a z oéek, coZ vede ke vzniku Cervenavé hnédych
lehce vmacknutych 1ézi na slupce. Z nich miZe vytékat bakterialni sliz, na n&jZ se
nalepuji pidni &astice.

1.2.  Priznaky napadenf rajéete hnédou hnilobou

Prvnim pfiznakem na rostling je povadly vzhled nejmladsich listli. Za podminek
pfiznivych pro patogena (teplota pidy asi 25 °C pti nasycené vzdusné vlhkosti) je
jedna strana rostliny nebo celd rostlina béhem nékolika dnd postiZena epinastii a
vadnutim, coZ vede k Uplnému odumfeni rostliny. Za mén& ptiznivych podminek
(teplota plidy pod 21 °C) se na stonku miZe tvofit velké mnoZstvi postrannich vyhoni.
Na stonku je moZno pozorovat slizovity pas, coZ je viditelnym znakem nekrézy
vodivych pletiv. Na pfi€ném fezu stonku je hnédé zbarvené vodivé pletivo, z néhoZ
vytékaji kapky bilého nebo Zlutavého bakterialniho slizu.

2. Rychlé screeningové testy

Rychlé screeningové testy umoziuji pfedbéZné stanovit diagndzu. Je tfeba provést
jeden nebo vice z nasledujicich testi:

Vytékani bakterialniho slizu z cévnich svazki

V pfipadé€ podezieni na hnédou hnilobu lze pfedbézné stanovit diagndzu i1 v terénu
zjisténim piitomnosti patogena v cévnich svazcich stonku rostliny bramboru nebo
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rajCete: Odfizneme stonek nizko nad zemi a feznou plochu vloZime do sklenice s
vodou. Kratce poté zacnou z cévnich svazkti samovolné vytékat vlidkna bakterialniho
slizu. Tento pifiznak nezptisobuje Zadn4 jina bakterie napadajici brambor a rajce.

Detekce granuli poly-B-hydroxybutyratu (PHB)

Granule PHB v buiikdch plivodce hnédé hniloby jsou nejprve zviditelnény
obarvenim nilskou mod#i A nebo sudanskou &erni B.

Poté ptipravime bud’ roztér slizovitého exkretu nebo suspendovaného pletiva na
podloZnim skli¢ku nebo roztér ze 48hodinové kultury na Zivné pidé¢ YPGA nebo
SPA (Dodatek 1). Piipravime pozitivni kontrolni roztéry kmene biovaru 2/rasa 3 a v
pfipadé potfeby 1 negativni kontrolni roztér heterologniho kmene. Nechime
vyschnout. Spodni stranu podloZniho sklicka nékolikrat rychle protdhneme pies
plamen, dokud neni roztér fixovan.

Test nilskou mod#i

1. Fixovany roztér pielijeme 1 % vodnim roztokem nilské modfi. Inkubujeme 10
minut pfi teploté 55°C.

2. Barvici roztok se necha odtéct. Kratce oplachneme pod tekouci vodovodni vodou.
Zbylou vodu vysajeme savym papirem.

3. Roztér prelijeme 8% vodnim roztokem kyseliny octové. Inkubujeme 1 minutu pfi
pokojové teploté.

4. Oplachneme pod slabé tekouci vodou z vodovodu. Osusime savym papirem.
5. Znovu navlhé¢ime kapkou vody. Piikryjeme krycim sklickem.

6. Pozorujeme obarveny roztér jako preparat v epifluorescenénim mikroskopu pii
vinové délce 450 nm pod olejovou imersi pii zvétSeni 1:1 000.

Pozorné sledujeme pfitomnost syt¢ oranZové zbarvenych zrn PHB. Pozorovani

provddime i pfi normalnim svétle, abychom se ujistili, Ze granule jsou
vnitrobunééné a morfologie buiiky je typicka pro pivodce hnédé hniloby.

Test sudianskou gerni

1. Fixovany roztér pfelijeme 0,3% roztokem sudanské ¢emé B v 70% etanolu.
Inkubujeme 10 minut pfi pokojové teploté.

2. Nechame roztok barviva odtéci. Kratce oplachujeme vodou z vodovodu.
Piebyte¢nou vodu vysusime savym papirem.

3. Roztér nakratko ponofime do xylolu. Po vytaZeni opét osuSime savym papirem.
Pozor! Xylol je zdravi $kodliva latka. Nutno pracovat v digestofi!
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4. Roztér pielijeme 0,5% (hmotnost/objem) vodnim roztokem safraninu a nechame
jej 10 sekund stat pfi pokojové teploté. Pozor! Safranin je zdravi Skodliva latka.
Nutno pracovat v digestofi!

5. Oplachneme pod slab& tekouci vodou z vodovodu. Osu$ime savym papirem.
PriloZime kryci skli¢ko.

6. Obarveny roztér pozorujeme jako preparat v mikroskopu s prochazejicim svétlem
pod olejovou imersi a pfi zvétSeni 1:1 000. Granule PHB v buiikach plivodce
hnédé hniloby jsou modro-Eerné zbarvené. Buné&né stény maji barvu riiZovou.

Jiné testy

Z dalsich testd je vhodny IFtest (oddil II1.2), ELISA-test (oddil III.3) a PCRtest

(oddil II1.4).
3. Postup pfi izolaci
3.1. Odebereme slizovity exkret nebo ¢asti pletiva se zmén€nou barvou z prstence

cévnich svazkii bramborové hlizy nebo z vodivych pletiv ve stonku rostliny
bramboru nebo rajéete.

Suspendujeme v malém objemu sterilni destilované vody nebo v 50 mM fosfatovém
pufru a nechame 5 aZ 10 minut stat.

3.2. Pfipravime minimaln€ dv€ desetinna fedéni suspenze (1/10 a 1/100), v ptipadé
potfeby i vice téchto fedéni.

3.3. Pievedeme standardni objem suspense a jednotlivych fedéni na universalni Zivné
médium NA, YPGA a SPA (Dodatek 1) a/nebo na Kelmanovo tetrazoliové médium
(Dodatek 1) a nebo na selektivni SMSAmédium (Dodatek 7). Potom je vhodnou
metodou rozetfeme na plotny. MiZe byt uZite¢né piipravit samostatné plotny
kaZzdého media se zfedénou kulturou bunécné suspenze virulentniho kmene biovar
2/rasa 3 plivodce hné€dé hniloby jako pozitivni kontrolu.

34. Plotny nechame pii teploté 28 °C po dobu 3 dnil inkubovat. Pfi pomalém ristu lze
inkubovat aZ 6 dnt , pfiemZ se v8ak kolonie bakterii na médiu SMSA ¢asto stavaji
atypickymi a odumiraji.

Na universalnich Zivnych substratech vytvafeji virulentni izolaty ptivodce hnédé
hniloby perlové bilé, ploché, nepravidelné a fluidni kolonie, casto s
charakteristickymi spiralkami.

Na Kelmanové tetrazoliovém médiu vytvateji virulentni izolaty pidvodce hnédé
hniloby typické, krémové zbarvené, ploché, nepravidelné fluidni kolonie s krvavé
Cervené zabarvenymi spiralkami uprostied. Nevirulentni formy ptivodce hnéde
hniloby naproti tomu vytvareji maslovité, tmavoéervené kolonie.
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Na SMSA-médiu vytvafeji virulentni izolaty pivodce hnédé hniloby mlécné bilé,
ploché, nepravidelné a fluidni kolonie s krvavé ¢ervené zabarvenym stfedem.

Nevirulentni formy ptivodce hnédé hniloby vytvafeji na SMSA médiu kolonie méné
fluidni, které jsou celé riZové az Cervené.
3.5. Kolonie s charakteristickou morfologii pfevedeme do ¢isté kultury subkultivaci na

nékterém universalnim médiu. Je tfeba se vyhnout pravidelnému pfeockovavani,
které mize vést ke ztraté virulence.

4. Potvrzovaci test(y)

4.1. Identifikace plivodce hnédé hniloby

Cist¢ kultury ptvodce hn&dé hniloby identifikujeme minimalngé jednim =z
nasledujicich postupti:

VyZivové a enzymatické testy

Upozornéni: Do kaZdého testu je nutno zahrnout vhodné kontrolni kmeny.

Nasledujici fenotypové vlastnosti piivodce hnédé hniloby jsou bud’ vzdy pfitomny
nebo chybi:

fluorescen¢ni pigment -
Inkluze PHB +
oxida¢né fermentaéni test O+/F-
katalaza +
oxidaza podle Kovacse +
redukce dusi¢nanid +

vyuZiti citratd +
rust pii 40°C -

rist v 1% NaCl +
rist v 2% NaCl -
arginin-dihydrolaza -
ztekuceni Zelatiny -
hydrolyza Skrobu -
hydrolyza eskulinu -
produkce levanu .

Média a metody viz Lelliot & Stead (1987).



Cistka 106 Sbirka zdkont & 331 / 2004 Strana 7095

IF test

Pfipravime suspenzi o hustot? 10° bungk na jeden ml z testované kultury a
kontrolniho kmene (kontrolnich kment). Piipravime fadu dvojnasobnych zfedéni
antiséra. PouZijeme IF metodu (oddil III.2). IF titr kultury musi odpovidat IF titru
pozitivni kontroly.

ELISA test

Ptipravime suspenzi o hustot® 10° bungk na jeden ml z testovaci kultury a
kontrolniho kmene (kontrolnich kmenti). PouZijeme metodu ELISA (oddil III.3).
Extink¢éni hodnota kultury musi odpovidat extinkéni hodnoté pozitivni kontroly

PCR test

Pfipravime suspenzi o hustoté 10° bun&k na jeden ml z kultury a kontrolniho kmene
(kontrolnich kmeni). Pouzijeme metodu PCR (oddil III.4). PCR produkt kultury
musi mit stejnou velikost a stejny vzor restrikéni analyzy enzymi (REA vzor) jako

ma produkt pozitivni kontroly.

Fluorescenéni hybridizace in situ (FISH)

Pfipravime suspenzi o hustoté 10° bun&k na jeden ml z kultury a kontrolniho kmene
(kontrolnich kment). PouZijeme metodu FISH (van Beuningen et al., 1995) s PCR
primerem OLI-1 (Seal et al., 1993). Kultura musi vykazovat stejnou reakci jako
pozitivni kontrola.

Analyza proteini
Denaturované proteiny celych bun€k jsou rozdéleny polyakrylamidovou-G-
elektroforézou (PAGE) (Stead, 1992a).

Analyza mastnvch kyselin

Kulturu a pozitivni kontrolu nechame rtst 48 hodin pfi teploté 28 °C na tryptikazo-
sdjovém agaru a pouZijeme metodu FAP (Jasen 1991; Stead 1992a, Stead 1992b).
Profil kultury musi byt shodny s profilem pozitivni kontroly. Charakteristické mastné
kyseliny za danych podminek jsou 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 2 OH a 18:1 20H.

3.2. Charakteristika kmenii

Charakteristika kmene neni povinna, av§ak doporucuje se ji provadét pro kazdy novy
pfipad pii pouZiti nejméné jednoho z nasledujicich testii:

Urdeni biovaru

Ralstonia solanacearum je ¢len€na na biovary podle schopnosti vytvaret kyseliny ze
tfi alkoholt a tfi cukrt (Hayward 1964, 1994);
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biovar

VyuZiti :
- maltézy -
- laktézy -
- celobidzy -
- mannitu - -
- sorbitu - -
- dulcitu -

+ o+ +
o+ o+ o+
+ o+ o+

e

DalSimi testy 1ze biovar 2 €lenit na subfenotypy (Hayward 1994):

biovar 2 biovar 2-A biovar 2-T
VyuzZiti : - + +

- trehalozy
- inositolu + - +

- D-ribézy - - +
pektinolyticka aktivita nizka nizka vysokd

Determinace ras

Uréeni rasy (Buddenhagen et al., 1962) se provadi na zakladé testii patogenity na
rostlinach rajcete nebo lilku vejcoplodého a na rostlinach tabaku a také testem na
hypersensitivni reakci (HR) na listech tabaku (Lozano et Sequeira, 1970):

rasa (¥)
reakce u: 1 2 3
- rostlin rajéete nebo lilku vejcoplodého vadnuti Zadna reakce vadnuti
- rostlin tabaku vadnuti Zadna reakce Zadna reakce
- listd tabaku nekrdza HR (12 - 24 hod) chloréza
(48 hod) a vadnuti (2-8 dni)
(7-8 dni)

(*) Rasa 4 (patogenni na zazvorovniku a né€kterych dalSich hostitelich) a rasa 5 (patogenni
pouze na morusi) neni v tabulce zahmuta.

Ureni rasy testem patogenity nebo testem hypersenzitivni reakce tabaku nemusi byt
ptili§ spolehlivé a misto toho lze na pfislusnost k rase usuzovat podle biovaru a
ptvodniho hostitele.

Kulturu Ize dale charakterizovat pomoci:
genomového fingerprintu:

Molekul arni odli$eni kment komplexu Ralstonia solanacearum lze provadét:
analyzou RFLP (Cook et al., 1989)

repetitivni sekvenci PCR (REP-, ERIC & BOX-PCR (Louws et al., 1995; Smith et
al., 1995).
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3.3. Test patogenity

Tento test slouZi k potvrzeni diagnézy pivodce hnédé hniloby a k potvrzeni
virulence kultur identifikovanych jako ptivodce hnédé hniloby.

Z kultury a pozitivniho kontrolniho kmene pfipravime inokulum o hustoté 10° bunék
na jeden mililitr. Poté inokulujeme 5 - 10 rostlin rajéete nebo lilku vejcoplodého
nejlépe ve stadiu tfetiho listu nebo stadiu star§im (oddil II1.6). Inkubujeme az dva
tydny pfi teplotach 22 - 28 °C a vysoké relativni vzdu$né vlhkosti a denné
zavlaZzujeme. Davame pozor na vyskyt vadnuti a nebo epinastie, chlorézy, kréni.

Z rostlin vykazujicich charakteristické ptiznaky provedeme izolaci takto:

~ Odebereme ¢ast pletiva ze stonku 2 cm nad mistem inokulace.

~ Rozmélnime a suspendujeme v malém mnoZstvi sterilni destilované vody nebo ve
fosfatovém pufru 50mM, pak rozetfeme na plotny, inkubujeme a poté
vyhodnotime na vyskyt typickych kolonii hnédé hniloby.

ODDIL III: Detekce a identifikace piivodce hnédé hniloby ve vzorcich hliz bramboru

Upozornéni: Standardni velikost vzorku je 200 hliz. Postup je vSak vhodny i pro vzorky s
méné nez 200 hlizami.

1. Priprava vzorku pro testovani

Upozornéni: Peletu bramborového extraktu ziskanou timto postupem lze pouZit i pro
detekci piivodce krouzkovitosti.

Pokud to bude povazovano za ucelné, je mozné pted testovanim:

- nechat vzorek inkubovat po dobu az 2 tydnii pii teploté 25 - 30°C, aby se podpoiilo
rozmnoZeni slabych populaci pivodce hnédé hniloby;

- oprat hlizy pod tekouci vodou s vhodnym dezinfekénim a Cisticim prostfedkem.
Hlizy pak nechat na vzduchu oschnout.

1.1. Cistym a dezinfikovanym feznym nastrojem odstranime slupku hlizy na jeji
pupkové <&asti, tak aby bylo vidét vodiva pletiva. Z vodivych pletiv na pupkovém
Casti kazdé hlizy opatrné vyfizneme maly kénicky vykrojek (3 - 5 mm v priméru).
Pfitom je tfeba dbat na to, aby soudasné bylo vyfiznuto co nejméné nevodivych
pletiv. Toto provedeme na kazdé hlize ve vzorku.

Upozorneéni: V této fazi miZeme hlizy dikladné vizualn€ prohlédnout. Hlizy
vykazujici ptiznaky nebo silnou hnilobu je tfeba vytadit a zkoumat oddélené (oddil
II).



Strana 7098 Sbirka zdkont & 331 / 2004 Cistka 106

1.2

1.3

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.5.

Pupkové &asti hliz ddme do uzaviené nadoby a neprodlené zpracujeme. Pokud to
neni mozné, nemély by byt skladovany déle neZ 24 hodin nebo pfi teploté 4 °C déle
nez 72 hodin.

Pupkové &asti hliz zpracujeme jednim z nasledujicich postupti:

Pupkové ¢asti hliz vloZime do vhodné nadoby.

Pfidame dostateny objem maceraéniho pufru (Dodatek 2), aby doslo k pfikryti
pupkovych ¢asti hliz.

Kousky rozmélnime aZ do uplné homogenizace v mixeru Waring Blender nebo
Ultra-Turrax. Je v§ak tfeba zamezit ptili§ silné homogenizaci.

Macerat nechame 15 - 30 minut macet.

Pupkové ¢asti hliz vlozime do vhodné nadoby.

Pfiddme dostateény objem macera¢niho pufru, aby doslo k piekryti pupkovych asti
hliz.

Nadobu déme do rota¢ni tfepacky.

Udrzujeme pii 50 - 100 otackach za minutu po dobu 4 hodin pfi teploté 20 - 22 °C
nebo po dobu 16 - 24 hodin pfi teploté 4 °C.

Pupkové &asti hliz vloZime do pevného jednorazového maceracniho sacku (napf. saCek
Stomacher, rozméry 105 x 150 mm, sterilizovan ozafenim).

Pupkové &asti hliz rozmélnime vhodnym nastrojem, nap¥. kladivem, aZ k tiplné
homogenizaci.

Pfidame dostatedné mnoZstvi macera¢niho pufru, aby doslo k prekryti rozmélnénych
pupkovych ¢asti hliz.

Macerat nechame 15-30 minut odstat.

Z takto zpracovanych pupkovych ¢asti hliz se bakterie extrahuji nékterym z
nasledujicich postupii:

Macerat opatrné nalijeme do centrifugadni zkumavky, tuhy zbytek pfitom ponechame
v nadobé nebo sa€ku. Je-li slity macerat kalny, odstfed'ujeme pfi teploté pod 10 °C po
dobu 10 minut pfi odstiedivé sile ne vétsi nez 180 g.

Slity macerat &i supernatant z prvniho odstfed’ovani odstfed’ujeme po dobu 15 minut
pti 7 000 g nebo 10 minut pii 10 000 g pfi teploté pod 10 °C.

Supernatant vylijeme tak, abychom neporusili vzniklou peletu.

Macerét piefiltrujeme pies filtraéni systém s velikosti porii 40 - 100 pm. Filtraci
posilime vakuovym ¢erpadlem.

Filtrat shroméazdime v centrifugaéni zkumavce.

Filtr promyjeme macera¢nim pufrem.

Filtrat odstfed'ujeme po dobu 15 minut pfi 7 000 g nebo 10 minut pfi 10 000 g a pfi
teploté pod 10°C.

Supernatant vylijeme tak, abychom neporusili vzniklou peletu.

Peletu resuspendujeme v 1 ml peletového pufru (Dodatek 2).
Rozdélime na dva stejné dily a kazdy z nich nalijeme do jedné mikrozkumavky.
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Pro test pouZivame jen jednu mikrozkumavku. Zbytek tohoto extraktu skladujeme po
dobu testu pii teploté 4 °C.

Do druhé mikrozkumavky pfilijeme 10-25 objemovych procent sterilniho glycerinu.
Protfepeme. Skladujeme pii teploté - 18 °C (tydny) nebo pfi teploté - 70 °C (mésice).

2, IF test

PouZijeme antisérum pro pivodce hnédé hniloby, nejlépe pro rasu 3/biovar 2.
Urdime titr u suspenze o hustoté 10° bungk na mililitr homologniho kmene hnédé
hniloby s vhodnym zfedénim konjugatu fluorescenéniho isothiokyanatu (FITC)
podle doporuceni vyrobce. Surové antisérum by mélo mit IF titr minimalné 1 : 2 000.

Pouzijeme viceokénkové podloZni skli¢ko nejlépe s 10 okénky o priméru nejméné 6
mm.

Na kazdé podloZni sklicko naneseme kontrolu konjugatu FITC. Test by mél byt
opakovan s kontrolou PBS, pokud kontrola FITC vykéaZe n€jakou pozitivni buriku.

Oddgleng ptipravime pozitivni kontrolni podlozni sklidka se suspenzi o hustoté 10°
bun€k na mililitr n€kterého kmene ptislusné rasy a biovaru hnédé hniloby. V kazdé
sérii testovani pouZijeme jedno podloZni sklicko.

2.1. Podlozni sklicka pfipravime jednim z nasledujicich postupi:

2.1.1.  Pro pelety s relativné¢ malym obsahem Skrobu:
Odmeéteny standardni objem (15 pl postacuje pro okénko o priméru 6 mm - u
vétsich okének je nutno pouZzit odpovidajici v&tsi objem resuspendované pelety)
naneseme pipetou na fadu okének. Dalsi fada miiZe byt pouzZita jako duplikat nebo
pro druhy vzorek, jak je znazoméno na obr. 1.

2.1.2.  Projiné pelety:
Piipravime desetinnd fedéni, tzn. 1/10, 1/100 a 1/1 000 resuspendované pelety
v peletovém pufru. Odméfeny standardni objem (15 pl postacuje pro okénko o
priméru 6 mm - u vétSich okének je nutno pouzit odpovidajici vétsi objem)
resuspendované pelety a kazdého fedéni naneseme pipetou na fadu okének. Zbyvajici
fada mliZe byt pouzita jako duplikat nebo pro druhy vzorek, jak je zndzoméno na
obr. 2.

2.2. Kapky nechame vyschnout. Bakterialni buiiky fixujeme na podloznim sklicku bud’
zahfatim, oZehnutim nebo 95% etanolem.

2.3. Postup pfi IF testu

2.3.1.  Piiptipravé podloZniho sklicka podle 2.1.1.:
Ptipravime sadu dvojnasobnych zfedéni antiséra v IFpufru (Dodatek 3):
1/4 titru (T/4), 1/2 titru (T/2), titr (T) a dvojnasobek titru (2T)

2.3.2.  Piipfipravé podlozniho sklicka podle 2.1.2.:
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Pfipravime pracovni fedéni antiséra v IFpufru. Pracovni fedéni je fedéni antiséra
s optimalni specifi¢nosti a obvykle ma polovinu hodnoty titru.

Obrazek 1
Priprava podloZniho sklicka postupem podle 2.1.1. a 2.3.1.

Standardni fedéni resuspendované pelety

T=titr
FITC T/4 T/2 T 2T (dvojnasobna zfedéni antiséra)
vzorek 1 (3] (V) o3 o4 ®5
duplikat vzorku 1
nebo vzorek 2 06 o7 ( 1 ®9 ®10
Obrazek 2

Priprava podloZniho skli¢ka postupem podle 2.1.2. a 2.3.2.

FITC Pracovni zfedéni antiséra
nefedéno nefedéno 1/10 1/100 1/1000
(desetinna zfedéni resuspendovaného peletu)
vzorek 1 o] [ Y] [ %] (7
duplikat vzorku 1
nebo vzorek 2 o6 o7 o8 9 ®10

2.3.3. Podlozni skli¢ka vyloZime na vlhky savy papir.

Vsechna testovaci okénka pokryjeme fedénim(i) antiséra. Na okénka FITC naneseme
fosfatovy pufr PBS. Objem antiséra nanaSeny na okénka musi odpovidat objemu
naneseného extraktu.

2.3.4. Inkubujeme zakryté po dobu 30 minut pfi pokojové teplote.

2.3.5. Kapky antiséra setfeseme zpodloZniho sklicka a podloZzni skli¢ka opatrné
oplachneme IFpufrem. Omyvame 5 minut v roztoku IF pufruTween a poté 5 minut
v IF pufru. (Dodatek 3).
Piebyte¢nou vlhkost peclivé odstranime.

2.3.6. Podlozni sklicka vyloZime na vlhky savy papir.
Testovaci okénka a okénko s FITC pokryjeme fedénim konjugatu FITC pouZitym
pro stanoveni titru. Objem konjugatu nanaSeny na okénka musi odpovidat objemu
aplikovaného antiséra.

2.3.7. Inkubujeme zakryté po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.

2.3.8. Kapky konjugatu setfeme z podloZniho sklicka. Oplachneme a omyvame stejné jako
v bodg 2.3.5. Piebyte¢nou vlhkost peclivé odstranime.
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23.9.

2.4.

24.1.

Na kazdé okénko napipetujeme 5 - 10 ul 0,1 M glycerolu pufrovaného fosfatem
(Dodatek 3) nebo jinou podobnou kryci kapalinu a pfiloZzime kryci skli¢ko.

Hodnoceni IF testu

PodloZni sklicka prohlizime pod epifluorescenénim mikroskopem s filtry vhodnymi
pro excitaci FITC, pod olejovou imersi pfi zvétSeni 500 - 1 000 x. Kazdé okénko
mikroskopicky prohlizZime ve dvou navzdjem kolmych primérech a rovnéZ po
obvodu.

Nejprve prohlizime podloZni sklicka s pozitivni kontrolou. Bufiky musi jasné
fluoreskovat a byt pln€ zbarveny. Upozornéni: P#i odchylném zbarveni je tfeba test
opakovat.

Poté prohlizime podloZzni skli€ka stestovanymi vzorky. Nejprve prohliZzime
preparaty z hlediska absence fluoreskujicich bunék v okénkéch s kontrolou FITC.
Fluoreskujici butiky v kontrolnim okénku FITC ukazuji na nespecifickou vazbu
konjugatu, na autofluorescenci nebo na kontaminaci. Upozornéni: Pokud toto
pozorujeme, je tfeba test opakovat.

V testovacich okénkach pozorujeme jasné fluoreskujici buiiky s charakteristickou
morfologii  plvodce hnédé hniloby. Intenzita fluorescence musi odpovidat
pozitivnimu kontrolnimu kmenu pfi stejném fedéni antiséra. Na buiiky s netiplnym
zabarvenim nebo se slabou fluorescenci nebereme ohled, ledaze by bylo takovych
bunék pifitomno velmi mnoho (viz vyhodnoceni vysledku IF testu).

Vyhodnoceni vysledku IF testu

a) Nejsou-li nalezeny silng fluoreskujici butiky s charakteristickou morfologii, je IF
test negativni.

b) Jsou-li nalezeny jasné fluoreskujici buniky s charakteristickou morfologii, uréime
primérny pocet bunék na mikroskopické pole a vypoéteme pocet bunék na jeden
mililitr (hodnota N) resuspendované pelety (Dodatek 4).

Hustota bakterii v hodnoté asi 10° bungk na jeden mililitr resuspendované pelety
je povaZovana za hranici detekce IF-testu,

— u vzorkii s N> 10° bungk na 1 ml resuspendované pelety se vysledek IF testu
hodnoti jako pozitivni,

— u vzorki s N <10’ bungk na 1 ml resuspendovane pelety miize byt vysledek IF
testu hodnocen jako pozitivni

c) Je-li zjistén vysoky pocet (> 10° bun&k na 1 mililitr) nelplné nebo slabé
fluoreskujicich bunék pii titru antiséra, mél by byt proveden druhy test:

— bud’ test zaloZeny na odli$ném biologickém principu nebo
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— opakovany IF test, bud’ s druhym antisérem nebo s desetinasobnym zfedénim
pelety.
3. ELISA test
(podle Robinsona-Smitha et al., 1995)
PouZijeme antisérum pro ptivodce hnédé hniloby, nejlépe pro rasu 3/biovar 2. Titr
stanovujeme u suspenze o hustoté 10° na 1 ml bungk homologniho kmene plivodce
hnédé hniloby.
Doporucuje se pouzivat mikrotitraéni destiCky NUNC-Polysorb.

Do testu zahrneme negativni kontrolu bramborového extraktu a kontrolu fosfatového
pufru (PBS).

Jako pozitivni kontrolu pouZijeme suspenzi o hustoté > 10° bun&k na 1 ml z kmene
vhodné rasy/biovaru piivodce hnédé hniloby.Test provadime stejné jako u vzorku,
avSak oddélené od vzorkl na mikrotitraéni desti¢ce.

3.1. Odpipetujeme 100 - 200 pl resuspendované pelety do mikrozkumavky.
Po dobu ¢tyf minut zahfivame pii teploté 100 °C. Mikrozkumavky pak poloZime na

led.

3.2 Ptidame stejny objem dvojnasobné silného uhligitanového kryciho pufru (Piiloha 5).
Promichame.

3.3. Do nejméné dvou jamek v mikrotitraéni destice dame vZdy po 100 pl. Po dobu

jedné hodiny inkubujeme pfi teploté 37 °C nebo pies noc pii teploté 4 °C.

3.4. Extrakty z jamek zcela odstranime. Jamky vymyjeme tfikrat fosfatovym pufrem
(PBS) s Tweenem (Dodatek 5); posledni myci roztok by v jamkach mél zistat
alespoii 5 minut.

3.5. Pfipravime vhodné fedéni antiséra pivodce hn&dé hniloby v blokanim
(antilatkovém) pufru (Dodatek 5). Do jamek dame po 100 pl fedéného antiséra.
Inkubujeme po dobu jedné hodiny pii teplot€ 37 °C.

3.6. Antisérum z jamek zcela odstranime. Jamky vymyjeme stejnym zpisobem, jak je
popsano vyse (3.4.).

3.7. Ptipravime vhodné fedéni konjugatu alkalické fosfatasy v bloka¢nim (antilatkovém)
pufru. Do jamek dame 100 pl fedéného konjugatu.
Inkubujeme po dobu jedné hodiny pii teploté 37 °C.

3.8. Konjugat z jamek zcela odstranime. Jamky vymyjeme stejnym zplisobem, jak je
popséano vyse (3.4., 3.6.).
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3.9, Pfipravime substratovy alkalicky roztok fosfatasy (Dodatek 5). Dame 100 pl do
jamek. Inkubujeme po dobu mezi 30 minutami a 1 hodinou ve tmé pfi pokojové
teplote.

3.10.  Odecteme absorbanci pii vinové délce 409 nm.
Vyhodnoceni vysledku ELISA testu:

ELISA test je negativni tehdy, je-1i opticka hustota (OD) vzorku < 2 x OD negativni
kontroly.

ELISA test je pozitivni tehdy, je li opticka hustota (OD) vzorku > 2 x OD negativni
kontroly.

4. PCR test
(podle Seala et al., 1993)
Upozornéni: U vSech krokt ptipravy vzorku i vSech ostatnich ¢innosti v souvislosti
s PCR musi byt pouZivany $pi¢ky pipet s filtrem.

Jako pozitivni kontrolu pfipravime suspenzi kmene ptvodce hnédé hniloby rasy

3/biovar 2 o hustoté 10° bungk na 1 ml . Test u této kontroly provadime stejnym
postupem jako u vzorku(d).

4.1. Odpipetujeme 100 pl resuspendované pelety do mikrozkumavky.

Alternativné 1ze dat 90 pl resuspendované pelety do mikrozkumavky, ktera obsahuje
10 pl 0,5M NaOH. Michdme opakovanym pfevracenim mikrozkumavky.

4.2. Zahiivame po dobu 4 minut pfi teplot¢ 100 °C. Mikrozkumavku pak ihned
premistime na led.

43. Pfipravime minimaln€ dvé desetinné fedéni, napf. 1/10 a 1/100 (v ptipad€ potieby i
vice) ve sterilizované destilované vodé nebo ultradisté vodé (UPW).

44. Ve sterilni mikrozkumavce pfipravime reakéni smés pro PCR (Dodatek 6) tak, Ze
ptidavame nasledujici slozky v tomto potadi:

Pro reakéni objem 50 pl

slozka mnozstvi kone¢na
koncentrace

sterilni destilovana voda 30,8ul - 33,8ul

nebo UPW

10 x PCR pufr 5,0pl 1x
d-ATP 1,0ul 0,2 mM

d-CTP 1,0pl 0,2 mM
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d-GTP 1,0l 0,2 mM
d-TTP 1,0ul 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 pM) 2,5ul 1umM
Primer Y-2 (20 pM) 2,5ul 1 pm M
Tag-polymeraza (5U/1 ul) 0,2ul 1,0U
Celkovy objem 45 ul-48 pl

Pro vice reakci

Vypoéitame mnozZstvi kazdé sloZky pro poZzadovany pocet reakci.
Slozky smichidme a 45 pl - 48 pl smési ddme do sterilnich mikrozkumavek PCR.
Mikrozkumavky s reakéni smési PCR polozime na led.

Pro reakéni objem 25 pl:
MnozZstvi slozek odpovidajicim zplisobem zmenSime.
4.5. PCR amplifikace

4.5.1. Nepovinn&: Mikrozkumavky s povafenym vzorkem a pozitivni kontrolou pulzaéné
(velmi kratce) odstfedime. Do mikrozkumavek sreakéni smési PCR pfidame
vuvedeném pofadi 2 - 5 pl vzorku, vodni kontrolu a pozitivni kontrolu.
Mikrozkumavky postavime do ohiivaciho bloku termocykleru DNA.

45.2. Provedeme nasledujici program:

1 cyklus
a) 2 minuty pfi teploté 96 °C; denaturace matrice

50 cykla

b) 20 sekund pfi teploté 94 °C; denaturace

¢) 20 sekund pii teploté 68 °C; pfipojeni (anelace) primerd
d) 30 sekund pfi teploté 72 °C; prodluZovani primert

1 cyklus
€) 10 minut pfi teploté 72 °C; dalsi prodluzovani;

1 cyklus
f) uchovavame pfi teploté 4 °C.

Upozornéni: Tyto parametry se vztahuji na termocykler Perkin Elmer 9600. U jinych
termocykleril je piipadné nutni vrstva mineralniho oleje v reakénich zkumavkach
PCR a nebo zména trvani kroku b), ¢) a d) v amplifika¢nim profilu.

4.53. Mikrozkumavky vyjmeme z termocykleru. Analyzujeme PCR produkt. Pokud toto
nelze provést ihned, ulozime mikrozkumavky pro pouZiti v tomtéZ dni pii teploté 4
°C a pro pouziti za delsi dobu je skladujeme pfi teploté - 18 °C.
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4.6. Analyza PCR produktu

Fragmenty PCR se detekuji agarézovou gelovou elektroforézou a obarvenim
ethidiumbromidem.

4.6.1. Pripravime vhodny agarézovy gel tak, Ze agarézu opatrné povafime
v elektroforetickém tris-octanovém pufru (TAE).

4.6.2. Roztavenou agar6zu ochladime na teplotu asi 50-60 °C, naplnime ji gelovou nalévaci
komoru elektroforézni aparatury a nasadime hieben. Roztok nechame ztuhnout.

4.6.3. Hfeben vyjmeme. Gel ponofime do pufru TAE tak, aby byl pokryt vrstvou pufru
silnou asi 2 - 3 mm.

4.6.4. Na Parafilm naneseme kapku nanaSeciho pufru o objemu 3 ul. Pfidame 12 pl
produktu PCR ze vzorkd, z pozitivni kontroly nebo vodni kontroly a pfed naplnénim
zamichdme jemnym odsatim do $picky pipety. Uvedené objemy mohou byt upraveny
v zavislosti na kapacité jamek v agarézovém gelu.

4.6.5. Jamky v gelu pe€livé naplnime. Do nejméné jedné jamky dame pro porovnani
pfislusny DNA markér.

4.6.6. Zapojime elektroforetickou aparaturu do sit&. Elektroforézu provadime pfi hodnotich
5-8 V/cm, pokud se &elo znadeného indikatoru nebude nachazet ve vzdalenosti do 1
cm od okraje gelu.

4.6.7. Vypneme piivod proudu do elektroforetické aparatury.
Gel opatrné odstranime a namaéime jej po dobu 30 - 45 minut v roztoku
ethidiumbromidu.
Upozornéni: Pfi manipulaci s ethidiumbromidem, ktery je silné mutagenni latkou,

pouzivame vzdy jednorazové rukavice!

4.6.8. Barvivo z gelu vymyvame v destilované vodé po dobu 10 aZ 15 minut.

4.6.9. Zesileny(é) fragment(y) DNA zviditelnime ultrafialovou transiluminaci. PCR-
produkt hnédé hniloby s primery OLI-1 a Y-2 mé délku 288 pérh béazi. Porovname s

DNA markérem a s pozitivni kontrolou.

Upozornéni: Vodni (=negativni) kontrola musi byt v kaZdém pfipadé negativni.
Pokud by vychazela jako pozitivni, musi byt test opakovan.

4.6.10. Zatucéelem dokumentace gel pfipadné vyfotografujeme.

4.6.11. Pravost zesileného fragmentu potvrdime analyzou restrikénim enzymem (REA).

4.7. Analyza restrikénim enzymem (REA)
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47.1. 8,5 ul PCR produktu (4.5.3.) ddme do nové mikrozkumavky. Piiddme 1 pl 10x
enzymového pufru a 0,5 pl restrikéniho enzymu Ava 11.

4.7.2. Michame jemnym odsavanim do 3pi¢ky pipety. Pokud na sténich mikrozkumavky
zustavaji kapicky, vzorek pulsnim zpisobem odstfedime v mikroodstiedivce.
Inkubujeme asi hodinu pfi teplot& 37 °C.

4.7.3. Digerovany fragment PCR analyzujeme jako ptedtim (4.6) agarézovou gelovou
elektroforézou.

Vyhodnoceni vysledk PCR testu:

PCR test je negativni, pokud nebyl prokazan charakteristicky fragment 288 bp a
tento fragment byl pfitom detekovan u pozitivniho kontrolniho kmene hn&dé hniloby.

PCR test je pozitivni, jestlize byl prokazan 288 bp fragment a analyza REA ukazuje,
Ze amplifikovany fragment je identicky s pozitivnim kontrolnim kmenem hnédé
hniloby.

5. Test na selektivnim Zivném médiu
(podle Elphinstona et al. 1996).

5.1. Test se provadi vhodnou zifed'ovaci technikou roztérti, napf.:

a) Pfipravime minimaln€¢ dv€ desetinnd fedéni, tzn. 1/10 a 1/100 nebo vice
resuspendované pelety v peletovém pufru. Odméfeny standardni objem (50 - 100
pl) resuspendované pelety a kaZdého fedéni napipetujeme na modifikované
selektivni SMSA médium (Dodatek 7) a sklenénou ty¢inkou rozprostfeme po
celé plose média.

Pokud se to ukaZe jako ucelné, provedeme 10 pl oékem zted’ovaci roztér
resuspendované pelety. Mezi roztéry ocko plamenem sterilizujeme.

b) Odméfeny standardni objem (50 - 100 pl) resuspendované pelety naneseme na
modifikované selektivni SMSA médium a sklenénou tyginkou rozetfeme po celé
ploSe média. Tyc¢inkou bez oZehnuti plamenem provedeme roztéry na nejméné
dve dalsi plotny s modifikovanym substratem SMSA.

5.2. Stejnou zfed’ovaci technikou roztéru naneseme suspenzi virulentniho kmene pivodce
hn&dé hniloby rasa 3/biovar 2 o hustoté 10° bungk v 1 ml jako pozitivni kontrolu na
sadu samostatnych ploten s modifikovanym SMSA médiem.

5.3. Plotny inkubujeme pfi teploté 28 °C. Po 3 dnech provedeme prvni kontrolu ploten.
Pii negativnim nalezu inkubujeme dale aZz do 6 dnl. Kolonie virulentnich izolatd
pivodce hnédé hniloby jsou mlééné bilé, ploché, nepravidelné a fluidni, jejich stied
je rudé zabarveny s prouzky nebo spiralkami.
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54. Kolonie s charakteristickou morfologii pfevedeme pieo¢kovanim do ¢isté kultury na
universalnim médiu (Dodatek 1).

5.5.  Cisté kultury identifikujeme (oddil II. 4.1) a kultury ptivodce hn&dé hniloby potvrdime
testem patogenity (Oddil II 4.3.).

Vyhodnoceni vysledkd testu na selektivnim Zivném médiu.

Test na selektivnim Zivném médiu je negativni, pokud po Sesti dnech nelze izolovat
Zadné kolonie bakterii nebo pokud nejsou izolovany Zadné charakteristické kolonie
pivodce hnédé hniloby, za pfedpokladu, Ze neni podezfeni z inhibice koloniemi
jinych bakterii a Ze v pozitivnich kontrolach byly zjistény charakteristické kolonie
pivodce hnédé hniloby.

Test na selektivnim Ziviném médiu je pozitivni, jestlize byly izolovany
charakteristické kolonie plivodce hnédé hniloby.

6. Biotest
(podle Janse, 1988)

6.1. Pro kazdy vzorek pouZijeme 10 testovacich rostlin nachylnych semenackl rajcete
nebo lilku vejcoplodého se stadiu tietiho listu. Testované rostliny po dobu 24 hodin
pted inokulaci nezalévame.

6.2. 100pl resuspendované pelety rozdélime mezi testované rostliny. Inokulujeme stonek
mezi délohami a na jednom nebo vice dal$ich mistech.

6.3. Stejnou technikou inokulujeme 10 semenackd suspenzi virulentniho kmene ptivodce
hn&dé hniloby rasa 3/biovar 2 o hustotd 10° bungk v 1 mililitru jako pozitivni
kontrolu a peletovym pufrem jako negativni kontrolu.

Abychom zabrénili kiiZové kontaminaci, oddélime pozitivni kontrolni rostliny od
ostatnich.

6.4. Testované rostliny nechame dale rist pii teplotich 22 °C az 28 °C a pii vysoké
relativni vzdusné vlhkosti aZz do 4 tydni. Denné rostliny zalévame. Pozorujeme
pfiznaky vadnuti, epinastie, chlorézy a (nebo) krnéni.

6.5. Z infikovanych rostlin provedeme izolaci (oddil II). Identifikujeme Ccisté kultury
s charakteristickou morfologii (oddil 1I.4.1.) a kultury pivodce hnédé hniloby
potvrdime testem patogenity (oddil 11.4.3.).

6.6. V piipadé potieby pfezkoumame u téch testovanych rostlin, jez nevykazuji Zadné
pfiznaky infekce, zda skute¢né€ kinfekci nedoSlo. Zkazdé testované rostliny
odebereme 2 cm nad mistem nao¢kovéni 1 cm dlouhy usek stonku. Odebrané ¢asti
pletiv homogenizujeme v maceraénim pufru. Provedeme test zfedovaci technikou
(oddil III. 5.1). V ptipadé pozitivniho nalezu identifikujeme cisté kultury
s charakteristickou morfologii (oddil IL 4.1.) a kultury pGivodce hnédé hniloby
potvrdime provedenim testu patogenity (oddil 11.4.3.).
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Vyhodnoceni vysledku biotestu:

Biotest je negativni, jestliZe testovaci rostliny nejsou infikovany pivodcem hnédé
hniloby, za ptedpokladu, Ze pivodce hnédé hniloby byl detekovan v pozitivnich
kontrolach.

Biotest je pozitivni, jestliZe testovaci rostliny jsou infikovany pivodcem hnédé
hniloby.
7. Obohacovaci testy

(podle J.G. Elphinstona et al., 1996)

7.1. Vlozime 100 pl resuspendované pelety do 3 ml modifikovaného Zivného média
SMSA (Dodatek 7).

7.2. Inkubujeme po dobu 48 hodin, v Zadném pfipadé viak ne déle neZ 72 hodin, pfi
teploté 28 °C, a to pii volné€ nasazeném vi¢ku mikrozkumavky za ucelem vétrani.

7.3. Upevnime vi¢ko mikrozkumavky a protiepeme. Rozd€lime mnozstvi pro IFtest
(tento oddil, bod 2), pro ELISA-test (tento oddil, bod 3) a/nebo PCR-test (tento oddil,
bod 4).

8 Test patogenity
Viz oddil 11.4.3.

Dodatek 1

Zivna média pro izolaci a kultivaci piivodce hnédé hniloby
Zivny agar (NA)

Zivny agar (Difco) 23g
destilovana voda 11

V 1-litrové baiice ptipravime 0,5 litru objemu média.
Latky rozpustime.

Sterilizujeme 15 minut v autoklavu pfi teploté 121 °C.
Ochladime na 50 °C. Provedeme rozliv ploten.

Kvasniéno-pepton-glukdézovy agar (YPGA)
kvasni¢ny extrakt (Difco) 5g
baktopepton (Difco) 5g
D(+)-glukéza (monohydrat) 10g
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baktoagar (Difco) 15¢g

destilovana voda 11

V jednolitrové bartice ptipravujeme 0,5 litru objemu média.
Latky rozpustime.

Sterilizujeme 15 minut v autoklavu pfi teploté 121°C.
Ochladime na 50 °C. Provedeme rozliv ploten.

Sacharézo-peptonovy agar (SPA)

sachardza 20g
pepton 5g
K,HPO, 05g
MgSO,. TH,0O 025¢g
baktoagar (Difco) 15¢
destilovana voda 11

V jednolitrové baiice piipravujeme 0,5 litru objemu média.
Latky rozpustime.V pfipadé potfeby upravime pH na 7,2 - 7,4.
Sterilizujeme 15 minut v autoklavu pfi teploté 121 °C.
Ochladime na 50 °C. Provedeme rozliv ploten.

Kelmanovo tetrazoliové médium

kyseliny kasaminové (=kasein hydrolyzat) (Difco) 1g

baktopepton (Difco) 10g
dextréza 5g
baktoagar (Difco) 15¢g
destilovana voda 11

V jednolitrové barice pfipravujeme 0,5 litru objemu média.
Latky rozpustime.

Sterilizujeme 15 minut v autoklavu pii teploté 121 °C.
Ochladime na 50 °C.

Ptidame filtrem sterilizovany vodni roztok trifenyl-tetrazoliumchloridu (Sigma) az do
dosaZeni kone¢né koncentrace 50 mg/1.
Provedeme rozliv ploten.

Dodatek 2
Material pro pripravu vzorku
Maceraéni pufr: 50 mM fosfatovy pufr, pH 7,0

Tento pufr se pouZiva pro macerovani pletiv.

NazHPO4 4,26 g
KH,PO, 2,72 ¢g
destilovana voda 11

Latky rozpustime a zkontrolujeme pH. Podle potieby provedeme alikvotaci.
Sterilizujeme v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121°C.
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Pfi provadéni pfimého PCR testu se doporuduje pfidani 5% polyvinylpyrolidonu 40.000
MWT (PVP-40), aby se sniZil rozsah inhibice amplifikace aromatickymi molekulami
v extraktu.

Pfi pouziti homogenizaénich metod pomoci Waring-Blender nebo Ultra-Turrax k maceraci
vykrojki pletiva bramboru se doporuduje pfidani deflokulaéniho prostiedku, prostiedku proti
tvorb€ pény nebo antioxidantu.

lubrolové vlocky 0,5 g/l
antipénidlo DC-silikon 1,0 mV/1
tetrapyrofosfat sodny 1,0 g/l

Autoklavujeme oddéleng. Pfidavame aZ do dosaZeni Zadané koncentrace.
Peletovy pufr: 10 mM fosfatového pufru, pH 7,2

Tento pufr se pouZiva pro resuspendovani a fedéni pelet a pupkovych &asti bramborovych hliz

Na,HPO, . 12 H,0 2,7¢
KH2P04 .2 Hzo 0,4 g
destilovana voda 11

Latky rozpustime a zkontrolujeme pH. Podle potieby provedeme alikvotaci.
Sterilizujeme v autoklavu po dobu 15 minut pii teploté 121 °C.

Dodatek 3

Material pro IF test

IF-pufr: 10 mM roztoku chloridu sodného pufrovaného fosfatem (PBS),
pH 7,2

Tento pufr se pouziva pro fedéni antiséra.

NazHPO4 12 HZO 2,7 g
KH2P04 .2 HzO 0,4 g
NaCl 8,0g
destilovana voda 11

Latky rozpustime a zkontrolujeme pH. Podle potieby provedeme alikvotaci.
Sterilizujeme v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C.

IF pufr Tween
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Tento pufr se pouziva k omyti podloZnich skli¢ek. K IF pufru se pfidava 0,1 % Tween.
0,1 M glycerin pufrovany fosfatem, pH 7,6

Tento pufr se pouZiva ke zvySeni fluorescence jako kryci tekutina na okénkach IFpodlozniho
skligka.

Na,HPO, . 12 H,0 32¢g
NaH,PO, . 2 H,O 0,15¢g
glycerol 50 ml
destilovana voda 100 ml
Dodatek 4

Stanoveni stupné kontaminace v IF testu

Plocha (S) jednoho okénka na podloZnim skli¢ku s vice okénky

= D4,

pfi¢emZ D = primér okénka (1).

Plocha (s) pole objektivu

= nd’/4,

kde d = priimér pole objektivu (2);

d stanovime bud’ pfimym métenim nebo z nasledujicich vzorci:

s = mi*/G’K? x 4

kde 1 = koeficient pole (zavisi na typu okularu mikroskopu a miZe mit hodnotu od 8 do 24),
K = tubusovy koeficient (1 nebo 1,25)
G = (100nasobné, 40nasobné apod.) zvétSeni objektivu;

ze vzorce (2):

d = odmocnina 4s/T;

ze vzorce (3):

d = odmocnina 4x mi%/G*K? x 4/n = i/GK.

Zjistime pocet typickych fluoreskujicich bunék v jednom poli - c.
Vypocitame pocet typickych fluoreskujicich bunék v celém okénku - C.

C=c¢S/s

Vypocitame pocet typickych fluoreskujicich bunék na jeden ml pelety (N).
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N=CxFx1000/y,

kde y = objem pelety na okénku podlozniho sklicka
F = ztedovaci faktor pelety.

Dodatek 5
Material pro ELISA test

Dvojnasobny uhli¢itanovy povlakovy puft, pH 9,6

N212CO3 6,36 g
NaHCO; 11,72 g
destilovana voda 11

Latky rozpustime a zmé&time pH. Podle potfeby provedeme alikvotaci.
Sterilizujeme v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C.

Pokud extrakt obsahuje vysoky podil aromatickych molekul, 1ze pfidat sifi¢itan sodny s
koneénou koncentraci 0,2 % jako antioxidant.

Desetinasobny roztok chloridu solného pufrovany fosfatem (PBS), pH 7,4

NaCl 80¢g
KH,PO4 2g
NazHPO4 x 12 Hzo 29 g
KCl 2g
destilovana voda 11

Latky rozpustime a zméfime pH. Podle potfeby provedeme alikvotaci.
Sterilizujeme v autoklavu po dobu 15 minut pti teploté 121 °C.

Roztok chloridu sodného - Tween - pufrovany fosforeénanem (PBS-T)
10 x PBS 100 ml
10% Tween 20 5 ml
destilovana voda 895 ml

Blokac¢ni (antilatkovy) pufr (musi byt pouZit ¢erstvy)

10 x PBS 10 ml
polyvinylpyrrolidon 44.000 MWT(PVP-44) 2¢g

10% Tween 20 05¢g
sudené mléko 05g
destilovana voda na 100 ml

Alkalicky substratovy roztok fosfatazy, pH 9,8
dietanolamin 97 ml
destilovana voda 88 ml
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Smichame a koncentrovanou HCI ustalime na pH 9,8.
Doplnime destilovanou vodou na objem 1 litru.

Pfidame 0,2 g MgCl,.
V kazdych 15 ml roztoku rozpustime 2 tablety substratové fosfatazy (5 mg) (Sigma).

Dodatek 6
Material pro PCR test
Sekvence oligonukleotidového primeru

Primer OLI-1 5’- GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3"
Primer Y-2 5’- CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’

potfebné chemikalie viz Seal et al., 1993.

Dodatek 7
Material pro test selektivnich Zivnych médii a obohacovaci testy

Selektivni medium SMSA (Engelbrecht, 1994, modifikovano podle
Elphingstona et

al., 1996)

Zakladni medium

kaseinovy hydrolyzat (Difco) lg
baktopepton (Difco) 10g
glycerol 5ml
agar (Difco) 15¢g
destilovana voda 11

V litrové baiice piipravime objem 0,5 1 substratu.

Latky rozpustime a zkontrolujeme hodnotu pH. V pfipadé potieby pied autoklavovanim
upravime hodnotu pH na 6,5. Pii pH nad 7,0 neroste ptivodce hnédé hniloby na tomto
substratu dobte.

Sterilizujeme v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C.

Ochladime na 50 °C.

Pro dosaZeni koneénych koncentraci ptiddme nasledujici latky (v8echny od firmy Sigma):

krystalova violet’ 5 mg/l

polymixin-B-sulfat 100 mg/1 (cca 600 000 jednotek) Sigma P-1004
bacitracin (*) 25 mg/l (cca 1250 jednotek) Sigma B-0125
chloramfenikol 5 mg/l Sigma C-3175
penicilin-G 0,5 mg/l (cca 825 jednotek) Sigma P-3032

tetrazoliové soli 50 mg/1



Strana 7114 Sbirka zdkont & 331 / 2004 Cistka 106

Latky rozpustime v 70% etanolu na koncentrace uvedené pro objem pfipravovaného média.
Neékteré latky, jako je napf. polymixin B nebo chloramfenikol, je téeba ptitom lehce zahtat a
protiepat.

SMSA bujon (Elphinstone et al., 1996)

Ptiprava jako u selektivniho substratu SMSA, av$ak bez agaru.

Naplnime alikvotni mnoZstvi 3 ml do 30 ml jednorazovych univerzalnich zkumavek.

(*) V piipad€ potieby lze kontaminaci saprofytickymi bakteriemi sniZit zvySenim koncentrace
bacitracinu na 300 ppm, aniZ by tim bylo negativné ovlivnéno izolovani ptivodce hnédé
hniloby
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Pfiloha ¢. 2 k vyhlasce ¢. 331/2004 Sb.

A. Rozsah informace o provedeném prizkumu vyskytu piivodce
krouzkovitosti a piivodce hnédé hniloby podle § 3 odst. 12

Informace o provedeném priizkumu vyskytu pivodce krouzkovitosti a ptivodce hnédé hniloby
podle § 3 odst. 12 obsahuje:

a) pii zjistovani vyskytu puvodce krouzkovitosti a ptivodce hnédé hniloby v porostech, ve
skladkach a v zasilkach bramboru:

- rozdéleni na rozmnoZovaci material” (rozd&leni podle kategorif) a ostatni brambory
(rozdéleni na brambory pro konzumni a priimyslové ucely),

- pocet a vyméra prohlédnutych a vzorkovanych porostt v hektarech,

- po&et a hmotnost (v tunach) prohlédnutych a vzorkovanych partii v CR sklizenych nebo do
CR dovezenych hliz,

- doba odbé&ru a pocet vzorkd odebranych z porosti brambor, skladek a zésilek sklizenych
hliz a vysledky testovani;

b) pfi zjistovani vyskytu pivodce hnédé hniloby v porostech rajcete:
- pocet kontrolovanych podnikd,

- pocet kontrol a prohlédnutych rostlin (i odhad),

- podet odebranych vzorki a vysledky testovani;

¢) pii zjistovani vyskytu ptivodce hn€dé hniloby v porostech jinych hostitelskych rostlin nez
je brambor a rajée, véetné hostitelskych rostlin z ¢eledi lilkovitych v pobfeZni vegetaci:

- podet kontrolovanych podnikd, druh a podet (i odhad) prohlédnutych rostlin,

- pocet odebranych vzorki rostlin, druh provedenych testi a vysledky testovani,

- pro hnédou hnilobu - po¢et a oznaceni vodnich Gtvart, odkud byly odebirany vzorky rostlin;

d) pfi zjistovani vyskytu ptvodce hnédé hniloby ve vodnich zdrojich pouZivanych k zavlaze
hostitelskych rostlin a v odpadnich vodich z podnikd, které primyslové zpracovavaji
brambory:

- podet a oznaceni vodnich utvarid a pocet podniki, odkud byly odebrany vzorky vody,

- podet odebranych vzorkid vody, doba odbéru, druh provedenych testi a vysledky testovani;

B. Uchovani testovanych vzorki a partii a dokladovani testovani

1. Vznikne-li podezieni z vyskytu pivodce krouzkovitosti na zakladé pozitivniho vysledku
imunofluorescenéniho testu nebo jiného screeningového testu, provedeného podle postupu
uvedeného v ptiloze €. 1, musi byt aZ do potvrzeni nebo vyvraceni tohoto vysledku dalSim
postupem podle pfilohy uchovéany a konzervovany:

- celd partie rostlin, z niZ byl odebran vzorek, nebo ¢ast této partie v piivodnim obalu
s etiketou, je-1i to mozné,

D § 2 pism. a) zdkona & 219/2003 Sb., 0 uvadéni do ob&hu osiva a sadby p&stovanych rostlin a o zméné nékterych
zakonl.
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- vechny hlizy nebo rostliny odebraného vzorku, a

- vesSkeré zbytky suspenzi a skli¢ek pfipravenych pro imunofluorescencni test.

2. V piipadé potvrzeni vyskytu piivodce krouzkovitosti musi byt minimalné po dobu jednoho
mésice od \ifedniho oznameni vysledku testu zptisobem stanovenym v § 3 odst. 11 uchovany
a vhodnym zpisobem konzervovany:

- materidl specifikovany v bod¢ 1.,

- vzorek infikovanych rostlin lilku jedlého naockovanych extraktem z hlizy nebo rostliny a

- izolovana kultura pivodce krouZkovitosti.

3. Vznikne-li podezieni z vyskytu ptivodce hnédé hniloby na zékladé pozitivniho vysledku
testovani provedeného postupy podle piilohy ¢. 1, a ve vSech ostatnich pfipadech, kdy uredné
provedené testovani pifinad$i pozitivni vysledek, musi byt az do potvrzeni nebo vyvraceni
tohoto vysledku dalSim postupem podle pfilohy ¢ 1. uchovany avhodnym zpiisobem

konzervovany:

- cela partie rostlin, z niZ byl odebran vzorek, nebo &ast této partie v pivodnim obalu
s etiketou, je-li to mozZné,

- podle moZnosti zbytek rostlin, ktery ve vzorku zistal,

- veskeré zbytky suspenzi a dal$i material, pfipraveny pro provedeni kontrolnich testdi (napf.
sklicka pfipravena pro imunofluorescencni test),

a uchovany vSechny odpovidajici doklady.
4.V piipadé potvrzeni vyskytu pivodce hnédé hniloby musi byt minimalné po dobu jednoho
mésice od tifedniho oznameni vysledku testu zplisobem stanovenym v § 3 odst. 11, popt. v §

5 odst. 3 a vhodnym zpisobem konzervovany:

- material specifikovany v bod¢ 3., pfipadné vzorek infikovanych rostlin lilku jedlého nebo
rajéete, naockovanych extraktem z hlizy nebo rostliny, a

- izolovana kultura ptivodce hnédé hniloby.
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Pfiloha ¢. 3 k vyhlasce ¢. 331/2004 Sb.

Zpusob  provadéni odborného Setfeni a  stanoveni rozsahu
pravdépodobného zamoieni pivodcem krouZkovitostii nebo puvodcem
hnédé hniloby a rozsahu jejich mozného rozSifeni a nalezitosti oznameni
potvrzeného vyskytu ptivodce krouzkovitosti nebo ptivodce hnédé hniloby

1. Odborné Setteni podle § 5 odst. 1 pism. b) je zaméfeno na :

- misto produkce,

— v n&mZ byly nebo jsou p&stovany rostliny bramboru, jeZ jsou klonové piibuzné
s rostlinami partie bramboru, ve které bylo potvrzeno zamoieni plivodcem
krouZkovitosti nebo ptivodcem hnédé hniloby,

— vnémzZ byly nebo jsou péstovany rostliny rajéete puivodem z téZe partie osiva
nebo sadby rajéete jako rostliny, v nichZ bylo potvrzeno zamoteni ptivodcem
hnédé hniloby,

— v némz byly nebo jsou p&stovany rostliny bramboru, a v pfipad€ ptivodce hnédé
hniloby také rajéete, jez byly zdivodu podezieni na vyskyt plvodce
krouZkovitosti nebo piivodce hnédé hniloby podrobeny odbornému Setfeni podle
§ 4 odst. 3,

— v némzZ byly nebo jsou p&stovany rostliny bramboru, a v ptipadé piivodce hnédé
hniloby také rajéete, a které leZi v sousedstvi zamotené¢ho mista produkce,
véetné mista produkce, kde byly spole¢né nebo prostiednictvim spolecného
smluvniho partnera pouZity zeméd€lské stroje nebo zafizeni,

— na némz byla k zavlaze nebo postfiku pouZita povrchova voda ze zdroje u néhoZ
bylo potvrzeno, Z¢ je zamofeno pivodcem hn&édé hniloby nebo které je ze
zamofteni piivodcem hnédé hniloby podezielé,

— na némZ byla k zdvlaze nebo postfiku pouzita povrchova voda ze zdroje,
pouzivaného v téZe dobg k zavlaze nebo postiiku také pro jiné misto produkce, u
né&hoZ bylo potvrzeno, Ze je zamofeno pivodcem hnédé hniloby nebo které je ze
zamofteni piivodcem hn€dé hniloby podezielé,

— které bylo nebo je zaplaveno povrchovou vodou zamofenou piivodcem hnédé
hniloby nebo povrchovou vodou z tohoto zamoteni podeztelou,

a

- povrchovou vodu, kterd byla pouZita k zavlaze nebo postiiku pozemku nebo mista
produkce, u nichZ bylo potvrzeno, Ze jsou zamoieny pivodcem hnédé hniloby, nebo
ktera tato pole nebo mista produkce zaplavila.

2. P stanoveni rozsahu pravdépodobného zamofeni plivodcem krouZkovitosti nebo
ptivodce hn&dé hniloby podle § 5 odst. 1 pism. b) je nutno posoudit zejména:

- hostitelské rostliny péstované v misté produkce, oznatené za zamotené podle § 5
odst. 1 pism. a),
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- misto produkce nebo prostor surcitym péstitelskym propojenim na hostitelské
rostliny oznacené za zamotené podle § 5 odst. 1 pism. a), véetn€ t&ch, které maji
spolecné péstitelské zafizeni a vybaveni a ve kterych byly spolecné pouZivany
zeme&delské stroje, a to pfimo nebo prostfednictvim spole¢ného smluvniho
partnera,

- hostitelské rostliny péstované v misté(-ech) produkce uvedeném(-ych)
v pfedchazejici odraZce nebo nachézejici se v takovém(-ych) misté(-ech) béhem
obdobi, kdy se hostitelské rostliny oznadené za zamoiené podle § 5 odst. 1 pism. a)
nachazely v takovych prostorich nebo mistech produkce uvedenych v prvni
odréZce,

- spolecné sklady skladujici hostitelské rostliny z vySe uvedenych mist produkce,

- zafizeni, stroje, dopravni prostfedek, sklad nebo jeho ¢asti a veskeré jiné objekty
véetné obalového materialu, které mohly pfijit do styku s hostitelskymi rostlinami
ozna¢enymi za zamofené podle § 5 odst. 1 pism. a) béhem predchazejicich 12
meésicti nebo krat§iho obdobi, pokud je to odborné odiivodnéno,

- hostitelské rostliny, které se skladuji nebo jsou v kontaktu se stavbami nebo
objekty vyjmenovanymi v piedchazejici odraZce, a to do provedeni ofisty a
dezinfekce téchto staveb nebo objekti zptisobem stanovenym v bodé 3 ptilohy ¢.4,

- hostitelské rostliny, které maji na zakladé testovani podle § 6 stejny klonovy
pivod jako hostitelské rostliny oznagené za zamoiené podle § 5 odst. 1 pism. a), a

u kterych rostlinolékaiské sprava na zakladé odborného Setfeni podle § 76 odst. 2
zakona oznac¢i zamofeni za pravdépodobné,

- misto produkce, ve kterém byly hostitelské rostliny uvedené v pfedchozi odrazZce
péstovany nebo skladovany,

- misto produkce, ve kterém se pouzivala povrchova voda k postfiku nebo
k zavlazovani ptivodem ze zdroje, oznaceného podle § S5 odst. 2 pism. b) za
zamoteny pivodcem hnédé hniloby,

- hostitelské rostliny vypéstované na pozemcich zaplavenych vodou, ozna¢enou
podle § 5 odst. 2 pism. b) za zamofenou ptivodcem hnédé hniloby.

Pii stanoveni rozsahu mozného rozsiteni ptivodce krouzkovitosti nebo ptivodce hnédé
hniloby podle § 5 odst. 1 pism. ¢) je nutno posoudit zejména:

- blizkost ostatnich mist produkce, kde se péstuji brambory ¢i jiné hostitelské rostliny,
- mista vysadby anebo uZivani spole¢né skladovanych sadbovych brambor,

- misto produkce, na ném? jsou hostitelské rostliny zavlaZovany nebo postfikovany
povrchovou vodou, pokud existuje nebo existovalo nebezpedi, Ze tato voda zaplavila
misto produkce oznadené podle § 5 odst. 1 pism. a) za zamofené pivodcem hnédé
hniloby,

- misto produkce, na némZ jsou hostitelské rostliny péstovany bezprostfedné vedle
povrchové vody oznaCené podle § S odst. 2 pism. b) za zamofenou pivodcem hnédé
hniloby, nebo které mohou byt touto povrchovou vodou zaplaveno,
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- kazda jednotliva zavlaZovaci nadrz, ktera je spojena s povrchovou vodou oznacenou
podle § S odst. 2 pism. b) za zamoienou ptivodcem hnédé hniloby.

4. Oznameni potvrzeného vyskytu ptivodce krouZkovitosti nebo ptivodce hnédé hniloby
podle § 5 odst. 2 zahrnuje:

- datum zji$téni podezfeni z vyskytu a potvrzeni vyskytu pivodce krouzkovitosti
nebo plivodce hnédé hniloby podle § 4 a § 5, poptipad€é datum odbéru vzorki
v ramci provadéni detek¢niho a vymezovaciho prizkumu podle § 3,

- identifikaci piisluSného rostlinolékafského osvédéeni podle § 21 odst. 1 pism. d)
zakona, popf. rostlinolékaiského pasu nebo alespoii registraéni ¢islo péstitele,
obchodnika nebo dovozce podle § 12 odst. 1 zakona pro kazdou zésilku, dodavku
nebo partii hostitelskych rostlin, oznacenou za zamotenou,

- nazev odridy a kategorii ifedné uznaného rozmnoZovaciho materialu pro partie
sadbovych brambor a v pfipadé potfeby také pro partie ostatnich hostitelskych
rostlin,

- popis pfedméti a objekti oznalenych za zamofené a rozsah vymezeného
karanténniho Uzemi, popiipadé bezpeénostni zdny,

- dostupnost suspenze, piipravenych imunofluorescenénich sklic¢ek, infikovanych
rostlin lilku jedlého nebo rajcete a izolované kultury ptivodce krouZkovitosti nebo
ptivodce hnédé hniloby ze zkousky, pfi které bylo provedeno pozitivni potvrzeni
jejich pritomnosti,

- jiné udaje k potvrzenému vyskytu pivodce krouZkovitosti nebo pivodce hnédé
hniloby, pokud si je Komise vyzada.
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Pfiloha ¢. 4 k vyhlasce ¢. 331/2004 Sb.

Opati'eni po potvrzeni pFitomnosti puvodce krouzkovitosti nebo plivodce
hnédé hniloby

1. Zpiisob naloZeni s partii hostitelské rostliny ozna¢enou za zamoi'enou

S partii hostitelské rostliny, ozna€enou za zamotenou podle § 5 odst. 1 pism. a), musi byt
naloZeno na zéklad€ nafizeni rostlinolékafské spravy podle § 7 odst. 1 pism. a) n€kterym z
niZe uvedenych zptsobii:

a) odvoz do fizené skladky a okamzité prevrstveni vhodnym materidlem (zemina, sut’ apod.)
tak, aby nemohlo dojit ke zcizeni hliz a k dal§imu $ifeni ptivodce krouzkovitosti ani pivodce
hnéd¢ hniloby; pro hlizy napadené pivodcem hn&dé hniloby mohou byt pfitom vyuZity jen
takové skladky, u nichZ je vyloueno nebezpeci prisaku na zemédélsky vyuZivanou ornou
pidu nebo do povrchovych vod vyuZivanych k zavlaZzovani zemédélské pidy;

b) v pfipadé hliz bramboru tepelné zpracovani v paficich zafizenich, pfi némzZ jsou hlizy
vystaveny teploté nejméné 75 °C po dobu nejméné deseti minut, a nasledné zkrmeni
hospodafskymi zvitaty;

¢) vpfipadé¢ hliz bramboru prostfednictvim ptimé a okamzit¢é dodavky partie do
zpracovatelského podniku tepelné zpracovani hliz pro primyslové nebo potravinaiské ucely,
pfi némZ jsou hlizy vystaveny teploté nejméné 75 °C po dobu nejméné deseti minut nebo,
v ptipad& naloZeni s partii na tizemi Ceské republiky, zpracovany takovym technologickym
postupem, schvalenym rostlinolékafskou spravou, ktery vyluduje dal$i Sifeni pivodce
krouzkovitosti a ptivodce hnédé hniloby; pfesun zamofenych partii povoli rostlinolékatska
sprava jen do podnikil touto spravou pisemné k tomu téelu schvalenych, a to na zéklade¢
ovéfeni, Ze v podniku funguje systém dezinfekce skladovacich prostor a odvozovych vozidel
a Ze podnik splfiuje poZadavky na zne$kodiiovani odpadi, stanovené v pfiloze €. 5,

d) vpiipad¢ pivodce krouZkovitosti zpracovani hliz silaZovanim se silaZni kukufici za
podminky rozfezani hliz a jejich rovhomémého rozvrstveni do celého objemu silaZované
kukufice; rostlinolékafska sprava posoudi konkrétni podminky silaZovani pied pouZitim

tohoto opatfeni a stanovi konkrétni postupy, které vylouc¢i moznost Sifeni puivodce
krouzkovitosti,

e) jiné opatieni, které bylo pfedem pisemné schvaleno rostlinolékai'skou spravou a pii kterém
neexistuje rozpoznatelné riziko rozifeni ptivodce krouZkovitosti ani hnédé hniloby, takové
opatfeni musi byt rostlinolékafskou spravou nafizeno uréité povinné osobé vcetné stanoveni
podminek pro bezrizikové naloZeni s odpady.

Opatieni pod pism. a) je moZné pouzit k naloZeni s partii oznaenou jako zamoiena jen v
pfipad¢, kdy nebylo mozné zcela vyuzit postup v odstavcich b) aZ e). Opatieni nafizena
v souladu s pism. d) a e) sd€luje rostlinolékaiska sprava neprodlené Komisi a ostatnim
¢lenskym statim. Pokud ma byt opatfeni pod pismeny a) aZ e) provedeno na tizemi jiného
¢lenského statu, povinna osoba o tom informuje rostlinolékai'skou spravu, ktera tuto informaci
sdéli ufedni organizaci rostlinolékatské péce prisluiného ¢lenského statu.
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2. Zpisob naloZeni s partii hostitelské rostliny ozmacenou za pravdépodobné
zamoienou

S partii hostitelské rostliny, oznacenou za pravdépodobné zamotenou podle § 5 odst. 1 pism.
b), musi byt naloZeno na zaklad¢ nafizeni rostlinolékaiské spravy podle § 7 odst. 1 pism. b)
nékterym z niZe uvedenych zptisobi:

a) konzumace hliz bramboru balenim upravenych pro pfimé dodani do mista spotfeby a
pouZiti bez ptebalovani jako konzumni brambory; pfesun partii podezielych ze zamofeni
pivodcem hnédé hniloby povoli rostlinolékatska sprava jen do mist touto spravou pisemné
k tomu ucelu schvalenych, a to na zaklad€ ovéfeni, Ze v podniku funguje systém dezinfekce
skladovacich prostor a odvozovych vozidel a Ze podnik splfiuje poZadavky na zneskodiiovani
odpadd, stanovené v piiloze ¢. 5,

b) v pfipad¢ hliz bramboru tepelné zpracovani v paficich zafizenich, pti némZ jsou hlizy
vystaveny teplot® nejméné 75 °C po dobu nejméné deseti minut, a nasledné zkrmeni
hospodarskymi zvifaty;

c) vpfipadé¢ hliz bramboru prostfednictvim pfimé a okamZité dodavky partie do
zpracovatelského podniku tepelné zpracovani hliz pro priimyslové nebo potravinaiské tcely,
pfi némzZ jsou hlizy vystaveny teplot® nejméné 75°C po dobu nejméné deseti minut nebo,
v ptipadg naloZeni s partii na izemi Ceské republiky, zpracovany takovym technologickym
postupem, schvéalenym rostlinolékafskou spravou, ktery vyluCuje dalsi Sifeni piivodce
krouZkovitosti a plivodce hnédé hniloby; pfesun partii podezielych ze zamofeni povoli
rostlinolékatska sprava jen do podniki touto spravou pisemné k tomu Géelu na tizemi Ceské
republiky schvélenych, a to na zékladé ovéfeni, Ze v podniku funguje systém dezinfekce
skladovacich prostor a odvozovych vozidel a Ze podnik spliiuje poZadavky na zneskodtiovani
odpadd, stanovené v piiloze €. 5,

d) v pfipad¢ pdvodce krouzkovitosti zpracovani hliz silaZovanim se silaZzni kukufici za
podminky roziezéni hliz a jejich rovnomé&mého rozvrstveni do celého objemu silaZované
kukufice; rostlinolékafska sprava posoudi konkrétni podminky silaZovéani pfed pouZitim
tohoto opatfeni a stanovi konkrétni postupy, které vyloudi mozZnost Sifeni plvodce
krouzkovitosti,

¢) jiné opatfeni, které bylo pfedem pisemné schvaleno rostlinolékaiskou spravou a pii kterém
neexistuje rozpoznatelné riziko rozsifeni piivodce krouzkovitosti ani pivodce hnédé hniloby,
takové opatfeni musi byt rostlinolékafskou spravou nafizeno urcité povinné osobé véetné
stanoveni podminek pro bezrizikové naloZeni s odpady.

Opatieni nafizena v souladu s pism. d) a e) sdéluje rostlinolékai'ska sprava neprodlené Komisi
a ostatnim ¢lenskym statiim. Pokud mé byt opatfeni pod pismeny a) aZ €) provedeno na iizemi
jiného c¢lenského statu, povinna osoba o tom v pfedstihu informuje rostlinolékarskou spravu,
ktera tuto informaci sdéli ufedni organizaci rostlinolékaiské péce prislusného ¢lenského statu
tak, aby bylo moZno zajistit ufedni kontrolu nad plnénim natizeného opatieni.

3. OsSetieni celych rostlin a poskliziiovych zbytki rostlin

V3echny rostliny partie podezielé ze zamoifeni nebo zamotené se odstrani z pozemku nebo
objektu a uloZi do fizené skladky odpadii v souladu se znénim v bodé€ 1. pism. a) nebo spali
zpisobem, kterym nedojde k poruSeni zdkonnych ustanoveni o ochrané ovzdu$i. Tento
zptsob se doporucuje zejména pro rostliny rajcete.

Péstované rostliny partie podezielé ze zamofeni nebo zamotené je mozno v piipad€ pivodce
krouzkovitosti namisto opatfeni uvedenych v bodech 1. a 2. nebo spaleni likvidovat totalnim



Cistka 106 Sbirka zdkont & 331 / 2004 Strana 7123

herbicidem do doby, kdy lze zaruéit i likvidaci podzemnich &asti rostlin, a nasledné porost
zaorat.

Opatfeni nafizena podle tohoto bodu sdéluje rostlinolékatska sprava neprodlené Komisi a
ostatnim ¢lenskym statim.

4.  Opatieni v karanténnim vizemi po potvrzeni vyskytu ptivodce krouzkovitosti

4.1. V karanténnim zemi, které¢ zahrnuje misto produkce oznacené za zamoiené pivodcem
krouzkovitosti podle § 5 odst. 1 pism. a), rostlinolékaiska sprava po potvrzeni vyskytu
pivodce krouzkovitosti nafidi podle § 7 odst. 1 pism. d), Ze uZivatel pozemki v tomto uzemi:

4.1.1. na pozemku oznafeném za zamoteny piivodcem krouZkovitostii podle § 5 odst. 1 pism.

a):

a) nesmi po dobu ¢tyf vegetaénich obdobi nasledujicich po roce potvrzeni vyskytu ptivodce
krouzkovitosti péstovat brambor a musi systematicky vyhledavat a likvidovat plané rostouci
rostliny bramboru /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zakona/

nebo

musi tento pozemek po Ctyfi vegetaéni obdobi udrZovat jako ¢erny tihor nebo zatravnit nebo
osit picninou (jetel, jetelotrava, vojtéska, vojtéskotrava) a porost na nich udrZovat sekdnim
jako co nejniZ8i strni$t€¢ a musi na nich vyhledavat a odstraiiovat plan€ rostouci rostliny
bramboru /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zdkona/;

b) smi péstovat brambor v prvém roce, ktery nasleduje po splnéni ustanoveni uvedenych pod
pism. a), ale jen s podminkou, Ze

- b&hem pfedchazejicich dvou let bylo na zadkladé¢ pisemné Zadosti uZivatele pozemku
rostlinolékafskou spravou ovéfeno, Ze pozemek byl shledan prostym plané rostoucich rostlin
bramboru,

- k vysadbg bude pouZit rozmnoZovaci material”, a

- sklizefi bude uréena pouze ke konzumnim ucelim nebo k primyslovému zpracovéani

/§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona/,

¢) smi po splnéni ostatnich mimofadnych rostlinolékaiskych opatfeni nafizenych
v karanténnim uzemi podle bodu 4 a po uplynuti odpovidajiciho rota¢niho cyklu poprvé na
tomto pozemku péstovat brambor nebo )jinou hostitelskou rostlinu ptivodce krouzkovitosti,
pouze pouzije-li rozmnoZovaci material”, ktery byl Gifedng uznan podle zvl4tniho zakona®,
a musi o zamy§leném prvnim p&stovani hostitelskych rostlin na tomto pozemku informovat
pisemné rostlinolékatskou spravu v takovém ptedstihu, aby bylo moZno provést vymezovaci

prizkum vyskytu ptivodce krouzkovitosti podle § 3 odst. 3.

4.1.2. na pozemku jiném neZ oznaeném za zamofeny piivodcem krouzkovitosti podle § 5
odst. 1 pism. a), na kterém byl v roce potvrzeni vyskytu pivodce krouzkovitosti péstovan
brambor, nesmi po dobu dvou nasledujicich vegetaénich obdobi péstovat brambor;

/§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zakona/,

D § 2 pism. a) zédkona & 219/2003 Sb., o uvadéni do ob&hu osiva a sadby péstovanych rostlin a o zméng
nékterych zakond.

? § 6 zakona & 219/2003 Sb., o uvadéni do obéhu osiva a sadby péstovanych rostlin a o zméné n&kterych
zakond.
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4.1.3. napozemku jiném neZ oznafeném za zamoieny ptivodcem krouZkovitosti podle § 5
odst. 1 pism. a), na kterém nebyl v roce potvrzeni vyskytu ptivodce krouzkovitosti péstovan
brambor, smi ve vegetacnim obdobi, které nasleduje po roce potvrzeni vyskytu piivodce
krouZkovitosti, péstovat brambor, ale jen s podminkou, Ze

- rostlinolékaiska sprava protokoldrné neshleda zadné riziko Sifeni plivodce krouzkovitosti
plan€ rostoucimi rostlinami bramboru ani jinymi plan& rostoucimi hostitelskymi rostlinami
plvodce krouZkovitosti, a

- sklizeri bude uréena pouze ke konzumnim tuceliim nebo k primyslovému zpracovani

/§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona/;

4.1.4. musi po dobu ¢ty uplnych vegetaénich obdobi od potvrzeni vyskytu pivodce
krouzkovitosti vyhledavat a likvidovat plané rostouci rostliny bramboru a jiné plané€ rostouci
hostitelské rostliny ptivodce krouzkovitosti /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zakona/;

4.1.5. musi zabezpelit oddélenou manipulace a oddélené skladovani rozmnoZovaciho
materialu®) bramboru od ostatnich rostlin bramboru /§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona /;

4.1.6. musi zplisobem uvedenym v pfiloze ¢. 6:

- jednorazové provést o€istu a dezinfekci objektli a predméti, které pfisly do kontaktu se
zamoienou partii anebo s partii pravdépodobné zamotenou, a to nejpozdéji do té doby, neZ
piijdou do styku s jinymi partiemi hostitelskych rostlin /§ 76 odst.1 pism. ¢) zdkona/;

- provadét odistu stroji, dopravnich prostiedki, skladovacich prostor, tfidicich linek,
oball, palet a jinych pfedméti po kazdém pouziti pii vyrob&é hliz bramboru po dobu
stanovenou rostlinolékatskou sprévou” /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zakona/;

- provadét po dobu tfi uplnych vegetaénich obdobi od potvrzeni vyskytu pivodce
krouZkovitosti zavére¢nou ocistu skliziiové techniky po ukonéeni sklizn€ a zavérecnou ofistu
a dezinfekci vech strojii, dopravnich prostfedki, t¥idicich linek, obald, palet a jinych
pfedmétl pouzitych pii poskliziiové tpravé, naskladnéni a vyskladnéni, kterd musi byt
ukonéena pied novym pouZitim /§ 76 odst.1 pism.a) bod 2. zakona/,

4.1.7. smi k pé&stovani bramboru po dobu tii let nasledujicich po roce potvrzeni vyskytu
piivodce krouzkovitosti pouZivat jen rozmnoZovaci material” /§ 76 odst.I pism. a)bod I.
zakona/,

4.1.8. nesmi vysazovat krijené hlizy bramboru nebo vysazovat hlizy bramboru pomoci
napichovacich sazeCid /§ 76 odst. 1 pism. a) bod 1. zdkona/;

4.1.9. nesmi mnoZit rozmnoZovaci material” bramboru ani pro vlastni potiebu ve vegetaénim
obdobi bezprostfedné nasledujicim po vegetaénim obdobi, v némz nebo z jehoZ sklizné byl
vyskyt ptivodce krouzkovitosti zji§tén /§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zakona/,

4.1.10. smi pfemistovat mimo toto Uzemi pouze partie bramboru, které byly ufednim
laboratornim testovanim shledany prostymi plvodce krouZkovitosti a partie oznacené
rostlinolékafskou spravou jako zamofené nebo pravdépodobné zamofené pfi spln€ni vSech
podminek v natizeném opatieni /§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona/.

3 Provadi se ocista :
- stroji po ukondeni jejich prace na jednom pozemku s alespoii jednim porostem bramboru;
- skladovacich prostor, obald, palet, tfidi¢ek, dopravnich prostfedki a jinych pfedméti vidy po vyskladnéni
jedné partie nebo ukonceni prace s jednou partii.
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Sklizené hlizy bramboru balenim upravené pro pfimé dodani do mista spotfeby na
tizemi Ceské republiky a uréené k pouZiti bez piebalovani jako konzumni brambory lze
pifemist'ovat mimo karanténni izemi ihned po odbéru Gfedniho vzorku, pokud byla pfislu$na
partie prohlédnuta v dobé sklizné rostlinolékafskou spravou na vyskyt pfiznakd ptvodce
krouzkovitosti, véetné prohlidky fezu duZniny hliz, s negativnim vysledkem.

4.1.11. smi vyvaZet rostliny bramboru vypéstované v tomto uzemi do tfetich zemi pouze
pokud budou dodrZeny ufedni dovozni karanténni podminky, stanovené organem
rostlinolékarské péCe dovazejici zemé /§ 76 odst.1 pism. a)bod 1. zdkona/;

4.1.12. nesmi pouzivat zemédé€lské naradi a mechanizacni prostfedky, pouZivané pfi
péstovéani, sklizni, poskliziové upravé, piepravé a skladovani brambor, které pfisly do
kontaktu se zamofenymi partiemi, po dobu jednoho roku od doby potvrzeni vyskytu pivodce
krouzkovitosti mimo toto uzemi bez fadné olisty a dezinfekce provedené zplsobem
uvedenym v pfiloze €. 6 /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zdkona/;

4.2. Pri potvrzeni pivodce krouZkovitosti v produkénich systémech, kde je moZna uplné
vyména péstebniho substratu (napf. ve sklenicich S$lechtiteld ¢i pfi p&stovani minihlizek,
meristémi a pod.) uZivatel pozemki:

a) nesmi péstovat brambor, pokud nedojde pod kontrolou rostlinolékatské spravy k eradikaci
pivodce krouzkovitosti, véetné odstranéni viech rostlin bramboru nebo jinych rostlin Celedi
Solanaceae, uplné vymeéné péstebniho substratu a vy¢isténi a dezinfekce veskerych objektu,
strojii a zafizeni provedené zplisobem uvedenym v piiloze &. 6 /§ 76 odst.1 pism. a) zdkona/,

b) musi dalsi péstovani bramboru zaloZit z rozmnoZovaciho materialu odvozeného z rostlin
testovanych na vyskyt pivodce krouzkovitosti s negativnim vysledkem /§ 76 odst.1 pism. a)
bod 1. zakona/.

4.3. Zjist€ni plan€ rostoucich rostlin bramboru v karanténnim uzemi podle bodu 4.1.4. musi
uZivatel pozemki v tomto izemi ohlasit rostlinolékatské spraveé a pied likvidaci téchto rostlin
musi umoZnit jejich ufedni testovani na pfitomnost pivodce krouzkovitosti. Pfi potvrzeni
vyskytu plGvodce krouzkovitosti pfi tomto testovani se pfisluSny pozemek povazuje za
pozemek zamoteny /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zdkona/.

4.4. Rostlinolékatska sprava provadi namatkove dohled nad pozemky a objekty, ve kterych se
péstuji ¢i skladuji rostliny bramboru nebo se stémito rostlinami naklada, zejména nad
provadénim odisty a dezinfekce mechanizace, ktera je vyuZivana v porostech bramboru a ve
sklizenych hlizach bramboru také v jinych mistech produkce.

4.5. V bezpecnostni z6né, vymezené v misté€ produkce na zakladé pravdépodobného zamoteni
a nebo mozného rozsifeni pivodce krouzkovitosti podle § 5 odst. 1 pism. c), rostlinolékaiska
sprava nafidi podle § 7 odst. 1 pism. d), Ze uzivatel pozemki v tomto izemi musi po dobu tfi
uplnych vegetacnich obdobi od potvrzeni vyskytu ptivodce krouzkovitosti:

a) provadét zavérecnou odistu skliziiové techniky po ukondéeni sklizn€ a zavérecnou ocistu a
dezinfekci vSech strojii, dopravnich prostfedki, tfidicich linek, obald, palet a jinych pfedméti
pouZitych pfi poskliziiové tipravé, naskladnéni a vyskladnéni, kterd musi byt ukoncena pfed
zah4jenim nové péstitelské sezony /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zakona/,
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b) musi zabezpecit oddélenou manipulaci a oddélené skladovani rozmnoZovaciho materialu
bramboru" od ostatnich rostlin bramboru /§ 76 odst. I pism. a) bod 1. zékona/;

c) musi k p&stovani bramboru pouZivat jen rozmnoZovaci material” /§ 76 odst.1 pism. a) bod
1. zdkona/.

5.  Opatieni v karanténnim tzemi po potvrzeni vyskytu pivodce hnédé hniloby

5.1. V karanténnim uzemi, které zahruje misto produkce oznaené za zamotené piivodcem
hnédé hniloby podle § 5 odst. 1 pism. a) nebo povrchovou vodu oznaenou za zamoienou
podle § 5 odst. 2 pism. b), rostlinolékaiskd spriva po potvrzeni vyskytu pivodce hn&dé
hniloby nafidi podle § 7 odst. 1 pism. d), Ze uZivatel pozemkd v tomto tizemi:

5.2.1. na pozemku oznaceném za zamoteny piivodcem hnédé hniloby podle § 5 odst. 1 pism.
a):

a) nesmi po dobu &tyf vegetaCnich obdobi péstovat hostitelské rostliny piivodce hnédé hniloby
a jiné rostliny prokazateln€ umoziivjici jeji pfenos, tj. rostliny, u nichz se sklizeji ¢asti, které
jsou v bezprostfednim kontaktu s piidou a na kterych po sklizni ulpiva zemina (napf. rostliny
urené k péstovani s kofeny, né€které druhy rodu Brassica, bulevnaté, cibulové a hliznaté
kvétiny) /§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona/, a musi vyhledavat a likvidovat plan& rostouci
hostitelské rostliny véetné plevell /§ 76 odst. 1 pism. a)bod 2. zdkonal

nebo

b) musi tento pozemek po prvni tfi vegetatni obdobi udrZovat jako éerny thor nebo na nich
péstovat obiloviny, ¢asto sekané ¢i intenzivné spisané trvalé picniny &i travy na semeno /§ 76
odst.1 pism. a) bod 2. zdkona/ a v dal§ich dvou letech na ném smi péstovat jen nehostitelské
rostliny, které neumoZiuji pteZiti ¢i pfenos pivodce hnédé hniloby, a musi se na ném v
pribéhu t&chto péti let vyhledavat a likvidovat plané rostouci hostitelské rostliny véetné
pleveld /§ 76 odst.1 pism. a) zdkona/,

c) smi v pfipadé reZimu podle pism. a) p&stovat brambor nebo rajée v prvnim vegetadnim
obdobi, které nasleduje po splnéni ustanoveni uvedenych pod pism. a), ale jen s podminkou,
Ze

- béhem piedchazejicich dvou let bylo na zadkladé pisemné Z4adosti uZivatele pozemku
rostlinolékafskou spravou ovéfeno, Ze pozemek byl shledén prostym plané rostoucich rostlin
bramboru, rajéete a jinych hostitelskych rostlin, véetné pleveld z &eledi lilkovitych, a
v ptipadé péstovani brambor

- bude k vysadbé pouZit rozmnoZovaci material", a

- sklizefi bude ur¢ena pouze ke konzumnim Géelim nebo k primyslovému zpracovani, a
nasledné smi péstovat brambor nebo rajée aZ po uplynuti vhodné rotace plodin stanovené
rostlinolékaiskou spravou a v ptipadé péstovani brambor

- bude k vysadbé pouZit rozmnoZovaci material®, a

- sklizefi bude uréena pouze ke konzumnim uéelim nebo k primyslovému zpracovani

/§ 76 odst.1 pism.a) bod 1. zdkona/,

d) smi v piipadé reZimu podle pism. b) péstovat brambor nebo rajée v prvnim vegetaénim
obdobi, ktera nasleduje po splnéni ustanoveni uvedenych pod pism. b), ale jen s podminkou,
Ze v ptipadé péstovani brambor

- bude k vysadbé& pouZit rozmnoZovaci materil”, a

- sklizefi bude uréena pouze ke konzumnim uéeldm nebo k primyslovému zpracovani
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/§ 76 odst.1 pism.a )bod 1. zakona/;

e) smi po splnéni ostatnich mimotfadnych rostlinolékaiskych opatfeni nafizenych
v karanténnim izemi podle bodu 5 a po uplynuti odpovidajiciho rotaéniho cyklu poprvé na
tomto pozemku péstovat brambor nebo g'inou hostitelskou rostlinu ptivodce hnédé hniloby,
pouze pouZije-li rozmnoZovaci material”, ktery byl ufedn& uznan podle zvlastniho zdkona”,
a musi o zamy$leném prvnim pé€stovani hostitelskych rostlin na tomto pozemku informovat
pisemné rostlinolékaiskou spravu v takovém predstihu, aby bylo moZno provést vymezovaci

prizkum vyskytu pivodce hnédé hniloby podle § 3 odst. 3.

f) nesmi byt provadéna uméla zavlaha po dobu péti vegetacnich obdobi nasledujicich po roce
potvrzeni vyskytu plivodce hnédé hniloby /§ 76 odst.1 pism.a) bod 2. zakona/.

5.2.2. na pozemku jiném neZ oznaeném za zamoteny pivodcem hnédé hniloby podle § 5
odst. 1 pism. a):

a) nesmi ve vegetatnim obdobi nasledujicim po vegetaénim obdobi, v némzZ nebo z jehoz
sklizn€ byl zjist€n vyskyt ptivodce hnédé hniloby, péstovat brambor nebo jiné hostitelské
rostliny ptivodce hnédé hniloby a musi cilené vyhledavat a likvidovat plan€ rostouci rostliny
rajéete, bramboru a jinych hostitelskych rostlin, v&etné hostitelskych druhid pleveld /§ 76
odst. 1 pism. a) bod 2. zakona/,

b) smi k péstovani bramboru po dobu t#i let nasledujicich po roce potvrzeni vyskytu piivodce
krouzkovitosti pouzivat jen rozmnoZovaci material” /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zdkona/;

¢) musi ihned po zjidténi vyskytu aZ do doby prvého piipustného péstovani bramboru nebo
rajéete na zamotenych pozemcich kaZdoro¢né distit a dezinfikovat zplisobem uvedenym v
ptiloze €. 6 vSechny stroje a skladovaci zafizeni pouZivané pii pé€stovani bramboru nebo
rajCete /§ 76 odst. 1 pism. a) bod 2. zdkona/;

d) smi provadét zavlahu jen se souhlasem a pod dohledem rostlinolékaiské spravy za
pfedpokladu, Ze je vylou€eno jakékoliv zjistitelné nebezpeéi §ifeni pivodce hnédé hniloby
/§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zakona/.

5.3. nesmi vysazovat krijené hlizy bramboru nebo vysazovat hlizy bramboru pomoci
napichovacich sazeci /§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona/,

5.4. smi pfemistovat mimo toto Uzemi pouze partie bramboru, které byly wfednim
laboratornim testovanim shledany prostymi plvodce hnédé hniloby a partie oznaCené
rostlinolékaiskou spravou jako zamotené nebo pravdépodobné zamofené pii splnéni viech
podminek v nafizeném opatieni /§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona/.

Sklizené hlizy bramboru balenim upravené pro pfimé dodani do mista spotfeby na
tizemi Ceské republiky a uréené k pouZiti bez piebalovani jako konzumni brambory lze
pfemist'ovat mimo karanténni iizemi ihned po odbéru tfedniho vzorku, pokud byla pfislusna
partie prohlédnuta v dobé sklizné rostlinolékafskou spravou na vyskyt pfiznakd pivodce
hnédé hniloby, véetné prohlidky fezu duzniny hliz, s negativnim vysledkem.
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5.5. smi vyvéaZet rostliny bramboru vypéstované v tomto tizemi do tfetich zemi pouze pokud
budou dodrZeny ufedni dovozni karanténni podminky, stanovené organem rostlinolékafské
péce dovazejici zemé /§ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zakona/,

5.6. nesmi pouzivat zemé&d€lské nafadi a mechaniza¢ni prostfedky, pouZivané pii péstovani,
sklizni, poskliziiové upravé, piepravé a skladovani brambor, které pfisly do kontaktu se
zamofenymi partiemi, po dobu jednoho roku od doby potvrzeni vyskytu pivodce hnédé
hniloby mimo toto izemi bez fadné odisty a dezinfekce provedené zplisobem uvedenym v
ptiloze €. 6 /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zakona/;

5.7. Pfi potvrzeni pivodce hnédé hniloby v produkénich systémech, kde je moZna uplni
vyména péstebniho substratu (napf. ve sklenicich 3lechtitel®i & pfi péstovani minihlizek,
meristému a pod.) uZivatel pozemkd:

a) nesmi péstovat brambor nebo jinych hostitelskych rostlin ptivodce hnédé hniloby véetné
rajéete, pokud nedojde pod kontrolou rostlinolékaiské spravy k eradikaci ptivodce hnédé
hniloby, v&etné odstranéni vSech rostlin bramboru a rajéete, uplné vyméné péstebniho
substratu a vycisténi a dezinfekce veSkerych objekti, stroji a zafizeni provedené zpiisobem
uvedenym v ptiloze €. 6 /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zdkona/,

b) musi dal§i péstovani bramboru zaloZit po souhlasu rostlinolékafské spravy z
rozmnoZovaciho materialu ziskaného z rostlin testovanych na vyskyt ptivodce hnédé hniloby
s negativnim vysledkem /¢ 76 odst.1 pism. a) bod 1. zdkona/,

¢) smi uméle zavlaZovat porosty bramboru nebo rajéete jen se souhlasem rostlinolékarské
spravy a umozni rostlinolékaiské spravé provadét ufedni kontrolu zavlaZovacich systémi
v karanténnim Gzemi /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zdkona/.

5.8. Zjisténi plané rostoucich rostlin bramboru nebo rajéete v karanténnim tzemi podle bodu
5.2.2. pism. a) musi uZivatel pozemki v tomto Gizemi ohlasit rostlinolékarské spravé a pred
likvidaci téchto rostlin musi umozZnit jejich ufedni testovani na pfitomnost pivodce hnédé
hniloby. Pfi potvrzeni vyskytu pivodce hnédé hniloby pfi tomto testovani se piislusny
pozemek povazuje za pozemek zamoteny /§ 76 odst.1 pism. a) bod 2. zdkonal/.

5.9. Rostlinolékaiska sprava provadi namatkové dohled nad pozemky a objekty, ve kterych se
péstuji ¢i skladuji rostliny bramboru a rajéete nebo se s témito rostlinami naklada, zejména
nad provadénim odisty a dezinfekce mechanizace, ktera je vyuZivana v porostech bramboru a
rajcete a ve sklizenych hlizach bramboru také v jinych mistech produkce.

5.10. V bezpe¢nostni zéné, vymezené v misté produkce na zékladé pravdépodobného
zamofeni a nebo mozZného rozsifeni ptivodce hnédé hniloby podle § 5 odst. 1 pism. c),
rostlinolékarska sprava natidi podle § 7 odst. 1 pism. d), Ze uZivatel pozemki v tomto tizemi
musi po dobu t#i tplnych vegetaénich obdobi od potvrzeni vyskytu pivodce hnédé hniloby:

a) provadét zavérecnou odistu skliziiové techniky po ukonceni sklizn€ a zdvérenou ocistu a
dezinfekci vSech stroji, dopravnich prostfedkd, tfidicich linek, oball, palet a jinych pfedméta
pouzitych pii poskliziiové tipravé, naskladnéni a vyskladnéni, ktera musi byt ukoncena pied
zahdjenim nové péstitelské sezony /§ 76 odst.1 pism.a) bod 2. zdkona/,

b) zabezpetit oddélenou manipulaci a oddélené skladovani rozmnoZovaciho materialu"
bramboru od ostatnich rostlin bramboru /§ 76 odst. 1 pism. a) bod 1. zakona/;
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¢) musi k p&stovani bramboru pouzivat jen rozmnoZovaci material® /§ 76 odst.1 pism. a) bod
1. zdkona/.

5.11. V karanténnim Uzemi, vymezeném podle § 5 odst. 2 pism. c¢) na zakladé¢ oznaceni
povrchové vody za zamofenou pivodcem hnédé hniloby nebo v bezpecnostni zoné vymezené
podle § 5 odst. 2 pism. c) rostlinolékafska sprava:

a) provadi prizkum vyskytu ptivodce hnédé hniloby, v pfipadé potvrzeni vyskytu piivodce
hnédé hniloby kaZdoroéné, a to vzorkovanim a testovanim povrchové vody a vhodnych
hostitelskych rostlin z ¢eledi lilkovitych u dotyénych zdroji vody zpisobem stanovenym
rostlinolékafskou spravou;

b) provadi kontrolu zavlaZovacich systémi a popf. stanovi takové podminky umeélého
zavlaZovani hostitelskych rostlin pivodce hnédé hniloby, aby se zabranilo jejimu Sifeni;

c) v ptipad€ zamoteni odpadnich vod provadi kontrolu zne$kodiiovéani zamotfenych odpadnich
vod z priimyslovych zpracovatelskych a balicich zavodd, které manipuluji s bramborami.
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Pfiloha ¢. 5 k vyhlasce ¢. 331/2004 Sb.

Pozadavky na zneSkoditovani odpadii pFi prumyslovém zpracovani partie
hostitelské rostliny oznacené za zamorenou podle § 5 odst. 1 pism. a) nebo
pravdépodobné zamoienou podle § 5 odst. 1 pism. b)

Zpusob a misto zneSkodiovani odpadu pr1 prumyslovem zpracovani partie hostitelské rostliny
musi byt v souladu se zvla§tnim pravnim predplsem Rostlinolékaiskou spravou povoleny
podnik pro zpracovani zamofené nebo pravd@podobné zamoifené partie hostitelské rostliny
pro primyslové nebo potravinaiské c¢ely podle pfilohy €. 4 odstavce 1 pism. ) a odstavce 2
pism. ¢) musi spliiovat nasledujici poZzadavky na zneskodiiovani odpadi, aby bylo vylou¢eno
riziko §ifeni pivodce krouzkovitosti nebo ptivodce hnédé hniloby:

1. Pevny odpad ze zpracovani hliz brambor a rostlin rajcete

Vyhozené hlizy bramboru, bramborové slupky nebo plody rajéete a jiny pevny odpad
vznikly pfi zpracovani hliz bramboru a rostlin rajéete musi byt odvezeny do fizené
skladky odpadii a okamZit€ pfevrstveny vhodnym materidlem (zemina, sut’ apod.). Odpad
musi byt pfivezen pfimo na skladku a musi byt zabalen tak, aby bylo béhem transportu
vylouceno nebezpedi vypadnuti odpadu z dopravniho prostfedku.

Pro hlizy napadené plivodcem hnédé hniloby mohou byt piitom vyuZity jen takové
skladky, u nichZ je vylouceno nebezpedi prisaku na zemédélsky vyuZivanou ornou piidu
nebo do povrchovych vod vyuZivanych k zavlaZovani zemédélské pidy;

2. Odpadni vody pfi zpracovani hliz brambor a rostlin rajcete

Pfed zne$kodnénim je nutno odpadni vody, které obsahuji na povrchu pevny plovouci
material, ptefiltrovat nebo odvést do usazovaci nadrze, aby byly tyto vody unasenych
materidli zbaveny. Usazeniny musi byt zneSkodnény postupem uvedenym pod bodem 1.

Odpadni vody je pak nutno :

— pfed vypusténim zahiat po dobu minimalng 30 minut pfi teplot€ minimélné 70 °C
nebo

— jinak zneSkodnit zplisobem pfedem schvalenym rostlinolékaiskou spravou tak, aby
bylo vylouceno riziko, Ze odpad pfijde do styku se zemé&délskou ptidou nebo vodnimi
zdroji, které by mohly byt pouzivany k zavlazovani zemédélské pilidy; podrobnosti o
takovém zptlisobu zneskodnéni sdéli rostlinolékarskd sprava ostatnim ¢lenskym statim
a Komisi.

Y Zakon & 185/2001 Sb., o odpadech, ve znéni pozdjsich predpisi.
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Pfiloha ¢. 6 k vyhlasce ¢. 331/2004 Sb.

Ocista a dezinfekce objektii a pFfedméti zamofenych nebo podezielych ze zamofeni
piivodcem krouZkovitosti nebo piivodcem hnédé hniloby

1. Mechanicka o€ista objektii a pFfedméti a likvidace nedistot a zbytkiu

Vsechny pevné necistoty, zbytky rostlin a hliz se shromazdi (smetenim, vysatim
primyslovym vysavadem, popfipadé vyfoukanim nepfistupnych mist stroji a zafizeni
stladenym vzduchem) a zavezou do skladky odpadu”. Pro bezpeingjsi likvidaci je vhodné
material pfedem asanovat podle dale uvedeného postupu nebo jej pied pfevrstvenim zeminou
prosypat chlorovym vapnem nebo palenym vapnem v mnoZstvi 5 kg na 1 m®.

Zptisob a misto likvidace musi byt v souladu se zvlastnim pravnim piedpisem” a musi je

schvalit rostlinolékatska sprava.

2. Myti a dezinfekce objektii a pfedmétit

Jakékoliv aplikaci dezinfekéniho pfipravku anebo prostfedku musi piedchéazet dikladna
mechanicka ocista dezinfikovanych objekt a pfedmétd podle bodu 1 této piilohy. Nasledné
se objekty, stroje a zafizeni omyji tlakovou vodou se saponatem, oplachnou &istou vodou a
nechaji oschnout. Poté se dezinfikuji dostupnymi a k pouZiti proti piivodci krouZkovitosti
nebo plivodce hnédé hniloby rostlinolékaiskou spravou schvalenymi piipravky anebo
dezinfekénimi prostfedky, pouZitymi v souladu s etiketou anebo rostlinolékafskou spravou
schvalenym technologickym postupem.

3. Asanace predmétii horkou vodou a parou

Provéadi se macenim po dobu nejméné 30 minut pii teploté vody 65 °C nebo 15 minut pf
teploté vody 80 °C.

K asanaci horkou parou se pouZivaji stabilni nebo pfenosné vyvijece pary, teplota tlakové
pary musi dosahovat nejméné€ 80 °C pfi dob& expozice nejméné 30 minut. Pfi teploté nad 100
°C 1ze dobu expozice sniZit na 15 minut.

4. Dezinfekce zeminy a organickych odpadii

Provadi se propafenim pfi teploté 120 °C nebo opakovanym propafenim pfi teploté 70 - 80 °C,
nebo varem v tekuté fazi s vodou.

D Z4kon &. 185/2001 Sb., o odpadech, ve znéni pozdgjsich predpisi.



