: EW y.en

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

Nel 259/1

EL CONSEJO DE 145 COMUNIDADES EUROPEAS, |

V‘mti Tmmdommméeiz&ﬂmmda/’ Ecenem 2

‘ éi;mfcn&? 4 1993.p. 12
(3 DO C 176 & 28. 6. 1993, p. 210
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gf‘Actss cuya paézlicéciér: 7o es una condicion para su aplicabilidad
CONSEJO

DH{ECH?A 93585 fﬁEE BEL CO\SE}O

- M*zahk}chzmmahmbaﬁmadchpatata

Considerando que uno ) de los organismos nocivos para las

-patatas es el Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al.

ssp. sepedonicus {prcckermann et Kotthoff} Davis et al.;
agmte patogeno de la necrosis bacteriana de la patata; que

| ‘es:apiagahaapamﬁdomz}gimaspanesdeia&mmmdad
¥su§sxssesfocosdemfecaondepoczzmponanﬂ3,

‘,ACons&ezaﬂoque}osmim dcpatazaentodz}a~

Cmnndadmnmgeﬁgmgms;dﬂaﬁesrmseaéepmn

‘ m@éaseﬁcaeespamiotz&armgiagayde:ammarsu

dir su apancon y, en caso de que

. apam&;m;pedtr su pmgagacén ¥ iud:ar contra ella con

obgcm de ctrzércariag

- k“C&mdﬂméaquepmaicanwmohm‘odeﬁmadopr:
e ‘fmmmmmia{bmnmdﬁ qm,adc—

mis, los Estados miembr : ; :

aémmaksomasmaseﬂmmm,mmquc
nogobmﬂmeharaﬁmdciaspamasdtnmdeia
Comunid=d, excepto en los casos previstos en la Directiva

 77/93/CEE del Conseio, de 21 de diciembre de 1976,
_ relativa a las medidas de proteccion contra la introduccion
“ml@ﬁﬂa&mmbrosdeoxganmmavmw&hs

vegetales o productos vegetales {*); que tales medidas deben -
samﬁca&asaioséemﬁsisaémmmbmsvaia

: 'Cm, 7‘ o

Cmmdtrando que la Directiva 80/665/CEE ddl Cbnsqo

de 24 de punio de 1980, relativa a 12 lucha contra la
necrosis bacteriana {7} establece las mtﬂmdas minimas que
los Estados zmcmbms deben adoptar contra la necrosts -

ivactmzn: 5: fa pataxa*

i E‘Gn"taédtzo} 1.1977, p. 20, Darectiva modificada por

. dhtema vez por ks Direcova 927 103CEE de la Comisién (DO
2° L 363 de 11, 12. 299‘,? 15, ;

£ DO o* L 180 de 14. 7. 1980, p. 30,
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Considerando que, desde entonces. el conocimiento-de la
necrosis bacteriana de la patata v la dereccion de su
patogene han evolucionado significativamente;

Considerando gque la aphcacicn del régimen fitosanitario
comunitario 3 ka Comunidad como un espacio sin fronteras
interiores requiere un nuevo examen v la revision de
aigunas disposiciones de la Direaiva 80/663CEE:

Considerando que los resultados de estos examenes ponen
de manifiesto la insuficiencia de las disposiciones de la
Drrectiva 807663/ CEE + Ia necesidad de una mavor preci-

‘Considerando que. en estas circunstancias, es conveniente
éemgxr ia Directrva 80/665/CEE ¥ adoptar ias me&;dgs

a} locahizarlo v determinar su distribucion,
b} impedir su aparicion y propagacion v

¢ en case de que aparezca, impedir su propagacidn.y
combatirlo con el fin de erradicarlo.

Articrdo 2

1. .Los Estados miembros Hevarin a cabo sistematicamen-
te encuestas oficiales relativas al organmismo en tubérculos
¥, cuando corresponda, en . plantas ‘de patata (Solanwm
tuberosum L.} oniginarios de sus territorios, para confirmar
su ausencia. : :

: :?‘m‘ estas encuestas. en e% caso de Jos rubéreulos, s '

pmner mgat qae la ni.aga puede gexmanecer %atentx ¥ no
apreciarse en patatas en fase de crecimiento o en tubérculos
almacenados, por lo que solo pucde cambatxrse eficazmen-
te mediante ha pméucmm ¥ el uso de patatas de siembra
exentas de infeccion, ¥, en segundo lugar, que se requieren
encuestas oficiales sistematicas para su localizacién: que la

propagacion del patogeno en patata en fase de crecimiento
0o es ef factor mas mzpartantz pero que el patogeno puede

estar gm:sea:e ém'ame ¢l invierno en plastas proceéemes de

raberculos ol s {plantas espontineas), ¥ que éstas son
‘L;rmmumc fnentrdemfe&maqmpersrsssécanz
»tcmimrmia pam otra; que ¢l patogeno se propaga pt incipal-
_ mente ;aor manm sic izts ;}amtas ai entrar. en

‘mémmé&wﬂsmo

> p i@s Emdes mmbms para
eseabl m%ﬁ%m&mmm&ﬁme
2 O , m&mé&ﬁoﬁm&m@em&

| HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

.—%ms:ula i

Lapmr&nmsammporobm@hsm«kdasqnc
&bma&ag&mmbsﬁﬁzdm@:m&e&deézﬂ-
bacter muichy s {Semth! Davis er al. ssp. sepedomicus
{Spicckermann ot Kﬁﬁhﬂg Davis et al.; causante de Ia
necrosis bacteriana de la patata ! {en lo sucesivo denominado

«d:xgznm pam

},, 3 t - en {3 m 4

prefenbkfmeme proceéem&s de lotes aimacenados que s¢
someterdn a pruebas de laboratorio oficiales. o realizadas
bajo control oficial; segin el método dispuesto. en el
Anexo L, para la detecaon v el diagnéstico del organismo..
Ademas, cuando proceda. podri realizarse una inspeccion
visual oficial o bajo control oficial de otras muestras que
imphique ¢l corte de los tubérculos.

En e caso de las plantas, estas mspecciones - deberan
realizarse segun los mérodos apmpmdos ¥ las muestras -
deéeran sametsrse a pmehas Qﬁaz}es o bajo control ofi-

i.as m‘gamsmas eficmies responsabies a que se refiere la

. Directiva 77/93/CEE determinaran el niimero, origen,
_estrato y calendario de toma de muestras basindose en'
 principios cientificos y estadisticos solidos, ¥ en la biologia

_ del organismo, teniendo en cuenta los sistemas particulares
_ de produccién de patatas de los Estados miembros. Los
‘detallés se comunicaran anuaimemt 2 los demids Estados
miembros y a la Comision, con objeto de garantizar niveles

de protecaon comparables entre los Estados miembros

- para ia cenﬁrmacmn de la ausencia d& orgamsme

2 les rcsnitados de izs encuestas oficiales | previstas en el
apartado 1 se notificaran al menos una vez al afio a los
demas Estados miembros y a la Comision. Los detalles de
esta notificacion serdn confidendiales y podran comunicarse
al Comité con arreglo al procedimiento establecido en el
articulo 16 bis dela Dm:cma 7 s93 /CEE.

2. Con arregk} al pmctdi?niemo establecido en el articulo
16 bis de la Directiva ?"5513}(_‘{{5 podran adoptarse -

- &zspcs&c&anes relativas a:

— los detalies de las encuestas contempladas en el apar-
~tado 1 del presente articulo, que se llevaran a cabo de
acuerdo con principios cientificos v estadisticos soli-

— ot detalles de ta mnﬁa.acmn prensta en ¢l apartadc 2
del presente articulo.
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4. Con arreglo al proce&zxmeme establecido en el articulo
16 bis de la Directiva 77/93/ CEE, se adoptaran disposi-
ciopes relativas a

que se mencionan en ¢l parrafo tercem del apartado 1
del presente ammis

Articuio 3
 Los Estados miembros harin lo necesario para que se

tc:mﬂrigae a sus organismos oficiales competentes la apari-
cidn sospechosz o 1Ia presenacia confirmada del organismo

o nzdc}s o gamermitz;aéos en su terntono.

Drario Ohcial de las Comunidades Europeas

el metodo adecuado pam las encuestas v las pruebas -

en piantas v patatas o en ubérculos remi:s:tadns, a}mace- ‘

— las medidas a que se refiere laletra < .iapartado 2-del

presente articulo.

4. Con arreglo al procedimiento establecido en el articulo

16 bes de la Directiva 77/93/CEE se adoptara la siguiente
medida:

-~ 12 otra prueba adectiada mencionada en el inciso i} del
apartado 2 del presente articulo: ‘

Articulo 3

1. En caso de que las pruebas de laboratorio oficiales o

. realizadas bajo control oficial con el mérodo establecido en
¢l Anexo I confirmen la presencia del organismo en una
imueszra de tubérculos, p%amas o partes de plantas, los

. oficiales responsables del Es:a&o mg;mhm ée

‘a@mmaﬁaaks
_ que se havan comunicado tales casos velaran por que se
 realicen pruebas de laboratorio oficiales o realizadas bajo
‘ﬁma}aﬁuaimeimmaquesereimé&exeiv
en las condiciones establecidas en ef punto 1 del Anexo 11,

: z&i %ﬁ&xﬁ lf,‘

‘mé&apamsosp&hmmqm'

sawechesaosa

gfmsi:a ;é&@« -

__de los gue havan sido tomadas las muestras. excepto

‘&smdmréamﬁasmhms&w'

3 Conarregle al procedimients establecido en el articulo
16 bis de 1a Direcuva 77/93/CEE podrin adoptarse las
Wm&dx& : :

 queset trate, basandose ;

 caracteristicasbiolégicas del organismo y los srsxemas
gamax}ares de produccién, comercializacion y tranforma-
. ci6n de dicho Estado miembro:

b En caso de 3pam wspechasa éei ergamsxm, ios .
esponsables del Estado miembro enel

méﬁnécm&ﬁ:m&ra&mmriaap&maawspedm- ‘
_ sa; en ef primer caso, seaphcarsiaézs;mtsmmeipuma 2

7 ﬁaﬁazamemxha&amfmaﬁem&mmdaiskk~
agm sospechosa con arreglo al ap:maéa l.en aqueiios ﬂ

Kf:% se hayan ﬂhsensée smmmas ’t&!&f& de é:agmsnue}‘f :

1 sekavaa&%méareszﬁ;&éasp&szﬁmmiapm&hadﬁ
' Wﬂ&m&mmnaﬁegbai m;aiammf

'f@%mgzmmmmpﬁmesdthsEm wiew.
ookt L il s viden zmieresepmﬁas

",jba‘p;sxsmm%s:mewsempm&e que no
emsxt ﬁﬁ;g;m riIesgo mﬁca{!%c de propagacion del

wdosbsdm m&m&bsogkmﬁdamﬁenxm&g :

en PrINCipios cen entificos

a} declararin contan:ir ados los tubérculos, plantas, part-
das yio ietes asi como la maquinaria, vehiculos,
imques, almacenes ‘o unidades de almacenamiento v
cualesquiera obietos, inclindo el material de embalaje, -
de los que proceda la muestra v, en su caso, ¢l fugar o
los lugares de produccién y el campo o los campos

donde hayan sido reco}eamios los mbercuics olas

- patamy

b }\dexmmaraﬁ. teniendo en cuenta io dispuesto en el
~ punto 1 del Anexo HI, Ia extension de la probable
contaminacion por contacto previo o posterior a la

~ recoleccién o por rc}acmn de pteducaon conla conta-
“mmécdaraéa, s c ~

' i tﬁ}: 'éf:imnta:an una zfma basas&ose en s la éeciarm ée ia -

contaminacién mencionada en la letra a), la determina-
cion de la extension de la probable comaminacién a

‘urganma teniendo en. czsenta o d:spaesto enelpun -
ol dei Anexo HL :

- 2 Los Estados nmzmbws notficaran mmedxatzmente a
" Jos demas Esrados miembros vy a ba Comision, de acuerdo

con lo dispuesto en el punto 3 del Anexo Il cualquier
oentannma{m declarada de conformudad con la letra atdel
apartado 1 v los detalles de 13 zona delimitada de confor-

: midad mn hj ktra c}é &ei agamén 1

: I.as éaaﬁes de tsxa mmﬁcamm seran. confidenciales.

Podran ser comunicados al Comité con arreglo al procedi-

miento tstahisxnie on ei articulo 15 bis de la Directiva

593 ‘CEE.

3 z’k raiz dela notificacion contemplada en e apartado 2
¥ de los elemenos mencionados en ' Ia misma, otros de los

Estados miembros mencionados en la notificacion deberan,
en s case, declarar la contammacion, determinar la exten-

_si0m de la probable contamminacion v delimitar una zona, de

conformidad con las letras a}, bl ¥y ¢ del apartado 1.

~que se refiere la letra b’wia posible propagacién del
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Articulo 6

Cuando tubérculos o plantas havan sido declaradoes conta-
mmados en virtud de 13 letra a} del aparrado .1 del arti-
cule 5, los Estados miembros dispom.r;m la realizacion de

pmebas de conformidad conel apartado 1 del articulo 4 en

Lzs existencias de patatas que tengan relacion clonal con fas
unplicadas en Ia contaminacion. Las pruebas se realizaran
en tantos tubéreulos o plantas como sea necesario para
deterrminar fa 'capsa primana ‘de infeccion probable v la
extension de la probable contaminacién, prefenbiememe
por orden de riesgo. ~

Ab vista ée los resulrados de las pr ebas, se procedera a
‘tna nueva declaracién de contaminacién, a la determina-

cion de Ia extension de la probable contaminacién v a la
delimitacion de una zoma, cuando proceda, de confor-

- midad, respectivamente, con las §ezras aj, b} v ¢ del apar-

Articulo 8

1. Los: Estados miembros dispondran que las pataras de
siembra se ajusten a Jos requisitos establecidos en 4
Direcuva: 77/93/CEE . v que procedan directamente de
material obtenido de acuerdo con un programa oficialmen-
te aprobado v que haya sido declarado exento del organis-
mo merced a pruebas oficiales o réalizadas bajo conma}

- ofiaial segun ¢l mérodo establecido en ¢l Anexo 1.

La mencionadas pruebas se Hevaran a cabo:

— en los casos en que la contaminacion afecte a la
produccion de patatas de siembra en las plantas de la
seleccion clonal inicial: :

- — enle: demis casos, en las plantas de la seleccion clonal

imicial, en las muestiras representativas de las patatas de L

“,,tdeeiar&azieS‘ ..

' ém&é& 7

1. Les Es{ﬁas miembros érs;wrénm que los mi}ﬂtnies o
plantas declarados contaminados en virrud de la letra al del
apartado 1 del articulo 3 ne pﬁeé:m ser plantados v que,
&:}m ei control de sus Grgamsmos chaales respcmsabks,

~— destruidos o ; G ~ :
— eliminados de otro modo, por medm de medidas ba;a

re%z::mndenai Sé;eeicm‘tmi&sm

topiada como se indica en ¢l punto 2
mmémmqne gafanucm Iaexs:iusmn dc

“almacene Q&nﬁiaéﬁsée:iﬁtmxn-
‘ am:&s Qh;cses, msiméa el matenial de

- m&i&mz;déama&o}é&miajescm
. nte contaminados de conformidad con la lefra
h;ckiaparm&atéémia-,mdesmudnsohmpﬂ‘

&svdm&aﬁmx@mndsmodmm%mw‘

los indicados en el punto 3 del Anexo IV, que permitan

; garam;z,a: 1a exclusion del cualquier niesgo ﬁmn&abic de

- propagacion del organismo. Tras su desinfeccion, esos
a&cms ¥a no se cmm;i:rama comammados. :

-‘i. Smpcqmmét%asmeé:ﬁsspsamﬁegiﬂsapaﬁadas

2 ¥ 3, los Estados miembros dispondran la aplicacién de
mamécm&s&ﬁndamémnédd Anexo IV
mizzw&i:mﬁzdemfmmydaémkiﬂsaf del
- apartado 1 del aruicalo 5.

control gﬁa&i dc cmzfarmxiad cmx el p&m 1 éei

esponsables, sean utlizados o elimi-

- presente Direc
. para trai}afas de seleccion varietal, siempre que tales excep-

~ Con arreglo al procedimiento establecido en el articulo

klé bis de la Directiva 77/93/CEE podran adcptarse dxs;)& ‘
siciones relativas a:

— las normas de desarrollo del ‘primer guion del parrafo
segundo del apartado 1 (iei presente amcuio,

— las pormas relativas a . las muestras representamas

contempladas en el segundo guion del parrafa segnndo‘ -

del apartado 1 del presente amcuia
Articulo 9

Los Estades miembros pmhxbxmn ia tenencia ¥ mampula{ o

- cion del crgamsmo :

'Arsz:ufc Iﬁ

: Sm ger;mcm d«t lo ézspuesm en ia eremva '?'7‘931 CEE, . j
los Estados miembros podran autonizar exctpcwnes alas

medidas comemplaéas en los articulos 6.7 v 9 de la
ectiva para fines zxpenmemaics o cientificos'y

cones no obstaculicen la lucha contra el organismo ni
supongan un riesgo de progagacion de éste. -

Articudo 11

Los Estados miembros podran adoptar medidas adicionales
© mas estrictas necesarias para combarir el organmo o
_impedir su propagacion. siempre v cuando se amstcn a 10

dispuesto en la Direcriva 77/93/CEE.

Las medidas adicionales que se mencionan en el parrafo

- primero podian disponer que solo puedan plantarse patatas

de siembra que. de acuerdo con una cernficacion o una
mspeccion oficial, se aiusten 4 las normas fitosanitanas. La
inspection . oficial podra- aphcarse en caso de quelos
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- agricultores estén autorizados a utilizar en ‘sus explotacio-
" pes patatas de siembra de recoleccion propia o en otros
_ casos en que se planten patz;:as de siembra de produccion
‘i“pmpza.

_ Los detalles de tales medidas se notificaran a los demas
. Estados muembros ¥ a la Comisién.

~ Articulo I?

- ;Lzs medmgaaancs que deben mtroducirse en los anexos de
_ Ia presente Direcuva, habida cuenta de la evolucion de Jos

‘ ‘QS centificos . o teChicos, 52 &éapmrap COQ“

o arreglo al procedimiento estab%emde en el articulo 16 bis de
- la Directiva ?*z 93 fCEE :

Los Estados miembros aplicaran dichas. disposiciones a
partir del 16 de noviembre de 1993.

2. Los Estados miembros comunicardn inmediatamente a
1 Comision todas las disposiciones de Derecho interno que

‘adopten en el ambito regulado por la presente Directiva. La

Comision informara de ello 2 los demds Estados miem-
bros.

Articulo 14

. Queda deropada la Directiva 80/6657CEE con efectos a

partir del 16 de noviembre de 1993

L Articudo 15

j pecesarias para dar cumphm:cnm a la presente Bzrectwa‘
fnﬁeﬁn&r&n meémmmmte de ello a Ja Comision.

G Tos Estades wicanbros ‘aaagméms ﬁispusi:is-
_ mes, éstas haran referencia a la presente Directiva o iran

m&m&amﬁaﬁm&

-acompaniadas de dicha referenciz en su publicacion oficial. ‘
Los Estados miembros ec;zizicceran las medahéad& de la

'Hecha‘eh‘iuxembmg:ﬂ, €i 4 de octubre de 1993,

Por el Consero
- El Presidente
W.CLAES
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ANEXOT

'METODO PARA LA DETECCION Y EL DIAGNGSTICO DE LA NECROSIS BACTERIANA [CLAVIBAC-
TER MICHIGANENSIS (SMITH: DAYVIS ET AL SSP. SEPEDONICUS {SPIECKERMANN ET KOT-
THOFF} DAVIS ET AL JENLOTESDE TUBERCULOS DE PATATA

1 Extraccion de cuiias de la parte basal

1.1 Livense 200 tubérculbs en agua corriente v quitese la epidermis que cubre la parte basal de cada
wbércnlo mediante una lanceta o un mondapatatas desinfectado de la-forma habitual; puede
efectuarse la desinfeccién sumergiendo ¢l mondapatatas en etanol al 70 %y flameandolo.

1.2, Extrdiganse cuidadosamente conas de tf;!do comcas de las parres basales con un cuchillo oun
" “mondapatatas. Prociirese extraer el minimo posible de tepdo vascular excedente. Una vez.
efectuadas Tos tomas. deben procesarée las parres basales de los wibérculos en un plazo de 24

horas .{ﬁvéas:‘ ¢l punto 3}, o bien conservarse a = 20 °C durante dos semanas como maximo.

Examcn visual pa:a dttcctar sintomas dc necrosis bacteriana

: (lempzmmnse los mherculos ¥ observesc $ise produce salida de temias maccrados del tejido
wascuiar : ‘

:Los primeros smmmas cens;szcn en un ligeto aspecm vitreo ‘o washicido del tejido, sin
ablandamiento, en torno al sistema vzscufzn ‘en espeaial ceréa de Ja parte basal. La corona
vascular de Iz parte basal puede tener un color ligeramente mis oscuro-de lo normal. El pnmer
sintoma claramente detectable consiste en que la corona vascular adguiere unz coloracion
amarillenta y al comprimir suavemente el tubérculo emergen de los vascs unas columnillas de
material caseoso. Diche exudado contiene millones de bacterias. Er esta fase, puede producirse
un oscurecimiento pardo del rejido vascular. Al principio, estos sintomas pucden Jimitarse a una
pmgéciams;mmanmecmﬁeiapm basal,'y pueden extenderse posteriormen-
te 2 la totalidad de la corona. A medida que Ia infeccion progresa, se produce destruccion de
this vascaiar 12 7ona ¢ ‘rical externa puede separarse de la zona cortical interna. En las fases
avanzadas de 1a infecccion. se producen grietas en'la superficie del mbercuie, que suelen tener un
. color pardo rojizo en los bordes. Los sintomas pueden verse enmascarados por una invision
secundaria fungica o bacteriana que puede hacer dificil o incluso imposible, d:farcnaar los
simtomas d{* necrosis i;acteﬁana amnzada de otras necmsm de ios mbermios ~ :

3 ﬁwmdchsmnmhm&Cm,hmaéndcmumﬁummﬂf}vh
‘Huom ercense izs partes basaks hasta censegmr Lz maceracion compieta en un d;}uyente del
: que se sepa que no es taxico para ¢l Corynebacterivm sepeéomcwzx Ipor e;emplo, solucion

Esméega con tampon de fosfato 0,05 M {PBS) de pH 7,01 2 una temperatura mferior 2 30 °C;
. ciable izmorpo:acm &cm&sﬁo&ﬁmequc n sea 10xico ¥ puede ser necesario un.
, %&ﬁtz amsgmmm no mxsm iﬁpcu(bm i 3, ;i I)ebe ewtarse la maceracion excesn’z

. Ex @ﬂﬁt ias hmas éei mmai i:omngmmzadﬁ emp}eanda une dc los siguientes mem—

émaa{t }{) minutos, a 183 8 como miximo.

‘ ‘ h;f thsgncse o sabmnadante durante 19 minutos, a 4 700 g como minimo. Decdntese ¥
é:stcbcsc el s&xmzéam:.

B oa chsc rcpesar el macerado durante 30 minutos. 2 ﬁﬂ de que los restos de rendo se posen.
ﬁaﬁm&éw&mﬁm&mm@c}s&:ﬁm&

I sabrenadante a2 mavés de un papci de filro %‘Whatm:m a1 coiocado en un
| *‘de s«admsm;tmza&) 1n9 2 = 40- 100 um) mediante una bomba de agua de yacio:
Rmémmm&ommm&mm&ga Lavese ¢ filtro con solucion PBS
estenl pam obtener un volumen maxirmo de maxcnai ﬁitradu de 33 mi

) Cmmﬁ:gaese e mazc:m} ﬁkm&o d—mte 20 minutos; a 4 000 g como minimo.

33 : Snsgsendas:é sedimento en tampon de fosfato i} 01 M de pH 7.2 estentd dptndn:e 2}, conélfm
‘ de obtener un volumen total aproximado de I mi Dividase en dos partes iguales ¥ consérvese
wna de ellas como referencia. bien por congelacion 2 =20 “C (710 bien por hiohlizacion.
Dividase Ia otra parte en dos muades, una para {a prueba de IF vy uncién de Gram y 1a otra para
e p‘mcbs de la berenjena.

n feereds altornanvo de :mxm es of descrate por Dinesen, 1984,
Exxm pruchas | fanse v Van Vaerenberg, 19871 de gue la congelacion podna disminur Ia viabihdad del Conpebacteniom
sepedonicwn. Puede superirse oste problema mﬁ&mw&ﬁmwcﬂ ghcerol al 10%.
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Es imprescindible que todos los controles ¥ muestras positivos en lo que respecta at O
sepedonicum’ se procesen. por separado, a fin dr oyvitar conmaminaciones. Esto se aplica alas
preparaciones para IF v a las pruebas de ia ber 2njena.

Fincion de Gram

Preparense tinciones de Gram para todas la< diladiones del material centrifugade 15.2.1) ¥ para
cualcuier mbérculo cortado {2} que presente aspecto vitreo, rehlandecimiento u otros sintomas
sospechosos. Las muestras deben tomarse del borde de dos tepdos enfermos;

Preparensc tnciones de G Gram fie cuimm Lonc«adm de C. sepedomecum 3, st fuese posible, de

Detepminense ‘las muestzas que contienen celulas grampositivas corineformes tipicas. Por lo
general. las células de €. sepedomicon miden 0.8:1,2 am de largo ¥ 0.4-0,6 nm de ancho.

En ¢l Apéndice 3 se describe un procedimiento de tincion adecuado.

Los preparados de infecciones namrales o de cultivos aislados recientemente suelen mostrar un

pre&ommw de bacilos cocoides queé habinialmente son de menor ramafio que las celulas de
ctiknas en agar mis antignos. En 1a mavor parte de Jos medios de culuvo, las celulas de C.
um son bacilos: mﬁm .k:ozm};fos ¥ puedcxz éar una rcaacxmée Gram nanzbk.

‘5.1

'tﬁ&’xﬁm por pkga&a ¥
: emmirza&zs o caracteres chinos.

: &ieisdo pm }a pmcba dedE
: iésrhcese Suerp inmune contra una cepa vonocida de C. cepedmam ATCC 33113 (NCPPB

71. o NCPPB 2140. Dicho suero debe tener un tirulo IF no inferior a 1:600. Inchiyase en el
portaobietos ‘de la prucba un comtrol de PBS, a fin de determinar si ¢ conjugado de
mmunoglobubna antconejo con wotiodanato de_fluoresceina [FITC) se combima de forma
nespecifica con las celulas bmmaﬁas Dieben utilizarse Corvmebacterison sepedonicim (ATCC
33113 NCPPB 21373, NCPPB 21401 como controles de antigenos homologos en un portachie-
tos separado. De ser posible, deberan utilizarse tejidos infectados de forma natural {conservados

* mediante Imﬁixzm o congelacion a — 20 °C' como conrrol szmﬁar, enel zmsmn ;:ort*zob;eros
( f’vt.&st Ia ﬁgufa ~ ~ ‘ ‘
; ‘F%tparmsc res ddua{mcs éemmz&s scnz&as ek 10-’, 1937 del sedimento. final en zgua
'dcszﬁaéaf‘easthﬁgaml‘ L
‘ Exz:aagase con pipeta zm volumen eszsnéar qa;e sea w!mmt para t:abm ia ventanita. .

 faprox. 235 ull de cada una de las diluciones éei seéamcnm o de suspension de C. sepedonicurn
‘ %a;xﬂmmaéammt 105 celiodasimll v wmasc en ias chamtas de un pmmabxtos muiupk del

»tqm f:prmzaéa en la higura 1.

Portacbictos de Ia mucstra v del control de PBS

. Muesma un diluir Muestra diluida

PR" Sucro inmune en una dilucion selecaionada

€n ocasionies. én Brupos nregu%arrs descritos genemimm:e como

- por - duplicado
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o Rmcmmdzdgdex(m&t&imdad_

Figura 2

Portaobietos con el control positivo

.. ey *
11:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

I : : e Y C.osepedonscum
N N £ G100 /ml
: k O - Extracto de patata
. : 5 : ‘ positivo

‘Dezf:se szse::af zi awe 2 una temgeramra de unos 37 °C v ﬁ;ese con et:mol 95% o med;amc

‘Cuiv;sase as &eﬁxmnzas co;respaadxmtes con suero inmune anti-C. sepedom:um a ias diluciones
recomendadas en PBS 0.01 M de pH 7.2 {Apéndice 2, segun se ilustra en Ia figura 1. {Empléese

- PBS para el control de FITC). La ditucion de trabajo del suero inmune debe ser aproximadamen:
e hm&m& del titulo de IF. En caso de que vavan 2 incluirse ot.as diluciones de suero inmune

G

k . s:iﬁi!ét‘ } marxtse pmxaeb;ews sepatades peara cada dllucmﬁ que vaya a emplearst

e :y‘m ena camarz immeéa a tempe:ma ambmc dm'ame 3&} mmntas

;,2, cam%xando ia saim fres veces,

:cilﬁuiétgimermacantampo;;dcfmfamﬁiMdcp!—i?é'foun

- miﬁtﬁmﬁa@f miescoatreicspns&tvﬁsy dﬂmmeinm%a Bisquense

s en la ventamita de control EFTC/P . de na hallarse, pasese a las ventanas

&&merza}dehpmcﬁ &mmmmmmlﬁmmm@mdwmn

. m ~ patata pob}:wmms dc bast de células
ia atipica ¥ bacterias sagmﬁms con reaceion cruzada cuvo tamafo

mmz'mm ka&ahxksﬂamamdemmmvmfek@aﬁpms
&@kwmw&mmmxmaacmhprmmcm un suere

' - mumene &iefmx en ias Muestras con resultado. posznm de la pmcba de mmnmﬂuorescm

aa.

;xfii\zm:ztmodcdc:mm de este método se sitaa entre VB v 100 cckﬂzspormi de

. marenial de sedimento centrifnpado sin diluir. Las muestras con recuentos de células TF
_ mmdm&dnmm&rmkadomgaammieqncrcsptaaai(:m ssp
‘ce?eximu-:us pcmpa:dmmi:zmgzmhprmbadchbcrmzm ~ ,

; &ﬁmnﬁcammmpnxbadcmnaoﬁmmaxxpﬂvamdammmmhqmmk
m@ﬁam&mam Scwsmdcmnqueiasmmas o

ﬁimms&m&&ara?é}aa&aumﬁe&SYMVmbrmwn

con PﬁS 8,01 X{ de pH 7.2 Law:s: dnramt 5 mmutes en: PBS O,ﬁi -

s 2 los del Clavibacter uchiganensis ssp. sepedornicus. Ténganse
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‘Seikse e cortf um %&ﬁkﬁé czsrtﬁi con uba ycr;r:ga de 2mi

estin mn:.xm:rz.zd,zs» por Chntbacter mucbiganenvs ssp. sepedonicus. No sera necesario efecruar
la prueba de 12 berenjena.

Se idents cara como prucha de mmunofluctescencia positiva toda muestra en 12 que se observen
celulas Sucescentes de morfologia tipica. Las muestras idennficadas como. positivas en {a
prucba de  nnunofluorescenda con ambos sueros inmunes se cousideraran’ «pofenciaimente
contaminadass por Cé'arffbac{er michiganensis ssp. sépedonicus.

vebers efectuarse 1 pmfﬁz de ia berere,:na para todas. las muestras ‘que s¢ Consideren

: p@t&nuglmcme ;onta.mmadas

Pmcbz de Ia berenjena:

Consaltense: los pormeriores de cultive en el Apendice 5.

‘ Repzﬁax el material centritugado ob'tmda segun el punto 3.3 entre un Mumimo de 23 p}antas de .

berengena en la fase foliar 3 (Apen éms 3% con arreglo 2 uno de im metoéas que s indican a
contnuacion 6. 2. 6.3 o 641 ~ :

Inoculaiion en estrias |

hoia de aluminio estéri] por cada muestra sometida a Ia pmebx- Pfueéf mmovilizarse la planta

. con una banda de goma 32:%&3&@&3&9@&

i Vkﬁt)sr una §.mc:tz efectiiese un corte iegxmdmal a imam{ntc en dtagamé de i},}-i Hemde largo
iy de una prohmdidad apmxzmxéa de 3.;& tres cuartas gam:s xfc? drsmezm del tallo, entre jos

‘ &aﬁ%ﬁf}w ¥ [a primera hma

mm&mtacmamhm&iamm&himwgmesemeﬁacimmi

_inoculade meduante un mmé&%nm&d&ma@&mmoﬂapﬁcd fino de pintura
. areistica cargado con el material obtenide pot centrifugado. i)ssmbmase el resto de este material
mmisspi&xs*asdrixremma, : L S

3

B

‘:mmmmﬁ ;
Mhmm&s&émwﬁmmmpsmanmgma fdetmcsbmui}dd‘

Mgmmm&uﬁasﬁnﬂemhf vhpnmerxho;a

Cmm: hamamtﬁpr&mm mmﬁg&mﬁiézmangnhdrumﬁ SeLdelDcmde

}ixgﬂnicmgmfmmiﬁaédem’z adtigmsetdﬁzzﬁa cmandodcmeapamrdcla

gxxz&cis:é&m:mn

. %dmﬁ:;@ vasching ﬁtm'é con una rermga

I&xﬁ&km con ;erzaga

Lasmzsmd&mrcgmﬂ&z antenzor 2 da moaulanon para reducir 13 presion de
turgenaa.

ooy ode Sem pmﬁxw n&r&z& x“?ﬁcm deancim'x ﬁcméehrgaﬁgﬁra o
3 t:sai\:aaéemaﬁo araammﬁade 10cmi. Debe colocarse entre el tallo v el bloque uma tira de




Diario Oficial de las Comunidades Europeas

18..10. 93

pesxb;kﬂiad de supervivencia. Las ?ixata;s pueaen sn;serar iaanfecoon: Las beresgﬁas jovenes

Inoculense los tallos de la bereniena justo por encima de jos conledones unfizando una jefinga
provista de ageia hipodermica [no.menos  de 23G: Distnbiivase 6 sedimento entre las
berenjenas.

tnoculer, oo 25 plantas con un caltive conocido de €.
tuberoso infectade naturalmente ! } con el mismo metod

ipomknse 25 plantas con PBS .05 M eseéni! con el mismo métody « « moculagion 16,2, 630
6.4

Inciibense las plaptis en las condiciones adecuadas (A'#ndwe 37 durante 49 dias. Examinese
regularmente st hay sintomas 2 los 8 dias. Cuénterr .2ro de plantas en gue se mamfiesten
stntomas. La €. sepedonicur produce un matdd ~ wah sto de las hoias de las berenjenas, que
poede comenzar en forma de flaccidez intervens - m:z.fgin:zi. Elrejido marchite puede apirecer
al principio de color verde oscuro o moteado, pe: . s veelve mis palido antes de necrosarse. Los
marchitamientos 1 mtervenosos suc§m IENET Un J5pEUic graso; como de estar empapados de agua.
El teido necrosado presem:s 2 veves un margen amarilio brilante. Las plantas no esuan
necesaramente muertas; cuanto: mas tardan en aparecer los sintomas, tanto mavor e Ia

dmnm que ias. giamas

L6

i}::m @ mé ér¥ sedzmmm gam rcaitzzir wna i}aam ée Gram

‘Wx@c&mzsmgmu

Px;eéea inducir asimismo el marchitamiento las peiiiacmaes de omas ﬁsczenas u bﬁngﬂs

presentes en el sedimento de teiide tuberoso, entre las Gue se incluven la E rutRia carotovers,
szxée&pecx caroforora, ¥ la E. carotovera. subespecie arrossptica, ta Phoma exrpi, variedad
Jfoveata, asi como ,gfza&s pgiﬁmms de bacerias saprofitas. Dichos marchitamientos se
pucdeﬂ distinpr de los causades | por O mdsmzm, porque se marﬁ:httan rapidamente

: I'm;zs o pi:mzas meras.

?;em una tacon de Gram 41 para todos los lotes de’ berenjenas con sintomas, uulizando

| sceciones del tendo foliar ¥ del ralio marchito de fas plantas. v arslesclas en medios nutriivos

a&cta&éas £
{f e

ﬁes;nffcses«e Lz sz:perh@c de Ias hojas v alles de bereagaz froxandnias con etanoi

‘Ea ézrar;m;uézs a:amst.mcms. en pamculzr *tx:m&a i‘:{s C()ﬂa&}i?@ﬂﬁ ée crecimiento sean
k&pﬂma&, pvxdc oeRITie gue fa {., sepedgmfm este p:cscmf como miacxon i;neme dc fas

"'uaﬁmﬁe ios .;gm en una mg de m 0 es 5& de pﬁ . como semdicaen 31y 12

Ly una prueba de IF 35

ixi aoncion de Gramo

i'ﬂimest iaows :mmd para realszar un3nuera ;xmfba de §2 bextﬂ;ma :

e prueba de IF o ambas son posirvas. Lohcese un culovo vonocade de C sepedomicam v

controles de PBS 0.05 Meszertles. S no se oi:senm Sinfomas en ia pmtha steente hav gue

£rs m n i,a . ?Méﬂ?ﬂf}l*ﬂ s slada coadennficads como
un organsmo debicade, pucde anshare 2 parnr de tendo

sintomatico. No obstante, puede ser ehminade poY Ias ‘bacrerias siprofitas que proliferan

rapidamente v, POt tanto. no se recomendan los ardameentos dﬂt{{m 3 partir del sedimento de
:t;rés tuberose 3.3 Las berenienas ofrecen un medio de enriguesimiento selecuvo excelente
pary i pm{gtrm de la i sepedomicams ¢ facilitan tsmbien bna prueba conbirmaroria

; eucimtt dt imﬁpcz‘s‘

Se deben maéxz:sf los anizmicentos a parnr de todos Jos twberculos de patata v berenjenas

sintomanices 4 v & La maceracon de los tallos de berenpena deberia realizare cuande sea
DecTsano, Como e expone en 3y 5%



thaicad? 3 eiapend. - 6%

+=-ap ¢ dextrosa punitivo Tselamente para subcuitivo),
G agn. de ?e&'aéém, ?egmna. glucosa,

—agar minitivo de levadura, dextrosa.

ToAgar de extracto de lev adum* sales mmem;es

k'ﬁsbese a2l GC é’arame 20 dias como maximo.

L€ sepedomeann crece lentamente ¥ susle provocar unas colonias punteadas, de color crema.

»de forma sbmeésda enel plazo de diez diss.
Smiﬁresc ét* fuevo para par;ﬁcar.
Se meiora e% rmo de crecimuento eon subcultives. Las colonias tipicas son de color blanco crema

o marhl; !fém’rdcadzs‘ Lisas. abultadas, sbovedadas en forma convexa, mucoso-fluidas) con
; i}@&}r{its meactos tmrmaimmxe de an &zamﬂtu eir 1a 3 mm. :

18.10. 93 : Diar'o Oficial de las Comunidades Europeas NeL 2597
Toi Swembrenseisuspe o enlasuperficie deouno de los smiguientes medios ‘fas formulas estan

%iucha, ba:::enzs grampasxm as tmnemrnfs con caracteristicas de caioma similares 2 las de C.
sepedomicum, pueden aislarse a partir de patatas ¥ %crm;mas sanas o enfermas En dicho
, mmr} h € }egzeeien&mf debe ;derm&arse con ias siguientes pmcbas ‘

e pmzhs!?;i. ;,
= gm&s ife §3 Ee:e;;;cmg

xmcmxmimeadodc @pezimnm@ Las pruebas

""‘&&smmhzzmamdcaﬂm&zgmdc
,i&w&mm&m&kmammamﬁ&hhssmi E}nm‘ﬁ)dc

,ﬁsidaxiafomﬁodt(: sepedemm : o ‘

‘Mhpm:beimxbc:tam mp}m:ﬁﬂa{adﬁbcnazmm apmnmaihmmtta
107 céalasd ‘mi. Las praebas con berenicnas deberin realizarse utilizando 11 planras para cada

organsmo de prucha, utilizando de nuevo un cultivo conocido de C. sepedonicans v controles de

 @zz&ﬁ&a&mm&rﬁcwm&hzm%mcﬁrmmngm:pam«%
20 dias, pero las plantas que no presenten los sintomas tras este periodo ‘deberan mcubarse
durante un periodo total de 30 dias 3 temperaturas propicias para e desarrolio de las berenjenas,
pero sin sobrepasar fos 30 °C ivease o Apendice 51 i despues de 30 diss no se presentan ks
m mm&zcm&mwdmﬁwmmm&Cmmﬁm

e utilizando mmmesdembmhméc agar
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Prucha

~OFF

Oxidasa

Catalasa

Reduccion de it
&imiéad de ureasa
Produccion de H.S

Produccién de indot

Unlizacon de awratos

Hidrolisis del almidon

Crecimiento en NaClal 7 %

_ Hidrobsis de la gelatna

o sepedosizcarn
Inerte o Lpéramenie oxidante

Y
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Aperine

; FOR&RE{ACK};\ DEL H.{fﬂ)O MACERANTE RECOMENDADA POR LELLIOTT Y SELLAR, 1976

Cmp&csm D C sificona antiespumante \’ES; A fHagxkxns X Wuimms hé

Corn® ©964 - 25 Chadwell Heath. Essex. Engimd 10 mi
C@m&:i&émi? iﬁh& : i . 035g
Pirofosfaco teraser. o ‘ e : g g

' a ogica con iampon de fﬁsiam 0.05 M pH 7.0 ‘Apéndice 2 ‘ 1 lro

: :~ : 3 ‘2~ .j

Wz&m&fem&nm&” P :

m&mmmmyk?ﬁ?s ‘ -
anliza pars sumentor s Buorescencia en b procha de .
i’ib’kg

St}

omi
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Apendice 3

TINCION DE GRAM (MODIFICACION DE HUCKER'S} {DOETSCH, 1981}

Sabann de tnsui violeta
. Disuelvanse 2 g de cristal vioketa en 20 mi de ctanol de 95 %.
Disuélanse 0.8 g de uxalato aménico en 80 mi de agna desulada.
- Meézciense Jas dos oluciones.

: ";;" & g k B
Yodo : S

Safranina O o | 25¢
Eamolde95% : 100 m

. &iwsascaiiiﬁmmegn& ura solucién de trabajo.

o '_1 ?th&m~wzmmv§mpara§or ;
.S m&s&m&mﬁ‘m dmmtezm mmuto.

Dy "I_;:Jcanamﬂiét?S‘?& m&@gmxgmzmqmmwscmnmgmmbmdem o

‘ $. Wmhw‘u&m&s&&m ha
.- Emmwmvm ; ;
mmwmm&m&tﬁy&mmasdcmw«m

j{f'f 13 L
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Apéndice 4

DETERMINACION DE 1A POBLACION DE CELULAS POSITIVAS IF

Superficie {5} de Ix ventanita del portaobjetos miltiple

: ~ i i
4

en que D. = didmetro de Iz ventanita
Sﬁ?esﬁdc {s} del campo del objetivo

: SR =
% ‘ (2

g
(o8
o

L= meﬁmmdc&mpo{d@mémtcddﬂpodﬂn@aryvmachal@
K = cochciente del mbo (1 01,25} ~
= zumenmdefwﬂx 4(})( e:c;ob}enm

. 4
de(3id =

enque F = factor de dilucién sedimento.
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CULTIVO DE BERENJENAS

Siémbrense semillas de berenjena {Solouen melongens cv. Black Beauty} en «composts pasteurizado de
semillas. Trasplantense los plantones con los cotiledones completamente abiertos (10 a.14 dias} en <compost»
pasteurizado de tiesto.

Uiilicense las berenjenas en su-fase foliar 3, cuando tengan de dos a tres hojas como maximo totalmente
abtertas.
L as berenjenas deben cultivarse en un invernadero que cumpla las sigwentes condiciones ambientales:
duracion diurna: 14 horas o dia narural si_es de mayor duracion
zcmpcifamga: diz de:21'2 24 °C,

noche 15°C.

) ,mm B0 crece con tﬂnper sras >30.7C. Si,la, tcmp:r,atu_:a no-:zuma,m:baig h;s;a 13°C,

. La iesxm; radxcul.;r caﬂsadz por ia:vas de Scmndae puede superarse aphs_ando un msecnada apropia-
: éo. ‘ 'f ~ L

Se puede ebtmfr ia beren;ena Biack Beau's en:

1} »2&3 Hammenhoes Fro
. 270 50 Hammenhog -
. Swega
2 HURST Seeds Lid
_ Avenue Road
. Essex CMB/2DX
_ Inglarerra -
35 “ASGRO haba sg A
ke \CGL‘SG Leét, L
. "Mka ‘
4 KL‘PPER o S
o ‘kﬁ{tddemsche Szmen Gth
- “‘ﬁ~3"269 Eschmege :
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Apéndice 6

MEDIO DE CRECIMIENTO Y AISLAMIENFO DE LA C. SEPEDONICUM

Agar nutritivo (NA)
Viertase agar nutritive Difco Bacto enagua destladaenda pmporcxon indicada por el fabricante. Esterilicese en
autodave 2121 °C dnrame 13 minutos.

Agar de dextrosa nutritivo (Nmi

- Agar nutnitvo de Difco Bactoconun 1 % de D{ + ~g§ucosa {monohidrato}. Esterilicese en autoclave a 113 °C
; dumnte 20 minutos.

‘Agz:dekvadm‘a glucosa; pcptsom {YPGA}
‘dekym'mmgnong; - Sea

S5g
. g |  10g
: fégggunﬁmée &fcagxm{go assa; : 15g

. £stea§;wnsc mizxmems de meci:e imm de este ;m-dm en autoclave a 115 °C duranrc 2{) mmutos, '

f‘_maemmaa cxmdckmdmeGM} |

: 20g
' f2;3 sk~ :
 0xg

. 02s¢
ole
. ﬁ,eils;gf ‘
A,

ihwo

volimces &cmﬂﬁﬁ  Iitro d‘m““d“’ ; f.fcni autoclave 2 115 °C durante 20 mumms -
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Apeéndice 7

PRUEBAS FEIOLOG}CAS Y NUTRICIONALES PARA LA IDENTIFICACION DE LA C. SEPEDONI-
CUM

Incubénse todos los medios a 21 2C y examinense transcurridos 6 dias. St no se ha producido crecimiento,
inciibense hasta llegar a los 20 dias.

— Prucha oxidativa y.{ rmentativa {(Hugh & Lﬂfsoa. 1953} ~ prueba O/F

Mcdmbasaco' :
ket | ‘ | s
MgSO, . TH,0 ~ o 0.2g
‘ NH*HZPO.; o ‘ ; 1o0g
Peprona Difco Bacto - 10g
S . : : 3gg;
, sta] i . to0g
Al de bromotmol o e
A@a Jestilada ; . . 1o

%&z&esc ¥ ajnstesc apH ?,9—7,2 con KOH IN.

. ~Dmxhuwas§mmboséemhv09m6c16mm x mﬁmiunﬂdecapaqdad),enwaiumenesdeSnﬂy

 10ml
k' Esterﬁkcﬁe en aumdz\vc 2 115 °C durante 10 mmums

‘ﬂmhade 16m1 Encubcse

g

Oxidativa o inerte

: {Kamcs, wse}? .

ifanthmcutﬁmumasadepfatmovm}umNA yaqnciascrazzsdehadmo
ide étaznc&rmdmedzodcmkwopnedmdarmimdosposmvoshlms

‘}esmbesdeSm}y mmigamcadzmimm-ﬁmédameasepnammde 1 a?_mlde‘
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- Pmcbadclzcatalasa -

Coléguese una gota de perdxido de hidrogeno {30 en \o}umem en un portaobjeros limpio v emulsifiquese
con una asa de piatmo Hlena de cultivo.

Re.—zccién:posftiua: La produccidn de burbujas de oycigtna en la gota indica la presencia de ¢atalasa.

- Amﬂdad nitrato rtductasa y dﬁmtnﬁmuon {Bradbury, 1970}

Medio de cu}m'o‘ o
KNO; ;hbre de mmms} : : g
“Emaqo de levadura Difco ‘B‘a‘cto o lg
KlﬂPO; ’ e - : g
-Agua desnlads k . S 1 liro

‘D&sm“buvase en &Ohm}cnes de 10 mi en frascos de 20 mi: Eszen{tcese en :mmclmc a 121 2C durante
15 mfmz:o& . : G :

' 3,504\

o ; : 8g
k 5@&03&3505?\5 : o “ . 1 lirre k
- . ij:_Rcacach e ‘
, ﬁmma . . - - 5g
. ,Aczdcaoenca i\’ - . pha 1l:rro

kmcﬁiae ei medzo &e mtrsto pﬁ! &npi:czdo Efccmese la pmeha al cabu de 10y 20 dxas, snadxende una
. gozaée'snimxde Lngul 3,5 m% dc teamvo A ¥ 0, 5 m} &e teaemra B. Si ei medxo no pasa 2 coicr ro;xzo.

X‘exaﬁu :ie to!or

,r-mt . sz

. 7 'mco{pm g : ro;o

Mézducr&saﬁf&cakmxnéo st(nhuvzsecn volimenes de 6 ml como. para e mcdw de urea.
Emiibcst - m:odzvcalli "Cr)ﬂmmc 15 mmnmsvdqcsesedmmtarm.mmzdepcndmtzs :

‘Rmaéﬁm &xmﬁman de atratos La madm un fambm dtcdor dd mcdm de naranja a rojo:
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— Produccion de sulfuro de hidrogeno {Ramamurthi, 1959}

Medio:
Triptona Difco Bacto (n® 0123} 10g
K.HPO, g
‘NaCl Sg
Agua desulada ‘ 1 lirro

Disuélvase y distmibuyase en volimenes de 6 mi en tubos de 16 x 100 mm. Esterilicese en autoclave a
115 2C durante 10 minutos.

im)cﬂese y suspéndase, en condiciones de asepsia; un papel de acerato de plomo (Merck 9511} del borde
del rubo. Manténgase en dicho lugar con el tapen. Incibese hasta 20 dias.

Reaccion pesitiva: 1a prodoccién de H,S:a partir de la triprona la indica la aparicion de una coloracién
.negra-parda del papel de prucba.

 — Produccion de indol {Ramamurthi, 1959)

% §§ ; -“ ‘ i ‘ g
Semima s priichs del H,S.

Rmrese ci papei de acetato de plomo v agadanse 1-2 mlde dietiléter v agitese suavemente. Déjese que las
. €apas se separen {3 minutos). Ana&anse 0.5 ml de reactivo de Kovacs {\fierck 9293} hac:endc que bajen por
el nterior del mbcs en pméxcnxe,

R&’h cron paszt:m la presencxa de indol la mdxca ia apanczon de urt-celor rojo en la capa amarilla entre las
'kfmcmmes de éter v acuosa. ~

. Crcimienss 2 37 °C Ramamurth, 1959)

‘ fodoxmmmm DifcéfB#‘ct‘o tn° (!(}03} k ‘ ; Bg

A dzsn!ada : ¥ S H‘itr‘o‘
ﬁezckse dzsuelvase y dismbwase en miumens de 6 mi en mbos
: zm:ada' a %21 °(: ﬁu:axm 15 mmnm& o

e el crecimiento.

70¢g

lhm)

ina (Lelliott. Billing & Hayward, 1966)

Gama Do Bacro (e 0143) 120¢
. . B
. Médese, Bedivie aknmndovdxsm&xyascmvolumm«csde6mlcnmbos
Es:mizcaccnautochvea 121 °C durante 15 minutos.

Rtacamf posdwa. Ecneiﬁcc:on dc la gdmnz mduso si se mantiene a S "(" durante 30 mmnxos




—‘Hidrolisis del almidén

Medio:
Agar nutritivo {fundido} Difco Bacto 1 o
Almidén soluble Difco Bacto (no 01781 . : 2g

Meézclese, esterilicese en autoclave a 113 °C durante 10 minutos.

Viértase en placas. Higanse siembras puntuales en las placas.

- Cuande se haya producido un buen crecimiento {de 10 2 20 dias}, retirese parte del crecimiento ¥ ctibrase
con solucion de Lugol. ~ .

Reaccion positiva: 1a hidrolisis del almiddn la indican zonas ‘claras debajo ‘o alrededor del crecimiento
; bacteriano; el resto del medio se nifie de purpura.

i Acuvadad de esculina hidrofasa fSneatb & Coiims, 1974;
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- Medio: :
: Pepmﬁa Difco Bécto o : : 10g
Esculina ~ Bl ‘ ' g
"’:i Guatosodico . 0o o “igos
 Aguadesshda : 2 1 litro

- Mésdlese hasta d:soinaon ¥ dismbmase en volimenes de 6 mlen tubos Esterilicese en autoclave a 115 °C
o d durante H} mnmms ‘ : ~

E§ medio es- ciam pero presema una ﬁumscem:m azu}adz

o Remmn possza Ia htéwilsrs de ia es;mhna se mamﬁesm por la aparicion de un colot pardo junto con'la
- c&sapanaon dela ﬂnaremaa.} e cnal ;medc camprcharsc utilizande una Iampara uhr;zv;eieta

REFEREVCI AS: BEBLSOGRAFIC»\S

',19?3. ;mam mmmn smdv o; bmm f'am#fan:s Rev., Pl Path_, 49, 13-213

Bm&bm—y } }'
8 16 ~;1§84 ',bebszﬁcam and é ‘xxﬁsxs of Conncbaaermm sqxdmmmm fmm dmeased pomto k
> Bull, 14 s:z}, 147-152. :

, - mthods krki;glu m:cmscap}» in &fmzm} af mezbods fer gem'mi :

f :"k‘;antnam scpcdomcmn {Sp:eiz et

- ‘a?we stuzfrat :m m Grmpotmw ytopaibogfm bdcm and tbexr ‘

i9?4 A smd% g test reﬁrmiaazbzfsh betwnn Laboramnes repon of
Pscuz{amonas‘a’o:kmg ;)sar:} ‘Amome m Lccuwcahock 4() 481—5
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“ 5 éeé amcuio 3 éc 13 ptfsmre D:recuva

ANEXO 1

En cada caso de brote sospechoso ¢n gue se haya realizado una prueba de inmunoflucrescencia con
resultadas positivos de actierde con el mérodo establecido en ¢l Anexo I, v se espere reabir confirmacion o
refutacion por aplicacion del citado métado; se debera. proceder a la retencion ¥ adecuada conservacion

- de:

— tﬁdﬁs los.tubéreulos o piant#s de los que se:haya obtenido muestra, a ser posible, ¥

— todos los extractos restantes y los portaobjetos de inmunofiuorescencia suplementarios preparados,

Basta la aphcacion del método arriba mencionac:.

En <¢aso de conﬁrmanan de la presencia ‘del argamsmo. se” procederd a. la retencién ¥ adecuada

- conservacion: :
o dd matenai md;cmie enel apanado iy

.~ de una muestra de las berenycnas infectadas inoculadas con extracto de tubércnlo o de la planta v

i [0 ‘, E eaé{)gn ﬂapamdoz .
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ANEXO HI

1. “Los elementos para la dererminacién de la probable extension de la contaminacion con arreglo a Ja lerra bl
del apartado 1 deb amcuk; 5 anchuran:

— os tubérculos o plantas cultivados en un tugar ‘de produccion declarado contaminado en virtud de la
letra a} de} apartado: 1 del aruculo 5

~ ¢l Jugar o lugares de produccion o las éxploraciones relacionadas en alguna medida con la produccion de
los ruberculos o plantas declarados contaminados en virtud de la lerra a) del apartado 1 del articulo 5,
inclnido el ‘marerial v las instalaciones de produccidn compartidos directamente o 2 mavés de un
contrazista comiin;

- io& subérculos o piam:xs producidos en el lugar o los higa:es de produccion contemplados.en o guion
antenor, O presentes en talies) iugax‘cs* de praduccmn durante el periodo en el ‘que los rubérculos o
- plantas detlarades contaminados segiin la letra a) del apartado 1 del articulo 5 se encontraban en Jas
explotaciones o ¢n los lugares de pro&acaon citades en el primer guién;

< cemrai&e que mampuien pamtas procedentes dc los }ug,ares de pmciuu::on menciona-

e teéas las maqamas* vehicuies, bxzqus almacenes o nméades de aimacenmxenw v cua}esqmera otros.

objetos, incluido el marerial de embalaje; que pueda haberestado en contacto con tubérculos o plantas

. dcdamdes cnﬁtammaéos en virtud de Ia ietra a} del xpartado 1 dei m¥o 5, durante los doce mieses
antetiores o cuand:) can:cspnmia~

— 1odos los mh:tcuics o plants almma&e& o que hzya;: cstado en contacto con cualquiera de las
‘fe&mmas u objetes r&m&m en el gmcn anterior antes de la hmpxeza v desinfecciéon de los
mmm};, 8

— como msuimdﬂ de izs ;m:ebas previstas en e¥ articulo 6 los mbetm%os o plantas que tengan el mismo
origen cional que los ubérculos o plantas que se hayan declarado contaminados con arreglo a la letra c)
ée% zg;méo 1 del ammfas ¥ p&m tos cuales fas mvcsngamsncs denmem quees probabie que estén

‘ ta—s cifmmms de la daammm de ia pos;bie pmpagmon con arregk.a a ia ietra - dei apanadu 1 dei ;
: ,xrrm:ka s meixﬁraa, o ‘ ~

= ia pmxmn&aﬁ dt nems ksgarﬁs de pmétmén en ios que se cn}men patz:s; u -otras. plantas

' «E"‘?’* .

- — &ﬁm«mdﬂhs ex;s&méepmxms&mm.

np ;éaeﬁ el gﬁffaiopnmem det apartaéﬂ 2del arzi@ix} 5 de la presente

e

‘   ~—- tifmamtc méc wgsneiam*yiaswuﬁwéesmpuhdosmimmio;ysdeh ‘£
. Drreciiva’ Eﬁ&mmeméadcpammsedximmﬁsg R .

. ia dtspmtiz%é fk :xtracms, por:aohfcms de m:mmoszor&cnaa pn-parados ‘berenjenas mfmadas ¥
o m}:aro axsiado dei organismo pmocdcn{t de a ;mmba en ia quie se hava confirmado su presencia.
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ANEXO IV

Las nredidas bayo contro oficial contempladas en el apartado 1 del artculo 7 de Ja presente Directiva para
“Ja elimmacon de los tubetcui@s ¢ plantas declarades contaminados segin Iz lerra at del apantado 1 del

~aroculo 3 seram:

“e fa mransformacion industrial mediante entrega directz e inmediata a una planta de tranformacion
dotada de instalaciones de eliminacion de residuos adecuadas para las que se establezca 1a auséncia de
riespos derectables de propagacion ‘del “organismo v de un sistema. de desinfeccion de dreas de
almacenamiento v vehiculos de transporte, u

—otras medidas, siempre que se descarte el posible riesgo de propagacion del organismo; estas medidas
deberan notihicarse a la Comision v a los demas Estados miembros.

El uso o eliminacién apropiade de tubérculos o plantas que se tensidﬁén probablemente contammados
con arreglo a la letra b del apartado 1 del articulo 3 contemplado en el'apartado 2 del articulo 7, ba;o ei
control de los orgamsmas oficiales responsables de los Estados ntiembros, incuira:

41
: :5zxmﬁe§- ‘

» ‘k_ai m%&seamgosqsxstdgdarmcmmmma&esscguniakﬁa;‘dﬁapaﬁa&a1 dc:fammin‘iobxen

~ su LSO como patatas de consumo para %a zransformacmn mdusmai ¥ des:madas a 13 entrega directa e
inmediata 2 una planta de ttansfermaaon dotada de msmiacmnes de eixmmacmn de residuos v de
écsmfeccrén a&ewasas,

- maiqum otro uso o eliminacion. siempre quie ‘se mab?ezca la ausencia de ntsgos detectables de
pr@ag,&con del organismo. ‘ :

Los metodos sgmgfééos de ﬁmpkza ¥ desinfecadn de todos %askobiems coﬁiemp}ados en al apartado 3
. del arriculo 7 seran :;quei!as para los que 'se hava establecido la ausencia de riesgos detectables de
- propagacion del organismo. ¥ se aphcarm bqo el commi delos mgamsxm)s cﬁmk*s rcsponsabies delos

Esxzdas mmt:bras. .

la scr;e de medidas cmtempizéa en e} apamxdn 4 del amcnlo aéoptadas pm k;xs Esta&os zmembms en
1a 7ona delimitads segtm ia lctrz <l xﬁi zpmzde i del articulo S dela presemc Directiva incluira. las

‘mt&éasszgzmaes

En ias hxgzres &e pmétxﬁ:m qns s¢ deeiaren xmtammaéas en vmé de ia ietra a} dci a;xartz&o i dcl

e mena fﬁxnmt: los tres afios de cultive siguienzes. 3§ de éﬁ.iarmn de la contaminacion:

- ‘~——- e an mcdzdas para eimnnar las p}amas espumﬁncas ¥ mras piantas que pnedan' :

‘ v:amea:r namrximc o mgsmsmu ¥

L= oose phmzr.m mbcn:uios phn:as m semxﬁas ek: patara pmpmmm dxchas, n mnguna :
smo. A ningun cultivo -quie presente ..

. ota giaa:a‘q&: paeda comen:r aa‘mmim»

unt riesgo dierto de supc:uvma © propagacion dti urgamsmo micntras el camponohaval

estado cxesm ﬁe pi;amzs c,spmmas de patzta du:znte a! menos das afios consecuti-
yos:. ‘

e ‘ﬁﬂm{t iz t:mpora&a dc cuitwa dz paim s;gmemc a} penodﬁ mmempladn en ¢l guion

_ antenor se plantaran patatas de siembra certificadas oficialmente solo para la produccion de
patatas de consumo, ¥ s¢ Hevard *mbe una encuesta oficial con mcg}a k) dxspaesxe enel
yiapma&eiddmmiﬁ?éciak 2 f - :
L :im’an{: s tcmparada de cni;ma,dr mfam szgmeme ala um:empiaéa en ¢l guion anterior ¥
 tras un aco de rotaaon adecuado, se plantaran paratas de siembra cerficadas ofcialmente

. kamﬂ&ps&mﬂcmmadcmixay se llevara a cabo una encuesta
aﬁm&immcg%e iodwmsmmdapamdo}ddamiu’d:hpfestmc&rcmu

mli— o &m s‘k;mn{t ios axma aos de wlave sfg;xmcs ai dt ded&ragma de I3 contamimnacion:
Gt se aran- medidas para eliminar las p}asntas ecwnz:me;s v otras p};mas que puedsr
u}a{m n:;msaixmmc <l orgamsmo; ¥

it dc;zra ¥ m.xmmdr:: ¢l campo, o bien'en bz:ix:chos axrxplcm o tv«:n en pasio pcrmaaeme

con Siq} O pastorey HHENSOS ¥ frcaxcﬁ'es-

= (hr:aate 12 primera :cmpoz:ﬁa de cultivo de pausa sxenxme al periodo definido en el guion:

anterion. se F-Lmsmn patatas de ssembra cernhcadas oficialmente para la produccion deo 5

patatas de consumo o de gembra, v ose Hevara a cabo una enceests ohaal con arrcgky a io

: &swtsmmd a;sax:adc: 1 def arnculo 2 dela presente Dxmm\a.



18.:10. 93 Diario Oficial de las Comunidades Europeas Ne

bl en los demas campos,

— duranze b temporada de cultivo siguiente a 1a de declaracion de Ia contaminacion,

~pose plantaran wbérculos, plantas ni semillas de patata propiamente dichas, ni ninguna otra
pianta gue pueda contener naturaimente ¢} organismo. v se adoptaran medidas para eliminar
Tas plantas espontaneas de patata dei modo gue se considere necesario; o

-~ podran planiacse patatas- de siembra cernficadas oficialmente -solo para la produccion. de
patdtds de consumo. siempre que los organismos ofciales responsables aseguren que se ha
elimmado el riesgo de plantas de patara o espontaneas v orras planias gue puedan contener
naturaimente ol organisme: ~

—a}l menos dutante los dos afios de cuima sigmentes al defirido en el guton anterior; s¢ plantaran

- dinicamente patatas” de- siembra certificadas oficialmente para la produccion de patatas de
consumo o-de siembra;

— ‘durante cada uno de los afios de cultive contemplados en los ‘guiones anteriores se romaran
medidas para elimmnar las plam&s ‘espontaneas de patata v las plantas que puedan contener
naturaimente ol organisme v sc llevara a cabe wna encuesta oficial con arreglo a lo dispuesto en el
aparrado. 1 dei amaﬁc 2 de la presente Direcniva;

— c¢uando se planten, para produccion destinada al consumo, patatas de siembra certificadas

ohcislmente. en el aho de cultive siguiente a la declaracion de Ja coptaminacion, el cultivo se
;tsspecaazma en dos momentos onmnos ¥se somﬁ'emn 2 pmeba& de de{ccczon dei orgamsmo

mﬂfﬁdmtmnre des;mfs {ie ia der:‘iamaoa ée contaminacion de acacrda conia ictrz a3 dci apart:rdn i
deél arriculo 3 de la presente Directiva v durante todos los afios de cultivo sigwentes hasia la pnimera
: :mp@ﬂ&.: incluida en Iz que se autorice ¢l ciltivo de patatacn ¢} campo declarado contaminade, tal
£Om se espécifica en la lerra al. odas las maqzxmas & instalaciones de almacenamiento que se
encueniren ‘en ¢l lugar de produccion e intervengan en 1a produccion de patatas seran hmpiadas v
dfxmimdzs como resule adecuado v con los merodos 3137&)@3&3& segun lo dispuesto en el ! ;xmw
J en los s:szemzi de produccion donde sea Pesibie una sustizucion completa del medio de Gilovo:
— g s plantaran wherculos. plantas m semillas propiamente dichas hasta tanto la unidad de
‘ gm*sdw:czfm no haya sido somenida a medidas bajo control oficial destinadas 2 eliminar o
organimo v 1 retirar todas Ias PaALas ¥ otras solanacess. incluida, come 'minimo, la susumicion
- roral ﬁsci medio de cultiva s la limpieza ¢ desinfeccidn de fa unidad de preénmon v detodos los
 equipos. v Jos organismos ch:.z;es nspcasai;ks no h;&an concedido la xuiysrgmente autorizacion.
opana fa gmdumm de patata: v
L s pro on de parita pmztécm de patatas de stembra cenﬁudzs oim%mcmc o ée microtu-
kamiﬁsﬁ ;ﬁmias demzdas de fuentes grahzézs ; -

g&l i)eam} éc iz zma éeizmm sin pemma ée lo ézsgfnrsm en el puma 4. 1 tog Esxadas mrembmsk

: 2 traves & s m:gm;smos ahemks :{sp&msah&es Zas cxpiemmencs que alkzvm,
simw o mmgém mhcrr:mas de §3¥3&&, ademas de ias txpimm que contraten
. magumas para este culuvo,

= cngmmfa Bmpicza v étmf:taaafkias mmnasx {ma}mxmcs dcé:duscxpie{mm.

; wméamf&.;mb&m&o&m&&;n&des*ﬁm{mak;&xsgucsweneipunmi

L= Mmqacsﬁbxgiamemmﬁ&@r&mm eernﬁczdopam mdaskxscs}nﬂxsdt

: psmtas é: lazona.

= exxg:rzs} eﬁe se mzm;mkn por seg&mniﬁ evnstmc;as de p.amtas dc siembra ¥ - de. pamxas de
ecolec en La 2&333, :

2 dela

; riter; ened panm 42y i-ns numeros dc fchstm de ios pmdncxm:s, almxmes
. amm’% centros de&sm“hum de fa zona éekmﬂada seran nonficades cada afio a los demas Estados




