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21483 REAL DECRETO 1644,/1999, de 22 de octu-
bre, sobre el control del organismo nocivo
denominado Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al.

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

Debido a que en los ultimos afios han aparecido bro-
tes de las enfermedades citadas en algunas partes de
la Comunidad Europea y que aln subsisten algunos focos
de infeccion aislados, y en particular respecto a Espana
se han producido algunas intercepciones en Castilla y
Ledn y Galicia y, dicha bacteria esta presente con una
distribucién localizada en la isla de La Palma en Canarias;
considerando la importancia econémica de los citados
productos vegetales; y teniendo en cuenta que el cono-
cimiento actual de la biologia y epidemiologia de Rals-
tonia solanacearum en las condiciones europeas es
incompleto y que puede preverse la necesidad de revisar
en el futuro las medidas y los procedimientos de analisis
aqui establecidos, se hace preciso adoptar las medidas
minimas necesarias contempladas en la Directiva
98/57/CE del Consejo, de 20 de julio de 1998, sobre
el control de Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. mediante el correspondiente programa de erra-
dicacion y control y ello sin perjuicio de que se adopten
las medidas adicionales mas estrictas que resulten nece-
sarias.

En consecuencia, mediante este Real Decreto, se
incorpora al ordenamiento interno la Directiva
98/57/CE, del Consejo, de 20 de julio, de acuerdo con
las competencias atribuidas al Estado con caracter exclu-
sivo por el articulo 149.1.13.2 de la Constitucion Espa-
nola en materia de bases y coordinacion de la plani-
ficacién general de la actividad econémica.

En la elaboracion de la presente disposicion han sido
consultadas las Comunidades Autonomas y los sectores
afectados.

En su virtud, a propuesta del Ministro de Agricultura,
Pesca y Alimentacién, previo informe del Ministro de
Administraciones Publicas, de acuerdo con el Consejo
de Estado, y previa deliberacion en el Consejo de Minis-
tros del dia 22 de octubre de 1999,

DISPONGO:
Articulo 1. Objeto.

La presente disposicion establece el programa de
erradicacion y control del organismo Ralstonia solana-
cearum (Smith) Yabuuchi et al., anteriormente denomi-
nado Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith (deno-
minado en lo sucesivo «del organismo») de acuerdo con
el articulo 12 del Real Decreto 1190/1998, de 12 de
junio, por el que se regulan los programas nacionales
de erradicacién o control de organismos nocivos de los
vegetales aun no establecidos en el territorio nacional,
con el fin de que, en lo que respecta a las plantas huésped
del organismo indicadas en la seccién | del anexo | del
presente Real Decreto (denominadas en lo sucesivo «del
material vegetal indicado»), se adopten las medidas nece-
sarias para:

a) localizar el organismo y determinar su distribu-
cion;

b) impedir su aparicidon y propagacion; y

c) en caso de que aparezca, evitar su propagacion
y controlarlo con vistas a su erradicacion.

2. Se declaran de utilidad publica las medidas con-
templadas en el presente Real Decreto, de conformidad
con lo establecido en el Real Decreto 1190/1998.

Articulo 2. Ambito de aplicacién y vigencia del pro-
grama.

1. El programa que se aprueba y las medidas de
él dimanantes seran de aplicacion en todo el territorio
nacional.

2. En tanto la Comisiéon de las Comunidades Euro-
peas no se pronuncie al respecto, la duracién del pro-
grama se prevé ilimitada. En todo momento y como con-
secuencia de la situacién de la enfermedad, el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion podra introducir
las modificaciones que se consideren necesarias o deter-
minar su conclusién.

Articulo 3. Examenes oficiales.

1. Los organismos oficiales responsables de cada
Comunidad Auténoma, a los que se hace referencia en
el articulo 11.2 b) del Real Decreto 2071/1993, de 26
de noviembre, relativo a las medidas de proteccidon con-
tra la introducciéon y difusion, en el territorio nacional
y de la Comunidad Europea, de organismos nocivos para
los vegetales o productos vegetales; asi como para la
exportacién y transito hacia paises terceros y el érgano
competente de la Comunidad Auténoma de Canarias,
llevaran a cabo anualmente exdmenes oficiales sistema-
ticos para detectar la posible presencia del organismo
en el material vegetal indicado originario de su territorio.

Con objeto de determinar otras posibles fuentes de
contaminacién existentes para el cultivo del material
vegetal indicado, los organismos oficiales responsables
de cada Comunidad Auténoma llevaran a cabo una eva-
luacién de riesgo y, salvo que no se haya detectado
riesgo alguno de propagaciéon durante dicha evaluacion,
efectuaran, en las zonas productoras de dicho material,
examenes oficiales orientados especificamente a la
deteccién del organismo en plantas distintas de ese
material, incluidas las solandceas silvestres huésped, asi
como en las aguas de superficie que se utilicen para
regar tal material y en los residuos liquidos vertidos por
las instalaciones industriales de transformaciéon o de
embalaje en las que se manipule el material indicado
y que se utilicen para regar el material vegetal indicado.
La extension de estos exdmenes orientados se deter-
minara en funcién del riesgo observado.

Los organismos oficiales responsables de cada Comu-
nidad Auténoma podran realizar también exadmenes ofi-
ciales destinados a la deteccion del organismo en otros
materiales, como el medio de cultivo, el suelo y los resi-
duos sélidos procedentes de las instalaciones industria-
les de transformacién o de embalaje.

2. Los examenes oficiales previstos en el apartado 1
del articulo 3 se efectuaran:

a) en el caso del material vegetal indicado, de acuer-
do con las normas establecidas en el punto 1 de la
seccion Il del anexo | del presente Real Decreto; vy,

b) en el caso de las plantas huésped del organismo
distintas del material vegetal indicado y en el de las
aguas, incluidos los residuos liquidos, aplicando métodos
apropiados vy, cuando proceda, tomando muestras y
sometiéndolas a analisis de laboratorio oficiales o bajo
supervision oficial;

c) cuando resulte apropiado, en el caso de otros
materiales, utilizando métodos adecuados.

Para la realizaciéon de esos exdmenes, los pormenores
de los procedimientos de inspeccidn asi como el niumero,
origen vy clasificaciéon de las muestras y el calendario
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de su recogida seran decididos por los organismos ofi-
ciales responsables de cada Comunidad Auténoma
basandose en principios cientificos y estadisticos sélidos
y en la biologia del organismo y teniendo en cuenta,
segun la regidon de que se trate, los sistemas concretos
que se utilicen para la produccién del material vegetal
indicado y, en su caso, de otras plantas huésped del
organismo.

3. Los detalles y resultados de los exdmenes ofi-
ciales previstos en el apartado 1 del articulo 3 seran
notificados al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacién, y éste, a su vez, a través del cauce correspon-
diente, a los demas Estados miembros y a la Comision
Europea cada ano, siguiendo, a tal efecto, las disposi-
ciones del punto 2 de la seccién Il del anexo | del presente
Real Decreto. Estas notificaciones se presentaran, a mas
tardar, el 15 de mayo, salvo en el caso de las patatas
utilizadas para siembra en la propia explotacion, que
se presentaran, a mas tardar, el 15 de agosto. Los deta-
lles y resultados relativos a los cultivos se referirdn a
la produccion del ano anterior.

Articulo 4. Obligacion de notificacion.

Los productores, los almacenes colectivos y los cen-
tros de expedicion de los materiales contemplados en
la seccion | del anexo | del presente Real Decreto deberan
notificar inmediatamente a los organismos oficiales res-
ponsables de cada Comunidad Auténoma, en las que
estén situadas sus parcelas o establecimientos, la apa-
ricion sospechosa o la presencia confirmadas del orga-
nismo en el material que produzca o comercialice.

Articulo 5.

1. En todos los casos de sospecha de brote, los
organismos oficiales responsables de cada Comunidad
Autdnoma afectada velaran por la realizacién de anélisis
de laboratorio oficiales o bajo supervisién oficial en los
que se aplique, para el material vegetal indicado, el méto-
do pertinente establecido en el anexo Il y en las con-
diciones determinadas en el punto 1 del anexo lll del
presente Real Decreto o, en todos los demas casos, cual-
quier otro método aprobado oficialmente que permita
confirmar o despejar la sospecha en cuestidon. En caso
de confirmacion, seran de aplicacion los requisitos dis-
puestos en el punto 2 del anexo lll del presente Real
Decreto.

2. En espera de la confirmacién o disipaciéon de la
sospecha a la que se refiere el apartado 1 del articu-
lo 5, en todos los casos en que:

i) se hayan observado sintomas de las enfermeda-
des causadas por el organismo y se hayan obtenido resul-
tados positivos en la prueba o pruebas de detecciéon
rapida que se contemplan en el punto 1 de la seccién |
y en el punto 1 de la seccion Il del anexo Il del presente
Real Decreto; o

ii) se haya obtenido un resultado positivo en la prue-
ba o pruebas de deteccién contempladas en el punto 2
de la seccion | y en la seccion lll del anexo Il del presente
Real Decreto,

Los organismos oficiales responsables de cada Comu-
nidad Auténoma, en lo que respecta a la produccién
propia:

a) prohibirdn la circulacion de las plantas y tubér-
culos de todos los cultivos, lotes o partidas de los que
se hayan tomado las muestras, salvo que tal circulacion
tenga lugar bajo su control y siempre que se haya com-
probado que no existe ningun riesgo identificable de
propagacioén del organismo;

b) tomaran las medidas necesarias para descubrir
el origen del presunto brote;

c) estableceran, en lo que respecta especialmente
a la produccién del material vegetal indicado y al movi-

Medidas cautelares.

miento de lotes de patata de siembra distintos de los
mencionados en la letra a), producidos en el lugar de
produccidén del que se hayan obtenido las muestras men-
cionadas en la letra a), medidas preventivas complemen-
tarias que, basandose en el nivel de riesgo estimado,
sean adecuadas para prevenir toda propagacion del
organismo.

3. En los casos de sospecha de brote en que exista
un riesgo de contaminacién del material vegetal indicado
o de las aguas de superficie que procedan o se dirijan
a otra u otras Comunidades Auténomas o, en su caso,
a otro Estado miembro, la Comunidad Auténoma en la
que se haya observado el presunto brote informara inme-
diatamente al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion de los detalles de dicho brote y del nivel de riesgo
identificado para que éste a su vez, a través del cauce
correspondiente, informe a las Comunidades Auténomas
o a los Estados miembros afectados, y dichas Comu-
nidades Autdnomas cooperardn en consecuencia. Las
Comunidades Auténomas a las que asi se informe apli-
caran medidas preventivas acordes con lo dispuesto en
la letra c) del apartado 2 del articulo 5 y tomaran cual-
quier otra medida que resulte adecuada de conformidad
con lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del mismo.

Articulo 6. Confirmacion de la presencia del organismo.

1. Si la presencia del organismo en una muestra,
tomada en cumplimiento del presente Real Decreto, fue-
re confirmada por analisis de laboratorios oficiales o bajo
supervision oficial en los que se utilice, para el material
vegetal indicado, el método establecido en el anexo Il
del presente Real Decreto o, para todos los demas casos,
cualquier otro método oficialmente aprobado, los orga-
nismos oficiales responsables de cada Comunidad Auté-
noma, basdndose a tal efecto en principios cientificos
solidos, en la biologia del organismo y en los sistemas
concretos de produccién, comercializacion y transforma-
cién que se utilicen en su territorio para las plantas hués-
ped del organismo, adoptaran las siguientes medidas:

a) en el caso del material vegetal indicado:

i) emprenderan una investigacién para determinar
el alcance y la fuente o fuentes primarias de la con-
taminacioén, con arreglo a las disposiciones del anexo
IV del presente Real Decreto y efectuando nuevos ana-
lisis, de conformidad con el apartado 1 del articulo 4,
como minimo, en todas las existencias de patata de siem-
bra relacionadas clénicamente;

ii) declarardan contaminados el material vegetal indi-
cado, la partida o el lote de los que se haya tomado
la muestra, asi como la maquinaria, vehiculo, nave, alma-
cén, o unidades de éste, y cualesquiera otros objetos,
incluido el material de embalaje, que hayan estado en
contacto con el material vegetal indicado al que per-
tenezca la muestra tomada; asimismo, declarardn con-
taminados, en su caso, el campo o campos, la unidad
o unidades de produccion de cultivos protegidos y el
lugar o lugares de produccién en los que se haya cose-
chado el material vegetal indicado y de los que proceda
la muestra; ademas, en el caso de las muestras tomadas
durante la fase de cultivo, declararan contaminados el
campo o campos, el lugar o lugares de produccion vy,
si procediere, la unidad o unidades de producciéon de
cultivos protegidos de los que se haya tomado la mues-
tra;

iii) determinaran, con arreglo a las disposiciones del
punto 1 del anexo V del presente Real Decreto, el alcance
de la contaminaciéon que probablemente se haya pro-
ducido por contactos anteriores o posteriores a la cose-
cha, por nexos en la produccién, riego o por relaciones
clonales con la contaminacién declarada; y

iv) delimitaran una zona en funcién de tres factores:
la declaracién de contaminacion contemplada en el inci-
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so ii) anterior, el alcance de la contaminacion probable
que se determine en el marco del inciso iii) anterior y
la posible propagacién del organismo, con arreglo a las
disposiciones del inciso i) del punto 2 del anexo V del
presente Real Decreto.

b) en el caso de los cultivos de plantas huésped
distintas del material mencionado en la letra a) en los
que se haya identificado un riesgo para la produccion
del material vegetal indicado:

i) emprenderan una investigaciéon de acuerdo con
lo dispuesto en el inciso i) de la letra a);

ii) declararan contaminadas las plantas huésped del
organismo de las que se haya tomado la muestra; y

iii) conrespecto a la produccién del material vegetal
indicado, determinaran el alcance de la contaminacion
probable y delimitardn una zona de conformidad con
los incisos iii) y iv) de la letra a), respectivamente.

c) en el caso de las aguas de superficie (incluidos
los vertidos de residuos liquidos procedentes de insta-
laciones industriales de transformaciéon o envasado en
las que se manipule el material vegetal indicado) y en
el de las solanaceas silvestres huésped del organismo
asociadas en las que, por causa del riego, aspersion o
inundacién con dichas aguas, se haya identificado un
riesgo para la producciéon del material vegetal indicado:

i) emprenderan una investigacién para determinar
el alcance de la contaminacion, realizando en los momen-
tos oportunos, un examen oficial de muestras de las
aguas de superficie y, en su caso, de las solanaceas
silvestres huésped del organismo;

ii) procederan, en la medida que sea pertinente y
sobre la base de la investigacién mencionada en el inci-
so i), a declarar contaminadas las aguas de superficie
de las que se hayan tomado la muestra o muestras;
Y.

iii) determinaran el alcance de la contaminacion pro-
bable y delimitaran una zona en funcién de la declaracion
de contaminacidon contemplada en el inciso ii) anterior
y de la posible propagacién del organismo, teniendo en
cuenta las disposiciones del punto 1 y del inciso ii) del
punto 2 del anexo V del presente Real Decreto.

2. De conformidad con las disposiciones de los pun-
tos 3 y 4 del anexo V del presente Real Decreto, las
Comunidades Auténomas notificaran inmediatamente al
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, y éste,
a su vez, a través del cauce correspondiente, a los otros
Estados miembros y a la Comision Europea, cualquier
caso de contaminacion declarada en virtud del inciso
ii) de la letra a) y del inciso ii) de la letra c) del apartado
1 del articulo 6, asi como los datos relativos a la zona
que se haya delimitado con arreglo al inciso iv) de la
letra a) del apartado 1 del articulo 6 y, en su caso, al
inciso iii) de la letra c) de ese mismo apartado.

3. Como resultado de la notificacidon dispuesta en
el apartado 2 y de los datos en ella contenidos, las Comu-
nidades Auténomas afectadas emprenderdn una inves-
tigacion de acuerdo con el inciso i) de la letra a) del
apartado 1 del articulo 6 y, en su caso, con el inciso i)
de la letra c) del mismo apartado, y tomaran las medidas
complementarias que sean adecuadas de conformidad
con los apartados 1y 2 del articulo 6.

4. Se crea en el Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentacion un registro de las explotaciones, los alma-
cenes colectivos y los centros de explotacién afectados.

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

1. Se prohibe la plantacion del material vegetal indi-
cado que se haya declarado contaminado en virtud del
inciso ii) de la letra a) del apartado 1 del articulo 6 v,
bajo el control y aprobacién de los organismos oficiales
responsables de cada Comunidad Auténoma, dicho

material serd sometido a una de las disposiciones del
punto 1 del anexo VI del presente Real Decreto con
el fin de que pueda establecerse que no existe ningun
riesgo identificable de propagacién del organismo.

2. Se prohibe la plantacion del material vegetal indi-
cado que, en virtud del inciso iii) de la letra a) y del
inciso iii) de la letra c) del apartado 1 del articulo 6,
se haya considerado probablemente contaminado, inclui-
do el material vegetal indicado respecto del que se haya
detectado la existencia de algun riesgo, producido en
lugares de produccién que con arreglo al inciso iii) de
la letra a) del apartado 1 del articulo 6 se hayan con-
siderado probablemente contaminados, y, bajo el control
de los organismos oficiales responsables de cada Comu-
nidad Auténoma, dicho material se destinard a un uso
adecuado o se eliminard de acuerdo con el punto 2
del anexo VI del presente Real Decreto a fin de que
pueda establecerse que no existe ningun riesgo iden-
tificable de propagacion del organismo.

3. Toda maquinaria, vehiculo, nave, almacén o uni-
dades de éstos y cualesquiera otros objetos, incluido
el material de embalaje, que se hayan declarado con-
taminados en virtud del inciso ii) de la letra a) y del
inciso iii) de la letra c) del apartado 1 del articulo 6
o que se hayan considerado probablemente contami-
nados en virtud del inciso iii) de la letra a) del aparta-
do 1 del mismo articulo serd destruido o descontami-
nado, aplicando métodos apropiados, de conformidad
con el punto 3 del anexo VI del presente Real Decreto.
Tras su descontaminacion, todos estos objetos dejaran
de considerarse contaminados.

4. Sin perjuicio de las medidas que se ejecuten en
virtud de los apartados 1, 2 y 3 del articulo 7, en la
zona delimitada con arreglo a los incisos iv) de la letra
a) y iii) de la letra c) del apartado 1 del articulo 6 se
aplicaran una serie de medidas acordes con lo dispuesto
en los puntos 4.1 y 4.2 del anexo VI del presente Real
Decreto. Cada afo se notificaran detalles de estas medi-
das al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion,
y éste, a su vez, a través del cauce correspondiente,
a los demas Estados miembros y a la Comisién Europea.

5. Las medidas fitosanitarias ordenadas por los
organismos oficiales responsables de cada Comunidad
Auténoma contempladas en los apartados 1, 2, 3y 4
del articulo 7 seran realizadas, bajo control oficial, por
el propietario del material afectado.

En el caso de que los afectados no ejecuten a su
debido tiempo y forma las medidas a que se refiere el
parrafo anterior, la Comunidad Auténoma procedera a
ejecutarlas, con sus propios medios o empleando servi-
cios ajenos, cargando los gastos correspondientes a los
interesados, cuyo importe podra exigirseles por via de
apremio, con independencia de las sanciones a que
hubiere lugar.

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

1. Las patatas de siembra deberan reunir los requi-
sitos del Real Decreto 2071/1993 y proceder, en linea
directa, de patatas que, habiéndose obtenido en el marco
de un programa oficialmente aprobado, hayan dado
resultados negativos en cuanto a la presencia del orga-
nismo en analisis oficiales u oficialmente supervisados
en los que se haya utilizado el método pertinente esta-
blecido en el anexo Il del presente Real Decreto.

2. Dichos anélisis seran efectuados:

a) en los casos en que se haya confirmado la pre-
sencia del organismo en la produccién propia de patatas
de siembra,

i) analizando el material propagado anteriormente,
incluida la seleccion clonal inicial y analizando sistema-
ticamente los clones de patatas de siembra de base, o
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ii) en los casos en que se haya demostrado que
no hay relaciéon clonal, analizando todos los clones de
patatas de siembra de base o el material propagado
anteriormente, incluida la seleccion clonal inicial, y

b) en los demas casos, analizando en cada una de
las plantas de la seleccién clonal inicial o muestras repre-
sentativas de las patatas de siembra de base o del mate-
rial propagado anteriormente.

Articulo 9.  Prohibicion.

Se prohibe la conservacion y manipulacion del orga-
nismo a que se refiere el presente Real Decreto.

Articulo 10. Excepciones con fines cientificos.

Sin perjuicio de las disposiciones del Real Decreto,
2071/1993, se podran autorizar excepciones a lo dis-
puesto en los articulos 7 y 9 del presente Real Decreto,
de conformidad con las normas establecidas para la rea-
lizacion de pruebas e investigaciones cientificas o de
estudios en materia de selecciones varietales en el Real
Decreto 401/1996, de 1 de marzo, por el que se esta-
blecen las condiciones para la introduccion en el terri-
torio nacional de determinados organismos nocivos,
vegetales, productos vegetales y otros objetos, con fines
de ensayo, cientificos y para la actividad de seleccion
de variedades y en el Real Decreto 39/1998, de 16
de enero, por el que se modifica el Real Decre-
to 401/1996, de 1 de marzo, por el que se establecen
las condiciones para la introduccidén en el territorio nacio-
nal de determinados organismos nocivos vegetales, pro-
ductos vegetales y otros objetos, con fines de ensayo,
cientificos y para la actividad de selecciéon de variedades.
Articulo 11. Medidas adicionales.

1. Los érganos competentes de las Comunidades
Autdnomas podran adoptar las medidas complementa-
rias o mas estrictas que sean necesarias para combatir
el organismo o impedir su propagacion, siempre que
tales medidas se ajusten a las disposiciones del Real
Decreto 2071/1993.

2. Los detalles de estas medidas deberan ser noti-
ficados al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimenta-
cion, y éste, a su vez, los notificard, a través del cauce
correspondiente, a los demas Estados miembros y a la
Comision.
Articulo 12. Indemnizaciones.

1. Se aplicara el sistema de indemnizaciones pre-
visto en el articulo 18 del Real Decreto 1190/1998,
de 12 de junio, por el que se regulan los programas
nacionales de erradicacidon o control de organismos noci-
vos de los vegetales aun no establecidos en el territorio
nacional.

2. No son indemnizables los gastos ocasionados ni
el material vegetal destruido en aplicacion de una medida
oficial, cuando el propietario de los vegetales o productos
vegetales afectados haya incumplido la normativa vigen-
te y, especialmente, lo determinado en el Real Decre-
t0o 2071/1993, de 26 de noviembre, relativo a las medi-
das de proteccién contra la introduccién y difusién en
el territorio nacional y de la Comunidad Econémica Euro-
pea de organismos nocivos para los vegetales o pro-
ductos vegetales; asi como para la exportacién y transito
hacia paises terceros.

3. En el caso de que el afectado por la contami-
nacién de un lote suministrado por un productor, alma-
cenista u operador que hubiera incumplido lo determi-

nado en la legislacion vigente, percibiera indemnizacion
por parte de cualquiera de estos sujetos, y por parte
de la Administracion, reembolsarad a la Administracién
la indemnizacion percibida.

4. El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimenta-
cién, dentro de los limites establecidos por los créditos
disponibles para estos fines, participard, con cargo a sus
presupuestos, en la cuantia del 50 por 100 de los gastos
ocasionados en la ejecucion del programa.

Disposicién transitoria Unica. Medidas provisionales.

En tanto no se pronuncie la Comisién Europea y para
garantizar unos niveles de seguridad comparables entre
las diferentes Comunidades Auténomas, se podran adop-
tar, previo informe favorable del Comité Fitosanitario
Nacional:

Los métodos apropiados para los examenes y analisis
previstos en las letras b) y c) del parrafo primero del
apartado 2 del articulo 3 y cualquier precisiéon de los
procedimientos previstos en el parrafo segundo del apar-
tado 2 del mismo.

Las medidas complementarias previstas en la letra c)
del apartado 2 del articulo 5.

Las normas de desarrollo de la letra a) del apartado 2
del articulo 8 y las disposiciones aplicables a las muestras
representativas a las que se refiere la letra b) del mismo
apartado y articulo.

El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacioén soli-
citara su adopciéon a la Comisidon Europea a través del
cauce establecido en el articulo 16 bis de la Directiva
77/93/CEE, del Consejo, de 21 de diciembre de 1976,
relativa a las medidas de proteccién contra la introduc-
cion en la Comunidad de organismos nocivos para los
vegetales o productos vegetales y contra su propagacion
en el interior de la Comunidad.

Disposicion adicional primera. Comunicacion al Minis-
terio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

Sin perjuicio de las notificaciones estipuladas en los
apartados 3 de los articulos 3 y 5, en el apartado 2
del articulo 6 y en el articulo 11 los érganos competentes
de las Comunidades Auténomas, comunicaran al Minis-
terio de Agricultura, Pesca y Alimentacién:

a) Los resultados de las investigaciones a que se
refiere el apartado 3 del articulo 6 del presente Real
Decreto.

b) Los datos del registro de explotaciones, alma-
cenes colectivos y centros de expedicion afectados en
cada Comunidad Auténoma.

c) Las medidas fitosanitarias realizadas por las
Comunidades Auténomas a que se refiere el articulo 7
de este Real Decreto.

d) Los andlisis establecidos en el articulo 8 de este
Real Decreto, realizados por los érganos competentes
de las Comunidades Auténomas.

Disposicién adicional segunda. Normativa general apli-
cable.

El Real Decreto 2071/1993, de 26 de noviembre,
relativo a las medidas de proteccién contra la introduc-
cion en el territorio nacional y de la Comunidad Eco-
némica Europea de organismos nocivos para los vege-
tales o productos vegetales y el Real Decre-
to 1190/1998, de 12 de junio, por el que se regulan
los programas nacionales de erradicacidon o control de
organismos nocivos de los vegetales aln no establecidos
en el territorio nacional seran aplicables sin perjuicio
de las normas especificas del presente Real Decreto.
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Disposicion adicional tercera. Cardcter basico.

Lo dispuesto en el presente Real Decreto tendréa
caracter de normativa basica, al amparo de lo establecido
en el articulo 149.1.13.2 de la Constitucién, que reserva
al Estado la competencia en materia de bases y coor-
dinacion de la planificacion general de la actividad eco-
némica.

Disposicion final primera. Facultad de desarrollo.

Se faculta al Ministro de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacion para dictar, en el ambito de sus competencias,
las disposiciones necesarias para el desarrollo y aplica-
cion del presente Real Decreto y, en particular, previo
informe del Comité Fitosanitario Nacional, las normas
provisionales de desarrollo de las letras a) y b) del apar-
tado 2 del articulo 8 y, a la vista de la evolucion de
los conocimientos cientificos o técnicos, las modifica-
ciones que sea preciso introducir en los anexos del pre-
sente Real Decreto, en tanto la Comisién Europea no
resuelva al respecto.
Disposicion final segunda. Entrada en vigor.

El presente Real Decreto entrard en vigor el dia
siguiente al de su publicacidon en el «Boletin Oficial del
Estadon».

Dado en Madrid a 22 de octubre de 1999.
JUAN CARLOS R.

El Ministro de Agricultura, Pesca
y Alimentacién,

JESUS POSADA MORENO

ANEXO |
SECCION |

Lista de plantas huésped de Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. a las que se refiere el articulo 1

Plantas (incluidos los tubérculos), salvo las semillas
verdaderas, de Solanum tuberosum L.: Patata.

Plantas, salvo las semillas y los frutos, de Lycoper-
sicum lycopersicum (L.) Karsten ex Farw.: Tomate.

SECCION II

Examenes

1. Los examenes oficiales contemplados en la letra
a) del apartado 2 del articulo 3 se basardn en la biologia
del organismo, asi como en los sistemas de produccion
concretos que se utilicen en la Comunidad Auténoma
de que se trate, e incluiran lo siguiente:

i) en el caso de las patatas:

en los momentos oportunos, una inspeccion visual
del cultivo en crecimiento, y/o muestras de patatas de
siembra y de otras patatas durante la fase de crecimiento
o almacenadas; estas muestras se someteran a una ins-
peccién visual oficial o bajo supervision oficial, para lo
cual se procedera a seccionar los tubérculos, y

en el caso de las patatas de siembra y, si procede,
de otras patatas, andlisis de laboratorio oficiales o bajo
supervision oficial en los que se utilice el método esta-
blecido en el anexo Il del presente Real Decreto;

ii) en el caso de los tomates:

en los momentos oportunos, una inspeccién visual
de, al menos, el cultivo en crecimiento de plantas des-
tinadas a la replantacion para utilizacion profesional.

2. Lanotificacion de los exdmenes oficiales dispues-
ta en el apartado 3 del articulo 3 incluird los datos
siguientes:

i) en el caso de los exdmenes de patatas:

la superficie total estimada, en hectéareas, de los cul-
tivos de patatas de siembra y de otras patatas,

la clasificacion por categorias (de siembra y de con-
sSumo) y, en su caso, por regiones,

la cantidad de muestras tomadas para los analisis
y el momento de su recogida,

el nUmero de inspecciones visuales efectuadas en
el campo,

el nimero de inspecciones visuales realizadas en
tubérculos (y la cantidad de muestras);

ii) enelcasodelosexamenes de, al menos, el cultivo
en crecimiento de plantas de tomate destinadas a la
replantacion para utilizacién profesional:

la cantidad total estimada de plantas,
el nimero de inspecciones visuales;

iii) en el caso de los exdmenes de plantas huésped
del organismo distintas de la patata y el tomate, incluidas
las solanaceas silvestres huésped:

la especie,

la cantidad de muestras tomadas y el momento de
su recogida,

la zona o rio objeto del muestreo, segin proceda,

el método de anélisis;

iv) en el caso de los examenes de aguas y de los
vertidos de residuos liquidos procedentes de las insta-
laciones industriales de transformacion o de embalaje:

la cantidad de muestras tomadas y el momento de
su recogida,

la zona, rio o ubicacion de la instalacion objeto del
muestreo, segun corresponda,

el método de analisis.

ANEXO Il

Método de diagndstico, deteccion e identificacion de
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.

El presente método describe los diversos procedi-
mientos involucrados en:

i) el diagndstico de la podredumbre parda en tubér-
culos de patata y de la marchitez bacteriana en plantas
de patata y de tomate;

ii) la deteccion de Ralstonia solanacearum en mues-
tras de tubérculos de patata;

iii) laidentificacion de Ralstonia solanacearum.

En los apéndices se facilitan detalles para la prepa-
racion de los materiales para las pruebas, entre otros,
medios nutritivos, tampones, soluciones y reactivos.

SECCION |
Aplicacion del método

1. Diagnéstico de la podredumbre parda en los
tubérculos de patata y de la marchitez bacteriana en
las plantas de patata y de tomate:

El procedimiento de anélisis se refiere a los tubérculos
de patata que presentan sintomas tipicos de la podre-
dumbre parda y a las plantas de patata y de tomate
que presentan sintomas tipicos o que permiten la sos-
pecha de marchitez bacteriana e incluye una prueba de
seleccion rapida, el aislamiento del patégeno del tejido
vascular infectado en un medio de cultivo apropiado v,
en caso de resultado positivo, la identificacion del cultivo
como Ralstonia solanacearum.
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Organigrama

Plantas de patata o de tomate o tubérculos
de atata con sintomas ('}

/
Prueba de seleccion répida () ‘

Y

AISLAMIENTO
Colonias con morfologia tipica
Y Y
st NO ()
4
PRUEBA (8) CONFIRMATORIA (S)
Identificacién de un cultivo
puro como Ralstonia solanacearum
mas prueba de patogenicidad ()
Y Y A
Plantas y/o
' tubérculos no
SI NO infectados por
Ralstonia
solanacearum

Y
Plantas y/o tubérculos
infectados
por Ralstonia solanacearum

Notas:

(") La descripcion de los sintomas se presenta en
el punto 1 de la seccion |l.

() Las pruebas de seleccidén rapida facilitan un diag-
néstico presuntivo.

Son pruebas adecuadas:

la prueba de la exudacion del tejido vascular del tallo
(punto 2 de la seccioén l),

la prueba de deteccion de granulos de poli-R-hidroxi-
butirato (punto 2 de la seccion Il),

la prueba IF (punto 2 de la seccién lll),

la prueba ELISA (punto 3 de la seccién lll),

la prueba PCR (punto 4 de la seccion lll).

(®]) Aunque el aislamiento del patdgeno de material
vegetal con sintomas tipicos es sencillo mediante siem-
bra de diluciones, el cultivo puede fallar en estados avan-
zados de infeccién. Las bacterias saprofitas que crecen
en el tejido enfermo pueden enmascarar o inhibir el paté-
geno en el medio de aislamiento. Si el aislamiento es
negativo, pero los sintomas de la enfermedad son los
tipicos, debera repetirse el aislamiento, preferentemente
valiéndose de una siembra en medio selectivo.

() Laidentificacion fiable de un cultivo puro de Rals-
tonia solanacearum se consigue utilizando al menos una
de las pruebas que se enumeran en el punto 4.1 de
la seccion Il, en combinacién con una prueba de pato-
genicidad (punto 4.3 de la seccion ll). La caracterizacion

de la cepa es facultativa, aunque se recomienda cada
vez que se presente un caso nuevo.

2. Detecciéon e identificacion de Ralstonia solana-
cearum en muestras de tubérculos de patata:

El procedimiento se destina a la deteccion de infec-
ciones latentes en tubérculos de patata mediante una
o, preferiblemente, varias pruebas de seleccidon que, de
ser positivas, se complementan con el aislamiento del
patdgeno; en caso de aislamiento de colonias tipicas,
se procede a continuacion a la identificacion de un cultivo
puro como Ralstonia solanacearum.

Organigrama

Muestra de tubérculos de patata ()

Y

PRUEBA (S) DE SELECCION ()

Prueba IF () y/o
siembra en un medio selectivo (‘)
con pruebas adicionales optativas:

prueba ELISA ¢)
prueba PCR ()
prueba (s) de enriquecimiento ()

Y v

Al menos
una prueba Todas las pruebas
positiva negativas
PRUEBA (S) DE AISLAMIENTO
Muestra no
Siembra en ylo prueba de Infectada por
medio bioensayo (%) Ralstonia
selectivo solanacearum
Colonias con morfologia tipica
] Muestra no
S NO »  Infectada por
Ralstonia
¢ solanacearum
PRUEBA (S) CONFIRMATORIA (8)
Identificacion del cultivo como
Ralstonia solanacearum
mas prueba de patogenicidad ()
» Muestra no
st NO > Infectada por
Ralstonia
v solanacearum
. Muestra infectada por
Ralstonia solanacearum

Notas:

(') Tamano de la muestra: El tamano normal de la
muestra es de 200 tubérculos. Sin embargo, el proce-
dimiento puede adaptarse convenientemente para mues-
tras con menos de 200 tubérculos.
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() Pruebas de seleccion: Es posible que una Unica
prueba no sea lo suficientemente sensible o fiable para
detectar Ralstonia solanacearum en una muestra. Por
ello se recomienda realizar mas de una prueba y que
se basen en principios bioldgicos diferentes.

(®) Prueba de inmunofluorescencia (IF): La prueba
IF es una prueba de seleccién plenamente reconocida,
lo que supone una ventaja frente a otras pruebas que
aun no han sido puestas a punto o convalidadas com-
pletamente. La prueba se usa para otras muchas bac-
terias, por ejemplo Clavibacter michiganensis ssp. sepe-
donicus. Los pardmetros de lectura que se especifican
en este método hacen que resulte una prueba sensible
(con limites de deteccion de 103-10* células por ml de
precipitado resuspendido). Se prefiere el método indi-
recto. El método directo puede aplicarse si la prueba
tiene un grado de sensibilidad y especificidad equiva-
lente al del método indirecto.

El factor critico en que se basa la fiabilidad de los
resultados es la calidad del antisuero. Sélo es aceptable
un antisuero con un titulo elevado (2000, como minimo,
para el antisuero crudo) y todas las pruebas deben rea-
lizarse a la dilucidon del titulo del antisuero o con una
dilucién por debajo de éste.

La prueba IF presenta la ventaja de la interpretacion
subjetiva de la morfologia de la tincién celular y de la
intensidad de la fluorescencia, que facilitan informacion
sobre la especificidad de la reaccién. Son frecuentes
las reacciones cruzadas producidas por bacterias sero-
I6gicamente afines, procedentes del suelo o asociadas
a tejidos de la patata, con morfologia celular de Ralstonia
solanacearum. Aunque la prueba IF puede utilizarse
como unica prueba de seleccién, cuando se sospeche
que se han producido reacciones cruzadas convendra
efectuar una prueba de seleccidn alternativa basada en
principios bioldgicos diferentes. En tales casos la siembra
en medio selectivo es la prueba mas adecuada.

(*) Pruebas de siembra en medio selectivo: El medio
SMSA modificado y el procedimiento que se especifican
en este método hacen que ésta sea una prueba sensible
y selectiva para la deteccion de Ralstonia solanacearum,
cuyos resultados pueden conocerse de tres a seis dias
después de la siembra. El agente patégeno se obtiene
directamente en cultivo y puede identificarse facilmente.
Para poder aprovechar plenamente el potencial de la
prueba, es necesario preparar con cuidado las cunas
para evitar otras bacterias asociadas al tubérculo de la
patata que compiten con Ralstonia solanacearum en el
medio y pueden afectar el desarrollo del agente pato-
geno. Algunas cepas pueden crecer insuficientemente,
ya que los componentes del medio pueden afectar al
organismo buscado. Asimismo, debe tenerse cuidado
para diferenciar Ralstonia solanacearum de otras bac-
terias que pueden desarrollarse en el medio. Aunque
la siembra en medio selectivo puede utilizarse como uni-
ca prueba de seleccién, cuando se obtengan resultados
negativos y se sospeche que se ha producido una inhi-
bicion del crecimiento de Ralstonia solanacearum, debi-
do a la presencia de otras bacterias en el medio, sera
conveniente realizar una segunda prueba de seleccién.
En tal caso, la prueba IF sera la mas apropiada.

(°) Prueba ELISA: En general, la prueba ELISA es
menos sensible que la prueba IF (limites de deteccion:
10%-10° células por ml de precipitado de extracto de
patata). Se trata de una prueba barata y rapida, que,
no obstante, en lo que a resultados se refiere, esta en
general méas expuesta a dar resultados falsos positivos
(reacciones cruzadas) y falsos negativos (inhibicién cau-
sada por moléculas fendlicas presentes en el extracto
de patata). El antisuero debe poseer una especificidad
muy elevada. La prueba ELISA no puede utilizarse como
Unica prueba de seleccion.

(°) Prueba PCR: Esta prueba posee el potencial nece-
sario para una gran sensibilidad de deteccién, pero puede

ser inhibida facilmente por componentes del extracto
de planta o tubérculo, con el consiguiente resultado falso
negativo. Algunos cultivares de patata contienen mas
inhibidores que otros, que es necesario eliminar. La inhi-
bicion puede reducirse mediante dilucion, si bien con
ello se diluyen también las poblaciones de Ralstonia sola-
nacearum. Debe tenerse mucho cuidado en todas las
fases de preparacién de las muestras y de la prueba
para evitar contaminaciones que darian lugar a resul-
tados positivos falsos. También pueden darse resultados
falsos positivos debido a secuencias homodlogas de otros
organismos. De ahi que la prueba PCR directa no pueda
utilizarse como Unica prueba de seleccién.

(") Prueba de enriquecimiento: La incubacion de
muestras de extracto de patata en un caldo semiselec-
tivo, como el caldo SMSA modificado, permite la mul-
tiplicacién de Ralstonia solanacearum vy, lo que es mas
importante quizas, también diluye los inhibidores poten-
ciales de las pruebas ELISA o PCR. De este modo, Rals-
tonia solanacearum puede detectarse mediante las prue-
bas IF, ELISA y PCR en un caldo de enriquecimiento.
No recomendamos la realizacion de cultivos directos a
partir de caldos enriquecidos, ya que estos métodos de
enriquecimiento no se han ensayado y probado a fondo.
Si se incluyen aqui es porque poseen un potencial con-
siderable. No obstante, debido a la relativa falta de expe-
riencia que se tiene de ellos, no pueden utilizarse como
métodos de deteccidn Unicos.

(]) Prueba de bioensayo: La prueba de bioensayo
se usa para el aislamiento de Ralstonia solanacearum
a partir de extracto de patatas mediante enriquecimiento
selectivo de la bacteria en una planta huésped, y puede
realizarse en plantas de tomate o en berenjenas. Exige
que las condiciones de incubacién sean 6ptimas, segun
se especifican en este método. Es muy probable que
las bacterias inhibidoras de Ralstonia solanacearum en
medio SMSA no interfieran en esta prueba.

(°) Pruebas confirmatorias: La identificacion fiable
de un cultivo puro de Ralstonia solanacearum se efectua
mediante alguna de las pruebas que se enumeran en
el punto 4.1 de la secciéon I, en combinacién con una
prueba de patogenicidad (punto 4.3 de la seccion ll).
Aunque la caracterizacién de la cepa es optativa, se reco-
mienda en cada caso nuevo.

SECCION Il

Diagnéstico de la podredumbre parda en los tubércu-
los de patata y de la marchitez bacteriana en las plan-
tas de patata y de tomate

1. Sintomas:
1.1 Sintomas en la patata:

En la planta. La fase inicial de la infeccion se carac-
teriza por un marchitamiento de las hojas en progresién
ascendente hacia el extremo superior de la planta, bajo
el efecto de las temperaturas diurnas altas, con una recu-
peracién durante la noche. El marchitamiento se hace
rapidamente irreversible y ocasiona la muerte de la plan-
ta. El tejido vascular de los tallos de las plantas mar-
chitadas cortados transversalmente puede volverse par-
do, y en la superficie del corte suele observarse un exu-
dado mucoso blanquecino o éste puede extraerse apre-
tando el tallo. Si se coloca verticalmente un tallo cortado
en agua, de los haces vasculares salen hilos viscosos
de dicho exudado.

En el tubérculo. Los tubérculos de patata deben cor-
tarse transversalmente cerca de la parte basal (estoldn).
En la fase inicial de la infeccion se produce una deco-
loracién entre amarillo vitreo y pardo claro de la linea
vascular, de la cual suele fluir espontdneamente un exu-
dado mucoso crema pdélido al cabo de varios minutos
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o cuando se hace una ligera presién con los pulgares
en la piel préxima a la superficie del corte. Posterior-
mente, la decoloracién vascular adquiere un tono pardo
mas marcado y la necrosis puede extenderse al tejido
parenquimatico. En las fases avanzadas, la infeccion pro-
gresa desde la parte basal y los ojos, pudiendo dar lugar
a que se produzcan en la piel lesiones ligeramente hun-
didas de color pardo rojizo por las que fluyen bacterias,
lo que hace que se adhieran particulas del suelo.

1.2 Sintomas en el tomate:

En la planta. El primer sintoma visible es el aspecto
flaccido de las hojas mas jévenes. En condiciones
medioambientales favorables para el patégeno (tempe-
ratura del suelo de unos 25 °C, humedad saturada) se
produce epinastia y marchitamiento de una parte o de
la totalidad de la planta en pocos dias, que desemboca
en el colapso total de la misma. En condiciones menos
favorables (temperatura del suelo por debajo de 21 °C)
pueden surgir numerosas raices adventicias del tallo. En
ocasiones se observa un corddén grasiento a lo largo
del tallo que demuestra la existencia de necrosis en el
sistema vascular. Al cortar transversalmente el tallo, los
tejidos vasculares del mismo, que presentan una deco-
loracion parda, exudan gotas de liquido bacteriano blan-
co o amarillento.

2. Pruebas de seleccion rapida: Las pruebas de
seleccion rapida facilitan un diagnostico presuntivo. Rea-
licese una o mas de las siguientes pruebas:

Prueba de la exudacion del tallo: La presencia de
Ralstonia solanacearum en tallos de patata o de tomate
marchitos puede evaluarse utilizando la sencilla prueba
que se indica a continuacion.

Cortar el tallo justo por encima del nivel del suelo.
Colocar la superficie del corte en un vaso de precipitados
que contenga agua. Poco después, de los haces vas-
culares saldran espontaneamente hilos de exudado bac-
teriano. Este fendmeno no se producira con ninguna otra
bacteria que cause infecciones vasculares en las plantas
de patata o de tomate.

Prueba de la deteccidon de granulos de poli-B-hidroxi-
butirato (PHB): Los granulos de PHB de las células de
Ralstonia solanacearum se visualizan tinendo con azul
Nilo A o negro Sudan B.

Preparar un frotis del exudado o del tejido sospechoso
en un portaobjetos, o un frotis de un cultivo de 48 horas
en YPGA o SPA (apéndice 1). Preparar frotis de control
positivo de una cepa de biovar 2 y raza 3 vy, si se con-
sidera util, un frotis de un control negativo. Dejar secar.
Pasar con rapidez varias veces por la llama la cara inferior
del portaobjetos hasta que el frotis quede fijado.

Prueba del azul Nilo:

1. Banar el frotis fijado con soluciéon acuosa al 1
por 100 de azul Nilo A. Incubar durante 10 minutos
a bb °C.

2. Escurrir la solucién de tinciéon. Lavar suavemente
al grifo durante unos instantes. Eliminar el agua sobrante
con un panuelo de papel.

3. Banar el frotis con acido acético acuoso al 8 por
100. Incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente.

4. Lavar suavemente al grifo durante unos instantes.
Secar con un pafiuelo de papel.

5. Humedecer de nuevo con una gota de agua.
Tapar con un cubreobjetos.

6. Examinar el frotis tintado con un microscopio
equipado con epifluorescencia a 450 nm con aceite de
inmersién, a 1.000 aumentos.

Observar si se produce la fluorescencia naranja bri-
llante de los granulos de PHB. Observar también con
la luz normal para cerciorarse de que los granulos son
intracelulares y de que la morfologia celular es la tipica
de Ralstonia solanacearum.

Prueba del negro Sudan:

1. Banar el frotis fijado con una solucién de negro
Sudan B al 0,3 por 100 en etanol del 70 por 100. Dejar
en incubacion durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

2. Escurrir la solucién de tincién. Lavar suavemente
con agua del grifo durante unos instantes. Eliminar el
agua sobrante con un panuelo de papel.

3. Sumergir brevemente el frotis en xilol. Secar con
un panuelo de papel. Precaucion al usar el xilol que es
un producto nocivo. Trabajar en campana de humos.

4. Banar el frotis con safranina acuosa al 0,5 por
100 (p/v) y dejar durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Precaucion al usar la safranina que es un pro-
ducto nocivo. Trabajar en campana de humos.

5. Lavar suavemente al grifo durante unos instantes.
Secar con un pafiuelo de papel. Tapar con un cubreob-
jetos.

6. Examinar la tincion con un microscopio éptico
con luz transmitida con aceite de inmersién, a 1.000
aumentos.

Los granulos de PHB de las células de Ralstonia sola-
nacearum se tinen de negro azulado, mientras que las
paredes de las células lo hacen de rosa.

Otras pruebas: Otras pruebas adecuadas para una
seleccion rapida son la prueba IF (punto 2 de la sec-
cion lll), la prueba ELISA (punto 3 de la seccion lll) y
la prueba PCR (punto 4 de la seccion lll).

3. Proceso de aislamiento:

3.1 Coger exudado o pequeias secciones de tejido
decolorado del anillo vascular del tubérculo o de los
haces vasculares del tallo de la planta de patata o de
tomate. Poner en suspensién en un volumen reducido
de agua destilada estéril o en tampdn fosfato 50mM.
Dejar reposar de 5 a 10 minutos.

3.2 Preparar series de diluciones decimales de la
suspensioén, por ejemplo 1/10 y 1/100, o mas si se
considera necesario.

3.3 Anadir un volumen normalizado de la suspen-
sién y de las diluciones a un medio nutritivo general
(NA, YPGA y SPA; apéndice 1) y/o a un medio de tetra-
zolio de Kelman (apéndice 1) y/o a un medio selectivo
SMSA (apéndice 7). Extender o hacer estrias con una
técnica adecuada de dilucién en placas. Si se considera
atil, preparar un conjunto de placas distintas con un
cultivo de una suspension celular diluida de una cepa
virulenta de Ralstonia solanacearum de biovar 2 y raza 3
que se utilizara como control positivo.

3.4 Dejar en incubacién las placas tres dias a 28°C.
La incubacién puede prolongarse hasta seis dias si el
crecimiento es lento, pero las colonias en SMSA con
frecuencia se vuelven atipicas y mueren.

En un medio nutritivo general, los aislados virulentos
de Ralstonia solanacearum desarrollan colonias de color
blanco nacarado, planas, irregulares y fluidas, que con
frecuencia presentan los verticilos caracteristicos.

En el medio de tetrazolio de Kelman, las colonias
tipicas de aislados virulentos de Ralstonia solanacearum
son de color crema, planas, irregulares, con anillos de
color rojo sangre en el centro. Las colonias avirulentas
de Ralstonia solanacearum son butirosas y de color rojo
fuerte.

En el medio SMSA, las colonias tipicas de los aislados
virulentos de Ralstonia solanacearum son de color blanco
lechoso, planas, irregulares y fluidas, y presentan centros
de un marcado color rojo sangre.

Las formas avirulentas de Ralstonia solanacearum
desarrollan colonias menos fluidas, cuyo color oscila
entre completamente rosa y rojo en el medio SMSA.

3.5 Purificar las colonias de morfologia caracteris-
tica mediante subcultivo en un medio nutritivo general.
Evitar los subcultivos continuos que pueden dar lugar
a una pérdida de virulencia.
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4. Pruebas de confirmacion:

4.1 Identificacién de Ralstonia solanacearum: lden-
tificar los cultivos puros de Ralstonia solanacearum
mediante uno, como minimo, de los siguientes pro-
cedimientos.

Nota: Incluir los controles adecuados en cada prueba.

Pruebas nutricionales y enzimaticas: Las siguientes
propiedades fenotipicas de Ralstonia solanacearum
estan universalmente presentes o ausentes:

Pigmento fluorescente ..., -
Inclusionesde PHB ... ... ... . +
Prueba O/F ... O+/
Catalasa ......oiii +
Oxidasade Kovacs .........oooioieeiiiiiiiiiiia .. +
Reduccién de nitratos ...........ccooiiiiiiiii. .. +
+

Utilizacidon de citrato ..........cooovviiiiiiiiieeannn..
Crecimiento @40 °C ..o

Crecimiento en NaCl al 1 por 100 ................... +
Crecimiento en NaClal 2 por 100 ................... -
Dihidrolasa de arginina ...............c.ccooiiiinn... -
Licuacion de gelatina .................cooiiiiiinnl. -
Hidrélisis del almidén ................................... -
Hidrélisisde laesculina ...................oooeanll. -
Producciéndelevano ................ccooeiiiiiiiin... -

Los medios y métodos se encuentran en Lelliott y
Stead (1987)

Prueba IF: Preparar una suspensiéon de 10° células
por ml del cultivo y de las cepas de control positivo.
Preparar una serie de diluciones a 1/2 del antisuero.
Aplicar el procedimiento de IF (punto 2 de la seccidn lll).
El titulo IF del cultivo debe ser equivalente al del control
positivo.

Prueba ELISA: Preparar una suspensién de mas
de 108 células por ml del cultivo y de las cepas de
control positivo. Aplicar el procedimiento ELISA (punto 3
de la seccion lll). El valor ELISA del cultivo debe ser
equivalente al del control positivo.

Prueba PCR: Preparar una suspension de 10° células
por ml del cultivo y de las cepas de control positivo.
Aplicar el procedimiento PCR (punto 4 de la seccion lll).
El producto de PCR del cultivo debe tener el mismo
tamano y posteriormente las mismas bandas en el ana-
lisis con la enzima de restriccion (REA), que el control
positivo.

Hibridacion fluorescente in situ (Fluorescent in situ
hybridisation o FISH): Preparar una suspension de 10°
células por ml del cultivo y de las cepas de control posi-
tivo. Aplicar el procedimiento FISH (Van Beuningen et
al., 1995) con el iniciador OLI-1 PCR (Seal et al., 1993).
El cultivo debe mostrar la misma reaccion que el control
positivo.

Perfiles de proteinas: Las proteinas de células enteras
desnaturalizadas se separan mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida (PAGE) segun Stead (1992a).

Perfiles de acidos grasos (Fatty acid profiling o FAP):
Mantener el cultivo y la cepa de control positivo en agar
de tripticasa de soja durante 48 horas a 28 °C y aplicar
el procedimiento FAP (Janse, 1991; Stead, 1992a; Stead
1992b). El perfil del cultivo debe ser idéntico al del con-
trol positivo. En las condiciones especificadas, los acidos
grasos caracteristicos son 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1
20Hvy 18:1 20H.

4.2 Caracterizacion de las cepas: La caracterizacién
de las cepas es optativa, pero se recomienda en cada
caso nuevo, utilizando, al menos, unas de las pruebas
siguientes:

Determinacién de los biovares: Ralstonia solanacea-
rum se divide en biovares en funcién de la capacidad
de producir acido de tres hexosas alcohdlicas y tres azu-
cares (Hayward, 1964 y 1994).

Biovar

Utilizacion de:

Maltosa ...... -
Lactosa ...... -
Celobiosa .... -
Mannitol ..... -
Sorbitol ...... - -
Dulcitol ...... - -

Vo4

++++++

++ 4+
e

El biovar 2 se diferencia en subfenotipos mediante
pruebas adicionales (Hayward, 1994):

Biovar 2 Biovar 2-A Biovar 2-T
Utilizacién de trehalosa. - + +
Utilizacién de inositol .. + - +
Utilizacién de D-ribosa. - - +
Actividad pectolitica ... baja baja alta

Determinaciéon de las razas: La raza (Buddenhagen
et al, 1962) puede determinarse con una prueba de
patogenicidad en plantas de tomate o en berenjenas
y en plantas de tabaco, y mediante una reaccién de
hipersensibilidad (HR) en hojas de tabaco (Lozano y
Sequeira, 1970):

Raza (*)

1 2 3
Reaccion en:
Plantas de toma-| Marchitamiento | Sin reaccion |Marchitamiento
te/berenjenas.
Plantas de tabaco.| Marchitamiento | Sin reaccién Sin reaccion
Hojas de tabaco. |Necrosis (48 h)| HR(12-24 h) Clorosis
marchitamiento (2-8 dias)
(7-8 dias)

(*) La raza 4 (patdégena en el jengibre y en algin otro huésped) y la
raza b (patdgena sélo en la morera) no estan incluidas.

La caracterizacion de la raza a través de pruebas de
patogenicidad o hipersensibilidad en hojas de tabaco
puede no ser muy fiable, pero podra ser deducida a
partir del biovar y del huésped original.

El cultivo puede caracterizarse ain mas mediante lo
siguiente:

Obtencion de la huella dactilar genémica.

La diferenciaciéon molecular de las cepas en el com-
plejo de Ralstonia solanacearum puede realizarse del
modo siguiente:

Analisis RFLP (Cook et al., 1989).

PCR de secuencia repetitiva [REP-, ERIC- & BOX-PCR
(Louws et al., Smith et al, 1995)].
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4.3 Prueba de patogenicidad: Esta prueba se des-
tina a confirmar el diagnéstico de Ralstonia solanacea-
rum vy comprobar la virulencia de los cultivos identi-
ficados como Ralstonia solanacearum.

Preparar un inéculo de 108 células por ml de cultivo
y una cepa de control positivo. Inocular de 5 a 10 plantas
de tomate o berenjenas, preferentemente en la fase de
la tercera hoja verdadera o posterior (punto 6 de la sec-
cion lll). Dejar en incubacién hasta dos semanas entre
22 y 28 °C con alta humedad relativa y riego diario.
Observar si se produce marchitamiento y/o epinastia,
clorosis o enanismo.

Aislar la bacteria de las plantas sintomaticas de la
forma siguiente:

separar secciones del tallo 2 cm por encina del punto
de inoculacién,

dilacerar y suspender en un pequefio volumen de
agua estéril o en tampdn fosfato 50mM. Sembrar, dejar
en incubacién y buscar colonias con morfologia tipica
de Ralstonia solanacearum.

SECCION IlI

Deteccion e identificacion de Ralstonia solanacearum
en muestras de tubérculos de patata

Nota: El tamano normal de la muestra es de 200
tubérculos. Sin embargo, el procedimiento puede adap-
tarse convenientemente para muestras con menos de
200 tubérculos.

1. Preparacién de la muestra para el andlisis:

Observacion: El extracto de patata obtenido con este
procedimiento puede emplearse también para la detec-
cion de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Opciones previas al andlisis, en caso de considerarlas
utiles:

i) incubar la muestra a 25-30 °C durante un periodo
de hasta dos semanas para favorecer la multiplicacion
de las poblaciones latentes de Ralstonia solanacearum;

ii) lavar los tubérculos con agua corriente utilizando
desinfectantes y detergentes apropiados. Secar al aire
los tubérculos.

1.1 Quitar la epidermis de la parte basal (ombligo)
del tubérculo con un bisturi o un cuchillo limpio y desin-
fectado, de modo que los tejidos vasculares queden a
la vista. Extraer con cuidado una pequena cuna cdnica
(de 3 a b mm de didmetro) de tejido vascular de la
parte basal de cada tubérculo. Extraer el minimo volumen
posible de tejido no vascular. Procesar cada uno de los
tubérculos de la muestra.

Observacion: El examen visual de los tubérculos (pun-
to 1 de la seccion Il) puede efectuarse en esta fase.
Retirar los tubérculos que presenten sintomas o estén
muy podridos y analizarlos individualmente (seccioén Il).

1.2 Colocar las cuias en un recipiente cerrado. Es
conveniente procesarlas inmediatamente. De no ser posi-
ble, pueden almacenarse durante un periodo de 24 horas
como maximo o, si se mantienen a 4 °C, que no supere
las 72 horas.

1.3 Procesar las cunas por uno de los métodos
siguientes:

i) Colocar las cufas en un recipiente adecuado.

Anadir solucién tampoén de maceraciéon (apéndice 2)
en cantidad suficiente para que las cubra.

Desmenuzarlas en una trituradora Waring Blender o
Ultra Thurrax hasta lograr una homogeneizacién com-
pleta pero no excesiva.

Dejar el macerado en remojo de 15 a 30 minutos.

ii) Colocar las cufias en un recipiente adecuado.

Anadir solucidn tampdn de maceracién en cantidad
suficiente para que las cubra.

Colocar el recipiente en un agitador rotatorio.

Incubar a 50-100 rpm durante 4 horas a 20-22 °C
o durante 16-24 horas a 4 °C.

iii) Colocar las cuilas dentro de una bolsa de mace-
racion desechable que sea resistente (por ejemplo, una
bolsa Stomacher, de 105 x 150 mm, estéril por radia-
cion).

Machacar con cuidado las cufias valiéndose de un
instrumento adecuado, como, por ejemplo, un martillo,
hasta lograr una homogeneizaciéon completa.

Anadir solucion tampdn de maceracién en cantidad
suficiente para que cubra las cunas.

Dejar reposar el macerado durante 15-30 minutos.

1.4 Extraer las bacterias de las cufias procesadas
mediante uno de los procedimientos siguientes:

i) Decantar suavemente el macerado en un tubo
de centrifugar y dejar los residuos en el recipiente o
la bolsa. Si el decantado presenta un aspecto turbio,
centrifugar a 180 g, como maximo, durante 10 minutos,
a una temperatura inferior a 10 °C.

Centrifugar el decantado o el sobrenadante obtenido
en la primera centrifugacion, a 7.000 g durante 15 minu-
tos o a 10.000 g durante 10 minutos a una temperatura
inferior a 10 °C.

Eliminar el sobrenadante sin perturbar el precipitado.

ii) Filtrar el macerado mediante un sistema de fil-
tracién cuyos poros tengan un tamano de 40-100 um.

Acelerar la filtracion utilizando una bomba de vacio.

Recoger el filtrado en un tubo de centrifugar.

Lavar el filtro con un tampdn de maceracion.

Centrifugar el filtrado a 7.000 g durante 15 minutos
o a 10.000 g durante 10 minutos a una temperatura
inferior a 10 °C.

Descartar el sobrenadante sin perturbar el preci-
pitado.

1.5 Resuspender el precipitado en 1 ml de tampdn
de precipitado (apéndice 2).

Dividir en dos partes iguales y poner cada parte en
un microvial.

Utilizar un solo microvial para la prueba. Conservar
el extracto sobrante a 4 °C durante el anélisis.

Anadir glicerol estéril al 10-25 por 100 (v/v) al otro
microvial. Homogeneizar por agitacion. Guardar a-18 °C
(semanas) o a-70 °C (meses).

2. Prueba de inmunofluorescencia (IF): Utilizar un
antisuero para Ralstonia solanacearum, de preferencia
para raza 3 y biovar 2. Determinar el titulo en una sus-
pension de 10° células por ml de la cepa homologa
de Ralstonia solanacearum con una dilucion apropiada
del conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FITC),
segun las recomendaciones del fabricante. El antisuero
crudo deberia presentar un titulo IF de al menos 1:2.000.

Utilizar portaobjetos de pocillos multiples, de prefe-
rencia con 10 pocillos de 6 mm de didmetro como
minimo.

Incluir en cada portaobjetos un control de conjugado
FITC. Debera repetirse la prueba con el control PBS inclui-
do,Csi se observa alguna célula positiva en el control
FITC.

Preparar en otro portaobjetos controles positivos con
una suspensiéon de 10° células por ml de una cepa de
raza/biovar adecuados de Ralstonia solanacearum.
Incluir un portaobjetos en cada serie de pruebas.

2.1 Preparar los portaobjetos segin uno de los pro-
cedimientos siguientes:

i) Para precipitados con una cantidad relativamente
pequeia de almidoén:

Echar con una pipeta un volumen determinado (15 pl
es suficiente para pocillos de 6 mm de diametro; aumen-
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tar el volumen si el diametro es mayor) del precipitado
resuspendido en una fila de pocillos. La otra fila puede
utilizarse como duplicado o para una segunda muestra,
tal como se indica en la figura 1.

ii) Para otros precipitados:

Preparar diluciones decimales, por ejemplo 1/10,
1/100y 1/1.000, del precipitado resuspendido en tam-
pén de precipitado. Echar con una pipeta un volumen
normalizado medido (15 ul es suficiente para pocillos
de 6 mm de diametro; aumentar el volumen si el dia-
metro es mayor) del precipitado resuspendido y de cada
dilucién en una fila de pocillos. La otra fila puede utilizarse
como duplicado o para una segunda muestra, tal como
se indica en la figura 2.

2.2 Dejar secar las gotitas. Fijar las células bacte-
rianas al portaobjetos calentandolo, flameandolo o
mediante etanol del 95 por 100.

2.3 Procedimiento IF:

i) Si el portaobjetos se ha preparado segun el inci-
so i) de punto 2.1: Preparar un conjunto de diluciones
a 1/2 del antisuero en el tampon IF (apéndice 3): 1/4
del titulo (T/4), 1/2 del titulo (T/2), el titulo (T) y dos
veces el titulo (2T).

ii) Si el portaobjetos se ha preparado segun el inci-
so ii) del punto 2.1: Preparar la diluciéon de trabajo (DT)
del antisuero en el tampon IF. La diluciéon de trabajo
es la dilucién del antisuero con especificidad 6ptima,
y normalmente es a la mitad del titulo.

FIGURA 1

Preparacién del portaobjetos segun el inciso i) de los
puntos 2.1y 2.3

DiLUCION NORMALIZADA DEL PRECIPITADO RESUSPENDIDO
(T= titulo)

FITC T/4 T1/2 T 2T [7] biluciones a

1/2 de antisuero

Muestra 1 o] o2 o3 o/ o5
Duplicado de la
muestra 1 o
muestra 2 6 o/ 3 9 10

FIGURA 2

Preparacién del portaobjetos segtn el inciso ii) de los
puntos 2.1y 2.3

FITC DILUCION NORMALIZADA DE ANTISUERO

Nada Nada 1/10 1/1001/1.000[ ] pjjycign

decimal
Muestra 1 o] o2 3 o o5 precipitado
Duplicado de suspendido

lamuestra 10
muestra 2 6 o/ 8 9 *10

2.3.1 Colocar los portaobjetos en un pafuelo de
papel humedecido.

Anadir a los pocillos correspondientes la dilucién o
diluciones de antisuero. Aplicar PBS en los pocillos FITC.
El volumen del antisuero aplicado en los pocillos debe
ser equivalente al volumen de extracto aplicado.

2.3.2 Tapar y dejar incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

2.3.3 Sacudir las gotitas de antisuero del portaob-
jetos y enjuagar cuidadosamente los portaobjetos con
tampoén IF. Lavar durante 5 minutos con tampdn
IF-Tween. Repetir la operacion con tampén IF (apéndi-
ce 3). Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad.

2.3.4 Colocar los portaobjetos en un pafiuelo de
papel humedecido.

Cubrir los pocillos en cuestion y el pocillo FITC con
la dilucion del conjugado FITC utilizado para determinar
el titulo. El volumen de conjugado aplicado en los pocillos
debe ser idéntico al volumen de antisuero aplicado.

2.3.5 Tapary dejar en incubaciéon durante 30 minu-
tos a temperatura ambiente.

2.3.6 Sacudir las gotitas de conjugado del portaob-
jetos. Enjuagar y lavar como antes (2.3.3). Eliminar cui-
dadosamente el exceso de humedad.

2.3.7 Echar con una pipeta de 5 a 10 ul de tampodn
fosfato glicerol de 0,1 M (apéndice 3) o un volumen
similar en cada pocillo y colocar un cubreobjetos.

2.4 Lectura de la prueba IF:

Examinar los portaobjetos en un microscopio epifluo-
rescente con filtros adecuados para que se produzca
la excitacion del FITC, con aceite de inmersiéon y a
500-1.000 aumentos. Recorrer los pocillos a lo largo
de dos didmetros perpendiculares entre si y alrededor
del perimetro.

En primer lugar, comprobar el control positivo. Las
células deben ser fluorescentes brillantes y estar com-
pletamente tenidas.

Nota: La prueba debe repetirse si la tincion no es
buena en el control positivo.

Leer los portaobjetos. Observar primero la ausencia
de células fluorescentes en los pocillos FITC. Si existieran,
indicaria una unién no especifica del conjugado, auto-
fluorescencia o contaminacion.

Nota: En este caso, repetir la prueba.

Comprobar si hay células fluorescentes brillantes con
morfologia caracteristica de Ralstonia solanacearum en
los pocillos problema. La intensidad de la fluorescencia
debe ser equivalente a la de la cepa de control positivo
a la misma dilucién del antisuero. Deberan descartarse
las células que presenten una tincién incompleta o cuya
fluorescencia sea escasa, a menos que haya muchas
células de este tipo (véase la interpretacion de los resul-
tados de la prueba IF).

Interpretacion de los resultados de la prueba IF:

i) La prueba serd negativa si en la muestra no se
encuentran células fluorescentes brillantes con morfo-
logia caracteristica.

ii) Si se encuentran células fluorescentes brillantes
con morfologia caracteristica, determinar el nimero
medio de células por campo microscoépico y calcular el
numero de células (N) por ml de precipitado resuspen-
dido (apéndice 4).

Se considera que el limite de deteccion para la prueba
IF esta alrededor de 102 células por ml de precipitado
resuspendido:

en las muestras con N>102 células por ml, la prueba
IF se considera positiva,

en las muestras con N<102 células por ml, la prueba
IF puede considerarse positiva.

iii) Si hay un gran niumero de células (>10° células
por ml) incompletamente tefiidas o con fluorescencia
débil en el titulo, debera realizarse una segunda prueba:

bien una prueba basada en un principio bioldgico
distinto,

bien repetir la prueba IF, ya sea con un segundo anti-
suero o con una dilucion decimal del precipitado.
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3. Prueba de inmunoabsorciéon enzimatica (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay o ELISA) (basada en
Robinson-Smith et al., 1995).

Utilizar antisuero para Ralstonia solanacearum, pre-
feriblemente de la raza 3 y biovar 2. Determinar el titulo
en una suspension de 10° células por ml de la cepa
homoéloga de Ralstonia solanacearum.

Se recomienda utilizar placas de microtitulacion
NUNC Polysorp.

Incluir un control negativo de extracto de patata y
un control de tampon fosfato salino (PBS).

Utilizar una suspension de mas de 10° células por ml
de una cepa de Ralstonia solanacearum biovar 2, raza
3, como control positivo. Procesarlo de la misma manera
que la muestra o muestras, pero bien separado de éstas
en la placa de microtitulacion.

3.1 Echar con una pipeta de 100 a 200 ul del pre-
cipitado resuspendido en un microvial.

Calentar durante 4 minutos a 100 °C. Colocar el
microvial en hielo.

3.2 Anadir un volumen igual de tampdn de tapizado
de carbonato de doble concentracion (apéndice b).
Homogeneizar por agitacion.

3.3 Anadir alicuotas de 100 ul a cada uno de dos
pocillos, como minimo, de la placa de microtitulacién.

Dejar en incubacién durante una hora a 37 °C o duran-
te una noche a 4 °C.

3.4 Quitar los extractos de los pocillos. Lavar éstos
tres veces con PBS-Tween (apéndice b), dejando en ellos
la ultima solucién de lavado durante al menos 5 minutos.

3.5 Preparar la dilucién adecuada de antisuero de
Ralstonia solanacearum en tampon de bloqueo (apén-
dice b). Echar 100 ul de dilucion de antisuero en los
pocillos.

Dejar en incubacién durante una hora a 37 °C.

3.6 Quitar el antisuero de los pocillos. Lavar éstos
como en el punto 3.4.

3.7 Preparar la diluciéon adecuada de conjugado de
fosfatasa alcalina en tampdn de bloqueo. Echar 100 pl
de diluciéon de conjugado en los pocillos.

Dejar en incubacién durante una hora a 37 °C.

3.8 Quitar el conjugado de los pocillos. Lavar éstos
como en los puntos 3.4y 3.6.

3.9 Preparar la solucidon de sustrato de fosfatasa
alcalina (apéndice 5). Echar 100 ul en los pocillos. Dejar
en incubacién de 30 minutos a una hora en la oscuridad
a temperatura ambiente.

3.10 Leer la absorbancia a 405 nm.

Interpretacion de la prueba ELISA: La prueba ELISA
serd negativa si la densidad éptica (DO) de la muestra
es < 2 x DO del control negativo.

La prueba ELISA seré positiva si la DO de la muestra
es > 2 x DO del control negativo.

4. Prueba de polimerizacion en cadena (Polymerase
Chain Reaction o PCR) (Basado en Seal et al, 1993).

Observacién: Deberan utilizarse puntas de pipeta ajus-
tadas con filtro en todas las fases de preparacién de
la muestra y siempre que haya que manejar PCR.

Preparar una suspension de 10° células por ml de
una cepa de Ralstonia solanacearum de raza 3 y biovar
2 como control positivo. Actuar del mismo modo que
con la muestra o muestras.

4.1 Echar con una pipeta 100 ul del precipitado
resuspendido en un microvial.

Otra alternativa es echar 90 ul del precipitado resus-
pendido en un microvial que contenga 10 ul de NaOH
0,5 M. Mezclar invirtiendo el vial repetidamente.

4.2 Calentar durante 4 minutos a 100 °C. Colocar
el microvial en hielo inmediatamente.

4.3 Preparar, por lo menos, dos diluciones decima-
les, por ejemplo 1/10 y 1/100, o mas si se considera
atil, en agua destilada estéril o ultrapura (UPW).

4.4 Prepararla mezcla de reaccion PCR (apéndice 6)
en un vial estéril afiadiendo los componentes siguientes
en el orden en que se citan:

Volumen de reaccion de 50 ul

Cantidad
Componente —
ul

Concentracion
final

i\)b‘llﬂbbbbb&
®

Agua destilada estéril o ultra pura . |30,
10 x tampoén PCR ...l
d-ATP oo

NN
3333 x

(eielele)

Iniciador OLI-1 (20 uM) ..............
Iniciador Y-2 (20 uM) ................
Polimerasa Taq (b U/ul) .............

o
_|
_|
o
ONN—= oI

Volumen total .................... 45-48

Para mas reacciones:

Calcular la cantidad de cada componente para el
numero de reacciones necesario.

Mezclar los componentes y poner 45-48 ul de la mez-
cla en viales PCR estériles.

Colocar los viales con la mezcla de la reaccion PCR
en hielo.

Para volumenes de reaccion de 25 ul.
Reducir los componentes proporcionalmente.

4.5 Amplificaciéon de la PCR.

45.1 Optativo: centrifugar con impulsos los viales
que contienen la muestra hervida y el control positivo.

Anadir, en el orden indicado, 2-5 ul de la muestra
o muestras, el control de agua y el control positivo a
los viales que contienen la mezcla de la reaccién PCR.
Colocar los viales en el calentador del termociclador de
ADN.

4.5.2 Aplicar el siguiente programa:

Un ciclo de:

i) Dos minutos a 96 °C: desnaturalizacion de la cade-
na molde;

50 ciclos de:

ii) Veinte segundos a 94 °C: desnaturalizacion,

iii) Veinte segundos a 68 °C: hibridacion de ini-
ciador,

iv) Treinta segundos a 72 °C: extensioén de la copia;

Un ciclo de:
v) Diez minutos a 72 °C: nueva extension;

Un ciclo de:
vi) Mantenimiento de la temperatura a 4 °C.

Observacioén: Estos parametros son para un aparato
Perkin EImer 9600. Para otros termocicladores tal vez
se precise una capa de aceite mineral en los viales de
la reaccion PCR y/o modificar la duracion de las fases
i), iii) y iv) de amplificacion.

4.5.3 Retirar los viales del termociclador. Analizar
el producto de la PCR. Si esta operacién no se realiza
inmediatamente, almacenar los viales a 4 °C si se van
a utilizar el mismo dia o a —18 °C, si el periodo de
espera va a ser mayor.
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4.6 Andlisis del producto de la PCR:

Los fragmentos de la PCR se detectan mediante elec-
troforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de
etidio.

4.6.1 Prepararun gel de agarosa apropiado llevando
suavemente la agarosa a ebullicion en un tampdn de
tris-acetato para electroforesis (TAE).

4.6.2 Enfriar la agarosa fundida a 50-60 °C, verterla
en el molde de la unidad de electroforesis e insertar
el peine. Dejar solidificar el gel.

4.6.3 Retirar el peine. Sumergir el gel en TAE de
modo que quede cubierto (2-3 mm) con el tampon.

4.6.4 Poner gotitas de 3 ul de tampdén de carga
en parafilm. Anadir 12 ul del producto de la PCR pro-
cedentes de las muestras, del control positivo o del con-
trol de agua, y mezclar aspirando suavemente en la punta
de la pipeta antes de la carga. Los volumenes dados
pueden modificarse para que se ajusten a la capacidad
de los pocillos en el gel de agarosa.

4.6.5 Cargar con cuidado los pocillos del gel. Incluir
un marcador ADN apropiado al menos en un pocillo,
para que sirva de referencia.

4.6.6 Conectar los cables al generador de electri-
cidad y al equipo de electroforesis. Dejar correr el gel
a 5-8 V/cm hasta que la parte delantera del indicador
de seguimiento se halle a 1 cm del final del gel.

4.6.7 Cortar el suministro de electricidad. Desco-
nectar los cables de la unidad de electroforesis.

Retirar el gel con cuidado. Sumergirlo en una solucién
de bromuro de etidio durante un periodo comprendido
entre treinta y cuarenta y cinco minutos.

Observacion: Deben llevarse guantes desechables
cada vez que se manipule bromuro de etidio, ya que
es un mutadgeno muy fuerte.

4.6.8 Destefiir en agua destilada durante 10-15
minutos.

4.6.9 Visualizar el fragmento o los fragmentos de
ADN amplificados mediante transiluminaciéon UV. El pro-
ducto de la PCR de Ralstonia solanacearum con el con-
junto de iniciadores OLI-1 e Y-2 tiene una longitud de
288 bp. Cotejar con el marcador de ADN y con el control
positivo.

Observacion: El control de agua debe ser negativo
en cualquier caso. De lo contrario, repetir la prueba.

4.6.10 Hacer una fotografia del gel, en caso de
necesitarse una prueba permanente.

46.11 Confirmar la autenticidad del fragmento
amplificado mediante un andlisis de la enzima de res-
triccion (REA).

4.7 Andlisis de la enzima de restriccion (REA):

4.7.1 Echar 8,5 ul del producto de la PCR (4.5.3)
en un microvial nuevo. Anadir 1 ul de tampdn de enzima
10 x y 0,5 ul de enzima de restriccion Avall.

4.7.2 Mezclar aspirando suavemente en la punta
de la pipeta. Si quedan gotas en las paredes del vial,
dar un pulso en una microcentrifuga. Dejar incubar
durante una hora a 37 °C.

4.7.3 Analizar el fragmento de la PCR digerido
mediante electroforesis en gel de agarosa, tal como se
indica en el punto 4.6.

Interpretacion de los resultados de la prueba PCR:

La prueba PCR es negativa si no se detecta el frag-
mento 288 bp caracteristico y si se detecta para la cepa
de control positivo de Ralstonia solanacearum.

La prueba PCR es positiva si se detecta el fragmento
288 bp y el analisis REA del fragmento amplificado es
idéntico al de la cepa de control positivo de Ralstonia
solanacearum.

5. Pruebas de siembra en medio selectivo (basadas
en Elphinstone et al., 1996):

5.1 Realizar la prueba mediante una técnica de dilu-
cion en placas apropiada, como, por ejemplo:

i) Preparar, al menos, dos diluciones decimales, por
ejemplo 1/10y 1/100, o mas, si se considera necesario,
del sedimento resuspendido en tampdn de precipitado.
Echar con una pipeta un volumen normalizado medido
(50-100 pl) del sedimento resuspendido y de cada dilu-
cién en el medio selectivo SMSA modificado (apéndi-
ce 7) y extender con una varilla de vidrio por toda la
superficie del medio.

Si se considera util, realizar también una estria de
dilucién con un asa cargada con 10 ul del sedimento
resuspendido. Flamear el asa entre cada siembra.

ii) Poner un volumen estandar medido (50-100 pl)
del sedimento resuspendido en el medio selectivo SMSA
modificado y extender con una varilla de vidrio por toda
la superficie del medio. Pasar la varilla sin flamearla al
menos por otras dos placas de SMSA modificado.

5.2 Anadir, mediante la misma técnica de dilucion
en placas, una suspension de 10° células por ml de
una cepa de Ralstonia solanacearum de raza 3 y biovar 2
como control positivo a un conjunto diferente de placas
de SMSA modificado.

5.3 Dejar incubar las placas a 28 °C. Iniciar su lec-
tura al cabo de tres dias. Si el resultado es negativo,
esperar hasta seis dias como maximo. Los aislados viru-
lentos de Ralstonia solanacearum desarrollan colonias
de color blanco lechoso, planas, irregulares y fluidas,
con unos centros de color rojo sangre y que pueden
presentar rayas o espirales internas.

5.4 Purificar las colonias de morfologia caracteris-
tica mediante subcultivo en un medio nutritivo general
(apéndice 1).

5.5 Identificar los cultivos puros (punto 4.1 de la
seccion ) y confirmar los cultivos de Ralstonia sola-
nacearum mediante una prueba de patogenicidad (punto
4.3 de la seccion ).

Interpretacion de los resultados de la siembra en
medio selectivo:

La siembra en medio selectivo es negativa si no se
aislan colonias bacterianas al cabo de seis dias ni se
aislan colonias tipicas de Ralstonia solanacearum, siem-
pre que no haya sospechas de inhibicidn producida por
colonias de otras bacterias y que en los controles posi-
tivos se encuentren colonias tipicas de Ralstonia sola-
nacearum.

La siembra en medio selectivo es positiva si se aislan
colonias tipicas de Ralstonia solanacearum.

6. Pruebas de bioensayo (basadas en Janse, 1988):

6.1 Utilizar en cada muestra 10 plantulas de tomate
o de berenjena de variedades que sean sensibles a Rals-
tonia solanacearum, en la fase de la tercera hoja ver-
dadera. Las plantas no deben regarse durante las 24
horas previas a la inoculacion.

6.2 Distribuir entre las plantas 100 ul de sedimento
resuspendido, inoculandolo en el tallo, entre los coti-
ledones, y en uno o varios puntos mas.

6.3 Utilizando esta misma técnica, inocular 10 plan-
tulas con una suspensiéon de 10° células por ml de una
cepa virulenta de Ralstonia solanacearum de raza 3 y
biovar 2 como control positivo y con tampoén de pre-
cipitado como control negativo. Separar fisicamente las
plantas inoculadas con el control positivo de las otras
para evitar contaminaciones.

6.4 Dejar que las plantas sigan creciendo hasta cua-
tro semanas a 22-28 °C con alta humedad relativa y
riego diario. Comprobar si se aprecian sintomas de mar-
chitamiento, epinastia, clorosis y/o crecimiento redu-
cido.
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6.5 Aislar de las plantas infectadas (seccion Il). Iden-
tificar los cultivos puros de morfologia caracteristica
(punto 4.1 de la seccidn 1l) y confirmar los cultivos de
Ralstonia solanacearum mediante una prueba de pato-
genicidad (punto 4.3 de la seccion Il).

6.6 Si se considera util, comprobar si se ha pro-
ducido infeccién en los lotes que no presenten sintomas.
Separar del tallo de cada planta una seccién de 1 cm
que esté 2 cm por encima del punto de inoculacion.
Homogeneizar los tejidos en tampon de maceracion. Lle-
var a cabo la siembra por dilucion en placas (punto 5.1
de la seccion lll). De obtenerse un resultado positivo,
identificar los cultivos puros de morfologia caracteristica
(punto 4.1 de la seccion Il) y confirmar la presencia de
cultivos de Ralstonia solanacearum mediante una prueba
de patogenicidad (punto 4.3 de la seccion Il).

Interpretacion de los resultados de la prueba del
bioensayo:

La prueba del bioensayo es negativa si las plantas
no estan infectadas por Ralstonia solanacearum, siempre
que se detecte Ralstonia solanacearum en los controles
positivos.

La prueba del bioensayo es positiva si las plantas
estan infectadas por Ralstonia solanacearum.

7. Pruebas de enriquecimiento (basadas en Elphins-
tone et al., 1996):

7.1 Echar 100 ul de sedimento resuspendido en
3 ml de caldo SMSA modificado (apéndice 7).

7.2 Dejar incubar a 28 °C durante 48 horas vy, en
cualquier caso, durante un maximo de 72 horas, man-
teniendo el tapon del tubo sin apretar para que haya
aireacion.

7.3 Ajustar el tapdon y mezclar. Hacer partes alicuo-
tas para la prueba IF (punto 2 de la presente seccion),
la prueba ELISA (punto 3 de la presente seccién) y/o
la prueba PCR (punto 4 de la presente seccion).

8. Pruebas de patogenicidad:
Véase el punto 4.3 de la seccion Il

APENDICE 1

Medios nutritivos para el aislamiento y el cultivo de
Ralstonia solanacearum

Agar nutritivo (NA):

Agar nutriente (Difco): 23 g.

Agua destilada: 1 I.

Preparar volimenes de 0,5 litros del medio en matra-
cesde 11.

Disolver los ingredientes.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Enfriar hasta 50 °C. Distribuir en placas.

Agar levadura peptona glucosa (YPGA):

Extracto de levadura (Difco): 5 g.

Bacto peptona (Difco): b g.

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

Bacto agar (Difco): 15 g.

Agua destilada: 1 I.

Preparar volimenes de 0,5 | del medio en matraces
de 11.

Disolver los ingredientes.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Enfriar hasta 50 °C. Distribuir en placas.

Agar de sacarosa y peptona (SPA):

Sacarosa: 20 g.
Peptona: b g.

K>,HPO4: 0,5 g.

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

Bacto agar (Difco): 15 g.

Agua destilada: 1 I.

Preparar volumenes de 0,5 | del medio en matraces
de 11.

Disolver los ingredientes. Si es necesario, ajustar el
pHa 7,2-7,4.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Enfriar hasta 50 °C. Distribuir en placas.

Medio de tetrazolio de Kelman:

Casamino acidos (Difco): 1 g.

Bacto peptona (Difco): 10 g.

Dextrosa: b g.

Bacto agar (Difco): 15 g.

Agua destilada: 1 I.

Preparar volimenes de 0,5 litros del medio en matra-
cesde 11.

Disolver los ingredientes.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Enfriar hasta 50 °C.

AfRadir una soluciéon acuosa de cloruro de trifenil tetra-
zolio (Sigma), esterilizada por filtracidon, para conseguir
una concentracion final de 50 mg/I.

Distribuir en placas.

APENDICE 2

Materiales para la preparaciéon de muestras

Tampdn de maceracion: tampon fosfato 50 mM, pH
7.0:

Este tampdn se utiliza para macerar tejidos.

Na,HPO4: 4,26 g.

KH,PO4: 2,72 g.

Agua destilada: 1 1.

Disolver los ingredientes y comprobar el pH. Preparar
las alicuotas necesarias.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Para la realizaciéon de la prueba PCR directa, se reco-
mienda anadir polivinilpirrolidona-40.000 MWT (PVP-40)
al 5 por 100, para reducir la incidencia de la inhibicién
de amplificacion por moléculas aromaticas presentes en
el extracto.

En el caso de utilizarse los procedimientos de homo-
geneizacion con Waring Blender o con Ultra Turrax para
la maceracion de los tejidos de patata, se recomienda
la utilizacién de un defloculante, un agente antiespu-
mante o un antioxidante.

Copos de lubrol: 0,5 g/I.

Antiespumante DC silicona: 1,0 ml/I.

Tetrasodiopirofosfato: 1,0 g/I.

Esterilizar separadamente en un autoclave. Afadir
hasta obtener la concentracion deseada.

Tampodn del precipitado: tampén fosfato 10 mM, pH
2:

Este tampdn se utiliza para la resuspension y diluciéon
de los precipitados y de las cunas de patata.

Na,HPO4 - 12H,0: 2,7 g.

NaH2PO4 . 2H201 04 g.

Agua destilada: 1 I.

Disolver los ingredientes y comprobar el pH. Preparar
las alicuotas necesarias.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.
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APENDICE 3
De [3]:
Materiales para la prueba IF
Tampon IF: tampon fosfato salino (PBS) 10 mM, pH mi2
7,2: 4x —————
, . o . G2%K?2 x4 i
Este tampon se utiliza para la dilucion de antisueros. d = =
NasHPO4 - 12H,0: 2,7 g. s GK

NaH2P04 - 2H203 0,4 g.

NaCl: 8,0 g.

Agua destilada: 1 I.

Disolver los ingredientes y comprobar el pH. Preparar
las alicuotas necesarias.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Tampdn IF-Tween:

Este tampdn se utiliza para lavar los portaobjetos.
Anadir 0,1 por 100 de Tween 20 al tampén IF.

Tampon fosfato glicerol 0,1 M, pH 7,6:

Este tampdén se utiliza como fluido de montaje en
los pocillos de los portaobjetos de IF para aumentar la
fluorescencia.

NazHPO4 - 12H20 3.2 g.

NaH2P04 - 2H203 0,15 g.

Glicerol: 50 ml.

Agua destilada: 100 ml.

APENDICE 4

Determinacion del nivel de contaminacion en la
prueba IF

Superficie (S) del pocillo del portaobjetos multiple

1 D?
4

en que D = diametro del pocillo. [1]

Superficie (s) del campo del objetivo
nd?
4

en que d = didmetro del campo. [2]

Calcular d bien por medicion directa, bien con las
férmulas siguientes:

mi2

G%K? x4 [3]

en que

i= coefeciente de campo (depende del tipo del ocular
y varia de 8 a 24),

K = coeficiente del tubo (1 6 1,25),

G = aumento (100x, 40x, etc.) del objetivo.

De [2]:

T [4]

Contar el numero de células fluorescentes tipicas por
campo (c).

Calcular el numero de células fluorescentes tipicas
por pocillo (C):

S

S

C=c

Calcular el numero de células fluorescentes tipicas
por ml de precipitado (N):

1.000
Y

N = Cx

x F

En que = volumen de precipitado en el pocillo,
F = factor de dilucion del precipitado.

APENDICE 5
Materiales para la prueba ELISA

Tampodn carbonato doble para tapizado, pH 9,6:

Na,CO3: 6,36 g.

NaHCO5: 11,72 g.

Agua destilada: 1 I.

Disolver los ingredientes y comprobar el pH. Preparar
las alicuotas necesarias.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Si el extracto contiene una alta proporcion de molé-
culas aromaticas, puede anadirse como antioxidante sul-
fito de sodio con una concentracion final de 0,2 por 100.

Tampodn fosfato salino (PBS) 10 x, pH 7,4

NaCl: 80 g.

KH5PO4: 2 g.

Na,HPO4 - 12H,0: 29 g.

KCI: 2 g.

Agua destilada: 1 I.

Disolver los ingredientes y comprobar el pH. Preparar
las alicuotas necesarias.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Tampodn fosfato salino-Tween (PBS-T):

PBS 10 x: 100 ml.
Solucién al 10 por 100 de Tween 20: 5 ml.
Agua destilada: 895 ml.

Tampdn de bloqueo (anticuerpos) (debe prepararse
en el momento de su utilizacion):

PBS 10 x: 10 ml.

Polivinilpirrolidona-44000 MWT (PVP-44): 2,0 g.
Solucién al 10 por 100 de Tween 20: 0,5 g.
Leche en polvo: 0,5 g.

Agua destilada: Hasta completar 100 ml.
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Solucién de sustrato fosfatasa alcalina, pH 9,8:

Dietanolamina: 97 ml.

Agua destilada: 800 ml.

Mezclar y ajustar el pH a 9,8 con HCI concentrado.

Completar hasta 1 | con agua destilada.

Anadir 0,2 g de MgCl,.

Disolver dos pastillas de 5 mg de sustrato fosfatasa
(Sigma) por cada 15 ml de solucion.

APENDICE 6
Materiales para la prueba PCR

Secuencia del oligonucledtido iniciador:

Iniciador OLI-1: 5-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3’
Iniciador Y-2: 5’CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’
Para los materiales véase Seal et al,, 1993.

APENDICE 7

Materiales para las pruebas de siembra en medio
selectivo y de enriquecimiento

Medio selectivo SMSA (Engelbrecht, 1994, modifi-
cado por Elphinstone et al., 1996):

Medio base

Casamino acidos (Difco): 1 g.

Bacto peptona (Difco): 10 g.

Glicerol: b ml.

Agar (Difco): 15 g.

Agua destilada: 1 I.

Preparar voliumenes de 0,5 Is del medio en matraces
de 11.

Disolver los ingredientes y comprobar el pH. Si es
necesario, ajustar el pH a 6,5 antes de esterilizar. Rals-
tonia solanacearum no se desarrolla bien con un pH» 7,0.

Esterilizar en un autoclave a 121 °C durante 15
minutos.

Enfriar hasta 50 °C.

Anadir los siguientes ingredientes (todos de Sigma)
para obtener las concentraciones finales especificadas:

Violeta cristal: 5 mg/I.

Polimixina B sulfato: 100 mg/l (aproximadamente
600.000 unidades) Sigma P-1004.

Bacitracina (*): 25 mg/I (aproximadamente 1.250 uni-
dades) Sigma B-0125b.

Cloranfenicol: 5 mg/I Sigma C-3175.

Penicilina G: 0,5 mg/l (aproximadamente 825 uni-
dades9 Sigma P-3032.

Sales de tetrazolio: 50 mg/I.

Disolver los ingredientes en etanol del 70 por 100
para obtener las concentraciones indicadas para el volu-
men de diluyente preparado. Algunos ingredientes,
como, por ejemplo, la polimixina B y el cloranfenicol,
exigen un ligero calentamiento y agitacién.

Caldo SMSA (Elphinstone et al., 1996).

Preparar de forma idéntica al medio selectivo SMSA,
pero suprimir el agar y las sales de tetrazolio.

Distribuir en alicuotas de 3 ml, en tubos desechables
Universal de 30 ml.

(*) Si se considera necesario, el aumento de la concentracion de baci-
tracina hasta 300 ppm puede reducir la contaminacion por bacterias saprofitas
sin reducir la recuperacién de Ralstonia solanacearum.
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ANEXO Il

1. En todos los casos en que se sospeche la pre-
sencia del organismo y, habiéndose obtenido un resul-
tado positivo en pruebas de deteccidn realizadas con
arreglo al método correspondiente establecido en el
anexo Il del presente Real Decreto para el material vege-
tal indicado o a cualquier otro método oficialmente apro-
bado, para todos los demas casos, se espere a la con-
clusién de dicho método para confirmar o disipar la sos-
pecha, deberan retenerse y conservarse conveniente-
mente hasta ese momento:

— siempre que sea posible, el lote, o la parte del
mismo (del que se haya tomado la muestra) en su emba-
laje original con etiqueta,

— siempre que sea posible, la parte restante de las
muestras,

— cualquier extracto que sobre y cualquier material
adicional que se haya preparado para la prueba o prue-
bas de deteccién (por ejemplo, las placas de inmu-
nofluorescencia),

— toda la documentacion pertinente.

2. En los casos en que finalmente se confirme la
presencia del organismo, deberdn retenerse y conser-
varse convenientemente durante al menos el mes
siguiente al procedimiento de notificacién dispuesto en
el apartado 2 del articulo 6:

— el material mencionado en el punto 1,y

— una muestra del material de tomate o berenjena
infectado que se haya inoculado con el extracto de tu-
bérculo o planta en su caso, y

— el cultivo aislado del organismo.

ANEXO IV

Los elementos de la investigacion que dispone el inci-
so i) de la letra a) del apartado 1 del articulo 6 seran,
cuando proceda, los siguientes:

i) loslugares de produccion:

— enlos que se estén cultivando o se hayan cultivado
patatas que estén relacionadas clénicamente con aque-
llas en las que se haya comprobado la infeccién por
el organismo,

— enlos que se estén cultivando o se hayan cultivado
tomates que procedan de las mismas fuentes que aque-
llos en los que se haya comprobado la infeccién por
el organismo,

— enlos que se estén cultivando o se hayan cultivado
patatas o tomates que se hayan puesto bajo control
oficial por sospecharse la presencia del organismo,

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

— en los que se cultiven patatas o tomates y que
estén localizados en las proximidades de los lugares de
produccion infectados, incluidos aquellos en los que se
compartan equipos e instalaciones de produccion direc-
tamente o por intervencién de un contratista comun,

— en los que se utilicen para las labores de riego
o aspersion aguas de superficie de cualquier fuente en
la que se haya confirmado o de la que se sospeche
la infeccion por el organismo,

— en los que se utilicen para las labores de riego
o aspersion aguas de superficie de una fuente explotada
en comun con lugares de produccién en los que se haya
confirmado o de los que se sospeche la infeccién por
el organismo,

— que estén o hayan sido inundados con aguas de
superficie en las que se haya confirmado o de las que
se sospeche la infeccién por el organismo; y

ii) las aguas de superficie que se utilicen para el
riego o aspersion, o para la inundacién, de un campo
o campos o de un lugar o lugares de producciéon en
los que se haya confirmado la infeccién por el organismo.

ANEXO V

1. Aldeterminar, con arreglo al inciso iii) de la letra a)
y al inciso iii) de la letra c) del apartado 1 del articulo 6,
el alcance de la contaminaciéon probable, se incluiran
los elementos siguientes, cuando proceda:

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

— el lugar o lugares de produccién que tengan una
relacion de produccién con el material vegetal indicado
que haya sido declarado contaminado en virtud del inci-
so ii) de la letra a) del apartado 1 del articulo 6, incluidos
aquellos lugares que compartan equipos e instalaciones
de produccidn directamente o por intervencién de un
contratista comun,

— el material vegetal indicado que se haya producido
en el lugar o lugares de produccién contemplados en
el guién anterior o que estuviera presente en tales luga-
res durante el tiempo en que el material vegetal indicado
declarado contaminado en virtud del inciso ii) de la
letra a) del apartado 1 del articulo 6, se hallara presente
en los lugares de produccion mencionados en el primer
guion,

— los almacenes que hayan manipulado el material
vegetal indicado procedente de los lugares de produc-
cion a los que se refieren los guiones anteriores,

— cualquier maquinaria, vehiculo, nave, almacén o
unidades de éstos y cualesquiera otros objetos, incluido
el material de embalaje, que puedan haber estado en
contacto con el material vegetal indicado declarado con-
taminado en virtud del inciso ii) de la letra a) del apar-
tado 1 del articulo 6,

— cualquier material vegetal indicado que haya sido
almacenado o haya estado en contacto con cualquiera
de las estructuras y los objetos mencionados en el guién
anterior antes de la limpieza y desinfeccion de éstos,

— como resultado de la investigacion y de los analisis
contemplados en el inciso i) de la letra a) del apartado 1
del articulo 6: en el caso de las patatas, aquellos tu-
bérculos o plantas que tengan una relacién clonal fra-
terna o parental con el material vegetal indicado decla-
rado contaminado en virtud del inciso ii) de la letra a)
del apartado 1 del articulo 6, y que, segun los resultados
de la investigacion, tengan probabilidades de estar con-
taminados; y, en el caso de los tomates, aquellas plantas
que procedan de las mismas fuentes que dicho material
y con respecto a las cuales, aunque las pruebas de detec-
cion del organismo hayan sido negativos, parezca pro-
bable la contaminacidon a través de un vinculo clonal,
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— el lugar o lugares de produccién del material vege-
tal indicado a que se refiere el guién anterior,

— el lugar o lugares de produccion del material vege-
tal indicado en los que se utilicen para las labores de
riego o rociamiento de aguas que hayan sido declaradas
contaminadas en virtud del inciso i) de la letra c) del
apartado 1 del articulo 6,

— el material vegetal indicado producido en campos
anegados con aguas de superficie en las que se haya
confirmado la infeccion por el organismo.

2. Para la determinacién de la posible propagaciéon
a la que se refieren el inciso iv) de la letra a) y el inciso iii)
de la letra c) del apartado 1 del articulo 6, deberan tener-
se en cuenta los elementos siguientes:

i) en los casos contemplados en el inciso iv) de la
letra a) del apartado 1 del articulo 6:

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

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

— los lugares de produccion en los que se utilicen
aguas de superficie para el riego o aspersion del material
vegetal indicado cuando exista o haya existido el riesgo
de escorrentia, o de inundacién, de aguas superficiales
procedentes de un lugar o lugares de produccion que
hayan sido declarados contaminados en virtud del inciso
ii) de la letra a) del apartado 1 del articulo 6;

ii) en los casos en que se hayan declarado conta-
minadas aguas de superficie en virtud del inciso ii) de
la letra c) del apartado 1 del articulo 6:

— el lugar o lugares productores del material vegetal
indicado contiguos a las aguas superficiales declaradas
contaminadas, o que corran el riesgo de ser inundados
con estas aguas,

— cualquier fuente de riego separada que se comu-
nique de alguna forma con las aguas superficiales decla-
radas contaminadas.

3. La notificacion a la que se refiere el parrafo pri-
mero del apartado 2 del articulo 6 incluira los datos
siguientes:

— la fecha en la que se haya tenido noticia de la
presunta presencia del organismo en virtud del articulo
5 y las fechas de la toma de muestras y de la con-
firmacién de la presencia de dicho organismo con arreglo
al articulo 6, segun los casos,

— una descripcion de los elementos de la declaracion
de contaminacién y de la delimitacién de zonas.

4. La notificacion a la que se refiere el parrafo pri-
mero del apartado 2 del articulo 6 incluird los datos
siguientes:

— en el caso de cualquier partida o lote de patatas
declarado contaminado, los documentos de acompana-
miento prescritos en el articulo 7 del Real Decreto
2071/1993, el nUumero de pasaporte o nimero de regis-
tro de los productores de patata, de los almacenes colec-
tivos y de los centros de distribucién, segin proceda,

— en el caso de cualquier partida o lote de tomateras
declarado como contaminado, los documentos de acom-
pafnamiento prescritos en el articulo 7 del Real Decre-
to 2071/1993 y el numero de pasaporte de acuerdo
con la lista que se recoge en el punto 2.2 de la seccion |
de la parte A del anexo V del Real Decreto 2071/1993.

— en el caso de las existencias de patatas de siembra
y. si fuere posible, en todos los demas casos, el nombre
y la categoria de la variedad,

— cualesquiera otros datos que requiera el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacién relativos al brote
confirmado.

ANEXO VI

1. Con respecto al apartado 1 del articulo 7, se dis-
pondra lo siguiente:

— laincineracién,

— la utilizacidn como piensos, previo tratamiento tér-
mico adecuado, de forma que no haya riesgo alguno
de supervivencia del organismo, o

— el enterramiento profundo en un vertedero donde
no exista ningun riesgo de filtraciéon a tierras agricolas
ni de contacto con fuentes de agua que puedan utilizarse
para riego de dichas tierras,

— la transformacion industrial, previa entrega directa
e inmediata del material a una planta de transformacion
con instalaciones que estén oficialmente autorizadas
para la eliminacion de residuos y, se ajusten a las dis-
posiciones del anexo VIl del presente Real Decreto, u,

— otras medidas, siempre que se haya establecido
que no existe ningun riesgo identificable de propagacién
del organismo y a condicién de que tales medidas sean
notificadas inmediatamente al Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion y éste a su vez, a través del cauce
correspondiente, a la Comisiéon y a los demds Estados
miembros.

2. El uso adecuado o la eliminacién del material
vegetal indicado dispuestos en el apartado 2 del articu-
lo 7 deberan efectuarse bajo el control de los organismos
oficiales responsables interesados, asi como con la opor-
tuna comunicaciéon entre estos organismos para garan-
tizar en todo momento dicho control, y con la aprobacién
del organismo oficial de cada Comunidad Auténoma don-
de vayan a envasarse o transformarse las patatas, en
lo que se refiere a los vertederos citados en los guiones
primero y segundo, y consistirdn en los siguiente:

i) en el caso de los tubérculos de patata:

— el uso como patatas de consumo que se embalen
en lugares con instalaciones apropiadas para la elimi-
nacién de residuos, listas para la entrega y uso directos
sin necesidad de nuevo embalaje, y que se destinen
a esa entrega y uso directos, o

— el uso como patatas de consumo que se destinen
a la transformacién industrial y a la entrega directa e
inmediata a una planta de transformacién con instala-
ciones apropiadas para la eliminaciéon de residuos, o

— algun otro tipo de uso o eliminacién, siempre que
se establezca que no existe ningun riesgo identificable
de propagacion del organismo, y previa aprobaciéon de
los citados organismos oficiales responsables. Dichas
medidas se notificaran inmediatamente al Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién y éste a su vez, a través
del cauce correspondiente, a la Comisiéon y a los demas
Estados miembros;

ii) enelcaso de las otras partes de las plantas, inclui-
dos los detritos del tallo y de las hojas:

— la destruccion, o

— algun otro tipo de uso o eliminacién, siempre que
se establezca que no existe ningun riesgo identificable
de propagacion del organismo y a condicidon de que ese
uso o eliminacion sean notificados al Ministerio de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion y éste, a su vez, a través
del cauce correspondiente, a la Comision y a los demas
Estados miembros.

3. Los métodos adecuados para la descontamina-
cion de los objetos a los que se refiere el apartado 3
del articulo 7 consistirdn en una limpieza y, en su caso,
una desinfeccién que permitan descartar todo riesgo
identificable de propagaciéon del organismo; estas ope-
raciones se efectuaran bajo la supervisién de los orga-
nismos oficiales responsables de las Comunidades
Auténomas.
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4. La serie de medidas mencionadas en el aparta-
do 4 del articulo 7 que se deberan aplicar dentro de
la zona o zonas delimitadas que se hayan establecido
en virtud del inciso iv) de la letra a) y del inciso iii) de
la letra c) del apartado 1 del articulo 6 seran las
siguientes:

4.1. En los casos en que en virtud del inciso ii) de
la letra a) del apartado 1 del articulo 6, se hayan decla-
rado contaminados lugares de produccion, las medidas
consistiran en lo siguiente:

a) en los campos o unidades de produccién de cul-
tivos protegidos que se hayan declarado contaminados
en virtud de esa misma disposicion:

i) durante al menos los cuatro anos de cultivo
siguientes a la declaracion de la contaminacién:

— se adoptaran medidas para eliminar las patatas
y tomateras espontaneas asi como otras plantas huésped
del organismo, incluidas las malas hierbas solanaceas;
— no se plantaran:

patatas ni tubérculos de patata,
tomateras y semillas de tomate,

— teniendo en cuenta la biologia del organismo:

otras plantas huésped,

plantas de especies de Brassica para las que exista
un riesgo identificado de supervivencia o propagacion
del organismo,

otros cultivos para los que exista un riesgo identi-
ficado de supervivencia o propagaciéon del organismo;

— en la primera temporada de cultivo de patatas o
tomates siguiente al periodo indicado en el guidén anterior
y, siempre que se haya comprobado que durante al
menos los dos afios de vegetacion inmediatamente ante-
riores a la plantacion, el campo estuvo libre de patatas
y tomateras espontdneas y de otras plantas huésped
del organismo, incluidas las malas hierbas solanaceas:

en el caso de las patatas, se plantaran patatas de
siembra certificadas oficialmente para la produccién de
patatas de consumo exclusivamente, y

se efectuard un examen oficial, acompafnado de los
andlisis oportunos, segun se dispone en el apartado 1
del articulo 3;

— en la temporada de cultivo de patatas o tomates
siguiente a la indicada en el guidon anterior y tras un
ciclo de rotacion adecuado, se procederd, en el caso
de las patatas, a la plantacion de patatas de siembra
certificadas oficialmente para la produccién de patatas
de siembra o de consumo vy, en el caso de las patatas
y tomates, a la realizacion del examen oficial que dispone
el apartado 1 del articulo 3; o

ii) durante los cinco afos de cultivo siguientes al
de la declaracion de la contaminacion:

— se adoptaran medidas para eliminar las patatas
y tomateras espontdneas asi como otras plantas que
puedan ser huésped del organismo, incluidas las malas
hierbas solanaceas, y

— durante los tres primeros anos, se dejara y man-
tendrd el campo, bien en barbecho completo, bien para
el cultivo de cereales, con arreglo al riesgo que se haya
determinado, bien como pasto permanente, con siega
intensa y frecuente o pastoreo intensivo, o bien como
pastizal para la produccion de semillas y, a continuacion,
en los dos afios subsiguientes, se plantaran plantas que
no sean huésped del organismo para las que no exista
ningun riesgo identificado de supervivencia o propaga-
cion de éste;

— en la primera temporada de cultivo de patatas o
tomates siguiente al periodo indicado en el guién
anterior:

en el caso de las patatas, se plantaran exclusivamente
patatas de siembra certificadas oficialmente para la pro-
duccidn de patatas de siembra o de consumo, y

se efectuard el examen oficial, acompafiado de los
andlisis oportunos, que dispone el apartado 1 del
articulo 3.

b) en otros campos, las medidas consistirdn en lo
siguiente:

— durante el ano de cultivo siguiente a la declaracion
de la contaminacion:

no se plantaran patatas ni tubérculos de patata ni
otras plantas que puedan ser huésped del organismo,
y se adoptaran medidas para eliminar las patatas y toma-
teras espontdneas asi como otras plantas que puedan
ser huésped del organismo, incluidas las malas hierbas
solanéaceas, o

en el caso de los tubérculos de patata, se podran
plantar exclusivamente patatas de siembra certificadas
oficialmente, para la produccién de patatas de consumo,
con la condicién de que los organismos oficiales res-
ponsables hayan quedado plenamente convencidos de
la eliminacion de riesgos a través de plantas espontaneas
de patatas y tomateras y otros hospederos del orga-
nismo, incluidas las malas hierbas solanaceas; durante
la fase de crecimiento, se inspeccionaran los cultivos
en los momentos oportunos, las patatas espontaneas
se someteran a analisis para la posible deteccion del
organismo vy, al final, se inspeccionaran los tubérculos
cosechados; en el primer ano de cultivo siguiente al indi-
cado en el guidn anterior:

en el caso de las patatas, se plantaran exclusivamente
patatas de siembra certificadas oficialmente para la pro-
duccidén de patatas de siembra o de consumo;

“durante al menos el segundo afio de cultivo siguiente
al indicado en el primer guién:

en el caso de las patatas, se plantaradn para la pro-
duccién de patatas de siembra o de consumo exclu-
sivamente patatas de siembra certificadas oficialmente
o patatas de siembra que se hayan cultivado bajo control
oficial a partir de patatas de siembra certificadas ofi-
cialmente;

en cada uno de los anos de cultivo indicados en los
guiones anteriores, se adoptardn medidas para eliminar
las patatas y tomateras espontaneas asi como otras plan-
tas que puedan ser huésped del organismo, incluidas
las malas hierbas solandceas; ademas, se efectuara el
examen oficial que dispone el apartado 1 del articulo 3
y. en los casos en que se planten patatas de siembra
para la produccién de ese mismo tipo de patatas, se
someteran a analisis los tubérculos.

c) Inmediatamente después de haberse declarado
la contaminacion en virtud del inciso ii) de la letra a)
del apartado 1 del articulo 6, y en cada uno de los anos
de cultivo subsiguientes hasta, inclusive, la primera tem-
porada de cultivo permisible de patatas o tomates en
el campo o campos declarados contaminados que se
contemplan en la letra a) anterior:

— toda la maquinaria e instalaciones de almacena-
miento del lugar de produccidon que se utilicen en la
produccidon de patatas o tomates se limpiaran y, en su
caso, desinfectaran utilizando métodos adecuados de
la forma que se dispone en el punto 3,y

— con el fin de impedir la propagacién del organismo,
se efectuaran controles oficiales de los planes de riego
y aspersién y, en caso necesario, se prohibirdn los
mismos.
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d) En el caso de las unidades de producciéon de cul-
tivos protegidos que hayan sido declaradas contamina-
das en virtud del inciso ii) de la letra a) del apartado 1
del articulo 6, y en las que sea posible una sustitucion
total de los medios de cultivo:

— no se plantardn patatas ni tubérculos de patata
ni otras plantas que puedan ser huésped del organismo,
incluidas tomateras y semillas de tomate, a menos que,
por una parte, dichas unidades se hayan sometido a
medidas oficialmente supervisadas que, teniendo por
objeto la eliminaciéon del organismo vy la retirada de todo
el material vegetal huésped, incluyan, como minimo, un
cambio completo de los medios de cultivo y una limpieza
y. en su caso, una desinfeccion de tales unidades y de
todo el equipo y que, por otra parte, los organismos
oficiales responsables hayan dado subsiguientemente su
autorizacién para la produccion de patatas o tomates, y

ademas, la produccion procederd, en el caso de la
patata, de patatas de siembra certificadas oficialmente
o de minitubérculos o microplantas obtenidos de fuentes
analizadas,

asimismo, con objeto de impedir la propagacion del
organismo, se efectuaran controles oficiales de los pla-
nes de riego y aspersidon y, en su caso, se prohibiran
los mismos.

4.2. Dentro de la zona delimitada y sin perjuicio
de las medidas dispuestas en el punto 4.1, las Comu-
nidades Auténomas:

a) inmediatamente después de la declaracion de
contaminacion y durante un periodo de al menos tres
anos de cultivo:

aa) en los casos en que la delimitacion de la zona
se haya efectuado en virtud del inciso iv) de la letra a)
del apartado 1 del articulo 6:

— garantizardn que sus organismos oficiales respon-
sables supervisen las instalaciones que cultiven, alma-
cenen o manipulen tubérculos de patata o tomates, asi
como aquellas otras instalaciones que utilicen en el mar-
co de un contrato maquinaria para la produccién de
patatas o tomates,

— exigiran que la maquinaria y los almacenes de esas
instalaciones se limpien y, en su caso, desinfecten uti-
lizando métodos adecuados de la forma que se dispone
en el punto 3,

— requerirdn que para todos los cultivos de patata
dentro de la zona delimitada, se planten exclusivamente
semillas certificadas o semillas cultivadas bajo control
oficial, y se efectie un andlisis después de cosechar
los cultivos de patatas de siembra en lugares de pro-
duccién determinados como probablemente contamina-
dos segun el inciso iii) de la letra a) del apartado 1 del
articulo 6,

— dispondrdn que en todas las instalaciones situadas
en la zona se manipulen separadamente las existencias
cosechadas de patatas de siembra y las de patatas de
consumo,

— efectuaran el examen oficial que dispone el apar-
tado 1 del articulo 3;

ab) en los casos en que, en virtud del inciso ii) de
la letra c) del apartado 1 del articulo 6, se hayan decla-
rado contaminadas aguas de superficie o en que, por
disposicion del punto 2 del anexo V del presente Real
Decreto, se hayan incluido dichas aguas entre los fac-
tores de la posible propagacién del organismo:

— realizardn un examen anual, en los momentos
oportunos, con una toma de muestras de las aguas de

superficie y de las plantas huésped solanaceas presentes
en las fuentes hidricas pertinentes, asi como anélisis con
arreglo a:

en el caso del material vegetal indicado, el método
correspondiente establecido en el anexo Il del presente
Real Decreto, o

en otros casos, cualquier otro método oficialmente
autorizado;

— con el fin de impedir la propagacién del organismo,
estableceran controles oficiales de los planes de riego
y aspersion asi como una prohibicién (revisable a la vista
de los resultados del examen anual arriba mencionado)
del uso de las aguas declaradas contaminadas para el
riego y aspersion del material vegetal indicado y, en su
caso, de otras plantas huésped,;

— en los casos en que se hayan contaminado por
vertidos de residuos liquidos, estableceran controles ofi-
ciales de la eliminacién de los residuos procedentes de
las instalaciones industriales de transformaciéon o enva-
sado que manipulen el material vegetal indicado;

b) estableceran, cuando asi proceda, un programa
para la sustitucion en un plazo adecuado de todas las
existencias de patatas de siembra.

ANEXO VII

Las instalaciones de eliminacién de residuos auto-
rizadas oficialmente a las que se refiere el cuarto guion
del punto 1 del anexo VI del presente Real Decreto debe-
ran cumplir las disposiciones que se indican a continua-
cion con el fin de evitar todo riesgo de propagacion
del organismo:

i) los residuos procedentes de la transformacion de
patatas y tomates (incluidas las patatas y tomates recha-
zados vy las peladuras), asi como cualquier otro residuo
sélido que acompaifie a las patatas y tomates, se
eliminaran:

— mediante su enterramiento profundo en un ver-
tedero donde no exista ningun riesgo de filtracion a
tierras agricolas ni de contacto con fuentes de agua que
puedan utilizarse para el riego de dichas tierras; los resi-
duos se conduciran directamente al vertedero en las con-
diciones necesarias para evitar todo riesgo de pérdida
de los mismos, o

— mediante su incineracion;

ii) los residuos liquidos procedentes de la transfor-
macion que contengan elementos soélidos en suspension
se filtrardn o se someteran a procesos de sedimentacion
para la separacion de dichos elementos. Estos se eli-
minaran de la forma dispuesta en el inciso i).

Por su parte, los residuos liquidos se someteran a
alguna de las medidas siguientes:

— calentamiento a una temperatura minima de 70 °C
durante al menos treinta minutos antes de la elimi-
nacion, o

eliminaciéon por otro sistema que, aprobado oficial-
mente y aplicado bajo control oficial, descarte todo ries-
go de contacto de los residuos con tierras agricolas o
con fuentes de agua que puedan utilizarse para el riego
de tierras agricolas. Las caracteristicas de tal sistema
seran notificadas al Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion y éste a su vez, a través del cauce corres-
pondiente, a los demas Estados miembros y a la
Comision.



