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6422 ORDEN APA/719/2007, de 15 de marzo, por la

que se modifican los anexos If a Vil del Real
Decreto 1644/1999, de 22 de octubre, sobre gl
control del organismo nocivo denominado
Rafstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

El organismo nocivo, Ralstonia solanacearum (Smith}
Yabuuchi et al.,, conccido anteriormente por Pseudomo-
nas solanacearum {Smith) Smith, es causa de las enfer-
medades de la podredumbre parda en los tubérculos de
patata y de la marchitez bacteriana en las plantas de
patata, tomate y otras especies de solanaceas, y repre-
senta una grave amenaza para las producciones de estos
cultivos.

La Directiva 98/57/CE del Consejo, de 20 de julio
de 1998, sobre el control de Ralstonia sofanacearum
{Smith)Yabuuchi et af., establece las medidas detalladas a
adoptar en el seno de la Comunidad para la lucha contra
este organismo nocive, v fue incorporada al ordena-
miento juridico espanol por el Real Decreto 1644/1999, de
22 de actubre, sabre el cantrol de Rafstonia sofanacearum
{Smith) Yabuuchi et al. Dichas medidas tienen como finali-
dad localizar el organismo y determinar su distribucidn,
impedir su aparicion y, en caso de que esta tenga lugar,
evitar su propagacién y combatirle con el fin de erradi-
carlo.

Teniendc en cuenta que en los ultimos anos el conoci-
miento de esta enfermedad y sus métodos de deteccién e
identificacién han avanzado considerablemente v que la
experiencia adquirida en el seguimiento y lucha contra
este organismo aconsejan la revision de determinadas
disposiciones técnicas relacionadas con las medidas de
control, ha sido necesaric modificar algunos anexcs de la
mencionada directiva con la aprobacion de la Directiva
2006/83/CE de la Comisian, de 14 de julio de 2008, por la
que se madifican los anexos Il a VIl de la Directiva 98/57/CE
del Consejo sobre el control de Ralstonia solanacearum
{Smith} Yabuuchi et al.

En consecuencia, mediante esta orden se incorpora
al ordenamiento interno la Directiva 2006/63/CE de la
Comisién, de 14 de julio de 2006, en ejercicio de la facul-
tad que la disposicion final primera del Real Decreto
1644/1999, de 22 de actubre, atribuye al Ministro de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion.

En la elaboracion de la presente disposicion han sido
consultadas las comunidades autdénomas y las entidades
representativas de los sectores afectados.

En su virtud, dispongo:

Articulo unice. Modificacion de los anexos Il a VIl del
AReal Decreto 1644/1999, de 22 de octubre, sobre ef
control de Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al.

Las anexos Il a VIl del Real Decreta 1644/1999, de 22
de octubre, sobre el control de Ralstonia solanacearum
{Smith)Yabuuchi et al., se sustituyen por los que figuran
como anexo de la presente orden,

Disposicion final primera. [ncorporacion def derecho
comunitario af derecho nacional.

Mediante esta orden se incerpora al ordenamiento
interno la Directiva 2006/63/CE de la Comisidn, de 14 de
julio de 20086, por la que se modifican los anexos Il a VIl
de la Directiva 98/67/CE del Conseje sobre el control de
Ralstonia sofanacearum {Smith) Yabuuchi et al.

Disposicion final segunda. Entrada en vigor.

La presente orden entrara en vigor el dia 1 de abril
de 2007

Madrid, 15 de marzo de 2007-La Ministra de Agricul-
tura, Pesca y Alimentacién, Elena Espinosa Mangana.
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ANEXO

Modificacion de los anexos Il a VIl del Real Decreto
1644/1999, de 22 de octubre, sobre el control del
organismo nocivo denominado Ralstonia sofanacea-
ruim (Smith) Yabuuchi et al.

«ANEXO Il

Método de diagnédstico, deteccién e identificacidn de
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

AMBITO DE APLICACION DEL METODO

El presente método describe los diversos procedimien-
tos relacionades con:

i el diagnbstico de la podredumbre parda en los tu-
bérculos de patata v de la marchitez bacteriana en las plan-
tas de patata, tomate y otras plantas huésped,

i) la deteccidn de Rafstonia sofanacearum (R. sola-
nacearum) en muestras de tubérculos de patata, plantas de
patata, tomate y otras plantas huésped, agua v suelo,

il |aidentificacién de R. sofanacearum.

PRINCIPIOS GENERALES

En los apéndices se presentan protocolos optimizados
para los diferentes metodos y reactivos validados, asi como
informacién detallada para la preparacidn de materiales de
prueba y control. En el apéndice 1 se presenta una lista de
los laboratorios que se incluyercn en la optimizacion y vali-
dacion de log protocolos.

Habida cuenta de que los protocolos implican la detec-
cion de un organismo de cuarentena y de que incluiran la
utilizacicn de cullives viables de R. sofanacearum como
materiales de control, serd preciso llevar a cabo los procedi-
mientos bajo condiciones de cuarentena apropiadas, con
instalaciones adecuadas de eliminacidn de residuos y en
aplicacion de las condiciones de obtencién de los permisas
apropiados emitidos por las autoridades oficiales de cuaren-
tena de las plantas.

Los parametros de las pruebas deben garantizar una
deteccién coherente y repraducible de niveles de R. sola-
nacearum en los limites establecidos en los métedos selec-
cionados.

Es imprescindible una preparacion precisa de los con-
troles positivos.

Asimismo, la realizacion de pruebas con arreglo a los
niveles requeridos implica la utilizacion de los parametros
correctos, el mantenimienta y el calibrade del equipo, una
preservacion y manipulacién cuidadosa de los reactives y
todas las medidas para evitar la contaminacion entre las
muestras, como por ejemplo la separacién de los controles
positives de las muestras de ensayo. Deben aplicarse nor-
mas de control de la calidad para evitar errores administra-
tives y de otro tipo. especialmente de etiquetado y docu-
mentacion,

Una sospecha de brote, tal como se menciona en el ar-
ticulo 5, apartado 2, de este real decrete, implica la obten-
cién de un resultado positive de las pruebas de diagndstico
o seleccion efectuadas a una muestra tal como se especifi-
ca en los siguientes diagramas de flujo. Un resultade positi-
vo en la primera prueba de seleccidon (prueba IF,
PCR/FISH, aislamiento selectivo) debe confirmarse con
una segunda prueba de seleccidn basada en un principio
biolégico diferante.

Si la primera prueba de seleccion proporciona un resul-
tado positivo, se sospecha entonces la contaminacién con
R. solanacearum y debe efectuarse una segunda prueba
de seleccion. Si la segunda prueba de seleccién proporcio-
na un resultade positivo, se confirma entonces la sospecha
{sospecha de presencia) y debe continuar la prueba con
arreglo al método. Si la segunda prueba de seleccion pro-
porciona un resultado negativo, se considera entonces que
la muestra no estad contaminada con R. sofanacearum.

Una presencia confirmada, tal como se mencicna en el
articulo 6, apartade 1, de este real decreto, implica el ais-
lamiento y la identificacién de un cultivo purc de R. solana-
cearum con confirmacion de patogenicidad.

SECCION |
APLICACION DEL METODO

1. Método de deteccidn para el diagnéstico de la po-
dredumbre parda y la marchitez bacteriana (R. sofanacea-
runt} en tubérculos de patata y plantas de patata, tomate u
otras plantas huésped con sintomas de podredumbre parda
o marchitez bacteriana

El procedimiento de analisis esta destinado a los tubér-
culos de patata y a las plantas gue presentan sintomas
tipicos de la podredumbre parda o la marchitez vascular o
que permiten la sospecha de su presencia. Incluye una
prueba de seleccion rapida, el aislamiento del patdgeno del
tejido vascular infectado en un medio (selectivo) v, en caso
de resultade positivo, la identificacion del cultivo como R.
solanacearur.
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Tubérculofs) o plantals) de palata, tomale v olres hugspedes con sinlomas
sospechosos de la podredumbre parda o la marchitez bacteriana '

. . . ™
PRUEBAS DE DIAGNOSTIC(O RAPIDO '

Cfectuar al menos una de las siguientes prucbas para

diagnostico de presuncion:

- prucha del exudado bacteriano

- prueba de pel-B-hidroxibutirato ™

- prueba de aglulinacion serologica ™

- prueba IF ”"‘.-:JPrueba FISH '/ prueba ELISA ™
nrueba PCR J

1

l PRUEBA BASICA DE AISLAMIENTO '™ ]
[

| Colonias con morfologia tipica "' ]

R. sofanacearnm no detectado
Muestra no infectada por
R. solanacearum

[ Purificar mediante subcultivo J

PRUEBAS DE IDENTIFICACION '™ }—<>—{ PRUEBA DE PATOGENICIDAD '

Ambas pruebas confirman cultivo puro como
R. sedanacearant

Muestra no infectada por
R. solanacearunt

Mucstra infectada por R, selanacearion ’

Para la descripcion de los sintomas véase la seccion 111,

Las pruebas de diagnostico rapido facilitan el diagnostico de presuncion, pero no son esenciales. Ln resultado negativo no garantiza en tedos los casoes

la inexistencia del patdgeno.

En la seccion V1A 1 se describe 13 prusba de la exudacion para el liguido bacteriano del tejido vascular del tallo.

En la seccion V1.A.2 se describe la prusba de deteccion de granules de pol-B-hidroxibutirato en células bacterianas.

En la seccion V1.A.3 se describen las pruebas de aglutinacion seroldgica en liguide bacteriano © extractos de tejide sintomatico.

En la seccion V1.A.5 se describe 13 prueba IF en ligudo bacteriano suspendide en agua o extractos de tejido sintomatice.

En la seccidn VI.A.7 & describe la prusba FISH en llquide bacleriane suspendido en agua o extraclos de tejido sinlomatico.

En la seccion VI.A.8 se describe la prusba ELISA en liquido bacteriang suspendido en agua o extraclos ds tejido sinlomatico.

En la seccidn VI.A.6 s describe la prusba PCR en liquido bacteriane suspendido en agua o extractos de tgjido sintomatico.

El patégeno suele aislarss con facilidad del material vegetal sintomalico mediante dilucion en placas (seccion 11.3),

La marfalogla tipica de |a colonia s describe en la ssccion 11.3.d,

El aislamiento pusds Tallar en sstados avanzados de infaccion debido a [a compstencia o 8l enmascaramiento por bactatias saprofitas. Silos sintamas de

la enlermedad son o3 lipicos, pero sl aislamisnto es negativo, debera repelirse el aislamiento, prefarentemants valiéndose de una sismbra en medio se-

lachive,

{13) La identificacion fiable de cultivos puras posibles aislados de R. solanacearum, se efectia utilizando las prusbas descritas en la seccion VILB. La caracke-
rizacién subespecifica de las cepas es optativa, pero se recomienda en cada caso nueve.

{14) La prueba de patogenicidad se describe en la seccidn VI1.C.

B2
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2. Método de deteccion & identificacion de R. sofanacearurn en muestras asintomaticas de tubérculos de patata

Fundamento

El protocclo de analisis tiene por objete la deteccién de infecciones latentes en tubércules de patata. Un resultade positivo
de un minimo de dos pruebas de seleccién, basadas en diferentes principios biolégicos, debe complementarse con el aisla-
mientc del patdgenoc, seguido, en casc de aislamiento de colonias tipicas, por la confirmacién de un cultivo puro come R. sofa-
nacearum. Un resultado positivo de solamente una de las pruebas de seleccién no es suficiente para considerar sospechosa la
muestra.

Las pruebas de seleccién y las pruebas de aislamiento deben permitir la deteccion de 107 a 10* células/ml de precipitado
resuspendido, incluidas como controles positivos en cada serie de pruebas.

)]

e

[ Muestra de tubérculos de patata
[ Extraccion y concenlracion del paldgeno o
|

PRUEBAS BASICAS DE SELECCION "
Prueba IF "' aislamiento selectivo ™' ¢ prusha PCR ™ ¢ Prueha FISH '™
Prueba auxiliar opeional: ELISA ™

+ + . 3
Primera prueba de seleccion '™ ]

R. solanacearum no detectada
Muestra no infectada por
R. solanacearim

<>

R. solanaccarum no detectada
Muestra no infectada por
R. solanacearum

[ Aislamicnto selective ™ v/o biocnsayo '™ ]

- ‘ P 1
[ Colonias con morfologia tipica '™ ]

R. solanacearum no detectada
Muestra no infectada por
R. solanacearum

Purificar mediante cultivo

PRUEBAS DE IDENTIFICACION '™ }_<>_{ PRUEBAS DE PATOGENICIDAD '~

Ambas prucbas confirman cultive puro
como R solanaceartim

Muestra no infectada por
R. solastacearunt

Muestra infectada por R. solanacearum ’
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{1} El tamafio normal de la muestra es de 200 tubérculos, aunque el procedimiento pusde utiizarse con muestras mas pequefas si no se dispons de 200
tub&rculos.

{2} Enlaseccion llI.1.1 se describen los métodos de extraccion y concentracion de patogenos.

{3} Siun minimo de dos prusbas basadas en dilerentes principios bioldgicos proporcionan resultados positives, debe sfecluarse el aislamisnto y la conlirma-

cigr. Efecloess como minimo una prueba de sslecsion. Cuando esla prueba dé resultados negalivos, se considerard que la muestra &s negaliva, En caso

de que la prueba dé resultados positives, debera efectuarse una segunda prueba de seleccion, o varias mas. basadas en diferentes principios bicldgicos,

con el fin de verificar el primer resultado positive, Sila segunda prueba ¢ las pruebas siguientes proparcionan resultados negativos. |8 muestra se congi-

derara negativa. Ma sera praciso efectuar otras pruebas.

En la seccidn ¥1.A.5 se describe la prueba IF.

En la seccidn W1.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.

En la seccion VI.A. 6 se describen las pruebas PCR.

En la seccion VI.A.7 se describe 1a prusba FISH.

En la seccion V1.A.8 se describen |as pruebas ELISA,

En la seccidn VI.A.9 se describe la prusba del bivensayo.

La marfologla tipica de |a colonia s& describe en la seccidn 1. 3. d.

El aislamiento o 0% bigensayns pueden fallar debido a la compelencia o la inhibicion por bacterias saprofitas. Si se obtienan resultados positivos claros

en las pruebas de seleccion, pera las prugbas de aislamiento dan resultados negativos, entonces deben repetirse las pruebas de aislamiento a partir del

mismo precipitado o tomando mas tepdo vascular cerca de la parte hasal de tubérculos cortados de la misma muestra y, en caso necesario, analizar otras

muestras,

{12) La identificacion fiable de cultivos pures aislados posibles de R. sofanacearum, se efectia utilzando las pruebas descritas en la seccion VLB,

{13) La prueba de patogenicidad se describe en la seccion VI.C.

SEATBIBGE
S3BB3EEE
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3. Método de deteccidn e identificacidn de R. sofanacearurm en muestras asintomaticas de patatas, tomates y otras plan-

tas huésped

I Mucstra de segmentos del tallo ' ]

[ Extraccion y concentracién del patogeno '™ ]

PRUEBAS BASICAS DE SELECCION
Aislamiento selective Piprueba TF “iprueba PCR "“prueba FISH *
Prueba auxiliar opeional: ELISA '™ bioensayo

Colonias con morgologia tipica '™

despuds del atslamiento

0 R solanacearin no detectada
(RN} . .
< NO Muestra no infeetada por

R solanacearum

Todas las pruebas negativas J

Purificar mediante subcultivo

PRUEBAS DE INDENTIFICACION '™ PRUEBA DE PATOGENICIDAD !

ST EENT TR
EZIIZE

12)
(13

Ambas pruebas confirman cultive purg como
R .\'(.?J"CH']‘{J'{‘L’{H'IHII

< \NO Muestra ne infectada por

R. solanacearim
E‘D

Muestra infectada por
R. salanacearnm

Véase la seccidn 111.2.1 para los lamanos recomendados de las muestras,

En la seccion .21 se describen los métodos de extraccidn y concentracion de patogenos.

Si un minimo de dos pruebas basadas en diferentes principios biclogicos proporcionan resultades positives, debe efectuarse el aislamiento v la confirma-
cion, Efectiese como minimo una prueba de seleccion. Cuando esta prusba dé resultados negativos, se considerars que la muestra es negativa, En caso
de que la prueba dé resultades positives, debera efectuarse una segunda prusba de seleccion, o varias mas, basadas en diferentes principios bioldgicos,
con el fin de verificar el primer resullado positive, Sila segunda prueba o las pruebas siguientes proporcionan resultados negativas. |a muestra se consi-
derara negativa. No sera preciso efectuar otras pruebas,

En la seccion VI.A.4 s8 describe la prusba de aislamisnts sseleclivo,

En la seccion VI.A5 s8 describe ka prusba IF,

En la seccion V1.A.6 se describen las pruebas PCR.

En la seccion VI.A.7 se describe 1a prusba FISH.

En la seccion W1.A.8 se describen las pruebas ELISA.

En la seccidn .49 se describe la prueba del bioensayo.

La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccién 11.3.4.

El aislamiento ¢ los binensayos pueden fallar debido a la competencia o la infibicion por bacterias saprofitas. Si se obhenen resultados positivos en las prue-
bas de seleccion, perc las pruebas de aislamiento dan resultades negatives, entonces deben repetirse las pruebas de aislamiento.

La identificacion fiable de cultivos puros posibles aislades de R, solanacearum, se efectia utilzando las pruebas descritas en la seccdn VLB,

La pruebha de patogenicidad se describe enla seccidn VI.C.
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SECCION 1)

METODOS DETALLADOS DE DETECCION DE R. SOLA-
NACEARUM EN TUBERCULOS DE PATATA Y PLANTAS
DE PATATA, TOMATE U OTRAS PLANTAS HUESPED
CON SiINTOMAS DE LA PODREDUMBRE PARDA O LA
MARCHITEZ BACTERIANA

1. Sintomas (vease el siio web: bip/forum.europa.eu.int/
Publicfirc/sanco/Home/main)

1.1 Sintomas en patata:

En planta de patata. La fase inicial de la infeccion en el
campo se reconoce por un marchitamiento de las hojas en
progresion ascendente hacia el extremo superior de la plan-
ta, bajo el efecto de las temperaturas diurnas altas, con una
recuperacion durante la noche. En las primeras fases del
marchitamiento, las hojas siguen estandc verdes, pero poste-
riormente se desarrolla necrosis parda y amarilleo. También
se produce epinastia. El marchitamiento de un brote o de
plantas enteras se hace rapidamente irreversible y ocasiona
el colapso y la muente de la planta. El tejido vascular de los
tallos de las plantas marchitadas cortados transversalmente
suele ser parde, y de la superficie del corte brota un exudado
mucoso bacteriano o este puede extraerse apretando el tallc.
Si se coloca verticalmente un tallo cortade en agua, de los
haces vasculares salen hilos viscosos.

En tubérculo de palata. Los tubérculos de patata deben
cortarse transversalmente cerca de la parte basal (estoldn) o
bien longitudinalmente sobre el estolon. Posteriormente, la
decoloraciéon vascular adquiere un tono parde mas marcado
y la necrosis puede extenderse al tejido parenguimatico. En
las fases avanzadas, la infeccién progresa desde la parte
basal vy los ¢jos, por las que pueden fluir exudados bacteria-
nos, o que hace que se adhieran particulas del suelo. Pue-
den aparecer en la piel lesiones ligeramente hundidas de
color pardo rojizo debido al colapso interno de los tejidos
vasculares. En las fases avanzadas de la enfermedad es
habhitual el desarrollo secundario de podredumbres blandas
causadas por hongos y bacterias.

1.2 Sintomas en tomate

En planta de tomate. El primer sintoma visible es el as-
pecto flacido de las hojas mas jGvenes. Si se praducen con-
diciones medioambientales favorables para el patogeno
{temperaturas del suelo de 25 *C; humedad saturada), en un
plazo de pocos dias se produce epinastia y marchitamiento
de un lado de |a planta o de toda ella, lo que desemboca en
un colapso total de la planta. En condiciones menos favora-
bles (temperatura del suelc por debajo de 21 °C), se produce
un menor marchitamiento, pero pueden surgir numerosas
raices adventicias del tallo. En ocasiones se observan estrias
himedas desde la base del tallo, lo que demuestra la exis-
tencia de necrosis en el sistema vascular.

Al cortar transversalmente el tallo, los tejides vasculares
que presentan una decoloracién parda exudan gotas de li-
quido bacteriano blanco o amarillento.

1.3 Sintomas en otros huéspedes

Flamtas de Solanum dulcamara ¥ S. nigrum. En condicic-
nes naturales, en pocos casos se cbservan sintomas de
marchitamiento en estos huéspedes herbaceos a no ser que
la temperatura del suelo supere los 25 °C o los niveles de
indculo sean extremadamente elevados (por ejemplo, para S.
rigrim que crezca junto a plantas enfermas de patatas o
tomates). Cuando se produce el marchitamiento, los sinto-

mas son como los descritos para el tomate. Las plantas de S.
dufcamara, que no se marchitan y que crecen con tallos y
raices en el agua, pueden mostrar una decoloracién interna
pardo claro de los tejidos vasculares en una seccidon trans-
versal de la base del tallo, o de las partes del tallo gue se
encuentran bajc el agua. Pueden fluir bacterias de los tejidos
vasculares cortados, o formar hilos viscosos, si €l tallo corta-
do se coloca verticalmente en el agua, incluido en caso de
inexistencia de sintomas de marchitamiento.

2. Pruebas de seleccion rapida

Las pruehas de seleccién rapida facilitan el diagnostico
de presuncion, pero no son esenciales. Realicese una o mas
de las siguientes pruebas validadas:

21 Prueba de la exudacion del tallo (Véase la seccidn
VI.A1)

2.2 Prueba de la deteccién de granulos de poli-p-
hidrexibutirato (PHB)

Los granulos de PHB caracteristicos en las células de R.
sofanacearum se visualizan tinendo frofis de exudado bacte-
riano fijado con calor procedente de tejido infectado en un
portaobjetos con azul Nilo A ¢ negro Sudan B {véase la sec-
cion VILA.2).

2.3 Pruebas de aglutinacion seroldgica (Véase la sec-
cion VILA.3.)

2.4 Otras pruebas

Otras pruebas de seleccion rapida apropiadas incluyen la
prueba IF (véase la seccitn VI.A.5), la prueba FISH {vease la
seccion VI.A.T), las pruebas ELISA (véase la seccion VI.A8) vy
las pruebas PCR {véase la seccidn VI.A.6).

3. Proceso de aislamiento

a) Coger exudado o secciones de tejido decolorado del
anillo vascular del tubérculo o de los haces vasculares del
tallc de la planta de patata, de tomate o de otras plantas
huésped en proceso de marchitamiento. Poner en suspen-
sion en un volumen reducido de agua destilada estéril o en
tampan fosfato 50 mM {apéndice 4) y dejar entre cinco y diez
minutos.

by Preparar una serie de diluciones decimales de la
suspension.

¢) Echar 50-100 pl de |a suspension y las diluciones en
un medio nutritivo general (NA, YPGA o SPA; véase el apén-
dice 2) yfo en un medio de tetrazolic de Kelman {apéndice 2}
y/o un medio selective validado {por ejemplo, SMSA; véase
el apéndice 2). Extender ¢ hacer estrias con una técnica
adecuada de dilucidn en placas. Si se considera til, preparar
un conjunto de placas distintas con un cultive de una sus-
pension celular diluida de R. sofanacearum biovar 2 como
control positivo.

d) Incubar las placas entre dos y seis dias a 28 °C.

— En un medio nutritivo general, los aislados virulentos
de R. sofanaceartmn desarrollan colonias de color blance
nacarado, planas, irregulares y fluidas, que con frecuencia
presentan los verticilos caracteristicos en el centra. Las for-
mas avirulentas de R. sofanacearum forman colonias butiro-
sas pequenas, redondas y no fluidas, que son completamen-
te blancas,

— Enlos medios de tretrazolic de Kelman y SMSA, los
verticilos son de color rojo sangre. Las formas avirulentas de
R. sofanacearum forman cclonias butirosas peguefias, re-
dondas v no fluidas, que son totalmente de color roje oscuro.
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4. Pruebas de identificacion de R. sofanacearum

Las pruebas para confirmar la identidad de presuntos aisla-
dos de R. solanacearurn se muestran en la seccion V1.B.

SECCION II

1. Metodos detallados de deteccion e identificacion de
R. solanacearurn en muestras asintomaticas de tubérculos
de patata

1.1 Preparacion de la muestra

Nota:

— El tamano normal de la muestra es de 200 tubércu-
los. Un muestreo mas intensivo requiere mas pruebas en
muestras de este tamano. Un mayor numero de tubérculos
en |la mugstra producirad inhibicidn o una interpretacion dificil
de los resultados. Sin embargo, el procedimiento puede apli-
carse convenientemente a muestras de menos de 200 tubér-
culos, cuando se disponga de pocos tubérculos.

— La validacion de todos los métodos de deteccién
descrites a continuacion se basa en la realizacion de pruehas
a muestras de 200 tubérculos.

— El extracto de patata descrito a continuacion puede
utilizarse tambi&én para la deteccién de la bacteria de la ne-
crosis bacteriana de la patata, Clavibacter michiganensis
subsp. sepedoricus.

Pretratamientc opcional previc a la preparacion de la
muestra:

a) incubacion de muestras a 25-30 °C, hasta un méaxi-
mo de dos semanas antes de la realizacion de la prueba, con
el fin de alentar |la multiplicacion de cualquier poblacion de R.
sofanacearun,

by lavar los tubérculos. WMilizar desinfectantes apropia-
dos (compuestos de cloro cuando vaya a utilizarse la prueba
PCR a fin de eliminar el ADN patégeno) y detergentes entre
cada muestra. Secar al aire los tubérculos. Este procedimian-
to de lavado es especialmente util {pero no obligatorio} para
las muestras con exceso de tierra y si debe realizarse una
prueba PCR o un procedimiento de aislamiento directo.

1.1.1  Quitar la epidermis de la parte basal {estolon) del
tubérculo con un bisturi o un cuchillo limpio y desinfectado,
de modo que los tejidos vasculares queden a la vista, Extraer
con cuidado una cufa conica pequena de tejido vascular de
la parte basal y extragr el minimo volumen posible de tejido
no vascular.

{véase el sitoc web:
Publicfirc/sanco/Home/main).

hitp://forum.europa.eu.int/

Nota: Retirar los tubérculos (pedridos) que presenten sin-
tomas sospechoscs de “podredumbre parda™ y analizarlos
por separado.

Si durante la extraccién de la cuia de la parte basal se
observan sintomas sospechosos de podredumbre parda,
debera efectuarse una inspeccion visual del tubérculo, vy cor-
tarse este cerca de la parte basal. Todo tubérculo cortado
con sintomas sospechosos deberd guardarse durante un
minime de dos dias a temperatura ambiente a fin de permitir
la suberizacion y almacenar refrigerado {a 4-10 *C} en condi-
ciones de cuarentena apropiadas. Todos los tubérculos, in-
cluidos los que presenten sintomas sospechosos, deberan
mantenerse con arreqlo a lo establecido en el anexo (Il

1.1.2 Colocar las cufias de la parte basal en recipientes
desechables no utilizados que puedan cerrarse y/o sellarse
{en caso de reutilizacién de los recipientes, deberan [impiarse

y desinfaectarse por completo utilizando compuestos de clo-
ro). Es conveniente procesar las cufias inmediatamente. Si
esto no es posible, almacenarlas en el recipiente, sin afiadir
ninguan tampon, refrigeradas durante un periodo maximo de
72 horas o de 24 horas a temperatura ambiente.

Procesar las cuiias por uno de logs métodos siguientes:

a) bien cubrir las cufas con un volumen suficiente
faproximadamente 40 ml) de tampén de extraccion (apéndice
4) y agitar en un agitador rotatorio {50-100 rpm) durante cua-
tro heras por debajo de 24 "C o refrigeradas entre 16 y 24
horas,

o bien

b} homogeneizar las cufas con un volumen suficiente
{aproximadamente 40 ml) de tampon de extraccion (apéndice
4} en una trituradora (por ejemplo, Waring o Ultra Thurax) o
machacandolas en una bolsa de maceracién desechable se-
llada {por ejemplo, Stomacher o Bicreba de politeno de gran
calibre, 150 mm % 250 mm; esterilizada por radiacién) utilizan-
do un maze de goma o un aparato de trituracidn adecuado
{por ejemplo, Homex).

Nota: Existe un elevado riesgo de contaminacion cruzada
de muestras cuando se homogenizan las muestras utilizando
una trituradora. Tomar pracauciones a fin de evitar la genera-
citn de aerosoles o el vertido durante &l proceso de extraccion.
Debe asegurarse gue se utilizan para cada muestra recipientes
y cuchillas de frituradora esterilizados. Si se utiliza la prueba
PCR, evitar la transferencia de ADN en los recipientes o el apa-
rato de trituracion. Al utilizar PCR, se recomienda machacar el
material en bolsas desechables y utilizar tubes desechables.

1.1.3 Se decanta el sobrenadante. Si es demasiado
turbio, clarificarlo con una centrifugacion a baja velocidad (no
mas de 180 g durante diez minutos a una temperatura entre
4-10 °C) o mediante filtracion al vacio (40-100 pm), lavando
el filtro con tampdn de extraccion adicional {10 ml).

1.1.4 Concentrar las bacterias por centrifugacion a
7.000 g durante 15 minutos {0 10.000 g durante diez minu-
tos) a una temperatura entre 4-10 °C y descartar gl sobrena-
dante sin perturbar el sedimento.

1.1.5 Resuspender el precipitado en 1,5 ml de tampén
de precipitado (apéndice 4). Utilizar 500 pl para pruebas de
R. sofanacearum, 500 ul para Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus y 500 Wl para referencia. Afadir glicerol
estéril a la concentracion final de 10-25 % {(v/v) a los 500 i
de la alicuota de referencia y a la restante alicuota de prue-
ba, mezclar y almacenar a una temperatura comprendida
entre —16 a -24 °C (semanas) o entre —-68 a —86 "C (meses).
Mantener las alicuctas de prueba a entre 4-10 °C durante la
prueba.

No se aconsgja congelar y descongelar repetidamente,

3i debe transportarse el extracto, entréguese en un reci-
piente frio en un plazo de 24 a 48 horas.

1.1.6 Es de capital importancia tratar por separado to-
dos los coniroles y muestras positivos de R solanacearum
para evitar la contaminacion. Esto se aplica a los portaobje-
tos IF y a todas las pruebas.

1.2  Analisis

Véase el diagrama de flujo v la descripcion de las prue-
bas y los protocolos optimizados en los apéndices pertinen-
tes:

Aislamiento selectivo (vease Ia seccion VI.A4)
Prueba IF (véase |a seccidn VILA5)
Pruebas PCR (véase |a seccidn VI.AG)
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Prueba FISH (véase la seccion VLA.7}
Pruebas ELISA {vease |la seccion VI.A.8)
Bicensayo (véase la seccion VI.A9)

2. Métodos detallados de deteccion e identificacion de
R. solanacearum en muestras asintomaticas de patatas, to-
mates y otras plantas huesped

2.1 Preparacion de la muestra

Nota. Para la deteccion de poblaciones latentes de R, so-
fanacearurm se aconseja someter a prueba muestras mixtas.
El procedimiente puede aplicarse convenigntemente a mues-
tras mixtas de hasta 200 partes del tallo. Couando se efectien
exameneas, deberan basarse en una muestra estadisticamen-
te representativa de la poblacion de plantas investigada.

2.1.1 {Colocar segmentes de tallo de 1-2 cm en un reci-
piente estéril cerrado con arreglo a los siguientes procedi-
mientos de muestreo:

Flantulas de tomate de vivero: con un cuchillo limpio y
desinfectado, cortar un segmento de 1 cm de la base de ca-
da talle, justo por encima del nivel del suelo.

Plantas de tomate cuffivadas en el campo o en un invemade-
ro: con un clchillo limpio y desinfectado, arrancar el brote lateral
mas inferior de cada planta cortando justo por encima de la
unidn con el tallo principal. Cortar un segmento de 1 cm del ex-
tremo inferior de cada brote lateral.

Otros huéspedes: con un cuchillo limpic y desinfectade o
con tijeras de podar, cortar un segmento de 1 cm de |la base
de cada tallo, justo por encima del nivel del suelo. En el caso
de 8. dufcarmara o de ofras plantas huésped que crecen en el
agua, cortar secciones de 1-2 cm de los tallos bajo el agua ¢
estolones con raices acuaticas,

Cuando se muestree un lugar especifico, se recomienda
analizar una muestra estadisticamente representativa de un
minimo de diez plantas por punto de muestreo de cada huésped
herbaceo potencial. La deteccion del patégenc sera mas fiable a
finales de primavera, en verano y en ofofio, aunque |as infeccic-
nes naturales pueden detectarse durante todo el afo en Sola-
num dulcamara perenne que crece en curses de agua. Los
huéspedes conocidos incluyen plantas de patata espontaneas
fgroundkeepers), Solanum duicamara, S. nigrum, Dalura stra-
monium y otros miembros de la familia Solanaceae. Otros hués-
pedes son Pefargonium spp. y Portulaca oferacea. Entre las
especies herbaceas europeas que pueden albergar potencial-
mente poblaciones de R. solanacearum biovar 2/iraza 3 en raices
yio rizosferas, en condiciones medicambientales especificas, se
incluyen: Afriplex hastata, Bidens pitosa, Cerastium glomeratum,
Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga parvi-
flora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp., Rumex spp., Silene
alba, 8. nutans., Tussilago farfarra y Urtica dioica.

MNota! Puede efectuarse en este momento el examen vi-
sual para detectar sintomas internos {coloracidén vascular o
liquido bacteriano). Retirar todos los segmentos del tallo con
sintomas y analizarlos por separado (véase |a seccién 1)

21.2 Desinfectar brevemente los segmentos del tallc con
etanol al 70 % y secar inmediatamente con un pafuelo de
papel. A continuacion, procesar los segmentos del tallc me-
diante uno de los procedimientos siguientes:

a) cubrir los segmentos con un volumen suficiente
{aproximadamenta 40 ml} de tampén de extraccion {apéndice
4}y agitar en un agitador rotatoric {50-100 rpm) durante cua-
tro horas por debajo de 24 °C o refrigerados entre 16 y 24
horas,

c bien

b} procesar inmediatamente machacando los segmentos
en una bolsa de maceracion resistente {por ejemplo, Stoma-
cher o Bioreba} con un volumen apropiado de tampén de ex-
traccion (apendice 4) utilizando un mazo de goma o un apara-
to de ftrituracion adecuade {por ejemplo, Homex). De no ser
posible, almacenar los segmentos del tallo refrigerados duran-
te un maxime de 72 horas ¢ un maximo de 24 horas a tempe-
ratura ambiente.

2.1.3 Desechar gl sobrenadante tras 15 minutos de se-
dimentacién.

2.1.4 No suele ser necesaria otra clarificacion del ex-
tracto o la concentracion de la fraccion bacteriana, perc pue-
de conseguirse por filtracion y/o centrifugacion tal como se
describe en la seccidn 111.1.1.3 a2 1.1.5.

2.1.5 Dividir el extracto de la muestra pura o concentra-
da en dos partes iguales. Mantener una mitad entre 4 y 10 °C
durante el analisis y almacenar |a otra mitad con glicerol es-
téril al 10-25 % (v/v) entre — 16 y - 24 °C (semanas) o entre —
68 y — B6 "C (mes) en casc de que deban efectuarse nuevas
pruebas.

2.2 Analisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las prue-
bas y los protocclos optimizados en los apéndices pertinen-
tes:

Aislamiento selectivo (véase la seccion VI.A.4)

Prueba IF {véase la seccion VI.A.5)

Pruebas PCR {véase la seccion VI.A.B)

Prueba FISH (véase la seccidn VILAT)

Pruebas ELISA (véase la seccion VI.AB)

Bicensayo (véase la seccion VLAS)
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SECCION Iv

1. Esquema del método de deteccion e identificacion de R. sofanacearum en el agua

Muestra de agua ™" ’

. " 2 1
Concentracion del patégeno '™

PRUEBA BASICA DE SELECCION
Aislamicnto selectivo '
Pruchas auxiliares opcienales: bioensayo al enriquecimiento PCR ™'/ enriquecimiento ELTSA

Colonias con morfologia tipica '
despucs del aislamicnto

R. sofanacearum no deteciada
Muetra no infectada por
R. solanacearum

‘ Turificar mediante subcullive |

PRUEBAS DE IDENTIFICACION PRUEEA DE PATOGENICIDAD '™

Ambas pruebas confirman cultivo puro
como R. sofanaceariim

Muestra no contaminada por
R. selanacearum

Mucstra contaminada por R. solanaceariin

1} Véass la seccitn (V.21 para los tamafios recomandados de [as muesiras,
En la seccion V.21 88 describer los métodos de concentracion de patdgenos. La cancentracion incrementa las poblaciones de paldgenos v de bacterias
saprofitas competidoras. y Unicamenls se recomienda si ne provoca una inhibicion de la prusba de aislamisnto.

{3} Enla seccion VI.A.4 s& describe la prugba de aislamisnto ssleclivo.

{4} Enla seccion VI.A.9 s8 describe la prusba del hicensayo.

{5} Enlas secciones VLA 4.2 y VI.AG se describan los mélodos de anriquecimients PCR,

{6} Enlas secciones VILA4.2 y VI.A.G s8 describen los métodos de enriguscimients ELISA,

{7} La marfologla tipica de |a colonia s& describe en la ssccion 11.3.d.

{8} El aislamiento puede fallar debido a la competencia o la inhibicion por bacterias saprofitas. Si se sospecha que una elevada poblacion saprofita afecta a
la iabilidad del aislamiento, repstir antonces las pruebas de aislamiento tras la dilucion de la musstra en agua estéril,
La identificacion fiable de cultivos puros pesibles aislades de R. solanacearum, se efectda utilizandoe las pruebas descritas en la seccion VLB,

{10) La prueba de patogenicidad se describe en la seccion VI.C.
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2. Métodos de deteccion e identificacion de R. sofana-
cearum en el agua

Principic

El método validado de deteccion que se describe en la
presente seccidn es aplicable a la detaccién del patégeno
en muestras de aguas superficiales y puede aplicarse asi-
mismeo a las muestras para analisis del proceso de trans-
formacion de |la patata o de aguas residuales. No obstante,
es importante sefialar que la sensibilidad previsible de la
deteccion variara en funcion del sustrato. La sensibilidad de
la prueba de aislamigento se ve afectada por las poblaciones
de bacterias saprofitas competidoras, que son generalmen-
te muy superiores en el procesc de transformacién de la
patata y las aguas residuales gue en las aguas superficia-
les. Si bien se espera que el métode que se describe a con-
tinuacion sclamente detecte 10° células por litro de aguas
superficiales, la sensibilidad de la deteccidn en el proceso
de transformacion de la patata ¢ las aguas residuales sera
con toda probabilidad mucho menor. Por este motivo, se
recomienda analizar las aguas residuales después de todo
tratamiento de purificacion {por ejemplo, sedimentacion o
filtracién), durante el cual las poblaciones de bacterias sa-
profitas se reducen. Deberan tenerse en cuenta las limita-
ciongs de sensibilidad del métode de prueba a 1a hora de
evaluar |a fiabilidad de cualquier resultado negativo obteni-
do. Si bien se ha utilizado con éxite este método en trabajos
de investigacién para determinar la presencia o ausencia
del patogeno en las aguas superficiales, deberan tenerse
en cuenta sus limitacicnes cuandc se utilice en investiga-
ciones similares del proceso de transformacion de la patata
o de aguas residuales,

2.1 Preparacion de la muestra
Nota:

— La deteccion de R. sofanacearum en las aguas su-
perficiales es mas fiable a finales de primavera, en verano y
en otorio, cuando la temperatura del agua supera los 15 °C.

— Un muestreo repetido en diferentes momentos du-
rante los periodos mencionados en puntos de muestreo de-
signados incrementara la fiabilidad de la deteccion al reducir
los efectos de |a variacion climatica.

— Teénganse en cuenta los efectos de las fuertes preci-
pitaciones y la gecgrafia del curso de agua a fin de evitar que
se produzcan importantes efectos de dilucion gque puedan
ocultar la presencia del patdgeno.

—  Tomar muestras de agua superficial en las inmedia-
ciones de plantas huésped si estos huéspedes estan presen-
tes.

211 Recoger muestras de agua en puntos de muestreo
seleccionados llenando botellas o tubos estériles desachables,
a una profundidad, si es posible, por debajo de 30 cmya2m
de la crilla. Para los efluentes resultantes de la transformacion
de la patata y las aguas residuales, recoger muestras en el
punto de vertide de |las aguas residuales. Se recomiendan las
muestras de hasta 500 ml por punto de muestreo. Si se prefie-
ren muestras mas pequenas, se aconseja tomar muestras como
minimo en tres ocasiones por punto de muestreo, cada una de
las cuales consistird en dos submuestras duplicadas de un mi-
nima de 30 ml. Para un trabajo de investigacion intensivo, se-
leccione como minimo tres puntos de muestree por 3 km de
curso de agua y asegirese de que también se toman muestras
en los afluentes que desembocan en el curso de agua.

21.2 Transportar las muestras en un entorno fresco y
oscuro {(4-10 °C) y analizarlas en un plazo de 24 horas.

2.1.3 Si es preciso, podra concentrarse la fraccién bac-
teriana utilizando unc de los métodos siguientes:

a) centrifugar 30-50 m| de submuestras de 10.000 g du-
rante diez minutos (0 7.000 g durante 15 minutos), preferi-
blemente a 4-10 °C, descartar el sobrenadante y resuspen-
der el precipitado en 1 ml de tampén de precipitado {apéndi-
ce 4);

b} Afiltracién por membrana (tamafio minime de los poros
de 0,45 ym) y a continuacion lavado del filtro en 5-10 ml de
tampon de precipitado y retencién de los lavados. Este meto-
do es adecuado para grandes volumenes de agua que con-
tengan bajos niveles de saprofitas.

No suele aconsejarse la concentracién para muestras del pro-
ceso de transformacion de la patata © de aguas residuales, ya que
unas poblacicnes mayores de bacterias saproftas competidoras
inhibiran la deteccién de R. solanacearum.

2.2 Analisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las prue-
bas en los apéndices pertinentes.
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SECCION V

1. Esguema del método de deteccion e identificacién de R. sofanacearum en el suelo

[ Muestra de suelo " ’

[ Cxtraccion del patégeno J

PRUEBA BASICA DE SELE_CC.]ON
Aislamiento selectivo -
Prueba auxiliar opeional: enriquecimients PCR 7 bioensayo "

- . - ) B
Colonias con morfologia tipica '™

después del aislamiento Todas las prucbas negativas

R sedanaccarun no detectada
Muetra no infectada por
R. solanacearum

Purificar mediante cultivo

[ PRUEBAS DE IDENTIFICACION '™ }—%>—{ PRUEBA DE PATOGENICIDAD "™ ]

Ambas pruebas confirman cultive pure Mucstra no contaminada por
como R. solanaceatm NO R. solanaceqrint

Muestra contaminada por
R. solanacearum

{1} Véaselaseccon V.21 para los tamafins recomendados de las muestras.

{2} Enla seccion V1.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.

{3} Enlas secciones VILAA2 v VI A.G s& describen 105 matedos de enriguecimiento PCR.

{4} Enla seccion VI.A.9 s8 describe la prusba del hicensayo.

{5} La marfologla tipica de |a colonia s describe en la seccion 11.3.d,

{6} El aislamiento pusde fallar debide a la competencia o |a inhibicién por bacterias saprofitas. Si se sospecha que una elevada poblacion saprofita afecta a
la Tiabilidad dsl aislamiento, repstir entonces las pruebas de aislamiento tras 1a dilucién ds la musstra,

{7} La identificacion fiable de cultivos puros posibles aislados de R, solanacearum, se efectda utihzando las pruebas descrilas en la secocn VLB,

{8} La prueba de patogenicidad se describe en la seccidn WG,
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2. Métodos de deteccion e identificacion de R. sofana-
cearum en el suelo

Principios

El método validado de deteccion que se describe en la
presente seccidn es aplicable a la deteccion del patégeno en
muestras del suelo, pero también puede utilizarse para anali-
zar muestras de residuos solidos de la transformacion de la
patata o de lodos de depuradora. No obstante, debe seiialar-
se que estos metodos no son lo suficientemente sensibles
para asegurar la deteccién de poblaciones pequenas ylo
irregularmente distribuidas de R. sofanacearum que pueden
encontrarse en muestras naturalmente infectadas de estos
sustratos.

Deberan tenerse en cuenta las limitaciones de sensibili-
dad de este métode de prueba a la hora de evaluar la fiabili-
dad de cualquier resultado negativo obtenido, asi como
cuando se utilice en investigaciones para determinar la pre-
sencia o ausencia del patdgeno en el suelo ¢ los lodos. El
método mas fiable para determinar la presencia del patdgenc
en el suelc del campo es plantar un posible huésped del
mismo v supervisar si se produce infeccion, pera incluso con
este metodo no se detectaran niveles bajos de contamina-
cién,

2.1 Preparacion de la muestra

211 El muestreo del suelc del campo debera seguir
los principios habituales utilizados para el muesirec de nema-
todos. Para muestrear 0,3 ha, recoger muestras de 0,5a 1 kg
de suelo en 60 puntos a una profundidad de 10 a 20 cm {o de
una cuadricula de 7 x 7 metros). Si se sospecha |a presencia
del patégeno, incrementar el ndmero de puntos de recogida a
120 por 0,3 ha. Mantener las muestras a una temperatura
comprendida entre 12 y 15 °C antes del analisis. Tomar
muestras de la transformacion de la patata y de lodos de
depuradora, recogiendo un total de 1 kg de sitios que repre-
senten el volumen total de lodos que se analizard. Mezclar
adecuadamente cada muestra antes del analisis.

2.1.2 Dispersar submuestras de 10 a 25 g de suelo o
lodos mediante agitacion rotatoria (250 rpm) en 60-150 ml de
tampén de extraccidn (apéndice 4) durante un maximo de
dos horas. En caso necesario, €l afadido de 0,02 % de
Tween-20 estéril y de 10 a 20 g de grava esteéril puede con-
tribuir a la dispersion.

2.1.3 Mantener la suspension a 4 °C durante el anélisis.

2.2 Analisis

Vease el diagrama de flujp y la descripcion de las prue-
bas en los apendices pertinentes.

SECCION VI

PROTQCOLOS OPTIMIZADOS PARA LA DETECCION
E IDENTIFICACION DE R. solanacearum

A. PRUEBAS DE DIAGNOSTICO Y DETECCION

1. Prueba de la exudacion del tallo

La presencia de R. solanacearum en tallos de patata, to-
mate U otras plantas huésped marchitas puede cbservarse
mediante la sencilla prueba de presuncién que se indica a
continuacion: cortar el tallo juste por encima del nivel del
suelo. Suspender la superficie del corte en un tubo de agua
limpia. Observar si se produce la caracteristica exudacion
espontanea de hilos de flujo bacteriano de los haces vascula-
res cortados uncs minutos despues.

2. Prueba de la deteccién de granulos de poli-Bi-
hidroxibutiratc

1. Preparar un frotis de exudado bacteriano procedente
del tejide infectado o de un cultivo de 48 horas en un medio
YPGA o SPA (apéndice 2) en un portachjetos.

2. Preparar frotis de control positivos de una cepa de
biovar 2 de R. solanacearum y, si se considera Util, un frotis
de control negativo de un PHB sp. negativo conocido.

3. Dejar gue se seque al aire y pasar con rapidez varias
veces por la llama la cara inferior del portachjetos para fijar
los frotis,

4. Tenhir el preparado con azul Nilo A ¢ negro Sudan B y
observar microscopicamente tal como se describe a conti-
nuacion.

Prueba del azilf Nilo

a) Banar cada portaobjetos con una solucion acucsa de
azul Nilo A al 1 % & incubar durante diez minutos a 55 °C.

b} Escurrir la solucion de tincién. Lavar suavemente al
grifc durante unos instantes. Eliminar el agua sobrante con
un pafiuelo de papel.

c) Banar el frotis con acido acétice acuoso al 8 % e in-
cubar durante un minuto a temperatura ambiente.

d) Lavar suavemente al grifo durante unos instantes.
Eliminar & agua sobrante con un parnuelo de papel.

) Rehumedecer con una gota de agua y tapar con un
cubreobjetos.

fy  Examinar el frotis tintado con un microscopio epifluo-
rescente a 450 nm con gota de aceite de inmersién,a 600-
1000 aumentos, utilizando un objetivo de inmersion en aceite
O agua.

g) Observar si se produce la fluorescencia naranja bri-
llante de los granulos de PHB. Observar también con la luz
normal transmitida para cerciorarse de gue los granulos son
intracelulares y de que la morfologia celular es |a tipica de R.
sofanacearum.

Prueba def negro Sudan

a) Bafiar cada portacbjetos con una solucién acuosa de
negro Sudan B al 0.3 % en etanol al 70 % e incubar durante
diez minutos a temperatura ambiente.

by Escurrir la solucidn de tincidn y lavar suavemente
con agua del grifo durante unos instantes, eliminando el agua
sobrante con un pafuelo de papel.

c} Sumergir brevemente los portacbjetos en xilol y se-
car con un pafiuelo de papel. [Cuwidadof: el xifol es nocivo,
deben tomarse las precauciones de seguridad necesarias y
debe trabajarse en una campana extractora de humos.

dj Banfar el frotis con safranina acuosa al 0.5 % (pM) y
dejar durante diez minutos a temperatura ambiente. |Cuida-
dol: la safranina es nociva, deben tomarse las precauciones
de seguridad necesarias y dehe frabafarse en una campana
extractora de humos.

e} Lavar suavemente al grifo durante uncs instantes, se-
car con un panuelo de papel y tapar con un cubrecbijetos.

f)y Examinar log frotis tintados con un microscopio opti-
co que utilice luz transmitida con aceite de inmersion, a 1000
aumentos, utilizando un objetivo de inmersién en aceite.

g} Observar si los granuleos de PHB de las células de R.
sofanacearum se tifien de negre azulado con un tefiido rosa-
ceo de las paredes de las células.
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3. Pruebas de aglutinacién seroldgica

La mejor manera de observar la aglutinacién de células
de R. sofanacearum en liguido bacteriano o extractos de
tejido sintomatico es utilizando anticuerpos validados (véase
el apéndice 3) etiquetados con marcadores coloreados apro-
piados tales como células rojas de Staphylococcus aureus o
particulas coloreadas de latex. Si se utiliza un equipo comer-
ciglizado {véase el apéndice 3}, siga las instrucciones del
fabricante. En caso contrario, aplique el procedimiento si-
guiente:

a) mezclar gotas de una suspension de anticuerpos eti-
quetados y liquido bacteriano (de aproximadamente 5 pl} en
pocillos de portacbjetos de pocilles multiples;

b) preparar controles positivos y negativos utilizandeo
suspensiones de R solanacearum biovar 2 y una cepa hete-
rdloga;

¢) observar si se produce aglutinacion en las muestras
positivas tras mezclar suavemente durante 15 segundos.

4. Aislamiento selectivo
4.1 Siembra en medio selectivo

Nota: Antes de utilizar este método por primera vez, efec-
tle pruebas preliminares a fin de garantizar una deteccién
reproducible de 10° a 10°* unidades formadoras de colonias
de R. sofanacearum por ml afiadido a extractos de muestras
que hayan dado anteriormente resultados negativos.

Utilizar un medio selectivo validado adecuado tal como
SMSA (moedificado por Elphinstone et af, 1998; véase el
apéndice 2).

Es preciso diferenciar R. solanacearum de otras bacte-
rias gue pueden desarrollar colonias en el medio. Ademas,
las colonias de R. solanacearum pueden mostrar morfologias
atipicas si las placas estan superpobladas o si también con-
tienen bacterias antagonistas. Cuando se sospeche la exis-
tencia de efectos de la competencia o el antagonismo, debe-
ra volver a analizarse la mugstra con otro método.

Para lograr la maxima sensibilidad con este métedo, utili-
zar extractos de muestras recién preparados. Sin embargo,
este método también puede aplicarse a extractos que se
hayan almacenado con glicerol entre — 68 y — 86 °C.

Como controles positivos, preparar diluciones decimales de
una suspension de 10% cfu por ml de una cepa virulenta biovar 2
de R. solanacearum (por ejemplo, NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857). Para evitar toda posibilidad de contaminacion,
preparar controles positivos totalmente separados de las mues-
tras que van a analizarse.

Debera examinarse la adecuacidn para el crecimiente
del patégeno de cada lote recién preparado de un medio
selectivo antes de utilizarle para analizar muestras rutina-
rias.

Procesar el material de control de la misma manera que
la muestra o muestras.

4.1.1 Aplicar una técnica de dilucion en placas apropia-
da a fin de garantizar la dilucién de cualquier poblacién sa-
profita formadora de colonias que pudiera existir. Extender
50-100 pl por placa de extracto de muestra y de cada dilu-
cién,

4.1.2 Incubar las placas a 28 °C. Leer las placas 48
horas después, y posteriormente a diario hasta un maximo
de seis dias. Las colonias tipicas de R. solanacsarum en el
medio SMSA son de color blanco lechoso, planas, irregula-

res y fluidas y, tras tres dias de incubacion, se vuelven de
color rosa a rojo sangre en el centro con rayas o espirales
internas {véase el sitio web:
http:ffferum.eurepa.ewint/Public/irc/sanco/Home/main).

Nota: En algunos casos se forman colonias atipicas de R.
solanacearum en este medio. Estas pueden ser pequenas,
redondas, completamente rojas y no fluidas, © sélo parcialmente
fluidas vy, por tanto, dificiles de distinguir de las bacterias saprofi-
tas formadoras de colonias.

4.1.3 Purificar las presuntas colonias de R. sofanacea-
rum tras el estriado o la dilucién en placas en un medio nutri-
tivo general a fin de obtener cclonias aisladas (véase el
apéndice 2).

4.1.4 Almacenar los cultivos a corto plazo en agua esté-
ril {(pH 6-8, sin cloro) a temperatura ambiente en la oscuridad,
o a largo plazo en un medio crioprotector adecuado entre —
68 y — 86 °C o liofilizado.

4.1.5 Identificar los presuntos cultivos {véase la seccién
Vl. B) vy efectuar una prueba de patogenicidad (véase la sec-
cion VL. C).

Interpretacion de los resultados de fa siembra en medio
sefectivo

La siembra en medio selectivo es negativa si no se obsger-
van colonias bacterianas al cabo de seis dias ni se encuentran
presuntas colonias tipicas de R. sofanacearum, siempre que
no haya sospechas de inhibicién producida por la competencia
o el antagonismo de oiras bacterias y que en los controles
positivos se encuentren colonias tipicas de R. solanacearum.

La siembra en medic selectivo es positiva si se aislan
presuntas colonias de R. solanacearum.

4.2 Procedimientc de enriguecimiento

Utilizar un medio de enriguecimientc validado como ef
caldo Wilbrink modificado (vease el apendice 2).

Este procedimiento puede utilizarse para incrementar sefec-
tivamente Ias poblaciones de R. solanacearum en extractos de
muestras e incrementar la sensibiiidad de la deteccidn. Asimis-
mo, este procedimienta difuye efectivamente los inhibidores de
la reaccion PCR (1:100). Sin embargo, dehe sefialarse que ef
enriquecimiento de R. solanacearum puede falfar debido & la
competencia o ef antagonismo de organismos saprofitas, que
en muchos casos se enriquecen simuftaneamente. Por este
motiva, ef aisfamiento de R, solanacearum a pantir de cultivos de
caldos enriquecidos puede resuftar dificll. Ademas, debido a que
pueden incrememtarse fas poblaciones de saprofitos serologi-
camente afines, se recomienda la wuililizacion de anticuerpos
monoclonales especificos en lugar de antictierpos policionales
cuando se apfiue fa prusba ELISA.

4.21 Para el enriquecimiento PCR, transferir 100 pl de
extractc de muestras a 10 ml de caldo de enriguecimiento
{apéndice 2) previamente alicuotados en tubos ¢ matraces
sin ADN. Para el enriquecimiento ELISA, pueden utilizarse
proporciones mas elevadas de extracto de muestras en el
caldo (por ejemplo, 100 ul en 1,0 ml de caldo de enrigueci-
miento).

4.2.2 Incubar durante 72 horas entre 27 y 30 °C en un
cultivo agitado o un cultivo estatico manteniendo el tapdn del
tube sin apretar para que haya aireacion.

4.2.3 Mezclar adecuadamente antes de utilizar en las
pruebas ELISA o PCR.
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4.2.4 Tratar el calde enriquecido de manera idéntica a
la muestra o las muestras de las pruebas anteriormente
mencionadas.

Nota: Si se prevé una inhibicion o un enriquecimiento de
R. sofanacearum debido a las elevadas poblaciones de de-
terminadas bacterias saprofitas competidoras, pueden con-
seguirse mejores resultados con el enriguecimiento de ex-
tractos de muestras antes de cualquier centrifugacién o con
otras medidas de concentracion.

5. Prueba de inmuncfiucrescencia {prueba IF)

Frincipio

Se recomienda utilizar la prueba IF coma principal prueba
de seleccién debido a su capacidad demostrada para alcan-
zar los limites requeridos.

Cuando se utilice la prueba IF como principal prueba de
saleccion y su lectura sea positiva, deberd efectuarse la
prueba de aislamiento, PCR o FISH come segunda prueba
de seleccion. Cuando se utilice la prueba IF como segunda
prueba de seleccidn y su lectura sea positiva, deberd efec-
tuarse una nueva prueba con arreglo al diagrama de flujo
para completar el analisis.

Nota: Utillizar una fuente validada de anticuerpos de R sola-
nacearum (véase el sitio web: hitpforum.europa.eu.int/
Publicfirc/sanco/ Home/main). Se recomignda determinar el titulo
para cada nuevo lote de anticuerpos. El titulo se define como la
dilucién mas elevada en la que se produce una reaccion optima
cuando se analiza una suspensién que contenga de 10° a 10°
células por ml de la cepa homologa de R. sofanacearum, utili-
Zando un conjugade de isotiocianato de fluoresceina (FITC)
apropiado, segin las recomendaciones del fabricante. Todo el
antisuero policlonal validado debe presentar un titulo IF de al
menos 1:2000. Durante el andlisis, deberan utilizarse los anti-
cuerpos en diluciones de trabajo cercanas o equivalentes al
titulo.

La prueba deberia efectuarse en extractos de muestras
recién preparados. En caso necesario, puede realizarse con
éxito enextractos almacenados entre — 68 y — 86 °C en glice-
ral. El glicerol puede eliminarse de la muestra si se ahade 1
ml de tampén de precipitado {véase el apéndice 4), se recen-
trifuga durante 15 minutos a 7.000 g vy se resuspende en un
volumen equivalente de tampon de precipitade. En muchos
casos no es necesaric efectuar este procedimiento, espe-
cialmente si las muestras se han fijado en los portacbjetos
mediante flameado.

Preparar en otro portachjetos controles positivos de la
cepa homéloga o de cualquier otra cepa de referencia de R.
solanacearum, suspendida en exiracto de patata, tal como se
especifica en el apéndice 3, punto B, y opcionalmente en
tampon.

Cuando sea posible, debera utilizarse tejido naturalmente
infectado {mantenido por liofilizacién o congelacion entre —
16 y — 24 °C) como control similar en el misme portaobjetos.

Pueden utilizarse como controles negativos alicuotas de
exiracto de muestras gue hayan dado anteriormente resulta-
dos negativos de R. sofanacearurm.

En el apéndice 3 se enumeran |os materiales normaliza-
dos de control positive v negative que pueden utilizarse en
esta prueba.

Utilizar portacbjetos de pocillos multiples, de preferen-
cia con diez pocillos de 8 mm de diametro como minimo.

Procesar el material de control de la misma manera que
la muestra o muestras.

51 Preparar los portaobjetos segin uno de los
procedimientos siguientes

i) Para precipitados con una cantidad relativamente
pequeia de sedimento de almidan:

Echar con una pipeta un volumen normalizade medido
{15 ul es suficiente para pocillos de 6 mm de didametro; au-
mentar el volumen si el didametro es mayor) de una dilucion
de 1/100 del precipitado de patata resuspendido en el primer
pacillo. A continuacién, echar con una pipeta un volumen
similar de precipitado sin diluir (1/1) en los pocillos restantes
de la fila. La segunda fila puede utilizarse como duplicado o
para una segunda muestra, tal como se indica en la figura 1.

iy Para otros precipitados:

Preparar diluciones decimales {1110 y 1/100) del precipita-
do resuspendido en tampon de precipitado. Echar con una
pipeta un volumen normalizado medide {15 pl es suficiente
para pocilos de 8 mm de diametro; aumentar el volumen si el
diametro es mayor) del precipitade resuspendido v de cada
dilucion en una fila de pocillos. La segunda fila puede utilizarse
como duplicado o para una segunda muestra, tal como se
indica en la figura 2.

5.2 Secar las gotitas a temperatura ambiente o calen-
tandolas entre 40 y 45 “C. Fijar las células bacterianas al
portaobjetos calentandolo {15 minutos a 60 °C), flameandolo
con etanol del 95 % o con arreglo a las instrucciones especi-
ficas de los suministradores de los anticuerpos.

En caso necesario, pueden almacenarse a continuacion
portaobjetos fijos en un recipiente desecado durante el me-
nor tiempo que resulte necesario (hasta un maximoc de 3
meses) antes de efectuar nuevas pruebas.
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5.3 Procedimiento IF

iy  Siel portacbhjetos se ha preparado segun el punto 5.1.1):

Preparar un conjunto de diluciones a 1/2. El primer pocillo debera contener 1/2 del titulo (T/2), los otros Y del titulo {T/4),

1/2 del titulo (T/2}, el titulo {T} ¥ el doble del titulo (2T).

i) Siel portacbhjetos se ha preparado segun el punte 5.1.0i):

Preparar |a dilucién de trabajo {DT) del anticuerpo en el tampdn IF. La dilucién de trabajo afecta a la especificidad.

Figura 1. Preparacion del portaobjetos con arreglo a los puntos 5.1.) y 5.3.0)

Ciluciones del precipitado resuspandido

17100 141 11

(T =litulo) T2 T4 T2

11 "

T 2T L

[ Dilucon del precipitado
resuspendido

Diluciones a 142 del
anlisuerp/anticuenps

Mueslra 1

Duplicade de muestra 1 o
muesira 2

00000
.6 .? .8 .9 .‘ID

Figura 2. Preparacion del portacbjetos con arreglo a los puntos 5.1.i) y 5.3.ii)

Oilucion de irabajo del antisueratanticuerpo

171 1Mo

1/100 Nada Nada

O Dilucién decimal del
precipitado resuspendido

Muestra 1

Duphicado de muesira T o
muestra 2

©0 000,
.6 .? .8 .9 .10

5.3.1 Colocar los portachjetos en un panuelo de papel
humedecido. Cubrir cada pocillo completamente con la dilu-
cién ¢ diluciones de anticuerpos. El volumen de anticuerpos
aplicade en cada pocillo debe ser como minime eguivalente
al volumen de extracto aplicado.

En caso de gue no existan instruccicnes especificas de
los suministradores de los anticuerpos debera aplicarse el
siguiente procedimienta:

5.3.2 Dejar en incubacion los portachjetos en papel
humedo durante 30 minutes a temperatura ambiente {(18-25
*C).

53.3 Sacudir las gotitas de cada portaobjetos y enjua-
gar cuidadosamente con tampon IF. Lavar por inmersion
durante cinco minutos en tampén IF-Tween (apéndice 4) v
posteriormente en tampén IF. Evitar la transferencia de aero-
soles o gotitas que pudiera provocar contaminaciones cruza-
das. Eliminar cuidadosamente el excesc de humedad secan-
dolo suavemente.

53.4 Colocar los portacbjetos en papel himedo. Cubrir
los pocillos con |a dilucién del conjugado FITC utilizado para
determinar el titulo. El volumen de conjugado aplicado en los
pocillos debe ser idéntico al volumen de anticuerpos aplica-
do.

5.3.5 Dejar en incubacién los portacbjetos en papel
humedo durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-25
°C).

5.3.6 Sacudir las gotitas de conjugade del portachjetos.
Enjuagar y lavar como antes (5.3.3).

Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad.

5.3.7 Echar con una pipeta 5 a 10 Jl de tampén fosfato
glicerol de 0,1 M {apéndice 4) o un volumen de solucién co-
mercial que proteja la fluorescencia {antifading) en cada poci-
lle y colocar un cubreobjetos.

54 Lectura de la prueba IF

5.4.1 Examinar los portaobjetos en un microscopic epi-
flucrescente con filtros adecuados para que se produzca la
excitacion del FITC, con aceite o agua de inmersion vy a
500-1 000 aumentos. Recarrer los pocillos a lo largo de dos
diametros perpendiculares entre si y alrededor del perime-
tro. En el caso de muestras que presenten un bajo namero
de cé&lulas o ninguna, deben observarse como minimo 40
campos microscopicos.
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En primer lugar, comprabar el control positive. Las célu-
las deben ser flucrescentes brillantes v estar completamente
tefidas en el titulo de anticuerpos ¢ la dilucidn de trabajo
determinados. La prueba IF (seccién VI.A.5) debe repetirse si
la tincion no es correcta,

54.2 Comprobar si hay células fluorescentes brillantes
con morfologia caracteristica de R. solanacearum en los pacillos
de los portachjetos {véase el sitio web:
http:f#forum.eurcpa.eu.int/Publicfirc’sanco/Home/main). La in-
tensidad de la fluorescencia debe ser equivalente a la de la
cepa de control positive en la misma dilucidén de anticuerpos.
Deberan descartarse las células que presenten una tincion in-
completa o cuya fluorescencia sea escasa.

Debera repetirse la prueba si se sospecha que se ha
producido cualquier posible contaminacion. Este puede ser el
caso cuando todos los portaobjetos de un lote muestren célu-
las positivas debido a la contaminacién del tampdn o si se
encuentran células positivas {fuera de los pocillos de los por-
taobjetos) en la superficie.

543 Existen varios problemas inherentes a las caracteris-
ticas especificas de la prueba de inmunofluorescencia. En los
precipitados de cufias basales de patata y los precipitados de
segmentos del tallo pueden aparecer poblaciones de base de
células fluorescentes de morfologia atipica y bacterias saprofitas
con reaccion cruzada cuyo tamario y morfologia sean similares
alos de R. sofanacearum.

5.4.4 Tener solamente en cuenta las células fluorescen-
tes con tamafic y morfologia tipicos en el titulo o la dilucion
de trabajo de los anticuerpos, tal como se describe en 5.3,

54.5 Interpretacidn de la lectura de la prueba IF:

iy si se encuentran células fluorescentes brillantes con
morfologia caracteristica, estimar el ndmero medio de células
tipicas por campo microscopico y calcular el nimero de celu-
las tipicas por ml de precipitado resuspendido (apéndice 5).

La lectura IF es positiva en las muestras con un minimo de
5 % 10° células tipicas por ml de precipitado resuspendido. Se
considera entonces que la muestra puede estar contaminada y
deben efectuarse ctras pruebas,

iy lalectura IF es negativa en las muestras con menos
de 5 x 10° células por ml de precipitado resuspendide, y se
considera negativa la muestra. No es preciso efectuar mas
pruebas.

6. Prueba de reaccién en cadena de la polimerasa
{prueba PCR}

Principios

Cuandc se utilice la prueba PCR como principal prueba
de seleccidn y dé resultados positivos, deberd efectuarse |a
prueba de aislamientc o la IF como segunda prueba obligato-
ria de seleccion. Cuando se utilice la PCR como segunda
prueba de seleccidn y dé resultados positivos, deberan efec-
tuarse las pruebas establecidas en el diagrama de flujo para
completar el diagndstico.

La aplicacién de este método como principal método de
seleccion sélo se recomienda en el caso de que se hayan
adquirido conocimientos especializados del mismo.

MNota. Las pruebas preliminares realizadas con este método
deberian permitir la deteccion reproducible de 10° a 10° células
de R solanacearum por ml anadidas a los extractos de mues-
fras que previamente proporcionaron resultados negativos.
Puede ser necesario llevar a cabo experimantos de optimiza-
cion para lograr niveles maximos de sensibilidad y especificidad
en todos los laboratorios.

Utilizar reactivos y protocolos PCR validados (véase el
apéndice 8). Seleccionar preferiblemente un método con
control internc.

Tomar las precauciones adecuadas para evitar la conta-
minacion de la muestra con el ADN buscado. La prueba PCR
debe ser efectuada por técnicos experimentados, en labora-
torios especializados en biologia molecular, con &l fin de
reducir al maximo la posibilidad de contaminacion con el
ADN buscado.

Como muestras finales del procedimiento siempre deben
afectuarse controles negativos {para la extraccion de ADN y
los procedimientas PCR) que dejen constancia de si se ha
producido arrastre de ADN.

En la prueba PCR deben incluirse los siguientes contro-
les negativos:

— extracto de la muestra gue previamente haya propor-
cicnado resultados negativos para R. sofanacearurm,

— controles de los tampones utilizados para extraer |a
bacteria y el ADN de |la muestra,

— mezcla para la reaccion PCR.

Deben incluirse los siguientes controles positivos:

— alicuotas de precipitados resuspendidos a los que se
ha afiadido R. solanacearum (para |a preparacion véase el
apendice 3, punto B},

— una suspension de 10° células por ml de R, sofana-
cearum en agua de un aislado virulento (por ejemplo, NCPFPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857; véase el apéndice 3, punto
B},

— siempre gue sea posible, utilizar asimismo ADN ex-
traido de las muestras de control positivas en la prueba PCR.

Para evitar toda posible contaminacion, preparar los con-
troles positives en un entorno distinto al de las muestras que
vayan a analizarse.

Los extractos de muestras deben contener la cantidad mi-
nima de tierra posible. En determinados casos puede ser re-
comendable preparar los extractos a partir de patatas lavadas
cuando vayan a utilizarse protocolos PCR.

En el apéndice 3 se enumeran los materiales normaliza-
dos de control positivo y negativo que pueden utilizarse en
esta prueba.

6.1 Métodos de purificacion del ADN

Utilizar muestras de control positivas y negativas coma
se indica méas arriba (véase el apéndice 3).

Procesar el material de contral de la misma manera que
la muestra o muestras.

Existen diferentes métodos para purificar el ADN busca-
do a parilir de sustratos de muestras complejas, separando
de esta manera los inhibidores de PCR y ofras reacciones
enzimaticas y concentrandc el ADN buscado en el extracto
de la muestra. Se ha optimizado el método siguiente para su
utilizacién con los métodes PCR validadoes mostrades en el
apéndice 6.

a) Método de Pastrik {2000}
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1) wverter con una pipeta 220 pl de tampén de lisis [100
mM NaCl, 10 mtd Tris-HCI {pH 8,0}, 1 mM EDTA (pH 8,0)] en
un tube eppendorf de 1,5 ml;

2) afiadir 100 pl de extracto de muestra y colocar en
un calentador ¢ al bafic maria a 85 °C durante diez minutos;

3) colocar el tubo en hiele durante cinco minutos;

43 anadir 80 ul de solucion estandar de lisozima {50 mg
de lisozima por ml en 10 mM Tris HCI, pH 8,0} & incubar a 37
°C durante 30 minutos;

51 afadir 220 i de solucién A Easy DNA® (Invitrogen),
mezclar adecuadamente por agitacidon e incubar a5 °C
durante 30 minutos;

6) afiadir 100 pl de solucién B Easy DNA® (Invitrogen)
y agitar vigorosamente hasta que el precipitadc se mueva
libremente en el tubo y la muestra sea uniformemente visco-
sa;

7)  afadir 500 pl de cloroformo y agitar hasta que dismi-
nuya la viscosidad y la mezc¢la sea homogénea;

8) centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a 4 °C pa-
ra separar las fases v formar la interfase;

9} transferir |a fase superior a un tubo Eppendorf sin uti-
lizar;

10)  anadir 1 ml de etanol al 100 % {- 20 °C), agitar bre-
vemente e incubar en hielo durante diez minutos;

11) centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a4 °C y
retirar el etanol del precipitado;

12) afiadir 500 pl de etanol al 80 % {— 20 °C) y mezclar
invirtiendo el tubo;

13) centrifugar a 15.000 g durante diez minutos a 4 °C,
guardar el precipitado y retirar el etanol;

14) dejar que el precipitado se seque al aire o en un
Speed Vac de ADN;

13) resuspender el precipitado en 100 pl de agua ultra-
pura estéril y dejar a temperatura ambiente durante un mini-
mo de 20 minutes;

16) almacenar a — 20 °C hasta que se necesite para la
prueba PCR;

17) centrifugar todo precipitado blanco y utilizar 5 pl del
sobrenadante que contenga ADN para la prueba PCR.

by Oftros métodos

FPueden aplicarse otros metodos de extraccion del ADN,
como por gjemplo Qiagen DNeasy Plant Kit, siempre que se
haya demostrado que son igual de eficaces en la purificacién
del ADN a partir de muestras de control que contengan de
10° a 10" células patdgenas por mil.

6.2 PCR

6.2.1 Preparar plantillas de ensayc y de control para la
prueba PCR con arreglo a los protocolos validados {seccion
VILA.8). Preparar una dilucién decimal de extracto de ADN de
la muestra (1:10 en agua ultrapura).

6.2.2 Preparar la mezcla de reaccién PCR apropiada en
un entorno sin contaminacion de acuerde con los protocolos
publicados (apéndice 6). Cuando sea posible, se recomienda
utilizar un protocoloc PCR multiplex que incorpore asimismo
un control intero de |a prueba PCR.

6.2.3 Anadir de 2 a 5 pl de extracto de ADN por 25 ul de
reaccion PCR en tubos PCR estériles con arreglo a los pro-
tocolos PCR (v&ase el apéndice 6).

6.2.4 Incorporar una muestra de control negativo que
contenga sélo mezcla de reaccion PCR y afadir la misma

fuente de agua ultrapura utilizada en la mezcla PCR en lugar
de la muestra,

6.2.5 Colocar los tubos en el mismo termaociclador utili-
zado en las pruebas preliminares y aplicar el programa PCR
optimizado adecuado (apéndice 8).

8.3 Andlisis del producto de la PCR

8.3.1 Resolver los amplicones PCR mediante electro-
foresis en gel de agarosa. Aplicar como minimo 12 ul de
mezcla de reaccidon de ADN amplificada de cada muestra
mezclada con 3 pl de tampon de carga (apéndice 6) en 2,0
% (w/v) de geles de agarosa en un tampon de tris-acetato-
EDTA (TAE) (apéndice B) a 5-8 V por cm. Utilizar un mar-
cador de ADN adecuado, por ejemplo, 100 ph fadder.

8.3.2 Revelar las bandas de ADN tiféndolas con bro-
muro de etidio (0,5 mg/l} durante 30 a 60 minutos, tomando
las precauciones adecuadas para el manejo de este mutage-
no.

6.3.3 Observar el gel tefido mediante transiluminacion
en UV de onda corta (A = 302 nm)} para productos de la PCR
amplificados del tamafio esperado (apéndice 8) y anotar los
resultados.

6.3.4 En relacion con todos los nuevos descubrimientos
o casos, para verificar la autenticidad del amplicon PCR efec-
tuar un andlisis de la enzima de restriccion en una muestra del
ADN restante amplificade incubando a la temperatura dptima y
durante el tiempo necesario con una enzima y un tampdn
apropiados (véase el apéndice 6). Resclver los fragmentos
digeridos mediante electroforesis en gel de agarosa, al igual
que antes, y cbservar el patrén caracteristico del fragmento de
restriccién con transiluminacion UV una vez tefiide con bromu-
ro de etidic y comparar con el control positive no digerido y
digerido.

Interpretacion de los resuffados de fa prueba PCR

La prueba PCR es negativa si el amplicén PCR especifi-
co de R sofanacearum del tamario esperado no se detecta
en la muestra en cuestion pero i se detecta en todas las
muestras de controles pasitivos {en caso de PCR multiplax
con cebadores de control interno especificos de la planta, se
debe amplificar con la muestra en cuestion un segunde pro-
ducto PCR del tamario esperado).

La prueba PCR es positiva si se detecta el amplicon PCR
especifico de R. sofanacearum del tamano y patron de restric-
cidn esperado (cuando se exija), siempre que no se amplifique
a partir de ninguna de las muestras de control negativo. La
confirmacion fiable de un resultado positivo puede abtenerse
tambign repitiende la prueba con un segundo conjunto de ce-
badores de la PCR {apéndice 6).

Nota: Puede sospecharse la inhibicion de la PCR si el
amplicén esperade se obliene a partir de la muestra de con-
trol positive que contiene K. sofanacearum en agua, pero se
obtienen resultados negativos de los controles positivos con
R. sofanacearum en extracto de patata. En protocolos PCR
multiplex con contreles PCR internes, la inhibicién de la reac-
cidn se indica cuando no se obtiene ninguno de los dos am-
plicones.

Puede sospecharse la existencia de contaminacion si el
amplicén esperado se obtiene a partir de uno o varios de los
coniroles negativos.
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7. Prueba de hibridacion fluorescente in situ (prueba
FISH)

Principio

Cuando se utilice la prueba FISH como primera prueba
de seleccién y esta proporcione resultados positivos, debera
efectuarse la prueba de aislamiento o la prueba IF como
segunda prueba obligatoria de seleccion. Cuando se utilice la
prueba FISH come segunda prueba de seleccién y dé resul-

tados positivos, deberan efectuarse las pruebas establecidas
en el diagrama de flujo para completar el diagnoéstico.

Nota: Uilizar cligosondas especificas para R. solanacea-
rum validadas {véase el apéndice 7). Las pruebas preliminares
realizadas con este métode deberian permitir la deteccidn
reproducible de al menos 10° a 10* células de R. sofanaces-
rum por ml afiadidas a los extractos de muestras que hayan
dado anteriormente resultados negativos.

El procedimiento siguiente deberia efectuarse, a ser po-
sible, con extracto de muestra recién preparado, pero tam-
bién puede realizarse con éxito con extractc de muestra que
se haya almacenado en glicerol a una temperatura compren-
dida entre — 16 y — 24 *C o entre — 68 y — 86 °C.

Utilizar como controles negativos alicuctas de extracto de
muestras que hayan dado previamente resultados negativos
para R. sofanacsarum.

Como controles positivos, preparar suspensiones gue
contengan de 10° a 10° células por ml de R. solsnacearum
biovar 2 (por ejemplo la cepa NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857; véase el apéndice 3) en tampén de fosfato de
0,01 M de un cultive de tres a cinco dias. Preparar en otro
portachjetos controles positivos de la cepa homologa o de
cualquier otra cepa de referencia de R. solanacearum, sus-
pendida en extracto de patata, tal como se especifica en el
apéndice 3, punta B.

El usc de una cligosonda eubacteriana con etiqueta FITC
ofrece un control para el proceso de hibridacion, ya que teni-
ra todas las eubacterias presentes en la muestra.

En el apéndice 3, punto A, se enumeran los materiales
normalizados de control positive y negative que pueden utili-
zarse en esta prueba.

Procesar el material de contral de la misma manera que
la muestra o muestras.

7.1 Fijacién del extracte de patata
El protocolo siguients se basa en Wullings et af. (1998).

7.1.1
7.

7.1.2 Verter 100 pl de cada extracto de muestra en un
tubo eppendorf y centrifugar durante siete minutos a 7 000 g.

7.1.3 Separar el sobrenadante y disolver el precipitado
en 200 ul de solucion fijadora preparada con menos de 24
horas de antelacion. Agitar e incubar durante una hora en el
refrigerador.

7.1.4 Centrifugar durante siete minutos a 7 000 g, sepa-
rar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 75 ul de
tampdn de fosfato de concentracion 0,01 M {(véase el apéndi-
ce 7).

7.1.5 Colocar 16 ul de las suspensiones fijadas en un
portaobjetos multiple limpio, tal como muestra la figura 7.1.
Aplicar dos muestras diferentes por portachjetos sin diluir y
utilizar 10 pl para realizar una dilucion a 1:100 (en tampén de
fosfato de concentracion 0,01 M). La solucion de la muestra
restante (49 ul) puede almacenarse a — 20 °C tras la adicidn
de 1 volumen de etancl al 96 %. En casc de que sea necesa-
rio repetir la prueba FISH, separar el etanol mediante centri-
fugacion y afadir un volumen equivalente de tampon de fos-
fato de concentracidon 0,01 M {mezclar mediante agitacién).

Preparar la solucion de fijacion (véase el apéndice

Figura 7.1. Distribucion del portacbjetos para la prueba FISH.

Distnbucion del portaobjetos para la prueba FISH

Muestra 1 Mada Nada
O O @)
pecillo 1 pocillo 2 pocillo 3
Mueastra 1 Mada Mada
O O O
pocilla & pacilla 7 pocille 8

Cubreotyelos 1

Nada Muesira 2
T
@ O
pocillo 4 pocille B
Mads Mussira 2
Y ™
L C/
pocillo 8 pacilla 10
Cubreobjetos 2
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7.1.6 Secar los portacbjetes al aire (0 con secador de
portachjetos a 37 °C) v fijarlos flameandolos.

El procedimiento puede interrumpirse en esta fase, pu-
diéndose proseguir con la hibridacion al dia siguiente. Los
portachjetos deben almacenarse secos y sin pelvo a tempe-
ratura ambiente.

7.2 Hibridacion

7.2.1 Deshidratar las células en series de etanol esca-
lonadas al 50 %, 80 % y 96 % durante un minuto cada una.
Secar las preparaciones en un portacbjetos.

7.2.2 Preparar una camara de incubacion humeda re-
cubriendo el fondo de una caja hermética con papel de seda
o de filtro empapado en 1x hybmix (apéndice 7). Preincubar
la caja en el horno de hibridacidn a 45 °C durante un minimo
de diez minutos.

7.2.3 Aplicar 10 pl de solucién de hibridacion (apéndice
71 a ocho pocillos (pocilles 1, 2, 4, 5,6, 7, 9y 10; véase la
figura 7.1} de cada portacbjetos dejandc vacios los dos poci-
llos centrales (3 y 8).

7.2.4 Aplicar cubrecbjetos {24 x 24 mm) al primer y a
los cuatro dltimos pocillos evitando la entrada de aire. Colo-
car los portacbjetos en la camara himeda precalentada y
dejar que se preduzea la hibridacidn durante cinco horas a 45
°C en la oscuridad.

7.2.5 Preparar tres vasos de precipitado gue contengan
1 1 de agua Milli @ {grado molecular), 1 |1 de 1x hybmix (334
ml 3x hybmix y 666 ml agua Milli Q) v 11 de 1/8x hybmix (42
ml 3x hybmix y 958 ml agua Milli Q). Preincubarlos al baic
maria a 45 °C,

7.28 Quitar los cubreobjetos de las preparaciones y
colocar estas en un portaobjetos.

7.2.7 Lavar el exceso de sonda mediante incubacion
durante 15 minutos en el vasc de precipitade con 1x hybmix
a45 °C.

7.2.8 Transferir el portachjetos a una solucidon de lava-
do de hybmix a 1/8 e incubar durante ctros 15 minutos.

7.2.9 Sumergir las preparacionas brevemente en agua
Milli @ y colocarlas en papel de filtro. Eliminar gl exceso de
humedad cubriendo la superficie con cuidado con papel de
filtro. Verter de 5 a 10 pl de solucién de montaje protectora
de |a fluorescencia {por ejemplo Vectashield, Vecta Laborato-
ries, CA, USA, o equivalente) en cada pocillo y aplicar un
cubreobjetos grande (24 x 60 mm) sobre la totalidad de la
preparacion.

7.3 Lectura de la prueba FISH

7.3.1 Los portacbjetos deben examinarse inmediata-
mente utilizandce un microscopic epifluorescente a 630 o
1.000 aumentos con aceite de inmersion. Con un filtro ade-
cuado para isotiocianato de fluoresceina (FITC), las células
eubacterianas (incluida la mayoria de las células gramnegati-
vag) de la muestra aparecen tedidas de verde fluorescente.
Utilizando un filtro para tetrametilrodamina-5-isotiocianato,
las células de R. solanacearum marcadas con Cy3 aparecen
tefidas de rojo fluorescente. Comparar la morfologia de las
células con la de los controles positivos. Las células deben
ser fluorescentes brillantes y estar completamente tefidas.
La prueba FISH (seccién VI.A.7) debe repetirse si |a tincion
es aberrante. Recorrer los pocillos a o largo de dos diame-
tros perpendiculares entre si y alrededor del perimetro. En el
caso de muestras que presenten un bajo numero de células

o ninguna, deben cbservarse como minimoe 40 campos mi-
croscopicos.

7.3.2 Comprobar si hay células fluorescentes brillantes

con la morfologia caracteristica de R. solanacearum en los
pocilos de los portaobjetos {véase el sitio web:
http:/fforum.europa.eu.int/Publicfirc/sance!
Home/main). La intensidad de la fluorescencia debe ser
equivalente o mejor que la de la cepa de control positivo.
Deberan descartarse las células que presenten una tincidn
incompleta o cuya flucrescencia sea escasa.

7.3.3 Debera repetirse |la prueba si se sospecha gue se
ha producido cualquier posible contaminacion. Este puede
ser el caso cuando todos los portachjetos de un lote mues-
tren células positivas debido a la contaminacion del tampdn o
si se encuentran células positivas (fuera de los pocillos de los
portacbjetos) en la superficie.

7.3.4 Existen varios problemas inherentes a la especifi-
cidad de la prueba FISH. En los precipitados de cuhas basa-
les de patata y de segmentos del tallc pueden aparecer po-
blacicnes de base de células fluorescentes de morfologia
atipica y bacterias saprofitas con reaccion cruzada cuyo ta-
maiic y morfologia sean similares a los de R. sofanacearum,
aungue con mucha mencr frecuencia que en la prueba IF.

7.3.5 Ténganse en cuenta Unicamente las células fluo-
rescentes de tamanio y morfologia tipicos.

7.3.6 Interpretacién de los resultades de la prueba FISH

i) Se obtendran resultados validos en la prueba FISH
siempre que en todos los controles positivos y en ninguno de
los controles negativos se observen células tefiidas de verde
fluorescente brillante, cuye tamano y morfologia sean los tipi-
cos de las de R. sofanacearum, cuando se utilice el filtro FITC,
y células tefiidas de rojo fluorescente brillante cuando se utilice
el filtro de rodamina. Si se encuentran células fluorescentes
brillantes con morfologia caracteristica, estimar el namero
medio de células tipicas por campe microscopico v calcular el
numero de células tipicas por ml de precipitado resuspendido
{apéndice 4). Las muestras que presenten al menocs 5 x 10
células tipicas por ml de precipitado resuspendido se conside-
ran potencialmente centaminadas. Es preciso efectuar nuevas
pruebas. Las muestras que presenten menas de 5 x 10° célu-
las tipicas por ml de precipitado resuspendido se consideran
negativas.

i) Los resultados de la prueba FISH seran negativos
cuando no se cbserven celulas tefidas de rojo fluorescente
brillante con un tamano y morfolagia tipicos de R, solanaces-
rum utilizando el filtro de rodamina, siempre que se observen
células tefiidas de rojo fluorescente brillante tipicas en las
preparaciones de control positivo cuando se utilice el filtro de
rodamina.

8. Pruebas de ensayo de inmunoabsorcion enzimatica
{ELISA)

Principio

Las pruebas ELISA solamente pueden utilizarse como
prueba opcicnal ademas de las pruebas IF, PCR o FISH, debi-
do a la sensibilidad relativamente baja de esta prueba. Cuando
se utilice ELISA-DASI, es obligatoric efectuar un enriguecimien-
to vy utilizar anticuerpos menoclonales {vease el sitio web:
http:/fforum.europa.eu.intPublicfirc/sanco/
Home/main). Puede resultar de utilidad efectuar un enrigueci-
miento de las muestras antes de utilizar la prueba
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ELISA, a fin de incrementar la sensibilidad de |la prueba,
pero puede fracasar debido a la competencia de otros orga-
nismos en la muestra,

Nota: Utilizar una fuente validada de anticuerpos de R. sola-
nacearumn {veéase el sitic web: bttp/fforum.europa.eu.int/
Publicfirc/sanco/Home/main). Se recomienda determinar el
titule para cada nueve lote de anticuerpos. El titule se define
como la dilucion mas elevada en la que se produce una re-
accion dptima cuando se analiza una suspension gue con-
tenga de 10% a 10° calulas por ml de la cepa homdloga de R.
solanacearum, utilizando conjugados de anticuerpos secun-
darios apropiados, segun las recomendaciones del fabrican-
te. Durante el analisis, deben utilizarse los anticuerpos en
diluciones de trabajo cercanas o equivalentes a la formula-
cién comercial.

Determinar el titulo de los anticuerpos en una suspansion
de 10% a 10° células por ml de la cepa homéloga de R. sofa-
nacearum.

Incluir una muestra de extracto que haya dado previa-
mente resultados negativos para R. sofanacearum y una
suspension de una bacteria que no tenga reaccidn cruzada
en tampon fosfato salino (PBS) como controles negativos.

Como control positivo utilizar alicuotas de extractc de
muestra que haya dado previamente resultados negativos,
mezcladas con 10° a 10" células por ml de R. sofanacearum
biovar 2 (por ejemplo, cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857; véase el apéndice 3, puntos A y B). Para la compara-
cién de los resultados de cada placa utilizar una suspensién
normalizada de 10° a 10° células por ml en PBS de R. sola-
nacearum. Debe asegurarse que |os controles positivos es-
tén bien separados en la placa de microtitulacion de la mues-
tra o las muestras analizadas.

En el apéndice 3, punto A, se enumeran los materiales
normalizados de control positive y negativo que pueden utili-
zarse en esta prueba,

Procesar el material de control de la misma manera que
la muestra o muestras.

Se han validado dos protocolos ELISA:
a} ELISA indirecto {Robinson Smith et af., 1995):

1) utilizar de 100 a 200 pl de alicuotas de extracto de
muestra. {Si se calienta a 100 °C durante cuatro minutos al
bafo maria o un calentador pueden reducirse en algunos
casos los resultados no especificos.);

2) anadir un volumen igual de tampén de tapizado de
dable concentracion (apéndice 4} y agitar;

3) aplicar 100 pl de alicuotas en al menos dos pocillos
de una placa de microtitulacién (por ejemplo, Nunc-Polysorp
o equivalente) e incubar durante una hora a 37 °C o durante
una noche a 4 °C;

4) quitar los extractos de los pocillos. Lavar estos tres
vaces con PBS-Tween (apéndice 4), dejando en ellos 1a ulti-
ma solucion de lavado durante al menos cinco minutos;

5) preparar la dilucion adecuada de anticuerpos contra
R. solanacearum en tampon de blogueo (apéndice 4). Para
anticuerpos comerciales validados, utilizar las dilucicnes
recomendadas (normalmente una concentracién que dupli-
que &l titulo);

6) anadir 100 pl a cada pocillo & incubar durants una
hora a 37 °C;

7) quitar la solucién de anticuerpos de los pocillos y la-
var como se describe en el punto 4;

8) preparar la dilucion adecuada de conjugado de fosfa-
tasa alcalina de anticuerpos secundarios en tampén de blo-
quec. Anadir 100 pl a cada pocillo e incubar durante una
hora a 37 °C;

9) quitar los anticuerpos conjugados de los pogcillos y
lavar como se describe en el punto 4,

10} ahadir 100 ul de solucién de sustrato de fosfatasa
alcalina {apéndice 4) a cada pocillo. Incubar en la oscuridad
a temperatura ambiente y leer la absorbencia a 405 nm a
intervalos regulares durante 90 minutos.

b} ELISA-DASI {doble sandwich de anticuerpos indirec-
tol:

1) preparar la dilucion adecuada de inmuncglobulinas
policlonales contra R. sofanacearur en tampon de blogueo
de pH 2.6 (apendice 4). ARadir 200 pl a cada pocillo. Incubar
a 37 "C de cuatro a cinco horas 0 a 4 °C durante 18 horas;

2) lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apén-
dice 4).

Adadir 190 |yl de extracto de muestra en al menos dos
pocillog. AhRadir asimismo controles positivos y negativos en
dos pocillos de cada placa. Incubar durante 16 horas a 4 °C;

3} lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apén-
dice 4};

4} preparar una dilucién apropiada de anticuerpos mo-
noclonales especificos de R. sofanacearum en PBS (apendi-
ce 4) gue contenga asimismo 0.5 % de sercalbimina bovina
{BSA) v anadir 190 pl a cada pocille. Incubar a 37 °C durante
dos horas;

5) lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apén-
dice 4};

6) preparar una dilucion apropiada de inmuncglobulinas
anti-ratén conjugadas con fosfatasa alcalina en PBS. Afadir
190 pl & cada pocillo. Incubar a 37 °C durante dos horas;

7} lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apén-
dice 4},

8) preparar una sclucion de sustrato de fosfatasa alcali-
na que contenga 1 mg de p-nitrofenil fosfato por ml de tam-
pén de substrato {(apéndice 4). Afadir 200 ul a cada pocillo.
Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente y leer la
absorbencia a 405 nm a intervalos regulares durante 90 mi-
nutos.

inferpretacion de fos resultados de la prueha ELISA

La prueba ELISA es negativa si la lectura media de |a
densidad optica (DO) de los pocillos de cada muestra dupli-
cada es < 2 veces |la DO del pocillo de control del extracto de
muestra negativa, siempre y cuando todas las DO de los
coniroles positives sean supericres a 1,0 (tras 90 minutos de
incubacion con el substrato) y sean mas de dos veces supe-
riores a la DO obtenida a partir de extractos de muestra ne-
gativa.

La prueha ELISA es positiva si las lecturas medias de la
DO de los pocillos de cada muestra duplicada es » 2 veces la
DO en el pocillo del extracto de muestra negativa, siempre y
cuando las lecturas de DO en todos los pocillos de control
negative sean < 2 veces las de los pocillos de control positi-
vO.

Las lecturas ELISA negativas en pocillos de control posi-
tivo indican que no se ha efectuado correctamente la prueba
¢ que ha estado inhibida. Las lecturas ELISA positivas en
pocillos de control negative indican que se ha producido con-
taminacion cruzada o unidn de anticuerpos no especificos.

BOE num, 74
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9. Prueba de bicensayo

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este mé-
todeo deberian permitir la deteccidn reproducible de 10 a 10°
unidades formadoras de colonias de R. sofanacearum por mi
anadidas a los extractos de muestras que previamente pro-
porcionaron resultados negativos (para la preparacion véase
el apéndice 3).

Se puede alcanzar la maxima sensibilidad de deteccion
cuando se utilicen extractos de muestras que se acaben de
preparar y cuando las condiciones de cultivo sean las opti-
mas. No obstante, este método puede aplicarse también con
éxito a extractos que se hayan almacenado en glicerol a una
temperatura comprendida entre — 68 y — 86 °C.

El protocole siguiente se basa en Janse {1288):

91  Utilizar diez plantas de prueba de un cultivar de tormate
sensible (por ejemplo, Moneymaker o cultivar con sensibilidad
equivalente determinado por el laboratorio de anélisis) en la fase
de la tercera hoja verdadera para cada muestra. Para mas deta-
lles de cultivo, véase el apéndice 8. Otra alternativa es utilizar
berenjenas (por ejemplo, cultivar Black Beauty o cultivares con
sensibilidad equivalente), dnicamente plantas en fase de hoja 2-
3 hasta la plena expansion de la tercera hoja verdadera. Se ha
obhservado que los sintomas son menos graves y que se des-
arrollan mas lentamente en la berenjena. Por tanto, cuando sea
posible se recomienda utilizar plantulas de tomate.

9.2 Distribuir 100 pl de extracto de muestra entre las
plantas analizadas.

9.2.1  Inoculacion con jeringa

Inocular los tallos de las patatas justo por encima de los
cotiledones con una jeringa provista de una aguja hipodérmi-
ca {no menos de 23G). Distribuir la muestra entre las plantas
analizadas.

9.2.2 Inoculacion en estrias

Sosteniendo la planta entre dos dedos, apliquese con
una pipeta una gota {de unos 5-10 ply del precipitado en sus-
pension en el tallo situade entre los cotiledones y la primera
hoja.

Con un bisturi estéril practicar una incision diagonal de
aproximadamente 1,0 cm de large y una profundidad de
aproximadamente 2/3 del grosor del tallo, comenzandc el
corte a partir de la gota del precipitado.

Sellar el corte con vaseling estéril utilizando una jeringa.

9.3 Inccular con la misma técnica cinco plantones con
una suspension acuosa de 10° a 10° células por ml preparada
a partir de un cultivo de 48 horas de una cepa biovar 2 virulen-
ta de R. solanacearum como control positive y con tampdn de
precipitado (apéndice 4) como control negative. Separar las
plantas de control pasitivo v negativo de las otras para evitar la
contaminacion cruzada,

9.4 Cultivar las plantas de prueba en instalaciones de
cuarentena hasta un maximo de cuatro semanas entre 25 vy
30 °C con elevada humedad relativa, regandolas adecuada-
mente para evitar que se aneguen o se marchiten por defi-
ciencia hidrica. Para evitar la contaminacicn se deben incu-
bar las plantas de control positivo v negativo en bances cla-
ramente separados en un invernadero o camara de cultive;
en el caso de que se disponga de un espacio reducido, ga-
rantizar la estricta separacion entre tratamientos. En &l caso
de gue deban incubarse juntas plantas para distintas mues-
tras, deben separarse con las pantallas adecuadas. Durante

la fertilizacion, el riego, la inspeccion y cualquier otra manipu-
lacién deben extremarse las precauciones para evitar la con-
taminacidn cruzada. Es esencial mantener [os invernaderos y
las camaras libres de toda plaga de insectos, ya que estos
pueden transmitir la bacteria de una muestra a otra.

Comprabar si se aprecian sintomas de marchitamignto,
epinastia, clorosis y/o crecimiento reducido.

9.5 Aislarlas de las plantas infectadas {seccion 11.3) e
identificar cultives purificados de presunta R. solanacearum
{seccion V1. B).

9.6 Sino se cbservan sintomas despues de tres sema-
nas, efectuar una prueba IF/PCR/Aislamiento en una muestra
mixta de secciones de 1 cm del tallo de cada planta analiza-
da, tomadas por encima del punto de inoculacién. Si la proe-
ba es positiva, efectuar una dilucién en placas {seccion 4.1).

9.7 Identificar cualguier cultivo purificado de presunta R.
sofanacearum (seccion VI. Bl

Interpretacion de los resultados de

bioensayo

Se obtienen resultados valides de la prueba del bicensa-
yo cuando las plantas del control positivo muestran sintomas
tipicos, pueden reaislarse las bacterias de estas plantas y no
se encuentran sintomas en los controles negativos.

La prueba del bioensayo es negativa si las plantas anali-
zadas no estan infectadas por R. sofanacearum, siempre que
se detecte R. sofanacearunt en los controles positivos.

La prueba del bivensayo es positiva si las plantas anali-
zadas estan infectadas por R. solanacearum.

la prueba del

B. PRUEBAS DE IDENTIFICACION

|dentificar cultivos puros de aislados de presunta R. sofa-
nacearum utilizando al menos dos de las pruebas siguientes
basadas en principios bicldgicos diferentes.

Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas pa-
ra cada prueba efectuada {véase el apéndice 3).

1. Prugbas de identificacidon nutricional y enzimética

Determinar las propiedades fenotipicas siguientes que
estén universalmente presentes o ausentes en R. solanacea-
rum, de acuerdo con los métodos de Lelliott y Stead (1887),
Klement et af. (1990) y Schaad (2001},

Resultado espe-

Pruebas rado

Produccion de pigmento fluorescente ............ -
Inclusiones de poli-B-hidroxibutirato ... +
Prueba de la oxidacion/fermentacién ............. O+F-
[OfF)

Actividad catalasa ..o +
Prueba de oxidasa de Kovac ... +
Reduccion de nitratos ......coccoveeciecivinnnin, +
Utilizacién de citratos ... +

Crecimiento a 40 °C ... -
CrecimientoenNaClal 1% ...........ccovee, +
Crecimiento en NaClal 2 % ..., -
Actividad de dihidrolasa de arginina .............. -
Licuefaccién de la gelating ........cccceeeieee, -
Hidrolisis del almidan ......ccocceeeeeiveeieenieee e, -
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Rasultado aspe-

Frusbas rado

Hidrolisis de la esculina.........oo.eeeieecn e, -

Produccion de levanc ..........cc..ccovveevieeevieee e, -

2. PruebalF

2.1 Preparar una suspension de aproximadamente 10°
células per ml en tampon IF {apéndice 4).

2.2 Preparar una serie de diluciones a 1/2 de un anti-
SUero adecuado {vease el sitio web:
http:/fforum.europa.eu.int/Publicfirc/sanco/Home/main).

2.3 Aplicar el procedimiento IF {seccién VI.A.5).

2.4 La prueba IF serd positiva si el titulo IF del cultivo
es equivalente al del control positive.

3. Prueba ELISA

Nota: Si solamente se efectian dos pruebas de identifi-
cacion, no debe utilizarse ninguna otra prueba serolagica
ademas de este método.

3.1 Preparar una suspensién de aproximadamente 10°
células por ml en 1X PBS (apéndice 4).

3.2 Llevar a cabo un procedimiento ELISA adecuado
con un anticuerpe monoclonal especifico de R sofanacea-
rum.

3.3 La prueba ELISA serd positiva si la lectura ELISA
obtenida del cultivo es como minime la mitad de la obtenida
para el control positivo.

4. Prueba PCR

4.1 Preparar una suspensicn de aproximadamente 10°
células por ml en agua estéril de grado molecular,

4.2 Calentar 100 ul de la suspension celular en tubos
cerrados en un calentador o al bario maria a 100 °C durante
cuatro minutos. Las muestras pueden almacenarse entonces
a una temperatura de — 16 a - 24 °C hasta que sea necesa-
rig.

4.3 Aplicar los procedimientos PCR adecuados para
amplificar los amplicones especificos de R. sofanacearum
[por gjemplo, Seal et af. {(1993); Pastrik y Maiss (2000}, Pas-
trik et al. {2002); Boudazin et &/ {1999); Opina et al. (1997);
Weller et af. (1999)].

4.4 Se lograra la identificacién positiva de R. sofanacea-
rum si los amplicones de la PCR son del mismo tamafio y
tienen los mismos polimorfismos de la longitud del fragmento
de restriccion gue los de la cepa de control positivo.

5. Prueba FISH

5.1 Preparar una suspension de aproximadamente 10°
células per ml en agua ultrapura.

5.2 Aplicar el procedimiente FISH {seccion VI.A7) con
al menos dos oligosondas especificas para R. solanacea-
rum{apéndice 7).

53 La prueba FISH sera positiva si se obtienen las
mismas reacciones del cultiva y el control positivo.

6. Perfiles de acidos grasos {Fatty acid profiling ¢ FAP)

6.1 Mantener el cultive en agar de tripticasa de soja
{Oxoide) durante 48 horas a 28 °C.

6.2 Aplicar un procedimients FAP adecuado (Janse,
1991; Stead, 1992).

6.3 La prueba FAF sera positiva si el perfil del presuntc
cultivo es idéntico al del control positivo. Los acidos grasos
cuya presencia es caracteristica son 14:0 30H, 16:0 20H,
16:1 20H vy 181 20H, y la ausencia de 16:0 30H es
altamente indicativa de Ralstonia sp.

7. Métodos de caracterizacion de las cepas

Se recomienda efectuar la caracterizacion de las cepas
con uno de los metodos siguientes para cada nuevo caso de
aislamiento de R. sofanacearum.

Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas pa-
ra cada prueba efectuada (véase el apéndice 3).

7.1 Determinacion de los biovares

. sofanacearum se separa en biovares en funcion de la
capacidad para utilizar y/o oxidar tres disacaridos y tres
hexosas alcohdlicas (Hayward, 19684 y Hayward et a/., 1990).
Los medios nutritives para la prueba del biovar se describen
en el apéndice 2. Esta prueba puede efectuarse con exito
inoculando los medios por perforacion con cultivos puros de
aislados de R. sofanacearum e incubando a 28 °C. Si los
medios se distribuyen en placas estériles de cultive de célu-
las de 96 pocillos {200 pl por pacillo) puede cbservarse en un
plaze de 72 horas un cambio de color, del verde oliva al ama-
rillo, lo que indica un resultade positivo de la prueba.

Biovar

1 2 3 4 5

Liilizacion de:

Maltosa
Lactosa
D {+) Celobiosa
Manitol ........ccoooeoveevvieeee
Sorbital..........
Dulcitol ......cccooeevieeericcee

1
+ + o+
+ + + o+

+ o+ o+

+ + + v
1

El biovar 2 se diferencia an subfenotipos mediante prue-
bas adicionales

BOE num, 74

Biovar 24 Biovar 2A | Biovar 2T
{distribucion | {en Chilsy | (&n areas
mundialy Colombia) | tropicales)
Utilizacion de trehalosa ......... - + +
Utilizacion de mesc-inositol .......... + - +
Utilizacion de D (-} ribosa........ - - +
Actividad pectolitica...............] baja haja alta

(1) wéase Lelliott y Stead (1987
7.2 Obtencién de la huella dactilar gendmica

La diferenciacion melecular de las cepas en el complejo
de R. solanacearum puede conseguirse mediante diferentes
técnhicas, entre las que se incluyen:
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7.21 Andlisis de los polimorfismos de la longitud del
fragmento de restriccion (RFLP) (Cook ef af., 1989).

7.2.2 PCR de secuencia repetitiva utilizando cebadores
REP, BOX y ERIC {Louws ef af., 1995; Smith ef a/., 1995).

7.2.3 Analisis de los polimorfismos de la longitud del
fragmento amplificado (AFLP) {Van der Wolf ef af., 1998).

7.3 Métodos PCR

Pueden utilizarse cebadores especificos de PCR ({Pastrik
et af, 2002; vease el apéndice 8) para diferenciar cepas que
pertenezcan a la division 1 (biovares 3, 4 y 5) vy la division 2
{biovares 1, 2A y 2T) de R. sofanacearum, tal como se define
originalmente con el andlisis RFLP {Cook &f &/, 1989) vy la
sacuenciacion de 165 rADN {Taghavi et af., 1996).

C. PRUEBA DE CONFIRMACION DE PATOGENICIH-
DAD

Como confirmacion final del diagnéstico de R. solanacea-
rum y para la evaluacién de la virulencia de cultives identifi-
cados como R. sofanacearum debe realizarse la prueba de
patogenicidad:

1) preparar un indcule de aproximadamente 10° células
por ml de cultivos de 24 a 48 horas a partir del aislado que se
vaya a someter a prueba y una cepa de control positivo ade-

cuada de R. solanacearum (por gjemplo, NCPFB 4156 = PD
2762 = CFBP 3857; véase el apéndice 3},

2} inoccular entre cinco y diez tallos de plantulas de to-
mate ¢ berenjena sensibles en |a fase de |a tercera hoja ver-
dadera (véase la seccion VI.A.9);

3) incubar durante un maximo de dos semanas a una
temperatura de 25 a 28 °C, con humedad relativa alta y riege
adecuado, evitando tanto el estancamiento del agua como el
estrés provocado por la sequia. Con los cultives puros debe-
ra obtenerse el marchitamiento tipico en el plazo de 15 dias.
Si después de este periodo no se presentan los sintomas, no
poedra confirmarse que el cultivo es una forma patdgena de
R. solanacearum,

4} comprobar si se aprecian sintomas de marchitamien-
to y/o epinastia, clorosis y crecimiento reducido;

5) aislar las plantas sintomaticas separando una sec-
cion de tallo que esté 2 cm por encima del punto de inocula-
cion. Dilacerar y suspender en un pequefo volumen de agua
destilada estéril o en tampén fosfate 50 mM (apéndice 4).
Aislar de la suspension mediante dilucion, extendiendo ¢
haciendo estrias en un medic adecuado, preferentemente en
un medio selectivo (apendice 2}, incubar entre 48 v 72 horas
a 28 °C y examinar la formacién de colonias tipicas de R.
sofanacearum.

Apendice 1
Laboraterios gue han participado en la optimizacion y la validacion de los protoccolos

Labarargria (1) Ciudad Pais
Agentur fir Gesundheit und Eméahrungssicherheit. YViena y Linz Austria
Departement GewasbesCherming ... s s | MEFEIDEKE Bélgica
Plantedirekioratet .............ccco oottt e e e e e en e e s ra e ran s ens e e ennens | LYY Dinamarca
Central Science Laboratory ... York Inglaterra
Scottish Agricultural Science Agency Edimburgc Escocia
Laboratoire National de la Protection des Vegetaux Unlte Bacterlologle Angers Francia
Laboratoire Naticnal de la Protection des Végétaux, Station de Quarantaine de la Pomme de Terre .. Le Rheu Francia
Biologische Bundesanstall ..o s e | KIBINMACHNOW Alemania
PAlanzenschutZamt HaNNGVET ... ... e et i ens e een et st rens s eenne s et srnnienneee | FTANNOVET Alemania
State Laboratory .. Dublin IHanda
Dipartimento di Suenze e Tecnologle Agroamblentall Bolania ltalia
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Fltosanltarl Yerona ltalia
Nederandse Algemene KeURNgSIENSt ..o e e enen e e rn e ren e | ETIMIENOGI Paises Bajos
Plantenziektenkundige DIEnst ... e | WYAQENINGEN Paises Bajos
Direcg@o-Geral de Protecg8o das Culluras ... e Lisboa Paortugal
Centro de Diagnéstico de Aldearrubia ... Salamanca Espafia
Institute Valenciano de Investigaciones Agranias .........cc.ccooevieereervecie e ceeer e Valencia Espana
Swedish University of Agricultural Sciences..................... i Uppsala Suecia

{n

Apéndice 2
Medios para el aislamiento y el cultivo de R. sofanacearum
a) Medios de cultivo en general
Agar nutritivo (MA)
Agar nutritivo (Difco) 23049
Agua destilada 1.01

Cientificos de contacto: véase el sitio web http:forum.europa.eu.int/Publicfircsanco/Homel/man.

Disolver los ingredientes vy esterilizar en autoclave a 121
°C durante 15 minutos.

Agar de levadura, giucosa, peptona (YPGA)

Extracto de levadura (Difco) 50g9
Bacto-peptena (Difco) 50¢
D{+}-glucesa (monohidrate) 100¢g
Bacto-agar (Difco) 15,0 g
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Agua destilada 1,01

Disclver los ingredientes y esterilizar en autoclave a 121
“C durante 15 minutos.

Agar de sacarosa y peptona (SPA)

Sacarosa 20,0g
Bacto-peptona (Difco) 5009
KzHPO, 059
MgS0,. 7H.0 0,259
Bacto-agar {Difco) 15049
Agua destilada 101
pH 7.2-7.4

Disclver los ingredientes y esterilizar en autoclave a 121
“C durante 15 minutos.

Medio de tetrazolio de Kefman

Casaminoacidos {Difco) 10g
Bacto-peptena (Difco) 10,09
Dextrosa 504
Bacto-agar (Difco) 150g
Agua destilada 1,01

Cristal violeta (Sigma)
Polimixina-B-Sulfato
Bacitracina (Sigma B-0125)

Disolver los ingredientes y esterilizar en autoclave a 121
* durante 15 minutos.

Enfriar a 50 °C y afadir una selucidn de clorure de 2,3,5-
trifenil tetrazolio (Sigma), esterilizada por filtracion, para con-
seguir una concentracion final de 50 mg/l.

b Medios de cultivo selectivo validados

Medio SMSA {Englebrecht, 1994, modificado por Elphins-
tone et af., 1996)

Medio de base

Casaminodcidos {Difco) 109
Bacto-peptena (Difco) 10,0 g
Glicerol 50ml
Bacto-agar (Difco) (véase lanota2) 15049
Agua destilada 101

Disolver los ingredientes y esterilizar en autoclave a 121
°C durante 15 minutos.

Enfriar a 50 *C y afiadir soluciones estandar acuosas,
esterilizadas por filtracion, de los siguientes ingredientes, a
fin de obtener las concentraciones finales especificadas:

5 mg por |
{Sigma P-1004) 600.000 U (aproximadamente 100 mg) porl
1 250 U (aproxim. 25 mg) por |

Cloranfenicol (Sigma C-3175) 5mgporl
Penicilina-G {Sigma P-3032) 825 U (aproximadamente (0,5 mg) por |
Cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (Sigma) 50 mg por |

Nota:

1. La utilizacion de reactivas diferentes de los especifi-
cados arriba puede afectar al crecimiento de R. sofanacea-
rum.

2. Puede utilizarse Agar oxoide #1 en lugar de Bacto-
agar (Difco). En este caso, el crecimiento de R. sofanacea-
rum sera mas lento, aungue también puede reducirse el cre-
cimiento de saprofitas competidoras. Las colonias tipicas de
R. solanacearum pueden necesitar de unc a dos dias mas
para formarse y la coloracion rojiza puede ser mas ligera y
difusa que en Bacto-agar.

3. Sise incrementa la concentracion de bacitracina a 2
300 U por | pueden reducirse las poblaciones de bacterias
competidoras sin que se vea afectado el crecimiento de R.
solanacearum.

Almacenar los medios y las solucicnes estandar de antibiGticos a
4 °C en la oscuridad y utilizar en el plaze de un mes.

Las placas deberan carecer de condensacion de superfi-
cie antes de su utilizacion.

Evitar un secado excesivo de las placas.

Debera efectuarse un control de calidad tras la prepara-
cion de cada nuevo lote de medio mediante siembra de una
suspension de un cultivo de referencia de R, sofanacearum
{véase el apendice 3) y observacion de |la formacion de colo-
nias tipicas después de incubacidén a 28 *C de dos a cinco
dias.

¢) Medios de enriguecimiento validados
Caldo SMSA (Elphinstone et af., 1986)

Preparar como para medio de agar selectivo SM3A pero
omitir Bacto-agar y cloruro de 2,3,5-tetrazolio.

Caldo Wilbrink modificado (Caruso et al., 2002)

BOE num, 74

Sacarosa 10¢9
Peptona proteosa 5qg
KHPQ, 059
MgS0, 025g
NaNO, 0259

Agua destilada

11

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y
enfriar a 50 °C.

Afiadir seluciones estandar de antibidtices como para el
caldo SMSA.

Apéndice 3

A, Material de control normalizado comercialmente dis-
penible

a) Aislados bacterianos

Se recomiendan los siguientes aislados bacterianos para
su utilizacion como material normalizado de referencia, bien
ceme controles positivos (cuadro 1) o durante la optimizacidon
de las pruebas para evitar reacciones cruzadas (cuadro 2).
Todas las cepas estdn comercializadas por:

1. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria
{NCPFB}, Central Science Laboratory, York, Reinc Unido.

2. Culture Collection of the Plant Protection Service
{PD}, Wageningen, Paises Bajos.

3. Collection Francaise de Bactéries Phytopathogénes
{CFBP) — INRA, Station Phytohactériolagie, Angers, Francia.
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Cuadro 1. Panel de referencia SMT de aislados de R. sofanacearum
Cadigo NCPFB SMTH Otras codigos Pais de origen Biovar
NCFPB 4153 6 CFBF 4582, Pr 3020, EURS11 Egipto 2
NCPPBE 4154 10 CFBP 45835, 550, EURS21 Turquia 2
NCFPB 3857 12 CFBF 4587, Pr 1140, EURS26 Inglaterra 2
NCPPB 1584 23 CFBP 4598, EURS49 Chipre 2
NCFPPB 2505 24 CFBF 4599, EURS50 Suecia 2
NCPPB 4155 26 CFBP 4601, 502, EURSS5 Bélgica 2
NCFPB 41586 (*) 1) PD 2762, CFBP 3857 Paises Bajos 2

NCPPB 4157 &6 LNPY 15,59 Francia 2
NCPFPB 4158 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, NCPPB 4066 | Portugal 2
NCPPB 4180 &9 IVIA-1632-2 Espana 2
NCPPB 4161 76 B3B Alemania 2
NCPFB 325 41 CFBP 2047, KEL80-1, R842 Estados Unidos 1
NCPPB 3967 42 CFBP 4610, R285, GONg7 Costa Rica 1
NCPPB 4028 43 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Colombia 2
NCPPB 3985 44 CFBF 4612, R578, CIP312 Peru 2T
NCPFB 3989 45 CFBFP 4613, R568, CIP226 Brasil 2T
NCPPB 3996 46 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Peru 3
NCPFB 3997 47 CFBFP 4614, R280/363, CIP49, HAY(131a Australia 3
NCPFPB 4029 43 CFBP 4615, R297/349, CIP121, CMIb2861 Sri Lanka 4
NCPPB 4005 49 CFBP 4616, R470 Filipinas 4
NCPPB 4011 50 CFBP 4617, R288, HEmps2 China 5

{*} Ltilizar como cepa normalizada de referencia de R. sofanacearum biovar 2 (raza 3).

Nota: La autenticidad de las cepas mencionadas sclamente puede garantizarse

Cuadrc 2. Panel de referencia SMT de bacterias serolégica ¢ genéticamente relacionadas para su utilizacién
en |la optimizacion de las pruebas de deteccion

Codigo NCPPB SMT # Otro eddigo Idsnlificacin
NCPPB 4162 51 CFBP 1954 Bacilfus polymyxa (1)
NCFPB 4163 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. Marginalis (1)
NCFPPB 4164 — CFBP 2227 Burkholderia cepacia (2)
NCFPB 4165 — CFBP 2459 Ralsfonia pickettii (2)
NCPPB 4166 58 CFBP 3567 Ralstonia picketti (1)
CSL Pr1150

NCPPB 4167 60 CFBP 4618 Ralstonia sp. (1}

PD 2778
NCPPB 1127 53 CFBP 3575 Burkholderia andropogonis (1)
NCPPB 353 54 CFBP 3572 Burkholderia caryopmylli {1}
NCPFPB 945 55 CFBP 3569 Burkholderia cepacia (1)
NCFPB 3708 56 CFBP 3574 Burkholderia giumae (1)
NCFPB 3590 57 CFBP 3573 Burkholderia plantarii (1)
NCFPB 3726 59 CFBP 3568 Banana Blood Disease Bacterium (1) (2) (3)
NCPPB 4168 61 CFBP 4619 Enterobacter sp. {1)

IPO 5339
NCPPB 4169 62 IPO 1695 Enterobacter sp. {1)
NCPPBE 4170 83 C"';(B)PSE%? Ochrabactrum anthropi (1) (2)
NCPPB 4171 64 C”";%Préggz Curtobacterium sp. (1) (2)
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Cadigo NCPPB ST # Otro codigo Identificacion
NCPPB 4172 65 IPC 1 6962 Pseudomonas sp. (1)

NCPPB 4173 — PD 2318 Aureobacterium sp. (2}

NCPPB 4174 81 IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. (1) {2}

{1}
{2}
1y ¥-2 (véase <l apendice B).
{3}
normalizado comerciatmente

b) Material de conirol

disponible

El siguiente material de control
obtenerse a partir de un cultivo NCPPB:

Congelar precipitado seco de extracto de patata a partir
de 200 tubérculos de patata sanos como control negativo
para todas las pruebas.

Congelar precipitado seco de extracto de patata a partir
de 200 tubérculos de patata sanos que contengan de 10° a
10° v 10" a 10° células de R. solanacearum biovar 2 {por
ejemplo, cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) como
controles positives para pruebas serologicas y PCR.
Teniendo en cuenta que la viabilidad de las ceélulas se ve
afectada durante la cricdesecacion, no son adecuados como
controles normalizados para pruebas de aislamiento o de
bicensayo.

Utilizar suspensiones fijadas con formalina de R
solanacearum biovar 2 {cepa NCPPB 4156 = PD 2762 =
CFBP 3857) de 10° células por ml como contreles pesilivos
para pruebas serologicas.

normalizade  puede

B. Preparacién de controles positivos y negatives

Preparar un cultivo de 48 horas de una cepa virulenta de
R. solanacearum raza 3/biovar 2 {por ejemplo, cepa NCPFPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857) en medic base SMS3A vy
suspender en tampén fosfato 10 mM para obtener una
densidad celular de aproximadamente 2 x 10% cfu paor ml.
Esto se obtiene normalmentez mediante una suspension
ligeramente turbia equivalente a una densidad éptica de 0,15
a 600 nm.

Separar las cufias basales de 200 tubérculos de una
variedad de piel blanca conocida por estar exenta de R.
sofanacearum.

Procesar las cufias basales como es habitual vy
resuspender el precipitado en 10 ml.

Preparar diez microviales estériles de 1,5 ml con 800 ul
del precipitado resuspendido.

Transferir 100 pl de la suspension de R, sofanacearum al
primer microvial. Homogeneizar por agitacion,

Establecer niveles decimales de contaminacion
realizando nuevas dilucicnes en los cinco microviales
siguientes.

Cepa que puede presentar reaccion cruzada en pruebas serologicas (IF yio ELISA) con antisueros policlonales.
Cepa de la que puede amplificarse el producto de la PCR en algunos laboratorios de un tamaiio similar al esperade utilizando cebadores especificos OLI-

Probablements tendra reacciones cruzadas en la mayor parte de las prusbas, pero solamente se conoce su aparicion en bananas en Indonesia.

Los seis microviales contaminados se utilizaran como
controles positivos. Los cuatro microviales no contaminados
se utilizaran como controles negativos.  Efiquetar los
microviales como corresponda.

Preparar alicuotas de 100 pl en microviales estériles de
1,5 ml para obtener de este modo nueve réplicas de cada
muestra de control. Almacenar a una temperatura de — 16 a -
24 °C hasta que se vayan a utilizar.

La presencia y la cuantificacién de R. sofanacearum en
las muestras de control deberd confirmarse en primer lugar
mediante una prueba IF.

Para la prueba PCR, extraer ADN de las muestras de
confrol positivas y negativas para cada serie de muesiras de
ensayo.

Para las pruebas IF y FISH, realizar ensayos con las
muestras de control positivas y negativas para cada serie de
muestras de ensayo.

En las pruebas IF, FISH y PCR, debe detectarse R.
sofanacearum en al menos 10° y 10° células/ml de los
controles positivos y en ningune de los controles negativos.

Apéndice 4
Tampones para pracedimientos de ensayo

GENERAL: Los tampones esterilizados que no se hayan
abierto pueden almacenarse hasta un afio.

1. Tampones para el procedimiento de extraccion

1.1 Tampén de extraccion (tampon fosfato 50 mM, pH
7.0}

Este tampén se utiliza para la extraccién de la bacteria
del tejido de las plantas mediante la homogeneizacion o |la
agitacién.

Na,HPOQ, {anhidro) 4269
KH-PQ, 2724
Agua destilada 1,00 |

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Los siguientes compongntes adicionales pueden resultar
atiles:

Copos de Lubrol
Compuesto DC silicona antiespumante
Pircfosfate tetrasodico
Polivinilpirralidona-40000 (PVP-40)

BOE num, 74

Finaticad Cantidad {(por i)
,,,,,, Defloculante (*Y.........oooer s 0549
,,,,,, Antiespumante (). 1.0ml
...... Antioxidante .........cooceiiii 109
Unir los inhibidores PCR 504g

(*y Para su utilizacion en el métedo de extraccion por homogeneizacion.
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1.2 Tampodn de precipitado (tampén fosfate 10 mM, pH
7.2)

Este tampon se utiliza para la resuspension y la dilucion
de extractos de cufas basales de tubérculos de patata tras la
concentracién en un precipitado mediante centrifugacién.

Na;HPO,.12H,0 27 a
NaH2PO4.2H20 0.4 g
Agua destilada 101

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

2. Tampones para la prueba IF

2.1 Tampén IF [tampdn fosfate salino (PBS) 10 mM, pH
7.2]

Este tampodn se utiliza para la dilucién de anticuerpos.

Na;HPO4.12H:0 279
NaH,PO,.2H,0 04g
NaCl 8.0¢g
Agua destilada 1,01

Disclver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

2.2 Tampén IF-Tween

Este tampdn se utiliza para lavar los portaobjetos.
Afiadir 0,1 % de Tween 20 al tampon IF.
2.3 Solucidn de glicerol con tampdn de fosfato, pH 7,6

Este tarmpén se utiliza como fluide de montaje en los po-
cillos de los portacbjetos de IF para aumentar la fluorescen-
cia.

Na;HPC,.12H,0 329
NaH,PO4.2H,0 0154
Glicerol 50 ml
Agua destilada 100 ml

En el mercado pueden encontrarse soluciones de montaje
que protegen la fluorescencia, como, por gemplo, Vectas-
hield® {Vector Laboratories) o Citifluor® (Leica).

3 Tampones para la prugba ELISA-indirecto
3.1 Tampoén fuerza doble para tapizado, pH 9,8

N32003 6,36 g
NaHCO; 11,72 g
Agua destilada 1,00 |

Disolver los ingredientes, verificar &l pH vy esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Puede afiadirse como antioxidante sulfito de sodio (0,2
%) si es necesario para evitar la acumulacion de compuestos
aromaticos oxidados.

3.2 Tampdn fosfato salino (PBS), 10X pH 7.4

NacCl 80,0g
KHzPO, 209
Na;HP Q4. 12H:0 20,04
KClI 2049
Agua destilada 1.01
3.3 PBS-Tween

PBS 10X 100 ml

Tween 20 al 10 % 5mil
Agua destilada 895 ml

3.4 Tampon de blogueo (anticuerpos) (debe prepararse
en el momento de su utilizacion)

PBS 10X 10,0 ml
Polivinilpirrolidona-44000 2009
{PVP-44)

Tween 20 al 10 % 0,5ml
Leche en polvo 05g

Agua destilada completar hasta 100 ml

3.5 Solucidén de sustrato fosfatasa alcaling, pH 9.8

97 ml
800 ml

Dietanolamina
Agua destilada

Mezclar y ajustar el pH a 9.8 con HCI concentrado.

Completar hasta 1 litro con agua destilada.

Afiadir 0,2 g de MgCl..

Disolver dos pastillas de 5 mg de sustrato fosfatasa
{Sigma) por cada 15 ml de solucién.

4 Tampones para la prueba ELISA-DASI
4.1 Tampén de tapizado, pH 9,8

NaCO4 1,59 a
NaHCQ; 2939
Agua destilada 1000ml

Disalver los ingredientes y comprobar el pH.

4.2 Tampén fosfato saling (PBS), 10X pH 7,2-7 4

NaCl 80009
NaH.PQ4.2H:0 4049
NazHPO,.12H,0 2709
Agua destilada 1000 ml
4.3 PBS-Tween

10X PBS 50 ml
Tween 20 al 10 % Sml
Agua destilada 950 ml
4.4 Tampén de sustrato, pH 9,8

Dietanolamina 100 ml
Agua destilada 900 ml

Mezclar y ajustar el pH a 9,8 con HCI concentrado.
Apéndice 5
Determinacion del nivel de contaminacion en las pruebas IF v
FISH

1. Contar el numero medio de células fluorescentes ti-
picas por campo de visién (c).
2. Calcular el nimero de células fluorescentes tipicas
por pocillo del portacbjetos del microscopio (C):
C=cx8/s
donde:
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S = superficie del pocillo del portachjetos multiple
s = supetficie del campo del chjstive

s = T4GK?
donde:

i = coeficiente de campo {varia de 8 a 24 dependiendo
del tipe ocularn)

K = coeficiente del tube {1 0 1,25)

G = aumentos del objetive (100x, 40x, ete.)

3. Calcular el numero de células fluorescentes tipicas
por ml de precipitado resuspendido (N):
N=Cx 1000y xF
donde:

1. Protocolo PCR de Seal et af. {1993)
1.1 Cebadores del oligonucledtido
Cebador directo OLI-1

y = volumen de precipitado resuspendido en cada pocillo
F = factor de dilucion del precipitado resuspendido

Apéndice 6
Protocolos y reactivos PCR validados
MNota: Las pruebas preliminares deberan permitir la de-
teccion reproducible de al menos 10 a 10 células de R.
sofanacearum por ml de extracto de muestra.

Por ofra parte, las pruebas preliminares no deben pro-
porcionar resultados positivos falsos con respecto a un con-
junto de cepas bacterianas seleccionadas {véase el apéndice
3.

5-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3'

Cebador reverso Y-2 5-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3
Tamaiic esperadc del amplicdn de los moldes de ADN de R. solanacearum = 288 pb.

1.2 Mezcla para la reaccién PCR

Reactivo Cantdad por reaccion Concentracion final

Agua Urapura esteril .......ccciceiieerie e e 17,65 pl
10x tampon PCR ('} {15 mM MgCl2) o 25l 1x (1,5 mM MCl)
Mezela dNTP (20 MM .o 0,25 pl 0,2 mM
Cebador OLI-1 {20 uM} ... 1,25 pl 1uM
Cebador Y-2 {20 PM) .o 1,25 4l 1M
Polimerasa Tag (5 U/ (') oo, a1l 05U
VOIUMEN de MUEBSEIA ....coeii e 2,0

Volurmen total ... e 25

{n

1.3 Condiciones de reaccion PCR

Aplicar el siguiente programa:

1 ciclo de:

i) 2 minutos a 96 “C {desnaturalizacion del molde de
ADN)

35 ciclos de:

i)
ADN)

iy 20 segundos a 68 °C (hibridacién de los cebadores)
iv) 30 segundos a 72 °C (extension de la copia)

20 segundos a 94 "C (desnaturalizacién del molde de

1 ciclo de:

v) 10 minutos a 72 °C {extensidn final)
vi) mantengra4 °C.

Nota: Este programa se optimizé para utilizarlo con un
termaciclador Perkin Elmer 9600. Puede ser preciso modifi-

2.2 Mezcla para la reaccion PCR

El mé&todo se validd ulilizando polimerasa Tag de Perkin Elmer (AmpliTaq) y Gibco BRL.

car la duracion de los ciclos ii}, i} y iv) para su utilizacion con
atros modelos.

1.4 Analisis de la enzima de restriccién del amplicon

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R.
sofanacearum producen un polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccién caracteristico con la enzima Ava Il
tras la incubacion a 37 °C.

2 Protocolo PCR de Pastrik y Maiss (2000)
21 Cebadores del oligonucledtido

Cebador directo Ps-1 5-agicgaacggcageg ggg g -
3i
Cebador reverso Ps-2
ca-3'
Tamano esperado del amplicdn de los moldes de ADN de
solanacearum = 353 pb.

5% ggg gat tic aca tcg gio tig

R.

Reactivo

Cantidad por reaccidn Concentracion final

Agua ultrapura esteril
10x tampan PCR ('}

16,025 pl
2.5l

1x (1,5 mM M Cl2)
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Reactivo Canlidad por reaccion Concentracion final
BSA {fraccion V) {10 %) 0,25 ul 0,1%
Mezcla d-nTP {20 mM) 0,125 ul 0,1 mM
Cebador Ps=1 {10 M) . eeree 0,5 pl 0.2 u
Cebador Ps-2 {10 M) ..., 0.5 pl 0.2 pM
POlimerasa Taq (5 U 1Y oo oo eeeeeee e eeeeeeeeee s e e e 01pl 05U
Volumen de MUESITE ..o e 5,0l
Volumen total ... 25,0 pl

(1) Los métodos se validaron utilizando polimerasa Tag de Perkin Elmer (AmpliTaq) v Gibco BRL.

Mata: Originalmente ¢ptimizado para termociclador MJ Research PTC 200 con polimerasa Gibco Taq.

Tambieén pusden utilizarse Perkin Elmer AmpliTag v tampan con las mismas concentraciones.

2.3 {Condiciones de reaccion PCR
Aplicar el siguiente programa:
1 ciclo de:

i} 5 minutos a 85 °C (desnaturalizacion del molde de
ADN}

35 ciclos de:

i}
ADN}

il 30 segundos a 68 °C {hibridacion de los cebadores)

ivl] 45 segundos a 72 °C (extension de la copia)

30 seqgundos a 95 "C {desnaturalizacion del molde de

1 ciclo de:

v} S minutos a 72 °C (extension final)
vi) mantenera4 °C.

Nota: Este programa estd optimizado para utilizarlo con
un termociclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso
madificar la duracion de los ciclos ii), i} y iv) para su utiliza-
cidn con otros modelos.

2.4  Analisis de la enzima de restriccion del amplicén

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R.
sofanacearum producen un polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion caracteristico con la enzima Tag |
tras la incubacion a 65 °C durante 30 minutos. Los fragmen-
tos de restriccion obtenidos a partir del fragmento especifico
de R. solanacearum tienen un tamanio de 457 pb v 96 pb.

3. Pretocolo PCR multiplex con contrel PCR interno (Pastrik et af., 2002)

3.1 Cebadores del oligonucledtide

Cebador directo RS-1-F
Cebador reverso RS-1-R
Cebador directo NS-5-F
Cebador reverso N3-6-R

5% ACT AAC GAA GCA GAG ATG CAT TA -3
5% CCC AGT CAC GGC AGAGAC T -3

5- AAC TTA AAG GAATTG ACG GAAG -3
5- GCATCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC -3°

Tamano esperado del amplicdn de los moldes de ADN de R. sofanacearum = 718 pb {conjunto de cebadores RS).
Tamano esperado del amplicdn de control PCR interno 185 rARN = 310 pb {conjunto de cebadores NS).

3.2 Mezcla para la reaccion PCR

Reactivo Cantidad por reaccién Concentracion final

Agua ultrapura esternil......... s 12,625 yl
10x tampén PCR (') (15 mM MaCl) 2,5l 1x (1.5 mM M Cl)
BSA {fraccion V) {10 %5).. ..o et 0,25 pl 0.1%
Mezcla d-nTP (20 mM) ....... 0,125 pl 0,1 mM
Cebador RS-1-F {10 pM) 2,0pl 0,8 uM
Cebador RS-1-R (10 UMY o 2,0 ul 0.8 uM
Cebador NS-5-F (10 pM) (2) .......................................................... 0,15 pl 0.06 pM
Cebador NS-6-R {10 UM} (3) oot et 0,15 pl 0,06 uM
Polimerasa Tag (5 Utul) (") 0,2 pl 1,0U
Yolumen de muestra 50u

Volumen total 25,0 pl

{1) Los métodos se validaron utilizande polimerasa Tag de Perkin Elmer {AmpliTaq) y Gibeo BRL.

{2} La concentracidn de |0s cebadores NS-5-F y NS-6-R se aptimizd para la extraccion de cufas basales de patara utilizando el métode de homogeneizacidn
y purificacion del ADMN de acuerdo con Pastnk (2000) (véase la seccidn VILAG.1.a). Serd necesano proceder a la reoptimizacién de las concentraciones de
reactivos si se utilizan |la extraccion por agitacion u otros métodos de aislamientodel ADM.
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3.3 Condiciones de reaccion PCR
Aplicar el siguiente programa:
1 ciclo de:

i} 5 minutos a 85 °C (desnaturalizacion del molde de
ADN)

35 ciclos de:

i} 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacion del molde de
ADN)

i} 30 segundos a 58 “C (hibridacion de los cebadores)

iv) 45 segundos a 72 °C (extension de la copia)

1 ciclo de:

v} 5 minutos a 72 °C (extension final)
vi) mantenera 4 °C.

4.1 Cebadores del oligonucledtido
Cebador directo Rs-1-F

Cebador reverso Rs-1-R
Cebador reverso Rs-3-R

Mota: Este programa esta optimizade para utilizarlo con
un termociclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso
modificar la duracién de los ciclos i), i} v iv) para su utiliza-
cidn con otros modelos.

3.4  Analisis de la enzima de restriccién del amplicon

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R.
sofanacearum producen un polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccidn caracteristico con la enzima Bsm | o
un Isoschizomere (por gjemplo, Mva 1269 1) tras la incuba-

cidn a 65 °C durante 30 minutos.

4. Protocolo PCR especifico del biovar de R. sclana-

cearum (Pastrik &f af, 2001}

5%- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CATTA -3
5-CCC AGT CACGGC AGAGAC T -¥
5-TTC ACG GCA AGATCG CTC -3

Tamafo esperado del amplicon de los moldes de ADN de R. solanacearun:

con Rs-1-F/Rs-1-R =718 pb
con Re-1-F/Rs-3-R = 716 pb.

4.2 Mezcla para la reaccidn PCR
a) Biovar 1/2 especifico PCR

Reactivo Cantdad por reaccion Concentracion final

Agua ultrapura estéril........... 12,925 pl
10X Aampon PCR {1} et 2.5l 1% £1,5 mM MyCl2)
BSA (fraccidn W) {10 %) ..o 0,25 ul 01%
Mezala d-NTP {20 MM) ..o e e 0,125 0,1 mM
Cebador Rs-1-F {10 UM} .o 2 ul 0.8 pM
Cebador Rs~1-R {10 M) oo e, 2yl 0,8 pM
Polimerasa Taq (5 Uil () ... 0,2 1l 1U
Volumen de MUESITE.. ... 5,0 4l

Volumen total ..o 25,0

{1} Los metodas se validaron utilizando polimerasa Tag de Parkin Elmer {AmpliTag) y Giboo BRL.

b} Biovar 3/4/5 especifico PCR

Reactivo Cantdad por reaccion Concentracion final

Agua ultrapura esteril ... e 14,925 pl
10X AP PCR ('Y oo 2,5l 1x (1,5 mM MCl2)
BSA (fraccion W) {10 %) ..ccocv et e 0,25 ul 0.1 %
Mezcla dNTP (20 mM) e 0,125 0,1 m
Cebador Rs-1-F {10 UM) ..o e e 1l 0,4 pi
Cebador Re-3-R {10 UM} e 1l 0.4 uM
Polimerasa Taq {5 W/ul) {1) ... 0,2 ul 1U
Wolumen de MUESETA ... e e e 5.0l

Volumen total ... 25,0 pl

{1y Los métodas se validaron utilizando polimerasa Tag de Perkin Elmer {(AmpliTag) y Gibeo BRL,
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4.3 Condiciones de reaccion PCR

Aplicar el siguiente programa a las reacciones especifi-
cas de biovar 1/2 y biovar 3/4/5:

1 ciclo de:

i) &5 minutos a 95 *C {desnaturalizacion del molde de
ADN)

35 ciclos de:

i) 30 segundos a 95 "C (desnaturalizacién del molde de
ADN)

iy 30 segundos a 58 °C {hibridacion de los cebadores)

v} 45 segundos a 72 °C {extensién de la copia)

1 ciclo de:

v) S minutos a 72 "C (extensidn final}
vi) mantenerad °C,

Nota: Este programa se optimizd para utilizarle con un
termaciclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso
modificar la duracion de los ciclos ii), iii} y iv) para su utiliza-
cién con otros modelos.

4.4 Analisis de la enzima de restriccion del amplicdn

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R.
sofanacearum utilizando cebadores Rs-1-F y Rs-1-R produ-
cen un pelimorfisme de |a longitud del fragmento de restric-
cion caracteristico con la enzima Bsm | o un [soschizomere
{por gjermnplo, Mva 1269 ) tras |a incubacién a 65 *C durante
30 minutos. Los productos PCR amplificados a partir de ADN
de R. sofanacearum utilizando los cebadores Rs-1-F y Rs-3-
R no poseen sitios de restriccion.

5. Preparacion del tampdn de carga
5.1 Azul de bromofenol (sclucion estandar al 10 %)

Azul de bremofenol 5g
Agua bidestilada 50 ml
5.2 Tampon de carga

Glicerol (86 %) 3,5ml
Azul de bromofenol {5,1) 300 ul
Agua bidestilada 6,2 ml

6. 10X tampén de tris acetato EDTA (TAE), pH 8,0

Tampdn trig 48,40 g
Acido aceético glacial 11,42 ml
EDTA (sal disédica) 372g
Agua destilada 1,00 |

Diluir a 1X antes de utilizarlo.

Se encuentra también disponible en el mercado (por
ejemplo, Invitrogen o equivalente).

Apéndice 7
Reactivos validados para la prueba FISH
1. Oligosondas
Sonda especifica para R. solanacearur OLI-1-CY3:
5- GGC AGG TAG CAA GCT ACC CCC-3'
Sonda eubacteriana no especifica EUB-338-FITC:
5- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3
2. Solucion fijadora

JADVERTENCIA! LA SOLUCION FIJADORA CONTIENE
PARAFORMALDEHIDO QUE ES TOXICO. UTILIZAR
GUANTES Y NO INHALAR. SE RECOMIENDA TRABAJAR
EN UNA CAMPANA EXTRACTORA DE GASES.

i} Calentar 8 ml de agua de grado molecular, por ejem-
plo agua ultrapura, a 60 °C aproximadamente y afiadir 0,4 g
de paraformaldehido. El paraformaldehido se disuelve cuan-
do se afiaden 5 gotas de 1N NaOH y se remueve con un
agitador magnético.

i}  Ajustar el pH a 7,0 mediante la adicién de 1 ml de
tampdn de fosfate de concentracidn 0,01 M y 5 gotas de 1N
HCI. Verificar el pH con bandas indicadoras y ajustar si fuese
necesario con HCI o NaOH. JADVERTENCIA! NO UTHIZAR
UN MEDIDOR DE PH EN SOLUCIONES QUE CONTEN-
GAN PARAFORMALDEHIDO.

iii} Filtrar la sclucion con un fitro de membrana de 0,22
um y mantener libre de polvo a 4 *C hasta nueva utilizacion.

3. 3X Hybmix

NaCl 27M
Tris-HCI 60 mM (pH 7.4)
EDTA (fittro esterilizado con autoclave) 15 mM
Diluir a 1X como se precisa.

4. Solucidn de hibridacian

1X Hybmix

Dodecilsulfato sédico (SDS) 0,01 %
Formamida 30 %
Sonda EUB 338 5 ng/pl
Sonda OLI-1 o OLI-2 5 ng/pl

Preparar las cantidades de solucion de hibridacién de
acuerdo con los caleulos de la tabla 1. Para cada portacbje-
tos (que contenga dos muestras distintas por duplicado) se
precisan 80 I de sclucion de hibridacion. IMPORTANTE:
DEBE TEMERSE EN CUENTA QUE LA FORMAMIDA ES
MUY TOXICA, POR LO QUE DEBEN UTILIZARSE GUAN-
TES ¥ TOMARSE LAS PRECAUCIONES DE SEGURIDAD
NECESARIAS.

Tabla 1: Cantidades sugeridas para la preparacidn de la mezcla de hibridacién
NOmero de portaobjetos 1 4 B B 10
Agua ultrapura estéril.............n 231 924 138.6 184.8 2310
3X hyBITX .o 30,0 1200 180,0 240,0 3000
SDS Al 1% oo e 0,9 3,6 54 7.2 9,0
Formarmida..........cooivv e 27,0 108,0 162,0 216.0 270,0
Sonda EUB 338 (100 ng/PI) v e, 4.5 18,0 27,0 38,0 45,0
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Numero de portachjstos 1 4 [ 8 10
Sonda GLI-1 u OLIL2 {100 ng/Pl) e 45 18,0 270 36,0 45.0
Volumen total (pl) ..o 80,0 360,0 540,0 7200 900.,0

Nota. Almacenar todas las soluciones que contengan oligosondas fotosensibles en la oscuridad a — 20 °C.,

Proteger de Ia luz del sol o eléctrica directa durante su utilizacion.

5. Tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0

Na;HPO, 8§52¢g
KH:PO, 5449
Agua destilada 1,001

Disclver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Apéndice 8
Condiciones de cultivo para el tomate y la berenjena

Sembrar semillas de tomate {Lycopersicon escufentum) o
berenjena {(Solanurm melohgena) en compost pasteurizado
de semillas. Trasplantar las plantulas con los cotiledones
completamente abiertos {10 a 14 dias) en compost pasteuri-
zado de tiesto.

Las berenjenas o tomates deben cullivarse en un inver-
naderc que cumpla las siguientes condiciones medioambien-
tales antes de |a incculacion:

Duracion diurna: 14 horas o dia natural si es de mayor
duracién
Temperatura:

diurna: 21a 24 °C
nocturna: 14 a 18 °C

Variedad de tomate sensible: ‘Moneymaker’

Variedad de berenjena sensible:'Black Beauty'

Proveedores: véase el sitio web: htip:/fforum.europa.eu.intf
Publicfirc/sanco/Home/main.
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ANEXO 1l

Conservacion de las pruebas analiticas en caso
de aparicion de un brote sospechoso

1. En cada casc de foco sospechoso para el que se
haya realizado una o varias pruebas de seleccion cen resul-
tados positivos de acuerdo con los métodos establecidos en
el anexo |l para el material vegetal enumerado y para todos
los otros casos, y se espere recibir confirmacion o refutacian
por aplicacién de los citados métodos, se debera proceder a
la retencion y adecuada conservacion, hasta completar los
metodos mencionados, de:

— todos los tubérculos de los que se hayan obtenido
muestras y, siempre que sea posible, tedas las plantas de las
que se hayan obtenido muestras,

— cualquier extracto sobrante y cualquier material adi-
cional que se haya preparado para |la prueba o pruebas de
seleccién, como por ejemplo placas de inmuncflucrescencia,

¥
— toda la documentacion perinente.

La retencion de los tubérculos permitird gue se puedan
llevar @ cabo pruebas de variedades cuando se estime opor-
tuno.

2. En el caso de confirmacion de la presencia del orga-
nismo, se procedera a la retencion y adecuada conservacion
hasta un mes después, come minime, en virtud del procedi-
mignto establecido en el articulo 6, apartade 2:

— del material especificado en el puntc 1, y

— de una muestra de las berenjenas o los tomates in-
fectados incculades cen extracto de tubérculo o de planta,
cuando sea adecuado, y

— del cultivo aislado del organismo.

ANEXO IV

Elementos que deben tenerse en cuenta para la determi-
nacidn de la probable contaminacidn

Los elementos de la investigacidn que dispone el articulo
6, apartade 1, letra a), inciso i), seran, cuando proceda, los
siguientes:

i} lugares de produccion:

— en los que se estén cultivando o se hayan cultivado
patatas que estén relacionadas clonicamente con aquellas en
las que se haya comprobade la infeccidn por el organisme,

— en los que se estén cultivando o se hayan cultivado
tomates que procedan de las mismas fuentes que aquellos
en los que se haya comprcbado la infeccion por el organis-
mo,

— en los que se estén cultivando o se hayan cultivado
patatas o tomates que se hayan puesto bajo contrel oficial
por sospecharse |a presencia del organismo,

— en los que se estén cultivando o se hayan cultivado
patatas que estén relacionadas clonicamente con las que
hayan sido cultivadas en lugares de produccién de los que se
sospeche la infeccion por el organisma,

— en los que se culliven patatas o tomates y que estén
localizados en las proximidades de los lugares de produccion
infectados, incluidos agquellos en los que se compartan equi-
pos & instalaciones de produccién directamente o por inter-
vencion de un contratista comun,

— en los que se utilicen para las labores de riego © ro-
ciamiento aguas de superficie de cualquier fuente en la que
se haya confirmado o de la que se sospeche la infeccion por
el organismo,
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— en los que se utilicen para las labores de riego o ro-
ciamiento aguas de superficie de una fuente explotada en
comuin con lugares de produccidn en los que se haya confir-
mado o de los que se sospache la infeccion por el organis-
mo,

— que estén o hayan sido anegados con aguas de su-
perficie en las que se haya confirmado ¢ de las que se s0s-
peche la infeccién por el crganismo, y

i) las aguas de superficie que se utilicen para el riegoc o
rociamiento, o para la anegacion, de un campo 0 campas o
de un lugar o lugares de produccion en los que se haya con-
firmade la infeccidn

ANEXO Vv
Medidas bajo control oficial

1. Al determinar, con arreglo al articulo 6, apartade 1,
letra a), inciso iii), v al articulo 6, apartado 1, letra ¢}, inciso
i}, el alcance de |la contaminacion probable, se incluiran los
elementos siguientes:

— el material vegetal indicado obtenido en un lugar de
produccion que haya sido declarado contaminado en virtud
del articulo 6, apartado 1, letra a), inciso i),

— el lugar o lugares de produccion gue tengan una re-
lacion de produccion con el material vegetal indicado que
haya sido declarado contaminado en virtud del articulo 6,
apartado 1, letra a), inciso i), incluidos aguellos lugares que
compartan equipos e instalaciones de produccion directa-
mente o por intervencién de un contratista comun,

— el material vegetal indicado que se haya producide
en el lugar o lugares de preduccién contemplados en el guicn
anterior o que estuviera presente en tales lugares durante el
tiempe en gue el material vegetal indicado declarado conta-
minado en virtud del articulo 6, apartado 1, letra a), inciso ii),
se hallara presente en el lugar de produccion mencionado en
el primer guién,

— las instalaciones que hayan manipulade el material
vegetal indicado procedente de los lugares de produccion a
los que se refieren los guicnes anteriores,

— cualguier maguinaria, vehiculo, bugue, almacén o
unidades de estos y cualesquiera otros objetos. incluido el
material de embalaje, que puedan haber estado en contacte
con el material vegetal indicade declarado contaminado en
virtud del articulo 8, apartado 1, letra a), inciso i),

— cualquier material vegetal indicade que haya sido
almacenado ¢ haya estado en contacto con cualquiera de las
estructuras y los objetos mencionados en el guidén anterior
antes de |a limpieza y desinfeccién de estos,

— como resultade de la investigacion y de los analisis
contemplados en el articulo 6, apartado 1, letra a), inciso i),
en el caso de las patatas, aquellos tubérculos o plantas que
tengan una relacién clonal fraterna o parental y, en el caso
del tomate, aquellas plantas que procedan de las mismas
fuentes que el material vegetal indicado declarado contami-
nado en virtud del articule 6, apartade 1, letra &), inciso ii), ¥
para las cuales, aunque las pruebas de deteccién del orga-
nismo hayan sido negativas, parezca probable la contamina-
cién a través de un vinculo clonal. Puede efectuarse una
prueba de variedades para verificar la identidad de los tubér-
culos o plantas contaminados que estén relacionados cloni-
camente,

— el lugar o lugares de produccion del material vegetal
indicado a que se refiere el guion anterior,

— el lugar o lugares de produccién del material vegetal
indicado en los que se utilicen para las labores de riego o
rociamiento aguas que hayan sido declaradas contaminadas
en virtud del articulo 8, apartado 1, letra ¢}, inciso i),

— el material vegetal indicado producido en campos
anegados con aguas de superficie en las que se haya con-
firmada la contaminacicn.

2. Para la determinacion de la posible propagacién a la
que se refieren el articulo 6, apartado 1, letra a), inciso iv), ¥
el articulo 8, apartade 1, letra ¢}, inciso iii}, deberan tenerse
en cuenta los elementos siguientes:

i) en los casos previstos en el articulo 6, apartado 1, letra
aj, inciso v}k

— la proximidad de otros lugares de produccién en los
que se cultive el material vegetal indicado,

— la produccion y utilizacion comunes de existencias
de patatas de siembra,

— los lugares de produccion en los gue se utilicen
aguas de superficie para el riego o rociamiento del material
vegetal indicade cuando exista o haya existido el riesgo de
escorrentia, © de anegamiento, de aguas superficiales pro-
cedentes de un lugar o lugares de produccion que hayan sido
declarados contaminados en virtud del articulo 6, apartado 1,
letra a), incisa ii),

ii) en los casos en que se hayan declarado contaminadas
aguas de superficie en virtud del articulo €, apartado 1, letra
¢), inciso i)

— el lugar o lugares productores del material vegetal
indicado contiguos a las aguas superficiales declaradas con-
taminadas, o gue corran el riesqo de ser anegados por estas
aguas,

— cualguier fuente de riego separada gue se cemuni-
que de alguna forma con las aguas supetficiales declaradas
contaminadas,

— masas de agua conectadas con el agua superficial
declarada contaminada, teniendo en cuenta:

« l|adireccién y el nivel de flujo del agua declarada con-
taminada,
e« |a presencia de sclanaceas silvestres huésped.

3. La nctificacion a la que se refiere el articule 6, apar-
tado 2, debera:

— efectuarse de manera inmediata una vez que la pre-
sencia del organismo haya sido confirmada por las pruebas
de laboratorio con arreglo a los métodos expuestos en el
anexo ll, y debera recoger, come minimo:

» para las patatas:

a) el nombre de la variedad del lote,
b} el tipo {de consumo, de siembra, efc.} y, en su caso,
la categoria de siembra,

¢ para las tomateras: el nombre de la variedad del lote
¥, €N sU ¢aso, la categoria,
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— sin perjuicio de log requisitos de notificacion de la
sospecha de |a presencia del organismo previstos en el arti-
culo 5, apartado 3:

* |a Comunidad Autdnoma en la que se haya confir-
mado la presencia del organismo, cuando exista un riesgo de
contaminacién del material vegetal indicado hacia otra u
otras Comunidades Autdnomas, transmitird inmediatamente
a las Comunidades Auténomas afectadas la informacion
necesaria para cumplir el articulo 6, apartado 3, que incluye:

a) el nombre de la variedad del lote de patatas o toma-
tes,

b} el nombre y la direccién del expedidor y del destina-
tario,

c) lafecha de entrega del Iote de patatas o tomates,

d} el tamafio del lote de patatas o tomates entregado,

e} una copia del pasaporte fitosanitaric o, como minimo,
de su numero, cuando sea apropiado o, en su caso, el nume-
ro de registro del productor o comerciante y una copia del
aviso de entrega.

Cuando se suministre dicha informacion, la Comunidad
Autanoma informara de ello inmediatamente al Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién.

* |a Comunidad Autdnoma en la que se haya confir-
mado la presencia del organismo, cuando exista el riesgo de
contaminacién del material vegetal indicado hacia otro u
otros Estados Miembros, transmitird inmediatamente al Mi-
nisteric de Agricultura, Pesca y Alimentacién y este a su vez,
a través del cauce correspondiente a los Estados Miembros
afectados la informacion necesaria para, cumplir el articulo 6,
apartado 3, que incluye:

a) el nombre de |la variedad del lote de patatas o toma-
tes,

b} el nombre vy |a direccién del expedidor y del destina-
tario,

¢) lafecha de entrega del lote de patatas o tomates,

d} el tamafio del lote de patatas o tomates entregado,

e) una copia del pasaporte fitosanitario 0, como minimo,
de su niimero, cuando sea apropiado o, en su caso, el nume-
ro de registro del productor o comerciante ¥ una copia del
aviso de entrega.

Cuandc se suministre dicha infoermacion, el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion informara de elle inmedia-
tamente a la Comision.

« cuando exista el riesgo de contaminacion del material
vegetal indicado procedentes de otro u otros Estades Miem-
bros a raiz de la correspondiente notificacién o notificaciones
de los mismos, el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion comunicara la informacién recibida a las Comunidades
Auténomas interesadas para, cumplir l articulo 8, apartado
3.

4. Cuando hayan finalizado todas las investigaciones, y
al objeto de posibilitar la notificacion adicional {complementa-
ria), las comunidades auténomas facilitaran, para cada caso:

a) lafecha enla que se confirmé la contaminacién;

b} una breve descripcién de la investigacion llevada a
cabo para identificar la fuente y posible propagacion de la
contaminacion, incluido el nivel de muestreo efectuado;

¢} informacién sobre la fuente o fuentes de contamina-
cion determinadas o presuntas;

d} detalles relativos al alcance de la contaminacian de-
clarada, incluido el namero de lugares de produccion y, en el
caso de las patatas, el nimero de lotes, con la indicacién de
la variedad v, en el caso de las patatas de siembra, la cate-
goria;

e) detalles relativos a la delimitacion de la zona, incluido
el numero de lugares de produccion no declarados contami-
nados pero incluidos en la zona;

f) detalles relativos a la designacion del agua, incluido
el nombre y la ubicacién de la masa de agua y el alcance de
la prohibicién de riego/designacion;

g} en el casc de cualquier partida o lote de tomateras
declarado como contaminado, los certificados prescritos en el
articulo 10, apartado 1, letra a), del Real Decreto 58/2005, de
21 de enero, por el que se adoptan medidas de proteccidn
contra la introduccion y difusidn en el territorio nacional y de
la Comunidad Europea de organismos nocivos para los vege-
tales o productos vegetales, asi comeo para la exportacién y
transito hacia paises terceros, y €l numero de pasaporte, de
acuerda con la lista que se recoge en el anexo V, parte A,
seccion |, punte 2.2, del Real Decreto 58/2005, de 21 de
enero

h} cualesquiera otros datos que requiera el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion o, en su caso, la Comision
relativos al brote o los brotes confirmados.

ANEXO VI

Métodos oficialmente autorizados
para la eliminacién de residuos

1. Las disposiciones mencionadas en el articulo 7,
apartado 1, seran las siguientes:

— la utilizacién comeo piensos, previo tratamiento térmi-
co adecuado, de forma que no haya riesgo alguno de super-
vivencia del organismo,

o]

— la eliminacién en un vertedero de eliminacion de re-
siduos autorizado oficialmente en donde no exista ningln
riesgo identificable de escape del organismo al medio am-
biente, por ejemplo, a través de filtracion a tierras agricolas ni
de contacto con fuentes de agua que puedan utilizarse para
el riego de dichas tierras,

o]

— laincineracion,

o]

— la transfermacion industrial mediante entrega directa
e inmediata a una planta de transformacién dotada de insta-
laciones de eliminacién de residuos autorizadas oficialmente,
para las gue se establezca |la ausencia de riesgos detecta-
bles de propagacion del organismo, y de un sistema de lim-
pieza y desinfeccion de les vehiculos de transporte, al me-
nos,

u

— ofras medidas, siempre que se descarte el posible
riesgo de propagacidn del organismo; dichas medidas y su
justificacion se notificaran inmediatamente al Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion y este a su vez, a través
del cauce correspondiente, a la Comisién y a los demas Es-
tadaos miembros.
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Cualquier residuo restante asociado con las opciones an-
teriores y derivado de ellas se eliminara con metedos autori-
zados oficialmente de conformidad con el anexo VIl de este
real decreto.

2. Eluso adecuado o la eliminacién del material vegetal
indicado dispuestos en el articulo 7, apartado 2, deberan
efectuarse bajo el control de les organismos cficiales respon-
sables interesades, asi como con |a oportuna comunicacion
entre estos organismos para garantizar en todo momento
dicho control, y con la aprobacién del organismo oficial res-
ponsable de la Comunidad Autdnoma donde vayan a enva-
sarse o transformarse las patatas, en lo que se refiere a los
vertederos citados en los guiones primero y segundo, y con-
sistiran en lo siguiente:

i} en el caso de los tubérculos de patata:

— la utilizacién como patatas de consumo destinadas
al consumo, envasadas para su distribucién y venta directa
sin cambio de envase, en un lugar dotade de instalacicnes
de eliminacién de residucs adecuadas. Las patatas destina-
das a la siembra sdlo pueden manipularse en el mismo lugar
si esto se realiza separadamente o tras la limpieza y desin-
faccidn,

0

— su usc como patatas de consumo para la transfor-
macion industrial y destinadas a la entrega directa e inmedia-
ta a una planta de transfermacién dotada de instalaciones de
eliminacion de residuos adecuadas y de un sistema de lim-
pieza y desinfeccidn de los vehiculos de transporte, al me-
nos,

0

— algun otro tipo de uso o eliminacidn, siempre que se
establezca que no existe ningun riesgo identificable de pro-
pagacién del organismo, y previa aprobacién de los citados
organismaos oficiales responsables,

i) en el caso de las otras partes de |las plantasg, incluidos
los defritos del tallo y de las hojas,

— la destruccién,

0

— cualquier otro uso o eliminacion, a condicién de gue
se garantice que no existe riesgo identificable de dispersar el
organisma, y previa aprcbacion de los citades erganismos
oficiales responsables.

3. Los métodos adecuados para la descontaminacién
de los objetos a los que se refiere el articulo 7, apartado 3,
consistiran en una limpieza y, en su caso, una desinfeccion
que permitan descartar todo riesgo identificable de propaga-
cién del organismo; estas operaciones se efectuaran bajo la
supervision de los organismos oficiales responsables de las
Comunidades Autdnomas.

4. La serie de medidas mencicnadas en el articulo 7,
apartado 4, que deberan aplicar las Comunidades Autono-
mas dentro de la zona o zonas delimitadas que se hayan
establecido en virtud del articulo 6, apartado 1, letra a), inciso
iv), ¥ del articulo 6, apartado 1, letra ¢), inciso iii), seran las
siguientes:

4.1 En los casos en que, en virtud del articulo 8, apar-
tado 1, letra a), inciso i), se hayan declarado contaminados
lugares de produccion, las medidas consistiran en lo siguien-
te:

a) en los campos o unidades de produccién de culti-
vos protegidos que se hayan declarade contaminados en
virtud de esa misma disposicién:

i) durante al menos los cuatro anios de cultivo siguientes
a la declaracion de la contaminacidn:

— se adoptaran medidas para eliminar las patatas y to-
materas espontaneas asi como otras plantas que puedan ser
huésped del organismo, incluidas las malas hierbas solana-
ceas,

¥

— no se plantaran:

¢ tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de
patata,

+ tomateras y semillas de tomateras,

¢ teniendo en cuenta la biologia del erganismo:

¢ otras plantas huésped,

s plantas de especies de Brassica para las que exista
un riesga identificado de supervivencia del organismo,

» otros cultivos para los que exista un riesqgo identifica-
do de propagacion del organismo,

— en la primera temporada de cultivo de patatas o to-
mates siguiente al periodo indicado en el guidn anterior, y
siempre gue se haya comprobado que, durante al menos los
dos afics de vegetacion inmediatamente, anteriores a la plan-
tacion, el campo estuve libre de patatas y tomateras espon-
taneas y de ofras plantas huésped del organisme, incluidas
las malas hierbas solanaceas:

¢ en el caso de las patatas, solamente se autorizara |a
produccion de patatas de consumo,

¢ en el caso de las patatas y los tomates, [os tubércu-
los de patata cosechados, o las tomateras, segin correspon-
da, seran analizados de conformidad con el procedimiento
detallado en el anexo I,

— en la temporada de cultivo de patatas o tomates si-
guiente a la indicada en el guion anterior y tras un ciclo de
rotacion adecuado, que serd de un minimo de dos afios si se
cultivan patatas de siembra, se efectuara un examen oficial
tal como se dispone el articulo 3, apartado 1,

o

i) durante los cinco afos de cultivo siguientes al de |a
declaracion de la contaminacion:

— se adoptarén medidas para eliminar las patatas y to-
materas espontaneas asi como ofras plantas que puedan
contener naturalmente el organismo, incluidas las malas
hierbas solanaceas,

— durante los tres primeros anos, se dejara y manten-
dra el campo, bien en barbecho completo, bien para el cultivo
de cereales, con arreglo al riesgo que se haya determinado,
bien como pasto permanente, con siega intensa y frecuente o
pastoreo intensivo, o bien come pastizal para la produccian
de semillas y, a continuacion, en los dos afios subsiguientes,
se plantaran plantas que nc sean huésped del organismo
para las que no exista ningun riesgo identificado de supervi-
vencia o propagacion de este,

— en la primera temporada de cultivo de patatas o to-
mates siguiente al periodo indicado en el guidn anterior vy,
siempre gue se haya comprobado que, durante al menos los
dos anos de vegetacion inmediatamente anteriores a la plan-
tacién, el campo estuvo libre de patatas y tomateras espon-
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taneas y de otras plantas huésped del organismo, incluidas
las malas hierbas solanaceas:

s en el caso de las patatas, se autorizara |a produccidn
de patatas de siembra y de consumo,

* los tubérculos de patata cosechados, o las tomate-
ras, segun corresponda, seran analizados de conformidad
con el procedimiento detallado en el anexc II;

b} en el resto de los campos del lugar de produccion
contaminado y a condicién de que los crganismos oficiales
competentes tengan la certeza de que se ha eliminado ade-
cuadamente el riesge de plantas de patata y de tomate es-
pontaneas y de cualquier otra planta que pueda contener
naturalmente el organismo, incluidas las malas hierbas sola-
naceas:

— durante el ano de cultivo siguiente al de declaracidn
de contaminacién:

— o bien no se plantaran tuberculos, plantas ni semi-
llas propiamente dichas de patata, ni cualquier otra planta
que pueda contener naturalmente el organismo,

o

— en el caso de los tubérculos de patata, se podra
plantar patata de siembra oficialmente certificada, pero sélo
para la produccién de patata de consumo,

— en el caso de las tomateras, solamente se plantaran
tomateras obtenidas de semillas que cumplan los requisitos
de la Directiva 2000/29/CE del Consejo, de 8 de mayo de
2000, relativa a las medidas de proteccién contra la introdue-
cién en la Comunidad de organismos nocivos para los vege-
tales o productos vegetales y contra su propagacion en el
interior de la Comunidad, para la produccién de fruto,

— durante el segundo arfio de cullivo siguiente al de
declaracién de contaminacion:

— en &l caso de las patatas, solamente se plantarén, pa-
ra la produccién de patatas de siembra o de consumo, patatas
de siembra certificadas o patatas de siembra analizadas para
determinar la inexistencia de podredumbre parda y cultivadas
bajo control oficial en lugares de produccion diferentes de los
mencionados en el punto 4.1,

— en el caso de los tomates, solamente se plantaran
tomateras obtenidas de semillas que cumplan los requisitos
de la Directiva 2000/29/CE o, si se han propagado vegetati-
vamente, de tomateras producidas a partir de esas semillas y
cultivadas bajo control oficial en lugares de produccion dife-
rentes de los mencionados en el punto 4.1, para la produc-
cién de plantas o de fruto,

— durante al menos los tres arnos de cultivo siguientes a
la declaracion de la contaminacion:

— en &l caso de las patatas, se plantarén para la pro-
duccion de patatas de siembra o de consumo exclusivamente
patatas de siembra certificadas o patatas de siembra que se
hayan cultivadc bajc control oficial a partir de patatas de
siembra certificadas,

— en el caso de los tomates, solamente se plantaran
tomateras obtenidas de semillas que cumplan los requisitos
de la Directiva 2000/29/CE o tomateras cultivadas bajo con-
trol oficial a partir de estas plantas, para la produccién de
plantas o de fruto,

— éen cada uno de los afios de cultivo mencionados en
los guiones anteriores, se tomaran medidas para eliminar las
plantas de patata espontaneas y otras plantas que puedan
contener naturalmente el organismo, si existen, y se efectua-

ra una inspeccién oficial del cultive en crecimiento en los
mamentos pertinentes y, en cada campo de patatas, se efec-
tuaran pruebas oficiales de las patatas cosechadas con arre-
glo al procedimiento detallado en el anexo II;

¢} inmediatamente después de la declaracion de con-
taminacion prevista en el articule 6, apartado 1, letra a), inci-
s0 i}, ¥ tras el primer afio de cultivo siguiente:

— toda la maquinaria e instalaciones de almacenamien-
to del lugar de produccion que se utilicen en la produccidn de
patatas o tomates se limpiaran y, en su casge, desinfectarén
utilizando métodos adecuados de la forma que se dispone en
el punto 3,

— con el fin de impedir la propagacion del crganismo,
se efectuaran controles oficiales de los planes de riego y
rociamientc y, en caso necesario, se prehibiran los mismos;

d} en el caso de las unidades de produccién de cultivos
protegides que hayan sido declaradas contaminadas en vir-
tud del articulo 6, apartade 1, letra a), incise ii), v en las que
sea posible una sustitucion total de los medios de cultivo:

— no se plantaran tubérculos, plantas ni semillas pro-
piamente dichas de patata, ni otras plantas que puedan ser
huésped del organisme, incluidas tomateras y semillas de
tormateras, a menos que, por una parte, la unidad de produc-
cidn se haya sometide a medidas oficiaimente supervisadas
que, teniendo por objeto la eliminacidn del organismo y |1a
retirada de todo el material vegetal huésped, incluyan, como
minima, un cambio completo de los medios de cultive y una
limpieza vy, en su caso, una desinfeccion de tales unidades y
de todo el equipo v que, por otra parte, los organismes oficia-
les responsables hayan dado subsiguientemnente su autoriza-
cion para la produccién de patatas o tomates,

¥

— ademds, la produccién procedera, en el casc de la
patata, de patatas de siembra certificadas ¢ de minitubércu-
los ¢ micreplantas obtenidas de fuentes analizadas,

— encuanto a la produccion de tomates, la produccion
debera proceder de semillas que cumplan los requisites de |a
Directiva 2000/29/CE o, si se han propagado vegetativamen-
te, de tomateras producidas a partir de estas semillas y culti-
vadas bajo control oficial,

— con el fin de impedir |a propagacion del organismo,
se efectuaran controles oficiales de los planes de riego y
rociamientc y, en caso necesario, se prehibiran los mismos.

4.2 Dentro de la zona delimitada, y sin perjuicic de las
medidas dispuestas en el punto 4.1, las Comunidades Auto-
nomas:

a) inmediatamente después de la declaracion de con-
taminacian, garantizaran que se limpie y desinfecte toda la
maquinaria e instalaciones de almacenamientc de la explota-
cion que se hayan utilizado para la produccién de patatas y
tomates, come resulte adecuade v con los metodos apropia-
dos, segun lo dispueste en el punto 3;

by inmediatamente y durante al menos tres afos de cul-
tivo después de la declaracion de contaminacion:

ba) en los casos en gue la delimitaciéon de la zona se
haya efectuadc en virtud del articule 6, apartado 1, letra a),
inciso ivl:

— garantizaran que sus organismoes cficiales responsa-
bles supervisen las instalaciones que cultiven, almacenen o
mahnipulen tubérculos de patata o tomates, asi como aquellas
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otras instalaciones que utilicen en el marco de un contrato
maquinaria para la produccion de patatas o tomates,

— requeriran gue, para todos los cultivos de patata de-
ntro de la zona delimitada, se planten exclusivamente semi-
llas certificadas o semillas cultivadas bajo control oficial, vy se
efectie un analisis después de cosechar los cultivos de pata-
tas de siembra en lugares de produccién determinados como
probablemente contaminados segun el articule 6, apartado 1,
letra &), inciso iii},

— exigiran que se manipulen por separado las existen-
cias de patatas de siembra y de patatas de consumo recolec-
tadas en todas las explotaciones de la zona o, cuando sea
adecuado, que se efectle una desinfeccion entre la manipu-
lacién de las existencias de patatas de siembra y de patatas
de consumo,

— exigiran que, para todos los cultivos de tomate de la
zona, solamente se planten tomateras obtenidas de semillas
que cumplan los requisitos de la Directiva 2000/29/CE o, si
se han propagado vegetativamentes, de tomateras producidas
a partir de estas semillas y cultivadas bajo control oficial,

— efectuaran el examen oficial que dispone el articulo
3, apartado 1;

bb) en los casos en que, en virtud del articulo 6, aparta-
do 1, letra ¢, inciso ii), se hayan declarade contaminadas
aguas de superficie 0 en que, de conformidad con el anexo
V, punto 2, se hayan incluido dichas aguas entre los factores
de la posible propagacion del organismo:

— realizaran un examen anual, en los momentos opor-
tunos, con una toma de muestras de las aguas de superficie
y, cuando sea oportuno, de las plantas huesped solanaceas
en las fuentes hidricas pertinentes, asi como andlisis con
arreglo a los métodos pertinentes establecidos en el anexo |
para el material vegetal indicado y para otros casos,

— con el fin de impedir la propagacién del organismo,
estableceran controles oficiales de los planes de riego y ro-
ciamiento, as! como una prohibicion del usc de las aguas
declaradas contaminadas para el riego y rociamiento del
material vegetal indicado y, en su caso, de otras plantas
huésped. Esta prohibicion podra reexaminarse en funcidn de
los resultados obtenidos en el examen anual mencionado, y
podran revocarse las declaraciones cuando 10s organismos
oficiales responsables tengan la certeza de que las aguas
superficiales ya no estan contaminadas. Podra auterizarse el
usc del agua sometida a prohibicion, bajo control oficial, para
el riego v el rociamientc de las plantas huésped, cuandec se
utilicen técnicas aprobadas oficialmente que eliminen el or-
ganismo y eviten su propagacian,

— en los casos en gue se hayan contaminado vertidos de
residucs liquidos, estableceran controles oficiales de la elimina-
cién de los residuos sdlides o liquidos procedentes de las insta-
laciones industriales de transformacion o envasado que manipu-
len el material vegetal indicadg;

c) estableceran, cuando sea pertinente, un programa
para la sustitucion en un plazo adecuadc de todas las exis-
tencias de patatas de siembra.

ANEXO VI

Disposiciones que se deben cumplir
para la eliminacién de los residuos

Los métodos de eliminacidn de residuocs autorizados ofi-
cialmente mencionados en el anexo VI, puntc 1, deberan
cumplir las disposiciones que se indican a continuacién con
el fin de evitar todo riesgo identificable de propagacion del
organismeo:

i) los residuos de patatas y tomates (incluidas las pata-
tas, mondaduras y tomates descartados) y cualquier otro
residue sélido ascciado con las patatas y los tomates (inclui-
do el suelo, las piedras y otros restos) se eliminaran de una
de las siguientes maneras:

— en un vertedero de eliminacién de residuos autori-
zado coficialmente en dende no exista ningun riesgo identifi-
cable de escape del organismo al medic ambiente, por
ejemplo, a través de filtracion a tierras agricolas ni de con-
tacto con fuentes de agua que puedan utilizarse para el
riego de dichas tierras. Los residuos se conduciran directa-
mente al vertedero en unas condiciones de confinamiento
que impidan todo riesgo de pérdida de los mismas,

o

— mediante incineracian,

o

— a través de otras medidas, siempre que se descarte
el posible riesgo de propagacion del organismo. Dichas me-
didas se nctificaran inmediatamente al Ministerio de Agricul-
tura, Pesca y Alimentacion y este a su vez, a traves del cau-
ce correspondiente, a la Comisién v a los demas Estados
miembros,

i} residuos liguidos: antes de la eliminacion, los resi-
duos liguidos que contengan sélidos en suspensién se
someteran a procesos de filtracion o sedimentacion para
eliminar dichos sdlidos. Estos sélidos se eliminaran tal como
se establece en el inciso i).

A continuacion, los residuos liquidos:

— se calentaran a un minimo de 60 °C en todo su vo-
lumen durante un minima de 30 minutos antes de la elimina-
cion,

o

— se eliminaran, previa autorizacion oficial y bajo con-
trol oficial, de manera gue no exista ningun riesgo identifica-
ble de que los residucs puedan entrar en contacto con tierras
agricolas ni fuentes de agua que pudieran utilizarse para la
irrigacién de tierras agricolas. Los detalles de estas medidas
se notificaran al Ministeric de Agricultura, Pesca y Alimenta-
cidn y este a su vez, a través del cauce correspondiente, a
los demas Estados miembros y a la Comision.

Las opciones descritas en el presente anexo se aplican
asimismo a los residuos asociados a la manipulacidn, la eli-
minacidén y el tratamiento de lotes contaminados.»
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