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ANEXO

Reglas particulares de aplicacién

Tarifa T-1: Entrada y estancia de barcos

El nimero 6 de la regla tercera queda sustituido por
el siguiente parrafo:

«A los barcos que fondeen o realicen cualquier otra
operacion portuaria, excepto avituallamiento, en la zona |
de su zona de servicio o exterior dae las aguas portuarias
se les aplicard el 60 por 100 de la cuantia de la tarifa.»

Tarifa T-3: Mercancias y pasajeros

. El cuadro que figura en la regla cuarta queda sus-
tituido por el siguiente, afadiéndose el parrafo incluido
a continuacion:

Trafico
Baleares,
Concepto Ceuta, Melilla,
Interior Canarias, CEE Resto
¥ CTUCeros
turisticos
Pasajeros:
Bloguel .....ccoovvviieiiiinnns 7.8 420 800
Bloque ll .......................... 7.8 125 500
Vehiculos:
Motocicletas y vehiculos o re-
molques de dos ruedas ....| — 220 333
Coches turismo y demas ve-
hiculos automoviles ......... —~ 650 | 1.000
Autocares y demds vehiculos
proyectados para el trans-
porte colectivo ............... - 3.000 | 4500

La tarifa aplicable a los coches embarcados o desem-
barcados en régimen de pasaje, siendo transportados
en trafico interinsular entre las islas Baleares o entre
las islas Canarias sera la mitad de la establecida en el
cuadro anterior.

La regla séptima quedara redactada como sigue:

El abono de esta tarifa dara derecho a embarcar o
desembarcar, libre del pago de la tarifa de mercancias,
el equipaje de camarots, asi como-el resto del equipaje
transportado en el vehiculo sujeto al pago de esta tarifa.

MINISTERIO DE AGRICULTURA,
PESCA'Y ALIMENTACION

ORDEN de 22 de marzo de 1994 por la que
se congela el esfuerzo de pesca efectivo sobre
el rabil en ef océano Atlantico por encima del
nivel observado en 1992,

7590

Espafia es Parte Contratante de la Comisién Inter-
'nacional para la Conservacion del Atin Atldntico desde
el 21 de marzo de 1969 mediante Instrumento de Rati-
ficacién.

La Comision tiene como objetivo mantener las pobla-
ciones de tunidos y especies afines que se encuentran
en el océano Atlantico a niveles que permitan capturas
maximas continuas, para la alimentacion.

Para el logro de su objetivo el Comité Cientifico de
la Comisién, viene estudiando regularmente las diferen-
tes especies de tunidos, entre las que se encuentra el
rabil, con objeto de mantener el estado de la poblacién
en un buen nivel de rendimiento.

En el afio 1973, la Comisiébn adoptd una recomen-
dacién en la que fijaba el 3,2 kilogramo el peso minimo
para el rabil.

En la decimotercera reunion ordinaria de la Comisiéon,
se ha constatado el gran incremento del esfuerzo que
sobre este recurso se ha ejercido en los Gltimos afios,
situando al rabil, segun el Comité Cientifico al limite del
rendimiento maximo sostenible.

En consecuencia, la Comision ha adoptado con fecha
12 de noviembre de 1993, la siguiente recomendacion:

1. «Que no se aumente el nivel del esfuerzo de pesca
efectivo sobre el rabil del Atlantico, por encima del nivel
observado en 1992,

2. Que todos los paises cuyos barcos explotan en
la actualidad el rabil del Atlantico, implementen la medi-
da que se indica en el anterior parrafo 1».

La misma, ha sido comunicada oficialmente a Espafia
con fecha 1 de diciembre de 1993.

De acuerdo con &l articulo Vill, punto 1, del Convenio
ICCAT, las recomendaciones serdn aplicables a las Partes
Contratantes de acuerdo con las condiciones estable-
cidas en los parrafos 2 y 3 del mismo articulo. En el
parrafo 2 se contempla que las recomendaciones sur-
tiran efecto para todas las Partes Contratantes; seis
meses después de la fecha de la notificacién expedida
por la Comisidn, excepto en el caso previsto en el parra-
fo 3. El parrafo 3 determina el sistema de objecién a
las recornendaciones de una Parte Contratante.

Por tanto, si Espafa no objeta formalmente la reco-
mendacion esta obligada a su cumplimiento, incorpo-
rédndola a su legislacion.

Por ello y considerando que el articulo 149.1.19.de
la Constitucién espafiola atribuye al Estado la compe-
tencia exclusiva en pesca maritima, dispongo:

Articulo 1.

Queda prohibida para la flota pesquera espafiola
aumenar el nivel del esfuerzo de pesca efectivo sobre
el rabil del Atléntlco por encima de los niveles observados
en 1992,

Disposicidn final primera.

Se faculta al Director general de Recursos Pesqueros
para adoptar las medidas de gestion y regulacién de
la actividad pesquera, necesarias para el desarrolio y
cumplimientc de la presente norma.

Disposicion final segunda.

La presente Orden entrard en vigor el dia siguiente
al de su publicacién en el «Boletin Oficial det Estadon».

Madrid, 22 de marzo de 1994.
' ALBERO SILLA

7591 ORDEN de 22 de marzo de 1994 relativa a
la lucha contra la necrosis bacteriana de la
patata, en aplicacion de la Directiva
93/85/CEFE del Consejo de las Comunidades

Europeas.

La Directiva 93/85/CEE del Consejo, de 4 de octubre
de 1993, relativa a la lucha contra la necrosis bacteriana
de la patata, establece las medidas generales a adoptar
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en el seno de la Comunidad para la lucha contra este
agente nocivo, asi como la posibilidad de que los Estados
miembros puedan adoptar medidas adicionales mas
estrictas en caso necesario, siempre que no se obsta-
culice la circulacién de las patataz dentro de la Comu-
nidad, salvo en los casos previstos en el Real Decreto
2071/1993, de 26 de noviembre, relativo a las medidas
de proteccién contra la introduccidén v difusién en el
territorio nacional y de la Comunidad Econdmica Europea
de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales; asi como para la exportacion y transito hacia
paises terceros.

Teniendo en cuenta que el conocimiento de esta
enfermedad y sus métodos de deteccion har evolucio-
nado significativamente en los dltimos ahos y que la
aplicacion del régimen fitosanitario comunitario a la
Comunidad como un aespacio sin fronteras son circuns-
tancias por las que ha sido necesario derogar la Directiva
80/665/CEE del Consejo, de 24 de jurio de 1980, rela-
tiva a las medidas minimas que los Estados miembros
debian adoptar contra la necrosis bacteriana, se hace
preciso adoptar las medidas necesarias contempladas
en la Directiva 93/85/CEE del Consejo, de 4 de octubre
de 1993,

En consecuencia, mediante esta Orden se traspone
al ordenamiento interno dicha Directiva, de acuerdo con
la competencia atribuida al Estado por los articulos
149.1.10° vy 149.1.13.2 de la Constitucién Espaiola
en materia de comercio exterior y bases y coordinacién
de la. planificacién general de la actividad economica,
asi como en ejercicio de la facultad que la disposicién
final primera del Real Decreto 2071/1993 atribuye al
Ministro de Agricultura, Pesca y Alimentaciton para su
desarrollo.

En su virtud, dispongo:

Articulo 1.  Objeto.

La presente disposicion establece las medidas que
deben adoptarse contra uClavibacter michiganensis»
(Smith) Davis et al. ssp. «sepedonicus» {Spieckermann
et kottohoff) Davis et al., causante de la necrosis bac-
teriana de la patata (en lo sucesivo denominado «el orga-
nismon), para:

a} Localizario y determinar su distribucién.

b) Impedir su aparicién y propagacidn, y

c) En caso de que aparezca, impedir su propagacion
y combatirlo con el fin de erradicarlo.

Articulo 2. Establecimiento de encuestas oficiales sis-
temdticas.

1. Se llevaran a cabo sistematicamente encuestas
oficiales relativas al organismo en tubérculos y, cuando
corresponda, en plantas de patata («Solanum tubero-
sum» L.}, para confirmar su ausencia.

Para estas encuestas, en el caso de los tubérculos,
se tomaran muestras de patatas de siembra y de otro
tipo, preferiblemente procedentes de lotes almacenados,
que se someteran a pruebas de laboratorio oficiales o
realizadas bajo control oficial, segun el método dispuesto
en el anexo |, para la determinacién y el diagndstico
del organismo. Ademas cuando proceda, podra realizar-
se una inspeccion visual oficial o bajo control oficial de
otras muestras que implique e! corte de los tubércuios.

En el caso de las plantas deberan realizarse segun
los métodos apropiados que se determinen y las mues-
trfqls_dleberén someterse a pruebas oficiales o bajo control
oficial.

2. Los organismos oficiales responsables de cada
Comunidad Auténorna, a los que s& hace referencia en
el articulo 11.2, b), del Real Decretoc 2071/1893, debe-

ran elaborar anualmente un programa en el que sa deter-
mine el numero, origen, estrato y calendario de tcma
de muestras, basandose en principios cientificos y esta-
disticos solidos. y 2n la biologia del organismo, teniendo
en cuenta los sitiernas pariiculares de produccion de
patatas de las dife;entas Comunidades Auténomas.

Los detalles ca comuriicaran anualmente a traves del
cauce establecidc a los demas Estados miernbros v a
la Comision de iz Comunidad Europea, con obieto de
garantizar niveles de proteccidén comparables enire los
Estados miembros para la confirmacion de la ausencia
del organismec.

3. Los organismos oficiales responsables de las
Comunidades Auténomas notificaran los resultados de
jas encuestas oficiales a que se refiere el apartado 1,
a la Direccidn General de Sanidad de la Produccion Agra-
ria, y ésta a su vez a los demas Estados miembros de
la Comunidad y a la Comision de la Comunidad Europea.

Los detalies de esta notificacion seran confidenciales
y podran comuhicarse al Comité Fitosanitario Permanen-
te con arreglo al procedimiento comunitario estabiecido.

Articulo 3. Obiligacidn de notificacion.

Los productores, los aimacenes colectivos y tos cen-
tros de expedicién de patatas deberan notificar inme-
diatamente a los érganos competentes de las Comu-
nidades Autdnomas, en que estén situadas sus parcelas
o establecimientos, la aparicion sospechosa o 'a pre-
sencia confirmada dei organismo en tubérculos o plantas
gue produzcan, almacenen o comercialicen.

Articulo 4. Aparicion sospechosa del organismo.

1. Cuando los organismos oficiales responsables de
las Comunidades Autdénomas, tengan conocimiento, a
través de las encuestas a que se refiere el apartado 1
del articulo 2 o mediante la notificacion a que se refiere
el articulo 3, o por cualquier otro medio, de la aparicion
sospechosa del organismao, éstos adoptaran tas medidas
oportunas para que se realicen pruebas de laboratorio
oficiales o realizadas bajo control oficial con el método
a que se refiere el anexo | y en las condiciones esta-
blecidas en el punto 1 del anexo ll, con el fin de confirmar
o desmentir la aparicion sospechosa; en el primer caso
se aplicard lo dispuesto en el punto 2 del anexo i

2. Hasta tanto no se haya confirmado ni desmentido
la aparicién sospechosa con arreglo al apartado 1, en
aquellos casos de aparicion sospechosa en que:

i) Se hayan cbservado sintomas visuales de diag-
ndstico sospechosos, o

ii} Se hayan obtenido resultados positivos con la
prueba de .inmunofluorescencia con arreglo al anexo |
o con otra prueba iddnea gque se establezca al efecto.

Los érganos competentes de las Comunidades Auté-
nomas adoptaran las siguientes medidas:

a) Prohibir la circulacion de todos los lotes o partidas
de los que se hayan tomado las muestras, excepto bajo
control oficial y siempre que se compruebe que no existe
ningln riesgo identificable de propagacion del organis-
mo;

b) Tomar medidas para descubrir el origen de la
aparicion sospechosa;

¢) Adoptar medidas cautelares suplementarias ade-
cuadas, que se estableceran, basadas en el nivel de ries-
go estimado, para evitar cualquier propagacion dei orga-
nismo. Dichas medidas podran incluir el control oficial
de la circulacién de todos los demas tubérculos o plantas
dentro o fuera de las instalacicnes relacionadas con la
aparicion sospechosa.
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Articulo 5. Confirmacio:: de Iz prasenicia del organismo.

1. En el caso de gque las pruebas de iaboratorio ofi-
ciales o realizadas baju control aficis! con el método
establecido en el anexo | =onfirmen !a2 yresencia del orga-
nismo en una muestra de tubérculo:. piantas o partes
de plantas, ios organismos dficiales resonsables de las
Comunidades Auténomas, basandosa on principios cien-
tificos solidos, las caracteristicas ticlegicas del organis-
mo y los sistemas particulares de produccion, comer-
cializacién y transformacion de cada region:

a) Declararan contaminados los tubérculos, plantas,
partidas y/o lotes, asi como la maquinaria, vehiculos,
bugues, almacenes o unidades de almacenamiento y
cualesquiera objetos, incluido el material de embalaje,
de los que proceda la muestrs y, en au caso, el iugar
0 lugares de produccidn y el campo 2 fos campos donde
hayan sido recolectados !os tubérciins o las plantas;

b) Determinaran, 1eniendo en cuenta lo dispuesto
en el punto 1 del anexc il, la extension de ta probable
contfaminacion por contacto previc o posterior a la reco-
feccién o por relacién de produccicii con la contami-
nacion declarada; .

c¢) Delimitaran una zona basandose en la declara-
cion de la contaminaciéon mencionada en la letra a), la

determinacion de la extension de la probable contami-

nacion a que se refiere la letra b) y la posible propagacion
del crganismg, teniendo en cuenta ko dispuesto en el
punto 2 del anexo IH.

2. Los organismos oficiales responsables de las
Comunidades Auténomas notificaran inmediatamente a
la Direccidon General de Sanidad de la Produccién Agraria,
y ésta a los demas Estados miembros de la Comunidad
y a la Comisién de la Comunidad Europea, de acuerdo
con lo dispuesto en el punto 3 del anexo lll, cualquier
contaminacién declaraca de conformidad con la le-
tra a) de! apartado 1 y los detalles de la zona delimitada
de conformidad con la letra ¢} del apartado 1. Los detalles
de esta notificacion seran confidenciales.

3. Cuando el Estado espafiol sea mencionado en
la notificacién de contaminacién confirmada de otros
Estados miembros, la autoridad competente deberd
declarar la contaminacién, determinar la extension de
la probable contaminacion y delimitar una zona de con-
formidad con las letras a), b} y c) del apartado 1.

Articulo 6. Encuestas de patatas relacionadas clonal-
mente con las contaminadas.

Cuando los tubérculos o plantas hayan sido decla-
rados contaminados, en virtud de la letra a) del apar-
tado 1 dei articuio b, se dispondra la realizacion de
pruebas conforme a lo dispuesto en el apartado 1 del
articulo 4 en las existencias de patatas gue tengan rela-
cion clonal con las implicadas en ia contaminacién. Las
pruebas se realizardn en tantos tubérculos o plantas
como sea necesario para determinar la causa primaria
de infeccidn probable y Ia extension da la probable con-
taminacion, preferiblemente por orden de riesgo.

A la vista de los resultadns de las pruebas, se pro-
cedera a una nueva declaracion de contaminacion, a
la determinacidn de la extensién de iz probable con-
taminacion y a la delimitacion de una zona, cuando pro-
ceda, de conformidad, respectivamente, con !as letras
a), b) y c) del apartado 1 de! articulo B

Articulo 7. Medidas fitosanitarias a adoptar sobre el
material contaminadso.

Lod drganos competentes de las Comunidades Autd-
nomas adoptaran las siguientes medidas:

a) Prohibir que los tubercules o plantas declarados
contaminadus en virtud de la letra a) del apartado 1
del articule 5 puedan ser plentados y que, bajo control
oficial, sear:

Destruidos o

Eliminados de otro modo, por medio de medidas bajo
control oficial, de conformidad con el punto 1 del ane-
xo IV, siempre que se compruebe que no existe ningln
riesgo identificable de propagacién del organismo.

b) Dispeoner cue los tubérculos o plantas que se con-
sideren probablemente contaminados de conformidad
con la letra b} del apartado 1 del articulo 5 no puedan
ser plantados y, sin perjuicio de los resultados de las
pruebas a que se refiere el articulo 6 para las existencias
de patata gue terigan relacidon clonal, bajo control oficial
sean utilizados ¢ eliminados de manera apropiada como
se indica en el punto 2 del anexo IV en condiciones
que garanticen la exclusidn de cualquier riesgo iden-
tificable de propagacién del organismo.

c} Disponer que la maquinaria, vehiculos, buques,
almacenes o unidades de almacenamiento y cualesquie-
ra otros objetos, incluido el material de embalajs, que

se declaren contaminados de conformidad con la le-

tra a) del apartado 1 del articulo 5, 0o se consideren
probablemente contaminadas de conformidad con la
letra b) del citado articulo, sean destruidos o limpiados
y desinfectados aplicando métodos apropiados como las
indicados en el punto 3 del anexo 1V, que permitan garan-
tizar la exclusion de cualquier riesgo identificable de pro-
pagacién del organismo. Tras su desinfeccion, esos obje-
tos ya no se considerardn contaminados.

d) Sin perjuicio de las medidas previstas en los apar-
tados a), b) v ¢), disponer la aplicacién de una serie
de medidas definidas en el punto 4 del anexo IV en
la zona delimitada de conformidad con la letra ¢} del
apartado 1 del articulo 5.

Articulo 8. Medidas aplicables para evitar la contami-
nacion mediante la patata de siembra.

Los organismos oficiales responsables dispondran
que las patatas de siembra se ajusten a los requisitos
establecidos en el Real Decreto 2071/1993 vy que pro-
cedan directamente de material obtenide de acuerdo
con un programa oficialmente aprobado y que haya sido
declarado exento del organismo merced a pruebas ofi-
ciales 0 realizadas bajo control oficial segin el método
establecido en el anexo .

Las mencionadas pruebas se llevaran a cabo:

a) Enlas plantas de la seleccidn clonal inicial cuando
la contaminacion afecta a la produccidn de patata de
siembra.

b} En los deméas casos, en las plantas de la seleccidn
clonal inicial, en ias muestras representativas de patatas
de siembra de base o en los materiales de reproduccion
anteriores.

Articule 9. Prohibicidon expresa.

Queda prohibida la tenencia y manipulacion del orga-
nismo.

Articulo 10.  Excepcionzs a las medidas fitosanitarias.

Sin perjuicio de lo dispuesto en el Real Decreto
207171993, los organos competentes de las Comuni-
dades Auténomas podran autorizar excepciones a las
medidas contempladas en los articulos 8, 7 y 9 de la
presente disposicion para fines expefimentales o cien-
tificos y para trabajos de seleccidn varietal, siempre que
tales excepciones no obstaculicen la lucha contra el orga-
nismo Nl supongan un riesgo de propagacion de éste,
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Articulo 11. Medidas adicionales.

Los 6érgancs competentes de las Comunidades Autd-
nomas podran adoptar medidas adicionales 0 mas estric-
tas necesarias para combatir al organismo o impedir su
propagacidn, siempre y cuando se ajusten a lo dispuesto
an el Real Decreto 2071/1993.

Las medidas adicionales que se mencionan en el
parrafo primero del presente articulo podran disponer
que sblo puedan plantarse patatas de siembra que, de
acuerdo con una certificacion o una inspeccién oficial,
sa ajusten a las normas fitosanitarias. La inspeccién ofi-
cial podré aplicarse en caso de que los agricultores estén
autorizados a utilizar en sus explotaciones patatas de
siembra de recoleccién propia 0 en otros casos en que
se planten patatas de siembra de produccion propia.

Los detalles de tales medidas seran notificados a ia
Direccién General de Sanidad de la Produccion Agraria
y ésta, a su vez, a los demas Estados miembros y a

la Comisién de la Comunidad Europea a través del cauce
correspondiente.

Disposicidn derogatoria.

Queda derogada la Orden de 28 de febrero de 1986
relativa a la prevencion y lucha contra el marchitamientc
bactarianc de la patata, en aplicacidn de la Directiva
80/665/CEE del Consejo de las Comunidades Europeas.

Disposicion final Gnica.
La presente disposicidn entrara en viger el dia siguien-
te al de su publicacién en el «Boletin Oficial del Estado».
Madrid. 22 de marzo de 1894, _
: ALBERO SILLA
limos. Sres. Secretario general de Producciones y Mer-

cados Agrarios y Director general de Sanidad de la
Produccion Agraria.



ANEXO |

METODO PARA LA DETECCION Y EL DIAGNOSTICO DE LA NECROSIS BACTERIANA {CLAVIBAC-
TER MICHIGANENSIS (SMITH) DAVIS ET AL. §SP. SEPEDONICUS (SPIECKERMANN ET KOT-

1.2,

L

3.4

3.2

THOFF) DAVIS ET AL.] EN LOTES DE TUBERCULOS DE PATATA

Extraccién de cudias de 1a parte basal

Livense 200 tubérculos en agua corriente y quitese la epidermis que cubre la parte basal de cada
tubéreulo mediante una lanceta o un mendapatatas desinfectado de la forma habiwal; puede
efectuarse |z desinfeccion sumergiende €] mondapatatas en etanol al 70 % y flameéndolo.

Extrdiganse cuidadosamente cufias de tejido cénicas de lag partes basales con ‘un cuchillo o un
mondapatatas. Procirese extraer el minimo posible de tejido vascular excedente, Una vez
efectuadas las tomas, deben procesarse las partes basaics de los tubéreulos en un plazo de 24
horas {véase ¢l punto 3), o bien conservarse a - 20 °C durante dos scminas como miximo.

Examen visual para detectar sintomas de necrosis bacteriana

Tras la extraccion de las parte basales, efecticse un corte rransversal de cada tubérculo Y
obsérvese la presencia de sintomas de necrosis bacteriana.

Comprimanse los tubéreulos y obsérvese si se produce salida de rclldos nacerados del tejido
vascular.

Los peimeros sintomas consisten en un Jigere aspecto vitreo o trasiicido del tejido, sin
ablandamiento, en torno al sistema vascuiar, en especial cerca de la parte basal. La corona
vascular de la parte basal puede tener un color ligeramente més oscuro de fo normai. El primer
sintoma claramente derectable consiste en que ia corona vascular adquiere una coloracién
amarilienta y al comprimir suavemente el tubérculo emergen de los vasos unas columnillas de
material caseoso. Dicho exudado contiene millones de bacterias. En esta fase, puede producirse
un oscurecimiento pardo del tejido vascular. Al principio, estos sintomas pueden limitarse a una
parre de la corona, no necesariamente cerca de la parte basal, y pueden extenderse posteriormen-
te a |2 rotalidad de la corona. A medida que la infeccion progresa, se produce destruccién de
tejido vascular; la zona cortical externa puede separarse de la zona cortical interna. En las fases
avanzadas de la infecccion, se producen grietas en la superficie del tubérculo, que suelen tener un
color pardo rojizo en los bordes. Los sintomas pueden verse enmascarados por una invasién
secundaria fiingica o bacteriana que puede hacer dificil o incluso imposible, diferenciar los
sintomas de necrosis bacreriana avanzada de otras necrosis de los tubérculos.

Preparacién de las muestras para la tincién de Gram, la tincidn de inmunoffuorescencia {1F) y la-

prucba de la berenjena

Homogeneicense las partes basales hasta conseguir la maceracion completa en ua diluyente del
quc se sepa que no cs toxico para of Corynebacterium sepedomicim [por cjemplo, solucion
fisiolégica con tampén de fosfato 0,05 M (PBS) de pH 7,0] 4 una temperatura inferior a 30 °C;
es aconsejable la incorporacién de un desfloculante que no sea 16xico y puede ser necesario un
agenre anticspumante no réxico {Apéndices 1 y 2). Debe cvitarse 1a maceracién excesiva.

Extrdipanse las bacterias del material homogeneizado empleando uno de los siguientes méro-
dos (*):

A. a) Centrifiguese durante 10 minutos, a 180 g como miximo.

b} Centrifiiguese ¢f sobrenadante durante 10 minutos, a 4 000 g como minimo. Decdntese y

deséchese el sobrenadante.

i) Un método alremativo de extraccidn es €l descrito por Dinesen, 1984,

3.3.

3.4,

4.

4.1.

42,

4.3.

B. a) Déjese reposar el macerado durante 30 minutos, a fin de que los restos de tejido se posen,
Decintese el sobrenadante sin perturbar ef sedimento.

b} Filtrese el sobrenadante a través de un papel de fiitro (Whartman n® 1) colocado en un
filtro de vidrio sinterizado (n® 2 = 40 ~ 100 pm) mediante una bomba de agea de vacio.

Recojase el mareria] filtrado en un tubo de centrifuga. Lavese el filtro con solucién PBS
estéril para obtener un volumen méximo de mareriai filtrada de 35 mi,

¢} Centrifuguese el material filrade durante 20 minutos, 2 4 000 g como minimo.

Suspéndase el sedimento en tampon de fosfato 0,01 M de pH 7,2 estéril (Apéndice 2}, con el fin
de obtener un volumen total aproximade de 1 ml. Dividase en dos partes iguales y consérvese
una de ¢llas como referencia, hien por congelacién a —20 °C(2) o bien por liofilizacién,
Divfdase [a otra parte en dog mitades, una para la prueba de IF y tincién de Gram y ja otra para
la prueba de la berenjena.

Es imprescindible que todos los controles y muestras positivos en lo que respecta al C
sepedonicum se procesen por scparado, a fin de evitar contaminaciones. Esto sc aplica a las
preparaciones para IF y a las pruebas de |z berenjena.

Tincién de Gram

Prepérense tinciones de Gram para todas las diluciones del material centrifugado (5.2.1) y para
cualquier tubéreulo cortado (2) que presente aspecto vitreo, reblandecimientd u viros sintomas
sospechosos. Las muestras deben tomarse del borde de los tejidas enfermos.

Preparensc tinciones de Gram de culuvos conocidos de C. cepedonscum v, 5i fuese posibie, de
tejidos infectados naturalmente (5.1

Determinense las muestras que contienen células grampositivas corineformes tipicas. Por lo
general, las células de C. sepedonicurm miden 0,8-1,2 um de largo y 0,4-0,6 um de ancho.

En el Apéndice 3 se describe un procedimiento de rincién adecuado.

Los preparados de infecciones naturales o de cultivos aislados recientemente suelen mostrar un
predominio de bacilos cocoides que habitualmente son de menor tamafio que las células de
cultivos en agar mas antignos. En la mayor parte de los medios de cultive, las células de C.
sepedonictim son bacilos corineformes pleomorfos y pueden dar una reaccién de Gram variable.
Las células se presentan aisladas, de a pares con unos «codos» caracterfsticos tipicos de la
division por plegado y, en ocasiones, en grupos irregulares descritos gencralmente como
empaiizadas o caracteres chinos.

Método para la prucba de IF

Utilicese suero inmune contra una cepa conocida de C. sepedonicurn ATCC 33113 (NCPPB
2137), o NCPPB 2140. Dicho suero debe tener un titulo IF no inferior a 1:600. Incliyase en cf
portacbjetos de la prueba un conucl de PBS, a fin de determinar si el conjugado de
inmunoglobulina anticonejo cor iserincianato de fluoresceina (FITC) s¢ combina de forma
inespecifica con las células bacterianas. Deben utilizarse Gorymebacterium sepedonicum [ATCC
33113 (NCPPR 2137), NCPPB 2140] como controles de ant(genos homélogos en un portaobje-
tos separado. De ser posible, deberdn urilizarse tejidos infectados de forma natural {conservados
mediante liofilizacion o congelacién a — 20 °C) como control similar, en el misma portaobjetos
(véase la figura 2).

© ———————

{2) Existen pruebas (Janse y Van Vaerenberg, $987) de que la cung:l.;cién podr!a disminuir la viabilidad del Corymebacterium
sepedonicum. Puede superarse este problema mediante suspensidn del sedimento en gliceral al 10 %.
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7.2.1.

A

Procedimiento.

Prepdrense tres diluciones decimales seriadas (101, 102, 10% del sedimento final en agua
destilada (véase la figura 1).

Extrigase con pipeta un volumen estindar medido que sea suficiente para cubrir la ventanita
{aprox. 25 pulj de cada una de las diluciones del sedimento o de suspensién de C. sepedonicum
(aproximzadamente 10% cdlulas/ml) y viértase en las ventanitas de un portaobjetos multiple del
tipo representado en la figura 1.

Figura 1
Portachjetos de la muestra y del contrel de PBS

uertra sip daluir Muestra difuida

1:10 1:100 1:1000

e

o~

e

J0O000
OO0OOO0

por duplicade

TN TN, ,
j /
OO0 0 |-

O

PBS Suero inmune en una dilucién seleccionada

Figuera 2

Parsachictos con el control positivo

C. sepedonicum
C 14/ m'

Extracto de pirara
positive

OOOO |-

1:200

t ) 1 1 t
1:400 1:800 1:1600 1:3200

Dilucién del suero inmune

5.2.3.

5.2.4.

$.2.7,

5.2.8.

5.2.11.

Déjese secar al aire a una temperatura de unos 37 °C y fljese con etanol 95 % o mediante
flameado. )

Ciibranse las ventznitas correspondientes con suero inmune anti-C. sepedonicum a las diluciones

recomendadas en PBS'0,01 M de pH 7,2 [Apéndice 2), segtin se ilustra en la figura 1. (Empléese
PBS para el control de FITC). La dilicién de trzbajo del suero inmune debe ser aproximadamen-
te la mitad del titulo de IF. En caso de que vayan a incluirse otras diluciones de suero inmune
deberin prepararse portaobjetos separados para cada dilucién que vayz a emplearse.

Incubese en una cdmara hdmeda a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Erjudguese cuidadosamente con PBS 0,01 M de pH 7,2. Lévese durante 3 minutos en PBS 0,01
M de pH 7,2, cambiando la solucidn tres veces.

Rericese con cuidado el exzeso de humedad.

Cibrase cada ventamita con confugado FITC en la misma dilucién empleada para determinar el
titulo e incitbese en cdmara himeda oscuta 2 temperatura ambieate durante 30" minutos.

Enjudguese y ldvese como se hizo anteriormente.

Apliquense aproximadamente 5-10 ul de glicerinz con tampén de fosfatc 0,1 M de pH 7,6 (0 wn

precucto similar con un pH que no sea inferior a 7,6) a cada una de las ventanitas y ctbrase con
un cubreobjetos {(Apéndice 2).

Examinese con un microscopio dotado de una fuente luminosa epifluorescente y de filtros
adecuados para trabajar con FITC. Un aumento de 400-1 000 resulta adecuzdo. Rectrranse las
wentanitas cultivadas a lo Jargo de dos didmetros perpendiculares entre si y alrededor del
perimetro de Jas ventanitas,

Busquense células fluorescentes en los controles positivos y determinese el titulo. Busquense
células fluorescentes en fa ventanita de cortrol FITC/PRS y, de no hallarse, pdsese a las ventanas
del marerial de la prueba. Determinese como minime en 10 campos microscépicos el nimero
medio de células fluorescentes morfolégicamente tipicas por campo, y calcilese en nimero por
ml de sedimento sin diluir {véase ¢l Apéndice 4). ’

Fxisten varios problemas Inherenies a 'z prueba de inmunofluorescencis.

— Pueden aparecer en ¢ maiinisl centrifugado de patata poblaciones de base de células
fluorescentes de morfologia atipica y bacterias saprof:tas con reaccién cruzada cuyo tamafio
y maorfologia sean similares a los de] Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Ténganse
~n euanta dricamente las células finorescentes de tamaio y morfologfa tipicos.

Bade 13 rosbilidad de reacsicnes cruzadas, se volverd a efectuar la prucba con va suere’

inmune dilesenie en ias musstras con sesullado positive de la prueba de inmunofluores<zn-
cia. '

— FI limite técnico de deteccion de este métoda se sitdar entre 107 y 104 células por ml de
material de sedimento centrifugade sin diluir. Las muestras con recuentos de células IF
tipicas en el l{mite de deteccién sucien dar resultado negativo cn lo que respecta al C.rt. ssp
sepedosmicus, pero pueden utilizarse para la prueba de la berenjena.

Se idensificard como prueba de inmunofluorescencia negativa tada muestra en la que no se

observen células fluorescentes de morfologia tipica. Se considerard que las muestras «no
estin contaminadas» por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. No serd necesario electuar
la prueba de la berenjena. #
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4.3

6.2.2.

.
Ll
.

Se identificars como prueba de inmunofluorescencia positiva toda muestra en {a que se observen
células fluorescentes de morfologfa tipica. Las muestras identificadas como positivas en la
prueba de inmunofluorescencia con ambos sucros inmunes se considerarin «potencialmente
contaminadas» por Clavibacter ruichiganensis ssp. sepedonicus,

Deberd efectuarse la prueba de la berenjens para todas las muestras que se consideren
potencialmente contaminadas.

Prucha de la berenjena
Constlrens: los pormenores de cultiva en el Apéndice 5.

Repirtase ¢l material cerarifugado obtenido segin el punto 3.3 entee un minimo de 25 plantas de
berenjena en la fase foliar 3 [Apéndice 5} con arreglo a una de los métodos que se indican a
continuazion (6.2, 6.3 0 6.4).

rigs o

{roculacian en e

Sujctese of tieston en posindr horizontal {wa blogue Je paoliestireno expiridido al que se extrae de
uria de sy« ¢aras w6 woze ¢¢ 3 om de profundidad % 19 ¢m de anche 53 om de large (fgura
3Yresulra adecunde para un tiesto de 10 eml. Debe colocarse entre o} talio y el blogae una rira de
hoja dr aluminio estéril por cada mucstra sometida a la prucha. Puede inmovilizarse [a planta
¢on ura banda dc goma alrededor del blogue. -

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

[

6.4.1.

G.d4.2.

6.5,

Con una lanceta efectiiese un corte logitudinal o ligeramente en diagonal, de 0,5-1,0 em de large ¢ ¢

¥ de una profundidad aproximada de las tres cuartas partes del didmetra del rtallo, entre los
cotiledones y ia primera hoja.

Manténgase abierta ia estria con la punza de [a hoja de 12 lanceta y sitdese en ella el material
inoculado mediante un pincel del tipo de delineador de parpades o un pincel fine de pintura
artistica cargado con el material obtenido por centrifugado. Distribiiyase el resto de este material
entte las plantas de berenjena.

S8liese ef corte con vaselina estéril con una jeringa de 2 mi

Figura 3

6.8.

6.9.

Inoculacion en estrias 11

Sosteniendo la planta entre dos dedos apliquese con una pipeta una gota (de unos 5-10 ul} del
sedimento en susponsidn en el talio situado entre los cotiledones v 1a primera hoja.

Con una lanceta estéri! practiquese una incisién diagonal {2 un dngulo de unos 57}, de 1,0 cin de
largo y de una profundidad de unos 2/3 del grosor del talio, comenzando el corte a partir dz la
gota del sedimento.

Séllese el corte con vaselina estéril con una jeringa,

Inocwlacidn cun tevinga

Las berenjenas no dehen regarse el dia anterinr 2 la inocclacién para reducic ia presion de
turgencia.

Inacuiense fes atlos de [a bereniena iisto por encima de los cotifedones uniizandn yna jeringa
oovista de agu’a hivedérmice {ro menos de 2307 Dintdipdyate e sedimiento enue las
ierenjenas

Inocilense 25 plantas con un cuktivo conaocido de C. sepedonicum y, cuando sea posible, tejido
tuberosa infectado naturalmente {5.1) con el mismo método de inoculacion (6.2, 6.3 0 6.4)

inocilense 25 plantas con PBS 0,05 M estéril con el mismo método de inoculacién (6.2, 6.3 o
6.4)

Incibense las plantas en las condiciones adecuadas (Apéndice §) durante 40 dias. Examinese
teguiarmente si hay sintomas a los 8 dias. Cuéntese ¢! nimero de plantas ¢n que se manifiesten
sintomas. La C. sepedonicum produce un marchitamiento de las hojas de las berenjenas, que
puede comenzar en forma de Baceidez intervenosa o marginal, El tejido marchito puéde aparecer
al principie de color verde escuro o moteado, pero se vuelve més pilido antes de necrosarse. Los
marchitamicntos intervenosos suclen terer un aspecto graso, como de estar empapados de agua.

Ei tejido wnecrosado presemta @ vecs um margen amatille briflante, Las plantay no estds
necesariamente muertas; cuante nds tardan en apatecer los sintomas, fanto mayor ¢ la
posibilidad de supervivencia. Las plantas pueden superar }a infeccidn. Las berenjenas jovenes
delicadas son mucho mids senstbles 4 Jas poblaciones bajas de C. sepedonicurn que las plantas de
mds edad, por lo que es necesario utilizar plantas en el esiadio foliar 3, 0 inmediatamente antes
de] mismo.

Pueden inducir asimismo el marchiramiento las poblaciones de otras bacterias u hongos
presentes en el sedimento de tejido tuberoso, entre las que se incluyen la Envinia caratevora,
subespecie carotovora, y ia E. carotovora, subespecie atroséptica, la Fhoma exigua, variedad
Joveata, asi como grandes poblaciones de bacterias saprofitas. Dichos marchitamientos se
pueden distinguir de los causados por la C. sepedonicum, porque se marchitan rdpidamente
hojas o plantas enteras.

Prepirese una tincién de Gram (4) para todos los lotes de berenjenas con sintomas, utilizando
secciones del tefido foliar y del rallo macchito de las plantas, y afsleselas en medios nutritivos
adecuados (7). Desinféctese la superficie de las hojas y tallos de berenjena frotindolos con etanol
al 70 %.

En determinadas circunstancias, en particular cuando las condiciones de crécimiento seam
optimas, puede ocurrir que la C. sepedonicum esté presente como infeccién latente de las
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6.9.1,

6.9.3.

6.9.4.

7.1

berenjenas, incluso después de un perfodo de incubacién de cuarenta dias. Dichas infecciones
pueden dar lugar a atrofia y falta de vigor de las plantas inoculadas. Si la prueba de IF se
considera positiva, puede considerarse necesario hacer nuevas pruebas. Es esencial, por tanto,
comparar los Indices de crecimiento de todas las plantas de berenjena del grupo experimental
con las plantas de control inoculadas con PBS 0,05 M estéril y controfar las condiciones
ambientales del invernadero.

A continuacién sc exponen las recomendaciones para las nuevas prucbas:

Cértense los tailos por encima del sitio de inoculacién y quitense las hojas.
Macérense los tallos en una solucién de PBS 0,05 M de pH 7,0, como se indica en 3.1y 3.2
Utilicese 12 mitad del sedimento p;ara realizar una tincién de Gram (4) y una prueba de IF (5}

Urilicese la otra mitad para realizar una nueva prueba de la berenjena (6) si la tincién de Gram o
la prueba de IF o ambas son positivas. Utilicese un cultive conocide de C. sepedonicum y
controles de PBS 0,05 M estériles. Si no se observan sintomas en la prueba siguiente hay que
considerar que la muestra es negativa. :

Aislamicnto &¢ la C. sepedonicum

S6lo se puede confirmar el diagnéstico si la C. sepedonicumt es aislada e identificada como tal
{8). Aungque iz C. sepedonicum es un organismo delicado, puede aistarse a partir de tejido
sintomdtico. No obstante, puede ser eliminado por las bacterias saprofitas que proliferan
rdpidamente y, por tanto, no se recomiendan los aislamientos directos a partir del sedimento de
tejfido tuberoso (3.3}, Las berenjenas ofrecen un medio de enriquecimiento selectivo extelente
para la proliferacidén de la C. sepedomicum y facilitan también una prueba confirmaroria
excelente de huésped.

Se deben realizar los aislamientos a partir de todos los tubérculos de patata y berenjenas
sintométicos (4 y 6). La maceracién de los tallos de berenjena deberfa realizarse cuando sea
necesarto, como se expone en 3 y 6.9.

Siémbrense suspensiones en la superficie de uno de los siguientes medios (las férmulas estin
indicadas en’el Apéndice §): '

— agar de dextrosa nutritive (solamente para subcultivo),
— agar de levadura, peptona, glucosa,

— agar nutritivo de levadura, dextrosa,

— agar de extractorde levadura, sales minerales.

Incﬁi:esc a 21 °C durante 20 dias como miximo.

La C. sepedosnicum crece lentamente y suele provocar unas colonias punteadas, de color crema,
de forma abovedada, en el plazo de diez dias.

Siémbrese de nuevo para purificar.

Se mejora el ritmo de cretimiento con subcultives. Las colonias tipicas son de color blanco crema

o marfil, redondeadas, lisas, abultadas, abovedadas en forma convexa, mucoso-fluidas, con
bordes intactos y normalmente de un didmetro de 1 a 3 mm.

Identificacién

Muchas bacterias grampositivas corineformes, con caracteristicas de colonia similares z las de C.
sepedonicum, pueden aislarse a partir de patatas y berenjenas sanas o enfermas. En dicho
contexto, la C. sepedonicum debe identificarse con las siguientes pruebas:

— prueba IF (5.1};
— prueba de la berenjena;

— pruebas fisiolégicas y nutricionales (Apéndice 7):
— prueba de la oxidacién/ fermentacién (O/F),
— prucba de la oxidasa,

— crlccimicnm a 37 °C,

— produccidn de ureasa,

— hidrélisis de la esculina,

— hidrélisis del almidén,

— tolerancia a una solucién de cloruro sédico al 7 %
— prueba del indol,

— prueba de la catalasa,

— produccidén de H,S,

— utilizacién de citrato,

— hidrélisis de la gelatina,

— 4cido de: glicerol, lactosa, ramnosa vy salicina,

— tincién de Gram.

En todas las pruebas deberd incluirse un control conocido de C. sepedomicum. Las pruebas
fisiolégicas y nutricionales deberan realizarse utilizando inoculaciones de subcultivos de agar
nutritivo. Las comparaciones morfolégicas deberdn realizarse a partir de cultivos de agar de
dextrosa nutritivos,

Para la prucba de la IF, las poblaciones celulares deberdn ajustarse a 106 células/ml, El tlio de
IF debera ser similar al del cultive conocdide de C. sepedonicum.

Para la prueba con berenjenas, las poblaciones celulares deberin ajustarse aproximadamente a
107 céluias/ml. Las pruebas con berenjenas deberdn realizarse utilizando 10 plantas para cada
organismo de prueba, utilizando de nuevo un cultivo conocido de C. sepedonicum y controles de
agua esterilizada; con cultivos puros deberd obtenerse un marchitamiento tipico a partir de los
20 dias, pero las plantas que no presenten los sintomas tras este perfodo deberdn incubarse
durante un perfodo total de 30 dias a temperaturas propicias para el desarrollo de las berenjenas,
pero sin sobrepasar los 30 °C (véase el Apéndice 5). Si después de 30 dias no se presentan los

sintomas, no podrd confirmarse que el cultivo es una forma patégena de Corynebacterium
sepedonicum. -

Prueha - ! C. sepedonicum
O/F . ’ Inerte o ligeramente oxidante
Oxidasa . -
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Prueba

Catalasa

Reduccion de nitratos
Actividad de ureasa
Produccién de H,S
Produccién de indol
Utilizacién de citratos
Hidrélisis de! almidén
Crecimiento 2 37 °C
Crecimiento en NaCl al 7 %
Hidrolisis de a gelatina
Hidrélisis de la esculina

Acido de:
— glicerol

" e lactosa

— ramnosa

— salicina

C. sepedonicum

- 0 débil

= 0 débil

Apéndice 1

FORMULACION DEL FLUIDO MACERANTE RECOMENDADA POR LELLIOTT Y SELLAR, 1976

Compuesto D C silicona antiespumante MS A (Hopkins & Williams Led,
Cat n® 9964 - 25, Chadwell Heath, Essex, England) 10 ml

Copos de Lubrol W (ICE L1d) 0,5 g
Pirofosfato terrasédico . 1g
Solucion fisiolégica con tampén de fosfato 0,05 M pH 7.0 {Apéndice 2) 1 litro
Apéndice 2

SOLUCIONES TAMPON
Solucién fisiolégica con tampén de fosfato 0,05 M {PBS) de pH 7,0
Esta solucién puede utilizarse para la maceracién de tejidos de tubéreulo (2.1).
Na,HPO, 4,262
KH,P0, 2,72g
NaCl 80g

1 litro

Agua destilada hasta

Solucidn fisiotogica con tampén de fosfato, 0,01 M (PBS) de pH 7,2

Esta solucién rampén se utiliza para diluir sueros inmunes y lavar los portaobjetos de la IF.

Na,HPO,: 12H,0 27
NaH,PO,: 2H,0 0,4 ¢
NaCl 80¢g
Agua destilada hasta 1 litro

Solucidn de glicerina con tampén de fosfato 0,1 M (PBS} de pH 7,6

Esta solucién rampdn se utiliza para aumentar la fluorescencia en la prueba de IF,

Na,HPO,: 12R,0 32

NaH,PO,: 2H,0 015g

Glicerol 50 ml

Agua destilada 100 ml
Apéndice 3

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

Solucién de cristal violeta
Disuélvanse 2 g de cristal violeta en 20 ml de etanol de 95 %.
Disuélvanse 0,8 g de oxalato aménico en 8¢ ml de agua destilada.

Mézclense as dos soluciones.

Solucidén de Lugol

Yodo lg
Yoduro potasica : 2g
Agua destilada 300 mi

Tritirense conjuntamente Jos sélidos en un.mortero. Afiddanse al agua y remuévanse hasta su disolucién en un

recipiente cerrado.

Solucién de contraste de safranina

Solucién base:

Safranina O . . 25g
Etanol de 95 % ] 100 ml

0Sv0oL

Iige G seuew

661

L8 "'wnu 304




Mézelese y consérvese,

Diltiyase al 1:10 para conseguir una solucién de trabajo.

Procedimicnto de tincidn
1. Prepérense los frotis, séquense con aire y fljese por caior.

2. Sumérjase el portaobjetos en la solucién de cristal violeta durante un minuto.

. Lévese brevemente con agua corriente.
. Sumériase en solucién de Lugo! durante un minuto.

3
4
5. Lévese con agua corriente y séquese.
[

. Decolérese con etanol de 95 %, afadido gota a gota hasta que ya ne se produzca ningln cambio de color, 0

sumérjase agitando suavemente durante 30 segundos.
. 7. Lévese con agua corriente y séquese.
8. Sumérjase en la solucién de safranina durante 10 segundos.
9. Lévese con agua corriente y séquese.

Las bacterias grampositivas se colorean de violeta-azul y las gramnegativas de rosa-rojo.

Apéndice 4

DETERMINACION DE LA POBLACION DE CELULAS POSITIVAS IF

Superficic (S} de |2 ventanita del portaobjetos mibltiple

nD?
4

en que D = didmetro de la ventanita

Superficie (s} del campo del objetivo

nd?

T4

en que d = didmetro dé campo

Calcilese d bien por medicidn directa bien con las siguienies férmulas:

rit

§= GIK2x 4

enque i. = coeficiente de campo (dependente del tipo del ocular y varfa de 8 a2 24)
K = cocficiente del tubo (1 o 1,25)

4]

{2

{3)

G = aumento de (100 x, 40 x, etc) objetivo

1}45
n

de(2)d =
2
de(3)d = 4 (4)
GiIK2x 4 __l'“
n T GK

Cuéntese el niimero de células fluorescentes tipicas por campo (c).

Calcilese el nimero de células fluorescentes tipicas por ventanita (C).

Calclese el nimero de células fuorescentes tipicas por ml de sedimento (N)

Nzcx1()00

x F

enque y = volumen de sedimento en ventanita

enque F = factor de dilucién sedimento.

Apéndice 5

CULTIVO DE BERENJENAS

Siémbrense semiflas de berenjena {Solanum melongena cv. Black Beauty) en scompost» pasteurizado de
semiitas. Trasplantense los plantones con los cotiledones completamente abiertos (10 a 14 dias) en «compost»
pasteurizado de tiesto.

Utilicense las berenjenas en su fase foliar 3, cuando tengan de dos a tres hojas como miximo totalmente
abiertas. :

Las berenjenas deben cultivarse en un invernadero que cumpla las siguientes condiciones ambientales:
duracién diurna: 14 horas o dia natural si es de mayor duracién
dia de 21 a 24 °C,

noche 15 °C.

remperatura:

NB: C. sepedonicum no crece con temperaturas > 30 °C. Si la temperatura nocturna no baja hasta 15 °C,

puede resultar lesionado el croméforo (necrosis plateada).

-

La lesion radicular causada por larvas de Sciaridae puede superatse ."iplicando un insecticida apropia-
do.
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Se puede obtener 13 berenjena cv. Black Beauty en:

1y AB i—[ammenhbgs Fro
270 50 Hammenhog
Suecia

HURST Seeds Lid
Avenue Road
Witham

Essex CM8 2DX
Inglaterra

2

-—

3; ASGRO ltalia Sp.A.
Corso Lodi, 23
Milan

4) KUPPER

Mizteldeutsche Samen GmbH
Hessenring, 22
D-37269 Eschwege

MEDIO DE CRECIMIENTO Y AISLAMIENTO DE LA C. SEPEDONICUM

Agar autritive {NA)

Viértase agar nutritivo Difco Bacto en agua destilada en la proporcién indicada por el fabricante. Esterilicese en

autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Agar de dextrosa nutritivo (NDA)

Agar nutritivo de Difco Bacto con un 1 % de D( + )-glucosa (monchidrate). Esterilicese en auroclave a 115 °C

durante 20 minutos.

Agar de levadura, glucosa, peptona, (YPGA)
Extracto de levadura Difco Bacto fn" 0127)
Difco Bacto Peptona {n° 0118)

D{ 4 )-glucosa (monohidrato)

Agar purificado Difeo Bacto (n° 0560)

Agua destilada

Esterilicense voldmenes de medio litro de este medio en autoclave 2 115 °C durante 20 minutos.

Apéndice 6

Medic de sales minerales, extracto de levadura (YGM)

Extracto de levadura Difco Bacro

D{ + )-glucosa (monohidrato}

Sg
Sg
10 g
15g

1 litro

2,0g
25¢g

K,HPO,
KH,PO,
MgSQ, - 7H,O
MnSG, - H;0
NaCl

FeS0O, « 7H,0

Agar purificado Difco Bacto
Agua destilada

0,25 g
0,25 ¢
01¢g
0,015¢g
0,05¢
0,005 ¢
18 g

1 litro

Esterilicense volimenes de medio litro de este medio en autoclave a 115 °C durante 20 mirutos.

PRUEBAS FISIOLOGICAS Y NUTRICIONALES PARA LA IDENTIFICACION DE LA C. SEPEDONI-

Inciibense todos los medios a 21 °C y examinense transcurridos 6 dias. Si no se ha producido crecimiento,

inclibense hasta llegar a los 20 dias.

— Prueba oxidativa y fermentativa (Hugh & Leifson, 1953) - prueba O/F

Medio bisico:

KC)
" MgS0, . 7H,0
NH,H,PO,

Peprona Difco Bacto

Agar purificado Difco Bacto

D{ + )-glucosa (monohidrato)

Azul de bromotimo)

Apgua desrilada

Mézclese y ajustese a pH 7,0-7,2 con KOH IN.

02g
0,2¢g
i0g
1,0g
30¢g
10,0 g

0,03 g

1 litro

Distribiyase en rubos de cultivo Pyrex de 16 mm x 100 mm {12 ml de capacidad), en volumenes de S mly

16 mi.

Esterilicese en autociave a 115 °C durante 10 minutos.

Inyéctense por puncidn los tubos de § ml y 10 mi para cada cultivo. Afiddanse asépticamente de 1 2 2 ml de

parafina liquida estéril al tubo de 10 ml. Incibese.

Zsvol
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Reaccién positiva:

Tubo * Color Interpretacién
Abierto Amarillo Fermentativa
Cerrado Amarillo
Abierto Amarille Oxidativa o inerte
Cetrado Azul-verde J x '
Abietto Verdoso Oxidativa
Cerrado Azul-verde
Prueba de la oxidasa (Kovacs, 1956}
Reactivo de la oxidasa de Kovacs: L

Solucién acupsa al 1 % de clorhidrato de tetrametilparafenilnediamina (BDH n° 30386) en agua
destilada.

Este reactivo debe estar recién preparado en volimenes de 1 ml o puede conservarse en un frasco de vidrio
pardo a § °C durante 1-4 semanas.

Coldquese una gota del reactivo en un papel de filiro en una placa de Petri limpia. Inmediatamente frétese
algo del cultivo para la prueba a partir de agar nutritivo usando una asa de platino. ’

Reaccién positiva: aparece coloracién pirpura en el término de 10 segundos. Los cultivos con tiempos de
10-30 segundos son débilmente positivos. . i

Nota: Tiene importancia fundamental usar una asa de platino y cultivos NA, ya que las trazas de hierro o
un elevado contenido de azdcar en ¢l medio de cultivo pueden dar resultados positivos falsos.

Produccidn de dcido de lactosa, ramnosa, salicina, glicerol

Prepérese el medio de Hugh & Leifson O/F sin la glucosa. Distribiyase en volimencs de 5 ml en tubos.
Esterilicese en autoclave a 115 °C durante 10 minutos. A la base fundida 2 45 °(, afiddanse en condiciones
de asepsia 0,5 ml de soluciones acuosas al 10 % esterilizadas y filtradas de glicerol, lactosa, ramnosa o
salicina. Mézclese cuidadosamente.

Reaccidn positiva: el camnbio de color de verde-azu! a amaiillo indica la produccitn de icido.

Prueba de¢ {a catalasa .

Coléquese una gota de peréxido de bidrégeno (30 en volumen) en un portaobjetos limpio y emulsifiquese
con una asa de platino ilena de cultivo. .

. Reaceidn positiva: La produccién de burbujas de oxigeno en 1a gota indica 12 presencia de catalasa.

Actividad nitrato reductasa y desnicrificacion (Bradbury,’1970)

Medio de cultivo:

KNO, (libre de nitritos) . 1g
Extracto de levadura Difco Bacto lg
K,HPO, Sg

Agua destilada 1 litro

Distribtyase en volumenes de 10 ml en frascos de 20 mi. Esterilicese en autoclave a 121 °C duranre
15 minutos.

Reactivo A:
H,80, Eg
Acido acético SN 1 litro
Reactivo B:
Naftilamina ’ 5g
‘Acido acético SN 1 litro

Inoculese el medio de nitrato por duplicado. Efecriese la prueba al cabo de 10 y 20 dias, aiadiendo una
gota de solucién de Lugol, 0,5 m! de reactivo A y 0,5 ml de reactivo B. Si el medio no pasa a color rojizo,
afidanse unos 50 mg de polvo de zinc. Obsérvese Ia reaccion de color.

Reaccién positiva: Reaccion de color

Fase 1 Fase 2
Sin reduccién de nitraros incolora rajo
Reduccidn de nitratos hasta nitritos .
{nitrato reductasa solamente) rojo —
Reduccién de nitratos mis alld de nitritos
(desnitrificacién — nitrato y nitrito reductasa) incolora incolora
»
— Producci6n de ureasa {Lelliotr, 1966)

Medio basico:

Agar urea oxoide base (CM53) 248

Agua destilada 95 ml

Esterilicese en autoclave 2 115 °C durante 20 minutos. Enfriese la base fundida a 50 °C y en condiciones de
asepsia afisdanse 5 ml de solucién de urea acuosa al 40 % esterilizada y filtrada (Oxoid SR20). Mézclese
bien.

Ditribdyase en volimenes de 6 ml en tubos estériles (16 x 100 mm) y déjese sedimentar en forma de
pendientes con un buen extremo,

Reaccidn positiva: €] medio amarilio-naranja desarrofla una coloracién rosa magenta a rojo cereza si ha
habido actividad ureasa.

Utilizacién de citratos {Christensen) (Skerman, 1967)
Citrato agar basé {Merck 2503) 23g .
Agua destilada 1 litro

Mézclese y disuélvase calentando. Distribiyase en volimenes de 6 ml como para el medio de urea.
Esterilicese en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y déjese sedimentar en forma de pendientes.

Reaccién positiva: la utilizacién de citratos 12 indica un cambio de color del medio de naranja a rojo.

— Produccién de sulfuro de hidrégeno (Ramamurthi, 1959)

Medio: )
Triptona Difco Bacto (n° 0123) 10 g
K,HPO, ‘ ig
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NaCl 5g
Agua destilada 1 lirro

Disuéivase y distribityase en volimenes de 6 ml en tubos de 16 x 100 mm. Esterilicese ¢n avtociive 2
115 °C durante 10 minutas.

Inociilese v suspéndase, en condiciones de asepsiz, un papel de acetato de plomo {Merck 9511) del borde
del tubo. Manténgase en dicho lugar con el tapdn. Incibese hasta 20 dias.

Reaccion positiva: 1a produccién de H;S$ a partir de la triptona la indica la aparicién de una coloracién
negra-parda del papel de prueba.

Produccién de indol (Ramamurthi, 1959)
Medio:
Como para la prueba del H,S.

Retirese el papel de acetato de plomo y afddanse 1-2 ml de dietiléter y agitese suavemente, Déjese cuz las
capas se separen (5 minucos}. Afiddanse G, 7 rii de sractive dr Kovaes {Menk 9233 hacicads cue b s pos
€l ieserior el tobo en pendiente.

Reaccidn positiva: 1a presencia de indol |2 indica Ja aparicién de un color rojo en la capa amariila entre las
fracciones de éter y acuosa.

Crecimiento a 37 °C {Ramamurthi, 1959)
Medio: A
Caldo nutritivo Difco Bacto (n° 0003) S¢g
Agua destilada 1 litro
Mézclese, dist;élvase y distribiyase en volumenes de 6 ml en tbos.

Esterilicese en autoclave a 121 °C durante 15 iinutos.

Inoailese ¢ incibese a 37 °C.
Reaccibn positiva: compruébese el crecimiento.
Crecimiento en cleruro sodico al 7 % (Ramamurthi, 1959)
Medio:
Caldo nutritive Difco Bacto g -
NaCl 70g
Agua destilada 1 litro ]
Mézclese, disuélvase y distribiiyase en volimenes de & mi en tubos.
Esterilicese en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Reaccidn positiva: compruébese €l crecimienta.
Hidrélisis de la gelatina {Lelliott, Billing & Hayward, 1966)
Medio: ’
Gelatina Difco Bacto {n® 0143) 120 g
Agua destilada 1 litro
Mézclese, disuélvase calentando y distribiyase en volimenes de 6 mi en tubos.

Esterilicese en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Reaccibn positiva: licuefaccién de la gelatina incluso si se mantiene a § °C durante 30 minutos.

— Hidrolisis del almidén

Medio:
Agar nutritivo (fundide} Difco Bacto 1 litre
Almidén soluble Difco Bacto (n® 0178) 2g

Mézclese, esterilicese en autaclave a 115 °C durante 10 minutos.
Viértase en placas. Higanse siembras puntuales en las placas.

Cuando se haya producido un buen crecimiento (de 10 a 20 dias), retirese parte del crecimiento y cﬁbrase
-con solucidén de Lugol. .

Reaccidn positiva: la hidrélisis del almidén ia indican zonas claras debajo o airededor del crecimiento
bacteriano; el resto de] medio se tifie de pirpura.

— Actividad de esculina hidrolasa (Sneath & Collins, 1974)
Medin:

Peptona Difco Bacto 10g
Jsauling g
Comarn bz {fdack 3867) L0658
Cierato sédico lg
Agua destilada 1 litro

Mézclese hasta disolucién y distribiyase en volimenes de 6 ml en tubos. Esterilicese en autoclave 2 115 °C
durante 10 minutos.

El medio es claro, pero presenta una-fluorescencia azulada.

Reaccién positiva: 1a hidrélisis de {a escalina e manifiesta por la aparicién de un color pardo junio con la
desaparicién de la fluorescencia, lo cual pucde comprobarse utilizando una limpara ultravioleta.
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ANEXO It

.

. En cada caso de brote sospechoso en que se haya realizado una prueba de inmunofluorescencia con

resultados positivos de acuerdo con ¢! método establecido en el Anexo |, y se espere recibir confirmacién o’

refutacién por aplicacién del citado método, se deberd proceder a la rerenabn y adecuada conservacidn
de:.

— todos los tubérculos o pl'anta.s de los que se haya obtenido muestra, a ser posible, ¥

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

hasta la aplicacién del método arriba mencionado.

. En caso de confirmacién de la presencia del organismo, se procederd a la retencion y adecuada
conservacion: .

— del material indicado en ¢l apartado 1y
~— de una muestra de fas berenjenas infectadas inoculadas con extracto de tubérculo o de la planta y
— del cultivo aistado del organismo, '

durante al menos un mes después de la notificacién en virtud del procedimiento eszablecido en el aparrad'o 2
del articulo 5 de la presente Directiva.

ANEXO Il

. Los elementos para la determinacién de la probable extensién de la contaminacién con arreglo a la letra b)
del apartado 1 del articulo § incluirdn:

— los tubérculos o plantas cultivadas én'un lugar de produccidn declarade contaminado en virtud de Iz
letra 2) del apartado 1 del articulo 5;

— el lugar o lugares de produccidn o las explotaciones relacionadas en alguna medida con la produccién de
fos tubérculos o plantas declarados contaminados en virud de la letra a) del apartado 1 del articule 5,
incluido ¢l material y las instalaciones de produccién compartidos dizectamente © a través de un
contransta comin; .

— los tubérculos o plantas producidos en el lugar o los lugares de produccién contemplados en €l guién
anterior, o presentes en tal(es) ]ugar{cs] de produccién durante el periodo en el que los tubéreulos o
plantas declarados contaminados segin la letra a) del apa.rtado 1 del arriculo 5 se encontraban en las
explotaciones o en los lugares de produccién citados en el primer guién;

— los almacenes centrales que mampulcn patatas procedenzcs de los lugares de produccu&n menciona-
dos;

— todas las méquinas, vehiculos, buques, almacenes o un_idades de almacenamiento y cualesquiera otros
objetos, incluido el material de embalaje, que pueda haber estado en conracto con tubérculos o plantas
declarados contaminados en virtud de la letra a) del apartado 1 del ardeulo 5, durante los doce meses
anteriores o cuando corresponda; .

— todos los tubérculos o plantas almacenados o que hayan estado en contacto con cualquiera de las
estructuras u objetos relacionados en el guién anterior antes de ‘la limpieza y desinfeccion de los
mismos; .

— como resultado de las prugbas previstas en el articulo 6 los ubéreulos o plantas que tengan ¢l mismo

origen clonal que los tubérculos o plantas que se hayan declarado contaminados con arreglo a la letra ¢}

del apartado 1 del articulo § y para los cuales las investigaciones demuestren que es probable que estén

contaminados. .

- Los elementos de Ja determinacién de la posible propagacion con arreglo a la letra ¢) del apartado 1 del

articulo 5 inc_luirén-.

— la proximidad de otros lugares de produccién en los que se cultven patatas u otras plantas

huéspedes;

el cardcter comiin de las existencias de patatas de siembra.

. Los deralles de la notificacién contemplada en el pérrafo primero del apartado 2 del an:iculo 5 de la presenre

Directiva incluiran:

¢l pasaporte o nimero de registro, segin el caso, y los cerificados estiputados en los articulo 7 y 8 de la
"Directiva 77/93/CEE de cada lote’o partida de patatas que se declare contaminado;

el nombre de la variedad cuando se trate de existencias de patatas de siembra y, a ser posible, en todos
los demds casos; .

una descripcién de fos elementos de la declaracién de contaminacién y de la delimitacién de zona;

la disponibilidad de extractos, portaobjetos de inmunofluorescenciz preparados, berenjenas infectadas y
un cultivo aistado de! organismo procederts de la prueba en la que se haya confirmado su presencia.

ANEXO IV

Las medidas bajo contro oficial contempladas en el apartado 1 del articulo 7 de Ia presente Directiva para
la eliminacién de.los tubérculos o plantas declarados contaminados segiin la letra a) del apartado 1 del
articulo § serdn:

— la transformacidn industrial mediante entrega directa ¢ inmediata a una planta de tranformacién
dotada de'instalaciones de eliminacién de residuos adecuadas para las que se establezea la ausencia de
riesgos detectables de propagacién del organismo y de un sistema de desinfeccién de dreas de
aimacenamiento y vehiculos de transporte, u

- otras medidas, siempre que se descarte el posible riesgo de propagacién del organismo; estas medidas
deberdn notificarse a Ja Comisidén y a los demds Estados miembros.

El uso o eliminacién apropiado de tubérculos o plantas qﬁc se.consideren probablemente contaminados
con arreglo a Ja létra b) del apartade 1 del articulo § contemplado en el apartado 2 del articulo 7, bajo el
control de los organismos oficiales responsables de los Estados miembros, incluird:

— su uso como patatas de consumo, embaladas para su distribucién y venta directa sin cambio de
embalaje y destinadas a dicha distribucién y venta directa;

— $U uso como pataras de consumo para la transformacion industrial y destinadas a la entrega directa e

inmediata a una planta de transformacion dotada de instalaciones de eliminacion de residuos y de
dcsmfeccnﬁn adecuadas, o

— cualquiér otro uso o eliminacién, saempte que se estaflezca la ausencia de riesgos detectables de
propagacion del organismo.

Los métodos apropiados de limpieza y desinfeccién de todos los objetos contempladas en al apartado 3
def articulo 7 seran aquellos para los que se haya establecido la ausencia de riesgos detectables de
propagacion del drganismo, y se aplicaran bajo el'control de los organismos oficiales responsables de los
Estados miembros.
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4.1

La serie de medidas;contemplada en el apartado 4 del articulo 7 adoptadas por los Estados miernbros en
la zona delimitada segiin la letra ¢) del apartado 1 del articulo 5 de la presente Directiva incluird las
medidas siguientes: ’

En los lugares de produccion que se declaren contaminados en virtud de la letra a) del apartado 1 del

articulo §:
a) en los campos que se declaren contaminados segin la letra a) del apartado 1 del articuio 5 o bien,

i)

1}

— al meno durante los tres aios de cultvo siguientes al de declaracién de la contaminacidn;

— se adoprardn medidas para eliminar las plantas espontdneas y otras plantas que puedan
contener naturalmente el organismo, y

— no se plantaran tubérculos, plantas ni semillas de patara propiamente dichas, ni ninguna
otra planta que pueda contener naturalmente el organismo, ni ningin cultivo que presente
un riesgo cietto de supervivencia o propagacion del orgartismo, mientras el campo no haya
estado exento de plantas espontdneas de patata durante al menos dos afios consecuti-
vos; .

—~ durante la temporada de cultivo de patata siguiente al perfodo contemplado en el guién
anterior se plantardn pataras de siembra certificadas oficialmente sélo para la produccién de
patatas de consumo, y se llevard a cabo una encuesta oficial con arreglo a lo dispuesto en ¢l
apartado 1 del articulo 2 de la presente Directiva;

— durante la temporada de cultivo de patata sigutente a la contemplada en el guion anterior y
tras un ciclo de rotacion adecuado, se plantaran patatas de siembra certificadas oficialmente
para la produccién de patatas de consumo o de siembra, y se llevard a cabo una encuesta
oficial con arreglo a lo dispuesto en el apartado 1 del articulo 2 de |a presente Directiva;

— o bien, durante los cuatro afios de cultivo siguientes al de declaracién de la contaminacion:
- se adoptardn medidas para eliminar las plantas espontdneas y otras plantas que puedan
contener naturalmente el organismo, y
— se dejard y mantendra el campo, o bien en barbecho completo, o bien en pasto permanente
con siega o pastoreo intensos y frecuentes;

— durante la primera temporada de cultivo de patata siguiente al periodo definido en el guidn
anterior, se plantardn patatas de siembra certificadas oficialmente para la produccién de
patatas de consumo o de siembra, y se Ilevara a cabo una encuesta oficial con arreglo a lo
dispuesto en el apartado 1 del articulo 2 de la presente Directiva;

b} en los demas campos,

durante la temporada de cultivo siguiente a lz de declaracién de la contaminacién,

— no se plantaran bérculos, plantas ni semiiias de patata propiamente dichas, ni ninguna otra
planta que pueda contener naturalmente el organismo, v se adoptaran medidas para eliminar
las plantas espontdneas de patata del modo que se considere necesario; o

— podrén plantarse patatas de siembra certificadas oficialmente sélo para la produccién de

patatas de conisumo, siempre que los organismos oficiales responsables aseguren que s¢ ha

climinado el riesgo de plantas de patata o espontdneas y otras plantas que puedan contener

naturalmente el organismo; :
al menos durante los dos afios de cultivo siguientes al definido en el guidn anterior, se plantardn
Unicamente patatas de siembra certificadas oficialmente para la produccion de patatas de
consumo o de siembra;

— durante cada uno de los afios de cuitive contemplados en los guiones anteriores se tomardn
medidas para eliminar las plantas espontdneas de patata y las plantas que puedan contener
naruratmente el organismo y se llevard a cabo una encuesta oficial con arreglo a lo dispuesto en-el
apartado 1 del articulo 2 de la presente Directiva;

— cuando se planten, para produccién des;m:}da al consuma, patatas de 51embra certificadas
oficialmente, en el afo de cultivo siguiente a Ia declaracién de la contaminacidn, el cultivo se
inspeccionara en los momentos oportunos y se sombrerdn a pruebas de deteccién del organismo
todas las plantas espontaneas;

¢} inmediatamente después de la declaracidn de contaminacion de acuerdo con la lerra a) del apartado 1
del articulo 5 de [a presente Directiva y durante todos los afies de cultivo siguientes hasta la primera
temporada incluida en la que se autorice el cultivo de patata en el campo declarado contaminado, tal
como se especifica en la letra a), todas las mdquinas e instalaciones de almacenamiento que se

encuentren en el lugar de produccién e intervengan en la produceién de patatas serdn limpiadas y

desinfectadas como resulte adecuado y con los métodos apropiados, segin lo dispuesto en el punto

3, ’

d) en los sistemas de produccién donde sea posible una sustitucién completa del medio de cuitivo:

— no se plantardn tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas hasta tanto la unidad de
produccién no haya sido sometida a medidas bajo control oficial destinadas a eliminar el
organismo y a retirar todas las pararas y otras solandceas, incluida, como minimo, Ia sustitucidn
total del medio de cultive y la limpieza y desinfeccién de la unidad de produccién y de todos los
.equipos, y los organismos .oficiales responsabies no hayan concedido la subsiguiente autorizacion
para la produccién de patara; y

— la produeccién de patata procederd de patatas de siembra certificadas oficialmente o de microm-
bérculos o plintulas derivadas de fuentes probadas.

4.2. Dentro de la zona delimitada, sin perj.uicio de lo dispuesto en ef pumo 4.1, los Estados miembros
aplicardn las siguientes medidas:
a) inmediaramente y durante al menos tres temporadas de cultivo después de la declaracién de
contaminacion:

— controlardn a través de sus organismos oficiales responsables las explotaciones que cultiven,
almacenen o manipulen rubérculos de patata, ademds de las explotaciones que contraten
maquinas para este cultivo,

— exigirdn la limpieza y desinfeccion de las maquinas y los almacenes de dichas explotaciones,
cuando proceda, con los métodos adecuados, conforme a lo dispuesto en el punto 3,

— dispondrin que sélo se plante material de reproduccion certificado para todos los cultives de
patatas de la zona,

- exigiran que se manipulen por separado las existencias de patatas de siembra y de pacaras de
consumo recolectadas en la zona,

— ilevarin a cabo una encuesta oficial segun lo dispuesto er el apartado 1 dei articulo 2 de la
presente Directiva;

=

esrablecerén un programa, segin corresponda, para la sustitucién de todas las existencias de patatas
de siembra en un perfodo de tiempe conveniente.

Las medidas contempladas en el punto 4.2 v ios nimeros de registro de los productores, almacenes
colectivos y centros de distribucién de la zona delimitada serdn notificados cada afio a los demas Estados
miembros y a la Comisién.
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