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Disposicio final primera. Facultat de desplegament i

aplicacid.

Es faculta el ministre d'Agricultura, Pesca i Alimen-
tacié per dictar, en 'ambit de la seva competéncia, les
mesures que calgui per al desplegament i el compliment
d'aquest Reial decret.

Disposici6 final segona. Entrada en vigor.
Aquest Reial decret entra en vigor I'endema de la
publicacié en el «Butlleti Oficial de I'Estat».

Madrid, 22 d’'octubre de 1999.
JUAN CARLOS R.

El ministre d'Agricultura,
Pesca i Alimentaci6,

JESUS POSADA MORENO

21483 REIAL DECRET 1644/1999, de 22 d'octubre,
sobre el control de ['organisme nociu deno-
minat Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuu-
chiet al. («BOE» 265, de 5-11-1999))

L'organisme nociu Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al, conegut anteriorment per Pseudomonas
solanacearum (Smith) Smith, és causa de les malalties
de la «podridura bruna» en els tubercles de patata i de
la umustiguesa bacteriana» a les plantes de patata, toma-
quet i altres espécies de solanacies, i representa una
amenaca greu per a les produccions d'aquests cultius.

Atés que en els ultims anys hi han hagut brots d'a-
questes malalties en algunes parts de la Comunitat Euro-
pea i que encara hi subsisteixen alguns focus d'infeccié
aillats, | en particular respecte a Espanya se n'han produit
algunes intercepcions a Castella i Lleé 1 Galicia, i que
aquest bacteri és present amb una distribucié localitzada
a l'illa de La Palma a les Canaries; considerant la impor-
tancia econdOmica d'aquests productes vegetals; i tenint
en compte que el coneixement actual de la biologia i
I'epidemiologia de Ralstonia solanacearum en les con-
dicions europees és incomplet i que es pot preveure
la necessitat de revisar en el futur les mesures i els
procediments d’analisi establerts aqui, cal adoptar les
mesures minimes necessaries gue preveu la Directiva
98/57/CE del Consell, de 20 de juliol de 1998, sobre
el control de Ralstonia solanacearum {(Smith) Yabuuchi
et al. mitjancant el programa corresponent d’eradicacio
i control, sens perjudici que s’adoptin les mesures addi-
cionals més estrictes que siguin necessaries.

En consequiéncia, mitjancant aquest Reial decret, s'in-
corpora a l'ordenament intern la Directiva 98/57/CE,
del Consell, de 20 de juliol, d'acord amb les compe-
téncies que atribueix a I'Estat amb caracter exclusiu I'ar-
ticle 149.1.13a de la Constitucié espanyola en matéria
de bases i coordinacié de la planificacié general de I'ac-
tivitat econdmica.

En l'elaboracio d'aquesta disposicio han estat con-
sultades les comunitats autbnomes i els sectors afectats.

En virtut d'aixd, a proposta del ministre d"Agricultura,
Pesca i Alimentacié, amb l'informe previ del ministre
d’'Administracions Publiques, d'acord amb el Consell
d’'Estat, i amb la deliberacié prévia en el Consell de Minis-
tres del dia 22 d'octubre de 1999,

DISPOSO:
Article 1. Objecte.

Aquesta disposicid estableix el programa d’eradicacié
i control de I'organisme Ralstonia solanacearum (Smith)

Yabuuchi et af, anteriorment denominat Pseudomonas
solanacearum (Smith) Smith {denominat d’'ara endavant
«’organisme») d'acord amb l'article 12 del Reial decret
1190/1998, de 12 de juny, pel qual es regulen els pro-
grames nacionals d'eradicacid o control d'organismes
nocius dels vegetals que encara no estan establerts en
el territori nacional, amb la finalitat que, pel que fa a
les plantes hoste de I'organisme indicades en la seccio |
de l'annex | d’aguest Reial decret {(denominades d'ara
endavant «el material vegetal indicat»), s'adoptin les
mesures necessaries per:

a) localitzar I'organisme i determinar-ne la distribucid;

b) impedir-ne I'aparicid i la propagacio; i

c) en cas gue aparegui, evitar-ne la propagacio i
controlardo amb vista a la seva eradicacié.

2. Esdeclaren d'utilitat publica les mesures que pre-
veu aquest Reial decret, de conformitat amb el que esta-
bleix el Reial decret 1190/1998.

Article 2. Ambit d'aplicacié i vigéncia del programa.

1. El programa que s'aprova i les mesures que en
dimanen sén aplicables en tot el territori nacional.

2. Mentre la Comissio de les Comunitats Europees
no es pronuncii sobre aix0, la durada del programa es
preveu illimitada. En tot moment, i com a conseqiiéncia
de la situacié de la malaltia, el Ministeri d"Agricultura,
Pesca i Alimentacio pot introduir les modificacions que
consideri necessaries o determinar-ne la conclusio.

Article 3. Examens oficials.

1. Els corganismes oficials responsables de cada
comunitat auténoma, als quals fa referéncia Iarti-
cle 11.2 b)del Reial decret2071/1993, de 26 de novem-
bre, relatiu a les mesures de proteccid contra la intro-
duccidila difusid, en el territori nacional i de la Comunitat
Europea, d'organismes nocius per als vegetals o els pro-
ductes vegetals; aixi com per a lI'exportacié i el trafic
cap a paisos tercers i I'drgan competent de la Comunitat
Autdonoma de les Canaries, han de portar a terme anual-
ment examens oficials sistematics per detectar la pos-
sible preséncia de I'organisme en el material vegetal indi-
cat originari del seu territori.

Amb l'objecte de determinar altres possibles fonts
de contaminacio existents per al cultiu del material vege-
tal indicat, els organismes oficials responsables de cada
comunitat autdnoma han de portar a terme una avaluacié
de risc i, llevat que no s’hagi detectat cap risc de pro-
pagacio durant I'esmentada avaluacio, han d’efectuar,
en les zones productores daquest material, examens
oficials orientats especificament a la deteccié de l'or-
ganisme en plantes diferents d'aquell material, incloses
les solanacies silvestres hoste, aixi com en les aiglies
de superficie que s’utilitzin per regar aquest material i
en els residus liquids abocats per les installacions indus-
trials de transformacié o d’'embalatge en qué es manipuli
el material indicat i que s'utilitzin per regar el material
vegetal indicat. L'extensio d'aquests examens orientats
es determina en funcié del risc observat.

Els organismes oficials responsables de cada comu-
nitat autdnoma també poden fer examens oficials des-
tinats a la deteccio de l'organisme en altres materials,
com el medi de cultiu, el s6li els residus sblids procedents
de les installacions industrials de transformacio o d'em-
balatge.

2. Els examens oficials que preveu l'apartat 1 de
lI'article 3 s’han d’efectuar:

a) enelcasdel material vegetal indicat, d'acord amb
les normes que estableix el punt 1 de la seccid Il de
I'annex | d’aguest Reial decret; i,
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b) en el cas de les plantes hoste de l'organisme
diferents del material vegetal indicat i en el de les aiglies,
inclosos els residus liquids, aplicant métodes apropiats
i, quan sigui procedent, prenent mostres i sotmetent-les
a analisis de laboratori oficials o sota supervisid oficial;

¢) quan sigui escaient, en el cas d'altres materials,
utilitzant métodes adequats.

Per dur a terme els examens, els detalls dels pro-
cediments d'inspeccio i el nombre, 'origen i la classi-
ficacio de les mostres aixi com el calendari de la recollida,
els han de decidir els organismes oficials responsables
de cada comunitat autdnoma sobre la base de principis
cientifics | estadistics solids i la biologia de I'organisme
i tenint en compte, segons la regid de qué es tracti,
els sistemes concrets que s'utilitzin per a la produccié
del material vegetal indicat i, si s'escau, altres plantes
hoste de l'organisme.

3. Els detalls i els resultats dels examens oficials
que preveu l'apartat 1 de I'article 3 han de ser notificats
al Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimentacid, i aquest,
al seu torn, per mitja de la via corresponent, als altres
estats membres | a la Comissid Europea cada any,
seguint, a aquest efecte, les disposicions del punt 2 de
la seccio Il de I'annex | d’aquest Reial decret. Aquestes
notificacions s’han de presentar, com a molt tard, el 15
de maig, excepte en el cas de les patates utilitzades
per a sembra en la mateixa explotacid, que s’han de
presentar, com a molt tard, el 15 d'agost. Els detalls
i els resultats relatius als cultius s’han de referir a la
produccid de I'any anterior.

Article 4.  Obligacid de notificacio.

Els productors, els magatzems collectius i els centres
d'expedicié dels materials que preveu la seccio | de I'an-
nex | daquest Reial decret han de noctificar immedia-
tament als organismes oficials responsables de cada
comunitat autdbnoma, en gué estiguin situades les seves
parcelles o els seus establiments, 'aparicio sospitosa
o la preséncia confirmada de I'organisme en el material
que produeixi o comercialitzi.

Article 5. Mesures cautelars.

1. En tots els casos de sospita de brot, els orga-
nismes oficials responsables de cada comunitat auto-
noma afectada han de vetllar per la realitzacié d'analisis
de laboratori oficials o sota supervisio oficial en els quals
s'apliqui, per al material vegetal indicat, el métode per-
tinent que estableix 'annex |l i en les condicions que
determina el punt 1 de I'annex Il d’aquest Reial decret
0, en tots els altres casos, qualsevol altre métode aprovat
oficialment que permeti confirmar o esvair la sospita
en qgliestio. En cas de confirmacid, sén aplicables els
requisits que disposa el punt 2 de I'annex Il d’aquest
Reial decret.

2. A lespera de la confirmacio o la dissipacio de
la sospita a qué es refereix l'apartat 1 de l'article b,
en tots els casos en qué:

i) s'hagin observat simptomes de les malalties cau-
sades per I'organisme i s’hagin obtingut resultats positius
en la prova o les proves de deteccié rapida que preveuen
el punt 1 de la seccié | i el punt 1 de la seccié Il de
I'annex Il d’aquest Reial decret; o

ii) s’hagi obtingut un resultat positiu en la prova o
les proves de deteccié que preveuen el punt 2 de la
seccid | i la seccio lll de I'annex |l d’aquest Reial decret.

Els arganismes oficials responsables de cada comu-
nitat autdnoma, pel que fa a la produccié propia:

a) han de prohibir la circulacié de les plantes i els
tubercles de tots els cultius, els lots o les partides dels

quals s’hagin pres les mostres, llevat que la circulacié
tingui lloc sota el seu control i sempre que s’hagi com-
provat gque no hi ha cap risc identificable de propagacio
de I'crganisme;

b) han de prendre les mesures necessaries per des-
cobrir I'origen del presumpte brot;

c¢) han d'establir, especialment pel que fa a la pro-
duccid del material vegetal indicat i al moviment de lots
de patata d'una sembra diferents dels esmentats en la
lletra a), produits en el lloc de produccio del quals s’hagin
obtingut les mostres esmentades en la lletra a), mesures
preventives complementaries que, sobre la base del
nivell de risc estimat, siguin adequades per prevenir qual-
sevol propagacié de I'organisme.

3. En els casos de sospita de brot en qué hi hagi
un risc de contaminacié del material vegetal indicat o
de les aiglies de superficie que procedeixin o es dirigeixin
a una altra o unes altres comunitats autdnomes o, si
s’'escau, a un altre Estat membre, la comunitat autbnoma
en qué s'hagi observat el presumpte brot ha d'informar
immediatament el Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimen-
tacio dels detalls d’aquest brot i del nivell de risc iden-
tificat perqué agquest, al seu torn, per mitja de la via
corresponent, informi les comunitats autdbnomes o els
estats membres afectats, i aquestes comunitats auto-
nomes han de cooperar en consedliéncia. Les comu-
nitats autbnomes a les quals s'informi aixi han d’aplicar
mesures preventives d'acord amb el que disposa la lle-
tra c) de I'apartat 2 de l'article b i han de prendre qual-
sevol altra mesura adequada d'acord amb el que dis-
posen els apartats 11 2 del mateix article.

Article 6. Confirmacid de la preséncia de I'organisme.

1. Si la preséncia de l'organisme en una mostra,
presa en compliment d'aquest Reial decret, és confir-
mada per analisis de laboratoris oficials o sota supervisid
oficial en qué s'utilitzi, per al material vegetal indicat,
el métode que estableix I'annex Il d’'aquest Reial decret
0, per a tots els altres casos, qualsevol altre métode
oficialment aprovat, els organismes oficials responsables
de cada comunitat autdnoma, sobre la base, a aquest
efecte, de principis cientifics soélids, de la biologia de
l'organisme i dels sistemes concrets de produccio,
comercialitzacio i transformacié que s'utilitzin en el seu
territori per a les plantes hoste de l'organisme, han d'a-
doptar les mesures segiients:

a) en el cas del material vegetal indicat:

i} han d’'emprendre una investigacid per determinar
I'abast i la font o les fonts primaries de la contaminacio,
d'acord amb les disposicions de ['annex IV d’aquest Reial
decret i efectuar noves analisis, d'acord amb 'apartat 1
de l'article 4, com a minim, en totes les existéncies de
patata de sembra relacionades clonicament;

i) han de declarar contaminats el material vegetal
indicat, la partida o el lot dels quals s’hagi pres la mostra,
aixi com la maquinaria, el vehicle, la nau, el magatzem,
o les seves unitats, i qualsevol altre objecte, inclos el
material d’embalatge, que hagi estat en contacte amb
el material vegetal indicat al qual pertany la mostra presa;
aixi mateix, han de declarar contaminats, si s'escau, el
camp o els camps, la unitat o les unitats de preduccié
de cultius protegits i el lloc o els llocs de produccid
en qué s’hagi fet la collita del material vegetal indicat
i dels quals procedeixi la mostra; a més a més, en cas
de les mostres preses durant la fase de cultiu, han de
declarar contaminats el camp o els camps, el lloc o els
llocs de produccio i, si escau, la unitat o les unitats de
produccié de cultius protegits dels quals s’hagi pres la
mostra;

i) han de determinar, d’acord amb les disposicions
del punt 1 de I'annex V d'aquest Reial decret, I'abast
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de la contaminacié que s’hagi produit probablement per
contactes anteriors o posteriors a la collita, per nexes
en la produccid, reg o per relacions clonals amb la con-
taminacio declarada; i

iv) han de delimitar una zona en funcié de tres fac-
tors: la declaracié de contaminacié que preveu l'incis ii)
anterior, l'abast de la contaminacid probable que es
determini en el marc de l'incis iii) anterior i la possible
propagacio de l'organisme, d'acord amb les disposicions
de l'incis i) del punt 2 de I'annex V d’aquest Reial decret.

b) en el cas dels cultius de plantes hoste diferents
del material esmentat en la lletra a) en qué s’hagi iden-
tificat un risc per a la produccié del material vegetal
indicat:

i) han d'emprendre una investigacido d'acord amb
el que disposa l'incis i) de la lletra a);

1)  han de declarar contaminades les plantes hoste
de I'organisme de les quals s’hagi pres la mostra; i

i) en relacié amb la produccid del material vegetal
indicat, han de determinar l'abast de la contaminacio
probable i delimitar una zona d'acord amb els incisos
i) i iv) de la lletra a), respectivament.

c) en el cas de les aigiies de superficie (inclosos
els abocaments de residus liquids procedents d'insta-
Facions industrials de transformacié o envasament en
qué es manipuli el material vegetal indicat) i en el de
les solanacies silvestres hoste de I'organisme associades
en queé, per causa del reg, I'aspersid o la inundacié amb
aquestes aigles, s'hagi identificat un risc per a la pro-
duccié del material vegetal indicat:

i) han d’'emprendre una investigacio per determinar
I'abast de la contaminacié, i han de fer, en els moments
oportuns, un examen oficial de mostres de les aigiies
de superficie i, si s'escau, de les sclanacies silvestres
hoste de I'organisme;

ii) han de procedir, en la mesura que escaigui i sobre
la base de |la investigacio esmentada en l'incis 1), a decla-
rar contaminades les aigiies de superficie de les quals
s’hagin pres la mostra o les mostres; i,

i) hande determinar 'abast de la contaminacié pro-
bable i delimitar una zona en funcié de la declaracié
de contaminacié que preveu lincis ii) anterior i de la
possible propagacié de l'organisme, tenint en compte
les disposicions del punt 1 | de l'incis ii) del punt 2 de
I'annex V d'aquest Reial decret.

2. D'acord amb les disposicions dels punts 31 4
de I'annex V d'aquest Reial decret, les comunitats auto-
nomes han de notificar immediatament el Ministeri d'A-
gricultura, Pesca i Alimentacid, i aquest, al seu torn, per
mitja de la via corresponent, els altres estats membres
i la Comissié Europea, qualsevol cas de contaminacié
declarada en virtut de l'incis ii) de la lletra a) i de l'incis
i} de la lletra ¢) de l'apartat 1 de l'article 6, aixi com
les dades relatives a la zona que s’hagi delimitat d’acord
amb l'incis iv) de la lletra a) de |'apartat 1 de l'article 6
i, si s'escau, a l'incis iii) de la lletra ¢) d'aquell mateix
apartat.

3. Com a resultat de la notificacié que disposa |'a-
partat 2 i de les dades que aquesta contingui, les comu-
nitats autdnomes afectades han d'emprendre una inves-
tigacio d’'acord amb l'incis i) de la lletra a) de I'apartat 1
de l'article 6 i, si s'escau, amb l'incis i) de la lletra ¢)
del mateix apartat, i han de prendre les mesures com-
plementaries que siguin adequades d'acord amb els apar-
tats 1i 2 de l'article 6.

4. Es crea en el Ministeri d'Agricultura, Pesca i Ali-
mentacio un registre de les explotacions, els magatzems
coHectius i els centres d'explotacid afectats.

Article 7. Mesures fitosanitaries que cal adoptar sobre
el material contaminat.

1. Es prohibeix la plantacié del material vegetal indi-
cat que s'hagi declarat contaminat en virtut de l'incis ii)

de la lletra a) de I'apartat 1 de l'article 6 i, sota el control
i l'aprovacid dels organismes oficials responsables de
cada comunitat autbnoma, aquest material ha de ser
sotmeés a una de les disposicions del punt 1 de 'annex VI
d'aquest Reial decret amb la finalitat que es pugui establir
que no hi ha cap risc identificable de propagacio de
I'organisme.

2. Es prohibeix la plantacié del material vegetal indi-
cat que, en virtut de l'incis iii) de la lletra a) i de I'incis iii)
delalletra c) de I'apartat 1 de l'article 6, s'hagi considerat
probablement contaminat, inclés el material vegetal indi-
cat respecte del qual s'hagi detectat l'existéncia d'algun
risc, produit en llocs de produccié que d'acord amb l'in-
cis iii) de la lletra a) de l'apartat 1 de l'article 6 s’hagin
considerat probablement contaminats, i, sota el control
dels organismes oficials responsables de cada comunitat
autonoma, I'esmentat material s’ha de destinar a un us
adequat o s'ha d'eliminar d'acord amb el punt 2 de I'an-
nex VI d'aquest Reial decret per tal de que es pugui
establir que no hi ha cap risc identificable de propagacié
de I'crganisme.

3. AQualsevol maquinaria, vehicle, nau, magatzem o
unitats d'aquests i qualsevol alire objecte, inclos el mate-
rial d'embalatge, que s’hagi declarat contaminat en virtut
de l'incis ii) de la lletra a) i de l'incis iii) de la lletra c)
de l'apartat 1 de l'article 6, o que s’hagi considerat pro-
bablement contaminat en virtut de I'incis iii) de la lletra a)
de l'apartat 1 del mateix article, ha de ser destruit o
descontaminat, aplicant-hi els métodes apropiats, d'a-
cord amb el punt 3 de I'annex VI d'aquest Reial decret.
Després de descontaminar-lo, 'objecte deixa de consi-
derar-se contaminat.

4. Sens perjudici de les mesures que es duguin a
terme en virtut dels apartats 1, 2 i 3 de l'article 7, a
la zona delimitada d'acord amb els incisos iv) de la lle-
tra a) i iii) de la lletra ¢) de l'apartat 1 de l'article 6
s’han d'aplicar una série de mesures d'acord amb el que
disposen els punts 4.1 i 4.2 de I'annex VI d'aquest Reial
decret. Cada any s’han de notificar els detalls d'aquestes
mesures al Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimentacio,
i aquest, al seu torn, per mitja de la via corresponent,
als altres estats membres i a la Comissid Europea.

b. Les mesures fitosanitaries ordenades pels orga-
nismes oficials responsables de cada comunitat auto-
noma que preveuen els apartats 1, 2, 3 i 4 de l'article 7,
les ha d’aplicar, sota control oficial, el propietari del mate-
rial afectat.

En cas que els afectats no apliguin en el moment
adequat i de la forma escaient les mesures a queé es
refereix el paragraf anterior, la comunitat autdbnoma les
ha d'aplicar, amb els seus propis mitjans o mitjancant
serveis aliens, carregant les despeses corresponents als
interessats, I'import de les quals se’ls pot exigir per la
via de constrenyiment, amb independéncia de les san-
cions que se’ls puguin imposar.

Article 8. Mesures aplicables per evitar fla contaminacio
mitjancant patata de sembra.

1. Les patates de sembra han de complir els requi-
sits del Reial decret 2071/1993 i procedir, en linia direc-
ta, de patates que, havent-se obtingut en el marc d'un
programa oficialment aprovat, hagin donat resultats
negatius quant a la preséncia de l'organisme en analisis
oficials o oficialment supervisats en qué s'hagi utilitzat
el métode pertinent que estableix 'annex |l d'aquest Reial
decret.

2. Aquestes analisis s’han de fer:

a) en els casos en qué s’hagi confirmat la preséncia
de l'organisme en la produccié propia de patates de
sembra,
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i) analitzant el material propagat anteriorment, inclo-
sa la seleccié clonal inicial i analitzant sistematicament
els clons de patates de sembra de base, o

ii) en els casos en qué s’hagi demostrat que no hi
ha relacio clonal, analitzant tots els clons de patates
de sembra de base o el material propagat anteriorment,
inclosa la seleccio clonal inicial, i

b) en els altres casos, analitzant en cada una de
les plantes de la seleccid clonal inicial o mostres repre-
sentatives de les patates de sembra de base o del mate-
rial propagat antericrment.

Article 9. Prohibicio.

Es prohibeix la conservacio i la manipulacio de l'or-
ganisme a queé es refereix aquest Reial decret.

Article 10. Excepcions amb finalitats cientifiques.

Sens perjudici de les disposicions del Reial decret,
2071/1993, es poden autoritzar excepcicns al que dis-
posen els articles 7 1 9 d'aquest Reial decret, d'acord
amb les normes que estableixen, per efectuar proves
i investigacions cientifiques ¢ estudis en matéria de selec-
cions de varietats, el Reial decret 401/1996, d’'1 de
marc¢, pel qual s'estableixen les condicions per a la intro-
duccié en el territori nacional de determinats organismes
nocius, vegetals, productes vegetals | altres objectes,
amb finalitats d'assaig, cientifiques i per a I'activitat de
seleccid de varietats, i el Reial decret 39/1998, de 16
de gener, pel qual es modifica el Reial decret 401/1996,
d’1 de marg, pel gqual s'estableixen les condicions per
a la introduccio en el territori nacional de determinats
organismes nocius vegetals, productes vegetals i altres
objectes, amb finalitats d'assaig, cientifiques i per a l'ac-
tivitat de seleccid de varietats.

Article 11. Mesures addicionals.

1. Els organs competents de les comunitats auto-
nomes poden adoptar les mesures complementaries o
més estrictes que siguin necessaries per combatre l'or-
ganisme o impedir-ne la propagacio, sempre gue agues-
tes mesures s'ajustin a les disposicions del Reial
decret 2071/1993.

2. Els detalls d’aquestes mesures han de ser noti-
ficats al Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimentacid, i
aquest Ministeri, al seu torn, els ha de notificar, per mitja
de la via corresponent, als altres estats membres | a
la Comissio.

Article 12. Indemnitzacions.

1. S’ha daplicar el sistema d'indemnitzacions que
preveu l'article 18 del Reial decret 1190/1998, de 12
de juny, pel qual es regulen els programes nacionals
d’eradicacié o control d’'organismes nocius dels vegetals
encara no establerts en el territori nacional.

2. No sonindemnitzables les despeses ocasionades
ni el material vegetal destruit en aplicacié d'una mesura
oficial, quan el propietari dels vegetals o els productes
vegetals afectats hagi incomplert la normativa vigent i,
especialment, el que determina el Reial decret
2071/1993, de 26 de novembre, relatiu a les mesures
de proteccid contra la introduccié i la difusié en el territori
nacional i de la Comunitat Econdmica Europea d'orga-
nismes nocius per als vegetals o els productes vegetals;
aixi com per a l'exportacio i el trafic cap a paisos tercers.

3. En cas que l'afectat per la contaminacié d'un lot
subministrat per un productor, un magatzemista o un
operador que hagi incomplert el que determina la legis-
lacid vigent, percebi una indemnitzacié per part de qual-
sevol d'aquests subjectes, | per part de I'Administracio,

ha de reemborsar a I'Administracié la indemnitzacio
percebuda.

4. El Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimentacid,
dins dels limits establerts per als crédits disponibles per
aquestes finalitats, ha de participar, amb carrec als seus
pressupostos, en la quantia del 50 per 100 de les des-
peses ocasionades en I'execucio del programa.
Disposicié transitoria Unica. Mesures provisionals.

Mentre no es pronuncii la Comissio Europea i per
tal de garantir uns nivells de seguretat comparables entre
les diferents comunitats autdbnomes, es poden adoptar,
amb l'informe favorable del Comité Fitosanitari Nacional:

Els métodes apropiats per als examens i les analisis
que preveuen les lletres b) i ¢) del paragraf primer de
l'apartat 2 de l'article 3 i qualsevol precisi¢ dels pro-
cediments que preveu el paragraf segon de l'apartat 2
del article.

Les mesures complementaries que preveu la lletra c)
de l'apartat 2 de 'article b.

Les normes de desplegament de la lletra a) de I'a-
partat 2 de l'article 8 i les disposicions aplicables a les
mostres representatives a qué es refereix la lletra b) del
mateix apartat i article.

El Ministeri d"Agricultura, Pesca i Alimentacié ha de
sollicitar-ne I'adopcio a la Comissié Europea per mitja
de la via que estableix l'article 16 bis de la Directiva
77/93/CEE, del Consell, de 21 de desembre de 1976,
relativa a les mesures de proteccio contra la introduccio
en la Comunitat d’'organismes nocius per als vegetals
o els productes vegetals i contra la seva propagacio a
lI'interior de la Comunitat.

Disposici6 addicional primera. Comunicacic al Ministeri
d’Agricultura, Pesca i Alimentaciod.

Sens perjudici de les notificacions que estableixen
els apartats 3 dels articles 3 i b, I'apartat 2 de I'article 6
i l'article 11, els drgans competents de les comunitats
autdbnomes han de comunicar al Ministeri d"Agricultura,
Pesca i Alimentacio:

a) Elsresultats de les investigacions a queé es refereix
I'apartat 3 de l'article 6 d’aquest Reial decret.

b) Les dades del registre d’'explotacions, magatzems
collectius i centres d'expedicid afectats en cada comu-
nitat autdnoma.

c¢) Les mesures fitosanitaries aplicades per les comu-
nitats autdbnomes a que es refereix l'article 7 d'aquest
Reial decret.

d) Les analisis que estableix I'article 8 d'aquest Reial
decret, efectuades pels érgans competents de les comu-
nitats autbnomes.

Disposicié addicional segona.
cable.

El Reial decret 2071/1993, de 26 de novembre, rela-
tiu a les mesures de proteccido contra la introduccio en
el territori nacional i de la Comunitat Econdmica Europea
d'organismes nocius per als vegetals o els productes
vegetals, i el Reial decret 1190/1998, de 12 de juny,
pel qual es regulen els programes nacionals d'eradicacié
o control d’organismes nocius dels vegetals encara no
establerts en el territori nacional sdn aplicables sens per-
judici de les normes especifiques d’aquest Reial decret.

Normativa general apli-

Disposicié addicional tercera. Caracter basic.

El que disposa aquest Reial decret té caracter de nor-
mativa basica, a 'empara del que estableix l'article 149.1.13a
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de la Constitucio, que reserva a |I'Estat la competéncia
en mateéria de bases i coordinacié de la planificacio gene-
ral de I'activitat econdmica.

Disposicio final primera. Facultat de desplegament.

Es faculta el ministre d'Agricultura, Pesca i Alimen-
tacié per dictar, en I'ambit de les seves competéncies,
les disposicions necessaries per al desplegament i |'a-
plicacié d'aquest Reial decret i, en particular, amb I'in-
forme previ del Comité Fitosanitari Nacional, les normes
provisionals de desplegament de les lletres a) i b) de
I'apartat 2 de l'article 8 i, a la vista de 'evolucié dels
coneixements cientifics o técnics, les modificacions que
sigui necessari introduir en els annexos d'agquest Reial
decret, mentre la Comissié Europea no emeti resolucié
sobre aquest tema.

Disposicié final segona. Entrada en vigor.
Aquest Reial decret entra en vigor I'endema de la
publicacié en el «Butlleti Oficial de I'Estat».

Madrid, 22 d'octubre de 1999.
JUAN CARLOSR.

El ministre d"Agricultura,
Pesca i Alimentacio,

JESUS POSADA MORENQ

ANNEX |
SECCIO |

Llista de plantes hoste de Ralstonia solanacearum
{Smith) Yabuuchi et al. a qué es refereix l'article 1

Plantes (inclosos els tubercles), excepte les llavors
verdaderes, de Solanum tuberosum L.: Patata.

Plantes, excepte les llavors i els fruits, de Lycoper-
sicum lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.: Tomaquet.

SECCIO I

Examens

1. Els examens oficials que estableix la lletra a) de
I'apartat 2 de l'article 3 s’han de basar en la biologia
de l'ocrganisme, | també en els sistemes de produccié
concrets que s'utilitzin en la comunitat autbnoma de que
es tracti, i han d'incloure el seglient:

i) en el cas de les patates:

en els moments oportuns, una inspeccié visual del
cultiu en creixement, i/o0 mostres de patates de sembra
i d’altres patates durant la fase de creixement o emma-
gatzemades; aguestes mostres s’han de sotmetre a una
inspeccid visual oficial o sota supervisid oficial, per la
qual cosa s'han de seccionar els tubercles, i

en el cas de les patates de sembra i, si escau, d'altres
patates, analisis de laboratori oficials o sota supervisid
oficial en qué s’utilitzi el métode que estableix I'annex
Il d’aquest Reial decret;

i) en el cas dels tomaquets:

en els moments oportuns, una inspeccio visual com
a minim del cultiu en creixement de plantes destinades
a la replantacio per a utilitzacié professional.

2. La notificacio dels examens oficials que disposa
I"'apartat 3 de I'article 3 ha d’incloure les dades seglents:

i) en el cas dels examens de patates:

la superficie total estimada, en hectarees, dels cultius
de patates de sembra i d'altres patates,

la classificacié per categories (de sembra i de consum)
i, si s'escau, per regions,

la quantitat de mostres preses per a les analisis i
el moment de la seva recollida,

el nombre dinspeccions visuals efectuades en el
camp,

el nombre d'inspeccions visuals efectuades en tuber-
cles (i la quantitat de mostres);

iy en el cas dels examens, com a minim del cultiu
en creixement de plantes de tomaquet destinades a la
replantacié per utilitzacio professional:

la quantitat total estimada de plantes,
el nombre d’inspeccions visuals;

i) en el cas dels examens de plantes hoste d'un
organisme diferents de la patata i el tomaquet, incloses
les solanacies silvestres hoste:

I'espécie,

la quantitat de mostres preses i el moment de la
recollida,

la zona o el riu objecte del mostreig, segons escaigui,

el métode d'analisi;

iv) en el cas dels exdamens d'aigiies i dels aboca-
ments de residus liquids procedents de les installacions
industrials de transformacié o d'embalatge:

la quantitat de mostres preses i el moment de la
recollida,

la zona, el riu o la ubicacié de la instaldlacié objecte
del mostreig, segons correspongui,

el métode d'analisi.

ANNEX I

Métode de diagnostic, deteccid i identificacié de Rals-
tonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

~ Aguest metode descriu els diversos procediments
involucrats en:

i) el diagnostic de la podridura bruna en tubercles
de patata i de la mustiguesa bacteriana en plantes de
patata i de tomaquet;

i} ladeteccid de Ralstonia solanacearum en mostres
de tubercles de patata;

iii) la identificaci6 de Ralstonia solanacearum.

En els apéndixs es donen detalls per preparar els
materials per a les proves, entre altres, mitjans nutritius,
tampons, solucions i reactius.

SECCIO |

Aplicacié del métode

1. Diagnostic de la podridura bruna en els tubercles
de patata i de la mustiguesa bacteriana en les plantes
de patata i de tomaquet:

El procediment d'analisi es refereix als tubercles de
patata que presenten simptomes tipics de la podridura
bruna i en les plantes de patata i de tomaquet que pre-
senten simptomes tipics 0 que permeten la sospita de
mustiguesa bacteriana, i inclou una prova de seleccio
rapida, l'aillament del patogen del teixit vascular infectat
en un medi de cultiu apropiat i, en cas de resultat positiu,
la identificacié del cultiu com a Ralstonia solanacearum.
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Organigrama
Planitas de patata 0 de tomate o tubércuios
. de vatata con sintomas ('
. Y
. Prucha de seleceitn sipidz ()’ . .
- AISLAMIENTO ’ '
.~ Colonias con merfologia tipica
Ed 4‘ -~-.- 5 .. i . ",‘
s S . NOP
FRUEBA (8) CONFIRMATORIA (5)
. Tentificaciir de w ulivo
puso como Relstorie solanacearun
mas pracba de patogenicidad (')
v oy Y
| Plantas y/o
tubgrculos ne -
st “NO infectedos por
L ) : Ralstonia
J, N - solmagearym

v
Plantas o tubéronlos
infectados -
por Ralstonia solanacearim

Notes:

(") La descripcid dels simptomes es presenta en el
punt 1 de la seccid Il.

(?) Les proves de seleccié rapida faciliten un diag-
nastic presumptiu.

Sén proves adequades:

la prova de l'exsudacio del teixit vascular de la tija
{punt 2 de la seccid Il),

la prova de deteccid de granuls de poli-B-hidroxibutirat
{punt 2 de la seccid Il),

la prova IF (punt 2 de la seccid lll),

la prova ELISA (punt 3 de la seccid lll),

la prova PCR {punt 4 de la seccid lll).

(3) Totiquel'aillamentdel patogen de material vege-
tal amb simptomes tipics és senzill mitjancant la sembra
de dilucions, el cultiu pot fallar en estats avancats d'in-
feccid. Els bacteris saprofits que creixen en el teixit malalt
poden emmascarar o inhibir el patogen en el medi d'ai-
llament. Si l'aillament és negatiu, perd els simptomes
de la malaltia sdn els tipics, s’ha de repetir I'aillament,
preferentment utilitzant una sembra en medi selectiu.

(M) Laidentificacio fiable d'un cultiu pur de Ralstonia
solanacearum s’aconsegueix utilitzant com a minim una
de les proves que s‘'enumeren en el punt 4.1 de la sec-
cid ll, en combinacié amb una prova de patogenicitat
{punt 4.3 de la seccié Il). La caracteritzacié de la soca
és facultativa, tot i que es recomana cada vegada que
es presenti un cas nou.

2. Deteccio i identificacié de Ralstonia solanacea-
rum en mostres de tubercles de patata:

El procediment es destina a la deteccid d'infeccions
latents en tubercles de patata mitjancant una o, pre-
feriblement, diverses proves de seleccié que, si s6n posi-
tives, es complementen amb l'aillament del patogen; en
cas d'aillament de coldnies tipiques, es procedeix a con-
tinuacid a la identificacié d'un cultiu pur com a Ralstonia
solanacearum.

Organigrama

Muestra de tubérculos de patata ()
- PRUEBA (5) DE SELECCION (-
- Prueha IF () ¥lo
siambra en un medio selectiva ()
con pruehas adicionales optativas.
prugha ELISA ()
_ prucba PCR €}
pracba (5) de enriquecimienta ()
Al menos R o
una prha Todas las pruebas
positiva negativas
PRUEBA (5) DE AISLAMIENTC |- _
: r . oL Muesira no
Siembraen . ylo ~ pruchade Infectada por
medio . ioensayo () Ralstonia:
selective. o solanccearum
Colonias con morfologfa tipica
o _ . Muestrang . .
sk NO — Infectada por
' : " Ralstia -
solanacearut
| PRUEBA (§) CONFIRMATORIA (8)
Tdemificacion del cultivo como
Ralstonia solanacearim -
més prucha de patogenicidad () _
: : 4 ] Muestrams
si ' NO . - Infectada por
' Ralstonia.
+- solanaceariin
. Muestra infectada por -

Ralsionia solanacearsm

Notes:

(") Mida de la mostra: La mida normal de la mostra
és de 200 tubercles. No obstant aixé, el procediment
es pot adaptar convenientment per a mostres amb
menys de 200 tubercles. )

(?’) Proves de seleccid: Es possible que una unica
prova no sigui prou sensible o fiable per detectar Rals-
tonia solanacearum en una mostra. Per aixo es recomana
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fer més d’'una prova i que es basin en principis bioldgics
diferents.

(®) Prova dimmunofluorescéncia {IF): La prova IF és
una prova de seleccio reconeguda plenament, cosa que
suposa un avantatge davant d’altres proves que encara
no han estat posades a punt o convalidades comple-
tament. La prova es fa servir per a molts altres bacteris,
per exemple el Clavibacter michiganensis ssp. sepedo-
nicus. Els parametres de lectura que s'especifiquen en
aquest meétode fan que sigui una prova sensible (amb
limits de deteccio de 10-10 céllules per ml de preci-
pitacié en suspensid). Es prefereix el métode indirecte.
El metode directe es pot aplicar si la prova té un grau
de sensibilitat i especificitat equivalent al del métode
indirecte.

El factor critic en qué es basa la fiabilitat dels resultats
és la qualitat de l'antisérum. Només és acceptable un
antisérum amb un titol elevat (2000, com a minim, per
a l'antiserum cru) i totes les proves s’han de fer a la
dilucio del titol de l'antisérum o amb una dilucié per
sota d'aquest.

La prova IF té I'avantatge de la interpretacié subjectiva
de la morfclogia del tenyiment celular i de la intensitat
de la fluorescencia, que faciliten informacid sobre |'es-
pecificitat de la reaccié. Son freqlients les reaccions
creuades produides per bacteris seroldogicament afins,
procedents del terra o associats a teixits de la patata,
amb una morfologia cellular de Ralstonia solanacearum.
Tot i que la prova IF es pot utilitzar com a unica prova
de seleccid, quan se sospiti que s’han produit reaccions
creuades convé efectuar una prova de seleccid alter-
nativa basada en principis bicldgics diferents. En aquests
casos la sembra en un medi selectiu és la prova mes
adequada.

(1) Proves de sembra en un medi selectiu: El medi
SMSA medificat i el procediment que s'especifica en
aquest métode fan que aquesta sigui una prova sensible
i selectiva per a la deteccid de Ralstonia solanacearum,
els resultats de la qual es poden conéixer de tres a sis
dies despres de la sembra. L'agent patogen s’obté direc-
tament en cultiu i es pot identificar facilment. Per poder
aprofitar plenament el potencial de la prova, cal preparar
amb cura les falques per evitar uns altres bacteris asso-
ciats al tubercle de la patata que competeixen amb Rals-
tonia solanacearum en el medi | poden afectar el desen-
volupament de l'agent patogen. Algunes soques poden
créixer de manera insuficient, perqué els components
del medi poden afectar I'organisme buscat. Aixi mateix,
cal anar amb cura a I'hora de diferenciar Ralstonia sola-
nacearum d'altres bacteris que es poden desenvolupar
en el medi. Tot i que la sembra en el medi selectiu es
pot utilitzar com a unica prova de seleccio, quan s'ob-
tinguin resultats negatius i se sospiti que s’ha produit
una inhibicid del creixement de Ralstonia solanacearum,
a causa de la preséncia d'altres bacteris en el medi,
és convenient fer una segona prova de seleccid. En
aquest cas, la prova IF és la més apropiada.

(%) Prova ELISA: En general, la prova ELISA és menys
sensible que la prova IF (limits de deteccid: 10-10 célules
per ml de precipitacié d'extracte de patata). Es tracta
d'una prova barata i rapida, que, tot i aixo, pel que fa
als resultats, en general esta més exposada a donar resul-
tats falsos positius (reaccions creuades) i falsos negatius
{(inhibicié causada per molécules fendliques presents en
I'extracte de patata). L'antisérum ha de tenir una espe-
cificitat molt elevada. La prova ELISA no es pot utilitzar
com a Unica prova de seleccio.

(®) Prova PCR: Aquesta prova té el potencial neces-
sari per a una gran sensibilitat de deteccid, perd pot
ser inhibida facilment per components de |'extracte de
planta o tubercle, amb el consegilient resultat fals nega-
tiu. Alguns cultius de patata contenen més inhibidors

que altres, que cal eliminar. La inhibicié es pot reduir
mitjancant dilucid, per bé que amb aixd també es
dilueixen les poblacions de Ralstonia solanacearum. Cal
anar melt amb compte en totes les fases de preparacié
de les mostres i de la prova per evitar contaminacions
que donarien lloc a resultats positius falsos. També es
poden donar resultats falsos positius a causa de seqlén-
cies homologues d'altres organismes. D'agui que la prova
PCR directa no es pugui utilitzar com a Unica prova de
seleccio.

(7) Prova d'enriquiment. La incubacié de mostres
d'extracte de patata en un medi semiselectiu, com el
medi SMSA madificat, permet la multiplicacidé de Rals-
tonia solanacearum i, el gque potser és més important,
també dilueix els inhibidors potencials de les proves ELI-
SA o PCR. D'aquesta manera, Ralstonia solanacearum
es pot detectar mitjancant les proves IF, ELISA i PCR
en un medi d’enriquiment. No recomanem fer cultius
directes a partir del medis enriquits, perqué aquests
meétodes d’enriquiment no s’han assajat ni provat a fons.
Si s'inclouen aqui és perqué tenen un potencial con-
siderable. No obstant aixd, a causa de la relativa falta
d'experiéncia que se’'n té, no es poden utilitzar com a
meétodes de deteccio Unics.

(]) Prova de bioassaig: La prova de bioassaig es fa
servir per aillar Ralstonia solanacearum a partir de |'ex-
tracte de patates mitjancant |'enriquiment selectiu del
bacteri en una planta hoste, i es pot fer en plantes de
tomaquet o en alberginies. Exigeix que les condicions
d'incubacidé siguin dSptimes, segons s'especifiquen en
aquest métode. Es molt probable que els bacteris inhi-
bidors de Ralstonia solanacearum en un medi SMSA
no interfereixin en aquesta prova.

(®) Proves confirmatories: La identificacio fiable d'un
cultiu pur de Ralstonia solanacearum s’'efectua mitjan-
cant alguna de les proves que s'enumeren en el punt
4.1 de la seccid ll, en combinacié amb una prova de
patogenicitat (punt 4.3 de la secci6 ). Toti que la carac-
teritzacié de la soca és optativa, es recomana en cada
cas nou.

SECCIO Il

Diagnostic de la podridura bruna en els tubercles de
patata i de la mustiguesa bacteriana en les plantes
de la patata i del tomaquet

1. Simptomes:
1.1 Simptomes en la patata:

En la planta. La fase inicial de la infeccié es carac-
teritza per un emmusteiment de les fulles en progressié
ascendent cap a l'extrem superior de la planta, sota I'e-
fecte de les temperatures dilirnes altes, amb una recu-
peracié durant la nit. L'emmusteiment es fa rapidament
irreversible i ocasiona la mort de la planta. El teixit vas-
cular de les tiges de les plantes marcides tallades de
manera transversal es pot tornar bru, i en la superficie
del tall s’hi sol cbservar un exsudat mucds blanguinds
0 aquest es pot extreure pressionant la tija. Si es colloca
verticalment una tija tallada en aigua, dels feixos vas-
culars surten fils viscosos de |'exsudat.

En el tubercle. Els tubercles de la patata s’han de
tallar de manera transversa a prop de la part basal {es-
told). En la fase inicial de la infeccié es produeix un
descoloriment entre groc vitri i bru clar de la linia vas-
cular, de la qual sol fluir espontaniament un exsudat
mucds crema pakHid després d'uns minuts o quan es
fa una lleugera pressié amb els polzes a la pell propera
a la superficie del tall. Posteriorment, el descoloriment
vascular adquireix un to bru més marcat | la necrosi
es pot estendre al teixit parenguimatic. En les fases avan-
cades, la infeccié progressa des de la part basal i els
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ulls, i pot donar lloc al fet que es produeixin a la pell
lesions lleugerament enfonsades de color bru rogenc
per les quals flueixen bacteris, cosa que fa que s'hi adhe-
reixin particules del terra.

1.2 Simptomes en el tomaquet:

En la planta. El primer simptoma visible és I'aspecte
flaccid de les fulles més joves. En condicions mediam-
bientals favorables per al patogen {temperatura del terra
d'uns 25 °C, humitat saturada) es produeix |'epinastia
i 'emmusteiment d’'una part o de la totalitat de la planta
en pocs dies, que desemboca en el coHapse total de
la planta. En condicions menys favorables (temperatura
del terra per sota de 21 °C) poden sorgir hombroses
arrels adventicies de la tija. En ocasions s’‘cbserva un
cordo greixés al llarg de la tija que demostra I'existéncia
de necrosi en el sistema vascular. En tallar la tija trans-
versalment, els seus teixits vasculars, que presenten un
descoloriment bru, hi exsuden gotes de liquid bacteria
blanc o groguenc.

2. Proves de seleccio rapida: Les proves de seleccid
rapida faciliten un diagndstic presumptiu. Feu una o més
de les proves segiients:

Prova de I'exsudacié de la tija: La preséncia de Rals-
tonia solanacearum en tiges de patata o de tomaquet
marcits es pot avaluar utilitzant la senzilla prova que
s'indica tot seguit.

Tallar la tija just per sobre del nivell del terra. Collocar
la superficie del tall en un got de precipitacions que
contingui aigua. Poc després, dels feixos vasculars han
de sortir de manera espcntania fils d'exsudat bacteria.
Aquest fenomen no es produeix amb cap altre bacteri
que causi infeccions vasculars a les plantes de patata
o de tomaquet.

Prova de la deteccid de granuls de poli-3-hidroxibutirat
{(PHB): Els granuls de PHB de les céllules de Ralstonia
solanacearum es visualitzen tenyint de color blau Nil A
0 hegre Sudan B.

Preparar un frotis de I'exsudat o del teixit sospitds
en un portaobjectes, ¢ un frotis d’'un cultiu de 48 hores
en YPGA o SPA (apéndix 1). Preparar frotis de control
positiu d'una soca de biovar 2 i raca 3 i, si es considera
atil, un frotis d'un control negatiu. Deixar assecar. Passar
amb rapidesa diverses vegades per la flama la cara infe-
rior del portacbjectes fins que el frotis quedi fixat.

Prova del blau Nil:

1. Banvyar el frotis fixat amb una solucié aguosa a
I'l per 100 de blau Nil A. Incubar durant 10 minuts
a bb °C.

2. Escorrer la solucid de tenyiment. Rentar suau-
ment sota l'aixeta durant uns instants. Eliminar l'aigua
sobrant amb un mocador de paper.

3. Banyar el frotis amb acid acétic aquos al 8 per
100. Incubar durant 1 minut a temperatura ambient.

4.  Rentar suaument sota l'aixeta durant uns instants.
Assecar amb un mocador de paper.

b. Tornar a humitejar amb una gota d’aigua. Tapar
amb un cobreobjectes.

6. Examinar el frotis tenyit amb un microscopi equi-
pat amb epifluorescéncia a 450 nm amb oli d'immersio,
a 1.000 augments.

Observar si es produeix la fluorescéncia taronja bri-
llant dels granuls de PHB. Observar-ho també amb la
llum normal per assegurar-se que els granuls sén intra-
cellulars i que la morfologia cellular és la tipica de Rals-
tonia solanacearum.

Prova del negre Sudan:

1. Banyar el frotis fixat amb una solucié de negre
Sudan B al 0,3 per 100 en etanol del 70 per 100. Deixar
en incubacié durant 10 minuts a temperatura ambient.

2. Escorrer la sclucié de tenyiment. Rentar suau-
ment amb aigua de l'aixeta durant uns instants. Eliminar
l'aigua sobrant amb un mocador de paper.

3. Submergir breument el frotis en xilol. Assecar-ho
amb un mocador de paper. Cal anar amb precaucio en
fer servir el xilol perqué és un producte nociu. Treballar
en una campana de fums.

4. Banvyar el frotis amb safranina aquosa al 0,5 per
100 (p/v) i deixar durant 10 minuts a temperatura
ambient. Cal anar amb precaucio en fer servir la safranina
perqué és un producte nociu. Treballar en una campana
de fums.

b. Rentarsuaumentsota I'aixeta durant uns instants.
Assecar amb un mocador de paper. Tapar amb un
cobreobjectes.

6. Examinar el tenyiment amb un microscopi optic
amb llum transmesa amb ali d'immersio, a 1.000 aug-
ments.

Els granuls de PHB de les céllules de Ralstonia sola-
nacearum es tenyeixen de negre blavds, mentre que les
parets de les céllules ho fan de rosa.

Ahres proves: Altres proves adequades per a una
seleccid rapida son la prova IF (punt 2 de la seccio lll),
la prova ELISA {punt 3 de la seccio lll) i la prova PCR
(punt 4 de la seccio lll).

3. Procés d'aillament:

3.1 Agafar exsudat o petites seccions de teixit deco-
lorat de l'anell vascular del tubercle o dels feixos vas-
culars de la tija de la planta de la patata o del tomaquet.
Posar en suspensié en un volum reduit d’aigua destil-lada
estéril o en tampd fosfat 50mM. Deixar reposar de b
a 10 minuts.

3.2 Preparar séries de dilucions decimals de la sus-
pensio, per exemple 1/10i1 1/100, o més si es considera
necessari.

3.3 Afegir un volum normalitzat de la suspensid i
de les dilucions a un medi nutritiu general (NA, YPGA
i SPA; apéendix 1) i/o a un medi de tetrazole de Kelman
(apendix 1) i/o a un medi selectiu SMSA {apéendix 7).
Estendre o fer estries amb una técnica adequada de
dilucié en plaques. Si es considera util, preparar un con-
junt de plaques diferents amb un cultiu d’'una suspensio
celular diluida d'una soca virulenta de Ralstonia sola-
nacearum de biovar 2 i raca 3 que s’ha d'utilitzar com
a control positiu.

3.4 Deixar en incubacié les plaques tres dies a 28 °C.
La incubacid es pot prolongar fins a sis dies si el creixe-
ment és lent, peré les coldonies en SMSA amb freqiliéncia
es tornen atipiques i moren.

En un medi nutritiu general, els aillats virulents de
Ralstonia solanacearum desenvolupen colonies de color
blanc nacrat, planes, irregulars i fluides, que sovint pre-
senten els verticils caracteristics.

En el medi de tetrazole de Kelman, les colonies tipi-
ques daillats virulents de Ralsfonia selanacearum sén
de color crema, planes, irregulars, amb anells de color
vermell sang al centre. Les colonies avirulentes de Rals-
tonia solanacearum son butiroses i de color vermell fort.

En el medi SMSA, les colonies tipiques dels aillats
virulents de Ralstonia solanacearum sén de color blanc
lletds, planes, irregulars i fluides, i presenten centres d'un
marcat color vermell sang.

Les formes avirulentes de Ralstonia sofanacearum
desenveolupen coldnies menys fluides, d'un color que
oscilla entre completament rosa i vermell en el medi
SMSA.

3.5 Purificar les colénies de morfologia caracteris-
tica mitjancant subcultiu en un medi nutritiu general.
Evitar els subcultius continus que poden donar lloc a
una peérdua de viruléncia.
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4. Proves de confirmacio:

4.1 Identificacio de Ralstonia solanacearum: Iden-
tificar els cultius purs de Ralstonia solanacearum mit-
jancant un, com a minim, dels procediments seguents.

Nota: Incloure els controls adequats en cada prova.

Proves nuftricionals i enzimatiques: Les propietats
fenotipiques segiients de Ralstonia solanacearum estan
universalment presents o absents:

Pigmentfluorescent ................................
Inclusionsde PHB ... ... ... ... ... ... .......
Prova O/F ... . .
Catalasa ... ..
Oxidasade Kovacs ... ... .. ... .. .. ... ... ......
Reduccid denitrats ... ... ... .. ... ... ...

Utilitzacid decitrat ......... .. ... ... .. ... ... .....
Creixementa 40°C ... ... ... ... ...

Creixementen NaClal'l per 100 ................
Creixementen NaClal 2 per 100 .................
Dihidrolasad’arginina ..............................
Liguacio degelatina ................................
Hidrolisidel midd ... ... ... ... ... ...
Hidréliside l'esculina ...............................
Producciédeleva ... ... .. .. ... ... ... ......

o
[ T R T B B 1+ ++-|—.:t+|
T

Els mitjans i els metodes es troben en Lelliott i Stead
{1987)

Prova IF: Preparar una suspensié de 10° céllules per
ml del cultiu i de les soques de control positiu. Preparar
una seérie de dilucions a 1/2 de I'antiserum. Aplicar el
procediment d’'IF {punt 2 de la seccid ). El titol IF del
cultiu ha de ser equivalent al del control positiu.

Prova ELISA: Preparar una suspensic de més de 10°
céllules per ml del cultiu i de les soques de control positiu.
Aplicar el procediment ELISA (punt 3 de la seccid ll).
El valor ELISA del cultiu ha de ser equivalent al del control
positiu.

Prova PCR: Preparar una suspensié de 10° céllules
per ml del cultiu i de les soques de control positiu. Aplicar
el procediment PCR (punt 4 de la seccio lll). El producte
de PCR del cultiu ha de tenir la mateixa mida i pos-
teriorment les mateixes bandes en I'analisi amb I'enzim
de restriccio (REA), que el control positiu.

Hibridacio fluorescent in situ (Fluorescent in situ hybri-
disation o FISH): Preparar una suspensio de 10 céllules
per ml del cultiu i de les sogues de control positiu. Aplicar
el procediment FISH (Van Beuningen et al, 1995) amb
I'iniciador OLI-1 PCR (Seal et al., 1993). El cultiu ha de
mostrar la mateixa reaccio que el control positiu.

Perfils de proteines: Les proteines de célules sen-
ceres desnaturalitzades se separen mitjancant electro-
foresi en gel de poliacrilamida (PAGE) segons Stead
{1992a).

Perfils d'acids grassos (Fatty acid profiling o FAP):
Mantenir el cultiu i la soca de control positiu en agar
de tripticasa de soja durant 48 hores a 28 °C i aplicar
el procediment FAP (Janse, 1991; Stead, 1992a; Stead
1992b). El perfil del cultiu ha de ser idéntic al del control
positiu. En les condicions especificades, els acids grassos
caracteristics son 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H i 18:1
20H.

4.2 Caracteritzacio de les soques: La caracteritzacio
de les soques és optativa, perd es recomana que en
cada cas nou s'utilitzi, com a minim, una de les proves
seglients:

Determinacié de les biovars: Ralstonia solanacearum
es divideix en biovars en funcid de la capacitat de produir
acid de tres hexoses alcohodliques i tres sucres (Hayward,
1964 1994).

Biovar

Utilitzacié de:

Maltosa ...... -
Lactosa ...... -
Cellobiosa ... -
Mannitol ..... -
Sorbitol ...... - -
Dulcitol ...... - -

CE

++++++

+ 4+
R

La biovar 2 es diferencia en subfenotips per mitja
de proves addicionals (Hayward, 1994):

Biovar 2 Biovar 2-A Biovar 2-T
Utilitzacio de trehalosa. - + +
Utilitzacio d'inositol + - +
Utilitzacid de D-ribosa . - - +
Activitat pectolitica ....| baixa baixa alta

Determinacio de les races: La raca {(Buddenhagen et
al, 1962) es pot determinar amb una prova de pato-
genicitat en plantes de tomaquet o en alberginies i en
plantes de tabac, i mitjancant una reaccié d’hipersen-
sibilitat {HR) en fulles de tabac (Lozano i Sequeira, 1970):

Raca (")

1 2 3

Reaccio en:

Plantes de toma-| Emmusteiment | Sense reaccié | Emmusteiment
quet/alberginies.

Plantes de tabac. |Emmusteiment| Sense reaccié | Sense reaccio

Fulles de tabac.  |Necrosi {48 h)| HR{12-24 h) Clorosi
emmusteiment (2-8 dies)
(7-8 dies)

(")} La raca 4 (patdgena en el gingebre i en algun altre hoste)
i la raca B (patdbgena només en la morera) no hi estan incloses.

La caracteritzacio de la raca per mitja de proves de
patogenicitat o hipersensibilitat en fulles de tabac pot
no ser gaire fiable, perd pot ser deduida a partir de la
biovar i de I'hoste original.

El cultiu es pot caracteritzar encara més mitjancant
el segiient:

Obtencio de 'empremta dactilar gendmica.

La diferenciacido molecular de les soques en el com-
plex de Ralstonia solanacearum es pot fer de la manera
seglent:

Analisi RFLP (Cook et af., 1989).
PCR de seqgliéncia repetitiva [REP-, ERIC- & BOX-PCR
(Louws et al, Smith et al, 1995)].

4.3 Prova de patogenicitat. Aquesta prova es des-
tina a confirmar el diagnodstic de Ralstonia solanacearum
i a comprovar la viruléncia dels cultius identificats com
a Ralstonia solanacearum.

Preparar un indcul de 10° céllules per ml de cultiu
i una soca de control positiu. Inocular de b a 10 plantes
de tomaquet o alberginies, preferentment en la fase de
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la tercera fulla verdadera o posterior {punt 6 de la sec-
cio lll). Deixar en incubacié fins a dues setmanes entre 22
i 28 °C amb una humitat relativa alta i reg diari. Observar
si es produeix emmusteiment i/o epinastia, clorosi o
nanisme.

Alllar el bacteri de les plantes simptomatiques de la
manera seglient:

separar seccions de la tija 2 cm per sobre del punt
d’inoculacid,

dilacerar i suspendre en un petit volum d’aigua esteril
o en tampd fosfat BOMM. Sembrar, deixar en incubacié
i buscar colonies amb una morfologia tipica de Ralstonia
solanacearum.

SECCION

Deteccié i identificacié de Ralstonia solanacearum en
mostres de tubercles de patata

Nota: La mida normal de la mostra és de 200 tubercles.
No obstant aix0, el procediment es pot adaptar conve-
nientment per a mostres amb menys de 200 tubercles.

1. Preparacié de la mostra per a I'analisi:

Observacio: L'extracte de patata obtingut amb aquest
procediment també es pot fer servir per a la deteccié
de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Opcions prévies a |'analisi, en qué es considerin Utils:

i) incubar la mostra a 25-30 °C durant un periode
de fins a dues setmanes per afavorir la multiplicacié de
les poblacions latents de Ralstonia solanacearum,

ii) rentar els tubercles amb aigua corrent utilitzant
desinfectants | detergents apropiats. Assecar a l'aire els
tubercles.

1.1 Treure lI'epidermis de la part basal {melic) del
tubercle amb un bisturi o un ganivet net i desinfectat,
de manera que els teixits vasculars quedin a la vista.
Extreure amb cura una petita falca conica {de 3 a b mm
de diametre) de teixit vascular de la part basal de cada
tubercle. Extreure el minim volum possible de teixit no
vascular. Processar cada un dels tubercles de la mostra.

Observacié: I'examen visual dels tubercles (punt 1
de la seccio Il) es pot efectuar en aquesta fase. Retirar
els tubercles que presentin simptomes o estiguin molt
podrits i analitzar-los individualment {seccié Il). .

1.2 Collocar les falgues en un recipient tancat. Es
convenient processar-les immediatament. Si no és pos-
sible, es poden emmagatzemar durant un periode de
24 hores com a maxim o, si es mantenen a 4 °C, que
no superiles 72 hores.

1.3 Processar les falques per un dels métodes
seglents:

i) Collocar les falques en un recipient adequat.

Afegir solucid tampd de maceracid (apéndix 2) en
quantitat suficient perque les cobreixi.

Esmicolardes en una trituradora Waring Blender o
Ultra Thurrax fins a aconseguir una homogeneitzacié
completa perd no excessiva.

Deixar el macerat en remull de 15 a 30 minuts.

ii) Collocar les falques en un recipient adequat.

Afegir solucido tampé de maceracid en una quantitat
suficient perqué les cobreixi.

ColHocar el recipient en un agitador rotatori.

Incubar a 50-100 rpm durant 4 hores a 20-22 °C
o durant 16-24 hores a 4 °C.

iii}y ColMocar les falques dins d'una bossa de mace-
racid d'un sol Us que sigui resistent (per exemple, una
bossa Stomacher, de 105 x 150 mm, estéril per radiacié).

Matxucar amb cura les falques amb un instrument
adequat, com, per exemple, un martell, fins a aconseguir
una homogeneitzacio completa.

Afegir solucié tampd de maceracié en una quantitat
suficient perque cobreixi les falques.
Deixar reposar el macerat durant 15-30 minuts.

1.4 Extreure els bacteris de les falques processades
mitjancant un dels procediments seglients:

i} Decantar suaument el macerat en un tub de cen-
trifugar i deixar els residus en el recipient o la bossa.
Si la decantacio presenta un aspecte térbol, centrifugar
a 180 g, com a maxim, durant 10 minuts, a una tem-
peratura inferior a 10 °C.

Centrifugar la decantacio o el sobrenedant obtingut
en la primera centrifugacié, a 7.000 g durant 15 minuts
0 a 10.000 g durant 10 minuts a una temperatura inferior
a10°C.

Eliminar el sobrenedant sense pertorbar la precipi-
tacicé.

iy Filtrar el macerat mitjancant un sistema de filtra-
cid els porus del gual tinguin una mida de 40-100 mm.

Accelerar la filtracié utilitzant una bomba de buit.

Recollir el filtrat en un tub de centrifugar.

Rentar el filtre amb un tampé de maceracio.

Centrifugar el filtrat a 7.000 g durant 15 minuts o
a 10.000 g durant 10 minuts a una temperatura inferior
a10°C.

Descartar el sobrenedant sense pertorbar la preci-
pitacio.

1.5 Posar en suspensié la precipitacio en 1 ml de
tampé de precipitacid (apéndix 2).

Dividir en dues parts iguals i posar cada part en un
microvial.

Utilitzar un sol microvial per a la prova. Conservar
I'extracte sobrant a 4 °C durant I'analisi.

Afegir glicerol estéril al 10-25 per 100 (v/v) a l'altre
microvial. Homaogeneitzar per agitacio. Guardar a -18 °C
(setmanes) 0 a-70 °C (mesos).

2. Prova dimmunofluorescéncia (IF): Utilitzar un
antisérum per Ralstonia solanacearum, de preferéncia
per raca 3 i biovar 2. Determinar el titel en una suspensio
de 10° ceHules per ml de la soca homobloga de Ralstonia
soflanacearum amb una dilucié apropiada del conjugat
d’isotiocianat de fluoresceina (FITC), segons les recoma-
nacions del fabricant. L'antisérum cru hauria de presentar
un titol IF d'almenys 1:2.000.

Utilitzar portacbjectes de vasets multiples, de prefe-
rencia amb 10 recipients de 6 mm de diametre com
a minim.

Incloure en cada portaobjectes un control de conjugat
FITC. S’ha de repetir la prova amb el control PBS inclos,
si s'cbserva alguna céllula positiva en el control FITC.

Preparar en un altre portaobjectes controls positius
amb una suspensié de 10 céHules per ml d'una soca
de raca/biovar adequades de Ralsfonia solanacearum.
Incloure un portaobjectes en cada série de proves.

2.1 Preparar els portaobjectes segons un dels pro-
cediments seglients:

i) Per a precipitacions amb una quantitat relativa-
ment petita de midé:

Posar amb una pipeta un volum determinat (amb 15
ml n’hi ha prou per a vasets de 6 mm de diametre;
augmentar el volum si el diametre és més gran) de la
precipitacio en suspensié en una fila de vasets. L'altra
fila es pot utilitzar com a duplicat o per a una segona
mostra, tal com s’indica en la figura 1.

i}y Per a altres precipitacions:

Preparar dilucicns decimals, per exemple 1/10,
1/100 i 1/1.000, de la precipitacié en suspensio en
tampo de precipitacié. Posar amb una pipeta un volum
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normalitzat mesurat (15 ml és suficient per a vasets de
6 mm de diametre; augmentar el volum si el diametre
és més gran) de la precipitacié en suspensié i de cada
dilucid en una fila de vasets. L'altra fila es pot utilitzar
com a duplicat o per a una segona mostra, tal com
indica la figura 2.

2.2 Deixar assecar les gotetes. Fixar les céllules bac-
terianes al portaobjectes escalfantlo, flamejantdo o mit-
jancant etanol del 95 per 100.

2.3 Procediment IF:

i) Si el portaobjectes s’ha preparat segons l'incis i)
de punt 2.1: Preparar un conjunt de dilucions a 1/2
de lI'antisérum en el tampod IF (apéndix 3): 1/4 del titol
(T/4), 1/2 del titol (T/2), el titol (T) i dues vegades el
titol (2T).

i) Si el portacbjectes s’ha preparat segons l'incis ii)
del punt 2.1: Preparar la dilucio de treball (DT) de l'an-
tiserum en el tampd IF. La dilucié de treball és la dilucié
de l'antiserum amb especificitat optima, i normalment
és a la meitat del titol.

FIGURA 1

Preparacié del portaobjectes segons l'incis i} dels
punts 2.1i 2.3

DiLUCIO NORMALITZADA DE LA PRECIPITACIO EN SUSPENSIO
(T= titol)

FTC T/4 T/2 T 2T DDiIucionsa

1/2 dantisérum

Mostra 1 * LY 3 o4 *5
Duplicat de la
mostra 1 o
mostra 2 5 o7 8 g 10
FIGURA 2
Preparacié del portaobjectes segons lincis ii) dels
punts 2.1i 2.3

FITC DILUCIO NORMALITZADA D ANTISERUM

Res Res 1/10 1/100 1/1.000[ ] pjjycis

decimal
Mostra 1 o 2 3 ol b precipitat
Duplicat de la suspes
mostra 1 o
mostra 2 5 o7 g *9 *10

2.3.1 Collocar els portacbjectes en un mocador de
paper humitejat.

Afegir als vasets corresponents la dilucié o les dilu-
cions d'antiserum. Aplicar PBS en els vasets FITC. El
volum de l'antisérum aplicat en els vasets ha de ser
equivalent al volum d’extracte aplicat.

2.3.2 Taparideixarincubar durant 30 minuts a tem-
peratura ambient.

2.3.3 Sacsejar les gotetes d'antisérum del portach-
jectes i esbandir acuradament els portaobjectes amb
tampod IF. Rentar durant 5 minuts amb tampo IF-Tween.
Repetir I'operacié amb tampé IF (apéndix 3). Eliminar
acuradament I'excés d’humitat.

2.3.4 Collocar els portacbhjectes en un mocador de
paper humitejat.

Cobrir els vasets en qliestio i el vaset FITC amb la
dilucié del conjugat FITC utilitzat per determinar el titol.
El volum de conjugat aplicat en els vasets ha de ser
identic al volum d’antisérum aplicat.

2.3.5 Tapar i deixar en incubacidé durant 30 minuts
a temperatura ambient.

2.3.6 Sacsejar les gotetes de conjugat del portaocb-
jectes. Esbandir i rentar com abans (2.3.3). Eliminar acu-
radament I'excés d’humitat.

2.3.7 Posar amb una pipeta de b a 10 ul de tampé
fosfat glicerol de 0,1 M (apendix 3) o un volum similar
en cada vaset i collocar un cobrecbjectes.

2.4 Lecturade la prova IF:

Examinar els portaobjectes en un microscopi epifluo-
rescent amb filires adequats perqué es produeixi I'ex-
citacio del FITC, amb oli d'immersio i a 500-1.000 aug-
ments. Fer recérrer els vasets al llarg de dos diametres
perpendiculars entre si i al voltant del perimetre.

En primer lloc, comprovar el control positiu. Les célu-
les han de ser fluorescents brillants i estar completament
tenyides.

Nota: La prova s'ha de repetir si el tenyiment no és
bo en el control positiu.

Llegir els portacbjectes. Observar primer l'abséncia
de cellules flucrescents en els vasets FITC. Si n’'hi ha,
cal indicar una unié no especifica del conjugat, auto-
fluorescencia o contaminacio.

Nota: En aquest cas, repetir la prova.

Comprovar si hi ha céllules fluorescents brillants amb
una morfologia caracteristica de Ralstonia solanacearum
en els vasets problema. La intensitat de la fluorescéncia
ha de ser equivalent a la de la soca de control positiu
a la mateixa dilucié de I'antisérum. Cal descartar les céllu-
les que presentin un tenyiment incomplet o amb una
fluorescéncia que sigui escassa, tret que hi hagi moltes
cellules d’'aquest tipus (vegeu la interpretacid dels resul-
tats de la prova IF).

Interpretacio dels resultats de la prova IF:

i) La prova és negativa si en la mostra no es troben
cellules fluorescents brillants amb una morfologia carac-
teristica.

i) Si hi ha céllules fluorescents brillants amb una
morfologia caracteristica, cal determinar el nombre mitja
de cellules per camp microscopic i calcular el nombre
de céllules {(N) per ml de precipitacid en suspensié (apén-
dix 4).

Es considera que el limit de deteccié per a la prova
IF se situa al voltant de 10 cellules per ml de precipitacié
en suspensioé:

en les mostres amb N>10% céllules per ml, la prova
IF es considera positiva,

en les mostres amb N<10? célules per ml, la prova
IF es pot considerar positiva.

iii) Sihi haun gran nombre de céltlules (>10° célules
per ml) incompletament tenyides o amb fluorescéncia
feble en el titol, s’ha de fer una segona prova:

o bé una prova basada en un principi biolégic diferent,
o bé repetir la prova IF, ja sigui amb un segon anti-
sérum o amb una dilucié decimal de la precipitacio.

3. Provadimmunoabsorcio enzimatica (Enzyme Lin-
ked Immuno Sorbent Assay o ELISA) (basada en Robin-
son-Smith et al,, 1995).

Utilitzar antisérum per a Ralstonia solanacearum, pre-
feriblement de la raca 3 i biovar 2. Determinar el titol
en una suspensié de 10° callules per ml de la soca
homoéloga de Ralstonia solanacearum.
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Es recomana utilitzar plaques de microtitulacio NUNC
Polysorp.

Incloure un control negatiu d’'extracte de patata i un
control de tampdé fosfat sali (PBS).

Utilitzar una suspensié de més de 10° céllules per
ml d'una soca de Ralstonia solanacearum biovar 2, raca
3. com a control positiu. Processar-lo de la mateixa mane-
ra que la mostra o les mostres, perd ben separat d'a-
questes en la placa de microtitulacié.

3.1 Posar amb una pipeta de 100 a 200 ul de la
precipitacid en suspensié en un microvial.

Escalfar durant 4 minuts a 100 °C. Collocar el micro-
vial en gel.

3.2 Afegir un volum igual de tampod d'entapissat
de carbonat de doble concentracié (apéndix b). Homo-
geneitzar per agitacio.

3.3 Afegir aliquotes de 100 pul a cada un de dos
vasets, com a minim, de la placa de microtitulacid.

Deixar en incubacié durant una hora a 37 °C o durant
una nita 4 °C.

3.4 Treure els extractes dels vasets. Rentarlos tres
vegades amb PBS-Tween (apéndix 5), deixant-hi I'altima
solucié de rentat durant b minuts com a minim.

3.5 Preparar la dilucié adequada d'antisérum de
Ralstonia solanacearum en un tampdé de bloqueig (apen-
dix b). Posar 100 pl de dilucié d’antisérum en els vasets.

Deixar en incubacié durant una horaa 37 °C.

3.6 Treure I'antiserum dels vasets. Rentarlocs com
en el punt 3.4.

3.7 Preparar la dilucio adegquada de conjugat de fos-
fatasa alcalina en un tampé de bloqueig. Posar 100 pl
de dilucio de conjugat en els vasets.

Deixar en incubacié durant una hera a 37 °C.

3.8 Treure el conjugat dels vasets. Rentarlos com
en els punts 3.4 3.6.

3.9 Preparar la solucié de substrat de fosfatasa alca-
lina (apéndix b5). Posar 100 ul en els vasets. Deixar en
incubacié de 30 minuts a una hora en la foscor a tem-
peratura ambient.

3.10 Llegir I'absorbancia a 405 nm.

Interpretacio de la prova ELISA: La prova ELISA és
negativa si la densitat optica (DO) de la mostra és <2
x DO del control negatiu.

La prova ELISA és positiva si la DO de la mostra
és >2 x DO del control negatiu.

4. Prova de polimeritzacio en cadena (Polymerase
Chain Reaction o PCR) (Basat en Seal et al., 1993).

Observacid: 5’han de fer servir puntes de pipeta ajus-
tades amb un filtre en totes les fases de preparacid de
la mostra i sempre gue s’hagi de manejar PCR.

Preparar una suspensié de 10° céllules per ml d'una
soca de Ralstonia solanacearum de raca 3 i biovar 2
com a control positiu. Actuar de la mateixa manera que
amb la mostra o les mostres.

4.1 Posar amb una pipeta 100 ul de la precipitacio
en suspensié en un microvial.

Una altra alternativa és posar 90 pl de la precipitacio
en suspensid en un microvial que contingui 10 ul de
NaOH 0,5 M. Mesclar invertint el vial repetidament.

4.2 Escalfar durant 4 minuts a 100 °C. Collocar el
microvial en gel immediatament.

4.3 Preparar, almenys, dues dilucions decimals, per
exemple 1/10 i 1/100, o més si es considera Util, en
aigua destilada estéril o ultrapura (UPW).

4.4 Preparar la barreja de reaccié PCR (apéndix 6)
en un vial estéril afegint-hi els components seglients en
I'ordre en gué se citen:

Volum de reaccié de 50 ul

Component Ouaﬂmat Concf:ennallracm')
ul
Aigua destillada estéril o ultrapura. |30,8-33,8
T0xtamp6 PCR ....................... 5,0 1x
d-ATP 1,0 0,2 mM
d-CTP ...l 1,0 0,2 mM
d-GTP ..l 1,0 0,2 mM
d-TTP 1,0 0,2 mM
Iniciador OLI-1 (20 uM) .............. 2,b T mM
Iniciador Y-2 (20 uM) ................ 2,b T mM
Polimerasa Tag (b U/ul) ............. 0,2 1.0U
Volumtotal ....................... 45-48

Per a més reaccions:

Calcular la quantitat de cada component per al hom-
bre de reaccions necessari.

Mesclar els components i posar 45-48 ul de la mescla
en vials PCR estérils.

Collocar els vials amb la mescla de la reaccié PCR
en gel.

Per a volums de reaccié de 25 pul.
Reduir els components proporcionalment.

45 Amplificacio de la PCR.

451 Optatiu: centrifugar amb impulsos els vials
que contenen la mostra bullida i el control positiu.

Afegir, en l'ordre indicat, 2-5 ul de la mostra o les
mostres, el control d'aigua i el control positiu als vials
que contenen la barreja de la reaccio PCR. Collocar els
vials a I'escalfador del termociclador d’ADN.

452 Aplicar el procgrama seglient:

Un cicle de:

i} Dosminuts a 96 °C: desnaturalitzacié de la cadena
motlle;

50 cicles de:

i} Vint segons a 94 °C: desnaturalitzacia,
i)  Vint segons a 68 °C: hibridacio d'iniciador,
iv) Trenta segons a 72 °C: extensio de la copia;

Un cicle de:
v) Deu minuts a 72 °C: nova extensio;

Un cicle de:
vi) Manteniment de la temperatura a 4 °C.

Observacio: Aquests parametres son per a un aparell
Perkin Elmer 9600. Per a altres termocicladors pot ser
que calgui una capa d’oli mineral en els vials de la reaccié
PCR i/o modificar la durada de les fases ii), iii) i iv)
d'amplificacio.

453 Retirar els vials del termociclador. Analitzar
el producte de la PCR. Si aquesta operacio no es fa
immediatament, emmagatzemar els vials a 4 °C si se
n'han d'utilitzar el mateix dia 0 a —18 °C, si el periode
d'espera és més gran.

46 Analisi del producte de la PCR:

Els fragments de la PCR es detecten mitjancant elec-
troforesi en gel d’'agarosa i tenyiment amb bromur d’etidi.

46.1 Preparar unh gel d'agarcsa apropiat portant
suaument I'agarosa a ebullicid en un tampo de tris-acetat
per electroforesi (TAE).
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41.6.2 Refredar I'agarcsa fosa a b0-60 °C, abocarla
en el motlle de la unitat d’electroforesi i inserir-hi la pinta.
Deixar que el gel se solidifiqui.

41.6.3 Retirar la pinta. Submergir el gel en TAE de
manera que quedi cobert (2-3 mm) amb el tampé.

4.6.4 Posar gotetes de 3 pul de tampd de carrega
en Parafilm. Afegir 12 pl del producte de la PCR pro-
cedents de les mostres, del control positiu o del control
d'aigua, i mesclar aspirant suaument per la punta de
la pipeta abans de la carrega. Els volums donats es poden
modificar perqué s'ajustin a la capacitat dels vasets en
el gel d'agarosa.

465 Carregar amb cura els vasets del gel. Incloure
un marcador ADN apropiat com a minim en un vaset,
perqué serveixi de referéncia.

46.6 Connectar els cables al generador d'electri-
citat i a I'equip d’electroforesi. Deixar cérrer el gel a b-8
V/cm fins que la part davantera de l'indicador de segui-
ment estigui a 1 cm del final del gel.

4.6.7 Tallar el subministrament d’electricitat. Des-
connectar els cables de la unitat d’electroforesi.

Retirar el gel amb cura. Submergir-lo en una solucié
de bromur d’etidi durant un periode compreés entre trenta
i guaranta-cinc minuts.

Observacio: S’han de portar guants d’'un sol us cada
vegada que es manipuli bromur d’etidi, perqué és un
mutagen molt fort.

46.8 Destenyir-ho en aigua destillada durant 10-15
minuts.

4.6.9 Visualitzar el fragment o els fragments d’ADN
amplificats mitjancant transilluminacié UV. El producte
de la PCR de Ralstonia solanacearum amb el conjunt
d’iniciadors OLI-1 i I-2 té una longitud de 288 bp. Com-
parar amb el marcador d’ADN i amb el control positiu.

Observacio: El control d'aigua ha de ser negatiu en
qualsevol cas. Si no és aixi, cal repetir la prova.

46.10 Fer una fotografia del gel, en cas que es
necessiti una prova permanent.

46.11 Confirmar 'autenticitat del fragment ampli-
ficat mitjancant una analisi de I'enzim de restriccié (REA).

4.7 Analisi de I'enzim de restriccio (REA):

4.7.1 Posar 8,5 ul del producte de la PCR (4.5.3)
en un microvial nou. Afegir-hi 1 pl de tampd d'enzim
10 x 10,5 yl d'enzim de restriccid Avall.

4.7.2 Mesclarho aspirant suaument per la punta
de la pipeta. Si queden gotes a les parets del vial, sot-
metre’l a una microcentrifuga. Deixar-ho incubar durant
una hora a 37 °C.

47.3 Analitzar el fragment de la PCR digerit mit-
jancant electroforesi en gel d'agarosa, tal com indica
el punt 4.6.

Interpretacio dels resultats de la prova PCR:

La prova PCR és negativa si no es detecta el fragment
288 bp caracteristic i si es detecta per a la soca de
control positiu de Ralstonia solanacearum.

La prova PCR és positiva si es detecta el fragment
288 bp i I'analisi REA del fragment amplificat és identic
al de la scca de control positiu de Ralstonia solanacea-
rum.

5. Proves de sembra en medi selectiu (basades en
Elphinstone et al, 1996):

5.1 Fer la prova mitjangant una técnica de dilucio
eh plagues apropiada, com ara:

i) Preparar, com a minim, dues dilucions decimals,
perexemple 1/101 1/100, o més, si es considera neces-
sari, del sediment en suspensié en un tampd de pre-
cipitacié. Posar amb una pipeta un volum normalitzat

mesurat (50-100 ul) del sediment en suspensid i de cada
dilucio en el medi selectiu SMSA modificat (apéndix 7)
i estendre-ho amb una vareta de vidre per tota la super-
ficie del medi.

Si es considera util, fer també una estria de dilucié
amb una nansa carregada amb 10 pl del sediment en
suspensio. Flamejar la nansa entre cada sembra.

i) Posar un volum estandard mesurat (50-100 ul)
del sediment en suspensié en el medi selectiu SMSA
madificat | estendre-ho amb una vareta de vidre per tota
la superficie del medi. Passar la vareta sense flamejar-la
com a minim per dues plaques més de SMSA meodificat.

5.2 Afegir, mitjancant la mateixa técnica de dilucio
en plaques, una suspensio de 10° céllules per ml d'una
soca de Ralstonia solanacearum de raca 3 i biovar 2
com a control positiu a un conjunt diferent de plagues
de SMSA modificat.

5.3 Deixar incubar les plagues a 28 °C. Iniciar-ne
la lectura al cap de tres dies. Si el resultat és negatiu,
esperar fins a sis dies com a maxim. Els aillats virulents
de Ralstonia solanacearum desenvolupen coldnies de
color blanc lletés, planes, irregulars i fluides, amb uns
centres de color vermell sang que poden presentar ratlles
0 espirals internes.

5.4 Purificar les colonies d'una morfologia caracte-
ristica mitjancant subcultiu en un medi nutritiu general
(apendix 1).

b5 Identificar els cultius purs (punt 4.1 de la sec-
cio 1) i confirmar els cultius de Ralstonia solanacearum
mitjancant una prova de patogenicitat (punt 4.3 de la
seccio ll).

Interpretacid dels resultats de la sembra en un medi
selectiu:

La sembra en un medi selectiu és negativa si no s'ai-
llen colonies bacterianes al cap de sis dies ni s'aillen
colbnies tipiques de Ralstonia solanacearum, sempre que
no hi hagi sospites d'inhibicié produida per colonies d'al-
tres bacteris i que en els controls positius hi hagi colonies
tipiques de Ralstonia solanacearum.

La sembra en un medi selectiu és positiva si s'aillen
colonies tipiques de Ralstonia solanacearum.

6. Proves de bioassaig (basades en Janse, 1988):

6.1 Utilitzar en cada mostra 10 plantules de toma-
quet o d'alberginia de varietats que siguin sensibles a
la Ralstonia solanacearum, en la fase de la tercera fulla
verdadera. Les plantes no s’han de regar durant les 24
hores prévies a la inoculacid.

6.2 Distribuir entre les plantes 100 ul de sediment
en suspensio, i inocularlo a la tija, entre els cotiledons,
i en un o diversos punts mes.

6.3 Utilitzant aquesta mateixa técnica, inocular 10
plantules amb una suspensié de 10° céllules per ml d'u-
na soca virulenta de Ralstonia solanacearum de raca
3 i biovar 2 com a control positiu i amb tampo de pre-
cipitacié com a control negatiu. Separar fisicament les
plantes inoculades amb el control positiu de les altres
per evitar contaminacions.

6.4 Deixar que les plantes segueixin creixent fins
a quatre setmanes a 22-28 °C amb una humitat relativa
alta i reg diari. Comprovar si s’hi aprecien simptomes
d’emmusteiment, epinastia, clorosi i/o creixement reduit.

6.5 Aillarles de les plantes infectades (seccié Il).
Identificar els cultius purs de morfologia caracteristica
(punt 4.1 de la seccié ) i confirmar els cultius de Rals-
tonia solanacearum mitjancant una prova de patogeni-
citat (punt 4.3 de la seccio Il).

6.6 Si es considera util, comprovar si s’ha produit
infeccid en els lots que no presentin simptomes. Separar
de la tija de cada planta una seccio d'1 cm que estigui
2 cm per sobre del punt dinoculacio. Homogeneitzar
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els teixits en un tampd de maceracié. Portar a terme
la sembra per dilucié en plagues (punt 5.1 de la sec-
cié ). Si se n‘obté un resultat positiu, identificar els
cultius purs de morfologia caracteristica (punt 4.1 de la
seccio ) i confirmar la preséncia de cultius de Ralstonia
solanacearum mitjancant una prova de patogenicitat
{punt 4.3 de la seccio ).

Interpretacid dels resultats de la prova del bioassaig:

La prova del bioassaig és negativa si les plantes no
estan infectades per Ralstonia solanacearum, sempre
que es detecti Ralstonia solanacearum en els controls
positius.

La prova del bioassaig és positiva si les plantes estan
infectades per Ralstonia solanacearum.

7. Proves d’enriquiment (basades en Elphinstone et
al., 1996):

7.1 Posar 100 ml de sediment en suspensié en 3
ml de medi SMSA modificat (apéndix 7).

7.2 Deixar incubar a 28 °C durant 48 hores i, en
qualsevol cas, durant 72 hares com a maxim, mantenint
el tap del tub sense prémer perque hi hagi aireig.

7.3 Ajustar el tap i mesclar. Fer parts aliquotes per
a la prova IF {punt 2 de la present seccid), la prova
ELISA (punt 3 de la present seccid) i/o la prova PCR
{(punt 4 de la present seccid).

8. Proves de patogenicitat:
Vegeu el punt 4.3 de la seccid |l

APENDIX 1

Mitjans nutritius per a l'aillament i el cultiu de
Ralstonia solanacearum

Agar nutritiu {(NA):

Agar nutrient (Difco) 23 g.

Aigua destillada: 1 1.

Preparar volums de 0,5 litres del medi en matrassos
d1l

Dissoldre els ingredients.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Refredar fins a 50 °C. Distribuir en plaques.

Agar llevat peptona glucosa (YPGA):

Extracte de llevat (Difco): b g.

Bacto-peptona (Difco): b g.

D (+) glucosa (monohidrat): 10 g.

Bacto-agar (Difco): 1b g.

Aigua destillada: 11.

Preparar volums de 0,5 | del medi en matrassos d’'1 I

Dissoldre els ingredients.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Refredar fins a b0 “C. Distribuir en plaques.

Agar de sacarosa i peptona (SPA):

Sacarosa: 20 g.

Peptona: 5 g.

K;HPO,4: 0,5 g.

MgS0O, - 7H,0: 0,25 g.

Bacto-agar (Difco): 1b g.

Aigua destillada: 1 1.

Preparar volums de 0,5 | del medi en matrassos d'1 L.

Dissoldre els ingredients. Si cal, ajustar el pH a
71.2-7.4.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Refredar fins a 50 °C. Distribuir en plaques.

Medi de tetrazole de Kelman:

Casaminoacids (Difco): 1 g.

Bacto-peptona (Difco): 10 g.

Dextrosa: b g.

Bacto-agar {Difco): 15 g.

Aigua destillada: 1 1.

Preparar volums de 0,5 litres del medi en matrassos
dil

Dissoldre els ingredients.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Refredar fins a 50 °C.

Afegir una solucio aquosa de clorur de trifenil tetra-
zole (Sigma), esterilitzada per filtracié, per aconseguir
una concentracié final de 50 mg/1.

Distribuir en plaques.

APENDIX 2

Materials per preparar les mostres

Tampé de maceracio: tampé fosfat 50 mM, pH 7,0:

Aquest tampo s'utilitza per macerar teixits.

Na;HPO,4: 4,26 g.

KH,PO,: 2,72 g.

Aigua destillada: 1 1.

Dissoldre els ingredients i comprovar el pH. Preparar
les aliquctes necessaries.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Per fer la prova PCR directa, es recomana afegir poli-
vinilpirrolidona-40.000 MWT (PVP-40) al 5 per 100, per
reduir la incidéncia de la inhibicié d'amplificacié per
molécules aromatiques presents en l'extracte.

En cas que sutilitzin els procediments d’homogeneit-
zacié amb Waring Blender o amb Ultra Turrax per mace-
rar els teixits de patata, es recomana utilitzar un des-
floculant, un agent antiescumejant o un antioxidant.

Flocs de lubrol: 0,5 g/I.

Antiescumejant DC silicona: 1,0 ml/l.

Pirofosfat tetrasodic: 1,0 g/l.

Esterilitzar separadament en una autoclau. Afegir fins
a obtenir la concentracié desitjada.

Tampd de la precipitacio: tampod fosfat 10 mM,
pH 7.2:

Aquest tampd s'utilitza per a la suspensié i la dilucié
de les precipitacions i de les falgues de patata.

Na,HPO, - 12H,0: 2,7 g.

NaH;PO, - 2H,0: 0,4 g.

Aigua destillada: 11

Dissoldre els ingredients i comprovar el pH. Preparar
les aliquotes necessaries.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

APENDIX 3

Materials per a la prova IF

Tampd IF: tampé fosfat sali (PBS) 10 mM, pH 7.2:

Aquest tampé s'utilitza per a la dilucié d'antisérums.

Na;HPO - 12H,0: 2,7 g.

NaH,PO, - 2H,0: 0,4 g.

NaCl: 8,0 g.

Aigua destillada: 1 1.

Dissoldre els ingredients i comprovar el pH. Preparar
les aliquotes necessaries.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.
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Tampd IF-Tween:

Aquest tampd s'utilitza per rentar els portaobjectes.
Afegir 0,1 per 100 de Tween 20 al tampd IF.

Tampo fosfat glicerol 0,1 M, pH 7,6:

Aquest tampd s'utilitza com a fluid de muntatge en
els vasets dels portaobjectes d’'IF per augmentar la fluo-
rescéncia.

Na;HPO, - 12H,0: 3,2 g.

NaH,PO, - 2H,0: 0,15 g.

Glicerol: 50 ml.

Aigua destillada: 100 ml.

APENDIX 4

Determinacié del nivell de contaminacié en la prova IF

Superficie (S) del vaset del portacbjectes multiple

mt D?
a4
en qué D =diametre del vaset. [1]
Superficie {s) del camp de l'cbjectiu
nd?
a4
en qué d = diametre del camp. [2]

Calcular d, o bé per mesurament directe, o bé amb
les formules segiients:

mi?
G2K? x 4 [3]

en que

1 = coeficient de camp (depén del tipus de l'ocular
i variade 8 a 24),

K = coeficient del tub {1 0 1,25),

G = augment {100x, 40x, etc.) de I'objectiu.

De[2]

4s
d =
T [4]
De [3]
4 wi?
 —_—
G’K?x4 i
d — —
I GK

Comptar el nombre de céllules fluorescents tipiques
per camp {c).

Calcular el nombre de céHules fluorescents tipiques
per vaset (C):

S

S

C=c¢

Calcular el nombre de célules fluorescents tipiques
per ml de precipitacié (N):

En qué = volum de precipitacié en el vaset,
F = factor de dilucid de la precipitacid.

APENDIX 5
Materials per a la prova ELISA

Tampé carbonat doble per a entapissat, pH 9,6:

Na,CO4: 6,36 g.

NaHCO3: 11,72 g.

Aigua destillada: 1 1.

Dissoldre els ingredients i comprovar el pH. Preparar
les aliquotes necessaries.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Si I'extracte conté una alta proporcio de molécules
aromatiques, s’hi pot afegir com a antioxidant sulfit de
sodi amb una concentracio final de 0,2 per 100.

Tampd fosfat sali (PBS) 10 x, pH 7.4:

NaCl: 80 g.

KH2P04: 2 g.

Naz;HPO, - 12H,0: 29 g.

KCI: 2 g.

Aigua destillada: 1 1.

Dissoldre els ingredients i comprovar el pH. Preparar
les aliquctes necessaries.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Tampo fosfat sali-Tween (PBS-T):

PBS 10 x: 100 ml.
Solucio al 10 per 100 de Tween 20: b ml.
Aigua destillada: 895 ml.

Tampd de bloqueig (anticossos) (s'ha de preparar en
el moment d'utilitzar-o):

PBS 10 x: 10 ml.

Polivinilpirrolidona-44000 MWT (PVP-44): 2,0 g.
Solucio al 10 per 100 de Tween 20: 0,b g.

Llet en pols: 0,5 g.

Aigua destillada: Fins a completar 100 ml.

Solucio de substrat fosfatasa alcalina, pH 9,8:

Dietanclamina: 97 ml.

Aigua destillada: 800 ml.

Mesclar i ajustar el pH a 9,8 amb HCI concentrat.

Completar fins a 1 | amb aigua destillada.

Afegir 0,2 g de MgCls.

Dissoldre dues pastilles de b mg de substrat fosfatasa
(Sigma) per cada 15 ml de solucié.

APENDIX 6
Materials per a la prova PCR

Sequiéncia de lI'oligonucledtid iniciador:

Iniciador OLI-1: 5"-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3’
Iniciador Y-2: 5’'CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’
Per als materials vegeu Seal ef al,, 1993.
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APENDIX 7

Materials per a les proves de sembra en un medi
selectiu i d’enriquiment

Medi selectiu SMSA (Engelbrecht, 1994, modificat
per Elphinstone et al., 1996):

Medi base

Casaminoacids (Difco): 1 g.

Bacto-peptona (Difco): 10 g.

Glicerol: b ml.

Agar (Difco): 1b g.

Aigua destillada: 1 1.

Preparar volums de 0,5 Is del medi en matrassos
d1l

Dissoldre els ingredients i comprovar el pH. Si cal,
ajustar el pH a 6,5 abans d'esterilitzar. Ralstonia sola-
nacearum no es desenvolupa bé amb un pH > 7,0.

Esterilitzar en una autoclau a 121 °C durant 15
minuts.

Refredar fins a 50 °C.

Afegir els ingredients segiients (tots de Sigma) per
obtenir les concentracions finals especificades:

Violeta vidre: 5 mg/I.

Polimixina B sulfat: 100 mg/l (aproximadament
600.000 unitats) Sigma P-1004.

Bacitracina (*): 2b mg/l {aproximadament 1.250 uni-
tats) Sigma B-0125.

Cloramfenicol: 5 mg/l Sigma C-3175.

Penicilina G: 0,5 mg/I| (aproximadament 825 unitats)
Sigma P-3032.

Sals de tetrazole: 50 mg/I.

Dissoldre els ingredients en etanol del 70 per 100
per obtenir les concentracions indicades per al volum
de diluent preparat. Alguns ingredients, com ara la poli-
mixina B i el cloramfenicol, exigeixen un lleuger escal-
fament i agitacio.

Medi SMSA (Elphinstone et al., 1996).

Preparar de manera idéntica en el medi selectiu
SMSA, pero suprimir I'agar i les sals de tetrazole.

Distribuir en aliquotes de 3 ml, en tubs d'un sol us
Universal de 30 ml.

(") Si es considera necessari, 'augment de la concentracid de
bacitracina fins a 300 ppm pot reduir la contaminacio per bacteris
saprofits sense reduir la recuperacid de Ralstonia solanacearum.
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ANNEX Il

1. En tots els casos en qué se sospiti la preséncia
de l'organisme i, havent-se obtingut un resultat positiu
en proves de deteccio efectuades d'acord amb el métode
corresponent que estableix I'annex Il d'aguest Reial
decret per al material vegetal indicat o amb qualsevol
altre méetode oficialment aprovat, | per a tots els altres
casos en queé s'esperi a la conclusié d'aquest meétode
per confirmar o dissipar la sospita, cal retenir i conservar
convenientment fins a aquell moment:

— sempre que sigui possible, el lot o la part del lot
(del qual s’hagi pres la mostra) en I'embalatge original
amb etiqueta,

— sempre que sigui possible, la part restant de les
mostres,

— qualsevol extracte que sobri i qualsevol material
addicional que s’hagi preparat per a la prova o les proves
de detecci6 (per exemple, les plagques d'immunofluores-
céncia),

— tota la documentacio pertinent.

2. En els casos en qué finalment es confirmi la pre-
séncia de l'organisme, s’han de retenir i conservar con-
venientment com a minim durant el mes segiient al pro-
cediment de notificacid que disposa |'apartat 2 de l'ar-
ticle 6:

— el material esmentaten el punt 1, i

— una mostra del material de tomaquet o alberginia
infectat que s’hagi inoculat amb l'extracte de tubercle
o planta si s’escau, i

— el cultiu aillat de I'organisme.

ANNEX IV

Els elements de la investigacié que disposa l'incis
i) de la lletra a) de l'apartat 1 de l'article 6 han de ser,
quan escaigui, els segiients:

i) els llocs de produccié:

— eh els guals s’estiguin cultivant o s’hagin cultivat
patates que estiguin relacionades clonicament amb
aquelles en qué s'hagi comprovat la infeccid per 'or-
ganisme,

— en els quals s’estiguin cultivant o s’hagin cultivat
tomaquets que procedeixin de les mateixes fonts que
aquells en els quals s’hagi comprovat la infeccid per
I'organisme,

— enh els gquals s’estiguin cultivant o s’hagin cultivat
patates o tomaquets que estiguin sota control oficial
pergue se sospita la preséncia de I'organisme,

— enh els guals s’estiguin cultivant o s’hagin cultivat
patates que estiguin relacionades clonicament amb les
que hagin estat cultivades en llocs de produccié dels
quals se sospiti la infeccid per I'organisme,

— en els quals es cultivin patates o tomaquets i que
estiguin localitzats prop dels llocs de produccid infectats,
inclosos aquells en qué es comparteixin equips i ins-
tallacions de produccié directament o per intervencio
d'un contractista comu,

— en els gquals per a les tasques de reg o aspersio
s'utilitzin aiglies de superficie de qualsevol font en que
s’hagi confirmat o de la qual se sospiti la infeccié per
I'organisme,

— en els gquals per a les tasques de reg o aspersio
s'utilitzin aiglies de superficie d'una font explotada en
comu amb llocs de produccid en qué s’hagi confirmat
o dels quals se sospiti la infeccid per 'organisme,

— que estiguin o hagin estat inundats amb aiglies
de superficie en les quals s’hagi confirmat o de les quals
se sospiti la infeccid per 'organisme; i

iy les aiglies de superficie que s'utilitzin per al reg
o l'aspersié, o per a la inundacid, d'un camp o camps
o d'un lloc o llocs de produccié en qué s’hagi confirmat
la infeccid per I'organisme.

ANNEX V

1. En determinar, d’acord amb lincis iii) de la lle-
tra a) i l'ncis i) de la lletra ¢c) de l'apartat 1 de larticle 6,
I'abast de la contaminacié probable, s’han d’incloure els
elements seglients, gquan sigui procedent:

— el material vegetal indicat obtingut en un lloc de
produccié que hagi estat declarat contaminat en virtut
de l'incis ii) de la lletra a) de l'apartat 1 de l'article 6,

— el lloc o els llocs de produccié que tinguin una
relacid de produccié amb el material vegetal indicat que
hagi estat declarat contaminat en virtut de l'incis ii) de
la lletra a) de I'apartat 1 de I'article 6, inclosos els llocs
que comparteixin equips i instakacions de produccié
directament o per intervencié d'un contractista comu,

— el material vegetal indicat que s'hagi produit en
el lloc o els llocs de produccio que preveu el guio anterior
0 que estigui present en aquests llocs durant el temps
en qué el material vegetal indicat declarat contaminat
en virtut de l'incis ii) de la lletra a) de l'apartat 1 de
l'article 6, estigui present en els llocs de produccio
esmentats en el primer guid,

— els magatzems gue hagin manipulat el material
vegetal indicat procedent dels llocs de produccio als
quals es refereixen els guions anteriors,

— qualsevol magquinaria, vehicle, nau, magatzem o
unitats d'aquests i qualssevol altres objectes, inclos el
material d'embalatge, que puguin haver estat en con-
tacte amb el material vegetal indicat declarat contaminat
en virtut de l'incis ii) de la lletra a) de l'apartat 1 de
I'article 6,

— qualsevol material vegetal indicat que hagi estat
emmagatzemat o hagi estat en contacte amb qualsevol
de les estructures i els objectes esmentats en el guio
anterior abans de la seva neteja i desinfeccid,

— com a resultat de la investigacio i de les analisis
que preveu l'incis i) de la lletra a) de I'apartat 1 de l'article
6: en el cas de les patates, els tubercles o les plantes
que tinguin una relacidé clonal fraterna o parental amb
el material vegetal indicat declarat contaminat en virtut
de l'incis ii) de la lletra a) de l'apartat 1 de l'article 6,
i que, segons els resultats de la investigacid, tinguin pro-
babilitats d’estar contaminats; i, en el cas dels tomaquets,
les plantes que procedeixin de les mateixes fonts que
el material esmentat i en relacio amb les quals, encara
que les proves de deteccié de l'organisme hagin estat
negatius, sembli probable la contaminacio per mitja d’'un
vincle clonal,

— el lloc o els llocs de produccié del material vegetal
indicat a qué es refereix el guid anterior,

— el lloc o els llocs de produccié del material vege-
tal indicat en qué per a les tasques de reg o aspersié
s'utilitzin aiglies que hagin estat declarades contamina-
des en virtut de l'incis ii) de la lletra c) de l'apartat 1
de l'article 6,

— el material vegetal indicat produit en camps negats
amb aiglies de superficie en les quals s’hagi confirmat
la infeccié per I'organisme.

2. Per a la determinacio de la possible propagacid
a la qual es refereixen l'incis iv) de la lletra a) i I'incis
iii) de la lletra ¢) de l'apartat 1 de l'article G, s’han de
tenir en compte els elements seglients:

i) en els casos que preveu l'incis iv) de la lletra a)
de l'apartat 1 de 'article 6:

— la proximitat d'altres llocs de produccié en qué
es cultivi el material vegetal indicat,
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— la produccid i la utilitzacié comunes d’existéncies
de patates de sembra,

— els llocs de produccié en gque s’utilitzin aiglies de
superficie per al reg o l'aspersido del material vegetal
indicat guan hi hagi risc o hi hagi hagut el risc d'es-
correntia o d'inundacié d'aiglies superficials procedents
d'un lloc o uns llocs de produccio que hagin estat decla-
rats contaminats en virtut de l'incis ii) de la lletra a)
de I'apartat 1 de l'article 6;

i) en els casos en qué s’hagin declarat contami-
hades aigilies de superficie en virtut de l'incis ii) de la
lletra ¢) de I'apartat 1 de l'article 6:

— el lloc o els llocs productors del material vegetal
indicat contigus a les aigiies superficials declarades con-
taminades, o que corrin el risc de ser inundats amb
aquestes aiglies,

— qualsevol font de reg separada que es comuniqui
d’alguna manera amb les aiglies superficials declarades
contaminades.

3. La nctificacio a qué es refereix el paragraf primer
de l'apartat 2 de l'article 6 ha d’incloure les dades
seglents:

— la data en qué s’hagi tingut noticia de la presumpta
preséncia de l'organisme en virtut de l'article 5 i les
dates de la presa de mostres i de la confirmacio de
la preséncia daguest organisme dacord amb larticle 6,
segons els casos,

— una descripcid dels elements de la declaracié de
contaminacic i de la delimitacio de zones.

4. La notificacio a qué es refereix el paragraf primer
de l'apartat 2 de l'article 6 ha d’incloure les dades
seglents:

— enh cas de qualsevol partida o lot de patates decla-
rat contaminat, els documents d'acompanyament que
prescriu l'article 7 del Reial decret 2071/1993, el nime-
ro de passaport o nimero de registre dels productors
de patata, dels magatzems collectius i dels centres de
distribucio, segons escaigui,

— en cas de qualsevol partida o lot de tomaqueres
declarat contaminat, els documents d'acompanyament
que prescriu l'article 7 del Reial decret 2071/1993 i
el numero de passaport d’acord amb la llista que recull
el punt 2.2 de la seccid | de la part A de l'annex V
del Reial decret 2071/1993.

— en el cas de les existéncies de patates de sembra
i, si és possible, en tots els altres casos, el nom i la
categoria de la varietat,

— qualsevol altra dada que requereixi el Ministeri d"A-
gricultura, Pesca i Alimentacio relativa al brot confirmat.

ANNEX VI

1. Respecte a l'apartat 1 de l'article 7, es disposa
el segilient:

— la incineracio,

— la utilitzacié com a pinscs, amb el tfractament tér-
mic previ adequat, de manera que no hi hagi cap risc
de supervivéncia de l'organisme, o

— l'enterrament profund en un abocadocr on no hi
hagi cap risc de filtraci¢ a terres agricoles ni de contacte
amb fonts d'aigua que es puguin utilitzar per a reg d'a-
questes terres,

— la transformacid industrial, amb I'entrega directa
i immediata prévia del material a una planta de trans-
formacié amb installacions que estiguin oficialment auto-
ritzades per a l'eliminacié de residus i s'ajustin a les
disposicions de I'annex VIl d’aquest Reial decret, o,

— altres mesures, sempre que s’hagi establert que
no hi ha cap risc identificable de propagacié de l'or-
ganisme i amb la condicié que aguestes mesures s’han
de notificar immediatament al Ministeri d"Agricultura,
Pesca i Alimentacié i aquest, al seu torn, per mitja de
la via corresponent, a la Comissié i als altres estats
membres.

2. L'us adequat o l'eliminacidé del material vegetal
indicat que disposa l'apartat 2 de l'article 7 s’han de
fer sota el control dels organismes oficials responsables
interessats, amb l'oportuna comunicacio entre agquests
organismes per garantir en tot moment el control esmen-
tat, i amb I'aprovacio de I'organisme oficial de cada comu-
nitat autdnoma on s’hagin d'envasar o transformar les
patates, pel que fa als abocadors esmentats en els guions
primer i segon, i que han de consistir en el seglient:

i) en cas dels tubercles de patata:

— I'ts com a patates de consum que s'embalin en
llocs amb installacions apropiades per a lI'eliminacio de
residus, llistes per a I'entrega i I'Us directes sense que
calgui un nou embalatge, | que es destinin a aguesta
entrega i Us directes, o

— I'ds com a patates de consum que es destinin a
la transformacid industrial i a I'entrega directa i imme-
diata a una planta de transformacio amb instaHacions
apropiades per a I'eliminacié de residus, o

— algun altre tipus d'is o eliminacié, sempre que
s'estableixi que no hi ha cap risc identificable de pro-
pagacié de l'organisme, i amb 'aprovacié prévia dels
esmentats organismes oficials responsables. Aquestes
mesures s’han de notificar immediatament al Ministeri
d'Agricultura, Pesca i Alimentacié i aquest, al seu torn,
per mitja de la via corresponent, a la Comissié i als altres
estats membres;

i} en cas de les altres parts de les plantes, inclosos
els detritus de la tija i de les fulles:

— la destruccio, o

— algun altre tipus d'is o eliminacié, sempre que
s'estableixi que no hi ha cap risc identificable de pro-
pagacié de l'organisme i amb la condicid que aquell
Us o aquella eliminacié s’han de notificar al Ministeri
d'Agricultura, Pesca i Alimentacié i aguest, al seu torn,
per mitja de la via corresponent, a la Comissid i als altres
estats membres.

3. Els métodes adequats per a la descontaminacio
dels objectes als quals es refereix I'apartat 3 de 'article 7
consisteixen en una neteja i, si s'escau, una desinfeccio
que permetin descartar qualsevol risc identificable de
propagacio de l'organisme; aquestes operacions s’han
d’efectuar sota la supervisié dels organismes oficials res-
ponsables de les comunitats autdonomes.

4. La serie de mesures esmentades a l'apartat 4
de l'article 7 gque s’han d’aplicar dins de la zona o les
zones delimitades que s’hagin establert en virtut de l'in-
cis iv) de la lletra a) i de l'incis iii) de la lletra c) de
l'apartat 1 de l'article 6 han de ser les seglients:

4.1. En els casos en qué en virtut de l'incis ii) de
la lletra a) de lI'apartat 1 de l'article 6, s’hagin declarat
contaminats llocs de produccid, les mesures han de con-
sistir en el seglent:

a) enels camps o les unitats de produccidé de cultius
protegits que s’hagin declarat contaminats en virtut d'a-
questa mateixa disposicié:

i) com a minim durant els quatre anys de cultiu
seglients a la declaracié de la contaminacio:

— s’han d’adoptar mesures per eliminar les patates
i les tomagueres espontanies, aixi com altres plantes
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hoste de l'organisme, incloses les males herbes sola-
nacies;
— no s’han de plantar:

patates ni tubercles de patata,
tomagueres i llavors de tomaguet,

— tenint en compte la biologia de I'organisme:

altres plantes hoste,

plantes d'espécies de Brassica per a les quals hi hagi
un risc identificat de supervivéncia o propagacio de
I'organisme,

altres cultius per als quals hi hagi un risc identificat
de supervivéncia o propagacio de l'ocrganisme;

— en la primera temporada de cultiu de patates o
tomaquets seglient al periode indicat en el guié anterior
i, sempre que s’hagi comprovat que com a minim durant
els dos anys de vegetacié immediatament anteriors a
la plantacio, el camp hagi estat lliure de patates i toma-
queres espontanies i d'altres plantes hoste de |'organis-
me, incloses les males herbes solanacies:

en el cas de les patates, s’han de plantar patates
de sembra certificades oficialment per a la produccié
de patates de consum exclusivament, i

s’ha d'efectuar un examen oficial, acompanyat de les
analisis oportunes, segons disposa |'apartat 1 de l'ar-
ticle 3;

— durant la temporada de cultiu de patates o toma-
quets seglient a la indicada en el guié anterior i després
d'un cicle de rotacié adequat, s’Tha de procedir, en el
cas de les patates, a la plantacio de patates de sembra
certificades oficialment per a la produccié de patates
de sembra o de consum i, en el cas de les patates i
els tomaquets, a la realitzacid de I'examen oficial que
disposa l'apartat 1 de I'article 3; o

i) durant els cinc anys de cultiu seglients al de la
declaracid de la contaminacio:

— s'’han d'adoptar mesures per eliminar les patates
i les tomaqueres espontanies, aixi com altres plantes
que puguin ser hoste de I'organisme, incloses les males
herbes solanacies, i

— durant els tres primers anys, s’ha de deixar i man-
tenir el camp, o bé en guaret complet, o bé per al cultiu
de cereals, d'acord amb el risc que s’hagi determinat,
o bé com a pastura permanent, amb segada intensa
i freqlient o pasturatge intensiu, o bé com a pastura
per a la produccié de llavors i, a continuacié, en els
dos anys subsegiients, s’han de plantar plantes que no
siguin hoste de l'organisme i per a les quals no hi hagi
cap risc identificat de supervivéncia o propagacio d'a-
quest organisme;

— en la primera temporada de cultiu de patates o
tomaquets seglient al periode indicat en el guié anterior:

en el cas de les patates, s’han de plantar exclusi-
vament patates de sembra certificades oficialment per
a la produccié de patates de sembra o de consum, i
s’ha d'efectuar I'examen oficial, acompanyat de les
analisis oportunes, que disposa I'apartat 1 de l'article 3.

b) en altres camps, les mesures han de consistir
en el seglient:

— durant I'any de cultiu seglent a la declaraci¢ de
la contaminacié:

no s’han de plantar patates ni tubercles de patata
ni altres plantes que puguin ser hoste de l'organisme,
i s’han d’adoptar mesures per eliminar les patates i les
tomaqueres espontanies, aixi com altres plantes que
puguin ser hoste de I'organisme, incloses les males her-
bes solanacies, o

en el cas dels tubercles de patata, es poden plantar
exclusivament patates de sembra certificades oficial-
ment, per a la produccié de patates de consum, amb
la condicid que els organismes oficials responsables
hagin quedat plenament convencuts de I'eliminacio de
riscos per mitja de plantes espontanies de patates i toma-
queres | altres hospeders de l'organisme, incloses les
males herbes solanacies; durant la fase de creixement,
s’han d’inspeccionar els cultius en els moments oportuns,
les patates espontanies s’han de sotmetre a analisi per
a la possible deteccido de l'organisme i, al final, s’han
d'inspeccionar els tubercles recallits; en el primer any
de cultiu segiient a l'indicat en el guié anterior:

en cas de les patates, s’han de plantar exclusivament
patates de sembra certificades oficialment per a la pro-
duccié de patates de sembra o de consum;

com a minim durant el segon any de cultiu seguent
a l'indicat en el primer guio:

en el cas de les patates, s’han de plantar per a la
produccié de patates de sembra o de consum exclu-
sivament patates de sembra certificades oficialment o
patates de sembra que s’hagin cultivat sota control oficial
a partir de patates de sembra certificades oficialment;

en cadascun dels anys de cultiu indicats en els guions
anteriors, s’han d’adoptar mesures per eliminar les pata-
tes i les tomaqueres espontanies, aixi com altres plantes
que puguin ser hoste de l'organisme, incloses les males
herbes solanacies; a més a més, s’ha de fer I'examen
oficial que disposa l'apartat 1 de l'article 3 i, en els casos
en qué es plantin patates de sembra per a la produccié
d'aquell mateix tipus de patates, s’han de sotmetre a
analisi els tubercles.

c) Immediatament després que s’hagi declarat la
contaminacid en virtut de l'incis ii) de la lletra a) de I'a-
partat 1 de l'article 6, i en cadascun dels anys de cultiu
subsegulients fins a, inclusivament, la primera temporada
de cultiu permissible de patates o tomaguets en el camp
o els camps declarats contaminats que preveu la lletra a)
anterior:

— tota la maquinaria i les installacions d’emmagat-
zematge del lloc de produccié que s'utilitzin en la pro-
duccié de patates o tomaguets s’han de netejar i, si
s'escau, desinfectar utilitzant métodes adequats de la
manera que disposa el punt 3, i

— amb la finalitat d'impedir la propagacié de l'or-
ganisme, s'’han de fer controls oficials dels plans de reg
i aspersiad i, si cal, s’han de prohibir.

d) En el cas de les unitats de produccid de cultius
protegits que hagin estat declarades contaminades en
virtut de l'incis i) de la lletra a) de I'apartat 1 de |'article 6,
i en queé sigui possible una substitucié total dels mitjans
de cultiu:

— no s’han de plantar patates ni tubercles de patata
ni altres plantes que puguin ser hoste de l'organisme,
incloses les tomaqueres i les llavors de tomaquet, llevat
que, d'una banda, aquestes unitats s’hagin sotmeés a
mesures oficialment supervisades que, tenint com a
objecte I'eliminacid de l'organisme i la retirada de tot
el material vegetal hoste, incloguin, com a minim, un
canvi complet dels mitjans de cultiu i una neteja i, si
s'escau, una desinfeccié d'aquestes unitats i de tot lI'e-
quip i gque, daltra banda, els organismes oficials res-
ponsables hagin donat subseglientment l'autoritzacio
per a la produccié de patates o tomaquets, i

a més a mes, la produccié ha de procedir, en el cas
de la patata, de patates de sembra certificades oficial-
ment o de minitubercles o microplantes obtinguts de
fonts analitzades,
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aixi mateix, amb |'objecte d'impedir la propagaci¢ de
I'organisme, s’han de fer controls oficials dels plans de
reg i aspersid i, si s’escau, s’han de prohibir.

4.2 Dins de la zona delimitada i sens perjudici de
les mesures que disposa el punt 4.1, les comunitats
autdbnomes:

a) immediatament després de la declaracio de con-
taminacié i durant un periode de tres anys de cultiu
com a minim:

aa) en els casos en qué la delimitacié de la zona
s’hagi fet en virtut de l'incis iv) de la lletra a) de I'apartat 1
de l'article 6:

— garantir que els seus organismes oficials respon-
sables supervisin les instaHacions que cultivin, emma-
gatzemin o manipulin tubercles de patata o tomaquets,
aixi com aquelles altres installacions que en el marc
d’'un contracte utilitzin maquinaria per a la produccio
de patates o tomaquets,

— han d'exigir que la maquinaria i els magatzems
d'aquelles instaHacions es netegin i, si s'escau, es desin-
fectin utilitzant metodes adequats tal com disposa el
punt 3,

— han de requerir que, per a tots els cultius de patata
dins de la zona delimitada, es plantin exclusivament lla-
vors certificades o llavors cultivades sota control oficial,
i s'efectui una analisi després de recollir els cultius de
patates de sembra en llocs de produccio determinats
com a probablement contaminats segons l'incis iii) de
la lletra a) de l'apartat 1 de l'article G,

— han de disposar que en totes les installacions situa-
des a la zona es manipulin separadament les existéncies
recollides de patates de sembra i les de patates de
consum,

— s’ha d'efectuar I'examen oficial que disposa |'a-
partat 1 de l'article 3;

ab) en els casos en qué, en virtut de l'incis ii) de
la lletra c) de l'apartat 1 de l'article 6, s’hagin declarat
contaminades aigiies de superficie o en que, per dis-
posicid del punt 2 de I'annex V d'aguest Reial decret,
s'hagin inclos les dites aiglies entre els factors de la
possible propagacio de I'organisme:

— han de fer un examen anual, en els moments opor-
tuns, amb una presa de mostres de les aigiies de super-
ficie i de les plantes hoste solanacies presents en les
fonts hidriques pertinents, aixi com analisis d'acord amb:

en el cas del material vegetal indicat, el métode
corresponent que estableix I'annex Il d'aquest Reial
decret, o

en altres casos, qualsevol altre métode oficialment
autoritzat;

— amb la finalitat d'impedir la propagacié de l'or-
ganisme, han d'establir controls oficials dels plans de
reg i aspersio, aixi com una prohibicié (revisable a la
vista dels resultats de I'examen anual damunt dit) de
I'us de les aigues declarades contaminades per al reg
i l'aspersio del material vegetal indicat i, si s'escau, d'al-
tres plantes hoste;

— en els casos en qué s’hagin contaminat per abo-
caments de residus liquids, han d'establir controls oficials
de l'eliminacio dels residus procedents de les installa-
cions industrials de transformacido o envasament que
manipulin el material vegetal indicat;

b) han d'establir, quan sigui procedent, un programa
per a la substitucid en un termini adequat de totes les
existéncies de patates de sembra.

ANNEX VI

Les installacions d’eliminacid de residus autoritzades
oficialment a qué fa referéncia el quart guid del punt 1
de I'annex V| d'aguest Reial decret han de complir les
disposicions que s'indiquen a continuacidé amb la finalitat
d’evitar qualsevol risc de propagacié de I'organisme:

i) els residus procedents de la transformacié de
patates i tomaguets (incloses les patates i els tomagquets
rebutjats i les peles), aixi com qualsevol altre residu solid
que acompanyi les patates i els tomaquets, s’han d'e-
liminar:

— mitjancant I'enterrament profund en un abocador
on no hi hagi cap risc de filtracio en terres agricoles
ni de contacte amb fonts d'aigua que es puguin utilitzar
per al reg d’'aquestes terres; els residus s’han de conduir
directament a I'abocador en les condicions necessaries
per evitar qualsevol risc de pérdua, o

— mitjancant la incineracié;

i} elsresidus liquids procedents de la transformacio
que continguin elements sdlids en suspensié s'han de
filtrar o s’han de sotmetre a processos de sedimentacié
per a la separacio d'aguests elements. S’han d’eliminar
tal com disposa l'incis i).

Per la seva part, els residus liquids s’han de sotmetre
a alguna de les mesures segiients:

— escalfament a una temperatura minima de 70 °C
com a minim durant trenta minuts abans de l'elimina-
cio, o

eliminacié per un altre sistema que, aprovat oficial-
ment i aplicat sota control oficial, descarti qualsevol risc
de contacte dels residus amb terres agricoles o amb
fonts d'aigua que es puguin utilitzar per al reg de terres
agricoles. Les caracteristiques d'aquest sistema han de
ser notificades al Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimen-
tacié i aquest, al seu torn, per mitja de la via corresponent,
als altres estats membres i a la Comissid.

CAP DE LESTAT

21567 [1LFlI 38/1999, de 5 de novembre, d’ordena-
cio de [‘edificacié. («BOE» 266,
de 6-11-1999)

JUAN CARLOS |
REl D'ESPANYA

A tots els qui vegeu i entengueu aquesta Llei,
Sapigueu: Que les Corts Generals han aprovat la Llei
seglent i jo la sanciono.

EXPOSICIO DE MOTIUS

El sector de I'edificacié és un dels sectors econdmics
principals, amb repercussions evidents en el conjunt de
la societat i en els valors culturals que integren el patri-
moni arquitectonic i, no obstant aixé, no disposa d'una
regulacié d’acord amb aguesta importancia.

Aixi, la regulacio tradicional del sol contrasta amb
la falta d'una configuracio legal de la construccié dels
edificis, basicament establerta a través del Codi Civil i
d'una varietat de normes el conjunt de les quals té lla-
cunes serioses en l'ordenacié del complex procés de
I'edificacio, tant respecte a la identificacid, les obliga-
cions i les responsabilitats dels agents que hi intervenen,
com pel gue fa a les garanties per protegir ['usuari.
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