Portaria n.° 140/95
de 9 de Fevereiro

A doenga provocada pelo agente patogénico Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.
sepedonicus (Spieckerman et Kottoff) Davis et al., vulgarmente designada por podriddo anelar da
batata, ¢ um factor de redugdo da producdo da cultura da batateira e representa um risco para esta
cultura n2o s6 no nosso pais como também em todo o territério comunitario, se ndo forem tomadas
medidas de protecgao eficazes.

A necessidade de proceder a transposi¢do da Directiva do Conselho n.° 93/85/CEE, de 4 de Outubro,
cujo conteudo passa a ser direito interno através da presente portaria, ¢ que exactamente diz respeito a
esta luta, insere-se entre as medidas minimas a adoptar pelos diversos Estados membros neste
dominio.

Assim:

Manda o Governo, pelo Ministro da Agricultura, ao abrigo do disposto no n.° 1 do artigo 1.° do
Decreto-Lei n.° 154/94, de 28 de Maio, o seguinte:

1.° A presente portaria diz respeito as medidas a adoptar tendo em vista ndo s6 a reducdo dos riscos de
introdugdo do agente patogénico Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus
(Spieckerman et Kottoff) Davis et al., causador da podriddao anelar da batata, como também a evitar a
sua propagacdo e a proceder a sua eventual erradicagdo no caso de a mesma vir a ser detectada no
Pais.

2.° Qualquer pessoa que suspeite da presenga da doenca da podriddo anelar da batata, quer durante a
fase de produgdo da cultura, quer durante o armazenamento ou comercializacdo da batata, deve de
imediato informar o servico oficial de proteccao das culturas da direccao regional de agricultura onde
tal facto ocorra.

3.° Para cada ocorréncia suspeita da doenca, e na dependéncia da confirmacao ou refutacdo da mesma
através da realizacdo de testes laboratoriais oficiais ou oficialmente controlados, utilizando o método
previsto no anexo | a presente portaria, ¢ de acordo com as condi¢des definidas no n.° 1 do anexo II,
fica interdita a circulag@o de todos os lotes ou remessas das quais tenham sido colhidas amostras.

4.° Confirmada a presenca do organismo prejudicial numa amostra de tubérculos, plantas ou partes de
plantas, através do método previsto no numero anterior, ¢ aplicavel o disposto no n.° 2 do anexo II a
presente portaria.

5.° Face a confirmagdo da presenca do organismo nos termos do n.° 3.°, serdo declarados
contaminados os tubérculos ou plantas, as remessas e ou lotes, a maquinaria, os veiculos, os navios, os
armazeéns ou respectivas partes ¢ quaisquer outros objectos, incluindo o material de embalagem em
que tiver sido colhida a amostra e, quando adequado, ainda o local ou locais de produgéo € o campo ou
campos onde tiverem sido colhidos os tubérculos ou plantas.

6.° Tendo em atencdo o disposto no n.° 1 do anexo III & presente portaria, sera ainda determinada a
extensdo da contaminagdo provavel por contacto pré ou pos-colheita, ou por relagdo de produgdo com
a contaminacao que tiver sido declarada nos termos do nimero anterior.

7.° Com base na declaragdo de contaminacgdo e na determinacdo da contaminagdo provavel a que se
referem os niimeros 4.° ¢ 5.°, devera ser demarcada uma zona contaminada tendo em vista impedir a
possivel propagacdo do organismo prejudicial, que sera determinada tendo em conta o disposto no n.°
2 do anexo III & presente portaria.

8.° Sempre que tenha sido emitida uma declaragdo de contaminacao nos termos do n.° 5.°, deverao ser
realizados testes nas existéncias de batata com uma relacdo clonal com a batata contaminada,
determinando-se a provavel fonte primaria de infec¢do e a extensdo da contaminacdo provavel, de
preferéncia por ordem do grau de risco, procedendo-se se necessario a novas declaragdes de
contaminagdo, com as correspondentes determinagdo de contaminacdo provavel e demarcagdo de zona
contaminada.

9.° Logo que seja conhecida a extensdo da contaminagdo declarada com base no disposto nos nimeros
anteriores, sera ordenada a destrui¢do, sob controlo oficial, dos tubérculos ou dos vegetais declarados
contaminados.



10.° Caso se tenha concluido ndo existir qualquer risco identificavel de propagacdo do organismo
prejudicial, poderdo os tubérculos ou vegetais declarados contaminados ser eliminados de acordo com
o estabelecido no n.° 1 do anexo IV a presente portaria.

11.° Os tubérculos ou plantas considerados provavelmente contaminados nos termos do n.° 6.° da
presente portaria ndo poderdo ser plantados e, sem prejuizo dos resultados dos testes referidos no n.°
8.°, s6 podem ser utilizados ou eliminados conforme especificado no n.° 2 do anexo IV, em condigdes
que garantam a inexisténcia de qualquer risco identificavel de propaga¢do do organismo.

12.° Toda a maquinaria, veiculos, navios, armazéns ou respectivas partes e quaisquer outros objectos,
incluindo o material de embalagem que tenham sido declarados contaminados ou considerados
provavelmente contaminados nos termos do disposto nos numeros 5.° ¢ 6.° da presente portaria, serdo
destruidos ou limpos e desinfectados, de acordo com o n.° 3 do anexo IV.

13.° Sem prejuizo das medidas aplicadas nos termos dos numeros anteriores, nas zonas que tenham
sido oficialmente demarcadas como contaminadas serdo adoptadas as medidas especificadas no n.° 4
do anexo IV da presente portaria.

14.° E proibida a plantagio de qualquer material vegetal suspeito de contaminacio ou declarado
contaminado, a menos que seja concedida pelo Instituto de Proteccdo da Produgdo Agro-Alimentar
(IPPAA) uma autorizagdo oficial especifica para o efeito, tendo em conta destinar-se a fins
experimentais ou cientificos e para trabalho de seleccdo varietal.

15.° S6 ¢é permitida a plantagdo de batata-semente desde que:

a) Sejam satisfeitas as exigéncias estabelecidas na Portaria n.° 344/94, de 1 de Junho;

b) O material vegetal seja proveniente, em linha directa, de material obtido no &mbito de um programa
de certificacdo oficialmente aprovado e que tenha sido declarado isento em testes oficiais ou
controlados oficialmente, utilizando o método previsto no anexo I.

16.° Os testes referidos no numero anterior devem ser realizados:

a) Quando a contaminacdo afectar a producdo de batata-semente, dos vegetais da selec¢do clonal
inicial;

b) Nos restantes casos, tanto nas plantas da selecc¢do clonal inicial como em amostras representativas
da batata-semente de base ou de material de multiplicacdo anterior.

17.° Os servigos responsaveis pela proteccdo das culturas das direc¢des regionais de agricultura,
deverao notificar o IPPAA de qualquer suspeita da presenca da doenga, bem como das acg¢des levadas
a efeito em cumprimento do disposto na presente portaria.

18.° Com base nas disposi¢oes da Directiva do Conselho n.° 93/85/CEE, de 4 de Outubro, ¢ tendo em
vista a aplicacdo das necessarias medidas de proteccdo fitossanitaria, sera criado a nivel oficial um
programa

de accdo que permita a caracterizagdo da situagdo da doenca no Pais.

Ministério da Agricultura.

Assinada em 16 de Janeiro de 1995.

Pelo Ministro da Agricultura, Alvaro dos Santos Amaro, Secretario de Estado da Agricultura.

ANEXO 1

M¢étodo de deteccdo e diagnoéstico da bactéria da podridao anelar, Clavibacter michiganensis (Smith)
Davis et al. spp. sepedonicus (Spieckermann et Kottoff), em lotes de batata.

1 - Colheita de cones do hilo:

1.1 - Lavar 200 tubérculos em agua corrente e retirar a epiderme de cada tubérculo com um escalpelo
ou um descascador desinfectados normalmente, ou seja, mergulhando em etanol a 70% e passando
pela chama.

1.2 - Retirar cuidadosamente cones do hilo com um escalpelo. Tirar o minimo possivel de tecido ndo
vascular. Os hilos devem ser tratados no espaco de vinte e quatro horas (v. n.° 3) ou conservados nao
mais de duas semanas a - 20°C.

2 - Observagao visual dos sintomas de podriddo anelar:

Depois de retirar os hilos, cortar transversalmente cada tubérculo e observar sintomas de podriddo
anelar.

Os primeiros sintomas observam-se na zona do hilo: os tecidos que envolvem o anel vascular estdo
ligeiramente vidrados ou translicidos, sem podrido.



O anel vascular a volta do hilo pode ter uma cor ligeiramente mais escura do que o normal. O primeiro
sintoma facilmente identificavel é a coloragdo amarelada do anel vascular e, quando se pressiona
suavemente o tubérculo, emerge um exsudado sob a forma de fitas. Esta exsudagdo contém milhdes de
bactérias. Nesta fase, o tecido vascular pode tornar-se acastanhado. Ao principio, estes sintomas
podem limitar-se a uma parte do anel, ndo necessariamente perto do hilo, e em seguida podem alargar-
se gradualmente a todo o anel. A medida que a infecgdo progride, da-se a destrui¢io do tecido
vascular, e o cortex externo pode separar-se do cortex interno. Nos estadios mais avangados da
infeccdo, surgem fissuras na superficie do tubérculo, frequentemente, castanho-avermelhadas nas
margens. Os sintomas podem ser ocultados por infecgdes micoticas ou bacterianas e pode ser dificil,
ou mesmo impossivel, distinguir os sintomas da podriddo anelar numa fase avangada de qualquer
outra podridao dos tubérculos.

3 - Preparag@o de amostras para coloragdo Gram, imunofluorescéncia (IF) e teste da beringela:

3.1 - Homogeneizar os hilos até a maceragdo completa (mas ndo em excesso) com um diluente ndo
toxico para o Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus [por exemplo, tampao fosfato (PBS) 0,05M
pH 7,0] a uma temperatura inferior a 30°C; ¢ aconselhavel a adi¢do de um antifloculante ndo toxico e,
por vezes, ¢ necessario adicionar agente antiespuma ndo toxico (apéndices ntimeros 1 e 2). Deve
evitar-se uma maceragao excessiva.

3.2 - Extrair as bactérias do homenizado por um dos seguintes métodos (ver nota 1):

A)

a) Centrifugar durante dez minutos a 180 G no maximo.

b) Centrifugar o sobrenadante durante dez minutos a 4000 G no minimo. Decantar e desprezar o
sobrenadante.

B)

a) Deixar depositar o macerado durante trinta minutos. Decantar o sobrenadante sem levantar o pellet.
b) Filtrar sob vacuo o sobrenadante através de papel de filtro (Whatman n.° 1) colocado num filtro de
vidro poroso (n.° 2=40 micro m-100 micro m). Recolher o filtrado num tubo de centrifuga. Lavar o
filtro com PBS esterilizado até um volume maximo de filtrado de 35 ml.

¢) Centrifugar o filtrado durante vinte minutos a 4000 G no minimo.

3.3 - Suspender o pellet em PBS 0,01 M pH 7,2 (apéndice n.° 2) esterilizado até um volume total de
cerca de 1 ml. Dividir em duas partes iguais ¢ guardar uma parte para efeitos de referéncia,
congelando-a a 20°C (ver nota 2) ou liofilizando-a. Dividir a outra parte em duas, usando metade para
o teste de imunofluorescéncia e a coloragdo Gram, e a outra metade para o teste da beringela.

3.4 - E indispensavel que todos os controlos e amostras positivos de Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus sejam tratados separadamente para evitar contaminagdes. O mesmo se aplica as laminas
de imunofluorescéncia e ao teste da beringela.

4 - Coloragdo Gram:

4.1 - Preparar esfregacos para coloragdo Gram de todas as dilui¢oes do pellet (n.° 5.2.1) e para
quaisquer porcdes de tubérculos cortados (n.° 2) que apresentem sintomas suspeitos, como
translucidez ou podridao. As amostras devem ser retiradas da margem dos tecidos doentes.

4.2 - Preparar esfregacos para coloracdo Gram de culturas conhecidas de Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus e, se possivel, de tecidos naturalmente infectados (n.° 5.1).

4.3 - Determinar quais as amostras que contém células corineformes tipicas Gram positivas. Em geral
as células de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus tém 0,8 micro m-1,2 micro m de
comprimento ¢ 0,4 micro m-0,6 micro m de largura.

No apéndice n.° 3 ¢ indicado o processo de coloragdo.

As preparagoes feitas a partir de infec¢des naturais ou de culturas isoladas recentemente apresentam
muitas vezes predominancia de bastonetes cocoides que costumam ser ligeiramente mais pequenos do
que as células provenientes de culturas em agar mais velhas. Na maioria dos meios de cultura, as
células Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus tém a forma de bastonetes pleomorficos e podem
dar uma reac¢do Gram variavel. Ha células individuais, aos pares, com a forma de «cotovelo» tipica
da divisdo e, ocasionalmente, em grupos irregulares muitas vezes denominados «palissadas». ou
«caracteres chinesesy.

5 - Método para testar a imunofluorescéncia (IF):

5.1 - Utilizar anti-soro de uma estirpe conhecida de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus ATCC
33113 (NCPPB 2137) ou NCPPB 2140, que deve ter um titulo de IF superior a 1:600. Incluir um



controlo de PBS na lamina para determinar se o conjugado de imunoglobulina anticoelho marcado
com isotiacianato de fluoresceina (FITC) se combina de forma ndo especifica com células bacterianas.
Deve ser utilizado Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus ATCC 33113 (NCPPB 2137) ou
NCPPB 2140 como controlo do antigénio homodlogo numa ldmina separada. Sempre que possivel,
deve ser utilizado tecido naturalmente infectado (liofilizado ou congelado a - 20°C) como controlo
semelhante na mesma lamina (v. figura 2).

5.2 - Protocolo:

5.2.1 - Preparar trés séries de dilui¢des (10 elevado-1, 10 elevado-2, 10 elevado-3) do pellet final em
agua destilada (v. figura 2).

5.2.2 - Pipetar um volume fixo suficiente para cobrir o pogo (cerca de 25micro 1) de cada diluicdo do
pellet ou da suspensdo de Clavibacter michiganensis ssp. (cerca de 10 elevado 6 células/ml) para os
pogos de uma lamina de pogos multiplos tal como indicado na figura 1.

(nota 1) Um método de extrac¢do alternativo e dado por Dinensen, 1984.

(nota 2) Ha indicagdes(Janse e Van Vaerenberg, 1987) de que a congelagdo pode reduzir, a viabilidade
de Clavibacter michiganesis ssp sepedonicus. A suspensdo do pellet em glicerol 10% pode este
problema.

FIGURA 1

Lamina com a amostra e com o controlo de PBS

(Ver figura no documento original)

FIGURA 2

Lamina de controlo positivo

(Ver figura no documento original)

5.2.3 - Deixar secar ao ar a cerca de 37°C e fixar com etanol a 95% ou a chama.

5.2.4 - Cobrir os pogos com o volume apropriado de anti-soro Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus nas dilui¢des recomendadas, em PBS 0,01M pH 7,2 (apéndice n.° 2), como na figura 1
(utilizar PBS para o controlo da FITC). A diluigdo de trabalho do anti-soro deve ser de cerca de
metade do titulo de IF. Se forem incluidas outras dilui¢des de anti-soro, devem ser preparadas ldminas
separadas para cada diluigdo.

5.2.5 - Incubar numa cdmara humida a temperatura ambiente durante trinta minutos.

5.2.6 - Lavar cuidadosamente com PBS 0,01M pH 7,2 durante cinco minutos, mudando trés vezes o
tampao.

5.2.7 - Eliminar cuidadosamente a humidade em excesso.

5.2.8 - Cobrir cada janela com conjugado de FITC, na diluigdo utilizada para determinar o titulo, e
incubar numa camara htimida, no escuro, a temperatura ambiente, durante trinta minutos.

5.2.9 - Lavar como no n.° 5.2.6.

5.2.10 - Juntar cerca de 5-10micro 1 de tampao fosfato com glicerol pH 7,6 (ou um liquido de
montagem semelhante, de pH nao inferior a 7,6) em cada pogo e cobrir com uma lamela (apéndice n.°
2).

5.2.11 - Examinar ao microscopio equipado com lampada de epifluorescéncia e com os filtros
adequados para trabalhar com FITC, com uma ampliagdo entre 400 vezes e 1000 vezes. Observar os
pogos em duplicado segundo dois didmetros perpendiculares e ao longo do perimetro do poco.
Procurar células fluorescentes nos controlos positivos e determinar o seu titulo. Procurar células
fluorescentes no poco de controlo FITC/PBS e, na sua auséncia, observar os outros pocos. Determinar,
num minimo de 10 campos de objectiva, o nimero médio de células fluorescentes morfologicamente
tipicas por campo, calcular o nimero de células/ml de pellet ndo diluido (v. apéndice n.° 4).

Ha varios problemas inerentes ao teste de imunofluorescéncia:

- Em pellets de batata ¢ provavel ocorrerem células fluorescentes com morfologia atipica e reac¢des
cruzadas de bactérias saprofitas com tamanho e morfologia semelhantes ao Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus. Considerar unicamente as células fluorescentes de tamanho e morfologia tipicas.
Devido a possibilidade de reac¢des cruzadas, deve-se voltar a analisar, com um anti-soro diferente, as
amostras com reacgdo positiva no teste IF.

-O limite técnico de deteccdo deste método, situa-se entre 10 elevado 3 e 10 elevado 4 células/ml de
pellet ndo diluido. As amostras com nimero de células fluorescentes tipicas/ml no limite de detecgdo
sdo geralmente negativas para o Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, mas podem ser
submetidas ao teste da beringela.



Um teste de imunofluorescéncia ¢ considerado negativo quando na amostra em questdo nao se
encontrarem células fluorescentes morfologicamente tipicas. As amostras serdo consideradas «ndo
contaminadas» com Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Ndo ¢ necessario realizar o teste da
beringela.

Um teste de imunofluorescéncia ¢ considerado positivo quando na amostra em questdo se encontrarem
células fluorescentes morfologicamente tipicas. As amostras para as quais o teste de
inunofluorescéncia foi positivo com ambos os anti-soros sdo consideradas «potencialmente
contaminadas» com Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

E necessario realizar o teste da beringela em todas as amostras consideradas potencialmente
contaminadas.

6 - Teste da beringela:

Para os pormenores da cultura, v. apéndice n.° 5.

6.1 - Distribuir o pellet do n.° 3.3 por 25 beringelas, no minimo, no estadio de trés folhas (apéndice n.°
5) através de um dos métodos adiante indicados (nimeros 6.2, 6.3 ou 6.4).

6.2 - Inoculacdo por fenda I:

6.2.1 - Colocar cada vaso na posi¢ao horizontal [um bloco de poliestireno com um buraco de 5 cm de
profundidade x10 cm de largura x15 cm de comprimento (figura 3) convém para um vaso de 10 cml].
Deve colocar-se uma tira de papel de aluminio esterilizado entre o caule e o bloco para cada uma das
amostras a testar. Segura-se a planta com um elastico a volta do bloco.

6.2.2 - Com um escalpelo, fazer um corte longitudinal ou ligeiramente em diagonal de 0,5 cm-1,0 cm
de comprimento, com uma profundidade de cerca de trés quartos do didmetro do caule, entre os
cotilédones e a primeira folha.

6.2.3 - Manter a ferida aberta com a ponta da lamina do escalpelo e aplicar o in6culo com um pincel
muito fino embebido no pellet. Distribuir o pellet pelas beringelas.

6.2.4 - Selar o corte com vaselina esterilizada aplicada com uma seringa de 2 ml.

FIGURA 3

(Ver figura no documento original)

6.3 - Inoculagao por fenda II:

6.3.1 - Segurar a planta entre dois dedos, pipetar uma gota (cerca de 5 micro 1-10 micro 1) do pellet no
caule, entre os cotilédones e a primeira folha.

6.3.2 - Utilizando um escalpelo esterilizado, fazer um corte em diagonal (num angulo de cerca de 5°),
com 1,0 cm de comprimento ¢ com uma profundidade de cerca de dois tercos do didmetro do caule,
comecando a partir da gota de pellet.

6.3.3 - Selar o corte com vaselina esterilizada aplicada com uma seringa.

6.4 - Inoculacdo por seringa:

6.4.1 - Nao regar as beringelas no dia anterior a inoculagdo para reduzir a turgescéncia.

6.4.2 - Inocular os caules das beringelas imediatamente acima dos cotilédones, utilizando uma seringa
com uma agulha hipodérmica (ndo inferior a 23 G). Distribuir o pellet pelas beringelas.

6.5 - Inocular 25 plantas com uma cultura conhecida de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus e,
se possivel, com tecido tubercular infectado naturalmente (n.° 5.1) segundo o mesmo método de
inoculagdo (ntimeros 6.2, 6.3 ou 6.4).

6.6 - Inocular 25 plantas com PBS 0,05M esterilizado, segundo o mesmo método de inoculagdo
(nimeros 6.2, 6.3 ou 6.4).

6.7 - Incubar as plantas nas condi¢des adequadas (apéndice n.° 5) durante 40 dias. Ao fim de oito dias,
examinar regularmente para detectar quaisquer sintomas. Contar o nimero de plantas que apresentam
sintomas. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus causa a murchiddo das folhas da beringela, que
pode comecar sob a forma de flacidez das margens ou entre as nervuras. O tecido murcho pode
inicialmente apresentar-se verde-escuro ou manchado, mas torna-se mais palido antes de se tornar
necrotico. A murchiddo entre as nervuras apresenta muitas vezes um aspecto simultaneamente
hidropico e oleoso. O tecido necrosado apresenta muitas vezes margens de um amarelo vivo. As
plantas ndo morrem forgosamente; quanto mais longo for o periodo antes do aparecimento dos
sintomas, maior ¢ a probabilidade de sobrevivéncia. As plantas podem sobreviver a infecgdo. As
beringelas jovens sdo muito mais sensiveis a populagdes baixas de Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus do que as plantas mais velhas, pelo que € necessario utilizar plantas no estadio fenologico
de trés folhas ou imediatamente anterior.



A murchiddo pode também ser induzida por outras bactérias ou fungos presentes no pellet tais como
Erwinia carotovora ssp. carotovora ¢ Erwinia carotovora ssp. atroseptica, Phoma exigua var. foveata,
assim como grandes populagdes de bactérias saprofitas. Estas murchiddes podem distinguir-se da
causada por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus porque as folhas inteiras, ou a planta inteira,
murcham rapidamente.

6.8 - Preparar esfregacos para coloragdo Gram (n.° 4) para todos os lotes de beringela que apresentem
sintomas, utilizando secgoes de tecido foliar murcho e do caule das plantas e isolar em meio nutritivo
adequado (n.° 7). Desinfectar a superficie das folhas e caules das beringelas passando com etanol a
70%.

6.9 - Em certas circunstancias, especialmente quando as condigdes de cultivo ndo sdo as optimas, é
possivel que Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus exista como infec¢ao latente nas beringelas
mesmo depois de uma incubacdo de 40 dias. Tais infecgdes podem eventualmente resultar na paragem
do crescimento e em falta de vigor das plantas infectadas. Se o teste IF é considerado positivo, pode
entender-se necessario fazer mais testes. E pois essencial comparar as taxas de crescimento de todas as
beringelas testadas com o controlo inoculado com PBS 0,05M esterilizado e controlar as condi¢des
ambientais da estufa.

Recomenda-se o seguinte método para testes adicionais:

6.9.1 - Cortar os caules acima do ponto de inoculagdo e retirar as folhas.

6.9.2 - Macerar os caules em PBS 0,05M 5 pH 7,0, como em 3.1 e 3.2;

6.9.3 - Utilizar metade do pellet para fazer a coloragdo Gram (n.° 4) e para o teste IF (n.° 5).

6.9.4 - Utilizar a outra metade para realizar o teste da beringela (n.° 6) se a coloragdo Gram e ou o
teste IF forem positivos. Fazer controlos com uma cultura conhecida de Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus e com PBS 0,05 M esterilizado. Se ndo se observarem sintomas no teste seguinte, a
amostra deve ser considerada negativa.

7 - Isolamento de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus:

O diagnéstico so pode ser confirmado com o isolamento e identificacdo de Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus (n.° 8). Embora Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus seja um organismo de
cultura dificil, pode ser isolado a partir de tecidos sintomadticos. No entanto, como as bactérias
saprofitas podem crescer mais rapidamente ndo se recomenda fazer isolamento directamente a partir
do pellet obtido do tubérculo (n.° 3.3). As beringelas constituem um excelente meio selectivo para o
crescimento de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus e também proporcionaram um excelente
teste de patogenicidade.

Os isolamentos devem ser feitos a partir de todos os tubérculos de batata e de beringela com sintomas
(numeros 4, 6). A maceracao dos caules de beringela, quando necessaria, deve ser efectuada como em
3e¢6.9.

7.1 - Fazer um riscado das suspensdes num dos seguintes meios (as formulas sdo dadas no apéndice
n.° 6):

Agar nutritivo com dextrose (so para a subcultura);

Agar com peptona, levedura e glucose;

Agar nutritivo de levedura e dextrose;

Agar com extracto de levedura e sais minerais.

Incubar a 21°C durante 20 dias pelo menos.

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus cresce devagar e produz normalmente em 10 dias colonias
pontiformes e esbranquicadas.

Voltar a fazer um riscado para verificar a pureza.

As taxas de crescimento melhoram com uma subcultura. As colonias tipicas sdo bege esbranquicadas
ou cor de marfim, redondas, lisas, salientes, convexas, com um aspecto entre o mucoso ¢ o fluido, com
margens inteiras e, normalmente, com 1 mm a 3 mm de didmetro.

Identificagao:

A partir de batatas e beringelas sds ou doentes podem isolar-se bactérias corineformes Gram-positivas,
formando coldnias com caracteristicas semelhantes as de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
o qual deve ser identificado através dos seguintes testes:

Teste IF (n.° 5.1);

Teste da beringela;

Testes bioquimicos e fisiologicos (apéndice n.° 7):



Teste de oxidacao/fermentagdo (O/F);

-Crescimento a 37°C;

-Producéo de urease;

-Hidrélise de esculina;

-Hidrolise do amido;

-Tolerancia de uma soluc¢do de NaCl a 7%;

-Teste do indol;

-Teste da catalase;

-Produgdo do H indice 2S;

-Utiliza¢do de citrato;

-Hidrolise da gelatina;

-Produgéo de acido a partir de glicerol, lactose, ramnose e salicilina;

-Colora¢dao Gram.

Todos os testes devem incluir um controlo com uma estirpe conhecida de Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus. Todos os testes bioquimicos e fisiologicos devem ser feitos utilizando indculos a
partir de subculturas em agar nutritivo. As comparagdes morfologicas devem ser feitas em culturas em
agar nutritivo com dextrose.

Para o teste IF, a concentracdo bacteriana deve ser ajustada a 10 elevado 6 células/ml. O titulo de IF
deve ser semelhante ao da cultura da estirpe conhecida de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.
Para o teste da beringela, a concentragdo bacteriana deve ser ajustada a 10 elevado 7 células/ml. Os
testes da beringela devem ser realizados utilizando 10 plantas para cada um dos organismos a testar,
utilizando sempre controlos com uma cultura conhecida de Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus e agua esterilizada; com culturas puras deve observar-se a murchidao tipica no periodo de
20 dias, mas as plantas que ndo apresentem sintomas ao fim desse periodo devem ser incubadas
durante 30 dias a temperaturas convenientes para a beringela mas ndo excedendo 30°C (apéndice n.°
5). Se ao fim de 30 dias ndo se observarem quaisquer sintomas, nao se pode confirmar que a cultura
seja uma forma patogénica de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

(Ver quadro no documento original)

APENDICEN.® |

Formula do tampao de macerag@o recomendado por Lelliott e Sellar, 1976

DC silicone antifoam MS A compound (Hopkins & Williams, Ltd., Cat. no. 9964-25, Chadwell Heath,
Essex, England): 10 ml.

Flocos de lubrol W (ICI, Ltd.): 0,5 g.

Pirofosfato tetrassodico: 1 g.

Tampao fosfato PBS 0,05 M pH 7,0 (apéndice n.° 2): 1 1.

APENDICE N.° 2

Tampoes

Tampao fosfato (PBS) 0,05 M pH 7,0

Este tampao pode ser utilizado na maceragdo dos cones (n.° 2.1).

Na indice 2HPO indice 4: 4,26 g.

KH indice 2PO indice 4: 2,72 g.

NacCl: 8,0 g.

Agua destilada até perfazer 1 1.

Tampao fosfato (PBS) 0,01 M pH 7,2

Este tampdo ¢ utilizado na dilui¢do dos anti-soros e na lavagem das laminas de imunofluorescéncia.
Na indice 2HPO indice 4. 12H20: 2,7 g.

NaH indice 2PO indice 4. 2H20: 0,4 g.

NaCl: 8,0 g.

Agua destilada até perfazer 1 1.

Tampao fosfato com glicerol 0,1 M pH 7,6

Este tampdo ¢ utilizado como liquido de montagem para aumentar a fluorescéncia no teste de
imunofluorescéncia.

Na indice 2HPO indice 4. 12H indice 20: 3,2 g.

NaH indice 2PO indice 4. 2H indice 20: 0,15 g.

Glicerol: 50 ml.



Agua destilada: 100 ml.

APENDICEN.° 3

Coloragdo Gram (modifica¢do de Hucker) (Doestsch, 1981)

Soluc¢do de violeta cristal

Dissolver 2 g de violeta cristal em 20 ml de etanol a 95%.

Dissolver 0,8 g de oxalato de aménio em 80 ml de agua destilada.

Misturar as duas solugoes.

Solugdo de Lugol

Iodo: 1 g.

Iodeto de potassio: 2 g.

Agua destilada: 300 ml.

Triturar num almofariz o iodo ¢ o iodeto de potassio. Adicionar agua e agitar num recipiente fechado
até a dissolucdo.

Solugdo de saframina para contraste

Solu¢do concentrada:

Safranina 0: 2,5 g.

Etanol a 95%: 100 ml.

Misturar e guardar.

Soluc¢do de trabalho:

Diluir a solugdo concentrada em agua na proporg¢do de 1:10.

Processo de coloragao

1 - Preparar esfregacos em laminas de vidro, secar ao ar e fixar pelo calor.

2 - Cobrir a lamina com solugao de violeta cristal durante um minuto.

3 - Lavar rapidamente com agua corrente.

4 - Cobrir com solu¢do de Lugol durante um minuto.

5 - Lavar com agua corrente e secar com papel absorvente.

6 - Descorar com etanol a 95% em gotas até que este saia incolor, ou mergulhar em etanol com
agitacdo suave durante trinta segundos.

7 - Lavar em agua corrente e secar com papel absorvente.

8 - Cobrir com solugdo de safranina durante dez segundos.

9 - Lavar com agua corrente e secar com papel absorvente.

As bactérias Gram-positivas coram de azul-violeta e as Gram-negativas de vermelho-rosado.
APENDICE N.° 4

Determinacao da populagao de células com imunofluorescéncia

(ver documento original)

APENDICEN.® 5

Cultura de beringela

Semear beringelas (Solanum melongena da variedade Black Beauty) em tabuleiros com substracto
esterilizado. O transplante das plantulas faz-se quando os cotilédones estdo completamente expandidos
(10 a 14 dias) para vasos esterilizados com substracto para cultura igualmente esterilizado.

A inoculacdo faz-se quando as beringelas se encontram no estado fenoldgico de 3 folhas, com duas
delas mas nao as tré€s completamente expandidas.

As beringelas devem ser cultivadas em estufa, nas seguintes condi¢cdes ambientais:

Fotoperiodo: minimo de catorze horas;

Temperatura:

Diurna: 21°C-24°C;

Nocturna: 15°C.

N.B.: Clavibacter michiganensis ssp sepedonicus nao cresce a temperaturas superiores a 30°C. Se a
temperatura nocturna nao descer a 15°C, podem ocorrer nas folhas necroses prateadas.

Os estragos causados por larvas de dipteros da familia Sciaridae nas raizes podem ser evitados
aplicando um insecticida adequado.

A variedade Black Beauty de beringela pode ser obtida de:

1) AB Hammenhogs Fro, 270 50 Hammenhdg, Sweden.

2) Hurst Seeds Ltd., Avenue Road, Witham, Essex CM8 2DX, England.

3) ASGRO Italia SpA, Corso Lodi, 23, Milan.



4) Kiipper, Mitteldeutsche Sament GmbH, Hesseuring 22, D-37269 Eschwegw.

APENDICE N.° 6

Meios de cultura utilizados para isolamento e crescimento de Clavibacter michiganensis ssp
sepedonicus

Agar nutritivo (NA)

Bacto agar nutritivo da Difco, que se dissolve em agua destilada segundo a proporg¢do indicada pelo
fabricante.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Agar nutritivo com dextrose (NDA)

Bacto agar nutritivo da Difco com 1% de D-glucose mono-hidratada.

Esterilizar em autoclave a 115°C durante vinte minutos.

Agar com extracto de levedura, peptona e glucose (YPGA)

Bacto extracto de levedura da Difco (n.° 0127): 5 g.

Bacto peptona da Difco (n.° 0118): 5 g.

D-glucose mono-hidratada: 10 g.

Bacto agar purificado da Difco (n.° 0560): 15 g.

Agua destilada: 1 1.

Esterilizar volumes de a litro de meio em autoclave a 155°C durante vinte minutos.

Extracto de levedura e sais minerais (YGM)

Bacto extracto de levedura da Difco: 2,0 g.

D-glucose mono-hidratada: 2,5 g.

K indice 2HPO indice 4: 0,25 g.

KH indice 2PO indice 4: 0,25 g.

MgSO indice 4. 7H indice 20: 0,1 g.

MnSO indice 4. H indice 20: 0,015 g.

NacCl: 0,05 g.

FeSO indice 4. 7H indice 20: 0,005 g.

Bacto agar purificado da Difco: 18 g.

Agua destilada: 1 1.

Esterilizar volumes de a litro de meio em autoclave a 115°C durante vinte minutos.

APENDICE N.° 7

Testes bioquimicos de fisiologicos para a identificagdo de Clavibacter michiganensis ssp sepedonicus
Todos os meios devem ser incubados a 21°C e examinados ao fim de seis dias. Se ndo houver
crescimento, incubar pelo menos 20 dias.

Teste de oxidagdo de fermentagdo (Hugh & Leifson, 1953) - Teste O/F

Meio base:

KCI1: 0,2 g.

MgSO indice 4. 7H indice 20: 0,2 g.

NH indice 4H indice 2PO indice 4: 1,0 g.

Bacto peptona da Difco:1,0 g.

Bacto agar purificado da Difco: 3,0 g.

D-glucose mono-hidratada: 10,0 g.

Azul de bromotimol: 0,03 g.

Agua destilada: 1 1.

Misturar e ajustar o pH a 7.0-7,2 com KOH IN.

Distribuir o meio em volumes de 5 ml e de 10 ml em tubos de ensaio de Pyrex de 16 mmx100 mm (12
ml de capacidade).

Esterilizar em autoclave a 115°C durante dez minutos.

Inocular por picada tubos de 5 ml e de 10 ml para cada cultura. Adicionar assepticamente 1 ml-2 ml de
parafina liquida esterilizada aos tubos de 10 ml. Incubar.

Reacgao positiva.

(Ver quadro no documento original)

Teste da oxidase (Kovacs, 1956)

Reagente da oxidase de Kovacs:



ESolugdo aquosa de dicloridreto de tetrametil-p-fenilenodiamina 1% (BDH n.° 30 386) em 4gua
destilada.

Este reagente deve ser preparado em volumes de 1 ml para uso imediato ou pode ser guardado em
frascos castanhos a 5°C durante uma a quatro semanas.

Colocar uma gota de reagente em papel de filtro numa caixa de Petri limpa. Imediatamente a seguir,
com uma ansa de platina, por em contacto o crescimento bacteriano procedente de NA.

Reacgdo positiva: desenvolvimento de uma coloragdo purpura em dez segundos. As culturas com
tempos de reaccdo de dez a trinta segundos sdo fracamente positivas.

N. B.: E essencial utilizar uma ansa de plantina e culturas em NA porque quaisquer vestigios de ferro
ou um elevado teor de agucar podem originar falsos resultados positivos.

Producao de acido a partir de lactose, ramnose, salicilina e glicerol

Preparar meio de Hugh & Leifson O/F sem glucose. Distribuir o meio em volumes de 5 ml em tubos
de ensaio. Esterilizar em autoclave a 115°C durante dez minutos. Deixar arrefecer até 45°C e adicionar
assepticamente 0,5 ml de solugdes aquosas a 10% de glicerol, lactose, ramnose ou salicilina,
esterilizadas por filtragdo. Misturar cuidadosamente.

Reacgdo positiva: a viragem do azul-esverdeado para o amarelo indica produgdo de acido.

Teste de catalase

Colocar uma gota de peroxido de hidrogénio (30 vol) numa lamina limpa e emulsionar a cultura
bacteriana com auxilio de uma ansa de platina.

Reacgdo positiva: a produgdo de bolhas de oxigénio na gota indica a presenga de catalase.

Reducao de nitratos e desnitrificacao (Bradbury, 1970)

Meio de cultura:

KNO indice 3 (sem nitritos): 1 g.

Bacto extracto de levedura da Difco: 1 g.

K indice 2HPO indice 4: 5 g.

Agua destilada: 1 1.

Distribuir o meio em volumes de 10 ml em frascos de 20 ml. Esterilizar em autoclave a 121°C durante
15 minutos.

Reagente A:

H indice 2SO indice 4: 8 g.

Acido acético 5N: 1 1.

Reagente B:

Naftilamina: 5 g.

Acido acético 5N: 1 1.

Inocular em duplicado o meio de nitrato. Testar ao fim de 10 e de 20 dias adicionando 1 gota de
solugdo de Lugol, 0,5 ml de reagente A ¢ 0,5 ml de reagante B. Se 0 meio ndo ficar avermelhado,
adicionar cerca de 50 mg de zinco em p6. Observar a cor da reacgao.

(Ver quadro no documento original)

Producdo de urease (Lelliott, 1966)

Meio base:

Agar base de ureia da Oxoid (CM53): 2,4 g.

Agua destilada: 95 ml.

Esterilizar em autoclave a 155°C durante vinte minutos. Arrefecer o meio fundido até 50°C e
adicionar assepticamente 5 ml de solucdo aquosa de ureia 40% (Oxoid SR20) esterilizada por
filtragdo. Misturar bem.

Distribuir o0 meio em volumes de 6 ml em tubos esterilizados (16 mmx100 mm) e deixar solidificar em
plano ligeiramente inclinado.

Reacgdo positiva: o meio alaranjado passa a vermelho-cereja ou magenta-rosa se tiver havido
producdo de urease.

Utilizagao de citrato (Christensen) (Skerman, 1967)

Meio:

Agar base de citrato da Merck (Merck 2503): 23 g.

Agua destilada: 1 1.

Misturar e dissolver aquecendo. Distribuir o0 meio em volumes de 6 ml tal como para o meio com
ureia. Esterilizar em autoclave a 121°C durante quinze minutos e deixar solidificar em plano inclinado.



Reaccdo positiva: a utilizagdo de citrato ¢ indicada por uma mudanca de cor do meio de laranja para
vermelho.

Producdo de sulfureto de hidrogénio (Ramamurthi, 1959)

Meio:

Bacto triptona da Difco (n.° 0123): 10 g.

K indice 2HPO indice 4: 1 g.

NaCl: 5 g.

Agua destilada: 1 1.

Dissolver e distribuir o meio em volumes de 6 ml em tubos de 16 mmx100 mm. Esterilizar em
autoclave a 115°C durante dez minutos.

Ap0s a inoculagdo, suspender assepticamente um papel de acetato de chumbo (Merck 9511) no tubo
de ensaio e segura-lo com a tampa. Incubar durante pelos menos 20 dias.

Reacgdo positiva: a produgdo de H indice 2S a partir de triptona ¢é indicada pelo desenvolvimento de
uma coloragao preto-acastanhada no papel de ensaio.

Producao de indol (Ramamurthi, 1959)

Meio:

Meio base ¢ o utilizado para o teste da produgdo de sulfureto de hidrogénio.

Retirar o papel de acetato de chumbo, adicionar 1 ml-2 ml de éter dietilico e agitar suavemente. Deixar
separar as duas camadas (cinco minutos). Adicionar 0,5 ml de reagente de Kovacs (Merck 9293)
cuidadosamente ao longo das paredes do tubo inclinado.

Reacgdo positiva: a presenga de indol ¢ indicada pelo desenvolvimento de uma colora¢ao vermelha na
zona amarela entre o éter e a fracgdo aquosa.

Crescimento a 37°C (Ramamurthi, 1959)

Meio:

Bacto caldo nutritivo da Difco (n.° 0003): 8 g.

Agua destilada: 1 1.

Misturar, dissolver e distribuir o meio em volumes de 6 ml por tubos de ensaio.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante quinze minutos.

Inocular e incubar 37°C.

Reaccdo positiva: existéncia de crescimento bacteriano.

Crescimento em NaCl a 7% (Ramamurthi, 1959)

Meio:

Bacto caldo nutritivo da Difco: 8 g.

NaCl: 70 g.

Agua destilada: 1 1.

Misturar, dissolver e distribuir o meio em volumes de 6 ml por tubos de ensaio.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante quinze minutos.

Reacgdo positiva: existéncia de crescimento bacteriano.

Hidrolise da gelatina (Lelliott, Billing & Hayward, 1966)

Meio:

Bacto gelatino da Difco (n.° 0143): 120 g.

Agua destilada: 1 1.

Misturar, dissolver e distribuir o meio em volumes de 6 ml por tubos de ensaio.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante quinze minutos.

Reacgao positiva: liquefac¢do da gelatina, mesmo despois de o tubo ter estado trinta minutos a 5°C.
Hidrolise do amido

Meio:

Bacto agar nutritivo da Difco (liquefeito): 1 1.

Bacto amido soltvel da Difco (n.° 0178): 2 g.

Misturar e esterilizar em autoclave a 115°C durante dez minutos.

Preparar placas e inocula-las pontualmente.

Depois de um bom crescimento (10 a 20 dias) retirar parte da cultura e cobrir 0 meio com solugdo de
Lugol.

Reacgdo positiva: a hidrélise do amido ¢ indicada pelo aparecimento de zonas claras por baixo e a
volta do crescimento bacteriano. O resto do meio cora de vermelho-parpura.



Hidrolise da esculina (Sneath & Collins, 1974)

Meio:

Bacto peptona da Difco: 10 g.

Esculina: 1 g.

Citrato férrico (Merck 3862): 0,05 g.

Citrato de sodio: 1 g.

Agua destilada: 1 1.

Misturar até dissolver e distribuir o0 meio em volumes de 6 ml por tubos. Esterilizar em autoclave a
115°C durante dez minutos.

O meio ¢ transclucido mas tem uma fluorescéncia azulada.

Reacgdo positiva: a hidrolise da esculina ¢ indicada pelo desenvolvimento de uma coloragao castanha
com desaparecimento da fluorescéncia, o que pode ser observado utilizando uma lampada de
ultravioleta.
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ANEXO II

1 - Para cada ocorréncia suspeita relativamente a qual tenha sido realizado um teste de
imunofluorescéncia com resultados positivos, de acordo com o método comunitario estabelecido no
anexo I, e na pendéncia da confirmacao ou refutacdo através do método referido, deve-se proceder a
retengdo e conservagdo adequada de:

- Todos os tubérculos ou plantas sujeitos a amostragem, quando possivel; e

- Qualquer extracto que reste ¢ das laminas suplementares preparadas para imunofluorescéncia, até a
conclusao das analises do método referido;

2 - Em caso de confirmagdo da presenca do organismo, deve-se proceder a retencdo e a conservacao
adequada:

- Do material referido non.° 1;

- De uma amostra conservada de material de beringela infectado, inoculado com o extracto do
tubérculo ou da planta; e

- Da cultura pura do organismo;

durante pelo menos um més apds a notificagdo nos termos do n.° 2 do artigo 5.°

ANEXO III



1 - Os elementos a considerar de determinacdo da extensdo da contaminagdo provavel nos termos do
n.° 1, alinea b), do artigo 5.° incluirdo:

- Tubérculos ou plantas cultivadas no local de producdo declarado contaminado nos termos do n.° 1,
alinea a), do artigo 5.°;

- Local ou locais de produg@o ou instalagdes com alguma relagdo de produgdo com os tubérculos ou
plantas declarados contaminados nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.°, incluindo aqueles que
partilham equipamento e instalagdes de producdo directamente ou através de um contratante comum,;

- Tubérculos ou plantas produzidos no local ou locais de producao referido(s) no travessdo anterior ou
presentes nesse local de producdo durante o periodo em que os tubérculos ou plantas declarados
contaminados nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.° se encontravam nas instalagdes ou locais de
produgdo referidos no primeiro travessao;

- Armazéns centrais que manuseiem batatas provenientes dos citados locais de producéo;

- Toda a maquinaria, veiculos, recipientes, armazéns, ou respectivas partes, € quaisquer outros
objectos, incluindo o material de embalagem, que possam ter estado em contacto com tubérculos ou
plantas declarados contaminados nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.°, nos 12 meses anteriores
ou no prazo apropriado;

- Todos os tubérculos ou plantas armazenados em, ou em contacto com, quaisquer estruturas ou
objectos constantes do travessao anterior, antes da limpeza e desinfec¢ao dessas estruturas ou objectos;
- Na sequéncia dos testes realizados nos termos do artigo 6.°, os tubérculos ou plantas com a mesma
origem clonal que os tubérculos ou plantas que possam ser declarados contaminados nos termos do n.°
1, alinea a), do artigo 5.° e sobre os quais investigacdes efectuadas indiquem a existéncia de
probabilidade de contaminagio;

2 - Os elementos de determinagdo da possivel propagacdo nos termos do n.° 1, alinea c¢), do artigo 5.°
incluirdo:

- A proximidade de outros locais de producdo de batatas ou de outras plantas hospedeiras;

- As existéncias de batata de semente que sejam comuns;

3 - Os pormenores da notificacdo a que se refere o n.° 2, primeiro pardgrafo, do artigo 5.° incluirdo:
-Para qualquer remessa ou lote de batatas declarado contaminado, os certificados exigidos nos artigos
7.° ¢ 8.° da Directiva n.° 77/93/CEE, o passaporte ou nimero de registo, consoante o ¢aso;

- O nome da variedade das existéncias de batata de semente e, se possivel, em todos os outros casos;

- A descri¢do dos elementos relativos a declaracao de contaminagdo ¢ a demarcagao da zona;

- A disponibilidade de extracto, de laminas preparadas para imunofluorescéncia, de material de
beringelas infectadas e de uma cultura pura do organismo proveniente do teste que tenha confirmado a
presenca do organismo.

ANEXO IV

1 - As medidas sob controlo oficial a que se refere o n.° 1 do artigo 7.° respeitantes ao escoamento dos
tubérculos ou plantas declarados contaminados nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.° consistirdo:
- Na utilizag@o para transformacdo industrial através de entrega directa e imediata a uma unidade de
transformagdo com meios adequados de eliminagdo de residuos, relativamente aos quais se tenha
concluido pela ndo existéncia de qualquer risco identificavel de propagacdo do organismo, € com um
sistema de desinfec¢do das zonas de armazenagem e de veiculos de transporte; ou

- Noutras medidas, desde que se tenha concluido que nao existe qualquer risco identificdvel de
propagagdo do organismo; essas medidas devem ser notificadas a Comissdo e aos demais Estados
membros;

2 - A adequada utilizagdo ou eliminagdo de tubérculos ou plantas considerados provavelmente
contaminados nos termos do n.° 1, alinea b), do artigo 5.° e a que se refere o n.° 2 do artigo 7.°, sob
controlo dos organismo oficiais responsaveis dos Estados membros, consistirao:

- Na utilizagdo como batata de consumo, embalada para entrega e utilizacdo directa, sem mudanga de
embalagem, e destinada a essa entrega e utilizagdo directa; ou

- Na utilizagdo como batata de consumo para transformagao industrial e destinada a entrega directa e
imediata a uma unidade de transformagdo com os meios adequados de eliminagdo de residuos e
desinfec¢do; ou

- Noutras utilizagdes ou destinos, desde que se tenha concluido que nao apresentam qualquer risco
identificado de propagacdo do organismo;



3 - Os métodos adequados de limpeza e desinfeccdo dos objectos referidos no n.° 3 do artigo 7.°
devem ser aqueles relativamente aos quais se concluiu que ndo existe qualquer risco identificavel de
propagacdo do organismo, devendo ser utilizados sob controlo dos organismos oficiais responsaveis
dos Estados membros.

4 - A série de medidas a aplicar pelos Estados membros na zona demarcada estabelecida nos termos
don.° 1, alinea ¢), do artigo 5.° ¢ a que se refere o n.° 4 do artigo 7.° incluira as seguintes acgdes:

4.1 - Nos locais de producao declarados contaminados nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.°,
quer:

a) Num campo declarado contaminado nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.°:

i)

Durante, pelo menos, os trés anos de cultura seguintes ao da declaracdo de contaminacgao:

A adopcdo de medidas destinadas a eliminar as plantas de batata espontineas e outras plantas
hospedeiras naturais do organismo; e

- A proibigdo de plantar tubérculos, plantas ou sementes verdadeiras de batata, ou outras plantas que
possam ser um hospedeiro natural do organismo, ou culturas relativamente as quais exista um risco
identificado de sobrevivéncia ou de propagacdo do organismo, até que a parcela seja considerada
isenta de plantas de tubérculos deixados no terreno (plantas espontaneas), durante pelo menos dois
anos de cultura consecutivos;

- No primeiro periodo de colheita de batata seguinte ao periodo especificado no travessdo anterior,
serdo plantadas batatas de semente, oficialmente certificadas, apenas para produgdo de batata de
consumo, e efectuada uma prospecc¢ao oficial, nos termos do n.° 1 do artigo 2.°;

- No periodo de colheita de batata seguinte ao referido no travessao anterior ¢ apds um ciclo de rotagéo
adequado, serdo plantadas batatas de semente oficialmente certificadas, tanto para a producdo de
batata de semente como de batata de consumo, e efectuada uma prospecc¢ao oficial nos termos do n.° 1
do artigo 2.° da presente directiva;

quer:

i)

- Durante os quatro anos de cultura seguintes ao da declaragdo de contaminagao:

- A adopcao de medidas destinadas a eliminar as plantas de tubérculos deixados no terreno (plantas
espontaneas) e outras plantas hospedeiras naturais do organismo; e

- A colocacdo e manutengdo do campo em pousio ou em pastagem permanente com pastoreio
intensivo ou com cortes curtos frequentes;

- No primeiro periodo de colheita de batata seguinte ao periodo especificado no travessdo anterior,
serdo plantadas batatas de semente oficialmente certificadas, tanto para produgdo de batata de semente
como de batata de consumo, e efectuada uma prospeccao oficial nos termos do n.° 1 do artigo 2.°;

b) Nos demais campos:

- Durante o ano de cultura seguinte a declaracdo de contaminacao:

- Nao serdo plantados tubérculos, plantas ou sementes verdadeiras nem qualquer outra planta que
possa constituir um hospedeiro natural do organismo e serdo adoptadas medidas destinadas a eliminar
as plantas espontaneas de batata, consoante for adequado; ou

-Podem ser plantadas batatas de semente oficialmente certificadas, apenas para a produgdo de batata
de consumo, desde que os organismos oficiais responsaveis obtenham a garantia de que foi eliminado
o risco do aparecimento de plantas de batata espontineas e outras plantas hospedeiras naturais do
organismo,

- Durante pelo menos os dois anos de cultura seguintes aquele a que se refere o travessdo anterior, sera
unicamente plantada batata de semente oficialmente certificada para a produgdo quer de batata de
semente quer de batata de consumo;

- Durante cada um dos anos de cultura referidos nos travessoes anteriores, serdo tomadas medidas para
eliminar as plantas de batata esponténeas e as plantas hospedeiras naturais do organismo e efectuada
uma prospeccao oficial nos termos do n.° 1 do artigo 2.°;

- Sempre que sejam plantadas batatas de semente oficialmente certificadas para a producdo de batata
de consumo no ano de cultura seguinte ao da declarag¢do de contaminagdo, a plantagdo sera
inspeccionada em datas apropriadas e a existéncia do orgamismo serd testada nas plantas de batata
espontaneas;



¢) Imediatamente apods a declaracdo de contaminagdo nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.° e
durante todos os anos de cultura seguintes a primeira colheita admissivel de batata no campo
declarado contaminado, como especificado na alinea a), toda a maquinaria ¢ instalagdes de
armazenagem existentes no local de producdo e ligadas a produgdo de batata serdo limpas e
desinfectadas, de modo adequado ¢ utilizando métodos apropriados, nos termos do n.° 3;

d) Nos sistemas de produgdo em que seja possivel a substituicdo completa do meio de cultura:

- Néo serdo plantados tubérculos, plantas ou sementes verdadeiras, a ndo ser que a unidade de
produgdo tenha sido sujeita a medidas oficialmente controladas destinadas a eliminar o organismo ¢ a
retirar quaisquer batatas ou outro material de solanaceas, incluindo, pelo menos, uma mudanga
completa do meio de cultura e a limpeza e desinfeccdo da unidade de produgdo e de todo o
equipamento, e, em seguida, que os organismos oficiais responsaveis tenham concedido a aprovagao
para a produgao de batata; ¢

- A produgdo de batata sera realizada a partir de batata de semente oficialmente certificada ou de
microtubérculos ou de microplantulas provenientes de fontes testadas;

4.2 - Na zona demarcada, sem prejuizo das medidas a que se refere o n.° 4.1, os Estados membros:

a) Imediatamente ap6s a declaragdo de contaminagdo e durante pelo menos trés anos de cultura:

- Controlardo, através dos organismos oficiais responsaveis, as exploracdes que cultivem, armazenem
ou manuseiem tubérculos de batata, assim como as exploracdes que utilizem para o efeito maquinaria
em regime de contratagdo;

- Exigirdo a limpeza e desinfec¢do da maquinaria e dos armazéns das referidas instalagdes, consoante
for apropriado, utilizando métodos adequados, tal como disposto no n.° 3;

- Exigirdo que, em todas as culturas de batata dessa zona, seja exclusivamente utilizada batata de
semente certificada;

- Exigirdo que as existéncias de batata de semente e de batata de consumo colhidas na zona sejam
manuseadas separadamente;

- Realizardo uma prospecgao oficial nos termos do n.° 1 do artigo 2.°;

b) Estabelecerao, quando adequado, um programa de substituicao de todas as existéncias de batata de
semente durante um periodo de tempo adequado.

As medidas aplicadas nos termos do n.° 4.2 e os numeros de registo dos produtores, armazéns
colectivos e centros de distribui¢do da zona demarcada serdo notificados anualmente aos demais
Estados membros e a Comissao.



