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ALLEGATO I

SEZIONE 1
Elenco delle piante ospiti di Ralstonia solanacearum {Smith) Yabuuchi et al. di cui all’articolo 1

Piante (compresi i tuberi) diverse dai semi veri di Solanum tuberosoum L. Parata

Piante diverse dai semi di Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw. Pomodoro

SEZIONE 1
Accertamenti

1. Gli accertamenti ufficiali di cui all'articolo 2, paragrafo 2, lettera a), debbono essere basati sulla biologia
parag , g

del microrganismo nocivo e sul particolare sistema di produzione nello Stato membro interessato. Essi
debbono comprendere: :

1) nel caso delle patate,

— a momenti appropriati, ispezione visuale della pianta dyrante la crescita efo il prelievo di
campioni di tuberi-seme e di altre patate durante la stagione di crescita oppure in magazzino.
Questi campioni debbono essere sottoposti a ispezione visuale ufficiale o sotto sorveglianza
ufficiale, comportante il sezionamento dei tuberi,

e inoltre,

— nel caso dei tuberi-seme e, se del caso, di altre patate, esami di laboratorio, ufficiali o sotto
sorveglianza ufficiale secondo il metodo di cui all’allegato II;

il) nel caso del pomodoro,

— Vispezione visuale, a momenti appropriati, almeno durante la crescita delle piante destinate al
reimpianto,ad usi professionali. ' :

2. La notifica degli accertamenti ufficiali di cui all’articolo 2, paragrafo 3, deve comprendere:

i} nel caso delle pacate,
— la superficie totale, valutata in ’ettari, coltivata a patate da seme e ad altri tipi di patata,
— la stratificazione per categoria {patate da seme e da consumo), e se del caso, per regione,
— il numero dei campioni prelevati per 'esame e il calendario dei prelievi,
— il numero di ispezioni visuali sul terreno,
— il numero delle ispezioni visuali sui ruberi (e Pentita dei campioni);

i) nel caso delle piante di pomodori, almeno durante la crescita, destinate al reimpianto ad usi
professionali,
— numero totale stimato delle piance,
~ il numero delle ispezioni visuali;

iii) nel caso delle piante ospiti diverse dalla patata ¢ dal powmodoro, compiese le solanacee selvatiche
ospiti,
-~ la specie, '
— il numero e la cadenza dei campioni prélevati,
— la zonalil corso d’acqua sottoposti a prelievo, secondo i casi,

.

— il metqgid di analisi; ‘

iv) nel caso cfeg]i accertamenti sull’acqua e sugli scarichi di reflui degli impianti di trasformazione

industriale o di imballaggio,
— il numero e la cadenza dei campioni,

— la zonafil corso d’acqua/l’ubicazione dell'impianto sottoposti a prelievo, secondo i casi,

— il nictodo di analisia
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ALLEGATO I

SCHEMA PER LA DIAGNOS], IL RILEVAMENTO E IIDENTIFICAZIONE- DI RALSTONIA
SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

SCOPO DELLO SCHEMA DIAGNOSTICO-

Questo schema descrive i vari procedimenti da usare per:

i) la diagnosi del marciume bruno nei tuberi di patata e della verticitlosi batterica nelle piante di patata e
di pomodoro;

it} il rilevamento di Ralstonia solanacearum nei campioni di wberi di pataca,

i) Pidentificazione di Ralstonia solanacearum.

Nelle appendici vengono descritte Je modalita per la preparazione dei materiali per i saggi, ciot terreni di
coltura, tamponi, soluzioni, reagenti.
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" SEZIONET
APPLICAZIONE DELLO SCHEMA

Diagnosi del marciume bruno nci tuberi di patata ¢ di verticillosi batterica nelle piante di patata e di pomodoro

1l procedimento qui indicato & da applicarsi alle piante e ai tuberi con sintomi tipici o sospetti di marciume bruno. Esso
comporta una prova rapida di sclezione preliminare, isolamento del’agente patogeno dal tessuto vascolare infetto su
tecreni di coltura dingnostici ¢, in caso di esito positivo, I'identificazione della coltura come Ralstonia solanacgarum.

Diagramma di flusso

[ piante di patata o di pomodoro o tuberi di patata con sintomi (')
saggioft rapido/i per

selezione
preliminare (%)

Y

ISOLAMENTO

Y

colonie con morfologia tipica
. T
i Y
st NO@)

Y

SAGGI DI CONFERMA
wientiticazione (*) di una coltura
pura come Ralstonia solanacearum
pid prova di patogenicita {*)

Y Y Y
. piante e/o tuberi non
St

NO infetti da Ralstonia
solanacearum

Y

piante e/o tuberi inferti da
Ralstonia solanacearum

" Riferimenti del diagramma di flusso:
. {"}.La descrizione dei sintomi & fornita nella sezione u,~par_agrafo 1. .
() I saggi rapidi di selezione preliminare permettono di formulare una diagnosi presunta.

1 saggi idonei sono: ' ‘ . .
— fuoriuscita a filamenti della massa batterica dal tessuto vascolare del fusto (seézione II, paragrafo 2),
— saggio dei granuli di. poli-beta-idrossibutirrato (sezione II, paragrafo_ 2),
— colorazione IF (sezione [II, paragrafo 2},
— Saggio Elisa (sezione I, paragrafo 3),
~— PCR (sezione 11, paragrafo 4).

]

Sebbene Pisolamento del patogeno da materiali con sintomi tipici mediante la tecnica delia diluizione in piastra sia
immecdiato, in fasi avanzate di infezione la creséita delle cue colonie pud non aver luogo. I batteri saprofiti che si
sviluppano nel tessuto malato possono climinare o inibire il patogeno sul substrato di islolamento. Se I'isolamento &
negativo, ma i sintomi della malattia sono tipici, I'isolamento deve essere-tipetuto, preferibilmenie su un substrato
selettivo. ’ '

(*) Si pud perseguire una identificazione affidabile di una coltura ‘pura di Ralstonia solanaccarum per mezzo di almeno
uno dei saggi elencad netla sezione 1I, paiagrafo 4.1 abbinata a una prova di‘patogenicita (sczione 11, paragrafo 1.3).
La caratterizzazione del ceppo & facoltativa ma ¢& consigliabile per ogni nuovo caso.
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2¢

Rilevamento e identificazione di Ralstonia solanagearum in campioni di tuberi di patata
1l procedimento & inteso a rilevare le infezioni latenti nei'tuberi di patata mediante uno o, preferibilmente, pin saggi di
selezione preliminare che; se 'positivi, vengono confermati dall’isolamento del patogeno e quindi, in caso di isolamento di

colonie tipiche, dall’identificazione di una coltura pura di Ralstonia solanacearum.

Diagrammh di flusso

h campione di tuberi di patata (*) ]

SAGGIO (SAGGI) DI SELEZIONE PRELIMINARE (2)

COLORAZIONEIF (%) efo
isolamento selettivo in piastra (*)
con ulteriori prove facoltative:

saggio Blisa (*)
PCR (¥)

prova (prove) di arricchimento (%)

Y Y

almeno . . o campione non
B tutti 1 sa 1 eseguitl ¥
un $2ggio sono igc atigi > I}I{f?“-g ¢
" positivo gatr alstonia

solanacearum

Y

ISOLAMENTO
isolamento elo saggio
selettivoin - biologico (*)
piastra :

]

colonie con morfologia tipica

Y Y

campione non

st : NO » infetto da
Ralstonia

solanacearum
SAGGIO (SAGGI)-DI CONFERMA

identificazione (*) della coltura come
Ralstonia solanacearum
piti prova di patogenicita {°)

S A

st NO

campione rion
infetto da
Ralstonia
solanacearum

Y

K

campione infetto da
Ralstonia solandkearum
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Riferimenti del diagramma di flusso
(') Campione

1l campione standard & di 200 tuberi. Tuttavia il procedimento pud essere convenientemente applicato anche a
campioni aventi meno di 200 wberi. ’

(?) Saggio (saggi) di selezione preliminare

Un singolo saggio di selezione preliminare pud non essere sufficientemente sensibile o affidabile per rilevare Ralstonia
solanacearum in.un campione. E quindi consigliabile eseguire pitr di un saggio. Se possibile, tali saggi dovrebbero essere
fatti con metodologie differenti.

(*} Colorazione di immunofluorescenza {IF)

La colorazione IF {metodo indiretto) & un saggio di selezione preliminare ben collaudato. Esso ha pertanto vantaggi
rispetto ad altre prove non ancora pienamente sviluppate o convalidate. Secondo i parametri di lettura specificati in
tale metodo si tratta di un saggio sensibile {soglia di 10°.107 cellule per ml di peller di estratto di pasaca).

1! fateore critico per Paffidabilita delPesito del saggio & la qualita defl’antisiero. Solo un antisiero ad alto titolo {minimo
2000 per Pantisiero grezzo) & accettabile ¢ turte le prove devono essere eseguite con antisiero a tale titolo o con una
diluizione inferiore a detto titolo. It metodo indiretto & preferibile. Il metodo diretto pud essere usato se il saggio ha un
livello di sensibilita e di specificita equivalente a quello del metodo indiretto.

Il saggio IF ha il vantaggio di consentire una interpretazione soggettiva della morfologia dicolorazione della cellula e
dellintensita della fluorescenza che forniscono le informazioni sulla specificita della reazione. Sono frequenti le reazioni
incrociate con battert sierologicamente affini provenienti dal suolo o associati a tessuti della parata con morfologia
cellulare di Ralstonia solanacearum. Il saggio IF pud essere usato come unico saggio di selezione preliminare sebbene,
qualora si sospettino reazioni incrociate, dovrebbe essere farto un saggio preliminare addizionale basato su differente
base biologica. In questi casi I'isolamento selettivo ¢ il pin appropriato.

(*) Isolamento selettivo in piastra

Si tratta di un saggio sensibile e selettivo per Ralstonia solanacearum se fatto con substrato SMSA modificato e con la
metodologia specificata in questo schema. 1l risultato ¢ disponibile da 3 a 6 giorni dopo la preparazione del campione.
Ii patogeno viene ottenuto direttamcnte in coltura e pud essere facilmente identificato. Ai fini di un perfetto
sfruttamento del suo potenziale, il saggio richiede un’accurata preparazione di coni ombelicali piccoli per eliminare i
batteri secondari associati al tessuto della patata che sono competitori di Ralstonia solanacearum sul terreno di coltura
e ne possono influenzare la crescita. Alcuni ceppi possono stentare a crescere in quanto anche i componenti del terreno
possono condizionare I’organismo obiettivo. Occorre particolare attenzione anche per distinguere Ralstonia solanacea-
rum da altrt battert che st possono sviluppare sul terreno di coltura. L'isolamento selettivo 1 piastra puo essere usato
come unico saggio di selezione preliminare sebbene, nel caso in cui si ottenga un risultato negativo e si sospetti
Pinibizione di Ralstonia solanacearum da parte di altri batteri presenti sul terreno di coltura, dovrebbe essere fatto un
saggio di selezione preliminare di altro tipo per confermare o confutare la diagnosi. In tali casi, la colorazione IF & la
pin appropriata.

() Saggio Elisa

1l saggio Elisa & generalmente meno sensibile della colorazione IF (soglia di 10*-10° cellule/ml di peller di estratto di
patata). Il saggio & economico e veloce ma, generalmente, & piil soggetto a falsi risultati positivi (reazioni incrociate) e a
falsi risultati negativi (inibizione da parte di molecole fenoliche nell'estratto di patata). E richiesta’ una specificita
delPantisiero estremamente alta. 1l saggio Elisa non pud essere usato come unico saggio di selezione preliminare.

{(¥) PCR

1l saggio PCR ha potenzialmente un’elevata sensibilita di rilevamento. 11 saggio viene facilmente inibito da componenti
presenti nell’estratto di pianta o di tubero che portano a una falsa negativita. Alcune cultivar di patata contengono pi
inibituei di alue, B pertany newessadiv simuuvere i inibitoii, Gli'inibiton pussuno essere gvitan con Ya diluizione, ma
in tal modo anche le popolazioni di Ralstonia solanacearum vengono diluite, E necessario prestare molta attenzione in
“tuste le fasi di preparazione del campione ¢ de! saggio per impedire la contaminazione che porterebbe a risultaci
falsamente positivi, Falsi risultati positivi possono derivare anche da sequenze omologhe presenti in altri organismi. Per
tali motivi la PCR diretta non pud essere usata come unico saggio di selezione preliminare.

() Prova di arricchimento

L’incubazione di campioni di sedimenti di centrifuga di estratto di patata in un brodo di coltura semiselertivo, come un

brodo SMSA modificato, consente la molyjplicazione di Ralstonia solanacearum. Inoltre, cosa forse ancora pit

importante, diluisce i potenziali inibitori dei #apgi Elisa o PCR. Ralstonia solanacearum pud in tal modo essere rilevato

nel brodo di arricchimento con i saggi IF, Efisa o PCR. Non consigliamo di fare Pisolamento dirctto in piastra usando i

brodi arricchiti. Questi metodi di arricchimento non sono stati ancora sperimentati e provati in modo approfondito.

Sono stati inclusi in questo schema per il loro buon potenziale. Tuttavia, data la relativa mancanza di esperienza nella
"loro esecugidne, non possono essere utilizzati come unici metodi di rilevamento.

-(*) Saggio biiologico

11 saggio biologico & usato per P'isolamento di Ralstonia solanacearum dai sedimenti di centrifuga di estrarti di patata
sfruttando-una pianta ospite come mezzo selettivo di arricchimento ¢ pud essere fatto su piante di pomodoro o di
melanzana. 1l saggio richiede condizioni ottimali di incubazione, come specificato in tale metodo. E molto probabile
che in tale saggio i batteri inibitori di Ralstonia sofanacearum sul mezzo SMSA non interferiscono. '

.
(") Saggio(i) di conie{:ma

E possibile otgnerc una identificazione affidabile di coltura pura di Ralstonia solanacearum almeno con uno dei saggi
elencati nella sezione/ II, paragra[o' 4.1, abbinata a una prova di patogenicita (sezione I, paragrafo 4.3). la
caratterizzazione del ceppo € facoltativa, anche se consigliabile per ogni nuovo caso,

. L
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SEZIONE Il

DIAGNOSI DEL MARCIUME BRUNO NEI'TUBERI DI PATATA E DI VERTICILLOSI BATTERICA NELLE PIANTE DI
PATATA E DI POMODORO

1. - Sintomi del marctume bruno
1.1. Sintomi nella patara

Pianta di patata. La fase iniziale dell’infezione consiste nella perdita di turgore delle foglie della parte superiore della pianta
con le alte temperature diurne ¢ loro ripresa durante la notte. La flaccidezza si aggrava, diventa presto irreversibile e porta
a morte la pianta. Il tessuto vascolare dei fusti di piante avvizzite tagliato rrasversalmente pud diventare bruno e un liquido

lattiginoso pud essudare dalla superficie tagliata o pud essere facilmente fatto uscire per compressione. Quando uno stelo
agliaw vicue innnerso verticalmente in acqua, filamenti di ‘muaillagine colano dai fasci vascolari.

Tubero di patata. 1 tuberi di patata devono essere tagliati trasversalmente vicino all’ombelico (punto di attacco dello
stolone). La fase iniziale dell’infezione consiste in una alterazione di colore da giallo vitreo a marrone chiaro delPanello
vascolare da cui fuoriesce spontancamente un liguido color crema chiaro dopo pochi minuti o quando viene esercirata vna
lieve pressione delle dita sulla buccia vicino alla superficie sezionata. In seguito lo scoloramento vascolare diventa di un
marrone pidt netto e la necrosi pud estendersi al tessuto parenchimatico. Nelle fasi avanzate Pinfezione si espande
centrifugamente sino ad emergere in corrispondenza dell’'ombelico e degli vechi dove causa tacche bruno-rossastre,
leggermente infossate ¢ fuoriuscita di gocciole di essudato cui rimangono aderenti particelle di terreno.

1.2, Sintomi nel pomodoro

Pianta di pomodoro. 1l primo sintomo visibile & l’aspétto flaccido delle foglic pitn giovani. In condizioni ambientali
favorevoli per I'agente patogeno (temperatura del suolo di circa 25°C, umidita satura), cpinastia e flaccidezza di un lato
della pianta o dell’intera pianta seguono in pochi giomi portando alla rovina totale. In condizioni meno favorevoli
(temperatura al suolo inferiore a 21 °C) possono svilupparsi sullo stelo molte radici avventizie. Si pud osservare un cordone
di grasso lungo lo stelo che indica la necrosi del sistema vascolare. Quando lo stelo & tagliato trasversalmente, dai tessuti
vascolari bruni scoloriti dello stelo essudano gocee di liquids batterico bianco o giallastro.

2. Saggi rapidi per selesione preliminare

Un saggio di selezione preliminare facilita la formulazione di una diagnosi presunta. Usare uno o pin dei scguenti saggi:

Prova dell’essudato batterico sul fusto .

La presenza di Ralstonia solanacearum nei fusti di patata aventi foglie Fflaccide pud essere accertata mediante la’seguente
prova presuntiva. :

Tagliare lo stelo appena al di sopra del livello del suolo. Porre la superficie tagliata in un bicchiere contenente acqua. Poco
dopo, filamenti di mucillagine batterica coleranno spontaneamente dai fasci vascolari. Aliri batteri che causano infezione
vascolare nelle piante di patate non provocheranno questo fenomceno.

Rilevamento dei granuli di poli-beta-idrossibutirrato (PHB)
I granuli PHB nelle cellule di Ralstonia solanacearum sono resi visihili con 1a calarazione Bln Nila A o nero Sndan R

Preparare. uno striscio dell’essudato o della sospensione di tessuto su un vetrino ‘da microscopio oppure preparare uno
striscio di una coltura di 48 ore su YPGA o SPA (appendice 1). Preparare strisci di controllo positivo di un ceppo bio-
var 2, razza 3. Lasciare seccare. Passare rapidamente diverse volte Ja parte inferiore del vetrino sopra la fiamma fino a

quando lo striscio sia fissato.
Colorazione blu Nilo

1) Coprire lo striscio fissato con una soluzione acqosa all’1 % di blu Nilo A. Mantenere in incubazione per 10 minuti a
55°C.

2) Far sgocciolare la soluzione coforante. Lavare rapidamente sotto un getto leggero di acqua corrente. Eliminare Pacqua
in eccesso con carta bibula.
. :
. L . . R N L . . : e
3) Coprire lo striscio con una soluzione di acido acetico all’8 %. Mantenere in incubazione per 1 minuto a temperatura di
laboratorio. -
4) Lavare sotto un getto leggero di acqua corrente. Asciugare tamponando con carta bibula.

5) Riumidificare con una goccia d’acqua. Applicare un vetrino coprioggetto.

6) Esaminare lo striscio colorato con un microscopio 2 epifluorescenza a 450 nm in olio da immersione a 1 000
ingrandimenti, .

Osservare se vi,‘si!' una fh}orcsccnza arancio vivo dei granuli PHB. Osservare anche a Juce normal per accertare che i
granuli siano intracellulart ¢ che da morfologia della cellula sia tipica di Ralstonia solanacearum.

[
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

Colorazione nero Sudan

1) Coprire lo striscio fissato con una soluznonc allo 0,3 % di nero Sudan B in 70% di ctanolo. Mantcncrc in mcubaznone ‘

per 10 miinuti’ a tempcratura ambiente,

2) Far sgocciolare Ia soluzione colorante Lavare rapldamente in acqua corrente. Eliminare Iacqua in eccesso con carta
bibula.

3) Immcrgerc rapidamente lo striscio in xxlolo. Asciugare tamponando con carta bxbula.
Attenzione: Lo xilolo & un prodotto nocivo. Operare in ambiente provvisto "di cappa-a tiraggio forzato.

4) Coprire lo striscio con una soluzione acquosa di safranina allo 0,5% ( (p/v) e lasciare per 10 secondi a temperatura
" ambiente.

Altenzione- La safranina & un prodotto nocivo. Operare in ambiente provvisto di cappa a tiraggio forzato.

$) Lavarc SOLt0 un getto lﬁg;,exo di au]ua corrente, Asciugare tamponando con carta bibula. Applicare un vetrino
coprioggetto. ‘
N

6) Esaminare lo striscio colorato con un microscopio ottico a luce trasmessa con olio da immersione a 1000
ingrandimenti.
I granuli PHB in cellule di Ralstonia solanacearum si colorano di blunero. La parete della cellula si colora di rosa.

Altri saggi

Aluri sagei appropriati per la selezione preliminare sono la colorazione IF (sezione 11.2), il saggio Elisa (sezione 111.3) e il
saggio PCR {sezione II.4).

Procedimento di isolamento

Rimuovere I’essudato o le parti di tessuto cromaticamente alterate dall’anello vascolare del tubero di-patata e dai fasci
vascolari dello stelo delle piante di patata o di pomodoro. Sospenderlo in una piccola quantita di acqua distillata sterile o
in tampone fosfato a SO0 mM. Lasciare riposare per 5-10 minuti.

Della sospensione preparare almeno due diluizioni«decimali, 1/10 e 1/100, od altre se opportune,

Trasferire un volume standard della sospensione su un substrato nutritivo generale (NA, YPGA SPA, appendice 1) ¢/o sul
substrata di Kelman al tetrazolio (appendice 1) e/o sul substrato selettivo SMSA. (appendxce 7) e inseminare le piastre con
tecnica appropriata o con un’ansa, arroventandola tra un inseminamento e I'altro. Se viene usato SMSA, preparare a parte
una serie.di piastre con una coltura diluita in sospensione di cellule di Ralstonia sofanacearum di ceppo virulento biovar 2,
razza 3, come controlio positivo.

Mantenere le piastre in incubazione per 3 giorni a 28°C. L'incubazione pud essere prolungata fino a 6 giorni se la crescita
¢ lenta, ma le colonie su piastre di SMSA spesso divengono atipiche e muoiono.,

Sul terreno nutritivo generale gli isolati virulenti di Ralstonia solanacearum sviluppano colonic bianco-perlacee, piatte;
irregolari e fluide, spesso con caratteristici vortici.

Sul substrato di Kelman le colonie tipiche degli isolati virulenti di Ralstonia solanacearum sono fluide, irregolari, piatte,
bianco-fatte, con vortici color rosso sangue al centro. Le forme avirulente di Ralstonia solanacearum divengono butirrose
di color rosso scuro.

.

Sul substrato SMSA gli isolati v:rulenu di Ralstonia solanacearum qvxluppano colonie bianco latte, piatic, ircegolan © fluide
con centri color rosso sangue.

Le forme non virulente di Ralstonia solanacearum sviluppano colonie meno fluide che sone completamente di colore tra il
rosa € il rosso. .

Puriticare le colonie con morfologia caratteristica’mediante subcoltura su un terreno nutrivivo gencrale. Evitare' di face
subcolture ripetute che possono portare a perdita di virulenza.

< ge i
Saggi di conferma;. .

Identificazione di Ralstonia solanacearum
Identificare le colture pure di Ralstonia solanacearum con almeno uno dei seguenti procedimenti:
Saggi nutrizionali ed emeimatici - :

Nota: includere appropriati ceppi di controllo in ogni saggio che si effettua.
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Sono.universalihente. prescnti 0-assenti le seguenti proprieta fenotipiche. della Ralstonia solanacearum:

,Pfg‘m to, fliorescentes: Sy
llncluswm PHB +
I’rova OfFF O+E-
'Catalasxl . ’ .
Ossidasi di Kovacs . - . +
Riduzione dei nitrati .
Utilizzazione del citrato +

Crescita a 40°C . -

Crescita in NaCl dell't % - +
Crescita in NaCl del 2% -t
Arginina deidrolasi -
" Liquefazione della gelatina . -
ldrolisi dell’amido Co -
Idrolisi dell’esculina -

Produzione di levano -

Substrati e metodi _reperibili su Lelliott e Stead (1987).
Colorazione IF .

Preparare una sospensione di concentrazione. a 10° cellule per ml dalla coltura in esame-e da un ceppo di controllo
positivo. Preparare una serie di diluizioni 1:2 dell’antisiero. Applicare il procedimento IF (seznone M1, paragrafo 2). Il nitolo
IF della coltura in esame deve essere equivalente a quella del controllo positivo.

Saggio Elisa

Prepdrare tina sospensione di concentrazione superiore a 10° cellulé per mi dalta’ coltura in esame e da un ceppo di
controllo positivo, Applicare il procedimento Elisa (sczione III paragrafo 3). Il valore Elisa della coltura in esame deve
essere equivalente a quello del controllo positivo.

Saggio PCR

Preparare una sospensione di 10° cellule per m! dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Applicare la
PCR (sezione III, paragrafo 4). Il prodotto PCR della colcura in esame deve avere le stesse dimensioni e profilo enzimatico
di restrizione (REA) del controllo positivo.

Ibridazione fluorescente in situ (FISH)

Preparare una sospensione di 10° cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Applicare il
procedimento FISH (Van Beuningen et al., 1995) con il primer OLI-1 PCR (Seal et al., 1993). La coltura in esame deve
manifeStare fa stessa reazione del controllo positive. :

Profilo delle proteine

Le proteine cellulari totali denaturate vengono separate mediante elettroforesx in gel di poliacrilamide — PAGE (Stead,
1992a). . .

Profilo degli acidi grassi (FAP)

Far crescere la coltura in esame ¢ un ceppo di comrollo positivo per 48 ore a 28°C su TSA e applicare il procedimento
FAP (Janse, 1991“Stead 1992a; Stead, 1992b). Hl profilo della coltura in.csame deve essere identico a quello del controlio

positivo. In basealle condizioni specificate, gli acidi grassi cararteristici sono: 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H e 18:1
20H.

4.2, ’ Caratterizzazione del ceppo

La caratterizzazione dcl ceppo é opznonale, ma si raccomanda per ogni nuovo caso usando almcno uno dei seguenti
schemi:
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Determinazione delle biovar .

Ralstonia solanacearum & suddmso in. biovar in base alla capacitd di

(Hayward, 1964 & 1994).

produrre acidita da tre alcoli esosi e tre zuccheri

' Biovar
2 3. 5

Utilizzo di: .
— malrtosio + + .
— lattosio + + +
— cellobioso + + ¥
— mannitolo - N .
— sorbitolo - 4+ -
- dulcitolo - +
Ulreriori saggi differenziano la biovar 2 in sublenotipi (Haywuid, 1994):

Biovar 2 Biovar 2-A Biovar 2-T
utilizzo di trealosio - + +
utilizzo di inositolo + - .
utilizzo di D-ribosio - - +
attivitd pectolitica bassa bassa alra

Determinazione della razza

La razza (Buddenhagen et él., 1962) viene determinata con prova di patogeniciti su piante di pomodoro o melanzana ¢ su
piante di tabacco e con la reazione di ipersensibilita (HR) nelle foglie di tabacco {Lozano e Sequeira, 1970):

Razza(*}
- 1 .2 ' 3

Reazione in:

- piante di pomodoro melanzana avvizzimento nessuna reazione avvizzimento

— piante di tabacco avvizzimento nessuna reazione nessuna reazione

HR (12-24 ore) clorosi
(2-8 giorni)

— foglie di tabacco ' . : necrosi
(48 ore) e
avvizzimento (7-8 gg)-

(*) Non sono incluse la razza 4 {patogena su zenzero e su pochi altri ospiti) e la razza § {patogena solo su gelso).

La caratrerizzazione della razza in base ai saggi di patogenicitd o di ipersensibilita su tabacco pud non essere molto
affidabile ed allora pud essere dedotra dalla biovar e dall’ospite naturale di origine.

La-coltura in esame pud essere ulteriormente caratterizzata mediante le seguenti tecniche.

Impronte genomiche

La differenziazione molecolare dei ceppi nel complesso di Ralstonia solanacearum pué essere effettuata mediante:
— analisi RELP (Cook et al., 1989). '

— PCR su scquenze ripetute [REP-, ERIC- & BOX-PCR {Louws et al,, 1995; Smith ct al,, 1995)).

Prova di patogenicita

Questa prova ¢ intesa per confermare la diagnosi di Ralstonia solanacearum e per valutare la virulenza delle colrure
identificate come Ralstonia solanacearum. B

Preparare un moculo di 10° cellule per ml dalla coltura in esame e da un ceppo di controllo positivo. Inoculare 5-10 piznte
di pomodoro o melanzana preferibilmente allo stadio fogliare 3 (sezione lII, paragrafo 6). Mantenere in incubazione per
un massimo di due settimane a temperatura tra 22°C e 28°C ed alta umldxm relativa e innaffiare giornalmente. Tenere in
osservazione per sintomi di collasso e/o epinastia, clorosi e nanismo.

Effettuare isolamenti dalle pnnte smtomanche come segue:

- aspor(are una sezione da tessuti d| fusto, 2 cm sopra il punto di inoculazione,

~ ridurla a pczzqu, sospendere il tutto in un piccolo volume di'acqua distillata o di rampone fosfato SO mM, inseminare

in piastra, incubare e ¢ontrollare s¢ si sviluppano colonie di Ralstonia solanacearum.
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SEZIONE Il
RILEVAMENTO E IDENTIFICAZIONE DI RALSTONIA SOLANACEARUM IN CAMPIONI DI TUBERI DI PATATA

Nota: 1l campione standard & di 200 tuberi. Tuttavia il procedimeinto pud essere convenicutemente applicato anche a campioni aventi
meno di 200 tuberi. - '

1. Preparazione del campione per, i saggi

N.B.: 1l sedimento di centrifuga di estratto di patata ottenuto in questo” procedimento pud essere usaro ancl

. . . L . K e per il
rilevamento di Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. P

Procedere alle seguenti opzioni prima del saggio, se ritenuto utile.

1} Mantenere in incubaziene if campinne a 25-30°C per un massimo di' 2 sctiimane per favarire fa moltiplicarivon Ji
basse popoelazioni di Ralstonia solanacearum; i

if) Javare i tuberi in acqua corrente con disinfettanti ¢ detergenti appropriati. Far asciugare i tuberi all’aria
1.1. Rimuovere la buccia con un bisturi o con un coltello per orraggl intorno allombelico del twhers in modo da rendere
visibili 1 tessuti vascolari. Asportare accuratamente un piccolo cono (3-5> mm di diametro) di tessuto ‘\'1%L‘(|1r‘
It AaTe

dall’ombelico di ciascun tubero. Ridurre al minimo la quantita di tessuto non vascolare. Toglicre il cono ombelicale da
ciascun tubero de! campione. ‘

N.B.: L’esame viviso dei tuberi (sezione II, paragrafo 1) pud essere effettuato’ durante questa fase. Mettere da parte i
tuberi con sintomi gravemente marcescenti e saggiarli individualmente (sczione 11),

1.2. Raccogliere i coni ombelicali in un contenitore chiuso. 1 coni ombelicali dovrebbero preferibilmente essere

. f s o . S trattati
immediatamente. Se cid non fosse possibile, conservarli per non pitt di 24 ore o, a 4°C, non oltre 72 ore

1.3. Trattare i coni ombelicali in uno dei seguenti modi:

i) Trasferire i coni ombelicali in un contenitore idoneo.
Aggiungere un volume sufficiente di tampone di macerazione (appendice 2) per coprirc i coni.

Sminuzzare i Zoni in un Waring Blender o cun Ulua Thunax (o’ a completa omogeneizzazione. Fvitare
un’omogeneizzazione eccessiva. o '

Lasciar riposare il macerato per 15-30 minuti.
it} Trasferire i coni ombelicali in un contenitore idoneo.
Aggiungere un volume sut:ﬁcieme di tampone di macerazione per coprire i coni.
Porre il contenitore in un agitatore rotativo.
Mantenere in incubazione a 50-100 giri/m per 4 ore a 20-22°C ¢ per 16-24 ore a 4°C,

iii) Trasferire i coni ombelicali in un robusto sacchetto monouso (per esempio sacchetti da Stomacher di

dimens
105 mm x 150 mm, sterile per irradiazione). fmemn

Schiacciare accuratamente i coni- ombelicali con uno strumento appropriato, per escmpio un martello, fin, al

T . e )
raggiungimento della completa omogeneizzazione. >
Aggiungere un volume sufficiente di tampone di macerazicne sino a coprire | coni schiacciati.

Lasciar riposare il macerato per 15-30 minuti.

1.4. Estrarre i batteri dal macerato dei coni ombelicali in uno’ dei seguent modi.

i) Far decantare lentamente il macerato in una provetta da cenuifuga lasciando i frammenti nel contenitore o nel
sacchetto. Se il macerato decantato & molto torBido, centrifugare a non oltre 180 x g per 10 minug a una tcmpcruw;x
sacch § 3 atura
inferiore a 10°C. '

Centrifugare il macerato decantato o il sopranatante della prima fase di centrifugazione a 7000 « g pec 15 minuti o a
10 000 x g per 10 minuti a una temperatura jnferiore ai 10°C.

Scartare il s&}pranatante senza far muovere il sedimento.
{i} Filtrare il macerato con un sistema di filtraggio avente pori di dimensioni di 40-100 .
Accelare il filtraggio utilizzande una pompa a vuoto.
Raccogliere il filtrato in una provetta da centrifuga.
Lavare il filtro-con il tam’pone di macerazione.

Cent‘rifugﬁre il Blerato a7 000 x 'g per 15 minuti 0 a2 10000 x g per 10 minuti a una temperatura wferie ai
10°C. . T

Scartare il sopranatante senza far muovere il sedimento.
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1.5,

2.1,

2.2.

2.3.

Risospendere il sedimento in 1 ml di tampone per il sedimento da centrifuga (appendice 2).
Dividere in due parti uguali e trasferire-ciascuna parte in una microprovetta.
Urilizzare una microprovetra per la-prova. Conservare la parte di estratto non usata a 4°C durante il saggio.

Aggiungere 10-25% (v/v) di glicerolo sterile all’ahra microprovetta. Mescolare nel vortex. Conservare a ~18°C (per
settimane) o a —70°C {per mesi).

Colorazione di immunofluorescenza {IF)

Usare un antisiero per Ralstonia solanacearum, preferibilmente di biovar 2 razza 3. Determinare il titolo di una
sospensione di 10° cellule per ml da un ceppo omologo di Ralstonia solanacearum con un’appropriata diluizione del

coniugato di isotiocianato di fluoresceina (FITC), secondo le istruzioni del produttore. L’antisiero grezzo dovrebbe avere
un titolo IF almeno 1:2 000.

Utilizzare vetrini multipli per microscopio preferibilmente con 10 pozzetti di almeno 6 mm di diamerro.

Includere un controllo del coniugato ¥ITC e vn controllo. del tampone fosfato isotonico (PBS) su ciascon vetrino del
saggio. 1l saggio dovrebbe essere ripetuto con il controllo PBS incluso se viene notata qualche céllula positiva uel controllo
FITC. .

Preparare vetrini separati di controllo positivo con una sospensione di 10° cellule per ml da un ceppo di appropriata razza
biovar di Ralstonia solanacearum. Usare un vetrino in ciascuna serie di prove.

.
Preparace i vetrini di saggio con uno dei seguent procedimenti.

i) Per sedimento con relativamente poco amido:

Trasferire con una pipetta un volume standard misurato (15 ul & adeguato per un pozzetto di 6 mm di diametro —
aumentare il volume per pozzetti pia grandi) del sedimento risospeso su una fila di pozzetti. L’altra fila pud essere
usata come diiplicato o per un secondo campione, come illustrato nella figura 1.

ii) Per altri sedimenti:

Preparare diluizioni decimali (1:10, 1:100 ¢ 1:1 000) del sedimento risospeso nel tampone per sedimento. Trasferire
con una pipetta un volume standard misurato (15 ul & adeguato per un pozzetto di 6 mm di diametro — aumentare il
volume per pozzetti pid grandi) di sedimento risospeso su una fila di pozzetti, L'altra fila puo essere utilizzata come
duplicato o per in secondo campione, come illustrato nella figura 2.

Lasciare seccare le goccxolme Fissare le cellule batteriche al vetrino scaldando o passando alla fiamma o con etanolo al
95 %.

Procedimento IF

i) Secondo la preparazione del vetrino di saggio dx cut al paragra'fo 2.1 i)
Preparare una serie di diluizioni 1:2 del titolo (T) dell’antisiero nel tampone IF {appendice 3):
1/4 (T/4), 1/2 (T/2), pari al titolo e il doppio del titolo (2T).

ii) Secondo la preparazione del vetrino. di saggio di cui al paragrafo 2.1 ii):

Preparare la diluizione di lavoro (WD) dell’antisiera nel tampone IF. La diluizione WD & la diluizione dell’antisiero con
specificitd ottimale ed & abitualmente pari alla meta del titolo.

Figura 1
Preparazione del vefrino di saggio secondo i paragrafi 2.1 1) e 2,3 1)

Una diluizione standard del sedimento di centrifuga risospeso

T = Tirolo
FITC 74 T T 2T = Diluizion: 1/2
dell’annsiero
Campione 1 ® 1 @ [ X} @4 ® ;
Duplicato del
campione 1 o ; .
campione 2 & T @7 . 8 @ . 10
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Figura 2

Preparazione del vetrino di saggio secondo i paragrafi 2.1, ii) e 2.3. ii)

FITC Diluizione standard dell’antisiero
Puro Puro & 110 . m1o0 . 1/1 000 => Diluizione decimale del
) sedimento risospeso
Campione 1 @1 - @2 ®; ) @ Qs
Duplicato del v
campione 1 o
campione 2 @ @ LN @ ®10
2.3.1. Diéporre'i vetrini su carta bibula umida.

Coprire i pozzetti di saggio con la {le) diluizione (i) di antisiero. Mettere PBS sui pozetti FITC. 1l voldme di antisicro messo
sui pozzetti deve cssere cquivalente al volume di estratto. '

2.3.2. Mantenere in incubazione sotto copertura per 30 minuti a temperatura ambiente.

2.3.3.ds Scuotere via le goccioline di antisiero dal vetrino-e sciacquare accuratamente con tampone IF. Lavare per 5 minuti con

tampone IF Tween e poi per 5 minuti nel tampone IF (appendice 3).
Eliminare accuratamente 'umidita in eccesso con carta bibula e lasciar asciugare i pozzetti.
2.34. Disporre i vetrini su carta bibula umida.

Coprire i pozzetti di saggio e il pozzeito FITC con la diluizione di coniugato di FITC utilizzato per determinare la
concentrazione. Il volume di coniugato messo sui pozzetti deve esse¥e identico al volume dell’antisicro.

2.3.5. Mantenere in incubazione sotto copertura per 30’minuti a temperatura ambiente.
2.3.6. Scuotere via le goccioline di coningatn dal virrina Sciacquare e lavare come in precedenza (paragrafo 2.3.3).
Rimuovere accuratamente Iumidita in eccesso.
2.3.7. Trasferire con una pipetta 5-10 ul di tampone fosfato 0,1 M '.\ggiun(o. di glicerina o simile liquido di montaggio su ciascun

pozzetto ¢ applicare un vetrino coprioggetti (appendice 3).

2.4, Lettura della colorazione IF.
Esaminare i vetrini con-un microscopio a epifluorescenza dotato di filtri idonei all’eccitazione del FITC, in olio di
immersione, a $00-1000 ingrandimenti. Esaminare attentamente i pozzetti lungo due diametri ad angolo retto ¢ lungo il
perimetro.

Esaminare anzitutto il vetrino del controllo positivo. Le cellule devono avere fluorescenza brillante ed essere colorate
interamente. ’

Nota: il saggio deve essere ripetuto se la colorazione & abberrante.

Passare ora ad osservare i vetsini di saggio. Verificare prima I'assenza di cellule fluorescenti nei pozzetti di controlio PBS e
FITC. Cellule fludrescenti nel controllo FITC indicino un legame non specifico del coniugato a aurofluorescenza o
contaminazione. '

Nota: in questo caso ripetere il saggio.

Verificare la presenza di cellule fluorescenti brillanti con morfologia carautéristica di Ralstonia solanacearum nej pozzetti di
saggio. L'intensita della fluorescenza deve essere equivalente al ceppo di controllo positivo con la stessa diluizione di
antisiero. Le cellule con colorazione a. pelle di leopardo o incompleta o con debole fluorescenza devono essere

! a] ! ! : ¢ gnorate, a
meno che non siano numerose. (Vedi interpretazidne del risultato della colorazione IF). o

Interpretazione del risultato 'della colorazione IF

i) Per ciascun campione in cui non vengono trovate celtule fluorescenti brillanti con morfologia carateeristica il sa‘ggio IF
€ negativo.!

ii) Per ciascun"campione in cui vengono trovate cellule fluorescenti brillanti con morfologia caratreristica, determinare il
numero medio di cellule per campo ottico e calcolare il numero di cellule (N) per m! di sedimento centrifuga risospeso
(appendice 4). .

Una popolazione approssimativamente di 10° cellule per millilitro di «pellet» in sospensione deve essere considerata
quale limite per la diagnosi secondo il metodo dellimmunoflorescenza:

—. per i campioni con N > 10% i saggio IF & positivo,

N .
-— per i campioni con/N < 193, il saggio IF pud essere considerato positivo,
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3.1

3.2.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

4.1.

iii) Sc $i trova un elcvato numero di- cellule (> 10° cellule/ml) aventi ﬂuoresccnza mcompleta o debolc ad una dlluxznonc
di antisieto pan al nco]o, sn déve fare un sccondo saggio basatd:.

— su un differente principio bnolognco ' ’ : : .

— o0 npetere la colorazione IF con un altro antisiero o una dllumone decimale del sediménto.

Saggio immunoenzimatico (Elisa)
(Secondo Robinson Smith et al., 1995)

Usare un antisiero per Ralstonia solanacearum, preferibilmente di razza 3 biovar 2. Determinare il titolo su una
sospensione di 10° cellule per ml dal ceppo omologo di Ralstonia solanaccarum. |

E consigliate Puso di piastrc da microtitolazione MUNC Polysorp.
Includere un controtlo negativo di estratto di patata e un controllo con tampone fosfato isotonico (PRBS).
Usare una sospensione, di concentrazione superiore a 10% cellule pec ml di una razza biovar appropriata di Ralstonia

solanacearum come controllo positivo. Eseguire la prova come per il (i} campione(i), ma tencndo una netta sepamzxone dei
campioni sulla piastra da microtitolazione. -

Trasferire con una pipetta 100-200 ul del sedimento risospeso in una micraprovetta.

Scaldare per 4 minuti a 100 °C. Trasferire la microfiala su ghiaccio.

Aggiungere un volume equivalente di tampone di rivestimento carbonato a doppia forza {(appendice 5). Mescolare in
agitatore.

Applicare a ciascuno di almeno due pozzeti della piastra da microtitolazione, aliquote di 100 ul. Mantenere in
incubazione per 1 ora a 37 °C o per una notte a 4 °C.

Dare dei colpetti per cspcilcre gli estratti dai pozzetti. Lavare i pozzetti tre volte con PBS-Tween (appendice S), lasciando
Iultima soluzione di lavaggio nei pozzetti per almeno 5 minuti.

Preparare la diluizione appropriata di antisiero di Ralstonia solanacearum in un tampone di bloccaggio (appendice §).
Applicare ai porzetti 100 ul di diluizione di antisiero.

Mantenere in incubazione per 1 ora a 37 °C.

Dare dei colpetti per espellere 'antisiero dai pozzetti. Lavare i pozzetti come in precedenza (paragrafo 3.4).

v Preparare la diluizione appropriata di coniugato di fosfatasi alcalina nel tampone di bloccaggio. Applicare 100 ul di

diluizione di coniugato ai pozzetti.

Mantenere-in incubazione per 1 ora a 37 °C.
Dare dei colpeni per espellere il coniugato dai pozzetti. Lavare i pozzetti come in precedenza (paragrafi 3.4 e 3.6).

Preparare la soluzione di substrato per la fosfatasi alcalina (appendice 5). Apphcare 100 el ai pozzetti. Mantenere in
mcubazxonc da 30 minuti.a un’ora al buio a temperatura di laboratorio.

Leggere Passorbimento a 409 nm.

Interpretazions del saggio Elisa
1l saggio Elisa & negarivo se la densita orrica (D.Q.) del campione & minore di*2xD. O del controllo negativo.

1l saggio Elisa & posmvo se la densitd ottica del campione & maggiore di 2xD.0. del controllo negarivo.

Reazione a' catena del DNA polimerasi (PCR)
(Secondo Seal et al., 1993)

N.B.: Durante tutte Je fasi di preparazione della PCR ¢ le relative manipolazioni devono essere utilizzate pipette munite di
filtro.

Preparare una sospensione di 10° cellule per mi da un ceppo di razza 3, biovar 2 di-Ralstonia solanacearum come
controllo positivo. Eseguire il saggxo nello stesso modo del {dei) campione (i).

Trasferire con una plpettq 100 ul dcl sedimento risospeso in una mncro provetta.

In altcrnanva,xrafcnrc 90 pl del sedimento risospeso in una microprovesta contenente 10 ul di WaOH 0,5 M. Mescolare
invertendo ripetutamente la mictoprovetta.
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4.%. Scaldare per 4 minuti a 100 °C. Trasferire Ja microprovetta immediatamente in ghiaccio.
43! Preparare almeno due diluizioni decimali, per esempio 1:10 ¢ 1:100, o di pitt — se si ritcnkgonvc') opportune — in acqua
distillata sterile o ultrapura (UPW).
4.4. Preparare la miscela di reazione PCR (appehdice 6) in una provettina sterile aggiungendo i seguenti componenti nell’ordine
indicato. 3 .
Per un ublume di reazione di 50 pl
Componente "Quantitd Concentrazione
finale
Acqua distillata sterile 30,8 pl-33,8 ul
o LIPW
10xtampone PCR ) 5,0 ul o Ix
d-ATP 1,0 ul 0,2 mM
4-CTP 1,0 0,2 mM
d-GTp 1,0 wl 0,2 mM
d-TTP 150 ul 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 2,5 ul 1M
Primer Y-2 (20 uM) 2,5 ul 1 uM
Taq Polimerast {SU/ul) 0,2 pl 1,0 U
Volume totale 45 wl-48 ul
Per pit reaziont .
Calcolare la quantita di ciascum componente per il numero voluto di reazioni.
Miscelare i componenti e trasferire 45-48 ul della miscela in provettine da PCR sterili.
Tenere le provertine con fa miscela di reazione PCR in ghiaccio.
Per volumi di reazione di 28 ul:
ridurre conseguentemente i componenti.
4.5. Amplificazione della-PCR
4.5.1. Facoltativo! Centrifugare a impulsi le provettine con il campione bollito e il controllo positive.
Aggiungere nelle provettine la miscela di reazione PCR e nell’ordine specificato, 2-5 ul del (i) campione (i), del controllo
acqua e del controllo positivo. Porre le provettine nel blocco di riscaldamento della macchina per cicli termici DNA.
C4.5.2. Eseguire il seguente programma:
1 ciclo di:
i} 2 minuti a 96 °C: denaturazione déllo stampo
50 cichi diz
i) 20 sccondi a 94 °C: denaturazione
i) 20 secondi a 68 °C: appaiamento dei primer
iv) 30 sccondi a 72 °C: allungamento della copia
1 ciclo di: ‘
v) 10 minuti a 72 °C: ulteriore allungamento
1 ciclo dit ’
vi) wanenere a 4 °C
N.B.: Questi sono i parametri di un apparecchio Perkin Elmer 9600. Altre macchine per cicli termici possono richiedere
una copertura di olio nelle provettine di reazione PCR e/o modifiche della durata delle fasi ii), iii) e iv) nel profilo di
amplificazione. ’ ’
4.5.3. Togliere le p}m:?enine datla macchina per cicli termici. Analizzarg il prodotto della PCR. Se non lo si fa immediatamente,
mantenere le fiale a 4 °C per un uso nello stesso giorno o a2 ~18°C se devono essere conservate piu a lungo.
4.6. Analisi del prodotto della:PCR
I framment prodotti dalta PCR vcngom} evidenziati mediante elettroforesi in gel di agarosio ¢ ¢olorazione con etidio
bromuro. .
4.6.1.

Preparare un gel appropeiato di agarosio portando lentamente a ebollizione Pagarose in tampone dielettioforesi triacerato
(TAE).
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4.6.2, Raffreddare 'agarosio fuso a 50-60 °C, versarlo nello stampo dell'unitd di elettroforesi e inserire il pettine. Lasciare
solidificare. : : :

4.6.3. Togliere il pectine. Immergere il gel in TAE in modo che sia appena coperto {2-3 mm) con il tampone.

4.6.4. Mettere goccioling da 3 wl di tampone di caricamento su. parafilm. Aggiungere 12 pl del prodotto della PCR di ciascun
campione, del prodotto positivo ¢ del controllo acqua e mescolare aspirando piano con la punta della pipetra prima di
caricare. I volumi stabiliti possono essere modificati per adeguarsi alla capacita dei pozzetti nel gel di agarosio.

4.6.5. Caricare accuratamente i pozzeiti del gel. Includere come riferimento un marcatore DNA appropriato in almeno un
pozzetto, -

4.6.6. Collegare i fili all’alimentatore di corrente e alla cella per Pelettroforesi. Artivare il gel a 5-8 Viem fino a quando il fronte
dell'indivatore della corrente superficiale si trovi a meno di 1 cm dalla fine del gel. :

4.6.7 Spegnere Palimentatore. Scollegare i tili dalla cella per Pelettrotorest. Rimiovere accuratamente il gel. Immergerlo in una
soluzione di etidio bromuro per 30-45 minuti.

N.B.: Usare guanti usa c getta ogni velta chie si manipola Petidio bromuro poiché si tratta di un potente mutageno.

4.6.8. Decolorare in acana distitlara per 10-15 minuri.

4.6.9. Visualizzare il (i) frammento (i) amplificato (i} di DNA con transilluminazione UV. Il prodotto PCR di Ralstonia
solanacearum con primer OLL-1 e Y-2 ha una tunghezza di 288 bp. Confrontare con il marcatore DNA e con il controllo
positiva,

N.B.: 1l controllo acqua deve essere comunque negativo. Se positivo, ripetere la prova.

4.6.10. Fotografare il gel se & richiesta una documentazione permanente.

4.6.11. Confermare 'autenticita del frammento amplificato con 1’analisi di restrizione  enzimatica {REA).

4.7. Analisi Ji restrizione enzimatica (REA).

4.7.1. Trasferire 8,5 ! di prodotto della PCR (paragrafo 4.5.3) in una nuova microprovetra. Aggiungere 1 ul di 10x tampone
enzimatico ¢ 0,5 ul' di enzima di restrizione Avall.

4.7.2. Miscelare aspirando piano nella cima della pipetta. Se rimangono gocce sulle pareti della fiala, far ruotare a impulsi in una
microcentrifuga. Mantenere in incubazione per 1 ora a 37 °C.

4.7.3. Analizzare il frammento della PCR digerito con elettroforesi in gel di agarosio come in precedenza (paragrafo 4.6).
Interprevazione del risultaro della prova PCR
La prova PCR & negativa se non si evidenzia la presenza del caratteristico frammento di 288 bp, mentre il frammento ¢
rilevato per il ceppo di controllo positivo di Ralstoma solanacearum. :

La prova PCR ¢ positiva se si evidenzia il frammento di 288 bp e 'analisi REA di questo frammento da risultaci wdentici o

quello prodotro dal ceppo di controllo positivo di Ralstonia solanacearum.

5. Isolameanto selettivo in piastra
{Secondo Elphinstone et al., 1996)

5. Eseguire {a prova con una tecnica appropriata di diluizione in piastra, per esempio come segue:

1} Preparare almeno due diluizioni decimali, per esempio 1:10 e 1:100, del sedimento risospeso nel tampone
sedimento. Lrasferire con una pipetta un volume srandard misurato (50-100 ul) del sedimento 1isospeso © ciasana
diluizione su substrato sclettivo SMSA modificato {appendice 7) e distribuirlo con up bastoncine di verro sull'inters
supcerficie del substrato.

S¢ ritenuto utile, inseminare il sedimento risgspeso con ansa ‘da 10 ul in aree successive. Arroventare alla fiamnia
Uansa tra una inceminazione e I'alera.

ii) Trasferire un volume standard misurato (S0-100 p1) del sedimento risospeso sul substrato seletrivo SMSA modificato ¢
inseminarlo con un bastoncino di vetro sull’intera superficie del mezzo. Far scorrere il bastoncino senza esporlo alia
fiamima su almeno altre 2 piastre di SMSA modificato.

5.2 Inseminare, con la stessa tecnica di diluizione in piastra, una sospensione di 10 cellule per ml di un ceppo razza 3, biovar
2 di Ralstonia solanacearum come controllo positivo su una serie di altre piastre di SMSA modificato.

53 Tenere i incubazione le piastre a 28 °C. Cominciare a leggere le piastre dopo 3 giorni. Se il risultato & negativo,
Mmantenere ancora in incubazione fino a un massimo di 6 giorni. Gli isolati virulenti di Ralstonia solanacearum sviluppano
colonic di color bianco-latte, biatte, irregolari e fluide con centri distinti di colore rosso sangue chie mostrano delle striature
interne e dei vorticiy

5.4

Purificare le colonic a morfologia caratreristica con subcoltura su un mezzo nutritivo generale (appendice 1).
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6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

7.1,

7.2.

7.3.

Mentificare e colture pure (sezione I, paragrafo 4.1) ¢ confermare che le colture siano di Ralstonia‘solanacearum con una *
prova di patogenicica (sezione 11, paragrafo 4.3).. ; : . ;

Interpretazione del risultato dell’isolamento selettivo in piastra

L’isolamento selettivo in piastra & negativo se non si trovano colonie dopo sei giorni © se non si trovano colonie
caratteristiche di Ralstonia solanacearum, purché non si sospetti inibizione da parte di colonie di altri batteri e che nel
controllo positivo trovino le caratteristiche colonie di Ralstonia solanacearum. :

L’isolamento in piastra & positivo se si trovano colonie caratteristiche di Ralstonia solanacearum
p P .

Saggio biologico

{Sceondo Jansy, 1988)

Usare 10 piante, di saggio (piantine suscettibili di pomodoro o di melanzana

) ciascuna allo stadio di tre foglic vere. Non
. . . . . . o N
innaffiare le' piante nelle 24 ore precedenti I'inoculazione.

Distribuire 100 ul di sedimento risospeso tra le piante. Inoculare il fusto tra i cotiledoni e in uno o due aleri punti.

. - . L6 .
Inoculare, con la stessa teenica, 10 piantine con vna sospensione 'di 10° cellule per mi di un ceppo di Ralstonia

solanacearum di razza 3, biovar 2 come controllo negativo. Separare le piante del controllo positivo dalle altre per evitare
contaminazione.

Far crescere le piantine a una temperatura di 22 °C ¢ 28 °C per quattro sectimane ad alta umidita relativa con innaffiature
giornaliere. Vedere se si sviluppano sintomi di collasso, epinastia, clorosi e/o rallentamento della créscita.

Fare isolamenti dalle piante infertate (sezione II). Identificare le coltre pure con morfologia caratteristica (sezione II,
paragrafo 4.1) e confermare le colture positive con una prova di patogenicita (sezione 11, paragrafo 4.3)

Se si ritiene utile, verificare P'assenza di infezione nei lotti di piante asintomatiche usate per fa prova. Rimuovere da
ciascuna pianta una sezione di 1 cm di tusto a 2 cm al di sopra del punto di inoculazione. Omogeneizzare i tessuti in un
tampone di macegazione. Effetruare I'isolamento per diluizione in piastra paragrafo 5.1). Se positiva, identific
con morfologia caracteristica (sezione 1I, paragrafo 4.1)
di patogenicita (sezione 11, paragrafo 4.3).

< are Je colwure
e confermare le colture di Ralstonia solanacearum con una prova

Interpretazione del risultato del saggio biologico
1l saggio biologico & negativo se le piante inoculate non risultano infettate da Ralstonia solanacearum,

1 saggio biologico & positivo se le piante inoculate risultanc infettate da Ralstonia solanacearum.

Prove di arricchimento

(J. G. Elphinstone et al.,, 1996}

Trasferice 100 ul del sedimento di centrifuga risospeso in 3 ml d(e:l brodo SMSA modificato (appendice 7).

Mantenere in incubazione per 48 ore e, comunque, non oltre 72 ore a 28 °C con il tappo della provetta non chiuso
per{vuamente per consentire Vaerazione. '

Chiudere bene il tappo e mescolare nel vortex. Prendere frazioni del liquido per la colorazione IF {}

: ) & presente sezione,
paragrafo 2), il saggio Elisa (la presente sezione, Jparagrafo 3), efo per fa PCR (la presente sezione,

parageato 4),

Prova di patogenicita

Si faccia riferimento a sezione I, paragrafo 4.3.
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Appendicé 1
Substrati nutritivi per Pisolamento e la coltura di Ralstonia solanacearum
Agar nutritivo kNA) ' B
Agar m;(ritivo {Difco) . 23 g '
Acqua distillata - 1 litro

Preparare volumi da mezzo litro del terreno in matracci da 1 litro.
Disciogliere gli ingredienti.
Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minuti.

Portare a 3U"C. Versare nelle piastre.

Lievito peptone glucosio agar {YPGA)

Estratto di lievito (Difco) Sg
Bacto peptone {Difco) - : : Sg
D(+) glucosio {monoidrato) 10 g
Bacto Agar (Difco) 15 g
Acqua distiliata » : 1 lirro

Preparare volumi da mezzo litro del terreno in matracci da 1 litro.
Disciogliere gli ingrelienti.

.
Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minuti.

Porrare a 50°C. Versare nelle piastre.

Saccarosio-peptone-agar (SPA)

Saccarosio N 20¢g
Peptone ‘ Sg ‘
K,HPO, 0,5¢g
MgS0,7H,0 0,25 g
Bacto Agar (Difco) . 1l5 g
Acqua distillata 1 litro

Preparare volumi da mezzo litro del terreno in matracci da, 1 litro.
Disciogliere gli ingredienti. Se necessario, regolare a pH 7,2-7,4.
Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minati.

Portare a 50°C. Versare nelle piastre.

Substrato Kelman al tetrazolio

Casaminoacidi (Difco) lg
Bactopeptone (Difco) * 10 g
Destrosio ) ' Sg
Bacto Agar (Difco) , 15 ¢
Acqua distillata ] 1 litro

Preparare volumi da mezzo litro de! terreno in matracci da 1 litro.
Disciogliere gli ingredienti. Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minuti.

Portare a 50°C,

Aggiungere una soluzione acquosa di cloruro di trifeniltetrazolo (Sigma), sterilizzata per filtrazione, fino a

concentrazione finale di 50 mg/litro.

Versare nelle piastre.
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Appendice 2
Materiali.per la preparazione’ del campione
Tampone di maceeagione: tampone focfata SO mM, pH 7,0

Questo tampone & impiegato per la macerazione dei tessuti.

Na,HPQO, 426 ¢
KH,PO, 272
Acqua distillata ‘ 1 litro

Disciogliere gli ingredienti e controllare il pH. Distribuire secondo opportunita. Sterilizzare in autoclave a
121° per 1§ minuri.

Quando, si effertua la PCR diretta, ¢ raccomandabile aggiungere il 5% di Polivinil;)irrolinone p.m. 40 000
(PVP-40), per limitare Peffetto inibitore sull’amplificazione dovuto alla presenza delle molecole aromatiche
nell’estratto.

Quando si adoperano i} wiscelatore Waiing o il procedisnento di omogeuiczazione Ulaa Turrax per la
macerazione dei coni ombelicali delle patate, si raccomanda di aggiungere un deflocculante, un antischiuma
od un antiossidante.

Lubrol in scaglie 0,5 g par liro
Antischiuma DC al silicone 1,0 ml par litro
Pirofosfato tetrasodico 1,0 g par litro

Sterilizzare separatamente in autoclave. Aggiungere fino alla concentrazione. desiderata.

Tampone per il sedimento: tampone fosfato 10 mM, pH 7,2

Questo tampone va impicgato. per riportare in sospensione e-diluire il sedimento di centrifuga ottenuto dai
coni ombelicali.

Na,HPO,12H,0 T27g
NaH,PO2H,0 . 0,4 g
Acqua distillata 1 litro

Disciogliere gli ingredienti e verificare il pH. Distribuire secondo opportunita. Sterilizzare in autoclave a
121°C per 15 minuti.

Appendice 3
Materiali per il saggio IF
Tampone IF: soluziane ficinlagica rampanara al fasfata (PBS), 10 mM, pH 7,2

Questo tampone viene impiegato per la diluizione degli antisieri.

Na,HPO,12H,0 2,7 g
Nduzromxlo 0,48
NaCl 8,0 ¢
Acqua distillata 1 litto

Disciogliere gli ingredienti e verificare il pH. Distribuire secondo opportunira.

Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minuti.

Tampohe IF — Tween

Qixesto tampone viene impiegato per lavare i vewrini. Aggiungere lo 0,1% di Tween 20 al tampone [F.
Glicerolo tamponato al fosfato 0,1 M, pH 7,6

Questo tampone viene impiegato come fluido di montaggio sui pozzetti dei vetrini 1F, per incrementare la

fluorescenza

Na,HPO412H,0 328
NaH,PO2H,0 0,15 g
Glicerolo 50 ml
Acqua distillata 100 mi

47 —



4-5-2000

GAzZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA

Serie generale - n. 102

Appendice 4
Determinazione del livello di contaminazione nclla prova IF

Supetficie del pozzetto (S) del vetrino muitiplo per immunofluorescenza

_nD?

4

dove: D = diametro del pozzetto.
Superficie del campo (s) dell’obiettivo

xd
4

dove: d = diametro del campo.

Calcolare d misurando direttamente o mediante le seguenti formule:
xil
s = o
G K x4
dove i = coefficiente di campo (dipende dal tipo di oculase e varia da 8 a 24),
K = coefficiente del microscopio (1 o 1,25},

G = ingrandimento dell’obiettivo {100x, 40x, ecc.).

Dalla (2)'si ricava:

Conteggiare il numero di cellule TF tipiche per campo {c).

Calcolare il numero di cellule IF tipiche per pozzetto (C).

Calcolare il numero di cellule IF tipiche per m! di precipitato (N) '

1000
y

N = Cx x F

dove y = volume del precipitato sul pozzetto,
F

fattore di diluizione del precipitato.
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Appendice 5

Materiali per il saggio Elisa

Tampone di ricopertura al carbonato (pH 9,6), a doppia forza

Na,CO; 6,36 ¢
NaHCO, , 11,72 g
Acqua distillata : ‘ 1 litro

Disciogliere gli ingredienti e controllare il pH. Suddividere in aliquote secondo convenienza.

Sterilizzare in autoclave a 121°C per- 15 minuti.

Se Pestratto contiene una percentuale elevata di molecole aromatiche, si pud aggiungere solfito sodico come

antiossidante, fino a copcentrazione dello 0,2%.

Soluzione fisiologica tamponata al fosfato (Phosphate Buffered Saline,"PBS) 10 x,

pH 7,4

Nadl 80 g
KH,PO, ’ , 2
Na;HPO, 12H,0 29 g
KC : 2g
Acq;.xa distillata 1 litro

Disciogliere gli ingredienti e verificare il pH. Suddividerc in aliquote secondo convenienza.

Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minuti.

Soluzione fisiologica tamponata fosfato Tween (PBS-T)

PBS 10 x 100 ml
Sotuzione al 10% di Tween 20 5 ml
Acqua distillata 895 ml

Tampone bloccante (anticorpi) {(da preparare al momento dell’uso)

PBS 10 x 10 ml
Polivinilpirrolinone {44000 MWT) (PVP-44) 2¢

Soluziene al 10% di Tween 20 0,5¢g
Polvere di latte 0,5 g
Acqua distillata q.b. a 100 ml

Soluzione substrato fosfatasi alcalina pH 9,8
Dietanolammina . 97 ml
Acqua distllata ) 800 ml

Mescolare e regolare a pH 9,8 con HCI concgntrato.
Porrtare a 1 litro acqua distillata.

Aggiungere 0,2 g di MgCl,.

Disciogliere .:g‘iu'e compresse di substrato 5§ mg pasticche alla fosfatasi (Sigma) per ogni 15 ml di soluzione.
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Appendice §
Materiali per la prova PCR

Sequenze dei primer:

primer OLI-1 .Sl’-GGGGGTAGC'ITGCTACCTGCC-Zy’
primer Y-2 5"-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTJ'
Seal et al. {1993).

Appendice 7
Materiali per isolamento selettivo su piastra

Substrato selettivo SMSA (Engelbrecht, 1994, modificato da Elphinstone et al., 1996)

Terreno di base

Casaminoacidi (Difco) 1g
Bactopeptone (Difco) 10 g
Glicerolo S5 ml
Agar (Difco) ' 15 ¢
VAcqua distillara 1 litro

Preparare volumi da mezzo litro in matracci da 1 litro.

Disciogliere gli ingredienti ¢ verificare il pH. Se necessario, prima di sterilizzare in autoclave regolare il pH a
€,5. Su un terreno a pll > 7,0 Ralstonia solanaccarum non si svilupperebbe adeguatamente.

Sterilizzare in autoclave a 121°C per 15 minuti.
Portare a 50°C.

Aggiungere i seguenti ingredienti (tutti di produzione Sigma), in modo da ottenere le concentrazioni finali
specificare: :

Cristalyioletto 5 mg par litto .

Polimixina B solfato 100 mg par litro {circa 600 000 unita) Sigma P-1004
Bacitracina{”) 45 mg pat liro {circa 1 Z>0 unitd) Sigma B-0125
Cloramfenicolo 5 mg par litro Sigma C-317S
Penicillina G 0,5 mg par litro (circa 825 unitd) © Sigma P-3032
Sali di tetrazolio 50 mg par litro ‘

Disciogliere gli ingredienti in etanolo al 70% fino 3lle concentrazioni indicate per'il volume di terreno
preparato. Per disciogliere alcuni ingredienti {polhixina B e cloramfenicolo) & necessario riscaldare
leggermente ed agitare, .

Brodo SMOJA (Eiphinstone et al., 1996}, ma elimipando 'agar o i sali di tetrazolio.
‘.‘~.“ . . .' N . .o .
Preparare come pet!il terreno selettivo SMSA, eliminande Pagar o i sali di tetrazolio.

Distribuire in porzioni da 3 ml, in provette a perdere «Universal» da 30 mi.

e
(*) Se necessario, aumentando la aoncentrazione della bacitracina fino a 300 ppm si pud ridurre Ia contaminaztong da
barteri saprofiti senza ridurre il recupero di Ralstonia solanacearum.

P
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' ALLEGATO HI

1. Per ogni presenza sospetta per la quale le prove di screening, eseguite _5C60ﬂd0 il metgdo appropriato di
cui all’allegato. II nel caso ‘del materiale vegetale clencato, oppure, in tutti gli altri casi, secondo un
qualunque altro metodo ufficialmente approvato, abbiano dato un risultato positivo, di cui si attende la

conferma o la smentita attraverso I'applicazione completa del metodo stesso, & necessario mantenere ¢
conservare in condizioni adeguate, fino al termine delle prove:

— ove poss'ibile, la partita o parte di essa (da cui & stato prelevato il campione) nel suo imballaggio
originale, con Petichetta,

— ove possibile, la parte rimanente dei campioni,

— ogni estratto residuo ed ogni ulteriore materiale (es.: vetrint di immunofluorescenza) preparato in
vista delle prove di screening,

ed inoltre:. |

— twtta la documentazione.

2. Qualora venga confermata la presenza dell’organismo nocivo, & necessario mantenere e conservare in
condizioni adeguate, per almeno un mese dalla procedura di notifica di cui allarticolo 5, paragrafo 2:

— il materiale di cui al paragrafo 1,

— un campione del matcriale infetto di pomodoro o melanzana infetto inoculato con il tubero o con
I’estratto, se del caso, ed inoltre:

— la colwura isolata dell’organismo nocivo.

ALLEGATO IV

Gh accertamenn di cu all’articolo 5, paraprato 1, lettera a), punto 1), comprendono i seguenti elementi, se
del caso: ’ :

luoghi di produzione,

dove sono o sono state cohivate patarc in rclazione clonale con patatc risultate infeue dall'organising
nocivo, :

dove sono o sono stati coltivati pomodori che provengono dalla stessa fonte dei pomodori risultati
infetti dall’organismo nocivo,

dove sono o sono stati coltivati patate o pomodori posti sotto controllo ufficiale per sospetta
presenza dell’organismo nocivo, : '

dove sono o sono stati coltivati partate in relazione clonale con patate coltivate in luoghi di
produzione sospetti di infestazione da parte dell’organismo nocivo, :

dove vengono coltivate patate o pomodori e che sono ubicati in vicinanza di luoghi di produzione
infestati, comprest quelli dove vengono condivisi attrezzature di produzione e impianti, sia directa-
mente, sia attraverso un imprenditore comune,

dove Pirrigazione o Pirrorazione siano praticate con acque superficiali originarie di qualunque fonte
confermata o sospetta di infestazione da parte dell'organismo nocivo,

che per l'irrigazione o lirrorazione condividono acque superficiali di qualsiasi origine con luoghi di
produzione dove I'infestazione da parte dell’organismo nocivo & confermata o sospertta,

e sunu inondad L sunv stati inundati con acgue superficiali conferimate v sospette Jdi infestazione
da parte dell’organismo nocivo,

i1} acque superficiali impiegate per lirrigazione, Pirrorazione o I'inondazioné di uno o pid terreni o luoghi
di produzione;dove Pinfestazione da parte dell’organismo nocivo & confermata.
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" ALLEGATO V.

: . ' . - -
1.- La determinazione de)l’entita della contaminazione probabile di cui all’articolo 5, paragrafo 1, lettera a),

punto ii) e lettera c), punto iii), comprende i seguenti elementi, se del caso:

— materiale vegetale elencato colrivato in un Juogo di produzione dichiarato contaminato ai sensi
dell’articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto ii);

— luogo o luoghi di produzione che abbiano un collegamento nel ciclo produttive con il materiale
vegetale elencato dichiarato contaminato ai sensi dell’articolo S, paragrafo 1, lettera a), punto ii),

‘compresi quelli dove vengono condivisi macchinari e dispositivi di produzione direttamente o
attraverso un mmprenditore comune;

- materiale vegetale elencato prodotto in un luogo o nei luoghi di produzione di cui al precedente
trattino, o presenti in tale luogo o luoghi di produzione durante il periodo in cui il materiale vegerale
elencato dichiarato contaminato ai sensi dell’articolo $, paragrafo 1, Iertera 4), punto 1i), era presente
nei luoghi di produzione di cui al primo trattino;

— magazzini adibiti alla manipolazione del materiale vegetale elencato proveniente dai luoghi di
produzione di cui sopra;

— macchinari, veicoli, contenitori, magazzini, o relative parti, e qualsiasi altro oggetto, compresi i
materiali d’imballaggio, che possano essere venuti a contatto con il materiale vegetale elencato
dichiarato contaminato ai sensi dell’articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto ii);

— materiale vegetale elencato immagazzinato 0 entrato in contatto con una qualsiasi delle strutture o
degli oggetti elencati nel precedente trattino prima della pulizia e della disinfezione di tali strutrure
od oggetti;

— dopo gli accerramenri e gh esami di cui all'articolo 5, paragiafo 1, lewera a), punw i), vel caso delle
patate, tubeti o piante con una relazione clonale parentale o collaterale ¢, nel caso dei pomodori,
piante con la stessa fonte del materiale vegetale elencato dichiarato contaminato ai sensi dellarti-

“colo S, paragrafo 1, lettera a), punro i), ¢ per le quali, m malgrado abbiano dato risultad negativi nei

test per Pindividuazione dell’'organismo nocivo, risulti che la contaminazione sia probabile per legami
di carattere clonale; «

— luogo o luoghi di produzione del materiale vegetale elencato al precedente trarrino;

— luogo o luoghi di produzione di materiale vegetale elencaro,. che per Pirrigazione o Iirrorazione
impiegano acque dichiarate contaminate. ai sensi dell’artjcolo $, paragrafo 1, lettera ¢), punto ii);

— materiale vegerale elencato prodotto in appezzamenti inondati con acque superficiali confermate
essere infestate dall’organismo nocivo.

La determinazione della potenziale disseminazione ai sensi dell’articolo 5, paragrafo 1, lerera a),
punto iv) e lettera ¢}, punto iii), tiene conto dei seguenti’elementi:

i} nei casi di cui all’articolo 5, paragrafo 1, letrera a), punto iv):
— vicinanza di ;ltri luoghi di produzio-ne in cui & colrivato il materiale vegetale eléncato,
— produzione e utilizzo comuni di scortf di tuberi-seme di parate,
— luoghi di produzione che per Pirrigazione o [lirrorazione del materiale vegetale elencato
impiegano acque superficiali, nei casi’in cui esiste od & esistito un rischio di fughe di acque

superficiali o di inondazione dal luogo o dai luoghi di produzione dichiarati contaminati ai sensi
dell’articolo 5, paragrafo 1, lettera a), punto ii);

il) nei casi in cui le acque superficiali sono state dichiarate contaminate ai sensi dell’articolo §

paragrafo 1, lettera c), punto i);

— luogo o luoghi di’ produzione del materiale vegetale elencato adiacenti alle acque superﬁcmll
dichiarate contaminate, o a'rischio di inondazione,

~— bacini di irrigazidne separati associati alle acque superficiali dichiarate contaminate.
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3. I dati contenuti qcllahotiﬁca di_cui allarticolo 5, paragrafo 2, primo comma, ‘comprendono:

' —- la data ﬂi,scgnalaz'.iohg della presenza'sospctta ai_ sensi dell’articolo 4 e le date del campionamento e
della conferma della presenza dell’organismo nocivo ai senst dell’articolo S, secondo i casi;

- una descrizione degli elementi relativi alla dichiarazione di contaminazione e alla delimitazione della
zona.

4. 1 dati contenuti nella notifica supplementare di cui all’articolo 5, paragrafo 2, secondo comma,
comprendono:

— per ogni spedizione o partita di patate dichiarate contaminate, i certificati prescritti dagli articoli 7 e
8 della direttiva 77/93/CEE, il numero di passaporto o il numero di registrazione dei produttori di
patate, dei depositi collenivi ¢ dei centd di spedizione, sccondo i casi;

. —~ per ogni spedizione o partita di piante di pomodoro dichiarate contaminate, i certificati di cui agli
articoli 7 o 8 della direttiva 77/93/CEE ed il numero di passaporto, conformemente all’elenco di cui
allallegato V, parte A, sezione I, paragrafo 2.2, della direttiva 77/93/CEE; -

— la denominazione varietale e la categoria per le scorte di tuberi-seme di patate e, ove possibile, in

tutti glhi altri casi; .

— ogni altra informazione eventualmente richiesta dalla Commissione sulla confermata comparsa della
malattia.
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ALLEGATO VI

1. Con riferimento all’articolo 6, paragrafo 1, le disposizioni sono:
— incenerimento, o
. .

— utilizzo, per P'alimentazione animale, previo idoneo trattamento termico, tale che non sussista alcun
rischio di sopravvivenza dell’organismo nocivo, o

— interramento profondo in un luogo di smaltimento dove non sussistano rischi di infiltrazione del
terreno agricolo o di contatti con sorgenti d’acqua che potrebbero essere usate per ifrigazione del
terreno agricolo, o

— destinazione altla trasformazione industyiale, attraverso la consegna diretta- ed immediata a
stabilimenti dotati di apposite strutture ufficialinente approvate per Peliminazione dei cifiuti, che
corrispondano alle disposizioni dell’allegato VII della presente direttiva, o

— alire misure, semipre¢ che sia stato accertato che non esiste alcun rischio identificabile di
disseminazione dell’organismo nocivo; tali misure debbono essere immediatamente notificate alla
- Commissione e agli altri-Stati membri. :

2. L’utilizzazione o I’eliminazione idonee del materiale vegetale elencato di cui all’articolo 6, paragrafo 2,
da effettuarsi sotto il controllo degli organismi ufficiali competenti dello Stato o degli Stati membri
interessati, prevedendo uno scambio di informazioni fra gli organismi ufficiali tale da assicurare la
costanza di tale controllo, e Papprovazione da parte degli organismi ufficiali competenti degli Stati
membri dove le patate sono imballate o trattate in relazione agli impianti destinati all’eliminazione dei
rifiuti di cui al primo e secondo trattino, comprendono:

1) per i tuberi di patéta:

— il lora impiego quali patate da conservazione destinate al consumo, purché vengano imballati
in luoghi provvisti di adeguati impianti di eliminazione dei rifiuti, in imballaggi pronti per 12
conscgna diretta ¢ Putilizzazione senza necessita di reimballaggio, e siano. destinati alla
consegna e all’utilizzazione diretee, ©

— il loro impiego quali pasate da conservazione destinate alla trasformazione industriale e
consegnate direttamente e immediatamente ad uno stabilimento dortato di adeguate strutture
per I'eliminazione dei rifiuti e la desinfezione, o :

— altri impieghi o forme di eliminazione; sempre che sia accertato che non esiste alcun rischio
identificabile di disseminazione dell’organismo nocivo, e fatta salva 'approvazione di detti
organismi ufficiali competenti. Tali misure devono cssere notificate. immediatamente alla
Commissione e agli altri Stati membri;

ii) per altre parti di piante, compresi gli steli e i cascami de! fogliame:

®— la distruzione, o

— altre forme di impiego o di eliminazione, sempre che sia accertato che non esiste alemn rischio
identificabile di disseminazione dell’organisma nocivo; queste misure sono notificate alla
Commissione e agli altri Sradi membri. ’

’ » . - .

3. 1 metodi adeguati per la decontaminazione dégli oggetti di cui allarticolo 6, paragrato 3 consistono
nella pulizia'e, se del caso, nella disinfeziont, in modo da escludere qualsiasi rischio identificabile di
dicseminazione delf’organismo nociva, e sono applicari sotta la sorveglianza deghi organismi nfficiali
competenti degli Stati membri. L

i

4. La serie di misure che gli Stati membri debbono applicare entro le zone delimitate identificate ai sensi
dell'articolo §, paragrafo 1, lettera a), punto iv), e lettera ¢), punto iii), cui si fa-riferimento
nell’articolo 6, paragrafo 4, comprendono: .

4.1. nei casi in cui i luoghis di produzione sono stati dichiarati contaminati ai sensi dell’articolo 5,
paragrafo 1, lettera a), punto ii): |

a) in un campo o unitd di produzione protetta del vegetale dichiarati contaminati

fai’y sensi
defParticolo S, paragrafo 1, lettera a), punto ii), .

.
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i) — per almeno i quattro anni di coltivazione successivi a quello in cui Ja contaminazione & stata’

dichiarata,

— &i attuano intcrventi intesi ad eliminare le piante spontanee di patata ¢ di pomodoro < lc

altre piante ospiti dell’organismo nocivo, comprese le solaniacee selvatiche, e

€ vietato mettere' a dimora:

— tuberi o tuberi-seme di patate

— piante o semi di pomodoro

— tenendo conto della biologia dellorganismo nocivo:
-~ altre piante ospiti ’

— pianta della specie Brassica, per le quali & stato individuato il rischio di presenza
dell’organismo nocivo .

— colture per le quali esiste un rischio identificabile di disseminazione dell’organismo
nocivo;

nel primo periodo di raccolta delle patate o dei pomodori che segue il periodo indicato al
trattino precedente, ed a condizione che il terreno sia risultato esente da piante spontanee
di patata e di pomodoro e da alire piante ospiti, comprese le solanacee selvatiche, per
almeno due anni vegetativi consecutivi precedenti alla messa a- dimora:

— nel caso delle patate, sono messi a dimora soltanto tuberi-seme ufficialmente certificati
per la produzione di patate da conservazione, e

— si.procede ad accertamenti ufficiali come precisato all’articolo 2, paragrafo 1;

nel periodo di raccolta delle patate o dei poimodori successivo a quello indicato al rrattino
precedente, e in seguito ad un appropriato ciclo di rotazione, nel caso delle patatc sono
messi a dimora esclusivamente tuberi-seme ufficialmente certificati per la produzione a
scopo sia di conservazione che di semina; nel caso delle patate e dei pomoderi viene
effettuato un accertamento ufficiale come precisato all’articole 2, paragrafo 1,

oppure

ii) nei cinque anni vegetativi successivi 2 quello in cui la contaminazione & stata dichiarata,

— si attuano interventi atti ad eliminare le piante spontanee di patata e di pomodoro e le altre

piante ospiti dell’organismo nocivo, comprese le solanacee selvatiche,

per i primi tre anni ['appezzamento viene messo € tenuto a maggese completo, oppure a
cereali conformemente al rischio identificato, oppure a pascolo permanente, effettuando
frequenti falciature a raso, oppure e adibito a pascolo. intensivo, oppuire ad erba per la
produzione di sementi, ¢ nei*due anni successivi viene piantato con piante che non ospitano
Porganismo nocivo e non comportano rischio identificato: di sopravvivenza o dissemina-
zione dell’organismo nocivo,

nel primo periodo di raccolra delle patate o dei pomodori successivo a quello indicato al
trattino precedente:

— nel caso delle patate, sono, messi a dimora esclusivamente tuberi-semi ufficialmenre
certificati per la produzionesa scopo di semina o di conservazione,

- ed ¢ effettiato un accertamento ufficiale come precisato nellarticolo 2, paragrafo 1;

neglilaltri appezzamenti:

— nell’anno di coltivazione successivo a quello della contaminazione dichiarata:

— & vietato mettere a dimora tuberi o piante di patara, od altre piante ospiti dell’organismo

nocivo, e vengono attuati interventi.per eliminare le piante spontanee di patata e di
pomodoro*nonché alire piante ospiti, comprese le solanacee selvatiche, secondo i°casi;

— ngl caso dei tuberi di patata, per la produzione di patate da conservazione vengoo messi a

.dimora esclusivamente tuberi-seme ufficialmente certificati, a condizione che @i ‘drganismi
ufficiali competenti ritengano che il rischio di piante spontanee di patate ¢ di pomodori e di
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altre: piante’ ospm dell’ orgamsmo noc:vq y comprcsc l¢ Soldnacée’ clvauchc, sia_stato
eliminato. La coltivazione in’ ‘fase - vegetativa Viene ispezionata"al mariiento appropriato, ¢
sulle piante, spomance di’ patata viene effettuata Ja ricerca® dell'orgamsmo nocivo; moltre,
per lc partare, i tuberi debbono, essere soggerti ad ispcznonc dopo il raccolto'

- — nel prifno anno di coltivazione successivo a quello di cui al primo trattino: . -

— nel caso delle patate, per la produzione di tuberi-seme o di patate da conservazione vengono
messi a dimora esclusivamerite tuberi-seme ufficialmente certificati;

almeno per il secondo anno di coltura successivo a quello di cui al primo trattino:

— nel caso delle patate, per fa produzione di patate da seme o da conservazione vengono messi
a dimora esclusivamente tuberi-seme ufficialmente certificati ovvero tuberi-seme coltivati
sotto controllo ufficiale e derivanti da tuberi-seme ufficialmente certificati;

in ciascuno degli anni di coltura di cui ai precedenti trattini, vengono prese misure per
eliminare le piante spontanee di patata ¢ di pomodoro ed altre piante ospiti dell’organismo

nocivo, comprese le solanacee selvatiche, e viene effettuato un accertamento ufficiale come.

precisato all’articolo 2, paragrafo 1 e, nel caso in cui dei tuberi-seme vengano messi a dimora
in vista della produzione di patate da seme, viene effettuato un controllo sui tuberi;

c) non appena ¢ avvenuta la dichiarazione di contaminazione ai sensi dell’articolo 5, paragrafo 1,
lettera a), punto ii), ed in ognuno degli anni vegetativi successivi, fino al primo periodo incluso di
raccolta possibile delle patate o dei pomodori nell’appezzamento o negli appezzamenti dichiarati
contaminati, come specificato alla lettera a):

— tutti i macchinari e le strutture di magazzinaggio sul luogo di produzione e associati al ciclo

produttivo di patate o di pomodori sono opportunamente puliti e, se del caso, disinfettati con i
metodi adeguati, conformemente al punto 3;

— per prevenire la disseminazione dell’organismo nocivo, sono effertvati controlli ufficiali sui

programmi di irrigazione ed irrorazione, che possono arrivare al divieto;

“

nelle vuid di produsione proteda dichitacate coutaiuale ai seusi dellardcolo 5, paragrafo 1,
lettera a), punto i), allorché & possibile sostituire completamente il substrato colturale:

— & vietato mettere 2 dimora tuberi-seme o piante di patata, od altre piante ospiti dell’organismo

nocivo, comprese le piante e i semi di pomodoro, a meno che 'unita sia stata sortoposta a
misure sotto controllo ufficiale intese ad eliminare I'organismo nocivo ed a rimuovere tutto il
materiale vegetale elencato ospite, comprendente almeno il cambiamento completo del sub-
strato colturale nonché la pulizia, e, se del caso, la disinfezione dell’unitd di produzione e di

tutte le attrezzature, e purché gl organismi ufficiali competenti abbiano successivamente

autorizzato la produzione di parate o pomadori:

fa produzione di patare si effettua a partire da tuberi-seme ufflcmlmente certificati, o da
microtuberi o p:amme ottenute da fonti controllate;

per prevenire la disseminazione dell’organismo nocivo, vengono attuati secondo necessita
controlli ufficiali sui programmi di irrigazione ed irrorazione, che possono arrivare al divieto.

4.2. All'interno della zona delimitata, fatti salvi gli intp‘rvenn previsti al punto 4.1, gli Stati membri:

a) immediatamente dopo la contaminazione dichiarata, e per almeno tre periodi vegetarivi:
L

aa) nei casi ‘in cui la zona delimitata & stata determinata ai sensi dell’articolo §, paragrafo 1,

lettera a); punto iv):

— garantiscono il controllo, attraverso i propri organismi ufficiali responsabili, delie i imprese
dove viene effettuata la coltivazione, il magazzinaggio o la manipolazione dei ruberi di
patata o dei pomodori, nonché delle imprese che gestiscono su base contrattuale 4
macchinari occorrénti,

— csxgono Ia pulizig, ¢ sc del caso, la disinfezione dei macchinari e dei magazzini presenti T
tali imprese, utilizzando | metodi adeguati specificati al punro 3.
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- esigono l’impnego csclusnvo dL semi ccmﬁcan o semi colnvatn sotto controllo ufficiale per.
tutte le colture di- patata comprese in tale zona, e Pesécuzione di prove dopo il raccolto di
tuberi-seme di parate coltivati in luoghi di produzione, dxcl'uaran probabllmentc contami-
nati ai sensx delParticolo 5, paragrafo. 1, lettera a), punto’ iij),

— esigono che la mampolaz:onc dei tuberi-seme di patata raccolti sia scparata da quella delle
patate da consumo in tutte le xmprcse della zona,

— eseguono gli accertam_eml ‘ufficiali di cui all’articolo 2, paragrafo 1,

ab) nei casi in cui le acque superficiali sono state dichiarate contaminate ai sensi dell’ articolo S,
paragrafo 1, lettera ¢}, punto ii), ovvero incluse fra i fattori di una pOSSlbllC dxssemmaznone
dell’organismo nocivo conformemente all’allegato V, punto 2:

— procedono ad accertamenti annuali ai momenti appropriati, comprcndenti il prelievo di
campioni di acque superficiali e delle evencuali piante ospiti solanacee nelle sorgenti
d’acqua in causa, nonché esami eseguiti in conformita:

~= dei metodi appropriati di cui all’allegato 11, per il materiale vegetale elencato;
— di qualsiasi altro metodo approvato ufficialmente negli aleri casi; -

— per prevenire la disseminazione dell’organismo nocivo, attuano controlli sui programnii di
irrigazione ed irrorazione, che possono arrivare al divieto d’impiego dell’acqua dichiarata
contaminata ai fini dell’irrigazionce ¢ dell’irrorazione del materiale vegerale elencato e, se
del caso, di altre piante ospiti; questo divieto pud essere riveduto sulla base dei risuliati
dell’accertamento annuale di cui sopra; :

— nei casi in cui gli scarichi di reflui sono. contaminati, effettuano controlli ufficiali
sull’eliminazione dei rifiuti derivanti da stabilimenti industriali di trasformazione o
imballaggio che manipolano il matcriale vegetale elencato;

b} stabiliscono se del caso un- programma volto 2 sostituire tutte le scorte di tuberi-seme di patata
entro un ldsso di tempo adeguato.

ALLEGATO VII

Per ‘ovviare al rischio. di di inazione dell’organi civo, gh lmplantx ufflcmlmentc approvan di
eliminazione dei rifiuti di cui alPallegato VI, paragrafo 1, quarto trattino debbono conformarsi alle seguenti
disposizioni:

i) gli scarti di lavorazione delle patatev e dei pomodori (comprese le patate scartate, le bucce di patata e i
pomodori scartati) nonché ogni altro rifiuto solido collegato alle patate e ai pomodon deve essere -
eliminato in uno dei modi seguenti:

— interramento profondo in un luogo di smaltimento dove non sussistano rischi di infiltrazione del
terreno agricolo o di contatti con sorgenti d'acqua che potrcbbero essere usate per l'irrigazione del
terreno agricolo. I rifinti sono rrasporrati diretramente al sito in condizioni di confinamento raii che
non sussistano rischi di perdite dei rifiuti; o

— lricenerimento;

ii} reflui di lavorazione: prima dell’eliminazione, i reflui liquidi contenenti solidi in sospensione sono
suttopostd a procediment di filirazione o di sedimenrazione destnati ad allontanare tali solidi. 1-50lidi
stessi debbono essere eliminati come indicato al comma 1).

I reflul sono quindi:
— ricealdati a una temperatura minima di 70°C per almeno 30 minuti prima di essere eliminati,
oppure

— altrimenti eliminati, previa approvazione ufficiale e sotto controllo ufficiale, in modo. da escludere il
rischio di contatto fra i rifiuti e il terreno agricolo o sorgenti di acqua che potrebbe essere utilizzata
per irrigare: terreni agricoli. I particolari in merito sono notificati agli altri Stati membri cd alla
Commissione.
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