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1.- INTRODUCCION

Espafia es uno de los paises de la Uniébn Europea con mayor riesgo
para la introduccibn de nuevos organismos nocivos. En este hecho
confluyen, entre otros factores, la variabilidad climatoldgica, que permite el
asentamiento de organismos adaptados a distintos tipos de clima, y las
técnicas intensivas seguidas en la agricultura actual, que requieren
frecuentes importaciones de material de reproducciéon de muy diversas

procedencias.

En caso de detectarse la presencia de un organismo de cuarentena o
de un nuevo organismo nocivo, que suponga un riesgo para los cultivos, se
deben aplicar inmediatamente medidas fitosanitarias de salvaguardia para
su control y erradicacion. Cuando estas medidas, inicialmente adoptadas,
no son suficientes para contener la propagacién del organismo nocivo y, de
manera especial, cuando se ven afectadas varias Comunidades Auténomas,
se hace necesario coordinar y armonizar las actuaciones a través de un
programa nacional de erradicacion o control, que establezca los planes de

contingencia a seguir en cada caso.

En la dltima década, uno de los cultivos que se ha visto afectado por
la aparicion de nuevos organismos nocivos en Espafa, es el de la patata.
Este se lleva a cabo en casi todas las regiones de Esparfia, al no haber
limitaciones climaticas excluyentes para su cultivo. La variabilidad en las
condiciones de producciéon de unas zonas a otras, hace posible la obtencién
de patata en cualquier época del afno. Todos estos factores hacen que el
cultivo de la patata se convierta en una fuente receptora idénea para

Nnuevos organismos nocivos.

En el presente Manual de Procedimiento se pretende recoger las
medidas que deben adoptarse contra los organismos nocivos de cuarentena

regulados y que afectan a la patata, con el fin de impedir su aparicion, y en
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caso de que aparezcan, determinar su distribucidon y combatirlos con el fin

de erradicarlos.

Con todo ello, se pretende facilitar la tarea a los inspectores
fitosanitarios, fijando unos criterios de actuacion para cada una de las
tareas que deben llevarse a cabo. El presente Manual de Procedimiento esta
dirigido a los inspectores pertenecientes a las Comunidades Auténomas,
responsables de los campos de produccién y del comercio de patata dentro

del territorio de sus respectivas Comunidades Auténomas.

2.- ANTECEDENTES

La Directiva 2000/29/CEE, del Consejo de 8 de mayo, regula las
medidas de proteccion contra la introduccion en la Unidn Europea de
organismos nocivos para los vegetales y productos vegetales, y contra su
propagacion en el interior de la misma. Esta Directiva contempla un gran y
diverso niumero de organismos de cuarentena asociados al cultivo de la
patata: dos artropodos: Helicoverpa (=Heliothis) armigera (oruga de la
mazorca) y Leptinotarsa decemlineata (escarabajo de la patata); dos
bacteriosis: Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (necrosis bacteriana
0 podredumbre anular) y Ralstonia solanacearum (marchitamiento
bacteriano o podredumbre parda); un hongo: Synchytrium endobioticum
(sarna verrugosa de la patata), tres géneros de nematodos: Ditylenchus
destructor (anguilulosis de la patata), Globodera pallida y Globodera
rostochiensis (nematodos del quiste de la patata) y Meloidogyne chitwoodi y
Meloidogyne fallax (nematodos del nddulo de la raiz); y varios virus y
viroides: Potato stolbur phytoplasma (Escoba de bruja), Beet necrotic
yellow vein virus (Virus de la rizomania), Tomato spotted wilt virus (Virus
del bronceado), Potato splindle tuber viroide (Virus del ahusado de la
patata) entre los mas significativos. En la legislacion espafiola, dicha
Directiva quedd6 transpuesta mediante el Real Decreto 58/2005, de 21 de

enero.
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Como consecuencia de la aparicibn de focos en zonas de la
Comunidad de algunos de estos organismos se han ido estableciendo
diferentes programas de erradicacién y control asi como otras medidas de
emergencia para evitar la introduccién y propagacion de estos organismos

Nnocivos.

En Espafa, debido a la problemética sefalada anteriormente, el
Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, ha propiciado la
realizacion de programas unicos de erradicacion y control para las dos
bacteriosis de cuarentena en la patata (Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus y Ralstonia solanacearum) y para los nematodos del quiste de
la patata (Globodera pallida y Globodera rostochiensis); que han sido
aceptados por todas las Comunidades Auténomas implicadas, en base al
articulo 15.2 de la Ley 43/2002, de 20 de noviembre, de Sanidad Vegetal y
al Real Decreto 1190/1998 que regula los programas nacionales de

erradicacién o control de organismos nocivos para los vegetales.

Por otro lado, el resto de organismos asociados al cultivo de la
patata, siguen regulados al amparo de lo establecido en el Real Decreto
58/2005, en el que se deben cumplir medidas especificas para evitar su
aparicion y propagacion, asi como la necesidad de utilizar pasaporte
fitosanitario, en las especies vegetales asociadas a los mismos, para poder

circular libremente por todo el territorio europeo.

La inspeccibn Comunitaria sobre la aplicacion en Espafia de la
normativa fitosanitaria referente al cultivo de la patata, que se llevé a cabo
en el afo 2004, puso de manifiesto la necesidad de que los agentes
implicados en el sector tuviesen mayor conocimiento, tanto de esta
normativa como de su forma de aplicacién. Por ello, en el afio 2005, se
realiz6 un Manual de Procedimiento sobre la aplicacion de la normativa
fitosanitaria de la patata, que recogia toda la normativa aplicable (en cuanto

a programas de erradicacion y control se refiere), y explicaba la forma en
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que ésta debe desarrollarse desde el punto de vista practico, detallandose

cada paso necesario.

Posteriormente, como consecuencia de la Misibn de Inspeccion
Fitosanitaria efectuada por la Comisiéon Europea en noviembre de 2005, se
puso en evidencia la necesidad de profundizar en algunos aspectos del
mismo con el fin de facilitar su comprension e implementacién por parte de
las Comunidades Auténomas, por lo que se realiz6 una nueva version del
Manual que fue aprobada por el Comité Fitosanitario Nacional vy
posteriormente adoptada por las diferentes Comunidades Auténomas, de

acuerdo con el compromiso existente con los inspectores comunitarios.

En los ultimos afios, se ha avanzado considerablemente en el
conocimiento de las bacteriosis y nematodos del quiste de la patata, y en
los métodos de deteccion e identificaciébn, asi como en la experiencia
adquirida en el seguimiento y lucha contra estos organismos nocivos. A raiz
de estos cambios, se ha modificado la legislacién de referencia existente ya
para estos organismos, asi como para la creacién de nuevos programas de

control (en el caso de las Globoderas).

Como consecuencia de todo ello, se considera necesario actualizar el
presente manual para reflejar en él las modificaciones anteriormente
expuestas. Ademas se ha decidido integrar en un solo Manual de
Procedimiento todos los organismos objeto de regulacién, ya sea tanto por
la Directiva 2000/29- Real Decreto 58/2005, como por las Directivas de
Control. En especial, en este Manual se ha incluir de manera independiente
todo el Protocolo a seguir tanto con las bacteriosis, como con los nematodos
del quiste de la patata. De esta forma, al inspector fitosanitario se le aporta
una visibn mucho mas clara y conjunta de todas las obligaciones, en

materia de normativa fitosanitaria, para el cultivo de la patata.
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3.- OBJETIVOS Y ESTRUCTURA DEL MANUAL

En el presente Manual de seguimiento se pretende establecer un

Unico programa, para el seguimiento de los organismos nocivos de

cuarentena que afectan al cultivo de la patata, de acuerdo con la legislacion

vigente. Los objetivos mas importantes a la hora de realizar este Manual

son:

>

>

>

Dar a conocer a los inspectores los procedimientos establecidos para

cumplir con la legislaciéon vigente

Aportar la informacidén necesaria para poder realizar inspecciones y

muestreos de los organismos nocivos asociados a la patata

Aunar reglas, normas y criterios en un protocolo comun valido a nivel

nacional

Para este fin, y en aras de una mayor comprension, el presente

Manual se ha dividido en los siguientes partes:

» Una primera parte que establece el procedimiento general de actuacion

de manera unificada, y que recoge toda aquella informacién necesaria

para la correcta aplicacion de la normativa fitosanitaria de la patata. En

esta parte se incluyen las fichas descriptivas de los organismos regulados

asi como una serie de anexos, que tienen por objetivo el facilitar la labor

del

inspector fitosanitario. De esta parte confluyen dos bloques,

correspondientes a los organismos regulados por Directivas de Control.

El primer bloque recoge el Manual de Procedimiento para el control
de las bacteriosis de la patata (Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus Yy Ralstonia solanacearum), de los que existe Directivas
de Control. Este Manual era el que ya existia anteriormente y se ha
renovado con las ultimas actualizaciones existentes por cambios en la

legislacion. También se incluyen los planes de contingencia de los
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respectivos organismos nocivos asi como una serie de anexos del

procedimiento.

El segundo bloque recoge el Manual de Procedimiento para el control
de los nematodos del quiste de la patata (Globodera pallida y
Globodera rostochiensis). Este manual recoge las disposiciones de la
Directiva de Control que se public6 en el 2007 y que exigia a los
paises miembros aplicarla en el 2010. La estructura de este manual
es muy similar al anterior, entre lo que destaca un plan de
contingencia y algunos anexos de caracter administrativo. Es
necesario resaltar, que en algunos de los anexos se muestran
modelos administrativos orientativos, en los que se explicita la
minima informacién requerida para cada uno de ellos, dejando
abierta la posibilidad de afadir toda aquella informacién que cada

Organismo competente considere necesaria.

4.- CASOS VEGETALES RECOGIDOS EN LA LEGISLACION

De cara a la inspeccion, lo primero que necesitamos saber es qué tipo

de material vegetal se va a controlar. En el caso de la patata, la Directiva

2000/29/CE recoge tres casos vegetales, cada uno de ellos requiere un

control sobre unos organismos nocivos asociados a ese material, y unos

requisitos fitosanitarios especificos:

A.

Tubérculos de Solanum tuberosum destinados a plantacion
Tubérculos de S. tuberosum no destinados a plantaciéon

Vegetales de S. tuberosum destinados a plantacién.

Tubérculos de Solanum tuberosum destinados a la plantacion.

Este material vegetal tiene un riesgo muy alto de introduccién y

propagaciéon de organismos nocivos, y es por lo que en estos tubérculos

se realiza un riguroso control en origen, que ademas se complementa

con controles en el destino.

En los tubérculos de patata destinadas a plantacion, nos podemos

encontrar dos tipos de material vegetal: por un lado la patata de
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siembra, que siempre es certificada y controlada por los Servicios
Oficiales de Semillas y Plantas de Vivero; y por otro lado podemos
encontrarnos con tubérculos de patata destinadas a plantacion que no
son certificados, y por lo tanto tal y como establece el Reglamento
Técnico de Control y Certificacion de Patata de Siembra, no se pueden

denominar patata de siembra.

Patata Certificada =

Patata de siembra
Tubérculos de patata destinados a plantacion

(Requieren PF siempre) Patata No certificada

Esta diferencia en cuanto a si la patata esta certificada o no, es
fundamental porque el propio sistema de certificacion de la patata de
siembra garantiza: que la parcela de produccion esta exenta de los
nematodos del quiste de la patata y que el cultivo estad libre de
Synchytrium endobioticum, Ralstonia solanacearum y Clavibacter

michiganensis ssp. Sepedonicus. Por lo tanto,

En cualquiera de los dos tipos de material, estos tubérculos, siempre
necesitan estar acompafiados de Pasaporte Fitosanitario (RD 58/2005
Anexo VAl 1.3). Ademas, deben ir acompafiados de Pasaporte
Fitosanitario tipo ZP cuando el destino del material sea alguna de las
Zonas Protegidas de:

e Leptinotarsa decemlineata

¢ Globodera pallida y Globodera rostochiensis

¢ Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)

e Tomato spotted wilt virus (TSWV)

B. Tubérculos de Solanum tuberosum no destinados a la
plantacién.
Este material vegetal se corresponde con patatas destinadas al

consumo, ya sea directamente Estos pueden ser:
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a. Patata de Consumo

b. Patata para transformacion industrial

Los puntos en los que hace referencia en la legislacion son:

Anexo IV 18.5-All.- Tubérculos de Solanum tuberosum L., no
recogidos en los puntos 18.1, 18.2, 18.3 0 18.4 de la seccién Il de la

parte A del anexo IV

Anexo IV 20.2—-B.- Tubérculos de Solanum tuberosum L., excepto los

mencionados en el punto 20.1 de la parte B del anexo IV

Anexo IV 20.3 —B.- Tubérculos de Solanum tuberosum L

. Vegetales de Solanum tuberosum destinados a la plantacion.

Estos pueden ser:
a. Vegetales de Solanum tuberosum
b. Vegetales que forman estolones o tubérculos de especies de

Solanum L

Los puntos en los que hace referencia en la legislacién son:

» Anexo IV 18.3-All.- Vegetales que forman estolones o tubérculos de

>

especies de Solanum L. o sus hibridos, destinados a la plantacién,
distintos de los tubérculos de Solanum tuberosum L. que se
especifican en los puntos 18.1 o 18.2 de la secciéon Il de la parte A
del anexo IV y del material de mantenimiento de cultivos almacenado

en bancos genéticos o colecciones genéticas

Anexo IV 18.6-All.- Vegetales de las especies de Solanaceae,
destinados a la plantacion, excepto las semillas y demas vegetales
mencionados en los puntos 18.4 o 18.5 de la seccion Il de la parte A

del anexo IV
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» Anexo Il A-11-d.15.- Vegetales de Solanum tuberosum L. destinados

a plantacion

5.- ORGANISMOS NOCIVOS REGULADOS

ORGANISMOS REGULADOS SOLO POR LA DIRECTIVA 2000/29

ANEXO 1 y 11

Helicoverpa armigera
< Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccidén y propagacion
esta prohibida si se presenta en determinados vegetales: Anexo
IAll a6.2
» Hospedantes: Vegetales de Dendrathema, Dianthus, Pelargonium vy
familia Solanaceae destinados a plantaciéon

= Ampliamente distribuido en Espafia

Leptinotarsa decemlineata.
e Organismo cuya introducciéon y propagacion esta prohibida en
determinadas zonas protegidas: Anexo IB a3
e Zonas protegidas: E (Ibiza y Menorca), IRL, CY, M, P (Azores y
Madeira), UK, S (Blekinge, Gotland, Halland, Kalmar, Skane), FI (los
distritos de Aland, Turku, Uusimaa, Kymi, Hame, Pirkanmaa,
Satakunta)

Tomato spotted wilt virus (TSWV)
e Organismo cuya introduccibn y propagacion esta prohibida en
determinadas zonas protegidas: Anexo IB b2
< Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccidén y propagacion
esta prohibida si se presenta en determinados vegetales: Anexo
I1HAII d15
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e Hospedantes: Vegetales destinados a plantacion de Apium
graveolens, Capsicum annum, Cucumis melo, Dendranthema,
hibridos de Nueva Guinea, Impatiens, Lactuca sativa, Lycopersicon
lycopersicum, Nicotiana tabacum (s6lo profesionales), Solanum
melongena y Solanum tuberosum

e ZP: S, FIN

= Presente en Espafia, limitada distribucion

Ditylenchus destructor

< Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccién y propagacion
esta prohibida si se presenta en determinados vegetales: Anexo
I11AIl a3

e Hospedantes: Tubérculos de Solanum tuberosum destinados a
plantacién, bulbos destinados a plantaciéon de flores y bulbos de
Crocus, cultivados en miniatura y sus hibridos del género Gladiolus,
Hyacinthus, Iris, Trigridia, Tulipa.

< No presente en Espafia

ANEXO 1V

Potato Stolbur mycoplasm

< Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccidén y propagacion

esta prohibida si se presenta en determinados vegetales: Anexo
11AIl d8

= Requisito especial: Anexo IVAIlI 18.6

a) los vegetales son originarios de zonas exentas de dicho

organismo
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b) o no se han observado sintomas de dicho organismo en los
vegetales de la parcela de produccién desde el principio del dltimo
ciclo completo de vegetacion.

Hospedantes: Vegetales de Solanaceae destinados a plantaciéon

Presente en Espafa, limitada distribuciéon

Meloidogyne fallax y Meloidogyne chitwoodi

Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccién y propagacion

esta prohibida: Anexo IAIl a6.1., a6.2.

Requisito especial para la patata de siembra Anexo IVAII 18.1

apartado e):

Declaraciéon oficial de que:

Los tubérculos son originarios de zonas que se sabe estan exentas de

Meloidogyne chitwoodi y de M. fallax o en zonas en las que se tiene

constancia de Meloidogyne chitwoodi, y de M. fallax
-los tubérculos son originarios de una parcela de produccion que se
ha comprobado que esta exenta de Meloidogyne chitwoodi (todas
las poblaciones), y de Meloidogyne fallax gracias a una
investigacion anual de los cultivos huéspedes mediante inspecciéon
visual de los vegetales huéspedes en momentos adecuados de
inspeccioén visual, tanto externa como cortando los tubérculos, tras
la recoleccion de patatas cultivadas en la parcela de produccién o
bien
-los tubérculos han sido sometidos a un muestreo aleatorio tras la
recoleccibn y una inspeccibn para detectar la presencia de
sintomas tras un método adecuado para inducirlos a pruebas de
laboratorios, asi como a una inspecciéon visual externa y cortando
tubérculos, en momentos adecuados y, en todos los casos, en el
momento de cerrar los embalajes o contenedores antes de la
comercializacién con arreglo a las disposiciones sobre cerrado de la
Directiva 66/403/CEE, no habiéndose detectado sintomas de
Meloidogyne chitwoodi (todas las poblaciones) ni de Meloidogyne

fallax
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e No presente en Espafia

Beet Necrotic Yellow Vein Virus (BNYVV)
e Organismo cuya introduccibn y propagacion esta prohibida en
determinadas zonas protegidas: Anexo IB bl
e ZP: F (Bretafia), FI, IRL, P (Azores), UK (Irlanda del Norte)
= Requisito especial cuando el destino sea una ZP:
Anexo 1VB 20.1. Patata de siembra: Declaracién oficial de que:
— a) se han cultivado en una zona en la que se sabe esta exenta
de BNYVV, o bien
— b) se han cultivado en terrenos o en medios de cultivo
consistentes en tierra de la que se sabe esta exenta de BNYVV,
o bien han sido analizados con métodos adecuados,
comprobandose que estan exentos de BNYVV, o bien

— ¢) han sido lavados para quitarles la tierra

Anexo 1VB 20.1 Tubérculos de patata no destinados a plantacion
(Patata de consumo):
— a) el envio o lote no contendra mas de un 1% en peso de
tierra, o
— b) los tubérculos se destinan a su transformacién en locales
con instalaciones en eliminacion de residuos oficialmente
autorizadas que garanticen la ausencia de todo riesgo de
propagacion de BNYVV

< Presente en Espafia, limitada distribucion

Virus y organismos afines de la patata
e Organismo no presente en la UE cuya introduccién esta prohibida
Anexo 1Al d.2.
e Requisito especial para los vegetales que formen estolones o
tubérculos destinados a plantacion, distintos de los tubérculos y del
material de mantenimiento de cultivos almacenado en bancos

genéticos o colecciones genéticas Anexo IVAII 18.3 bc):
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Los vegetales deben mantenerse en condiciones de cuarentena y resultar
exentos de cualquier organismo nocivo en las pruebas de cuarentena que
deben ser realizadas en cada unidad de material

- mediante examen visual a intervalos regulares durante todo un ciclo
vegetativo, como minimo teniendo en cuenta el tipo de material y su fase
de desarrollo durante el programa de pruebas, para detectar los sintomas
causados por cualquier organismo nocivo.

- mediante pruebas, con los métodos adecuados, aprobados por
procedimientos comunitarios.

- para todo el material de patata, deteccibn como minimo de:

+ Andean potato latent virus (APLV).

+ Arracacha virus B, oca strain (AVB-0).

+ Potato black ringspot virus (PBRSV).

+ Potato spindle tuber viroid (PSTVd).

+ Potato virus T (PVT).

+ Andean potato mottle virus (APMoV).

+ Virus de la patata A, M, S, V, X e Y (incluidas Y&, Yn, Yc ) y Potato leaf

roll virus.

ORGANISMOS REGULADOS POR DIRECTIVAS DE CONTROL

Synchytrium endobioticum
= Directiva 2000/29/CE
Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccion y propagacion
esta prohibida : Anexo 1AIlIl c2
e Requisitos para la importacion Anexo 1VAI
¢ Requisito patata de siembra Anexo IVAIl 18.1.: ajustarse a las
disposiciones comunitarias de lucha contra Synchytrium endobioticum
e Requisito patata de consumo Anexo IVAIIl 18.5: deben llevar un

ndmero de registro que indiquen que las patatas han sido cultivadas
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por un productor oficialmente registrado, o que son originarias de
centro de almacenamiento o envio colectivos oficialmente registrados
y situados en la zona de produccion, y que se deben ajustarse a las
disposiciones comunitarias de lucha contra Synchytrium endobioticum
Directiva de control ; Directiva 69/464/CEE del Consejo, de 8 de

diciembre de 1969, relativa a la lucha contra la sarna verrugosa

-Establece las medidas minimas a adoptar en los Estados
Miembros para combatir la sarna verrugosa y evitar su
propagacion
-Cuando se detecta su presencia, el Estado Miembro debe
delimitar la parcela contaminada y una zona de seguridad que
garantice la proteccién de las zonas colindantes
-Los tubérculos y las hojas de patata procedentes de parcelas
contaminadas deben ser destruidos
-En las parcelas contaminadas:

¢ No se pueden cultivar patatas

¢ No se pueden cultivar, plantar, ni almacenar plantas

destinadas a replantacion

-En la zona de seguridad:

e Soélo variedades resistentes a las razas encontradas
-Los Estados Miembros pueden retirar las medidas adoptadas
cuando ya no se observe la presencia
-Se debe comunicar a la Comisién, antes del 1 de enero de cada
ano el listado de variedades de patata resistentes y la raza a la
que son resistentes. Comprobacién de la resistencia mediante

examen oficial

Orden de 28 de febrero de 1986 relativa a la lucha contra la sarna
verrugosa de las patatas, en aplicacién de la Directiva 69/464/CEE
del Consejo; Aplicacion obligatoria de las medidas en todo el territorio

nacional

Ralstonia solanacearum
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Directiva 2000/29/CE

Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccion y propagacion
esta prohibida : Anexo 1AIll bl, b2

Requisitos para la importacion Anexo IVAI

Requisito patata de siembra Anexo IVAIl 18.1.: procedentes de
zona exenta de los organismos o0 ajustarse a procedimientos
comunitarios de lucha contra ellos

Requisito vegetales de Solanum tuberosum Anexo 1VAII 18.3.
Requisito patata de consumo Anexo IVAII 18.5.: exentos y
ajustarse a disposiciones comunitarias

Directiva de control; Directiva 98/57/CE del Consejo, de 20 de
julio de 1998, sobre el control de Ralstonia solanacearum

Modificada por Directiva 2006/63/CE de la Comisién, de 14 de
julio de 2006

Real Decreto 1644/1999, de 22 de octubre, sobre el control del
organismo nocivo denominado Ralstonia solanacearum

Orden APA/719/2007, de 15 de marzo, por la que se modifican los
anexos Il a VIl del Real Decreto 1644/1999, de 22 de octubre, sobre

el control del organismo nocivo denominado Ralstonia solanacearum

Clavibacter michiganensis

Directiva 2000/29/CE

Organismo nocivo presente en la UE cuya introduccién y propagacion
estd prohibida : Anexo 1AIll bl, b2

Requisitos para la importacion Anexo IVAI

Requisito patata de siembra Anexo IVAIl 18.1.: procedentes de
zona exenta de los organismos o0 ajustarse a procedimientos
comunitarios de lucha contra ellos

Requisito vegetales de Solanum tuberosum Anexo IVAII 18.3.
Requisito patata de consumo Anexo IVAII 18.5.: exentos y

ajustarse a disposiciones comunitarias
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Directiva de control; Directiva 93/85/CE del Consejo, de 4 de
octubre de 1993, relativa a la lucha contra la necrosis bacteriana de
la patata

Modificada por Directiva 2006/56/CE de la Comisién, de 12 de
junio de 2006

Orden de 22 de marzo de 1994 relativa a la lucha contra la
necrosis bacteriana de la patata, en aplicacion de la Directiva
98/57/CE del Consejo

Orden APA/718/2007, de 15 de marzo, por la que se modifican los
anexos de la Orden de 22 de marzo de 1994, relativa a la lucha
contra la necrosis bacteriana de la patata, en aplacion de la Directiva
93/85 del Consejo

Globodera pallida y Globodera rostochiensis

Directiva 2000/29/CE

Organismos nocivos presentes en la UE cuya introduccion y
propagacion esta prohibida: Anexo 1All al, a2

Globodera pallida: Organismo cuya introduccién y propagacion esta
prohibida en determinadas zonas protegidas: Anexo IB a2

ZP: LV, SI, SK, Fl. Requisitos Anexo 1VB 20.3

Requisitos para la importacion Anexo IVAI

Requisito patata de siembra Anexo IVAIl 18.1.: procedentes de
campo exento

Directiva de control; Directiva 2007/33/CE del Consejo, de 11
de junio de 2007, relativa al control de los nematodos del quiste de la
patata y por la que se deroga la Directiva 69/465/CE

Real Decreto 920/2010, de 16 de julio, por el que se establece el
programa nacional de control de los nematodos del quiste de la

patata
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Ultima actualizacion: mayo de 2010

Anexo n° 1: Legislaciéon de referencia 7

l. LEGISLACION COMUNITARIA

GENERAL

DIRECTIVA 2000/29/CE DEL CONSEJO, de 8 de mayo de 2000,

relativa a las medidas de proteccidon contra la introduccién en la

Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos

vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad

(deroga la Directiva 77/93/CEE del Consejo, de 21 de diciembre de

1976, y sus posteriores modificaciones) (DO L169 de 10.07.2000).

» Correcciéon de errores de la Directiva 2000/29/CE del Consejo, de 8 de
mayo de 2000, relativa a las medidas de protecciéon contra la
introduccion en la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales
0 productos vegetales y contra su propagacion en el interior de la
Comunidad (DO L169 de 10.07.2000).

> DIRECTIVA 2001/33/CE DE LA COMISION, de 8 de mayo de 2001, por
la que se modifican determinados anexos de la Directiva 2000/29/CE
del Consejo relativa a las medidas de proteccidon contra la introduccion
en la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L127 de 09.05.2001).

> DIRECTIVA 2002/28/CE DE LA COMISION, de 19 de marzo de 2002, por
la que se modifica determinados anexos de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccion en
la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L77 de 20.03.2002).

> DIRECTIVA 2002/36/CE DE LA COMISION, de 29 de abril de 2002, por
la que se modifican algunos anexos de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccion en

la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o los productos

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella

Anexo n° 1 Pag. 1 de 13



Normativa fitosanitaria de la patata 2010

vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L116 de 03.05.2002).

» DIRECTIVA 2002/89/CE DEL CONSEJO, de 28 de noviembre de 2002,
por la que se modifica la Directiva 2000/29/CE relativa a las medidas de
protecciéon contra la introducciébn en la Comunidad de organismos
nocivos para los vegetales o productos vegetales y contra su
propagacion en el interior de la Comunidad (DO L355 de 30.12.2002).

> DIRECTIVA 2003/22/CE DE LA COMISION, de 24 de marzo de 2003, por
la que se modifican algunos anexos de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo relativa a las medidas de proteccién contra la introducciéon en la
Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L78 de 25.03.2003).

> DIRECTIVA 2003/47/CE DE LA COMISION, de 4 de junio de 2003, por la
que se modifican los anexos Il, IV y V de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo relativa a las medidas de proteccidén contra la introduccién en la
Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L138 de 05.06.2003).

> DIRECTIVA 2003/116/CE DE LA COMISION, de 4 de diciembre de 2003,
por la que se modifican los anexos II, Ill, IV y V de la Directiva
2000/29/CE del Consejo en lo que se refiere al organismo nocivo
Erwinia amylovora (Burr.) Winsl. et al. (DO L321 de 06.12.2003).

> DIRECTIVA 2004/31/CE DE LA COMISION, de 17 de marzo de 2004, por
la que se modifican los anexos I, Il, IllI, IV y V de la Directiva
2000/29/CE del Consejo relativa a las medidas de proteccién contra la
introduccién en la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales
o0 productos vegetales y contra su propagacion en el interior de la
Comunidad (DO L85 de 23.03.2004).

» DIRECTIVA 2004/70/CE DEL CONSEJO, de 28 de abril de 2004, por la
que se modifica la Directiva 2000/29/CE relativa a las medidas de

protecciéon contra la introduccion en la Comunidad de organismos

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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nocivos para los vegetales o productos vegetales y contra su
propagacion en el interior de la Comunidad (DO L127 de 29.04.2004).

> DIRECTIVA 2004/102/CE DE LA COMISION, de 5 de octubre de 2004,
por la que se modifican los anexos II, Ill, IV y V de la Directiva
2000/29/CE del Consejo, relativa a las medidas de proteccidn contra la
introduccion en la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales
0 productos vegetales y contra su propagacion en el interior de la
Comunidad (DO L309 de 06.10.2004).

> DIRECTIVA 2004/103/CE de la Comisibn, de 7 de octubre de 2004,
relativa a los controles de identidad y fitosanitarios de vegetales,
productos vegetales u otros objetos enumerados en la parte B del anexo
V de la Directiva 2000/29/CE del Consejo, que pueden llevarse a cabo
en un lugar distinto del punto de entrada en la Comunidad o en un lugar
cercano y por la que se determinan las condiciones relacionadas con
dichos controles (DO L313 de 12.10.2004).

> DIRECTIVA 2004/105/CE DE LA COMISION, de 15 de octubre de 2004,
por la que se fijan los modelos oficiales de certificados fitosanitarios o
certificados fitosanitarios de reexportacion que deben acompanar a los
vegetales, productos vegetales y otros objetos procedentes de terceros
paises y enumerados en la Directiva 2000/29/CE del Consejo (DO L319
de 20.10.2004).

> DIRECTIVA 2005/15/CE DEL CONSEJO, de 28 de febrero de 2005, que
modifica el anexo IV de la Directiva 2000/29/CE, relativa a las medidas
de proteccion contra la introduccion en la Comunidad de organismos
nocivos para los vegetales o productos vegetales y contra su
propagacion en el interior de la Comunidad (DO L56 de 02.03.2005).

> DIRECTIVA 2005/16/CE DE LA COMISION, de 2 de marzo de 2005, por
la que se modifican los anexos | a V de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de protecciéon contra la introduccién en
la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L57 de 03.03.2005).

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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> DIRECTIVA 2005/77/CE DE LA COMISION, de 11 de noviembre de
2005, por la que se modifica el anexo V de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccion en
la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L296 de 12.11.2005).

> DIRECTIVA 2006/14/CE DE LA COMISION de 6 de febrero de 2006 por
la que se modifica el anexo IV de la Directiva 2000/29/CE del Consejo
relativa a las medidas de protecciébn contra la introduccién en la
Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad. (DO
L34 de 7.2.2006).

> DIRECTIVA 2006/35/CE DE LA COMISION de 24 de marzo de 2006 por
la que se modifican los anexos | a IV de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccion en
la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad. (DO
L88 de 25.3.2006).

> DIRECTIVA 2007/41/CE DE LA COMISION, de 28 de junio de 2007 , por
la que se modifican algunos anexos de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccion en
la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad. (DO
L169 de 29.6.2007).

> DIRECTIVA 2008/64/CE DE LA COMISION, de 27 de junio de 2008, por
la que se modifican los anexos | a IV de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccién en
la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L158 de 28.06.2008).

> DIRECTIVA 2008/109/CE DE LA COMISION, de 28 de noviembre de
2008, por la que se modifica el anexo IV de la Directiva 2000/29/CE del

Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccion en

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L319 de 29.11.2008).

> DIRECTIVA 2009/7/CE DE LA COMISION, de 10 de febrero de 2009, por
la que se moadifican los anexos I, Il, IV y V de la Directiva 2000/29/CE
del Consejo relativa a las medidas de proteccidon contra la introduccién
en la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO
L40 de 11.02.2009).

» Correccion de errores de la Directiva 2008/109/CE de la Comision, de
28 de noviembre de 2008 , por la que se modifica el anexo IV de la
Directiva 2000/29/CE del Consejo, relativa a las medidas de proteccion
contra la introduccién en la Comunidad de organismos nocivos para los
vegetales o productos vegetales y contra su propagacion en el interior
de la Comunidad ( DO L 319 de 29.11.2008 )

> DIRECTIVA 2009/118/CE DE LA COMISION, de 9 de septiembre de 2009
, por la que se modifican los anexos Il a V de la Directiva 2000/29/CE
del Consejo, relativa a las medidas de protecciéon contra la introduccion
en la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO L
239 de 10.9.2009)

> DIRECTIVA 2010/1/UE DE LA COMISION, de 8 de enero de 2010 , por la
que se modifican los anexos Il, 11l y IV de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, relativa a las medidas de proteccion contra la introduccién en
la Comunidad de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales y contra su propagacion en el interior de la Comunidad (DO L
7 de 12.1.2010)

FINES CIENTIFICOS
DIRECTIVA 95/44/CE DE LA COMISION, de 26 de julio de 1995, por

la que se establecen las condiciones en las que determinados
organismos nocivos, vegetales, productos vegetales y otros objetos

enumerados en los Anexos | a V de la Directiva 77/93/CEE del

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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Consejo, pueden ser introducidos o transportados dentro de la
Comunidad o de determinadas zonas protegidas de la misma con
fines de ensayo o cientificos y para actividades de seleccion de
variedades (DO L1844 de 03.08.1995).
> DIRECTIVA 97/46/CE DE LA COMISION, de 25 de julio de 1997, por la
que se modifica la Directiva 95/44/CE por la que establecen las
condiciones en las que determinados organismos nocivos, vegetales,
productos vegetales y otros objetos enumerados en los Anexos | a V de
la Directiva 77/93/CEE del Consejo pueden ser introducidos o
transportados dentro de la Comunidad o de determinadas zonas
protegidas de la misma con fines de ensayo o cientificos y para
actividades de seleccion de variedades (DO L204 de 31.07.1997).
DIRECTIVA 2008/61/CE DE LA COMISION, de 17 de junio de 2008,
por la que se establecen las condiciones en las que determinados
organismos nocivos, vegetales, productos vegetales y otros objetos
enumerados en los anexos | a V de la Directiva 2000/29/CE del
Consejo, pueden ser introducidos o transportados dentro de la
Comunidad o de determinadas zonas protegidas de la misma con
fines de ensayo o cientificos y para actividades de seleccion de
variedades (DO L158 de 16.06.2008).

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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MEDIDAS DE CONTROL ESPECIFICAS
Clavibacter michiganensis
DIRECTIVA 93/85/CEE DEL CONSEJO, de 4 de octubre de 1993,
relativa a la lucha contra la necrosis bacteriana de la patata (DO
L259 de 18.10.1993).
> DIRECTIVA 2006/56/CE DE LA COMISION de 12 de junio de 2006
por la que se modifican los anexos de la Directiva 93/85/CEE del
Consejo relativa a la lucha contra la necrosis bacteriana de la

patata (DO L182 de 4.78.2006).

Globodera pallida y Globodera rostochiensis
DIRECTIVA 2007/33/CE DEL CONSEJO de 11 de junio de 2007
relativa al control de los nematodos del quiste de la patata y por la

gue se deroga la Directiva 69/465/CEE (DO L156 de 16.06.2007).

Ralstonia solanacearum
DIRECTIVA 98/57/CE DEL CONSEJO, de 20 de julio de 1998, sobre
el control de Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al (DO
L235 de 21.08.1998).
> RECTIFICACION A LA DIRECTIVA 98/57/CE DEL CONSEJO, de 20
de julio de 1998, sobre el control de Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. (DO L218 de 18.08.1999).
> DIRECTIVA 2006/63/CE DE LA COMISION de 14 de julio de 2006
por la que se modifican los anexos Il a VII de la Directiva
98/57/CE del Consejo sobre el control de Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. (DO L206 de 27.07.2006).

Synchytrium endobioticum

DIRECTIVA 69/464/CEE DEL CONSEJO, de 8 de diciembre de 1969,
relativa a la lucha contra la sarna verrugosa (DO L323 de
24.12.1969).

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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. LEGISLACION ESPANOLA

GENERAL

LEY 4372002, de 20 de noviembre, de Sanidad Vegetal (BOE de 21

de noviembre de 2002)

REAL DECRETO 1190/1998, de 12 de junio, por el que se regulan los

programas nacionales de erradicacion o control de organismos

nocivos de los vegetales aun no establecidos en el territorio

nacional (BOE de 13 de junio de 1998).

REAL DECRETO 58/2005, de 21 de enero, por el que se adoptan

medidas de proteccién contra la introduccién y difusiéon en el

territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos
nocivos para los vegetales o productos vegetales, asi como para la
exportacion y transito hacia paises terceros (BOE de 22 de enero de

2005) (deroga el R.D. 2071/1993, de 26 de noviembre, y sus

posteriores modificaciones).

» ORDEN APA/431/2005, de 18 de febrero, por la que se modifican los
anexos del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que se
adoptan medidas de proteccion contra la introduccion y difusién en el
territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos nocivos
para los vegetales o productos vegetales, asi como para la exportacion
y transito hacia paises terceros (BOE de 26 de febrero de 2005).

» ORDEN APA/660/2005, 16 de marzo, por la que se modifica el anexo IV
del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que se adoptan
medidas de proteccién contra la introducciéon y difusién 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 (BOE de 18 de marzo de 2005).

» ORDEN APA/1440/2005, de 17 de mayo, por la que se modifican
determinados anexos del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el
que se adoptan medidas de proteccion contra la introduccion y difusion
en el territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos

nocivos para los vegetales o productos vegetales, asi como para la

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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exportacion y transito hacia paises terceros (BOE de 23 de mayo de
2005).

> CORRECCION de errores de la ORDEN APA/1440/2005, de 17 de mayo,
por la que se modifican determinados anexos del Real decreto 58/2005
de 21 de enero, por el que se adoptan medidas de proteccién contra la
introduccion y difusiéon en el territorio nacional y de la Comunidad
Europea de organismos nocivos para los vegetales o productos
vegetales, asi como para la exportaciéon y transito hacia paises terceros
(BOE de 16 de junio de 2005).

» ORDEN APA/4139/2005, de 23 de diciembre, por la que se modifica el
Anexo V del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que se
adoptan medidas de proteccion contra la introduccion y difusién en el
territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos nocivos
para los vegetales o productos vegetales, asi como para la exportacion
y transito hacia paises terceros (BOE de 3 de enero de 2006).

» ORDEN APA/725/2006, de 10 de marzo, por la que se modifica el anexo
IV del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que se adoptan
medidas de proteccién contra la introduccion y difusién en el territorio
nacional y de la Comunidad Europea de organismos nocivos para los
vegetales o productos vegetales, asi como para la exportacion y transito
hacia paises terceros (BOE de 16 de marzo de 2006).

» REAL DECRETO 471/2006, de 21 de abril, por el que se modifica el Real
Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que se adoptan medidas de
proteccion contra la introduccion y difusion en el territorio nacional y de
la Comunidad Europea de organismos nocivos para los vegetales o
productos vegetales, asi como para la exportacion y transito hacia paises
terceros (BOE de 11 de mayo de 2006).

» ORDEN APA/1242/2006, de 26 de abril, por la que se modifican
determinados anexos del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el
que se adoptan medidas de proteccién contra la introduccion y difusiéon
en el territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos

nocivos para los vegetales o productos vegetales, asi como para la

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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exportacion y transito hacia paises terceros (BOE de 28 de abril de
2006).

» ORDEN APA/2802/2007, de 24 de septiembre, por la que se modifican
determinados anexos del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el
que se adoptan medidas de proteccién contra la introduccién y difusion
en el territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos
nocivos para los vegetales o productos vegetales, asi como para la
exportacion y transito hacia paises terceros (BOE de 1 de octubre de
2007).

» ORDEN ARM/2505/2008, de 28 de agosto, por la que se modifican los
anexos I, Il, 11l y 1V del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el
que se adoptan medidas de proteccion contra la introduccion y difusion
en el territorio nacional y de la Comunidad Europea de Organismos
nocivos para los vegetales o productos vegetales, asi como para la
exportacion y transito hacia paises terceros (BOE de 30 de agosto de
2008).

» ORDEN ARM/183/2009, de 4 de febrero, por la que se modifica el anexo
IV del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que se adoptan
medidas de proteccion contra la introducciéon y difusién en el territorio
nacional y de la Comunidad Europea de Organismos nocivos para los
vegetales o productos vegetales, asi como para la exportacion y transito
hacia paises terceros (BOE de 7 de febrero de 2009).

» ORDEN ARM/1671/2009, de 16 de junio, por la que se modifican los
anexos I, 11, 1V y V del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que
se adoptan medidas de proteccién contra la introduccién y difusiéon en el
territorio nacional y de la comunidad europea de organismos nocivos para
los vegetales o productos vegetales, asi como para la exportaciéon y
transito hacia paises terceros. (BOE de 24 de junio de 2009)

» ORDEN ARM/3196/2009, de 26 de noviembre, por la que se modifican los
anexos Il a V del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que se
adoptan medidas de proteccién contra la introduccién y difusiéon en el

territorio nacional y de la comunidad europea de organismos nocivos para

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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los vegetales o productos vegetales, asi como para la exportacion y
transito hacia paises terceros (BOE de 28 de noviembre de 2009)

» ORDEN ARM/462/2010, de 23 de febrero, por la que se modifican los
anexos Il, 111 y 1V del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por el que
se adoptan medidas de proteccién contra la introduccién y difusiéon en el
territorio nacional y de la comunidad europea de organismos nocivos para
los vegetales o productos vegetales, asi como para la exportaciéon y

transito hacia paises terceros (BOE de 2 de marzo de 2010)

FINES CIENTIFICOS

REAL DECRETO 401/1996, de 1 de marzo, por el que se establecen
las condiciones para la introduccién en el territorio nacional de
determinados organismos nocivos, vegetales, productos vegetales y
otros objetos por una zona protegida y para la circulacion de tales
vegetales, productos vegetales y otros objetos con fines de ensayo,
cientificos y para la actividad de seleccién de variedades (BOE de 19
de marzo de 1996).

» REAL DECRETO 39/1998, de 16 de enero, por el que se modifica el Real

Decreto 401/1996 de 1 de marzo (BOE de 17 de enero de 1998).

MEDIDAS DE CONTROL ESPECIFICAS

Clavibacter michiganensis

ORDEN de 22 de marzo de 1994, relativa a la lucha contra la
necrosis bacteriana de la patata, en aplicacion de la Directiva
93/85/CEE del Consejo de las Comunidades Europeas (BOE de 5 de
abril de 1994).

» ORDEN APA/718/2007, de 15 de marzo, por la que se modifican los
anexos de la Orden de 22 de marzo de 1994, relativa a la lucha contra
la necrosis bacteriana de la patata, en aplicacibn de la Directiva
93/85/CEE del Consejo de las Comunidades Europeas (BOE de 27 de
marzo de 2007).

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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Globodera pallida y Globodera rostochiensis

ORDEN de 28 de febrero de 1986, relativa a la prevenciéon y lucha
contra el nematodo del quiste de la patata, en aplicacién de la
Directiva 69/465/CEE del Consejo de las Comunidades Europeas
(BOE de 1 de marzo de 1986) (derogada)

REAL DECRETO 920/2010, de 16 de julio, por el que se establece el
programa nacional de control de los nematodos del quiste de la patata (BOE
de 23 de julio de 2010).

Ralstonia solanacearum

REAL DECRETO 1644/1999, de 22 de octubre, sobre el control del

organismo nocivo denominado Ralstonia solanacearum

(Smith)Yabouchi et al. (BOE de 5 de noviembre de 1999).

» ORDEN APA/719/2007, de 15 de marzo, por la que se modifican los
anexos Il a VIl del Real Decreto 1644/1999, de 22 de octubre, sobre el
control del organismo nocivo denominado Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. (BOE de 27 de marzo de 2007).

Synchytrium endobioticum

ORDEN de 28 de febrero de 1986, relativa a la lucha contra la sarna
verrugosa de las patatas, en aplicacion de la Directiva 69/464/CEE
del Consejo de las Comunidades Europeas (BOE de 1 de marzo de
1986).

I1l. CUADRO RESUMEN DE CORRESPONDENCIA ENTRE LAS
LEGISLACIONES COMUNITARIA Y ESPANOLA

LEGISLACION COMUNITARIA LEGISLACION ESPANOLA

GENERAL

LEY 4372002, de 20 de noviembre,
de Sanidad Vegetal (BOE de 20 de
noviembre de 2002)

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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REAL DECRETO 1190/1998, de 12
de junio (BOE de 13 de junio
del998)

DIRECTIVA 2000/29/CE DEL
CONSEJO, de 8 de mayo de 2000)

REAL DECRETO 58/2005, de 21 de
enero (BOE de 22 de enero de
2005)

FINES CIENTIFICOS

DIRECTIVA 95/44/CE DE LA
COMISION, de 26 de julio de 1995
> DIRECTIVA 97/46/CE DE LA|
COMISION, de 25 de julio de
DIRECTIVA 2008/61/CE DE LA
COMISION, de 17 de junio de 2008

REAL DECRETO 401/1996, de 1 de
marzo (BOE de 19 de marzo de

» REAL DECRETO 39/1998, de 16
de enero (BOE de 17 de enero

MEDIDAS DE CONTROL ESPECIFICAS

DIRECTIVA 69/7464/CEE DEL
CONSEJO, de 8 de diciembre de
1969

ORDEN de 28 de febrero de 1986
(BOE de 1 de marzo de 1986)

DIRECTIVA 69/465/CEE DEL

CONSEJO, de 8 de diciembre de

""" > DIRECTIVA 2007/33/CE DEL|
CONSEJO de 11 de junio de
2007 (DO L156 de 16.06.2007)

ORDEN de 28 de febrero de 1986
(BOE de 1 de marzo de 1986)
» Real Decreto 920/2010 (BOE de
23 de julio de 2010)

DIRECTIVA 93/85/CEE DEL
CONSEJO, de 4 de octubre de 1993 |
» DIRECTIVA 2006/56/CE DE LA
COMISION de 12 de junio de

2006 (DO L182 de 4.78.2006).

ORDEN de 22 de marzo de 1994
> ORDEN APA/718/2007, de 15
de marzo, por la que se
modifican los anexos de Ila
Orden de 22 de marzo de 1994

(BOE de 27 de marzo de 2007)

DIRECTIVA 98/57/CEE DEL

> RECTIFICACION A LA
DIRECTIVA 98/57/CE DEL
CONSEJO, de 20 de julio de
1998

DIRECTIVA 2006/63/CE DE LA
COMISION de 14 de julio de 2006
por la que se modifican los anexos
Il a VIl de la Directiva 98/57/CE

REAL DECRETO 1644/1999, de 22
de octubre (BOE de 5 de noviembre
del999)

> ORDEN APA/719/2007, de 15
de marzo, por la que se
modifican los anexos Il a VII del
Real Decreto 1644/1999, de 22
de octubre. (BOE de 27 de
marzo de 2007)

(™) En negrita se muestra la legislaciéon base o matriz de la que deriva la legislacion relacionada con ella
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Ultima actualizacién: mayo de 2010

Anexo n° 2: Laboratorios oficiales de diagndstico de

las distintas Comunidades Autdonomas

COMUNIDAD AUTONOMA

LABORATORIOS

ANDALUCIA

Direccion General de la Produccién Agraria
Servicio de Sanidad Vegetal

c/ Tabladilla, s/n.

41013-SEVILLA

Informacion sobre Sanidad Vegetal:
http://intranet.cap.junta-andalucia.es/intranet/export/inicio.html

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Ctra. El Portil - EI Rompido, s/n. Complejo Aguas del Pino.
21459-CARTAYA (HUELVA)

Tlfno.- 959 02 47 00 /20 /21

Fax.- 959 02 47 14

e _mail:  juan.bascon.ext@juntadeandalucia.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Ctra. de Cérdoba, s/n.

23005- CERRO DE LOS LIRIOS (JAEN)
Tlfno.- 953 34 00 22

Fax.- 953 243994

e_mail:  alfonso.montiel@juntadeandalucia.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Autovia del Mediterraneo, Salida 420 (Paraje San Nicolas)
04745- LA MOJONERA (ALMERIA)

Tlfno.- 950 55 80 10 /17

FAX.- 950 55 80 50

e_mail:  mariar.brotons@juntadeandalucia.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Ctra. de Utrera, 9

41013- MONTEQUINTO (SEVILLA)

[Con Aptdo. 121; 41089 MONTEQUINTO (SEVILLA)]
Tlfno.- 9550094 10

Fax.- 95500 94 15

e_mail: direccion.Isvse.cap@juntadeandalucia.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Camino del Jau s/n,

18320 -SANTA FE (GRANADA)

[Con Aptdo. 79; 18320 -SANTA FE (GRANADA)]
Tlfno.- 958 02 54 00

Fax.- 958 02 54 03

e_mail: Javier.prados.ext@juntadeandalucia.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Camino Viejo de Velez, n°8.

29738-Torre de Benagalbon. RINCON DE LA VICTORIA
(MALAGA)

Tifno.- 951 92 04 82 (centralita)/951 92 04 91

Fax.- 952 40 81 47

e_mail: carmen.rodriguez.salido.ext@juntadeandalucia.es

ARAGON

Consejeria de Agricultura y Alimentacion
Direccion General de Alimentacion
Centro de Proteccion Vegetal
Avda. Montafiana, 930
50059-ZARAGOZA

[Aptdo. 727- 50080-ZARAGOZA]

Informacién sobre Sanidad Vegetal: www.aragob.es

Laboratorio de Diagndstico y Prospecciones Fitosanitarias
Avda. Montafiana, 930

50059-ZARAGOZA

Tlfno.- 976 716377

Fax.- 976 716378

e_mail:  mcambra@aragon.es

ASTURIAS

Consejeria de Medio Rural y Pesca

Direccion General de Agroalimentacion

Servicio de Modernizacion y Fomento Asociativo
Seccion de Sanidad Vegetal

¢/ Coronel Aranda, 2

33005-OVIEDO (ASTURIAS)

Informacion sobre Sanidad Vegetal:
http://tematico.princast.es/sanidadvegetal/index.html

Laboratorio de Sanidad Vegetal
C/ Lucas Rodriguez, 4 — Bajo

LA CARISA

33011-OVIEDO (ASTURIAS)
Tlfno.- 985 28 49 67

Fax.- 98511 69 09

e_mail:  maximoba@princast.es
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ISLAS BALEARES

Conselleria d"Agricultura i Pesca
Direcci6 General d”Agricultura
Seccidn de Sanidad Vegetal

c/ dels Foners, 10

07006-PALMA DE MALLORCA

Informacién sobre Sanidad Vegetal: www.caib.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal
c/ dels Foners, 10
07006- PALMA DE MALLORCA

Tlfno.- 971176100
Fax.- 97117 6156
e_mail:  dolmo@dgagric.caib.es

CANTABRIA

Consejeria de Ganaderia, Agricultura y Pesca
Direccion General de Agricultura

Servicio de Desarrollo Rural

¢/ Gutiérrez Solana, s/n.
39011-SANTANDER

No tiene laboratorio (En tramite de instalacion)

CASTILLA Y LEON

Consejeria de Agricultura y Ganaderia
Direccion General de Produccion Agropecuaria
Servicio de Sanidad y Ordenacion Agricola

¢/ Rigoberto Cortejoso, 14 —22 Planta
47014-VALLADOLID

Informacion sobre Sanidad Vegetal: www.jcyl.es

Centro de Control de Patata de Siembra
¢/ Rio Cabia, s/n.
09239- ALBILLOS (BURGOS)

Tlfno.- 947 4052 92
Fax.- 947 40 52 92
e_mail:  mardiapa@jcyl.es

Centro Regional de Diagnéstico
Ctra. de Aldealengua a Babilafuente, km. 6
37340- ALDEARRUBIA (SALAMANCA)

Tlfno.- 923 36 31 50 /80
Fax.- 923363149
e_mail:  pgb@gugu.usal.es

CASTILLA-LA MANCHA

Consejeria de Agricultura

Direccion General de la Produccion Agropecuaria

Servicio Agricola
¢/ Pintor Matias Moreno, 4
45002-TOLEDO

Informacién sobre Sanidad Vegetal:

www.jccm.es/agricul/agricultura_ganaderia/sanidad_vegetal/

Laboratorio Agrario Regional

Poligono Campollano, Avda. Il N° 42, 02006 Finca
Experimental Las Tiesas

020006- ALBACETE

Tlfno.- 967219113
FAX.- 967521107
e_mail:  chalguerias@jccm.es

CATALUNA

Conselleria d”Agricultura, Ramaderia i Pesca

Direccion General de la Produccié Agraria i Innovacio Rural

Servei de Sanitat VVegetal
Gran Via de les Corts Catalanes, 612-614
08007-BARCELONA

Informacion sobre Sanidad Vegetal:
http://www.gencat.net/darp/campsani.htm
www.ruralcat.net

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Via de Circunvalacién Norte, Tramo 6
Esquina calle 3 (Zona Franca)

08040- BARCELONA

Tlfno.- 932234051 /46
Fax.- 932234215
e_mail:  cmonton@gencat.net

EXTREMADURA

Consejeria de Agriculturay Medio Ambiente
Direccion General de Explotaciones Agrarias
Servicio de Sanidad Vegetal

Avda. de Portugal, s/n.

06800-MERIDA (BADAJOZ)

Informacion sobre Sanidad Vegetal: http://agralia.juntaex.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal de Badajoz
Ctra. de San Vicente, 3

06071- BADAJOZ

Tlfno.- 924011090

Fax.- 924 0111 04

e_mail: remedios.santiago@aym.juntaex.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal de Céceres
Ctra. Depuradora de Aguas, s/n.

Aptdo. de Correos 435

10080- CACERES

Tlfno.-  927/00 40 69

FAX.-  927/00 40 68

e_mail: francisco.calderon@aym.juntaex.es

GALICIA

Consejeria de Politica Agroalimentaria y Desarrollo Rural
Direccion General de Produccién y Sanidad Agropecuaria

Servicio de Sanidad y Produccién Agricola
Edf® Admvo. San Cayetano, s/n. —22 Planta

Laboratorio Agrario y Fitopatologico
Ctra. Betanzos-Santiago, Km. 8 .
15318- MABEGONDO (A CORUNA)

Tlfno.- 98167 3500 /75
Fax.- 981 66 94 01
e_mail:  jesus.collar.urquijo@xunta.es
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Laboratorio de Sanidad Vegetal
Diputacion Provincial de Pontevedra
Estacion Fitopatoldgica “do Areeiro”
Subida a la Robleda, s/n.

36153 LOURIZAN (PONTEVEDRA)

Tlfno.- 986 84 14 91
Fax.- 986 86 42 91
e _mail:  efa@efa-dip.org

LA RIOJA

Consejeria de Agricultura y Desarrollo Econdmico
Direccion General del Instituto de Calidad de La Rioja
Seccién de Produccién

Ctra. Mendavia - Logrofio -Na. 134, Km. 88
26071-LOGRORNO (LA RIOJA)

Informacion sobre Sanidad Vegetal: www.larioja.org

Laboratorio de Sanidad Vegetal
Laboratorio Regional

Ctra. de Burgos, Km. 6

Finca “La Grajera”

26071 LOGRONO (LA RIOJA)

Tlfno.- 941291263
Fax.- 9412917 22
e_mail:  biologia.vegetal@larioja.org

COMUNIDAD DE MADRID

Consejeria de Economia e Innovacién Tecnoldgica
Direccion General de Agricultura

Servicio de Agricultura y Programas Agroambientales
Ronda de Atocha, 17 -22 Planta-

28012-MADRID

Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos
Universidad Politécnica de Madrid

Av. Complutense s/n

Ciudad Univesitaria

28040 — Madrid

Laboratorio de Sanidad Vegetal
Diputacion Provincial de Pontevedra
Estacion Fitopatolégica “do Areeiro”
Subida a la Robleda, s/n.

36153 LOURIZAN (PONTEVEDRA)

MURCIA

Consejeria de Agricultura y Agua

Direccion General de Modernizacion de Explotaciones y Capacitacion
Agraria

Servicio de Sanidad Vegetal

¢/ Mayor, s/n.

30150-LA ALBERCA (MURCIA)

Informacidn sobre Sanidad Vegetal: www.carm.es

Laboratorio de Sanidad Vegetal
Estacion Sericicola. C/ Mayor s/n
30150 LA ALBERCA (MURCIA)

Tifno.- 968 36 67 86
(Centralita.- 968 84 57 11)

Fax.- 968 84 00 49

e_mail:  Carmen.Beltran@carm.es

NAVARRA

Departamento de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion
Direccion General de Agricultura y Ganaderia

Seccidn de Sanidad y Produccion Vegetal

¢/ Tudela, 20

31003-PAMPLONA

Laboratorio de Sanidad Vegetal
Laboratorio de Biologia Vegetal
Avda. Serapio Huici, s/n.

31610- VILLAVA (NAVARRA)

Tifno.- 848427988/42 1366
Fax.- 848 42 13 69
e _mail:  mborrueo@cfnavarra.es

PAIS VASCO

Departamento de Agricultura y Pesca
Direccion de Agricultura y Ganaderia
Servicio de Semillas y Plantas de Vivero
CENTRO DE ARKAUTE

Aptdo. 46

01080-VITORIA-GASTEIZ (ALAVA)

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Seccién de Hortofruticultura

Centro de Proteccion Vegetal

Granja de la Diputacion Foral de Bizkaia -Derio- Ibaizabal
Parque Tecnolégico de Zamudio Edificio 600

48160- DERIO (BIZKAIA)

Tlfno.- 94454 10 09
Fax.- 944 54 10 09
e_mail:  juan.ramonmuguruza@bizkaia.net

Laboratorio de Sanidad Vegetal
Departamento de Produccion
(NEIKER)

Centro de Arkaute Aptdo. de Correos 46
01080- VITORIA-GASTEIZ (ALAVA)

y Proteccién Vegetal

TIfno.- 94512 13 64/65

Fax.- 945 28 14 22

e _mail:  rmarquinez@neiker.net
Laboratorio Agrario de Fraisoro
Aptdo. 240

20159-ZIZURKIL (GUIPUZCOA)
Tlfno.- 94369 40 89

Fax.- 943 69 33 04

e _mail:  dberra@gipuzkoa.net
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COMUNIDAD VALENCIANA

Consejeria de Agricultura, Pesca y Alimentacion

Direccion General de Investigacion e Innovacion Agraria y Ganaderia
Avrea de Innovacién Agraria

C/ Amadeo de Saboya, 2

46010- VALENCIA

Informacion sobre Sanidad Vegetal: www.gva.es/servicios

Laboratorio de Sanidad Vegetal

Laboratorio de Diagnéstico del Area de Proteccion de los
Cultivos

Ctra. de Alicante-Valencia, Km. 276,5

Aptdo. de Correos 125

46460 SILLA (VALENCIA)

Tlfno.- 96 387 47 00

Fax.- 96 121 05 38

e_mail:  petit_vic@gva.es
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Anexo N° 3a: Envio de muestras al Laboratorio de
referencia (artropodos)

UNIVERSIDAD POLITECNICA DE MADRID

Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos

Unidad de Proteccion de Cultivos

Ciudad Universitaria, s/n

28040-MADRID

TIfno.-91/336 57 76 (Pedro del Estal)- FAX.- 91/336 5866 ~ E-MAIL: pdelsestal@pvb.etsia.upm.es

Procedencia: Nacional O Importacion O
FINOREGISIIO .t Fecha de toma de MUESEFAS .......c.cocovrieeeueiiiirieieice e

* Fecha entrada ........ccccovcveivieiienicicecece e * FECNA FESUITAAOS ...cveveviiciciiicicee e

RAZON PARA LA IDENTIFICACION (marcar en el circulo lo que corresponda)

O Estudios sobre el control biolégico,

O Dafios a cultivos o forestales (especificar la planta):

@) Plaga de productos almacenados,

O cuarentena o inspeccidn fitopatologica

@) Sospecha de nueva plaga introducida en Espafia o en la zona

O Relacién de censo de artrépodos.

DATOS APORTADOS (identificacion probable, cultivo o planta huésped, sintomas observados, posibles presas o huéspedes, importancia

agricola o forestal, etc.).

DATOS SOLICITADOS

¢ Desea conocer datos sobre el artropodo identificado? En caso afirmativo:

O Dafios y peligro potencial para alguna planta o cultivo,

O Pposible importancia como parasito o depredador beneficioso,
@) Importancia y originalidad de la identificacion,

O Referencias bibliograficas sobre el artrépodo,

O otros:

DATOS SOLICITADOS

¢ Desea conocer datos sobre el artropodo identificado? En caso afirmativo:

O Dafios y peligro potencial para alguna planta o cultivo,
O Pposible importancia como parasito o depredador beneficioso,
@) Importancia y originalidad de la identificacion,

O Referencias bibliograficas sobre el artrépodo,

O Otros:
DATOS DEL REMITENTE
PR PTRSTTR THNO: oot
[0 T0 14 T | oSSR
POBIACION: ... b et b et b et neern Distrito POStal: ........ccoovveiviiiciiiccseseeee e
FECRA: oo
FO.: e

* A rellenar por la Universidad Politécnica de Madrid.
NOTA: Por favor, envie siempre una fotocopia de esta hoja, con los datos solicitados, cada vez que haga un envio. Puede afiadir informacién
sobre cada muestra en la parte posterior, o en hojas suplementarias.

(Normas al dorso)
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ENVIO DE MUESTRAS

Siempre que sea posible, las muestras se enviaran en fresco, envueltas en
papel de filtro y en una bolsa de plastico. Para evitar que se estropeen, el envio se
debera realizar rapidamente desde la toma de la muestra. Si no, utilizar alcohol
del 70 %.
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Anexo n° 3.b: Envio de muestras al Laboratorio de
referencia (bacterias)

INSTITUTO VALENCIANO DE INVESTIGACIONES AGRARIAS (I1VIA)

Carretera de Moncada-Naquera, km. 4,5
46113-MONCADA (Valencia)
Tfno.: 96/3424000 Fax 96/3424001 (Milagros Lépez) E-MAIL: mlopez@ivia.es

Procedencia: Nacional () Importacion ()
FNO REGISIIO ..ot Fecha de toma de MUESEIAS ........cccoovririiiiecicieiins e

* Fecha llegada al 1ab0ratorio ... * Fecha informe resultados ..o

SITUACION DE LA FINCA

Nombre de 12 fiNCa: ....ccoovvveeeerirreee e L LSS

Termino MUNICIPal: ..ot PrOVINCIAL ...ttt

DATOS DEL CULTIVO

CURIVO: e VaANIBAAG: ....ovivicieceeeceete ettt rn
Superficie afectada: .......c.coceovirreciirre e
Fecha de siembra: ..o

TIPO € FIEJO: .ottt

Tratamientos fitosanitarios realizados antes (desinfecciones) o durante el cultivo. (Especificar productos, dosis y fechas).

LOCALIZACION, DESCRIPCION E IMPORTANCIA DE LOS SINTOMAS

. Fecha de aparicion de 10S Primer0oS SINTOMAS: ..........ueuiieuiueuiiiiiiiie ettt bbbttt b bbbt bbb bbbt b bbb bbb bbbttt
. Evaluacién aproximada de los dafios:

% de plantas afectadas ... % Pérdida de cosecha en las plantas afectadas ............cccccoevvvnnrinicncinnne,

Forma de aparicion de la enfermedad:

Plantas aisladas ...........cccceevvrveviiernenne Formando COrros.........ccceveevveevieeiiecnns Generalizado..........cccovvveveevevierecieeceeie

Observaciones complementarias:

010 o 1 o1 oHESSOEPESSSTRR

POBIACION: ...ttt ettt ner et D P s

* A rellenar por el Laboratorio
NOTA: Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras enviadas.

(Normas al dorso)
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NORMAS PARA LA RECOLECCION DE PLANTAS ENFERMAS Y SU ENVIO AL
LABORATORIO

1. Se elegiran plantas cuyos sintomas sean representativos de la evolucion
de la enfermedad, haciendo especial hincapié en las que empiezan a
mostrar dichos sintomas.

2. No enviar plantas con excesiva humedad o rocio sobre las hojas.

3. Junto a las plantas se enviard algo de tierra de la zona de raices dentro
de una bolsa de plastico cerrada.

4. Cada planta ir& empaquetada por separado y envuelta en papel de
peridédico.

5. Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras vegetales
distintas se vayan a enviar.

6. Las muestras se enviaran al Laboratorio dentro de una caja de cartén
por mensajeria urgente, procurando no coincidir con el fin de semana.
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Anexo Nn° 3.c: Envio de muestras al Laboratorio de

referencia (hongos)

UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos

Departamento de Ecosistemas Agroforestales-Patologia vegetal

Camino de Vera, s/n — 46022 VALENCIA

Tfno.-96/3879254 (José Garcia Jiménez)- FAX.- 96/3879269 E_MAIL: jgarciaj@upv.es

Procedencia: Nacional () Importacion ()
FNO REGISIIO .eviviiiecieieeeres e Fecha de toma de muestras ...........cccoevrerunee

* Fecha llegada al 1aboratorio ...........cccceveecieriincricinininnns * Fecha informe resultados ............c.cccccevnnnne.e.

SITUACION DE LA FINCA

Nombre de 1a fINCA: ....ccovveiiicice e Paraje: ..o.ceverriicccee e

Termino MUNICipal: ... Provincia: ..o

DATOS DEL CULTIVO

CURIVO: i Variedad: .......cccoevveivieiciceee e
Superficie afectada: .......cccccervririeeeieiree e
Fecha de siembra: ...

TIPO A€ FEJO: ..ottt

Tratamientos fitosanitarios realizados antes (desinfecciones) o durante el cultivo. (Especificar productos, dosis y fechas).

Fendémenos meteorolégicos a destacar

LOCALIZACION, DESCRIPCION E IMPORTANCIA DE LOS SINTOMAS

. Fecha de aparicion de 10S Primeros SINTOMAS: ...........ciiurueueuriririiieie ettt bbbttt bbbt
. Evaluacidn aproximada de los dafios:

% de plantas afectadas ...........coovveeeeeinin s % Pérdida de cosecha en las plantas afectadas .

Forma de aparicion de la enfermedad:

Plantas aisladas ...........ccccceevveveviieininnns Formando corros ..........ccecevevevvienenens Generalizado

Otros (especificar)

Describir los sintomas observados:

Observaciones complementarias:

DATOS DEL REMITENTE

| SO PP TNO: o
|70 14T | oSSR
POBIACION: ...ttt ettt bbbt et re ettt et eana D.Pioeeeeeeee,

* A rellenar por el Laboratorio
NOTA: Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras enviadas.

(Normas al dorso)
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NORMAS PARA LA RECOLECCION DE PLANTAS ENFERMAS Y SU ENVIO AL
LABORATORIO

1. Se elegiran plantas cuyos sintomas sean representativos de la evolucion
de la enfermedad, haciendo especial hincapié en las que empiezan a
mostrar dichos sintomas.

2. No enviar plantas con excesiva humedad o rocio sobre las hojas

3. Junto a las plantas se enviara algo de tierra de la zona de las raices
dentro de una bolsa de plastico cerrada.

4. Cada planta ird& empaquetada por separado y envuelta en papel de
peridédico.

5. Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras vegetales
distintas se vayan a enviar.

6. Las muestras se enviaran al Laboratorio dentro de una caja de cartén
por mensajeria urgente, procurando no coincidir con el fin de semana.
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Anexo n° 3d: Envio de muestras al Laboratorio de
referencia (nhematodos)

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

MUSEO NACIONAL DE CIENCIAS NATURALES
Calle José Gutierrez Abascal 2 — 28006, MADRID
Tfno 91/411 13 28 ext. 1250 (Alfonso Navas)- FAX.- 91/5645078

Procedencia: Nacional () Importacion ()
Bl VR = T o1 1 (o TSRS Fecha de toma de MUESLIAS ......cccccvvvveeeeiiiiririeeeesesee e

* Fecha entrada .........cccoocvevvveiiieiiiicccecee e * FECNA FESUIAA0S. ..ot

Nombre y situacion de la finca:
Término Municipal: Provincia:
Superficie:

Otros datos de localizacion:

DATOS DEL CULTIVO

Cultivo:
Fecha de siembra: Variedad:
- RiegoS:  PI€ i ASPETSION ..o GOLEO ..ot

- Tratamientos fitosanitarios realizados:

Nematicidas: ........cccceeveveviererienenne. Insecticidas.........ccoevveveveeeriiericnnn Herbicidas ..........cccoevvveiiieiiienns OLIOS ..ot

- Presencia de malas NIErDAS BN PAICEIAS ..ottt bbb bbb bbb £ bbbt bbb bbb bbbttt b bbbt n e

- Descripcion de sintomas (desarrollo anormal, amarilleamiento, necrosis y nédulos en raiz, etc.)

- Fecha de aparicion de sintomas:

- Evaluar la importancia de dafios en porcentaje:

- Tipo de repercusion en la parcela: FOCO...........cccoeerirrnicnnnee. COITOS ..t Plantas aisladas.........cccocoereininnniicnccnne

GENEraliZado ......c.covevereiiiieecee e RAIZ. vttt ettt ettt ettt ettt s

Otros datos de interés:

DATOS DEL REMITENTE

PR STRSTTR THNO: oottt
[0 T0 14 T | oSSR
POBIACION: ...ttt ettt bbbttt e bttt nanas Distrito POStal: .....c.ccovviiiereiciiiecccc e
FECNA: .. s
FAO: it

* A rellenar por el CSIC.
NOTA: Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras enviadas.

(Normas al dorso)
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NORMAS PARA LA RECOLECCION DE PLANTAS ENFERMAS Y SU ENVIO AL
LABORATORIO

1. Se elegiran plantas cuyos sintomas sean representativos de la evolucion
del nematodo, haciendo especial hincapié en las que empiezan a
mostrar dichos sintomas.

2. No enviar plantas con excesiva humedad o rocio sobre las hojas

3. Junto a las plantas se enviara algo de tierra de la zona de las raices
secundarias (100 gramos) dentro de una bolsa de plastico cerrada.

4. Cada planta ird& empaquetada por separado y envuelta en papel de
peridédico.

5. Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras vegetales
distintas se vayan a enviar.

6. Las muestras se enviaran al Laboratorio dentro de una caja de cartén
por mensajeria urgente, procurando no coincidir con el fin de semana.
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Anexo n® 29.e: Envio de muestras al Laboratorio de
referencia (virus, viroides y fitoplasmas de especies
no lenosas)

UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos
Departamento de Ecosistemas Agroforestales- Patologia vegetal
Camino de Vera, 14 46020-VALENCIA

Teléfono.- 96/387 92 55 (Concepcidn Jorda)

Fax.- 96/387 9269 E-MAIL: mjordag@eaf.upv.es

* N° de Registro: * Fecha de toma de muestra * Procedencia Nacional O
* Fecha de entrada: Importacion O
* Fecha informe:

Situacion de la finca:

[N [0] 0] o] T TSSOSO T OO PP TP PP PSPPI
TErmino MUNICIPal .........coeieiiiiieee e PIOVINCIA ..oviiiieiicce e
Otros datos de TOCAIIZACION .......c.ooveveirecce ettt r et r e enis
SUPEITICIE ....veviieicect e Superficie afectada ..........coocoviiiiiiiiii

DATOS DEL CULTIVO
(0T ] (170 USRI

R ST 170 T 1o TP

Fecha de Siembra

Riegos:
Pie OJ Aspersion [ Goteo [
- Tratamientos fitosanitarios realizados antes de aparicion de sintomas:
Insecticidas O Acaricidas O Herbicidas O Otros O

Productos ..

Fecha de Aplicacion: ...............
- Presencia malas hierbas en parcelas O en lindes [

- Ataques de insectos [ (En caso afirmativo sefialar los observados)
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* A rellenar por el Laboratorio de la Universidad.
VIRUS

LOCALIZACION, DESCRIPCION E IMPORTANCIA DE LOS SINTOMAS:
- Situar la aparicion de sintomas:

Planta entera (I Tallo O Brotes [1

Hojas [ Flores [J Frutos [

- Fecha de aparicion de sintomas

- Evaluar la importancia de dafios N POFCENTAJE. .....couiiiiiiieiieie ettt ettt sttt e b e b besbe bt eb e et et e e sbe b e

- Tipo de reparticion en la parcela: Foco [0  corros [

Bordes hacia fuera [ Bordes hacia dentro [
Por filas O
Plantas aisladas [ generalizado OJ
- Descripcion de sintomas observados (abigarramiento, mosaico, filodia, amarillamiento, variegacién, virescencia,
desarrollo anormal de 1aS YEMAS, BLC.) ...viiiiiii ettt e e e e sae e tesresteeneere e e enteneenrenes
- ObSErvaciones COMPIEMENTAIIAS: .....viiiveiierieiiteriereste et st eete st et e teste st e testeseetesbe e etesbeseebeseeseebeseeteabeseebeabeseetesbeseerenbeneas

/D e — e e — e e e e et e e i —— e e e e e aa b teesaraeesarrares THNO - e,
D101 01011 1o TR
[200] 0] F=Te1 o] o KU TR UTRTRRTTI Distrito Postal .........c..cceevuvene.
de de 200
Fdo.-

NOTA: Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras enviadas.
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Anexo 4: Requisitos

especiales recogidos en la legislacion de los organismos de
cuarentena asociados a la patata

TUBERCULOS DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

Organismos nocivos de cuya
Anexo IV Ve_getales, Productos vegetales y otros presencia existe constancia en SltL_laC|o_q en Espafia. Zonas protegidas Requisitos especiales
objetos la UE segln el Real Decreto Legislacion y modific.
58/2005
18.1-All Tubérculos de Solanum tuberosum L. destinados Declaracion oficial de que:
a plantacién (patata de siembra) a) los tubérculos se ajustan a las disposiciones comunitarias de
lucha contra el Synchytrium endobioticum (Directiva
Clavibacter michiganensis ssp. Presente en Espaiia 69/464/CEE) y Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
sepedonicus RD 58/2005 I-A-11-b.1 | T (Directiva 2006/56/CE y APA/718/2007).
18.2-All Tubérculos de Solanum tuberosum L., b) los tubérculos son originarios de zonas de las que se sabe
destinados a la plantacién, excepto los exentas de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
tubérculos de las variedades oficialmente (Directiva 2006/56/CE y APA/718/2007), Globodera pallida y
aceptadas en uno o méas Estados Miembros con Globodera rostochiensis, Ralstonia solanacearum (Directiva
arreglo a la Directiva 70/457/CEE del consejo, 2006/63/CE y APA/719/2007), Meloidogyne chitwoodi y
referente al catdlogo comun de las variedades de L - Meloidogyne fallax,
las especies de plantas agricolas Ralstonia (=Pseudomonas) Presente en Espafia | ¢) O en zonas de las que se tiene constancia de la existencia:
solanacearum RD 58/2005 I-A-11-b.2 - De Ralstonia solanacearum, los tubérculos son originarios de
una parcela que se ha comprobado exenta o se considera
exenta a raiz de un procedimiento adecuado para erradicar el
20.1-B Tubérculos de Solanum tuberosum L. destinados mismo.
a plantacién (patata de siembra) . - De Meloidogyne chitwoodi y Meloidogyne fallax, los
Synchytrium endobioticum Nopresenteen Espafia RD | tubérculos son originarios de una parcela que se ha
58/2005 I-A-ll-c.2 comprobado exenta de los mismos por una inspeccién visual
anual tanto externa como cortando los tubérculos, en
20.3-B Tubérculos de Solanum tuberosum L. momentos adecuados, tras la recoleccion. O los tubérculos han
sido sometidos a un muestreo aleatorio tras la recoleccion y
Presente en Espafia una inspeccién para de_tectar Ia_ presencia de sintomas tras_ un
Globodera pallida RD 58/2005 1-A-11-a.1.R.D FIN, LV, SI, SK método adecuad_o para mtroc!ucwlos a pruebas de laboratorios,
58/2005-1-B-a.2 asi como a una inspeccion visual tanto externa como cortando
los tubérculos, en momentos adecuados y, en todos los casos,
en el momento de cerrar los embalajes o contenedores antes de
la comercializacién con arreglo a las disposiciones sobre
cerrado de la Directiva 66/403/CEE, no habiéndose detectado
Globodera rostochiensis Presente en Espafia | sintomas de los organismos.
RD 58/2005 I-A-l1-a.1 (R.D. 58/2005 IV- A- 11- 18.1)
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TUBERCULOS DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

Organismos nocivos de cuya
Anexo IV Ve_getales, Productos vegetales y otros presenua}exwte constancia en Sltqauo_r] en Espa_nfa. Zonas protegidas Requisitos especiales
objetos la UE segln el Real Decreto Legislacion y modific.
58/2005
Ademas, para tubérculos de S. tuberosum destinados a la
plantacion, excepto los de las variedades oficialmente
aceptadas en uno o mas Estados miembros con arreglo a la
Meloidogyne chitwoodi No presente en Espafia RD Directiva 70/457/CEE, deben tener una declaracion oficial de
58/2005 I-A-ll-a6.1 | T que:
- pertenecen a altas selecciones, lo cual debe indicarse del
modo adecuado en los documentos adjuntos a los tubérculos
correspondientes.
- Han sido producidos en la Comunidad, y
- proceden en linea directa de material mantenido en buenas
No presente en Espafia  RD condiciones y sometido a pruebas de cuarentena oficiales con
idogvne fallax | D PIeSEE EH bspdila - U los métodos adecuados, resultando estar exentos de
Meloldogyne fallax 58/2005 I-A-11-a.6.2 organismos nocivos.
(R.D. 58/2005 IV- A- II- 18.2)
Zonas ZP, declaracion oficial de que los tubérculos:
a) se han cultivado en una zona de la que se sabe esta exenta
de Beet Necrotic Bellow Vein virus (BNYVV).
b) O se han cultivado en terrenos o medios de cultivo con
tierra de las que se sabe exenta o0 han sido analizados con
métodos adecuados comprobandose exentos del citado
organismo.
Beet necrotic yellow vein virus Presente en Espafia FR (Bretafia), FIN, IE, | ¢) Han sido lavados para quitarles la tierra.
(BNYVV) RD 58/2005 1-B-b.1 P (Azores), (R.D. 58/2005 1V- B- 20.1)
UK (Irl.Norte)
Respecto a Globodera spp., las patatas deberan llevar una
declaracion oficial de que se han cumplido con las
disposiciones conformes a las establecidas en la Directiva
2007/33/CE del Consejo, relativa a la lucha contra el nematodo
dorado.
(R.D. 58/2005 IV- B- 20.3)
Organismos nocivos de cuya
Anexo | Vegetales, Productos vegetales y otros presencia existe constancia en Situacion en Espafia. Zonas protegid Requisit ial
11 objetos la UE segun el Real Decreto Legislacion y modific. onas protegidas €quIsItos especiales
58/2005
Tubércul9§ de Solanum tuberosum L. destinados ) No presente en Espaia  RD
11-A-11-a.3 | a plantacion Ditylenchus destructor 5802005 II-A-ll-a3 | T
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TUBERCULOS DE PATATA NO DESTINADOS A PLANTACION

Organismos nocivos de cuya
Anexo IV Ve_getales, Productos vegetales y otros presencia existe constancia en la Sltu_aC|o_q en Espaia. Zonas Requisitos especiales
objetos UE segln el Real Decreto Legislacion y modific. protegidas
58/2005
18.5-All Tubérculos de Solanum tuberosum L., En el embalaje se estampard un numero de registro que
no recogidos en los puntos 18.1, 18.2, Clavibacter michiganensis ssp. Presente en Espaiia indique que las patatas provienen de productor, almacén o
18.3 0 18.4 de la seccion 11 de la parte sepedonicus RD 58/2005 I-A-ll-b.1 | T envio colectivo registrado y que estan exentos de Ralstonia
A del anexo IV (=Pseudomonas) solanacearum (Directiva 2006/63/CE y
APA/719/2007) y ademés se ajustan a las disposiciones
comunitarias en materia de lucha contra Synchytrium
Ralstonia (=Pseudomonas) Presente en Espafia | endobioticum, y en su caso, contra Clavibacter
solanacearum RD 58/2005 I-A-11-b.2 michiganensis ssp.sepedonicus (Directiva 2006/56/CE y
APA/718/2007).
(R.D. 58/2005 IV- A- 11- 18.5)
202-B ,‘;;b;f;‘c'?jn‘jf,j;’ Li”;‘,”;f;?g;"g”l“:,g n BXCEPIO | o chytrium endobioticum iedtrodv o g o — Zonas ZP. Los requisitos implican que:
' -Adll-c.2 a) el envio o lote de vegetales no contendrd mas de un 1 % en
la parte B del anexo 1V -
peso de tierra
Presente en Espafia b) o los vegetales se destinan a su transformacion en locales
Globodera pallida RD 58/2005 I-A-11-a.1.R.D | FIN, LV, SI, SK con instalaciones de eliminaci6n de residuos oficialmente
58/2005-1-B-a.2 autorizadas que garanticen la ausencia de todo riesgo de
propagacion del virus causante de la rizomania de la
p " Espafi remolacha (BNYVV).
iensi resente en Espana (R.D. 58/2005 IV- B- 20.2)
20.3-B Tubérculos de Solanum tuberosum L Globodera rostochiensis RD 58/2005 I-A-1l-a.1
Respecto a Globodera spp., las patatas deberan llevar una
declaracion oficial de que se han cumplido con las
Beet necrotic yellow vein virus Presente en Espafia FR (Bretafia), FIN, | disposiciones conformes a las establecidas en la Directiva
(BNYVV) RD 58/2005 I-B-b.1 IE, P (Azores), 2007/33/CE, relativa a la lucha contra el nematodo dorado.
UK (Irl.Norte) (R.D. 58/2005 IV- B- 20.3)
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VEGETALES DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

Vegetales, Productos vegetales y otros

Anexo IV objetos

Organismos nocivos de cuya
presencia existe constancia en la
UE segun el Real Decreto
58/2005

Situacion en Espafia.
Legislacién y modific.

Zonas
protegidas

Requisitos especiales

Vegetales que forman estolones o tubérculos
de especies de Solanum L. o sus hibridos,
destinados a la plantacién, distintos de los
tubérculos de Solanum tuberosum L. que se
especifican en los puntos 18.1 0 18.2 de la
seccion 1l de la parte A del anexo IV y del
material de mantenimiento de cultivos
almacenado en bancos genéticos o colecciones
Genéticas

18.3-All

Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus

Presente en Espafia
RD 58/2005 I-A-11-b.1

Ralstonia (=Pseudomonas)
solanacearum

Presente en Espafia
RD 58/2005 I-A-11-b.2

Andean potato latent virus
Andean potato mottle virus
Arracacha virus B

Potato black ringspot virus
Potato leaf roll virus

Potato spindle tuber viroid
Potato virus T

Variedades A, M, S, V, Xe Y

No presente en Espafia
No presente en UE
RD 58/2005 IV-A-11-18.3

a) Los vegetales deben mantenerse en condiciones de
cuarentena y resultar exentos de cualquier organismo nocivo
en las pruebas de cuarentena.

b) las pruebas de cuarentena mencionadas en la letra a) deben
ser:

ba)supervisadas por la organizacion oficial de proteccion de
vegetales y realizadas por personal cientificamente formado
por esa organizacion o de cualquier corporacion oficialmente
autorizada.

bb)realizadas en un lugar que disponga de instalaciones
adecuadas en nimero suficiente para contener los organismos
nocivos y mantener el material, incluidos los indicadores, de
modo que se elimine cualquier riesgo de propagacion de
organismos nocivos.

bc) realizadas en cada unidad de material.

- mediante examen visual a intervalos regulares durante todo
un ciclo vegetativo, como minimo teniendo en cuenta el tipo
de material y su fase de desarrollo durante el programa de
pruebas, para detectar los sintomas causados por cualquier
organismo nocivo.

- mediante pruebas, con los métodos adecuados, aprobados
por procedimientos comunitarios.

- para todo el material de patata, deteccion como minimo de:
+ Andean potato latent virus (APLV).

+ Arracacha virus B, oca strain (AVB-O).

+ Potato black ringspot virus (PBRSV).

+ Potato spindle tuber viroid (PSTVd).

+ Potato virus T (PVT).

+ Andean potato mottle virus (APMoV).

+ Virus de la patata A, M, S, V, X e Y (incluidas Y3, Yn, Yc
) y Potato leaf roll virus.

+ Clavibacter michiganensis  ssp.
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al.
2006/56/CE y APA/718/2007)

+ Ralstonia solanacearum (Smith)
(Directiva 2006/63/CE y APA/719/2007)
bd)mediante las pruebas adecuadas de cualquier otro sintoma
observado en el examen visual, con objeto de identificar los
organismos nocivos causantes de tales sintomas.

c) Todo material que no haya resultado exento de los
organismos nocivos que se especifican en la letra b), segin
las pruebas mencionadas en dicha letra, debe ser de

sepedonicus
(Directiva

Yabuuchi et al.
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VEGETALES DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

Organismos nocivos de cuya
Anexo 1V Ve_getales, Productos vegetales y otros presencia existe constancia en la Sltu_acm_r] en Espana. Zonas Requisitos especiales
objetos UE seguin el Real Decreto Legislacion y modific. protegidas
58/2005
inmediato destruido o sometido a procedimientos que
eliminen dichos organismos.
d) Cada organizacion o centro de investigacion que posea
dicho material debe informar al servicio oficial de proteccion
vegetal del Estado miembro sobre el material del que
disponga.
(R.D. 58/2005 I\V/-parte A- 11- 18.3)
Respecto a Potato stolbur phytoplasma, declaracion oficial de
Vegetales de las especies de Solanaceae, que:
destinados a la plantacion, excepto las semillas a) los vegetales son originarios de zonas exentas de dichos
18.6-All y demas vegetales mencionados en los puntos Potato stolbur phytoplasma Presente en Espafia | organismos
18.4 0 18.5 de la seccion |1 de la parte A del P P RD 58/2005 I1-A-11-d.8 b) 0 no se han observado sintomas de dichos organismos en
anexo IV los vegetales de la parcela de produccién desde el principio
del dltimo ciclo completo de vegetacion.
(R.D. 58/2005 I1V- A- 11-18.6)
Anexo | Vegetales, Productos vegetales y otros Organismos nocivos de cuya Situacion en Espafia. Zonas Requisitos especiales
1 objetos presencia existe constancia Legislacion y modific. protegidas q P
. Tomato spotted wilt virus (TSWV) =
11-A-11-d.15 ;/e?aert‘?;i?é?]e Solanum tuberosum L. destinados (Franklniella  occidentalis es el Eg%ﬁ?f;&?ﬁﬁﬁﬁd 15 SE, FI
P insecto vector no legislado) )
Anexo | Vegetales, Productos vegetales y otros Organismos nocivos de cuya Situacion en Espafia. Zonas - .
k . . - . s e - Requisitos especiales
| objetos presencia existe constancia Legislacion y modific. protegidas
. o . Presente en Espafia
I-A-11-a.6.2 | Todos los vegetales Helicoverpa (=Heliothis) armigera RD 58/2005 I-A-11-a.6.2 | ================---
IE, ES (Ibizay
Menorca), CY, MT,
PT(Azores y
Madeira),
FI (distritos de
. . Presente en Espafia Aland, Hame,
1-B-a.3 Todos los vegetales Leptinotarsa decemlineata RD 58/2005 1-B-a.3 Kymi, Pirkanmaa,
Satakunta, Turku,
Uusimaa),
SE (condados de
Blekinge,
Gotland,), UK
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Anexo 5: Método de muestreo de los organismos de cuarentena asociados a la patata

TUBERCULOS DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

. . . Lugar a observar en la . . - L
Vegetales, Productos Organismos nocivos | Presenteen| Tipo de g - Dimensiones y forma de | Condiciones de conservacion
h : ~ planta o material vegetal
vegetales y otros objetos objeto de muestreo Espafia muestra . las muestras a recoger | Yy transporte de la muestra
requerido para la muestra
~Tubérculos de Solanum Clavibacter Sintomas en hojas, tallos Tomar muestras de planta
tuberosum L. destinados a michiganensis ssp. X @ Sintomatica tubérculos 135, y entera v de 200 tubéﬁculos
plantacion (patata de siembra) | sepedonicus y
Ralstonia @ Sintomas en tubérculos y plantas | Tomar muestras de planta
— 2 . Ly
(—IPseudomonas) X Sintomatica enteras entera y de 200 tubérculos
-Tubérculos de Solanum Solanacearum
tuberosum L., destinados a la | synchytrium Sintomética | AAtadues en tallos, estolones y 50kg de patatas (1saco) por
plantacion, excepto los endobioticum tubérculos tonelada
tubérculos de las variedades
oficialmente aceptadas en uno Globod lid X Sintomati
; i obodera pallida intomética . .
0 mas Estados Miembros con P Sintomas en raices (quistes), Tomar 500 g de tierra y La muestra se mantiene
arreglo a la Directiva principalmente muestras de planta entera refrigerada en nevera
70/457/CEE del consejo, Globodera rostochiensis X Sintomatica
referente al catdlogo comdn
de Ias_vageda:des de Ia§ | Meloidogyne chitwoodi Sintomética
especies de plantas agricolas Sintomas en tubérculos (agallas) | Tomar muestras de planta
. . - rincipalmente entera y tierra que rodea
-Tubérculos de Solanum Meloidogyne fallax Sintomatica P P y g
tuberosum L.
Beet necrotic yellow vein . - Dafios en hojas (color palido) y | Tomar 1 planta por cada
virus (BNYVV) X Asintomatica en raices (raicillas) 1000 al azar
Ditylenchus destructor Sintomatica Sintomas en bulbos y planta Tomar 500 g de tierra'y
entera muestras de planta entera

(1) Focos en patata y tomate erradicados 0 en proceso de erradicacion
(2) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion. Aislado en algunos rios
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TUBERCULOS DE PATATA NO DESTINADOS A PLANTACION

Lugar a observar en la

Vegetales, Productos Organismos nocivos | Presenteen | Tipo de lanta o material veaetal Dimensiones y forma de | Condiciones de conservacion
vegetales y otros objetos objeto de muestreo Espafia muestra P . g las muestras a recoger | Yy transporte de la muestra
requerido para la muestra
-Tubérculos de Solanum
tuberosum L., no recogidos en | Clavibacter i .
los puntos 18.1, 18.2,18.30 | michiganensis ssp. X @ Sintomatica | S/ntomas en hojas, tallos y Tomar muestras de planta
18.4 de la seccion 11 de la sepedonicus tubérculos entera y de 200 tubérculos
parte A del anexo IV
i Ralstonia . .

-Tubérculos de Solanum (=Pseudomonas) X @ Sintomatica Sintomas en tubérculos y plantas | Tomar muestras de ’planta
tuberosum L., excepto solanacearum enteras entera y de 200 tubérculos
los mencionados en el punto
20.1 de la parte B del anexo
v .

Synchytrium Sintomatica Ataques en tallos, estolones y 50kg de patatas (1saco) por

endobioticum tubérculos tonelada La muestra se mantiene
refrigerada en nevera

-Tubérculos de Solanum
tuberosum L

Globodera pallida X Sintomatica

Sintomas en raices (quistes), Tomar 500 g de tierray
principalmente muestras de planta entera
Globodera rostochiensis X Sintomatica
Beet necrotic yellow vein X Asintomtica Dafios en hojas (color palido) y | Tomar 1 planta por cada

virus (BNYVV)

en raices (raicillas)

1000 al azar

(1) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion
(2) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion. Aislado en algunos rios
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VEGETALES DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

Condiciones de conservacion
y transporte de la muestra

La muestra se mantiene
refrigerada en nevera

g - " Lugar a observar en la 7 7
Vegetales, Productos Organismos nocivos | Presenteen | Tipo de plangta o material vegetal Dimensiones y forma de
vegetales y otros objetos jet muestr Espafi muestr - las muestr: r r
g y ]| Obje 0 de muestreo Spana uestra reque“do para la muestra as muestras a recoge
-Vegetales que forman .
. Clavibacter . .
estolones o tubérculos de michiganensis ss X @ Sintomatica Sintomas en hojas, tallos y Tomar muestras de planta
especies de Solanum L. o sus s ed?)nicus P. tubérculos entera y de 200 tubérculos
hibridos, destinados a la P
plantacion, distintos de los Ralstoni
tubérculos de Solanum (:a ;sggézmonas) NG Sintomética | Sitomas en tubérculos y plantas | Tomar muestras de planta
tuberosum L. que se | enteras entera y de 200 tubérculos
especifican en los puntos 18.1 | Solanacearum
0 18.2 de la seccion 1 de la Andean potato latent virus
parte A del anexo 1V'y del Andean potato mottle virus
material de mantenimiento de | Arracacha virus B
cultivos almacenado en Potato black ringspot virus Asintomética Diferentes dafios en hojas y Muestra asintomatica de
bancos genéticos o Potato leaf roll virus brotes principalmente planta entera
colecciones Genétlcas Potato S[_)indle tuber viroid
Potato virus T
Variedades A, M, S, V, Xe Y
-Vegetales de las especies de
Solanaceae, destinados a la
plantacion, excepto las Dafi .
- : . - afios en hojas (enrollado), y Tomar 1 planta por cada
semll!as y demas vegetales Potato stolbur phytoplasma X Asintomética brotes (con cabelleras) 1000 al azar
mencionados en los puntos
18.4 0 18.5 de la seccion 1l de
la parte A del anexo IV
-Vegetales de Solanum Tomato spotted wilt virus
. . - Tallos y brotes con manchas Tomar 1 planta por cada
tuberosum L. destinados a (TSWV) X Asintomatica o -
. necroticas, hojas deformadas 1000 al azar
plantacion
-Todos los vegetales Helicoverpa (=Heliothis) X Sintomatica Dafios en hojas, capullos, flores | Observar 1 planta de 100 al
armigera y frutos azar y recoger organismo
Leptmp tarsa X Sintomatica | Defoliacion de hojas Localizar adultos o larvas
decemlineata

En seco con papel, algodon o
corcho y en bolsa de plastico

(1) Focos en patata y tomate erradicados 0 en proceso de erradicacion
(2) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion. Aislado en algunos rios
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Anexo 6: Calendario de muestreo de los organismos de cuarentena asociados a la patata

TUBERCULOS DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

Epoca recomendada para realizar la toma de muestras

Vegetales, Productos Organismos nocivos | Presente en | Inspecciones
vegetales y otros objetos objeto de muestreo Espafa al afio

-Tubérculos de Solanum Clavibacter
tuberosum L. destinados a michiganensis ssp. X® 1
plantacion (patata de siembra) | sepedonicus

Ralstonia

(=Pseudomonas) X ® 1
-Tubérculos de Solanum solanacearum
tuberos_u,m L., destinadosala | synchytrium
plantacion, excepto los endobioticum 1
tubérculos de las variedades
oficialmente aceptadas en uno .
0 més Estados Miembros con | CGlobodera pallida X 1
arreglo a la Directiva
70/457/CEE del consejo, Globodera rostochiensis X 1
referente al catdlogo comun
de Ias_ variedades de Iag Meloidogyne chitwoodi 1
especies de plantas agricolas
-Tubérculos de Solanum Meloidogyne fallax 1
tuberosum L.

Beet necrotic yellow vein X 1

virus (BNYVV)
Ditylenchus destructor 1

(1) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion

(2) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion. Aislado en algunos rios

MAR | ABR | MAY
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TUBERCULOS DE PATATA NO DESTINADOS A PLANTACION

Vegetales, Productos Organismos nocivos | Presente en | Inspecciones Epoca recomendada para realizar la toma de muestras
vegetales y otros objetos objeto de muestreo Espafia al afio MAR | ABR | MAY L | aco | ser | ocT | nov | pic
-Tubérculos de Solanum
tuberosum L., no recogidos en | Clavibacter
los pUntOS 18.1,18.2,18.30 michiganensis ssp. X (€] 1
18.4 de la seccion 11 de la sepedonicus
parte A del anexo IV
) Ralstonia
-Tubérculos de Solanum (=Pseudomonas) X @ 1
tuberosum L., excepto solanacearum
los mencionados en el punto
20.1 de la parte B del anexo
v Synchytrium 1
endobioticum

-Tubérculos de Solanum
tuberosum L

Globodera pallida X 1

Globodera rostochiensis X 1

Beet necrotic yellow vein X 1

virus (BNYVV)

(1) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion
(2) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion. Aislado en algunos rios
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VEGETALES DE PATATA DESTINADOS A PLANTACION

Epoca recomendada para realizar la toma de muestras

Vegetales, Productos Organismos nocivos | Presente en | Inspecciones
vegetales y otros objetos objeto de muestreo Esparia al afio
-Vegetales que forman .
estolones o tubérculos de CI_aw_bacter . I
especies de Solanum L. o sus mlchlgar_1en5|s SSp- X 1
hibridos, destinados a la sepedonicus
plantacion, distintos de los .
tubérculos de Solanum Ralstonia @
tuberosum L. que se (=Pseudomonas) X 1
especifican en los puntos 18.1 | Solanacearum
018.2 de la seccion Il de la Andean potato latent virus
parte A del anexo IV'y del Andean potato mottle virus
material de mantenimiento de | Arracacha virus B
cultivos almacenado en Potato black ringspot virus 1
bancos genéticos o Potato leaf roll virus
colecciones Genéticas Potato spindle tuber viroid
Potato virus T
Variedades A, M, S, V, XeY
-Vegetales de las especies de
Solanaceae, destinados a la
plantacién, excepto las
semillas y demas vegetales Potato stolbur phytoplasma X 1
mencionados en los puntos
18.4 0 18.5 de la seccion 1l de
la parte A del anexo IV
-Vegetales de Solanum Tomato spotted wilt virus
tuberosum L. destinados a (TSWv) X 1
plantacion
-Todos los vegetales Helicoverpa (=Heliothis) X 1
armigera
Leptinotarsa
decemlineata X !

ENE | FEB

(1) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion

(2) Focos en patata y tomate erradicados o en proceso de erradicacion. Aislado en algunos rios

MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC
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1. FICHAS DESCRIPTIVAS DE LOS
ORGANISMOS NOCIVOS
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INDICE

Artrépodos:
Helicoverpa armigera
Leptinotarsa decemlineata

Bacterias:

-Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
-Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum

Nematodos:
-Ditylenchus destructor
-Globodera pallida y Globodera rostochiensis
-Meloidogyne chitwoodi y Meloidogyne fallax

Hongos:
-Synchytrium endobioticum

Virus:
-Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
-Potato stolbur phytoplasma
-Tomato spotted wilt virus (TSWV)
-Andean potato latent virus, Andean potato mottle virus,
Arracacha virus B, Potato spindle tuber viroide, Potato black
ringspot virus, Potato leaf roll virus, Potato virus T, Variedades A,
M,S,V, XeY

I1.FICHAS DESCRIPTIVAS
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Helicoverpa armigera Hibner

(Oruga de la mazorca)

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 1: Larvas de Helicoverpa armigera

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 2: Dafios provocados por larva de Helicoverpa armigera en claveles

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 3: Adulto Helicoverpa armigera

Helicoverpa armigera
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Familia: Noctuidae

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Vegetales de Dendrathema, Dianthus, Pelargonium y de la familia Solanaceae destinados a plantacion.

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Albania, Armenia, Azerbaijan, Georgia, Macedonia, Rusia, Suiza, Turquia,
Ucrania y Yugoslavia; presente en numerosos paises de Asia, Africa y Oceania.

- Unioén Europea: Chipre, Finlandia (alguna cita), Francia, Grecia, Hungria, Italia, Malta, Rumania,
Bulgaria, Portugal, Eslovenia y Espafia.

- Espafia: ampliamente distribuido.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

Los dafios son causados por las orugas que son altamente polifagas. Se alimentan de hojas, capullos,
flores y frutos, introduciéndose parcialmente en el interior de capullos y frutos si su tamafio se lo permite.
Producen gran cantidad de excrementos, los cuales, a diferencia de los de otros noctuidos, son muy
himedos.

Helicoverpa armigera
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METODO DE MUESTREO:

- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
Realizar inspeccion visual de plantas al azar (1 por 1000) de los 4 puntos de orientacién de la parcela
de produccion (NW, NE, SW, SE), ya sea al aire libre o en invernadero, prestando una atencion
especial a los puntos criticos (esquinas, ventilacién, pasillos, etc). En cada planta se observaran los
diferentes niveles buscando orugas o incluso presencia de huevos en hojas, capullos, flores o frutos.

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:
Recogida de adultos y orugas.

- Condiciones de conservacién y transporte de la muestra:
Conservar la muestra en seco envolviéndola en papel de filtro, algodon o corcho. Transportar en bolsa
de pléastico lo mas refrigerada posible.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:

Para la identificacion de esta especie puede ser interesante realizar una cria de las orugas recogidas
(aproximadamente un 20% de las orugas recogidas) hasta obtener adultos, y posteriormente identificarlos
mediante analisis de la genitalia.

En cualquier caso, debe ser el Laboratorio de diagnostico el que determine las técnicas a seguir para la
identificacidon del insecto sospechoso.

Helicoverpa armigera






Fuente: http://www.nuzban.scholaris.pl

Fuente: http://insects.tamu.edu/images/insects/common/images/b-txt/bimg192.html
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Leptinotarsa decemlineata (Say)

(Escarabajo de la patata)

Foto n° 1: Vista dorsal de Leptinotarsa decemlineata

Foto n° 3: Dafios por larvas de Leptinotarsa decemlineata

Fuente: http://www.biobio.es/plagas/insectos/

Fuente: http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Leptinotarsa-decemlineata-eggs.jpg

Foto n° 2: Diferentes estadios de Leptinotarsa decemlineata

Foto n° 4: Puesta de huevos en el envés de la hoja

Leptinotarsa decemlineata
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Clase: Insecta

Orden: Coleoptera

Familia:  Chrysomelidae

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Especies del género Solanum, en concreto Solanum tuberosum, y del género Lactuca.

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial: presente en numerosos paises de Asia, América del Norte, Bielorrusia, Moldavia, Suiza.

- Union Europea: Austria, Bélgica, Bulgaria, Republica Checa, Francia, Estonia, Alemania, Portugal,
Eslovaquia, Rumania, Lituania, Luxemburgo, Italia, Holanda, Polonia, Letonia, Grecia.

- Espafia: Ampliamente distribuido.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP): (R.D. 58/2005, Anexo IX, apartado a-13, Pag. 2665)
Espafa (lbiza y Menorca), Irlanda, Chipre, Malta, Portugal (Azores y Madeira), Reino Unido, Suecia
Finlandia.

SINTOMAS:

Los adultos comen y ponen los huevos en el envés de las hojas.

Las larvas al nacer devoran con mucha avidez las hojas. El dafio (defoliacion) lo hacen tanto larvas como
adultos.

METODO DE MUESTREO:

- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
El lugar mas adecuado para observar el organismo es en las hojas. Para saber si hay presencia del
organismo o no, realizar inspeccion visual para comprobar si hay defoliacién en las hojas de las
especies susceptibles de ser enviadas a zonas protegidas (Foto 3).

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:

Leptinotarsa decemlineata
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La muestra a enviar sera el propio insecto (adultos o larvas).

- Condiciones de conservacion y transporte de la muestra:
Conservar la muestra en seco envolviéndola en papel de filtro, algodon o corcho. Transportar en bolsa

de plastico lo mas refrigerada posible.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:
MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP ocT NOV DIC

ENE FEB
| [ T [ ]

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Técnicas segun correspondiente Laboratorio de diagndstico

Leptinotarsa decemlineata
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Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

(Spieckermann and kottoff) Dauvis et al.

(Necrosis bacteriana o podredumbre anular de la patata)

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Bacteria
Division: Firmicutes
Especie: Clavibacter michiganensis

Subespecie:  C. michiganensis spp. sepedonicus
HOSPEDANTES:

El Unico hospedante cultivado es la patata (Solanum tuberosum), aunque de forma secundaria puede afectar a los
cultivos de remolacha y acelga (especie Beta vulgaris). De forma artificial, pueden ser inoculadas otras especies de
solanaceas, entre ellas el tomate (Lycopersicon lycopersicum) y la berenjena (Solanum melongena).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

- Mundial (excepto UE): Bielorrusia, Noruega, Rusia, Ucrania, Canada, Estados Unidos, China, Jap6n,
Kazakhstan, ambas Coreas, Nepal, Taiwan (alguna cita) y Uzbekistan

- Union Europea: Austria (alguna cita), Chipre (alguna cita), Republica Checa, Dinamarca, Estonia,
Finlandia, Alemania, Grecia, Letonia, Lituania, Paises Bajos (Holanda) (alguna cita), Polonia, Eslovaquia
(alguna cita), Suecia y Reino Unido (Inglaterra) (alguna cita).

- Espafia: no existe constancia de su presencia

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
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SINTOMATOLOGIA

Los sintomas de esta enfermedad no se suelen manifestar en las plantas hasta el final del ciclo de cultivo
aunque éstas pueden estar infectadas sin presentar sintomatologia alguna. A continuacién se describen los sintomas
en funcién de los 6rganos afectados:

- HOJASY TALLOS:

Los sintomas empiezan con marchitamiento de hojas y tallos. Generalmente son las hojas inferiores las
primeras en marchitarse, enrollandose hacia arriba ligeramente en los margenes y adquiriendo un color verde
palido. Después aparecen una manchas amarillentas en los espacios internervales. A menudo s6lo uno o dos
tallos de la planta manifiestan los sintomas, continuando el resto con una apariencia normal. Al cortar
transversalmente un tallo afectado, se observa que los tejidos de la zona vascular son de color marrén, pudiendo
aparecer un exudado blanco lechoso si se comprime.

Esta muerte que se produce al final del ciclo de cultivo, mas que a la obstruccidn de los vasos, se suele deber al
deterioro de las raices, que no son capaces de alimentar a la planta.

La observacidon de los sintomas en plantas es dificil, tanto por su variabilidad como por su manifestacion tardia,
pudiendo quedar enmascarados o ser confundidos con sintomas de pie negro (Erwinia carotovora pv.
atroseptica), mildiu (Phytophthora infestans), verticilosis (Verticillium albo-atrum), rizoctonia (Ryzoctonia
solani) o, incluso, de sequia.
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Foto n° 1: Planta de patata infectada por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.
Estado avanzado de la infeccion que produce decaimiento, enrollamiento de los margenes
de las hojas, necrosis, etc.

- TUBERCULOS:

La infeccidn de los tubérculos se produce a través de los estolones, comenzando por el ombligo y avanzando
por el tejido vascular. De esta forma, la podredumbre afecta en un principio a la zona que esta inmediatamente
debajo de la piel, dando lugar a lo que se conoce como “podredumbre anular”, y que presenta forma de anillo.
Este tejido se puede desmenuzar facilmente.

En los tubérculos, la enfermedad se manifiesta por una coloracién amarillo palido o vitrea de los tejidos que
rodean el anillo vascular (especialmente cerca del ombligo), y un oscurecimiento del propio anillo vascular, lo

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
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que se observa al realizar un corte transversal. También se pueden observar oquedades entre el anillo vascular y
los tejidos colindantes. Cuando se comprime el tubérculo afectado abierto por la mitad, expele un exudado

bacteriano inodoro, cremoso, dejando definida la separacidn entre los tejidos adyacentes y el anillo vascular. En
el exterior, los tubérculos, presentan deformaciones, fisuras y decoloracion castafio-rojiza.

En el caso de los tubérculos, los sintomas pueden ser confundidos con los producidos por Ralstonia
solanacearum, pero en el caso de Clavibacter michiganensis, es tipica la aparicién de hinchamientos,
hendiduras y fisuras en la zona de los “0jos”.

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n® 2: Seccion transversal de patata infectada por Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus, donde se aprecia el oscurecimiento del anillo vascular y los tejidos que lo
rodean

Fuente: Grupo de Trabajo de Laboratorios de Diagndstico y
Prospecciones Fitosanitarias (folleto publicado por el MAPA)

Foto n° 3: Fisuras y hendiduras debidas a Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.
La tierra no suele quedarse adherida a los tubérculos a pesar de la salida de las
bacterias.

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
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FORMAS DE DISPERSION

El organismo sobrevive de una campafia a otra en tubérculos infectados, ya sea de almacén o en los que han
quedado en el campo después de la recoleccion (bortas o bordas). La infeccidn se produce a través de heridas en los
tubérculos provocadas por la maquinaria de recoleccion y siembra, o por los cuchillos 0 maquinas que se usan para
partir la semilla.

La principal via de dispersion de la enfermedad es la utilizacién de tubérculos enfermos al efectuar la
siembra.

La dispersion en campo es practicamente nula, aunque existen evidencias experimentales de que algunos
insectos, como el escarabajo de la patata (Leptinotarsa decemlineata) y algunos afidos, pueden transmitir la
enfermedad.

METODOS DE PREVENCION Y CONTROL

La capacidad de infeccion a partir de tubérculos infectados disminuye a medida que las temperaturas son
més elevadas.

El Gnico medio de control es la utilizacion de semilla libre de bacteria, acompafiado de fuertes medidas
sanitarias tales como:

- Utilizar patata de siembra controlada oficialmente

- Sembrar tubérculos enteros, sin trocear

- Eliminar la vegetacidn espontanea de los bordes de parcelas y caminos

- Eliminar las “bortas” (rebrotes de patatas del afio anterior) de las fincas, evitando dejar plantas o tubérculos
aislados después de la recoleccion.

- Establecer rotaciones amplias en las que la patata tarde en volver a cultivarse en la misma finca

- Limpieza y desinfeccidn de aperos, almacenes y maquinaria de cualquier tipo utilizados en la siembra,
cultivo, recoleccion y almacenaje de patata en los que se sospeche que hay restos de tubérculos afectados,
utilizando productos quimicos adecuados (amidas, alcoholes, lejia, etc.).

- En caso de aparicién de la enfermedad, aplicar, tanto a los tubérculos como a las fincas donde se han
producido, las medidas de cuarentena que establece la legislacion.

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
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Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum Yabuuchi et al.

(Marchitamiento bacteriano o podredumbre parda)

CLASIFICACION TAXONOMICA:

Reino: Bacteria

Division: Gracilicutes

Familia: Pseudomonadaceae

Especie: Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum

Razas: Aunque la clasificacion de las diferentes razas o variedades de esta bacteria ha sido un tema

bastante controvertido, la EPPO menciona tres razas (razas 1, 2 y 3), de las cuales, la
raza 3 es la que se encuentra presente y tiene potencial de dispersion en la UE.

HOSPEDANTES (raza 3):

Afecta principalmente a patata (Solanum tuberosum) y tomate (Lycopersicon lycopersicum), pero también, aunque
con menor virulencia, a otros cultivos de la familia Solanaceae, como la berenjena (Solanum melongena) el
pimiento (Capsicum annum) y el tabaco (Nicotiana tabacum). Otros posibles hospedantes son las plantas
espontaneas de la familia Solanaceae, como Solanum dulcamara, Solanum nigrum, la ornamental Pelargonium
hortorum, etc. Hay que destacar por su importancia a la especie Solanum dulcamara, especie presente en las
inmediaciones de canales y cauces fluviales, y que puede actuar como reservorio de bacterias en zonas donde el
agua ha resultado contaminada.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA (raza 3):

- Mundial (excepto UE): Rusia, México, Estados Unidos, Costa Rica, Guadalupe, Argentina, Bolivia, Brasil,
Chile, Colombia, Per(, Uruguay, Venezuela, asi como numerosos paises de Asia, Oceania y Africa

- Unioén Europea: Bélgica (alguna cita), Francia (alguna cita), Alemania (alguna cita), Eslovenia (alguna
cita), Eslovaquia, Hungria (alguna cita), Holanda y Reino Unido (alguna cita).

- Espafia: Se han detectado algunos focos en Castilla y Ledn y Extremadura, que estdn en proceso de
erradicacion. Detectado y probablemente presente en Canarias.

Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
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SINTOMATOLOGIA:

Las infecciones sobre patata en la UE parecen estar asociadas a la raza 3 de Ralstonia solanacearum. EIl proceso
infeccioso que se produce en la planta comienza con la llegada del inéculo a la raiz. La bacteria penetra desde el
parénquima cortical hasta el cilindro central de la raiz, multiplicindose abundantemente. Posteriormente migra hacia
el tallo, y comienza a producir abundante mucus en los vasos del xilema. La presencia de productos de degradacion
impide el paso de savia bruta, lo que motiva que la planta no se alimente adecuadamente. Esto provoca el
marchitamiento de la planta, que puede llegar a ser irreversible, acabando con la muerte de la misma.

Las plantas afectadas muestran sintomas parecidos a los del stress hidrico. Las hojas superiores, de una o varias
ramas, languidecen durante las horas de mas calor, y al principio del ataque, vuelven a enderezarse por la noche.
Ademas pueden aparecer estrias pardas en el tallo, que se extienden a partir del cuello. Si se hace un corte
transversal, de los haces vasculares se libera un exudado bacteriano blanco y pegajoso. Otros sintomas en
vegetacion son el bronceado de las hojas, el oscurecimiento del interior de los tallos, y finalmente, la necrosis de
tallos y hojas, con muerte total de la planta.

En tomate, se produce un amarilleo mas o menos rapido de la planta. En el tallo se desarrollan numerosas raices
adventicias, el tejido vascular presenta decoloraciones pardas, y al cortarlo transversalmente, libera un exudado
bacteriano blanco o amarillento.

Fuente: OEPP/EPPO 1996
Fuente: www.ufv.br

Foto n° 1: Aspecto general de una planta de Foto n® 2: Planta adulta de Lycopersicon lycopersicum
Solanum tuberosum (patata). infectada por R. (tomate) afectada por R. solanacearum

solanacearum. Puede observarse el aspecto de

estar afectada por stress hidrico severo.

Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
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Fuente: www.gobiernodecanarias.org

. » Foto n° 4: Tubérculo de patata afectado por Ralstonia solanacearum.
Foto n° 3: Tipica coloracion parda del

tejido  vascular en planta de
Lycopersicon  lycopersicum  (tomate)
afectada por R. solanacearum.

El tubérculo de patata exuda de los “0jos” un mucus blanquecino cremoso, y al cortarlo transversalmente, se observa
una zona parda o necrotica en el anillo vascular. Es tipico que el exudado bacteriano se mezcle con la tierra y se
seque, quedando adherida la mezcla a la superficie del tubérculo. La analogia de sintomas podria generar confusion
con la pudricién anular originada por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. No obstante, un sintoma
distintivo de Clavibacter es la aparicion de hinchamientos, crateres y/o grietas cerca de los “0jos” del tubérculo.

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Fuente: www.inta.aov.ar

Foto n° 5: Tipica coloracién marrén del anillo ~ Foto n° 6: Exudacion bacteriana originada en los
vascular  provocada por R. solanacearum.  tejidos del anillo vascular por R. solanacearum.

Ademas, se observa en la superficie del tubérculo
la mezcla de tierra con exudacion bacteriana.

Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
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Los tubérculos que se forman en plantas enfermas pueden o no estar infectados. Los tubérculos infectados, a su vez,
pueden o no presentar sintomas externos, dependiendo del estado de desarrollo de la enfermedad en el momento del
arranque de los tubérculos.

FORMAS DE DISPERSION:

Las vias mas importantes de transmision de la enfermedad son los tubérculos infectados leve o latentemente, asi
como el agua de riego contaminada; la bacteria puede permanecer en campo sobre malas hierbas (sobre todo
Solanum dulcamara, que aparece asociada a los cauces de agua), y probablemente en lesiones de raices de plantas
no huéspedes. Otros medios de transmision de menor importancia pueden ser la maquinaria, aperos, calzado,
animales, insectos 0 nematodos.

PREVENCION Y LUCHA:

La enfermedad es favorecida por las temperaturas elevadas, asi como por los suelos deficientes en nitrégeno o en
potasio, y con excesiva humedad.

Para prevenir la enfermedad se recomienda:

- Usar semilla libre de Ralstonia, y a ser posible, sembrar tubérculos enteros; en caso de usar semilla
troceada, desinfectar los utensilios de corte.

- Hacer rotacién de cultivos lo mas amplia posible, no poniendo otras solanaceas en la alternativa y
eliminando las malas hierbas que pueden servir de hospedantes.

- Eliminar la vegetacién espontanea y malas hierbas de los bordes de parcelas y caminos.

- Eliminar las “bortas” (rebrotes de patatas del afio anterior) de las fincas, evitando dejar plantas o tubérculos
aislados después de la recoleccion.

- Limpiar y desinfectar aperos, maquinaria y almacenes con lejia, amonio cuaternario, con una solucion al
10% de formaldehido o con otros bactericidas especificos.

- En caso de aparicién de la enfermedad, aplicar, tanto a los tubérculos como a las fincas donde se han
producido, las medidas de cuarentena que establece la legislacion.

Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
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Synchytrium endobioticum (Schilbersky)Percival

(Sarna verrugosa de la patata)

CLASIFICACION TAXONOMICA:

Reino: Fungi

Clase: Chytridiomycetes

Orden: Chytridiales

Especie: Synchytrium endobioticum
HOSPEDANTES:

El Unico hospedante cultivado es la patata (Solanum tuberosum). No obstante, de forma artificial pueden ser
inoculadas otras especies de solanaceas, entre ellas el tomate (Lycopersicon lycopersicum).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Armenia (alguna cita), Bielorrusia, Noruega, Rusia, Suiza (alguna cita), Ucrania,
Turquia, Butan, India, Nepal, Argelia, Tanez (alguna cita), Sudafrica, Bolivia, Canada. Ecuador, Perd, Islas
Malvinas y Nueva Zelanda.

- Unién Europea: Austria, Bélgica, Republica Checa, Dinamarca (Islas Faroe), Estonia, Finlandia, Alemania,
Irlanda, Italia, Letonia, Luxemburgo, Holanda, Polonia (alguna cita), Rumania, Eslovaquia, Eslovenia, Suecia y
Reino Unido.

- Espafia: no existe constancia de su presencia.

Synchytrium endobioticum
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SINTOMATOLOGIA:

Los sintomas en la parte aérea por lo general no son claros. No obstante, puede llegar a observarse reduccion en el
vigor de la planta. Se pueden formar verrugas de color verde - amarillento en las yemas aéreas de la base del tallo.
También ocasionalmente, se pueden presentar en las hojas y en las flores.

Sintomas subterraneos: los ataques del hongo tienen lugar sobre los tallos, estolones y tubérculos. Las raices no se
ven afectadas. Los sintomas tipicos son tumores o excrecencias verrugosas con forma de coliflor, blandas,
esponjosas y mas 0 menos esféricas, de tamafio variable, que pueden llegar a formar grandes masas que cubren
totalmente el tubérculo. Las verrugas, cuando son jovenes, tienen un color blanco marfil a rosaceo, y a medida que
van envejeciendo, se oscurecen hasta volverse negras, empiezan a pudrirse y al final liberan esporas en el suelo.
Estas esporas pueden sobrevivir en el suelo durante mas de 30 afios. También es posible que tubérculos
aparentemente sanos desarrollen verrugas en el almacén.

En la préctica, los sintomas de la sarna verrugosa no se detectan hasta la cosecha o el almacenamiento, debido a que
puede no haber habido sintomas aéreos durante el cultivo, por lo que la inspeccién se debe hacer preferentemente en
almacén.

FORMAS DE DISPERSION:
La principal causa de dispersién de la enfermedad es la patata de siembra contaminada, aunque también las esporas

durmientes en el suelo, que pueden ser llevadas de una parcela infectada a otra sana por medio de la tierra adherida a
la maquinaria, calzado, herramientas, etc.

Fuente: R.Zachmann (www.iidaho.edu)

Foto n° 1: Patatas afectadas por Synchytrium endobioticum. Pueden observarse las verrugas que
invaden los tubérculos y la parte basal del tallo.

Synchytrium endobioticum
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PREVENCION Y LUCHA:
Para prevenir la enfermedad se recomienda:

- Usar semilla libre de Synchytrium endobioticum.

- Limpiar y desinfectar aperos, maquinaria y almacenes.

- En caso de apariciéon de la enfermedad, aplicar, tanto a los tubérculos como a las fincas donde se han
producido, las medidas de cuarentena que establece la legislacion.
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Foto n° 2: Patatas afectadas por Synchytrium endobioticum
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Foto n® 3: La parte basal del tallo presenta
deformaciones, que cobran coloracion verdosa,
debido a la presencia de clorofila.

Foto n® 4: Daflos de Synchytrium endobioticum en
tubérculos de patata.

Synchytrium endobioticum
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Ditylenchus destructor Thorne

(Anguilulosis de la patata)

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 1: Ditylenchus destructor. Dafio interno en un
tubérculo de Solanum tuberosum (patata)

Fuente: Conselleria de agricultura, Ganderia e

Politica Agroalimentaria. Xunta de Galicia

Foto n°® 2: Dafios externos e internos provocados por el ataque
de Ditylenchus destructor sobre Solanum tuberosum (patata)

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 3: De izquierda a derecha, dafios crecientes
provocados por Ditylenchus destructor en Iris sp.. (lirio)

Ditylenchus destructor
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:

Reino: Animalia
Clase: Nematoda
Familia: Anguinidae

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum, Crocus flavus, Gladiolus spp., Hyacinthus spp., Iris spp., Tigridia spp. y Tulipa spp.

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Albania, Bielorrusia, Azerbaiyan, Moldavia, Noruega, , Rusia, Turquia,
Ucrania, Oceania, América del Norte, numerosos paises de Asia y Africa, Ecuador, Perd, Méjico y
USA.

- Unién Europea: Austria, Bulgaria, Rumania, Bélgica, Republica Checa (alguna cita), Estonia, Francia,
Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda (alguna cita), Letonia, Lituania, Luxemburgo, Holanda (alguna
cita), Polonia, Eslovaquia, Suecia (alguna cita) y Reino Unido (alguna cita).

- Espafia: no existe constancia de su presencia.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

En patata de siembra, en la parte aérea de la planta no se observan sintomas especificos del ataque de este
nematodo, salvo en caso de ataques muy severos, en los cuales se observa debilitamiento de las plantas.
Los sintomas se observan sobre los tubérculos: la piel adquiere un color negro grisaceo, se arruga, se
agrieta y aparece desgarrada por zonas y delgada como el papel, debido a que el tejido subepidérmico se
seca y encoge. Al ser pelados los tubérculos, muestran debajo de la piel manchas de color blanco tiza o
débilmente coloreadas, que progresivamente se ensanchan. El tejido afectado es de consistencia seca y
granular y a medida que estas areas se unen, el tejido se oscurece por la invasion de organismos
secundarios como hongos, bacterias y nematodos saprofitos. En condiciones favorables para el ataque, en
el campo o en el almacén, los tubérculos pueden llegar a destruirse completamente como consecuencia de
una podredumbre humeda, emanando un olor desagradable. Los sintomas en el tubérculo presentan

Ditylenchus destructor
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muchas analogias con los del mildiu de la patata. También con otros organismos causantes de
podredumbres hiimedas o secas en el tubérculo.

En bulbosas ornamentales, la infeccion comienza por la base del bulbo, extendiéndose a la piel y
causando lesiones negras o grises. Las hojas presentan un pobre desarrollo y pequefias manchas amarillas.

METODO DE MUESTREQO:

- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
Se realizara una inspeccion visual donde se recogeran muestras sintomaticas. Los sintomas se
manifiestan en bulbos o tubérculos, dependiendo del vegetal objeto de inspeccidn, y planta entera.

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:
En caso de observar sintomas que hagan sospechar de la presencia de nematodos, deben tomarse
muestras de tierra (500 g) y planta entera sintomatica, intentando no tomar muestras de plantas
muertas. La muestra vegetal consiste en la recogida de planta entera sintomatica, teniendo especial
cuidado a la hora de arrancar el vegetal de tomar el bulbo con el mayor nimero de raices posible y
algo de tierra adherida a las mismas.

- Condiciones de conservacion y transporte de la muestra:
Para el envio al Laboratorio de diagnéstico del material vegetal evitar que la parte aérea esté en
contacto con las raices, envolviendo éstas de forma independiente. Conservar la muestra refrigerada
en nevera y transportarla en bolsa de plastico etiquetada.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Técnicas de microscopia 6ptica segun el correspondiente laboratorio de diagnostico.

Ditylenchus destructor
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Globodera pallida (Stone) Behrens y

Globodera rostochiensis (Wollembeber) Behrens
(Nematodos del quiste de la patata)

CLASIFICACION TAXONOMICA:

Reino: Animalia

Clase: Nematoda

Familia: Heteroderidae
HOSPEDANTES:

El principal hospedante de ambos nematodos es la patata (Solanum tuberosum), aunque de forma poco usual, el
tomate (Lycopersicon lycopersicum) y la berenjena (Solanum melongena) también pueden resultar infectados. Otros
posibles hospedantes son los vegetales de otras especies del género Solanum.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA:

Mundial (excepto UE) Unién Europea Espafia
Globodera Albania, Armenia, Bielorrusia, | Austria, Bélgica, Bulgaria, Chipre, | Presente, de limitada
rostochiensis Croacia (alguna cita), Noruega, | Replblica  Checa, Dinamarca, | distribucion.

Rusia, Ucrania, Islandia, | Estonia, Islas Faroe, Francia,

Liechtenstein, Suiza, Turquia, asi | Alemania, Finlandia  (limitada
como numerosos paises de Asia, | distribucién), Grecia, Hungria,
norte de Africa, América y | Irlanda, Italia, Letonia, Lituania,
Oceania. Luxemburgo, Malta, Holanda,
Polonia, Portugal, Rumania,
Bulgaria, Eslovaquia, Eslovenia
(alguna cita), Espafia, Suecia y UK.
Globodera pallida Croacia (alguna cita), Islandia, | Austria, Bélgica, Chipre, Republica | Presente, de limitada
Noruega, Suiza, Turquia (alguna | Checa (alguna cita), Islas Faroe, | distribucién.

cita), India, Pakistan, Argelia, | Francia, Alemania, Grecia, Hungria,
Tlnez, Canad4, Panama, Nueva | Irlanda, Italia  (alguna cita),
Zelanda, y numerosos paises de | Luxemburgo, Malta, Holanda,
Sudamérica. Polonia (alguna cita), Portugal
(alguna cita), Rumania, Espafia,
Suecia (alguna cita) y UK.

Globodera pallida y Globodera rostochiensis
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Globodera pallida y Globodera rostochiensis



Fuente: www.averyseeds.nl
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SINTOMATOLOGIA:

En campo se observan rodales mas o menos extensos con plantas que muestran marchitamiento, enanismo,
amarilleo, e incluso muerte prematura. Las raices tienen aspecto fibroso. Aunque el sistema radicular estd menos
desarrollado que en los ejemplares sanos, se produce una proliferacion de raicillas, que al examinarlas pueden dejar
ver (a simple vista 0 con un microscopio de mano de x10 6 x20) los quistes de las hembras, prendidos fuera de la
raiz, del tamafio de un grano de arena de forma globular. Los quistes son los cuerpos de las hembras, repletos de
huevos, que al morir se convierten en cubierta protectora de los mismos. Estos huevos pueden conservar durante
afios su capacidad reproductiva. El color del quiste variara de acuerdo con la fase de desarrollo y la especie. Cuando
las condiciones del medio son adecuadas, las secreciones de las raices estimulan los quistes, y las larvas nacen
dentro de los mismos, de donde salen para atacar de nuevo las raices, penetrando en ellas (endoparasitos), fijandose
en el cilindro central, y comenzando su desarrollo. Posteriormente, tras concluir el cuarto estado larvario, las
hembras salen al exterior, quedando unidas por el cuello a la raiz de la planta. Los machos también salen al exterior
después de la cuarta muda, para buscar por el suelo a las hembras. Las hembras ya fertilizadas se desprenden de las
raices, mueren y se convierten en la cubierta protectora antes citada. Un solo quiste puede contener de 100 a 500
huevos. Los huevos pueden quedarse en estado latente durante afios si no hay huésped cercano. Los nematodos
completan el ciclo de vida en unas 5 a 7 semanas, dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura del
terreno.

Los sintomas pueden ser confundidos con deficiencia de agua o de elementos minerales, asi como con el
marchitamiento provocado por Verticillium spp. o por Pseudomonas solanacearum.

El efecto sobre el rendimiento del cultivo depende de la densidad de nematodos presentes en el suelo, llegando en
los casos mas graves, a ser la causa de que ciertas zonas o fincas no produzcan absolutamente nada. Se estima que
estos nematodos pueden reducir de forma directa las cosechas de patata hasta en un 85%. De forma indirecta,
también causa prejuicios porque puede transmitir virosis y bacteriosis, como la marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum).

Fuente: www.larioja.org

Foto n°® 1: Quistes de Globodera rostochiensis Foto n° 2: Rodal afectado por Globodera sp.
observables a simple vista sobre raices de patata
FORMAS DE DISPERSION:

La principal forma de dispersion de estos nematodos es a través del propio suelo. Suele aparecer en forma de rodales
0 Z0Nnas mas o menos circulares..

Aungue los nematodos no se expanden por el terreno tan rapidamente como los hongos o bacterias patdgenos de la
patata, una vez que se encuentran en una zona de cultivo, son muy dificiles de erradicar.

Globodera pallida y Globodera rostochiensis
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Fuente: OEPP/EPPO 1996

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 3: Quistes blanquecinos, tipicos de Foto n° 4: Quistes amarillentos, tipicos de
Globodera pallida Globodera rostochiensis

Fuente: Ulrico Zunke. University of Hamburg

Foto n° 5: Quiste de Globodera rostochiensis, mostrando
su interior lleno de huevos.

PREVENCION Y LUCHA:

El nematodo se encuentra mas frecuentemente en suelos frescos, en zonas bajas del terreno y en suelos sueltos que
favorecen la supervivencia y movimiento de las larvas. La lucha contra el nematodo, una vez que se ha implantado,
es muy dificil y exige la combinacidn de diferentes medidas de control:

Cuarentena (no cultivo de patatas ni solanaceas). La poblacién disminuye aproximadamente un 20% al afio.
Cultivo permanente: implantacion de alfalfa, praderas, .etc.

Nematicidas, que actien sobre las larvas libres, o contenidas en los quistes.

Cultivo trampa: tiene que haber un nacimiento rapido y homogéneo, y un crecimiento vegetativo
importante.

Variedades resistentes: bajan las poblaciones del nematodo. Tienen que ser resistentes a la especie y
patotipo que tenemos en cada finca.

Lucha integrada.

Las medidas preventivas que se deben adoptar son:

No utilizar como semilla, patata procedente de zonas infectadas, 0 que no esté certificada por algin servicio
oficial de control.

Eliminar los rebrotes del afio anterior (“bortas™), pues multiplican las poblaciones de nematodos.

Hacer una rotacién amplia de cultivos, de manera que pase el mayor tiempo posible entre un cultivo de
patata y otro.

Después de hacer un tratamiento nematicida, hay que tener mucho cuidado de no enterrar mucho los
aperos, con el fin de no desenterrar los quistes de la zona no tratada con el gas.

Globodera pallida y Globodera rostochiensis
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Meloidogyne Chitwoodi golden, O'bannon, Santo and finley vy

Meloidogyne Fallax Karssen

(Nematodos del nédulo de la raiz)

Foto n° 1: Dafios de Meloidogyne chitwoodi en
patata

Fuente: www defra nov ik

Foto n°® 2: Dafios de Meloidogyne sp. en patata. Cada
punto marrén contiene una hembra madura con huevos

Fuente: www.nematode.unl.edu

Foto n° 3: Pequefias pustulas sobre bulbos de patata provocadas
por un ataque de Meloidogyne sp.

Meloidogyne chitwoodi & Meloidogyne fallax
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:

Reino: Animalia
Clase: Nematoda
Familia: Meloidogynidae

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum.

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Sudéfrica, Argentina, Méjico y USA (M.chitwoodi), y Australia y Nueva
Zelanda (M.fallax).

- Unién Europea: Bélgica, Holanda y Francia (alguna cita de M.fallax).

- Espafia: no constancia de la presencia de ninguno de estos dos nematodos.

Meloidogyne chitwoodi & Meloidogyne fallax
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ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:
En la parte aérea los sintomas no suelen ser obvios, aunque pueden consistir en atrofias, falta de vigor y
tendencia al marchitamiento bajo condiciones de stress hidrico.

En el tubérculo aparecen agallas concentradas en una zona, o dispersas y proximas a los ojos y lesiones.
Los tejidos internos situados bajo las agallas son necréticos y pardean. Las hembras adultas son visibles
bajo la superficie como cuerpos blancos brillantes, con forma de pera, rodeados de una capa marrén de
tejido del huésped. Las raices de la patata pueden también verse afectadas, pero es dificil detectar la
presencia del nematodo, pues apenas se producen agallas, o éstas son muy pequefias, incluso con grandes
infestaciones. Los cuerpos de las hembras pueden sobresalir desde la superficie de las pequefias raicillas,
siendo rodeados después por un saco de huevos, que se hace pardo oscuro con el tiempo.

METODO DE MUESTREO:

- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
Se realizara una inspeccion visual donde se recogeran muestras sintomaticas. Los sintomas se
manifiestan en tubérculos (agallas) principalmente.

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:
Si durante las inspecciones visuales que se llevan a cabo en los campos de produccion y en almacenes
de patata de siembra, se detectan sintomas, deberan tomarse muestras de tubérculos y de planta entera
para su envio al Laboratorio de diagndstico.

- Condiciones de conservacion y transporte de la muestra:
Conservar la muestra refrigerada en nevera y transportarla en bolsa de plastico etiquetada.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN  JUL AGO  SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Técnicas segun el correspondiente Laboratorio de diagndstico.

Meloidogyne chitwoodi & Meloidogyne fallax
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Potato stolbur phytoplasma
(Escoba de bruja)

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 1: Sintomas de Potato stolbur phytoplasma. Nétese la aparicion de
engrosamientos en la parte aérea.

Potato stolbur phytoplasma
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:

Reino: Bacteria
Division: Mollicutes
Familia: Acholeplasmataceae

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:

Vegetales de la familia Solanaceae (especies ornamentales de la familia de las solanaceas, como las
petunias, algunos falsos jazmines, dulcamara, dama de noche, estramonio, trompetero, etc). También son
hospedantes el tomate (Lycopersicon lycopersicum) y el tabaco (Nicotiana tabacum).

SITUACION GEOGRAFICA:
Mundial (excepto UE): Armenia, Azerbaijan, Croacia, Rusia, Suiza, Turquia, Ucrania, Yugoslavia,
Nigeria, Israel (alguna cita), Kyrgyzstan, Libano, Arabia Saudi, Tajikistan y Uzbekistan.
Union Europea: Alemania, Bulgaria, Rumania, Eslovenia, Eslovaquia, Francia, Grecia e Italia. Alguna
cita en Hungria, Rep. Checa y Polonia.
Espafia: presente, de limitada distribucion.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

Se produce el enrollado de las hojas, que adquieren una tonalidad amarillenta, seguido de la produccién
de engrosamientos y brotes en cabellera en distintas partes del tallo.

El fitoplasma se transmite por Hyalesthes obsoletus, Aphrodes bicinctus y Macrosteles
quadripunctulatus. También puede transmitirse por medio de los injertos.

METODO DE MUESTREO:
- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
Al ser la muestra asintomatica, no es necesario mirar en lugar alguno para la toma de muestras.

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:

Potato stolbur phytoplasma
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Se realizara una inspeccion visual por la parcela y alrededores buscando sintomas sobre las plantulas.
En caso de detectar sintomas sospechosos deberad tomarse muestras representativas de estos sintomas
y enviarlos al laboratorio. Se recogera la planta entera, en un porcentaje de muestreo del 1 por 1000.

- Condiciones de conservacién y transporte de la muestra:
La muestra sera transportada en una bolsa de plastico con etiquetado, conservandose entre 4 y 8 °C
hasta su llegada al laboratorio (no se debe esperar mas de 24 horas).

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Para detectar este organismo, se puede recurrir a:

- razas de DNA, ya que los micoplasmas carecen de nucleidos.
- método de inmuno-fluorescencia indirecta, aunque no constituye un diagndstico por no existir
anti-sueros muy especificos.

En cualquier caso, debe ser el laboratorio de diagndstico el que determine las técnicas a seguir para la
determinacion del organismo sospechoso.

Potato stolbur phytoplasma
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Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)

(Virus de la rizomania de la remolacha)

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 1: Infeccion por Beet necrotic yellow vein virus en hojas de
remolacha azucarera

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 2: Desarrollo anormal de las raices en remolacha, motivado por Beet
necrotic yellow vein virus

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Benyvirus

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Principalmente Beta vulgaris y Solanum tuberosum, aunque también Allium porrum y Apium graveolens.

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Croacia, Turquia, Rusia, Suiza, Yugoslavia, asi como USA y numerosos
paises de Asia.

- Unién Europea: Austria, Bulgaria, Bélgica, Rumania, Republica Checa (alguna cita), Dinamarca
(alguna cita), Francia (limitada distribucion), Alemania, Grecia, Hungria, Italia, Holanda, Polonia,
Eslovaquia, Eslovenia, Suecia y UK (limitada distribucion).

- Espafia: presente, de limitada distribucion.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP): (R.D. 58/2005, Anexo IX, apartado d-1, P4g. 2665)
Francia (Bretafia), Binamarea, Irlanda, Portugal (Azores), Finlandia, UK (Irlanda del Norte) y Lituania
(APA/1242/2006).

SINTOMAS:

- Sobre las raices: proliferacion desordenada de pequefias raicillas parcialmente necroéticas, que dan el
aspecto de una barba gris entrecana. La raiz principal presenta un estrangulamiento en la zona del
ataque (forma de embudo o botijo). Al dar un corte transversal a la raiz, los anillos vasculares
presentan una tendencia al pardeo.

- Sobre las hojas: coloracién verde palida; son translicidas, erguidas y lanceoladas. EI amarilleo y
posterior necrosis de las venas es muy caracteristico pero poco frecuente.

La enfermedad se presenta por rodales y manifiesta una ralentizaciéon en el crecimiento, con
marchitamiento en las horas mas calurosas del dia.

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
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METODO DE MUESTREO:
- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
Al ser la muestra asintomatica, no es necesario mirar en lugar alguno para la toma de muestras.

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:
Se realizara una inspeccion visual por la parcela y alrededores buscando sintomas sobre las plantulas.
En caso de detectar sintomas sospechosos debera tomarse muestras representativas de estos sintomas
y enviarlos al laboratorio. Se recogera la planta entera con raiz, en un porcentaje de muestreo del 1 por
1000.

- Condiciones de conservacion y transporte de la muestra:
La muestra serd transportada en una bolsa de plastico con etiquetado, conservandose entre 4 y 8 °C
hasta su llegada al laboratorio (no se debe esperar méas de 24 horas).

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:

- Técnicas inmunoenzimaticas ELISA-DAS, realizadas sobre el jugo extraido de las raicillas o de la
punta de la raiz.

- Transmisién mecanica a planta indicadora como Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor
y Tetragonia expansa.

En cualquier caso, debera ser el Laboratorio de diagnostico el que determine las técnicas a seguir para la
identificacion del organismo sospechoso.

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
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Tomato spotted wilt virus (TSWV)

(Bronceado del tomate)

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 1: Lineas sinuosas y anillos concéntricos cloroticos en hoja de pimiento producidos por
Tomato spotted wilt virus

Fuente: OEPP/EPPO 1996

Foto n° 2: Detalle de los sintomas foliares producidos por Tomato spotted wilt virus

Tomato spotted wilt virus (TSWV)



Normativa fitosanitaria de la patata 2010

TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Tospovirus

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:

Vegetales de Dendrathema spp., Impatiens spp., Apium graveolens, Cucumis melo, Lactuca spp.,
Capsicum annum, Lycopersicon lycopersicum, Solanum melongena, Solanum tuberosum y Nicotiana
tabacum.

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Albania, Armenia, Azerbaijan, Croacia, Georgia, Moldavia, Noruega (alguna
cita), Rusia, Suiza, Turquia, Ucrania, Yugoslavia. También esta presente en distintos paises de Asia,
Africa, América, y Oceania.

- Unién Europea: presente en Bélgica, Bulgaria, Rumania, Chipre, Republica Checa, Francia,
Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Italia, Malta, Paises Bajos (Holanda), Polonia, Portugal,
Eslovaquia, Espafia y Reino Unido. Alguna cita en Austria, Estonia, Finlandia, Lituania, Eslovenia y
Suecia.

- Espafa: presente; de limitada distribucion.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP): (R.D. 58/2005, Anexo IX, apartado d-2, Pag. 2665)
Finlandia y Suecia.

SINTOMAS:

En la planta se puede observar una falta de crecimiento, un mal desarrollo, clorosis y en algunos casos

enanismo. En los peciolos, tallos y brotes terminales aparecen manchas necroticas marrones. Las hojas se

deforman y adquieren un tono bronceado. Estas alteraciones pueden variar en funcién de la virulencia de

la cepa y del cultivar al que infecte, y estdn condicionadas por factores ambientales, culturales, etc. A

continuacion se detallan los sintomas mas tipicos de la enfermedad en los cultivos més representativos

afectados:

- Lycopersicon lycopersicum: En planta de semillero aparecen zonas amarillentas, manchas clordticas
que evolucionan a necréticas en las primeras hojas. En las hojas que se van desarrollando pueden
aparecer tonos violaceos, comenzando por los nervios. Se produce un menor desarrollo de la planta

Tomato spotted wilt virus (TSWV)
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con disminucién de la superficie foliar. En plantas adultas, las hojas aparecen amarillentas
evolucionando a "bronceadas"; manchas necréticas en hojas y tallos; brotes achaparrados y
amarillentos con foliolos doblados hacia el haz a lo largo del nervio principal; laminas asimétricas;
frutos con deformaciones y manchas mas o menos circulares de distinta coloracion del resto del fruto.

- Capsicum annum: Tanto en planta joven como en adulta aparecen zonas amarillentas y decaimiento de
los &pices que conlleva finalmente a la necrosis de los mismos. En las hojas aparecen anillos
cloroticos, arabescos e incluso mosaicos. Los frutos presentan manchas redondas de color verdoso
sobre fondo rojo y, en ocasiones, anillos concéntricos.

- Lactuca sativa: La planta de semillero aparece amarillenta, con manchas cloréticas que evolucionan a
necroticas. Estas manchas necrdticas, al crecer, se extienden a toda la lamina foliar, llegando a afectar
al centro y al cuello de la planta que acaban presentando pudriciones. Esta sintomatologia suele
desarrollarse de forma lateral, lo que da a la planta infectada un aspecto asimétrico.

- Apium graveolens: Zonas amarillentas y manchas cloréticas que evolucionan a necréticas en hojas y
tallos. Al crecer la planta, las necrosis se van extendiendo hasta ocupar toda la superficie foliar, los
peciolos y tallos, provocando un menor desarrollo de la planta.

La enfermedad se transmite a través de trips. En Espafia, la difusion de esta enfermedad parece estar

asociada casi exclusivamente a Frankiniella occidentalis Perg., aunque también estan citados como

vectores en otros paises Frankiniella schultzei, F. Fusca, asi como Trips tabaci, T. setosus y Scirtothrips
dorsalis.

METODO DE MUESTREO:
- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
Al ser la muestra asintomatica, no es necesario mirar en lugar alguno para la toma de muestras.

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:

Se realizara una inspeccion visual por la parcela y alrededores buscando sintomas sobre las plantulas.
En caso de detectar sintomas sospechosos debera tomarse muestras representativas en los semilleros.
Sera necesario tomar muestras al menos una vez durante el periodo comprendido entre la primavera y
el otofio (periodo de produccién de plantulas) para su envio al Laboratorio de diagndstico. También se
tomardn muestras de plantas que muestren sintomas. Se recogeré la planta entera, en un porcentaje de
muestreo del 1 por 1000. Es necesario tener en cuenta la importancia de los vectores de estos virus de
horticolas (Frankliniella occcidentalis, Bemisia tabaci). Para ello se recomienda realizar muestreos
aleatorios buscando dichos vectores.

- Condiciones de conservacion y transporte de la muestra:
La muestra sera transportada en una bolsa de plastico con etiquetado, conservandose entre 4 y 8 °C
hasta su llegada al laboratorio (no se debe esperar méas de 24 horas).

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Para realizar el diagnostico se recurrird al método seroldgico, técnica ELISA-DAS, con anti-sueros
comerciales INSV o bien polivalentes INSV+TSWC-L.

En cualquier caso, debe ser el laboratorio de diagndstico el que determine las técnicas a seguir para la
identificacion del organismo sospechoso.

Tomato spotted wilt virus (TSWV)
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Andean potato latent virus (APLV)

(Virus andino latente de la patata)

Fuente: Anne-Sphie Roy (EPPO)

Foto n° 1: Sintomas de mosaico provocados en un cultivar de patata
peruano, por infeccion de Andean potato latent virus (APLV).

Andean potato latent virus (APLV)
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Tymovirus

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Argentina, Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador y Perd.
- Unioén Europea: no existe constancia de su presencia

- Espafia: no existe constancia de su presencia

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

Los sintomas varian dependiendo de la raza del virus, del cultivar de patata y de las condiciones de crecimiento,
desde leves hasta severos mosaicos, con zonas necréticas, rizadas y necrosis en las puntas de las hojas. Las grandes
fluctuaciones de temperatura diarias, y en particular, las condiciones frias, parecen favorecer la expresién de
sintomas. También suelen aparecer sintomas severos en combinacion con otras virosis. Este virus se transmite por
contacto entre plantas, mediante insectos vectores, y a través de los tubérculos y semillas verdaderas.

METODO DE MUESTREO:

Deben vigilarse de forma especial las parcelas, almacenes o centros de expedicion que posean material vegetal
procedente de los paises en los que existe constancia de la presencia de la enfermedad. Si durante las inspecciones
que se llevan a cabo en dichos lugares se observan sintomas que pudieran indicar la presencia de la enfermedad,
deberan tomarse muestras para su envio inmediato al Laboratorio de referencia.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Esta virosis puede ser detectada mediante el uso de plantas indicadoras o por métodos seroldgicos.

En cualquier caso, debe ser el Laboratorio de referencia el que determine las técnicas a seguir para la identificacion
del organismo sospechoso.

Andean potato latent virus (APLV)
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Andean potato mottle virus (APMoV)

(Virus andino del moteado de la patata)

Fuente: www.dpvweb.net

Foto n° 1: Sintomas de APMoV en planta de patata, con deformacién
de hojas y zonas cloroticas irregulares.

Fuente: www.dpvweb.net

Foto n° 2: Necrosis terminal, reaccion primaria provocada
por el virus APMoV sobre patata.

Andean potato mottle virus (APMoV)
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Comovirus

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Brasil, Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador Honduras, Nicaragua y Perd.
- Unioén Europea: no existe constancia de su presencia

- Espafia: no existe constancia de su presencia

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

El virus provoca mosaicos y moteados en la mayoria de los cultivares de patata andinos. Los cultivares sensibles
pueden reaccionar con necrosis terminales, atrofiado y deformacién de hojas. En condiciones de frio, las plantas
pueden desarrollar manchas, enrojecimiento o amarilleo generalizado en hojas.

METODO DE MUESTREO:

Deben vigilarse de forma especial las parcelas, almacenes o centros de expedicion que posean material vegetal
procedente de los paises en los que existe constancia de la presencia de la enfermedad. Si durante las inspecciones
gue se llevan a cabo en dichos lugares se observan sintomas que pudieran indicar la presencia de la enfermedad,
deberan tomarse muestras para su envio inmediato al Laboratorio de referencia.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Esta virosis puede ser detectada mediante el uso de plantas indicadoras o por métodos serologicos.

En cualquier caso, debe ser el Laboratorio de referencia el que determine las técnicas a seguir para la identificacion
del organismo sospechoso.

Andean potato mottle virus (APMoV)
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Potato black ringspot virus (PBRSV)

(Virus de las manchas negras anulares de la patata)

Fuente: www.eppo.org

Foto n° 1: Sintomas avanzados de Potato black ringspot
virus (TBRSV) sobre hojas de patata

Potato black ringspot virus (PBRSV)



Normativa fitosanitaria de la patata 2010

TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Nepovirus

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Perd, y en general, zona andina.
- Unioén Europea: no existe constancia de su presencia

- Espafia: no existe constancia de su presencia

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

Se desarrollan areas amarillas brillantes en los margenes de las hojas medias y altas de las plantas, y gradualmente
se ensanchan para formar grandes manchas. La gran mayoria del follaje puede amarillear, sin llegar a atrofiarse ni
deformarse. Las plantas infectadas inicialmente muestran manchas o anillos necroticos. La dispersion de la
enfermedad puede producirse, a nivel local, por contacto entre plantas y posiblemente por insectos vectores, y a
nivel internacional, por tubérculos o semillas verdaderas.

METODO DE MUESTREO:

Deben vigilarse de forma especial las parcelas, almacenes o centros de expedicion que posean material vegetal
procedente de Perl o zona andina. Si durante las inspecciones que se llevan a cabo en dichos lugares se observan
sintomas que pudieran indicar la presencia de la enfermedad, deberan tomarse muestras para su envio inmediato al
Laboratorio de referencia.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Esta virosis puede ser detectada mediante el uso de plantas indicadoras o por métodos seroldgicos.

En cualquier caso, debe ser el Laboratorio de referencia el que determine las técnicas a seguir para la identificacion
del organismo sospechoso.

Potato black ringspot virus (PBRSV)
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Potato leaf roll virus (PLRV)

(Virus del enrollado de las hojas de la patata)

Fuente: www.uidaho.edu

Foto n° 1: Sintomas de deformacion, amarilleo y curvada de hojas en patata, debidos a
una infeccion de Potato leaf roll virus (PLRV)

Fuente: www.uidaho.edu

Foto n° 2: Seccidn transversal de un tubérculo de patata infectado por Potato leaf roll
virus (PLRV). Puede observarse el tipico sintoma de necrosis en forma de red.

Potato leaf roll virus (PLRV)
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Polerovirus

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum

SITUACION GEOGRAFICA:
No se dispone de datos sobre la localizacion geogréfica de esta enfermedad

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

La apariencia de los sintomas en un cultivo depende de si la contaminacion ha tenido lugar en el mismo afio, o si

proviene de una infeccion del afio anterior:

- Primer afio de infeccion: las hojas de la parte alta de la planta se curvan ligeramente y amarillean. A veces se
observa una pigmentacion puarpura en los bordes de las hojas.

- Infeccién de segundo afio: las hojas de la base estan fuertemente curvadas, algunas veces con un borde malva.
Los entrenudos se acortan, y la planta aparece amarillenta y algunas veces mas pequefia de lo normal.

En los tubérculos de algunas variedades se observan necrosis internas, que adquieren aspecto reticular.

Existen varios afidos vectores de la enfermedad.

METODO DE MUESTREO:

Deben vigilarse de forma especial las parcelas, almacenes o centros de expedicion que posean vegetales procedentes
de los lugares de produccion. Si durante las inspecciones que se llevan a cabo en dichos lugares se observan
sintomas que pudieran indicar la presencia de la enfermedad, deberan tomarse muestras para su envio inmediato al
Laboratorio de referencia.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGO SEP oCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Técnicas segln el Laboratorio de referencia

Potato leaf roll virus (PLRV)
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Potato spindle tuber viroid (PSTVD)

(Viroide de los tubérculos en huso de la patata)

Fuente: Department of a<agricultura, Fisheries and

Forestry.. Australian government

Foto n° 1. Diferencia entre tubérculos infectados por
PSTVd (arriba) y sanos (abajo). Se observa que los
infectados aparecen alargados y cilindricos. Este sintoma
aparece en infecciones muv avanzadas.

Fuente: Department of a<agricultura, Fisheries and Forestry.. Australian government

Foto n° 3: Detalle de los sintomas de PSTVd

oo o en planta de tomate. Se aprecian zonas
Foto n® 2: Sintomas de PSTVd en planta de purpuras y cloréticas, asi como deformacion
tomate. Se aprecian zonas purpuras y de hojas.

cloréticas, asi como deformacién de hojas.

Fuente: Department of a<agricultura, Fisheries and Forestry.. Australian government

Potato spindle tuber viroid (PSTVd)
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Pospiviroid

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Lycopersicon lycopersicum, Capsicum annum, Solanum melongena, Solanum tuberosum, Nicotiana
tabacum y ornamentales de la familia Solanaceae(*).

(*) El género Brugmansia y Solanum jasminoides son los hospedantes de la Comunidad donde se ha detectado el organismo y donde
es necesario aplicar medidas para la produccion y el traslado en la UE.

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Bielorrusia, Rusia, Ucrania, Egipto, Nigeria, Afganistan, China, India,
Argentina, Per(, Costa Rica, Canadd, Estados Unidos, Australia y Nueva Zelanda.

- Unién Europea: limitada distribucién en Polonia y alguna cita en Alemania.

- Espafa: no existe constancia de su presencia.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

Los sintomas son bastante variables, sobre todo si se tiene en cuenta que existen razas suaves y severas.
Las razas no severas causan sintomas poco evidentes. Los sintomas en razas severas dependen mucho
del cultivar infectado y de las condiciones medioambientales, siendo mas evidentes en condiciones de
calor y alta intensidad luminica. En la bibliografia suelen describirse los sintomas para patata y tomate:

- En patatas, los sintomas no suelen ser visibles durante la primera estacion en que sucede la infeccion,
pero se hacen progresivamente mas severos. Las plantas infectadas se atrofian y adquieren una
apariencia anormalmente vertical o erecta. El follaje cambia de color, volviéndose bien méas luminoso
0 bien mas oscuro de lo normal. Las hojas aparecen mas pequefias y deformadas. Los sintomas en
tubérculos son mas evidentes, pero tardan bastante mas en aparecer (s6lo aparecen tras varios ciclos
de infeccion). Estos tubérculos son pequefios y deformados, volviéndose cilindricos y alargados (en

Potato spindle tuber viroid (PSTVd)



Normativa fitosanitaria de la patata 2010

forma de huso). Con frecuencia son puntiagudos y pueden aparecer grietas en tubérculos grandes. Los
“0jos”son con frecuencia mas prominentes y las brotaciones son menores que en tubérculos sanos.

- En tomates, los sintomas tardan bastante tiempo en desarrollarse, y con frecuencia no se hacen
aparentes hasta cuatro o cinco semanas después de producirse la infeccion. Toda la planta se atrofia y
toma un aspecto apretado, debido al acortamiento de los entrenudos. En ocasiones se forman brotes
con forma ahusada. Los sintomas en hojas consisten en coloraciones amarillentas o plrpuras con
deformaciones. Mas adelante se producen necrosis en las venas de las hojas bajas y medias, que
pueden finalmente morir. Las hojas mas jovenes permanecen en la planta, pero quedan reducidas de
tamafio. Las flores abortan con frecuencia y se produce una maduracion erratica. Los frutos se hacen
pequefios y duros y pueden volverse verde oscuros.

METODO DE MUESTREO:
- Lugar a observar en la planta o material vegetal requerido para la muestra:
Al ser la muestra asintomatica, no es necesario mirar en lugar alguno para la toma de muestras.

- Dimensiones y forma de las muestras a recoger:
Se realizara una inspeccion visual por la parcela y alrededores buscando sintomas sobre las plantulas.
En caso de detectar sintomas sospechosos debera tomarse muestras representativas de estos sintomas
y enviarlos al laboratorio. Se recogera la planta entera, en un porcentaje de muestreo del 1 por 1000.

- Condiciones de conservacién y transporte de la muestra:
La muestra sera transportada en una bolsa de plastico con etiquetado, conservandose entre 4 y 8 °C
hasta su llegada al laboratorio (no se debe esperar mas de 24 horas).

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Los métodos mas habituales de deteccidn del patégeno son los testados sobre plantas indicadoras, la
electroforesis de gel de poliacrilamida y los sondeos de acidos nucleicos.

En cualquier caso, debe ser el Laboratorio de referencia el que determine las técnicas a seguir para la
identificacion del organismo sospechoso.

Potato spindle tuber viroid (PSTVd)
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Potato virus T (PVT)
(Virus T de la patata)

TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Grupo: Trichovirus

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum

SITUACION GEOGRAFICA:

- Mundial (excepto UE): Boliviay Pert

- Union Europea: no existe constancia de su presencia
- Espafia: no existe constancia de su presencia

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

La mayoria de las plantas recién infectadas por el virus no presentan sintomas. En algunos cultivares aparecen
ligeras necrosis vasculares y punteado clorético, y en algunos casos, aparecen necrosis mas severas. La dispersion
de la enfermedad puede producirse, a nivel local, por polen y semillas, y a nivel internacional, por tubérculos o
semillas verdaderas.

METODO DE MUESTREO:

Deben vigilarse de forma especial las parcelas, almacenes o centros de expedicion que posean vegetales procedentes
de Bolivia y Pert. Si durante las inspecciones que se llevan a cabo en dichos lugares se observan sintomas que
pudieran indicar la presencia de la enfermedad, deberan tomarse muestras para su envio inmediato al Laboratorio de
referencia.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP oCcT NOV DIC

TECNICAS DE DETECCION:
Esta virosis puede ser detectada mediante el uso de plantas indicadoras o por métodos seroldgicos.

En cualquier caso, debe ser el Laboratorio de referencia el que determine las técnicas a seguir para la identificacion
del organismo sospechoso.

Potato virus T (PVT)
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Variedades A, M, S, V, X e Y no europeas de virus aislados de la patata
(incluidas Yo, Yn e Yc)

Fuente: www.inra.fr
Fuente: www.plantdepommedeterre.ora

Foto n° 1: Mosaicos alternando zonas claras y oscuras
en hoja de patata, motivados por Potato virus A
(PVA).

Foto n° 2: Planta de patata sana (izquierda) y afectada por
Potato virus M (PVM)(derecha).

Fuente: www.plantdepommedeterre.ora

Foto n° 3: Planta de patata sana (izquierda) y afectada por
Potato virus S (PVS)(derecha).

Fuente: www.dpiwe.tas.aov.au

Fuente: www.bats.ch

04" i
Foto n° 4 Planta de patata afectada por Potato virus X (PVX) Foto n° 5: Planta de patata afectada por Potato virus Y (PVY)

Variedades A, M, S, V, X e Y no europeas de virus aislados de la patata (incluidas Y°, Y" e Y©)
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TIPO DE ORGANISMO NOCIVO:
Reino: Virus
Variedades no europeas de los virus PVA, PVM, PVS, PVV, PVXy PVY.

HOSPEDANTES CITADOS EN LA LEGISLACION:
Solanum tuberosum

SITUACION GEOGRAFICA:
Se consideran Unicamente aquellas variedades de los virus sefialados de cuya presencia no existe constancia en la
Unién Europea.

ZONAS PROTEGIDAS (ZONAS ZP):
No existen.

SINTOMAS:

Los sintomas son bastante variables en funcién de la severidad de la raza de cada virus, y del momento de la
infeccién. Los sintomas mas tipicos provocados por estos virus son la aparicién de mosaicos, con zonas cloréticas o
maés oscuras de lo normal, la reduccion del tamafio del tamafio de hojas y bulbos y el atrofiado o deformacion de
hojas. Todo esto revierte en una reduccidn de la produccion. En el caso de PVY, PVA, PVS y PVV, la infeccion
suele producirse con la participacion de vectores, que suelen ser afidos. En PVS, PVM y PVX en cambio, la
infeccién se produce por contacto con material vegetal (bulbos) infectado, o por el uso de herramientas
contaminadas.

METODO DE MUESTREO:

Deben vigilarse de forma especial las parcelas, almacenes o centros de expedicion que posean material vegetal
procedente de Paises Terceros. Si durante las inspecciones que se llevan a cabo en dichos lugares se observan
sintomas que pudieran indicar la presencia de la enfermedad, deberan tomarse muestras para su envio inmediato al
Laboratorio de referencia.

CALENDARIO RECOMENDADO DE MUESTREO:
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JuL AGO SEP ocT NOV DIC

TECNICAS DE IDENTIFICACION:
Técnicas segun el correspondiente Laboratorio de referencia.

Variedades A, M, S, V, X e Y no europeas de virus aislados de la patata (incluidas Y°, Y" e Y©)
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1.- INTRODUCCION

En el presente Manual de Procedimiento se pretende recoger las medidas
que deben adoptarse contra Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(necrosis bacteriana o podredumbre anular) y Ralstonia solanacearum
(marchitamiento bacteriano o podredumbre parda), enfermedades de
cuarentena en patata, con el fin de impedir su aparicién, y en caso de que
aparezcan, determinar su distribucion y combatirlos con el fin de

erradicarlos.

2.- ANTECEDENTES

La Directiva 2000/29/CEE, del Consejo de 8 de mayo, regula las medidas de
proteccion contra la introduccion en la Unién Europea de organismos
nocivos para los vegetales y productos vegetales, y contra su propagacion
en el interior de la misma. Esta Directiva contempla dos bacteriosis de
cuarentena en el cultivo de la patata: Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus (necrosis bacteriana o podredumbre anular) y Ralstonia
solanacearum (marchitamiento bacteriano o podredumbre parda). En la
legislacion espafnola, dicha directiva quedd transpuesta mediante el Real
Decreto 58/2005, de 21 de enero.

Como consecuencia de la aparicidon de algun foco en Espafa de C.
michiganensis ssp. sepedonicus y de R. solanacearum, se establecieron
unos programas de erradicacidon y control para ambos organismos nocivos.
El programa de erradicacion y control para C. michiganensis ssp.
sepedonicus es una adaptacidn a las particularidades espafiolas de la
Directiva 93/85/CEE incorporada a la legislacién espafiola mediante la
Orden Ministerial 22 de marzo de 1994. Para R. solanacearum se adopto el
programa de erradicacidon a través del Real Decreto 1644/1999, de 22 de

octubre, transposicion, a su vez, de la Directiva 98/57/CE.

Debido a la problematica sefialada anteriormente, el Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino propicia la realizacion de un programa

Unico de erradicacion y control, aceptado por todas las Comunidades
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Auténomas implicadas, en base al articulo 15.2 de la Ley 43/2002, de 20 de
noviembre, de Sanidad Vegetal y al Real Decreto 1190/1998 que regula los
programas nacionales de erradicacién o control de organismos nocivos para
los vegetales. En este sentido, en la actualidad existen programas
nacionales de erradicacion y control para C. .michiganensis ssp.

sepedonicus y para R .solanacearum.

En Espafa, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (necrosis bacteriana
o podredumbre anular) se detecté por primera vez en Castilla y Ledn en
1994, concretamente en una plantacion de patata de siembra ubicada en la
provincia de Burgos. Desde entonces han ido apareciendo nuevos focos
localizados, principalmente, en las provincias de Burgos y Palencia, asi
como casos aislados en otras Comunidades Auténomas, tales como Aragon

(ya erradicada), Cantabria, Extremadura, Galicia, La Rioja y Pais Vasco.

En el caso de Ralstonia solanacearum (marchitamiento bacteriano o
podredumbre parda), se describié por primera vez en Espafia en la isla de
La Palma. Desde 1996, hasta la actualidad, se han detectado nuevos focos
muy localizados, en las Comunidades Autéonomas de Canarias, Castilla y
Ledn, Galicia y Pais Vasco. La bacteria también ha sido encontrada en aguas
de cuatro Comunidades Autéonomas (Andalucia, Castilla-Ledn, Castilla-La-

Mancha y Extremadura).

La inspeccion Comunitaria sobre la aplicacién en Espafia de la normativa
fitosanitaria referente al cultivo de la patata, que se llevo a cabo en el afio
2004, puso de manifiesto la necesidad de que los agentes implicados en el
sector tuviesen mayor conocimiento, tanto de esta normativa como de su
forma de aplicacidon. Por ello, en el afo 2005, se realiz6 un Manual de
Procedimiento sobre la aplicacién de la normativa fitosanitaria de la patata,
que recogia toda la normativa aplicable, y explica la forma en que ésta debe
desarrollarse desde el punto de vista practico, detalldndose cada paso

necesario.

Posteriormente, como consecuencia de la Misién de Inspeccién Fitosanitaria

efectuada por la Comision Europea en noviembre de 2005, se puso en
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evidencia la necesidad de profundizar en algunos aspectos del mismo con el
fin de facilitar su comprension e implementacién por parte de las
Comunidades Auténomas, por lo que se realizd una nueva versidon del
Manual que fue aprobada por el Comité Fitosanitario Nacional vy
posteriormente adoptada por las diferentes Comunidades Autéonomas, de

acuerdo con el compromiso existente con los inspectores comunitarios.

En los uUltimos afios, se ha avanzado considerablemente en el conocimiento
de las enfermedades y en los métodos de deteccion e identificacién, asi
como en la experiencia adquirida en el seguimiento y lucha contra los
organismos objeto del presente manual. A raiz de estos cambios, se han
modificado los anexos de la Directiva 93/85/CEE relativa al control de
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus mediante Ila Directiva
2006/56/CE, e incorporados al ordenamiento juridico interno con la Orden
APA/718/2007. En relacién al control de Ralstonia solanacearum regulado
por la Directiva 98/57/CE se ha procedido a modificar sus anexos con la
Directiva 2006/65/CE, incorporada a la legislacién espafola en la Orden
APA/719/2007.

Como consecuencia se considera necesario actualizar el presente manual

para reflejar en él las modificaciones contempladas en la legislacion.

3.- ESTRUCTURA DEL MANUAL

En el presente Manual de procedimiento se pretende establecer un Unico
programa para el seguimiento de las bacteriosis de cuarentena que afectan
al cultivo de la patata, de acuerdo con la legislacién vigente. Para este fin, y
en aras de una mayor comprension, el presente Manual se ha dividido en

dos bloques:

> La primera parte establece el procedimiento general de actuacion oficial,
y recoge toda aquella informacidon necesaria para la correcta aplicacién
de la normativa fitosanitaria. En esta parte se incluyen una serie de
anexos, que tienen por objetivo el facilitar la labor del inspector

fitosanitario. Es necesario resaltar que en algunos de los Anexos se
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muestran modelos administrativos orientativos, en los que se explicita la
minima informaciodn requerida para cada uno de ellos, dejando abierta la
posibilidad de afiadir toda aquella informacién que cada Organismo

competente considere necesaria.

» La segunda parte, incluye los planes de contingencia de los organismos

NOCivoSs.

4.- AMBITO DE APLICACION Y VIGENCIA DEL
PROGRAMA

Las medidas que se describen a continuacién de acuerdo a la legislacién
vigente son de aplicacion en todo el territorio nacional. En tanto la Comision
de las Comunidades Europeas no se pronuncie al respecto, la duracién del
programa se prevé ilimitada. En todo momento y como consecuencia de la
situacion de las enfermedades, el Ministerio de Medio Ambiente y Medio
Rural y Marino podra introducir las modificaciones que se consideren

necesarias o determinar su conclusion.

5.- DEFINICIONES DE INTERES

Campo: Parcela con limites definidos dentro de un lugar de produccién

Declaracion oficial de contaminacioén: Se trata de una resolucion oficial
que confirma la contaminacién por un organismo nocivo en un lugar de
produccién, una vez finalizadas todas las pruebas reglamentarias en un
laboratorio oficial (o bajo supervision oficial), y habiéndose obtenido un
resultado positivo para la presencia del organismo en alguna de las

muestras analizadas.

Extension de la contaminacién: Area de propagacion alcanzada por la

enfermedad a partir de una/s fuente/s primaria/s de contaminacion
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Fuente/s primaria/s de la contaminacion: Lugar/es donde se ha
originado el brote de la enfermedad y desde el/los cual/es se extiende a

otras zonas

Lugar de produccion: Conjunto de campos o parcelas que se encuentran
muy proximos y/o que comparten las mismas técnicas y medios de
produccion. Habitualmente se identifica el campo con la parcela y el lugar
de produccién con la explotacion. No obstante, también pueden constituir
un lugar de producciéon dos o mas explotaciones (o partes de las mismas),

muy cercanas y/o que comparten técnicas y medios de produccion.

“Material vegetal indicado”: Se refiere a los hospedantes principales de
las bacterias Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus y Ralstonia
solanacearum. Segun la legislacion, se trata de las plantas (incluidos los
tubérculos), salvo las semillas verdaderas, de Solanum tuberosum (patata).
En el caso concreto de Ralstonia solanacearum, se consideran también
“material vegetal indicado” las plantas, salvo las semillas y los frutos, de

Lycopersicon lycopersicum (tomate).

Parcela: Superficie continua de terreno geograficamente definida e inscrita

en el Registro catastral a nombre de uno o mas titulares

Probable contaminacion: Posibilidad de que se haya podido extender una

contaminacion debido a alguna de las siguientes situaciones:

» compartir el mismo lote de siembra

» compartir la maquinaria

» contacto con los mismos medios que los vegetales contaminados
(almacenes, vehiculos, etc)

> riego o rociamiento de parcelas con aguas declaradas contaminadas (sélo

en el caso de Ralstonia solanacearum)

Solanaceas silvestres hospedantes (de Ralstonia solanacearum):
Existen varias especies silvestres de la familia Solanaceae, potencialmente

hospedantes de la bacteria Ralstonia solanacearum, como Solanum
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dulcamara, Solanum nigrum, Datura estramonium, etc. No obstante, entre
todas ellas destaca la especie Solanum dulcamara (dulce amarga o
dulcamara). Esta especie suele vivir junto a los cauces fluviales, y
constituye un importante reservorio de bacterias en rios o arroyos cuyas

aguas han sido contaminadas.

Sospecha de contaminacion: Posibilidad de que exista una contaminacion
que esté pendiente de confirmacién oficial. La sospecha de contaminacion

puede ser por:

> observacion visual de sintomas sospechosos
» prueba de inmunofluorescencia (IF) positiva
> informacion de la sospecha facilitada por otro organismo oficial o

particular

Zona delimitada: Se trata de un area que se establece alrededor del lugar
o lugares de produccidon declarados contaminados, teniendo en cuenta el

alcance de la probable contaminacidon que haya sido determinado.

6.- EXAMENES OFICIALES SISTEMATICOS

Para localizar la posible presencia de los organismos nocivos Clavibacter
michiganensis spp. sepedonicus y Ralstonia solanacearum, la legislacidon
establece la realizacion de examenes oficiales sistematicos que se llevan a
cabo sobre el “material vegetal indicado”. También establece que debe
realizarse una evaluacién del riesgo de propagacion de Ralstonia
solanacearum para determinar otras posibles fuentes de contaminacion vy,
en su caso, llevar a cabo los oportunos examenes oficiales sobre otros

|\\

materiales distintos del “material vegetal indicado”.

6.1.- Desarrollo de los examenes oficiales

Los Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma a los

que se hace referencia en el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, relativo
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a las medidas de proteccidén contra la introduccién y difusion, en el territorio
nacional y de la Comunidad Europea, de organismos nocivos para los
vegetales o productos vegetales, asi como para la exportacion y transito
hacia Paises Terceros, y el Organismo competente de la Comunidad
Autonoma de Canarias, llevardn a cabo anualmente examenes oficiales
sistematicos para detectar la posible presencia de los organismos nocivos
objeto de este Manual en el “material vegetal indicado” originario de su
territorio. Estos examenes oficiales deben basarse en la biologia de los
distintos organismos, asi como en los sistemas de produccién concretos que

se utilicen en la Comunidad Auténoma de que se trate.

6.1.1.- EXAMENES OFICIALES ~ SISTEMATICOS  SOBRE  SOLANUM
TUBEROSUM (PATATA)

Los examenes oficiales deben ser planificados en funciéon del destino de las
patatas, debido al diferente riesgo de transmisidn de las enfermedades

citadas que existe para cada tipo de produccién:

> Patatas de multiplicacion (patatas de siembra destinadas a producir
patatas de siembra): El control de este tipo de material es especialmente
importante, pues su contaminacién puede suponer la extensién a gran
escala de alguna de las enfermedades citadas. Por este motivo, debe
analizarse la totalidad de los lotes de patata de multiplicacion en el

almacén, anteriormente a la siembra de las mismas.

> Patatas de siembra (patatas destinadas a producir patatas de consumo):
La contaminacién de este tipo de material también supone un grave
riesgo de dispersion a gran escala de enfermedades, aunque algo menor
que en el caso anterior. Por esta razéon, debe tomarse al menos una
muestra de patatas de cada variedad cultivada por cada agricultor. Dicho
muestreo debe llevarse a cabo al final del ciclo de obtencién de las
patatas de siembra o bien a la entrada en almacén de las mismas, con el
fin de poder realizar los analisis antes de precintar los lotes de patatas
de siembra. Ademas, cuando la toma de muestras se realice en campo,

deben llevarse a cabo inspecciones visuales sobre los vegetales, que en
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caso de deteccidén de sintomas, deben incluir la extraccidon de tubérculos
de las plantas sospechosas, y su posterior corte para detectar posibles
sintomas internos. Cuando la toma de muestras se realice a la entrada
en almacén, debe llevarse a cabo una inspeccion visual que incluya corte

de tubérculos.

> Patatas de siembra procedentes de importaciéon (patatas originarias de
otros Estados de la UE, destinadas a producir patatas de consumo): Para
controlar el riesgo de entrada en el territorio del Estado Espafiol de los
organismos nocivos citados, deben tomarse muestras conforme los
comerciantes de patata comunican las entradas de estos lotes en su
almacén, o bien tomando en cuenta otra informacién de la que se

disponga.

> Patatas de consumo: Aunque el riesgo de dispersion a gran escala de
patdgenos es menor que en los casos anteriores, evidentemente también
es necesario el control de este tipo de material. Para ello, deben
realizarse inspecciones visuales en campo, aproximadamente a la mitad
del ciclo productivo de las patatas de consumo, asi como muestreos en
las variedades mas cultivadas en el territorio de las diferentes
Comunidades Autdénomas, en campo o en almacén, a lo largo de la

segunda mitad del ciclo de cultivo.

La época recomendada para las inspecciones visuales y los muestreos, debe
ser en cada zona, aquella que garantice que existen las maximas

posibilidades de deteccidn de los organismos nocivos citados.

Las muestras tomadas durante los examenes oficiales que se acaban de
describir deben ser enviadas al correspondiente laboratorio de diagndstico.
Los analisis de laboratorio deben realizarse conforme a los métodos

pertinentes establecidos en los Anexos n° 1.a vy 1.b.

En lo que se refiere al nUmero minimo de muestras a tomar en cada
Comunidad Auténoma, éste debe ser establecido en funcion de la superficie

cultivada, estructurandose en base a unos minimos acordes con la media de
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la Unidn Europea. Tomando como referencia la media de muestras
recogidas en la Union Europea, que en el aino 2003 fue de una muestra por
cada 1,8 hectdreas, para patata de siembra, y de una muestra por cada 71
hectareas, para patata de consumo (Fuente: Report of a follow-up mision to
Spain from 07 to 11 june 2004 on plant health in the potato sector -
European Commission), se ha elaborado el cuadro de nimero minimo de

muestreos que se presenta en el Anexo n° 2.

Es necesario destacar que el nUmero de muestras establecido para patatas
de siembra corresponde al numero conjunto de muestras de patatas de
multiplicacion, de siembra y de siembra procedente de importacion. Sobre
la base del nimero minimo de muestras a tomar para patatas de siembra,
cada Comunidad Auténoma debe decidir sobre qué lotes muestrea, para lo
cual debe dar prioridad a los productores de patatas de multiplicacién, y en
especial a los que producen patatas de multiplicacion de las primeras

generaciones (de prebase y de base).

La toma de muestras que se realice en almacén, debe efectuarse sobre una

partida uniforme o lote, con una seleccion representativa de 200 tubérculos.

6.1.2.- EXAMENES OFICIALES SISTEMATICOS SOBRE LYCOPERSICON
LYCOPERSICUM (TOMATE)

Se debe realizar una inspeccion visual, al menos del cultivo en crecimiento,
de plantas destinadas a la replantacién para la utilizacion profesional, con la
finalidad de detectar la posible presencia de la bacteria Ralstonia

solanacearum.

En el caso de detectar sintomas de la presencia de la enfermedad, deben
tomarse muestras para su envio al laboratorio de diagndstico, utilizando

para ello el modelo recogido en el Anexo n° 3.

6.1.3.- EX/\MEN,ES OFICIALES DERIVADOS DE LA EXISTENCIA DE RIESGO
DE PROPAGACION DE RALSTONIA SOLANACEARUM
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Con objeto de determinar otras posibles fuentes de contaminacidon de

|\\

Ralstonia solanacearum para el cultivo del “material vegetal indicado”, los
Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma deben
llevar a cabo una evaluacién de riesgo y, salvo que no se detecte riesgo
alguno de propagacion durante dicha evaluacion, deben efectuar, en las
zonas productoras de dicho material, examenes oficiales orientados

especificamente a la deteccidén de los citados organismos nocivos en:

» Plantas hospedantes distintas del “"material vegetal indicado”, tales como
la berenjena (Solanum melongena), el pimiento (Capsicum annum), el
tabaco (Nicotiana tabacum), y las solanaceas silvestres hospedantes
(ver definiciones de interés).

> Aguas de superficie y residuos liquidos vertidos por las instalaciones
industriales de transformacién o de embalaje (en las que se manipule el

I A\

material indicado), y que se utilicen para regar el “material vegetal
indicado”.

> Otros materiales como el medio de cultivo, suelo, y residuos soélidos
procedentes de las instalaciones industriales de transformacién o

embalaje.

Los examenes oficiales deben ser efectuados, en el caso de las plantas

I\\

hospedantes de los organismos distintas del “material vegetal indicado” y
en el de las aguas, incluidos los residuos liquidos, aplicando métodos
apropiados y, cuando proceda, tomando muestras y sometiéndolas a
analisis de laboratorio oficiales o bajo supervision oficial. Cabe sefialar que
la toma de muestras de aguas, debe realizarse cuando la temperatura de
las mismas sea igual o superior a 15°C. En cualquier caso, los analisis de
laboratorio sobre aguas, deben realizarse conforme a los método

pertinentes establecidos en el Anexo n°1.b.

En el caso de los otros materiales citados, dichos examenes oficiales deben

efectuarse utilizando métodos adecuados.

6.1.4.- ACTAS DE INSPECCION FITOSANITARIA
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Los Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma deben
dejar constancia de la realizacidon de los examenes oficiales a través de las
correspondientes actas de inspeccion fitosanitaria. En los Anexos n° 3.a,
3.b y 3.c se muestran las distintas actas de inspeccién fitosanitaria en
funcion del lugar fisico donde se lleve a cabo el examen oficial (en campo,

en almacén o en instalaciones industriales, respectivamente).

6.2.- Programacion de examenes oficiales vy

notificacion de resultados

Los Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma, a los
que se hace referencia en el Real Decreto 58/2005 de 21 de enero, deben
elaborar anualmente un programa en el que se determine el numero,
origen, clasificacién y calendario de toma de muestras, asi como los
pormenores de los procedimientos de inspeccion, basandose en principios
cientificos y estadisticos soélidos, y en la biologia de los organismos nocivos
objeto de este Manual, teniendo en cuenta los sistemas concretos que se
utilicen en cada Comunidad Auténoma para la produccién del “material
vegetal indicado” y, en su caso, de otras plantas hospedantes de dichos

organismos.

Los detalles y resultados de los examenes oficiales deben notificarse
anualmente al Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino , y
éste, a su vez, a través del cauce correspondiente, a los demas Estados
miembros y a la Comisidon Europea, siguiendo, a tal efecto, las disposiciones
recogidas en el Anexo n° 4. Estas notificaciones se presentaran, a mas
tardar, el 15 de mayo, salvo en el caso de patatas utilizadas para siembra
en la propia explotacién, que se presentaran, a mas tardar, el 15 de agosto.
Los detalles y resultados relativos a los cultivos se referiran a la produccién

del afno anterior.

7.- OBLIGACION DE NOTIFICACION
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Los productores, los almacenes colectivos y los centros de expedicidon del
“material vegetal indicado” deben notificar inmediatamente a los
Organismos Oficiales de las Comunidades Autdénomas en que estén situados
sus parcelas o establecimientos, la aparicidn sospechosa o la presencia
confirmada de alguno de los organismos objeto de este Manual en el

material que produzcan, almacenen o comercialicen.

8.- PLAN DE CONTINGENCIA

La sospecha de la presencia de un foco de Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus o de Ralstonia solanacearum, y en su caso, la confirmacion de
la contaminacion por cualquiera de estas dos bacterias, obligan a tomar una
serie de medidas, con el fin de evitar la extensién de la enfermedad y de
erradicar el foco localizado. Esta serie de medidas reciben el nombre de
Plan de contingencia, y aparecen reflejadas de forma resumida en el

diagrama de flujo que se presenta en el Anexo n° 5.

Por otro lado, y debido a la complejidad de la interpretacion de la legislaciéon
vigente, se ha creido conveniente afiadir unos casos practicos a modo de

ejemplo, que aparecen recogidos en los Anexos n° 14, 15y 16

8.1. - Medidas cautelares a adoptar en caso de

sospecha de contaminacion

Cuando en una Comunidad Autdnoma se tenga sospecha de la presencia de
cualquiera de los organismos nocivos objeto del presente Manual (sospecha
de contaminacién), a través de los examenes oficiales, de las notificaciones
pertinentes, o de cualquier otro medio, deben adoptarse una serie de
medidas cautelares orientadas a confirmar o desmentir la presencia de la
enfermedad y a evitar su extensién mientras se define la situacidon. Estas

medidas son las siguientes:

» Confirmacion o desmentido de la presencia del organismo nocivo en el

foco bajo sospecha.
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» Hasta tanto no se haya confirmado ni desmentido la presencia del
organismo nocivo, prohibicion de la circulacion de las plantas vy
tubérculos de todos los cultivos, lotes o partidas de los que se hayan
tomado las muestras, excepto bajo control oficial, y siempre que se
compruebe que no existe ningun riesgo identificable de propagacién de
los organismos'. En este sentido, en el Anexo n° 6 se adjunta un
modelo de aviso al propietario y/o cultivador de la explotacion o
explotaciones bajo sospecha (“aviso de medidas provisionales”).

- Determinacién de la fuente/s primaria/s de la sospecha de
contaminacion.

- Establecimiento de medidas complementarias adecuadas basadas en
el nivel de riesgo estimado, para evitar cualquier propagacion de los
organismos. Estas medidas podran incluir el control oficial de la
circulacién del resto del “material vegetal indicado” dentro o fuera de
las instalaciones relacionadas con la sospecha de contaminacion.

- Si existe riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado”, o
de las aguas de superficie que procedan o se dirigen a otra
Comunidad Auténoma o Estado Miembro (para el caso de R.
solanacearum), la Comunidad Auténoma en la que se haya observado
el presunto brote debe informar inmediatamente al Ministerio de
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino del nivel de riesgo

identificado, para que éste a su vez informe a los Estados Miembros

! El objeto de esta medida, recogida en el Articulo 4 (2) (ii) (a) de la Directiva del Consejo 93/85/CEE y
de la Directiva del Consejo 98/57/CE, es prevenir la dispersion de la contaminacion desde el lote
“sospechoso”, mientras esta en espera de los resultados finales del laboratorio. Por lo tanto, el agricultor
no debe tener permiso para hacer manejo alguno con el lote “sospechoso”, excepto bajo control oficial.
En este sentido, sélo se pueden contemplar excepciones, siempre que los Organismos Oficiales de
control estimen que no hay riesgo de dispersion de la contaminacion, para movimientos tales como el
traslado del material a los laboratorios para su analisis o para su almacenamiento en condiciones de
mayor seguridad, asi como los movimientos resultantes de considerar el lote como “contaminado” antes
de que el resultado haya sido confirmado finalmente por los analisis del laboratorio (teniendo presente la
posibilidad de obtener un resultado final negativo del laboratorio, y sus posibles consecuencias legales).
En ningln caso, y bajo ningln concepto, debe permitirse el movimiento del lote “sospechoso” bajo la

consideracion de “material probablemente contaminado”.
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afectados. Las Comunidades Auténomas a las que se informe

aplicaran las medidas preventivas que se consideren oportunas.

Para la consecucion de estos objetivos, los representantes de los Servicios
de Sanidad Vegetal y de Certificacién de Patatas deben realizar una visita a
la explotacién o explotaciones bajo sospecha, con el fin llevar a cabo los

siguientes cometidos:

> Obtener tanta informacién como sea posible, incluyendo la historia del
cultivo, el o los origenes de la semilla, cualquier uso compartido de la
maquinaria y detalles de cualquier movimiento de patatas en la
explotacion.

» Localizar los cultivos cercanos de patata.

» Realizar un muestreo completo de todas las existencias de patata en la
explotacién, y si se considera oportuno, de aguas y de solanaceas
silvestres hospedantes. Las muestras que sean recogidas durante los
muestreos indicados deben ser analizadas en laboratorios oficiales o
bajo supervision oficial, con el fin confirmar o desmentir la presencia de
los organismos. Los citados andlisis de laboratorio deberan realizarse
conforme a los métodos pertinentes establecidos en los Anexos n° 1.a
y 1.b, y de acuerdo con los criterios citados en el Anexo n©° 7.

» Preparar un informe detallado de la visita.

Con posterioridad a la visita a la explotaciéon o explotaciones bajo sospecha,
debe concertarse una reunién de seguimiento, en la que podran participar,
segun la organizacion de la Comunidad Auténoma, el organismo de Sanidad
Vegetal, el laboratorio de diagndstico y el servicio de certificacién de patata

correspondiente. Los puntos a tratar deben ser los siguientes:

1. Discusién del informe de la visita a la explotacién o explotaciones bajo
sospecha de contaminacion
Recomendaciones para la ejecucion de procedimientos de control:
Recomendaciones sobre los recursos requeridos

4. Asignacién de las siguientes responsabilidades:
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> Determinacién de lugares que dispongan de métodos oficialmente
autorizados para la eliminacion de residuos.

> Localizacion en planos de los cultivos de patata cercanos

> Obtencion de un listado de las explotaciones con relacién clonal
con las patatas sospechosas

> Obtencion de un listado de explotaciones con patata de siembra
que haya estado en contacto con las patatas bajo sospecha

> Obtencion de un listado de las explotaciones que hayan empleado
maquinaria en comun con la explotacién bajo sospecha

> Obtencion de un listado de las explotaciones que empleen aguas
del mismo origen

> Obtencion de un listado de los lotes de tubérculos trasladados
desde la explotacion y de los lotes con los cuales es posible que

hayan tenido contacto

5. Informe al Director General de la Comunidad Auténoma y al Ministerio

de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino.

8.2.- Confirmacion del diagndstico

Si la presencia de cualquiera de los dos organismos nocivos, Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus o Ralstonia solanacearum, en una muestra
tomada en cumplimiento de la Legislacion vigente, fuera confirmada
mediante andlisis de laboratorios oficiales o bajo supervision oficial, los
Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma deberan

adoptar las siguientes medidas:
a) En el caso del "material vegetal indicado”:

1. Se emprendera una investigacion para determinar la extension y la
fuente o fuentes primarias de la contaminacién, con arreglo a las
disposiciones del Anexo n° 8 efectuando nuevos analisis de

laboratorio oficiales o bajo supervisién oficial, como minimo, en todas
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las existencias de patata de siembra relacionadas de forma clonal con
las muestras cuyo diagndstico positivo ha sido confirmado.

2. Se declararan contaminados la partida o el lote del “material vegetal
indicado” de los que se haya tomado la muestra, asi como la
maquinaria, vehiculos, almacenes, y cualesquiera otros objetos
(incluido el material de embalaje) que hayan estado en contacto con
el mismo. Asimismo, se declarardn contaminados, en su caso, el
lugar o lugares de produccién en los que se haya cosechado el
“material vegetal indicado”, de los que proceda la muestra.

3. Se determinard, con arreglo a las disposiciones del Anexo n° 9.a, el
alcance de la contaminacion que probablemente se haya producido
por contactos anteriores o posteriores a la cosecha, por nexos de la
produccidon, riego o por relaciones clonales con la contaminacion
declarada.

4, Se delimitara una zona en funcibn de la declaracién de
contaminacion, del alcance de la contaminacidn probable y, con
arreglo a las disposiciones del Anexo n° 9.b, de la posible

propagacién de los organismos nocivos.

b) En el caso de los cultivos de plantas hospedantes de Ralstonia
solanacearum distintas del “material vegetal indicado”, tales como la
berenjena (Solanum melongena), el pimiento (Capsicum annum), el
tabaco (Nicotiana tabacum), y las solanaceas silvestres hospedantes, en

los que se haya identificado un riesgo para la produccién de este ultimo:

1. Se emprendera una investigacién para determinar la extension y
la fuente o fuentes primarias de la contaminacion, efectuando (si
procede) analisis de laboratorio oficiales o bajo supervision oficial.

2. Se declararan contaminadas las plantas de las que se hayan
tomado muestras, y los andlisis hayan arrojado un resultado
positivo.

3. Con respecto al “material vegetal indicado”, se determinara el
alcance de la contaminacién probable, y se establecera una Zona
delimitada conforme a lo explicado en los puntos 3 y 4 del

apartado a).
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c) En el caso de las aguas de superficie (incluidos los vertidos de residuos
liquidos procedentes de instalaciones industriales de transformacion o
envasado en las que se manipule el “*material vegetal indicado”) y en el
de las solanaceas silvestres hospedantes de Ralstonia solanacearum, en
las que por causa del riego o rociamiento, se haya identificado un riesgo

para la produccién del “material vegetal indicado”:

1. Se emprendera una investigacion para determinar la extension de
la contaminacion, realizando en los momentos oportunos un
examen oficial de muestras de las aguas de superficie, y en su
caso, de las solanaceas silvestres hospedantes del organismo.

2. Se declararan, en la medida que sea pertinente, contaminadas las
aguas de superficie de las que se hayan tomado muestras.

3. Se determinara el alcance de la contaminacidon probable, y se
delimitara una zona en funcion de la declaracién de
contaminacién, y con arreglo a las disposiciones del Anexo n°

9.b, de la posible propagacion de los organismos nocivos.

Las Comunidades Autéonomas notificardan inmediatamente al Ministerio de
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, y éste a su vez, a través del cauce
correspondiente a los otros Estados Miembros y a la Comisidon Europea,
cualquier caso de contaminacion declarada. La notificacién referida incluira

los datos que se detallan en el Anexo n®° 9.c.

Cuando el Estado Espafiol sea mencionado en la notificacion de
contaminacidon confirmada por otros Estados miembros, las autoridades
competentes de la/s Comunidad/s Autonoma/s implicadas deberan declarar
la contaminacion, determinar el alcance de la probable contaminacion, y
establecer una Zona delimitada acorde a lo ya mencionado en los parrafos

anteriores.

El Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino debe registrar las
explotaciones, los almacenes colectivos y los centros de explotacion

afectados.
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8.3.- Notificacion al Sector

La autoridad competente en Sanidad Vegetal de las diferentes Comunidades
Auténomas debe informar puntualmente (utilizando los métodos que estime
adecuados) a las personas y entidades implicadas en la produccidon de
patatas, de la aparicion en su territorio de cualquier brote infeccioso
provocado por alguno de los organismos nocivos citados. En este sentido,
en los Anexos n° 10.a y 10.b, se adjuntan ejemplos de boletines de
prensa, que pueden ser utilizados para los casos de aparicion confirmada de
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus y Ralstonia solanacearum

respectivamente.

8.4.- Medidas fitosanitarias a adoptar sobre el

material contaminado

Cuando exista material, vegetal o no, que haya sido declarado
contaminado, los Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad

Auténoma deberan adoptar las siguientes medidas:

- Cuando se trate de “material vegetal indicado” declarado contaminado
(de acuerdo al punto 2 de la letra a) del apartado 8.2), prohibir su
plantacion y someterlo a alguna de las medidas recogidas en el Anexo
n° 11.a.

- Cuando se trate de “material vegetal indicado” considerado
probablemente contaminado (de acuerdo al punto 3 de la letra a), al
punto 3 de la letra b) y al punto 3 de la letra c) del apartado 8.2),
prohibir su plantacién y someterlo a alguna de las medidas recogidas en
el Anexo n° 11.b.

- Cuando se trate de maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades

de éstos, y cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje,
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declarados contaminados (con arreglo al punto 2 de la letra a) del
apartado 8.2) o considerados probablemente contaminados (con arreglo
al punto 3 de la letra a) del apartado 8.2), seran destruidos o
descontaminados, aplicando métodos apropiados conformes a lo
expuesto en los Anexos n° 11.a y 11.b. Tras su descontaminacion,
todos estos objetos dejaran de considerarse contaminados.

- En la zona delimitada (con arreglo al punto 4 de la letra a) y al punto 3
de la letra c) del apartado 8.2), sin perjuicio de las medidas sefaladas
con anterioridad, se aplicaran una serie de medidas acordes con lo
dispuesto en el Anexo n° 11.c (si el organismo que ha causado la
contaminacion es Clavibacter michiganenesis ssp. sepedonicus) y con el

Anexo n° 11.d (si se trata de Ralstonia solanacearum).

Las medidas fitosanitarias, ordenadas por los Organismos oficiales
responsables de cada Comunidad Auténoma, deben ser llevadas a cabo por
el propietario del material afectado, bajo control oficial, para lo cual seran
comunicadas al mismo mediante un “aviso de medidas para prevenir la
enfermedad” (ver modelo en Anexo n° 12 ). En el caso de que los
afectados no ejecuten, en tiempo y forma, dichas medidas, la Comunidad
Autéonoma correspondiente procedera a ejecutarlas, con sus propios medios
o empleando servicios ajenos, cargando los gastos correspondientes a los
interesados, cuyo importe podrd ser exigido por via de apremio, con

independencia de las sanciones a que hubiere lugar.

Las Comunidades Autéonomas notificaran, anualmente, los detalles de las
medidas adoptadas sobre el material contaminado, al Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino, y éste a su vez, a través del cauce

correspondiente a los otros Estados Miembros y a la Comisién Europea.

8.5.- Medidas aplicables para evitar la contaminacion

mediante patata de siembra
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Las patatas de siembra deben reunir los requisitos contemplados en el Real
Decreto 58/2005 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 de los organismos nocivos
objeto del presente Manual, en analisis oficiales u oficialmente supervisados
en los que se haya utilizado el método pertinente de los recogidos en los

Anexos n° 1.ay 1.b.

Los analisis mencionados deben ser realizados de acuerdo a los siguientes

criterios:

» Cuando se haya confirmado la presencia de alguno de los organismos
nocivos objeto del presente Manual en la produccion propia de patata de
siembra, se debe analizar:

- el material propagado anteriormente, incluida la seleccién clonal
inicial y, sistematicamente, los clones de patatas de siembra de
base, o

- cuando se haya demostrado que no existe relacién clonal, el material
propagado anteriormente, incluida la seleccién clonal inicial, o todos

los clones de patatas de siembra de base.

> En el resto de casos, se debe analizar:
- muestras representativas del material propagado anteriormente o de
las patatas de siembra de base o cada una de las plantas de la

seleccion clonal inicial.

9.- PROHIBICIONES

Se prohibe la conservacion y manipulacion de los organismos nocivos objeto

del presente Manual.

10.- EXCEPCIONES CON FINES CIENTIFICOS

Sin perjuicio de las disposiciones del Real Decreto 58/2005, se podran

autorizar excepciones a lo dispuesto en el apartado 8 del presente Manual,
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de conformidad con las normas establecidas para la realizacidon de pruebas
e investigaciones cientificas o de estudios en materia de seleccién de
variedades en el Real Decreto 401/1996, de 1 de marzo, y en el Real
Decreto 39/1998, de 16 enero, por los que se establecen las condiciones
para la introduccidn en el territorio nacional de determinados organismos
nocivos, vegetales, productos vegetales y otros objetos, con fines de

ensayo, cientificos y para la actividad de seleccion de variedades.

11.- MEDIDAS ADICIONALES

Los Organismos oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma
podran adoptar las medidas complementarias o mas estrictas que sean
necesarias para combatir los organismos nocivos objeto del presente
Manual o impedir su propagacién, siempre que tales medidas se ajusten a

las disposiciones del Real Decreto 58/2005.

Las Comunidades Autdénomas notificaran los detalles de las medidas
adicionales adoptadas, al Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y
Marino, y éste a su vez, a través del cauce correspondiente a los otros

Estados Miembros y a la Comision Europea.

12.- INDEMNIZACIONES

Se aplicara el sistema de indemnizaciones previsto en el articulo 18 del Real
Decreto 1190/1998, de 12 de junio, por el que se regulan los programas
nacionales de erradicacidén o control de organismos nocivos de los vegetales

aun no establecidos en el territorio nacional.

No recibiran indemnizacion, ni los gastos ocasionados ni el material
destruido en aplicacién de una medida oficial, cuando el propietario de los
vegetales o productos vegetales afectados haya incumplido la normativa
vigente y, especialmente, lo determinado en el Real Decreto 58/2005, de 21
de enero, relativo a las medidas de proteccién contra la introduccién vy

difusién en el territorio nacional y de la Uniéon Europea de organismos
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nocivos para los vegetales o productos vegetales, asi como para la

exportacion y transito hacia Paises Terceros.

En el caso de que el afectado por la contaminacion de un lote suministrado
por un productor, almacenista u operador que hubiera incumplido lo
determinado en la legislacion vigente, percibiera indemnizacion por parte de
cualquiera de estos sujetos, y por parte de la Administracidon, reembolsara a

la Administracion la indemnizacién percibida.

El Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, dentro de los
limites establecidos por los créditos disponibles para estos fines, participara,
con cargo a sus presupuestos, en la cuantia del 50 % de los gastos

ocasionados en la ejecucién del programa.
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ANEXO N° 1.A: METODO DE DIAGNOSTICO,
DETECCION E IDENTIFICACION DE LA NECROSIS
BACTERIANA, CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SSP.
SEPEDONICUS

AMBITO DE APLICACION DEL METODO

El método expuesto describe diversos procedimientos relacionados con:

i) el diagndstico de la necrosis bacteriana en tubérculos y plantas de patata,
ii) la deteccién de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus en
muestras de tubérculos y plantas de patata,

iii) la identificacion de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (C. m.

subsp. sepedonicus).

PRINCIPIOS GENERALES

Los apéndices recogen protocolos optimizados para los distintos métodos,
reactivos validados y datos relativos a la preparacién de los materiales
utilizados en las pruebas y de los materiales de control. El apéndice 1
incluye una lista de los laboratorios que participaron en la optimizacion y la

validacién de los protocolos.

Dado que los protocolos entrafian la deteccion de un organismo sujeto a
cuarentena e incluiran la utilizacién de cultivos viables de C. m. subsp.
sepedonicus como materiales de control, serd necesario ejecutar los
procedimientos en las condiciones de cuarentena apropiadas con las
instalaciones necesarias para el desecho de los residuos y contando con los
permisos pertinentes emitidos por las autoridades oficiales responsables de

la cuarentena fitosanitaria.
Los parametros de prueba deben garantizar la deteccion coherente y
reproducible de los niveles de C. m. subsp. sepedonicus en los limites

fijados por los métodos seleccionados.

Es esencial una preparacion precisa de los controles positivos.
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El hecho de ejecutar las pruebas de acuerdo con los limites exigidos implica
también la utilizacién de los ajustes correctos, el mantenimiento y la
calibracion del equipo, una cuidadosa manipulacién y conservacion de los
reactivos, y la aplicacion de todas las medidas destinadas a evitar la
contaminacion entre las muestras, como, por ejemplo, la separacion de los
controles positivos de las muestras de prueba. Se deben aplicar normas
relativas al control de la calidad con el fin de evitar errores administrativos
y de otro tipo, especialmente por lo que se refiere al etiquetado y la

documentacion.

Toda aparicidon sospechosa, entrafia un resultado positivo en las pruebas de
diagndstico o de seleccidn realizadas con una muestra tal como se

especifica en los diagramas de flujo.

Si en la primera prueba de seleccion (IF o PCR/FISH) se obtiene un
resultado positivo, puede sospecharse la contaminacién con C. m. subsp.
sepedonicus y se debe efectuar una segunda prueba de seleccion. Si el
resultado de la segunda prueba de seleccidon es positivo, la sospecha se
confirma (aparicién sospechosa) y las pruebas deben proseguir de acuerdo
con el método. En el caso de que el resultado de la segunda prueba de
seleccidn sea negativo, la muestra no se considerara contaminada con C. m.

subsp. sepedonicus.

Por tanto, los resultados positivos de una prueba IF, se definen mediante
una lectura positiva en una prueba IF confirmada por una segunda prueba
de seleccion (PCR/FISH).

La presencia confirmada requiere el aislamiento y la identificacion de un
cultivo puro de C. m. subsp. sepedonicus con confirmacién de su

patogenicidad.
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1. PRESENTACION EN DIAGRAMAS DE FLUJO

1.1 Método de deteccion para el diagnostico de la
necrosis bacteriana en tubérculos y plantas de patata
que presentan sintomas de necrosis bacteriana

Este protocolo de analisis estd destinado a los tubérculos y plantas de
patata que muestran sintomas tipicos o sospechosos de necrosis bacteriana.
Incluye una prueba de seleccion rapida, el aislamiento del patdgeno del
tejido vascular infectado en un medio de diagnéstico y, en caso de resultado

positivo, la identificacidn del cultivo como C. m. subsp. Sepedonicus.

. . 1
sospechosos de la necrosis bacteriana ™'

%P—[ PRUEBAS DE DIAGNOSTICO RAPIDO ¥

[ PRUEBA BASICA DE AISLAMIENTO |

[ Colonias con morfologia tipica “

C.me. subsp. sepedonicus no detectado
‘ — Muestra no infectada por
Com. subsp. sepedonicus

{ Tubérculo(s) o planta(s) de patata con sintomas ‘

| Purificar mediante cultivo |

PRUEBAS DE IDENTIFICACION © ] PRUEBA DE PATOGENIDAD ™

Ambas prucbas confirman cultive puro
como Conr. subsp. sepedonicis

‘ ) Muestra no infectada por
NO Com. subsp. sepedonicus

Muestra infectada por
Can. subsp. sepedonicus

(1). El punto 2 recoge una descripcién de los sintomas.
(2). Se consideran adecuadas las pruebas siguientes:
-la prueba IF (punto 4),
-la prueba PCR (punto 5), -la prueba FISH (punto 6).
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(3). Aunque el aislamiento de patégeno a partir de material vegetal con
sintomas tipicos mediante dilucién de placas es sencillo, el
aislamiento puede fallar en estados avanzados de infeccion, las
bacterias saprofitas que crecen en el tejido enfermo pueden
enmascarar o inhibir el patégeno en el medio de aislamiento. Se
recomienda, por tanto, utilizar medios selectivos y no selectivos,
preferiblemente MTNA (punto 8) o la prueba de bioensayo (punto 7).

(4). El punto 8 recoge una descripcién de la morfologia tipica de las
colonias.

(5). Si los resultados de la prueba de aislamiento son negativos, pero los
sintomas de la enfermedad son los tipicos, debera repetirse el
aislamiento.

(6). La identificacién fiable de un cultivo puro de C.m. subsp.sepedonicus
se consigue utilizando las pruebas que se enumeran en el punto 9.

(7). En el punto 10 se describe la prueba de patogenicidad.

1.2 Método de deteccion e identificacion de
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus en
muestras de tubérculos de patata asintomaticos

Este protocolo de andlisis se destina a la deteccién de infecciones latentes
en tubérculos de patata asintomaticos mediante al menos dos pruebas de
seleccidn basadas en distintos principios bioldégicos que, de ser positivas,
deberdn complementarse con el aislamiento del patégeno; en caso de
aislamiento de colonias tipicas, se procede a continuacién a la identificacion
de un cultivo puro como C. m. subsp. sepedonicus. El hecho de obtener
resultados positivos sdlo en una de las pruebas no es suficiente para
considerar la muestra sospechosa. Las pruebas de seleccion y aislamiento
deben permitir limites de deteccién de 103 a 104 células por ml de
precipitado resuspendido, incluidos como controles positivos en cada serie

de pruebas.
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l Muestra de tubérculos de patata ! J
|
[ Bettracciin ¥ concentracién del patigeno ]
|
[ PRUEBAS BASICAS DE SELECCION ™ 1

Frueba IF “*prieba PCR test ®ipreha FISH

I
[ Primera prucha de seleccién © ]

Com. subsp. sepedomions no detectada
Muestra no infectada por
Com. subsp. sepedomicus

MNegativa

l Pasitiva

I
[ Segunda prucha de seleccién & -

1 .. mubsp, sepedonicus not detectad
Megativa sample not infected by

Com. subsp. sepedericas

PFasitiva

[ Ajslamiento selective ! y bisensaye & ]

[ Caolonias con morfelogia tipica ™ -

Come, subsp. sepedoricns ne detectada
Muestra no infectada por
Com. subsp. sepedomic us

[ Purificar mediante cultiva ]

PRUEBA DE IBENTIFICACION }_<’E>; PRUERA DE PATOGENIDAD 12 ‘

Ambas pruebas confirman cultivo pure como
Cm. subap, sepedonicns

Musestra no infectada per ]
O subsp. sepedonicns

Muestra infectada por
Com. subsp. sepedonicas

(1) El tamano normal de la muestra es de 200 tubérculos, aunque el
procedimiento puede adaptarse para muestras con menos tubérculos
en el caso de que no se disponga de 200.

(2) Los métodos de extraccidon y concentracion del patégeno se describen
en el punto 3.1.

(3) En el caso de que al menos dos de las pruebas basadas en principios
bioldgicos diferentes proporcionen resultados positivos, habra de
procederse al aislamiento y la confirmacion. Debe realizarse como
minimo una prueba de seleccion. Cuando el resultado de esta prueba
sea negativo, la muestra se considerara negativa. En el caso de que

el resultado de esta prueba sea positivo, sera necesario realizar dos o
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(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

mas pruebas de seleccién basadas en principios bioldgicos diferentes
con el fin de verificar el primer resultado positivo. Si la segunda
prueba o el resto de las pruebas proporcionan resultados negativos,
la muestra se considerara negativa y no sera necesario llevar a cabo
mas pruebas.

Prueba de inmunofluorescencia (IF}. Para la prueba de seleccion IF
debe utilizarse siempre un anticuerpo policional, los anticuerpos
monoclonales adicionales pueden proporcionar una mayor
especificidad (véase el punto 4).

Prueba PCR. Deben utilizarse reactivos vy protocolos PCR
convenientemente validados (véase el punto 6).

Prueba FISH. Deben utilizarse reactivos vy protocolos
convenientemente validados (véase el punto 5).

Aislamiento selectivo. Con el medio MTNA o el medio NCP-88 y una
dilucion al 1/100 del precipitado resuspendido, es en muchos casos
un método adecuado para el aislamiento directo de C. m. subsp.
sepedonicus. Entre 3 y 10dias después de la siembra selectiva
pueden obtenerse colonias tipicas. Posteriormente se puede purificar
e identificar el patégeno. Para poder aprovechar plenamente el
potencial de la prueba, es necesario preparar con cuidado las cufias
de la parte basal a fin de evitar que otras bacterias secundarias
asociadas al tubérculo de la patata, que compitan con C. m. subsp.
sepedonicus en el medio, puedan afectar al desarrollo del patdgeno.
Si la prueba de la siembra selectiva no resulta efectiva, se debera
proceder al aislamiento a partir de las plantas utilizadas para el
bioensayo (véase el punto 8).

La prueba de bioensayo se utiliza para el aislamiento de C. m. subsp.
sepedonicus a partir de precipitado de extracto de patatas mediante
el enriquecimiento selectivo de la bacteria en berenjenas (Solanum
melongena). Exige que las condiciones de incubacién sean o6ptimas,
segun se especifican en este método. Es muy probable que las
bacterias inhibidoras de C. m. subsp. sepedonicus en los medios
MTNA o NCP-88 no interfieran en esta prueba (véase el punto 7).

En el punto 8 se describe la morfologia tipica de las colonias.
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(10)

(11)

(12)

Los cultivos o bioensayos pueden fallar debido a la competencia de
las bacterias saprofitas o a la inhibicién provocada por las mismas. En
el caso de que se obtengan resultados positivos en las pruebas de
seleccion pero negativos en las de aislamiento, se deberan repetir las
pruebas de aislamiento a partir del mismo precipitado o utilizando
ademas tejido vascular de la parte basal de tubérculos cortados de la
misma muestra y, si fuese necesario, con otras muestras.

La identificacion fiable de cultivos puros supuestamente de C. m.
subsp. sepedonicus se consigue utilizando las pruebas que se
describen en el punto 9.

En el punto 10 se describe la prueba de patogenicidad.

1.3 Método de deteccion e identificacion de
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus en
muestras de plantas de patata asintomaticas

[ Muestra de segmentos del tallo ! ‘

[ Extraccion y concentracién del patogeno % ]

PRUEBAS BASICAS DE SELECCION ¥ )
Aislamiento selectivo “/prueba IF /prueba PCR “/prueba FISH
Prueba auxiliar opeinal: bioensayo @

Colonias con morgologia tipica  después T : i N
e T'odas las pruchas negativas
del aislamiento
I
C.m. subsp. sepedonicus no detectada
Muestra no infectada por
C.mi. subsp. sepedonicus

‘ Purificar mediante subcultivo ‘

PRUEBAS DE INDENTIFICACION }_<>_‘ PRUEBA DE PATOGENICIDAD 'V
|

C.m. subsp. sepedonicus

NO Muestra no infectada por
’ ) C.mi. subsp. sepedonicus

{ Muestra infectada por ‘

‘ Ambas pruebas confirman cultivo puro como J

C.mi. subsp. sepedonicus
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(1)

(2)

(3)

(4)

(5)
(6)
(7)
(8)
(9)

(10)

(11)

Véase el punto 3.2 para obtener informacidn sobre los tamafos
recomendados de la muestra.

Los métodos de extraccion y concentracion del patdgeno se describen
.en el punto 3.2.

En el caso de que al menos dos de las pruebas basadas en principios
bioldgicos diferentes proporcionen resultados positivos, habra de
procederse al aislamiento y la confirmacion. Debe realizarse como
minimo una prueba de seleccién. Cuando el resultado de la prueba
sea negativo, la muestra se considerara negativa. En el caso de que
el resultado de esta prueba sea positivo, sera necesario realizar dos o
mas pruebas de seleccién basadas en principios bioldgicos diferentes
con el fin de verificar el primer resultado positivo. Si la segunda
prueba o el resto de las pruebas proporcionan resultados negativos,
la muestra se considerara negativa y no sera necesario llevar a cabo
mas pruebas.

En el punto 8 se describe la prueba de aislamiento selectivo y la
morfologia tipica de las colonias.

En el punto 4 se describe la prueba IF.

En el punto 6 se describe la prueba PCR.

En el punto 5 se describe la prueba FISH.

En el punto 7 se describe la prueba de bioensayo.

Los cultivos o bioensayos pueden fallar debido a la competencia de
las bacterias saprofitas o a la inhibicién provocada por las mismas. En
el caso de que se obtengan resultados positivos en las pruebas de
seleccidn pero negativos en las de aislamiento, se deberan repetir las
pruebas de aislamiento y, si fuese necesario, efectuar pruebas con
otras muestras.

La identificacion fiable de cultivos puros supuestamente de C. m.
subsp. sepedonicus se consigue utilizando las pruebas que se
describen en el punto 9.

En el punto 10 se describe la prueba de patogenicidad.
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2. EXAMEN VISUAL PARA DETECTAR SINTOMAS DE
NECROSIS BACTERIANA

2.1 Plantas de patata

En las condiciones climaticas europeas, los sinto-mas se presentan rara vez
en el campo y con frecuencia sélo al final de la temporada. Por otra parte,
€n numerosos casos, otras enfermedades, la senescencia o los dafhos
mecanicos enmascaran los sintomas o se confunden con ellos. Por tanto,
puede ser facil pasar por alto los sintomas en las inspecciones de campo.
Los sintomas de marchitamiento son muy distintos de los de la
podredumbre parda; el marchitamiento es normalmente un proceso lento y
se limita en principio a los bordes de las hojas. El crecimiento de las hojas
jovenes infectadas no suele detenerse, aunque sea mas lento en las zonas
infectadas. Esto hace que las hojas tengan formas extrafas. Las hojas
afectadas por el bloqueo de los tejidos vasculares de la parte baja del tallo
desarrollan con frecuencia zonas intenerviales cloréticas amarillas o
anaranjadas. Los foliolos, hojas e incluso tallos infectados pueden llegar a
morir. Con frecuencia las hojas y tubérculos muestran simplemente un
tamafo reducido. En algunos casos las plantas se atrofian. Se pueden
consultar fotografias en color de algunos de estos sintomas en el sitio web:

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

2.2 Tubérculos de patata

Los primeros sintomas consisten en un ligero aspecto vitreo o traslicido del
tejido, sin ablandamiento, en torno al sistema vascular, en especial cerca de
la parte basal. La corona vascular de la parte basal puede tener un color
ligeramente mas oscuro de lo normal. El primer sintoma claramente
detectable consiste en que la corona vascular adquiere una coloracion
amarillenta y al comprimir suavemente el tubérculo emergen de los vasos
unos exudados de aspecto lechoso. Dicho exudado contiene millones de
bacterias. Se puede producir el oscurecimiento del tejido vascular y los
sintomas que presentan los tubérculos en esta fase son similares a los de la
podredumbre parda provocada por Ralstonia solanacearum. Al principio,

estos sintomas pueden limitarse a una parte de la corona, no
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necesariamente cerca de la parte basal, y pueden extenderse

posteriormente a la totalidad de la corona.

A medida que la infeccidon progresa, se produce destruccion de tejido
vascular; la zona cortical externa puede separarse de la zona cortical
interna. En las fases avanzadas de la infeccidon, se producen grietas en la
superficie del tubérculo, que suelen tener un color pardo rojizo en los
bordes. Recientemente se han producido varios casos en Europa en los que
la zona cortical central se ha podrido al mismo tiempo que la corona
vascular provocando una invasion secundaria con oquedades y necrosis

interna.

Los sintomas pueden verse enmascarados por una invasidn secundaria
fungica o bacteriana que puede hacer dificil, o incluso imposible, diferenciar
los sintomas de necrosis bacteriana avanzada de otras necrosis de los
tubérculos. Pueden presentarse sintomas atipicos. Se pueden consultar
fotografias en color de algunos de estos sintomas en el sitio web:

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

3. PREPARACION DE LA MUESTRA

3.1 Tubérculos de patata

> El tamano normal de la muestra es de 200 tubérculos por ensayo. Para
realizar un muestreo mas intensivo es preciso llevar a cabo mas pruebas
con muestras de este tamano. El hecho de disponer de un ndmero
mayor de tubérculos en la muestra puede provocar la inhibiciéon o
dificultar la interpretacion de los resultados. No obstante, el
procedimiento puede adaptarse convenientemente a muestras formadas
por un numero menor de tubérculos en el caso de que no se disponga de
200.

> La validacion de todos los métodos de deteccion descritos mas adelante
se basa en los ensayos realizados con muestras de 200 tubérculos.

> El extracto de patata descrito a continuacién puede emplearse también
para la deteccidon de la bacteria de la podredumbre parda de la patata,

Ralstonia solanacearum.
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Pretratamiento opcional previo a la preparacion de la muestra: Lavar los
tubérculos. Utilizar desinfectantes (cuando se vaya a efectuar la prueba
PCR, la desinfeccién con compuestos de cloro puede interferir en la
extraccion de ADN del patdgeno) y detergentes adecuados para cada
muestra. Secar los tubérculos al aire. Este procedimiento de lavado resulta
particularmente atil (aunque no necesario) en el caso de muestras con
exceso de tierra y cuando se vaya a efectuar una prueba PCR o0 un

procedimiento de aislamiento directo.

3.1.1 Quitar la epidermis de la parte basal de cada tubérculo con un bisturi
o un cuchillo limpio y desinfectado, de modo que el tejido vascular quede a
la vista. Extraer cuidadosamente una pequefa cufia de tejido vascular de la
parte basal y el minimo volumen posible de tejido no vascular.

Véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Nota: Retirar los tubérculos que presenten sintomas sospechosos de
necrosis bacteriana y analizarlos separadamente. En el caso de que se
observen sintomas sospe-chosos de necrosis bacteriana durante Ia
extraccion de la cufia de la parte basal, deberd realizarse una inspeccion
visual del tubérculo una vez cortado a la altura de la parte basal. Todo
tubérculo cortado que presente sintomas sospechosos debera suberizarse a
temperatura ambiente durante dos dias y almacenarse en cuarentena (a
una temperatura de entre 4 y 10 °C) hasta que concluyan todos los

ensayos.

3.1.2 Introducir las cufias de la parte basal en recipientes desechables que
no hayan sido utilizados previamente y que puedan cerrarse y/o sellarse (en
el caso de que estos recipientes vayan a volver a utilizarse deberan
limpiarse y desinfectarse concienzudamente con compuestos de cloro).
Preferiblemente, las cufias deben procesarse inmediatamente. Si esto no
fuese posible, deberan almacenarse en el recipiente, sin tampén, vy
conservarse por un periodo maximo de 72 horas refrigeradas o de 24 horas

a temperatura ambiente. El secado y la suberizacién de las cufas, asi como
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el crecimiento de saprofitos durante el almacenamiento, pueden dificultar la

deteccidn de la bacteria causante de la necrosis bacteriana.

3.1.3 Procesar las cufias basales por uno de los métodos siguientes:

a) bien afadir la solucién de tampdén de extraccién (apéndice 3) en
cantidad suficiente para que cubra las cuinas (aproximadamente 40 ml) y
agitar en un agitador rotatorio (50-100 rpm) durante 4 horas a una
temperatura inferior a 24 °C o durante 16 a 24 horas si estan

refrigeradas;

b) bien homogeneizar las cufas con solucién de tampdén de extraccion
(apéndice 3) en cantidad suficiente (aproximadamente 40 ml), ya sea
mediante una trituradora (por ejemplo, Waring o Ultra Thurax) o
machacandolas en una bolsa de maceracion desechable sellada (por
ejemplo, bolsas resistentes Stomacher o Bioreba de polietileno de 150
mm x 250 mm, esterilizadas por radiacion) utilizando un mazo de

caucho o un aparato triturador adecuado (por ejemplo, Homex).

Nota: El riesgo de contaminacion cruzada de las muestras es alto cuando
éstas se homogeneizan mediante una trituradora. Se debe actuar con
precaucién para evitar la generacidn de aerosoles o el vertido durante el
proceso de extraccion. Es preciso asegurarse de que se esterilizan las
cuchillas de la trituradora y los recipientes que vayan a utilizarse para cada
muestra. Si se va a realizar la prueba PCR, es preciso evitar que existan
restos de ADN en los recipientes o el aparato triturador. Cuando se vaya a
efectuar la prueba PCR se recomienda la trituracién en bolsas desechables y

la utilizacion de tubos desechables.

3.1.4 Decantar el sobrenadante. Si presenta un aspecto excesivamente
turbio, clarificarlo centrifu-gandolo a baja velocidad (a 180 g como maximo,
durante 10 minutos, a una temperatura entre 4 y 10 °C) o mediante
filtracidon al vacio (40-100 um), lavando el filtro con solucién adicional (10

ml) de tampdn de extraccién (apéndice 3).
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3.1.5 Concentrar la fraccion bacteriana mediante centrifugacién a 7.000 g
durante 15 minutos (o a 10.000 g durante 10 minutos) a una temperatura

entre 4 y 10 °C y descartar el sobrenadante sin perturbar el precipitado.

3.1.6 Resuspender el precipitado en un 1,5 ml de tampén de precipitado
(apéndice 3). Utilizar 500 pl para la prueba de C. m. subsp. sepedonicus,
500 ul para Ralstonia solanacearum y 500 ul a efectos de referencia. Afadir
glicerol estéril en una concentracién final de 10-25 % (v/v) a los 500 ul de
la alicuota de referencia y a la alicuota restante de cada prueba,
homogeneizar por agitacién y guardar a una temperatura entre - 16 y - 24
°C (semanas) o entre — 68 y — 86 ° C (meses). Mantener las alicuotas de la
prueba a una temperatura comprendida entre 4 y 10 °C durante los

€nsayos.

No es recomendable congelar y descongelar el extracto en repetidas
ocasiones. Si fuese preciso transportar el extracto, es conveniente
asegurarse de que la entrega se efectla en una caja refrigerada en el plazo
de 24 a 48 horas.

3.1.7 Es imprescindible que todos los controles y muestras positivas de C.
m. subsp. sepedonicus se procesen por separado, a fin de evitar la
contaminacidon. Esto se aplica a las preparaciones para IF y a todas las

pruebas.

3.2 Plantas de patata

Nota: Para la deteccion de poblaciones latentes de C. m. subsp.
sepedonicus se recomienda efectuar las pruebas con muestras mixtas. El
procedimiento se puede adaptar convenientemente para muestras mixtas
de hasta 200 partes de tallos (los estudios deberan basarse en una muestra
representativa desde el punto de vista estadistico de la poblacion vegetal

gue se someta a investigacién).

3.2.1 Extraer una seccién de 1 a 2 cm de la base de cada tallo, justo por
encima del nivel del suelo, utilizando un cuchillo o tijeras de podar limpios y

desinfectados. Desinfectar ligeramente las secciones de tallo con etanol al
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70 % vy secar inmediatamente con un pafuelo de papel. Introducir las
secciones de tallo en un recipiente estéril cerrado de acuerdo con los

siguientes procedimientos de muestreo:

3.2.2 Procesar las secciones de tallo mediante uno de los métodos

siguientes:

a) bien afadir la solucion de tampdn de extraccién (apéndice 3) en
cantidad suficiente para que cubra las secciones (aproximadamente 40
ml) y agitar en un agitador rotatorio (50-100 rpm) durante 4 horas a
una temperatura inferior a 24 °C o durante 16 a 24 horas si estan

refrigeradas;

b) o bien procesar inmediatamente triturando las secciones en una bolsa de
maceracion resistente (p. ej. Stomacher o Bioreba) con una cantidad
adecuada de tampdn de extraccién (apéndice 3) utilizando para ello un
mazo de caucho o un aparato triturador adecuado (p. ej. Homex). Si
esto no es posible, almacenar las secciones de tallo refrigeradas durante
72 horas como maximo o a temperatura ambiente durante 24 horas

como maximo.

3.2.3 Decantar el sobrenadante tras haberlo dejado reposar durante 15

minutos.

3.2.4 Normalmente no es necesario clarificar mas el extracto ni la
concentracion de la fraccién bacteriana, pero esto se puede lograr mediante
la filtracion y/o la centrifugacién, tal como se describe en los puntos 3.1.4 a
3.1.6.

3.2.5 Dividir el extracto puro o concentrado de la muestra en dos partes
iguales. Mantener una de las partes a 4-10 °C durante los ensayos y
almacenar la parte restante, tras haber afiadido glicerol estéril al 10-25 %
(v/v), a una temperatura comprendida entre - 16 y - 24 °C (semanas) o
entre - 68 y - 86 °C (meses) en el caso de que sea necesario realizar

nuevas pruebas.
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4. PRUEBA IF

Principio:
La utilizaciéon de la prueba IF como principal prueba de seleccion esta

recomendada por su solidez demostrada para alcanzar los limites exigidos.

Cuando se utilice la prueba IF como principal prueba de seleccion y ésta
proporcione resultados positivos, deberan realizarse las pruebas PCR o FISH
como segunda prueba de seleccién. Cuando se utilice la prueba IF como
segunda prueba de seleccién y ésta proporcione resultados positivos, sera
preciso realizar las pruebas establecidas en el diagrama de flujo para

completar el analisis.

Nota: Cuando se utilice la prueba IF como principal prueba de seleccion,
debera utilizarse siempre un anticuerpo policlonal. En el caso de resultados
IF positivos con un anticuerpo policlonal, la seleccion posterior de la
muestra con un anticuerpo monoclonal puede proporcionar una mayor

especificidad pero ser menos sensible.

Conviene utilizar anticuerpos frente a la cepa de referencia de C. m. subsp.
sepedonicus. Se recomienda determinar el titulo para cada nuevo lote de
anticuerpos. El titulo se define como la dilucidn superior en la que se
produce la reaccidon éptima cuando se realiza la prueba con una suspension
gue contiene entre 105 y 106 células por ml de la cepa homdloga de C. m.
subsp. sepedonicus y se utiliza una dilucién apropiada del conjugado de
isotiocianato de fluoresceina (FITC), segun las recomen- daciones del

fabricante.

Los anticuerpos policlonales o monoclonales crudos deberian tener un titulo
IF de al menos 1:2000. Durante las pruebas, los anticuerpos deberian
utilizarse en diluciones de trabajo (DT) préximas o iguales al titulo. Utilizar
anticuerpos validados.

Véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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La prueba deberia realizarse con extractos de muestras que se acaben de
preparar. Si fuese necesario, puede efectuarse también con extractos
almacenados a una temperatura comprendida entre - 68 y - 86 °C en
glicerol. El glicerol puede separarse de la muestra mediante la adicion de 1
ml de tampon de precipitado (apéndice 4), la recentrifugacion durante 15
minutos a 7.000 g y la resuspension en el mismo volumen de tampdn de
precipitado. Normalmente esto no es necesario, especialmente si las

muestras se fijan al portaobjetos flameandolas (véase el punto 2.2).

Preparar otros portaobjetos con controles positivos de la cepa homdloga o
de cualquier otra cepa de referencia de C. m. subsp. sepedonicus,
suspendida en extracto de patata, tal como se especifica en el apéndice 2 v,

opcionalmente, en tampon.

De ser posible, deberan utilizarse tejidos infectados de forma natural
(conservados mediante liofilizacién o con- gelacion a temperaturas
comprendidas entre -16 y - 24 °C) como control similar, en el mismo

portaobjetos.

Como controles negativos, utilizar alicuotas de extractos de muestra que

previamente hayan proporcionado resultados negativos en la prueba.

Utilizar portaobjetos de pocillos multiples, de preferencia con 10 pocillos de
6 mm de didmetro como minimo. Procesar el material de control de la

misma manera que la muestra o muestras.

4.1 Preparar los portaobjetos segin uno de los
procedimientos siguientes:

i) Para precipitados con una cantidad relativamente pequefia de
sedimento de almiddn:
Verter con una pipeta un volumen determinado (15 pl es suficiente
para pocillos de 6 mm de diametro; aumentar el volumen si el
diametro es mayor) de una dilucién al 1/100 del precipitado de patata
resuspendido en el primer pocillo. Posteriormente, verter un volumen

similar de precipitado sin diluir (1/1) en los demas pocillos de la fila.
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La otra fila puede utilizarse como duplicado o para una segunda

muestra, tal como se indica en la figura 1.

i) Para otros precipitados:
Preparar diluciones decimales (1/10 y 1/100) del precipitado
resuspendido en el tampon de precipitado. Verter con una pipeta un
volumen determinado (15 pl es suficiente para pocillos de 6 mm de
didametro; aumentar el volumen si el didmetro es mayor) del
precipitado resuspendido y de cada dilucion en una de las filas de
pocillos. La otra fila puede utilizarse como duplicado o para una

segunda muestra, tal como se indica en la figura 2.

4.2 Dejar secar las gotitas a temperatura ambiente o
calentandolas a una temperatura comprendida entre
40 y 45 °C.

Fijar las células bacterianas al portaobjetos calen-tandolo (15 minutos a 60
°C), flameandolo, mediante etanol al 95 %, o de acuerdo con las
instrucciones especificas de los proveedores de los anticuerpos. De ser
necesario, los portaobjetos fijados pueden almacenarse congelados en una
caja seca durante el minimo tiempo posible (hasta un maximo de tres

meses) antes de realizar nuevas pruebas.

4.3 Procedimiento IF:

i) si el portaobjetos se ha preparado segun el inciso i) del punto 4.1:
Preparar un conjunto de diluciones a 1/2 del anticuerpo en el tampoén IF. El
primer pocillo deberd tener 1/2 del titulo (T/2) y el resto 1/4 del titulo
(T/4), 1/2 del titulo (T/2), el titulo (T) y dos veces el titulo (2T),

i) si el portaobjetos se ha preparado segun el inciso ii) del punto 4.1:

Preparar la dilucién de trabajo (DT) del anticuerpo en tampdn IF. La dilucién

de trabajo afecta a la especificidad.
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Figura 1. Preparacion del portaobjetos de acuerdo con el punto 4.1, inciso

i), y el punto 4.3, inciso i)

Diluciones del precipitado resuspendido

1100 1M1 1M MM 1M [0 Dilucidn del precipitado
resuspendido

(T = titulo) T/2 T/4 T/2 T 2T 0 Diluciones a 1/2 del
antisuero/anticuerpo

Muestra 1

© 000 0
Duplicado de muestra 1 0
muestra 2 .5 .? .3 .9 .10

Figura 2. Preparacion del portaobjetos de acuerdo con el punto 4.1, inciso
i), y el punto 4.3, inciso ii)

Dilucién de trabajo cel antisuero/anticuerpo

1M 110 1/100 Nada Nada [ Dilucion decimal del
precipitado resuspendido

Muestra 1

© 0.0 0 0
Duplicado de muestra 1 o
muestra 2 .6 .? .3 .9 .10

4.3.1 Colocar los portaobjetos en papel humedecido. Cubrir completamente
cada pocillo con la dilucion o diluciones del anticuerpo. El volumen del
anticuerpo aplicado en cada pocillo debe ser equivalente al menos al del

extracto aplicado.

A falta de instrucciones especificas de los proveedores de anticuerpos,

debera seguirse el procedimiento siguiente:

4.3.2 Tapar los portaobjetos y dejar incubar sobre papel humedecido

durante 30 minutos a temperatura ambiente (18 a 25 °C).

4.3.3 Sacudir las gotitas de cada portaobjetos y enjuagar cuidadosamente
con tampon IF. Lavar por inmersion durante 5 minutos en tampdn IF-Tween
(apéndice 3) y repetir la operacion durante 5 minutos en tampdn IF. Deben

evitarse los aerosoles o la transferencia de gotitas que puedan provocar la
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contaminacion cruzada. Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad

secandolos ligeramente.

4.3.4 Colocar los portaobjetos en papel humedecido. Cubrir los pocillos 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

anticuerpo aplicado.

4.3.5 Tapar los portaobjetos y dejar incubar sobre papel humedecido

durante 30 minutos a temperatura ambiente (18 a 25 °C).

4.3.6 Sacudir las gotitas de conjugado del portaobjetos. Enjuagar y lavar

como antes (punto 4.3.3). Retirar con cuidado el exceso de humedad.

4.3.7 Verter con una pipeta de 5 a 10 pl de tampdn fosfato glicerol de 0,1
M (véase el apéndice 3) o una solucion comercial similar que proteja la

fluorescencia (anti-fading) en cada pocillo y tapar.

4.4 Lectura de la prueba IF:

4.4.1 Examinar los portaobjetos en un microscopio epifluorescente con
filtros adecuados para que se produzca la excitacion del FITC, con aceite o
agua de inmersién y a 500-1.000 aumentos. Recorrer los pocillos a lo largo
de dos didmetros perpendiculares entre si y alrededor del perimetro. En el
caso de muestras que no presenten células o sélo un pequeifio numero de

ellas es preciso observar como minimo 40 campos microscépicos.

En primer lugar, comprobar el control positivo. Las células deben ser
fluorescentes brillantes y estar completamente tefiidas al titulo de
anticuerpos determinado o la dilucion de trabajo. La prueba IF (punto 4)

debe repetirse si la tincién no es correcta.

4.4.2 Comprobar si hay células fluorescentes brillantes con la morfologia
caracteristica de C. m. subsp. sepedonicus en los pocillos de los

portaobjetos.

Anexo n° 1.a Pag. 19 de 59



Manual de Procedimiento 2010

Véase el sitio web:

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

La intensidad de la fluorescencia debe ser equivalente a la de la cepa de
control positivo a la misma dilucién del anticuerpo o mejor que ésta.
Deberan descartarse las células que presenten una tincidon incompleta o

cuya fluorescencia sea escasa.

En el caso que se sospeche cualquier posible contaminacion, debera
repetirse la prueba. Esto puede ocurrir cuando todos los portaobjetos de un
lote presenten células positivas debido a la contaminacién del tampdén o
cuando se encuentren células positivas (fuera de los pocillos) en la

superficie del portaobjetos.

4.4.3 Existen varios problemas inherentes a la especificidad de la prueba de
inmunofluorescencia. En los precipitados de cufias basales y secciones de
tallo de patata pueden aparecer poblaciones de base de células
fluorescentes de morfologia atipica y bacterias saprofitas con reaccion
cruzada cuyo tamano y morfologia sean similares a los de C. m. subsp

sepedonicus.

4.4.4 Solo deben considerarse las células fluorescentes con tamano y
morfologia tipicos, al titulo o la diluciéon de trabajo de los anticuerpos, al
igual que en el punto 4.3.

4.4.5 Interpretacion de los resultados de la prueba IF:

i) si se encuentran células fluorescentes brillantes con morfologia
caracteristica, calcular el nimero medio de células tipicas por campo
microscopico y el niumero de células tipicas por ml de precipitado
resuspendido (apéndice 4). La prueba IF es positiva para las
muestras que presenten al menos 5 x 103 células tipicas por ml de
precipitado resuspendido. La muestra se considera potencialmente

contaminada y es necesario realizar nuevas pruebas,
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i) la prueba IF es negativa para las muestras que presenten menos de
5 x 103 células por ml de precipitado resuspendido y la muestra se

considera negativa. No es necesario realizar nuevas pruebas.

5. PRUEBA FISH

Principio: Cuando se utilice la prueba FISH como primera prueba de
seleccion y ésta proporcione resultados positivos, debera realizarse la
prueba IF como segunda prueba obligatoria de seleccion. Cuando se utilice
la prueba FISH como segunda prueba de seleccién y ésta proporcione
resultados positivos, serd preciso realizar las pruebas establecidas en el

diagrama de flujo para completar el diagnéstico.

Nota: Utilizar oligosondas especificas para C. m. subsp. sepedonicus
validadas (apéndice 7). Las pruebas preliminares realizadas con este
método deberan permitir la deteccién reproducible de al menos 103-104
células de C. m. subsp. sepedonicus por ml afiadidas a los extractos de

muestras que previamente proporcionaron resultados negativos.

El procedimiento siguiente deberia llevarse a cabo, a ser posible, con
extracto de muestra que se acabe de preparar, pero también puede
realizarse con extracto de muestra que se haya almacenado en glicerol a

una temperatura comprendida entre - 16 y — 24 °C o0 entre - 68 y - 86 °C.

Como controles negativos, deben utilizarse alicuotas de extracto de muestra
que previamente haya arrojado resultados negativos para C. m. subsp.

sepedonicus.

Como controles positivos, deben prepararse suspensiones que contengan de
105 a 106 células por ml de C. m. subsp. sepedonicus (por ejemplo, la cepa
NCPPB 4053, o PD 406) en tampdn fosfato de concentracion 0,01 M de un
cultivo de 3 a 5 dias (para la preparacion véase el apéndice 2). Preparar en
otro portaobjetos controles positivos de la cepa homodloga o de cualquier
otra cepa de referencia de C. m. subsp. sepedonicus, suspendida en

extracto de patata, tal como se especifica en el apéndice 2.
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El uso de una oligosonda eubacteriana marcada con FITC ofrece un control
para el proceso de hibridacién, ya que tefird todas las eubacterias que

estén presentes en la muestra.

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

muestras.

5.1 Fijacion del extracto de patata El protocolo
siguiente se basa en Wullings et al., (1998):

5.1.1 Preparar la solucién de fijacion (véase el apéndice 7).

5.1.2 Verter 100 pl de cada extracto de muestra en un tubo eppendorf y

centrifugar durante 8 minutos a 7 000 g.

5.1.3 Quitar el sobrenadante y disolver el precipitado en 500 pl de solucion
fijadora preparada con menos de 24 horas de antelacion. Agitar e incubar

de un dia para otro a 4 °C.

El etanol al 96 % constituye una solucion fijadora alternativa. Para
utilizarlo, disolver el precipitado a partir del paso 5.1.2. en 50 ul de tampoén
fosfato de concentraciéon 0,01 M y 50 ul de etanol al 96 %. Agitar la mezcla

e incubar a 4 °C durante 30 a 60 minutos.

5.1.4 Centrifugar durante 8 minutos a 7 000 g, quitar el sobrenadante y
resuspender el precipitado en 75 pl de tampdn fosfato de concentracién

0,01 M (véase el apéndice 3).

5.1.5 Colocar 16 ul de las suspensiones fijadas en un portaobjetos multiple
limpio, tal como muestra la figura 3. Aplicar 2 muestras diferentes por
portaobjetos sin diluir y utilizar 10 pl para realizar una dilucién al 1:100 (en
tampon fosfato de concentracion 0,01 M). La solucién de la muestra
restante (49 ul) puede almacenarse a - 20 °C tras la adicion de 1 volumen
de etanol al 96 %. En el caso de que sea necesario repetir la prueba FISH,
separar el etanol mediante centrifugacién y afadir un volumen equivalente

de tampodn fosfato de concentracidon 0,01 M (mezclar mediante agitacién).
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Figura 3
Distribucion del portacbjetos para la prueba FISH
Muestra 1 Nada Nada Nada Muestra 2
pocillo 1 pocillo 2 pocillo 3 pocillo 4 pocillo 5
Muestra 1 Nada Nada Nada Muestra 2
pocillo 6 pocillo 7 pocillo 8 pocillo 9 pocillo 10
Cubreobjetos 1 Cubreobjetos 2

5.1.6 Secar los portaobjetos al aire (o con secador de portaobjetos a 37 °C)
y fijarlos flameandolos.

El procedimiento puede interrumpirse en esta fase, pudiéndose proseguir
con la hibridaciéon al dia siguiente. Los portaobjetos deben almacenarse

secos Yy sin polvo a temperatura ambiente.

5.2 Prehibridacion e hibridacion

5.2.1 Preparar una solucion de lisozima que contenga 10 mg de lisozima
(Sigma L-6876) en 10 ml de tampdén (100 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH
8,0). Esta solucién puede almacenarse pero soOlo debe congelarse y
descongelarse una vez. Cubrir todas las muestras bien con
aproximadamente 50 pl de solucién de lisozima e incubar durante 10
minutos a temperatura ambiente. Sumergir los portaobjetos en agua

desmineralizada una Unica vez y secar con papel de filtro.

Alternativamente, en lugar de lisozima, anadir 50 ul de 40-400 pg ml-1 de
proteinasa K en tampdén (20 mM Tris-HCI, 2 mM CaCl2, pH 7,4) en cada
pocillo e incubar a 37 °C durante 30 minutos.

5.2.2 Deshidratar las células en series de etanol escalonadas al 50 %, 80 %
y 96 % durante 1 minuto cada una. Secar las preparaciones en un

portaobjetos.
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5.2.3 Preparar una camara de incubacién humeda recubriendo el fondo de
una caja hermética con un panuelo de papel o papel de filtro empapado en
1x hybmix (apéndice 7). Preincubar la caja en el horno de hibridacién a 55

°C durante 10 minutos como minimo.

5.2.4 Preparar la soluciéon de hibridaciéon (apéndice 7) con 45 ul por

portaobjeto, y preincubar durante 5 minutos a 55 °C.

5.2.5 Colocar los portaobjetos en una placa caliente a 45 °C y aplicar 10 pl
de solucién de hibridacion en cada uno de los 4 pocillos del (o de los)

portaobjetos.

5.2.6 Aplicar 2 cubreobjetos (24 x 24 mm) a cada portaobjeto evitando la
entrada de aire. Colocar los portaobjetos en la cédmara humeda
precalentada y dejar que se produzca la hibridacién de un dia para otro a 55

°C en la oscuridad.

5.2.7 Preparar 3 vasos de precipitado que contengan 1 | de agua ultrapura,
11 de 1x hybmix (334 ml 3x hybmix y 666 ml de agua ultrapura) y 1 | de
1/2x hybmix (167 ml 3x hybmix y 833 ml de agua ultrapura). Preincubarlos

al bafo maria a 55 °C.

5.2.8 Quitar los cubreobjetos de los portaobjetos y colocar los portaobjetos

en un soporte.

5.2.9 Lavar el exceso de sonda mediante incubacion durante 15 minutos en

el vaso de precipitado con 1x hybmix a 55 °C.

5.2.10 Transferir el portaobjetos a una solucién de lavado de hybmix al 1/2

e incubar durante otros 15 minutos.

5.2.11 Sumergir las preparaciones brevemente en agua ultrapura vy
colocarlas en papel de filtro. Eliminar el exceso de humedad cubriendo la
superficie con cuidado con papel de filtro. Verter de 5 a 10 ul de solucién de

montaje protectora de la fluorescencia (p. ej. Vectashield, Vecta
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Laboratories, CA, USA o equivalente) en cada pocillo y aplicar un

cubreobjetos grande (24 x 60 mm) sobre la totalidad de los portaobjetos.

5.3 Lectura de la prueba FISH:

5.3.1 Los portaobjetos deben examinarse inmedia-tamente utilizando un
microscopio epifluorescente a 630 o

1.000 aumentos con aceite de inmersion. Con un filtro adecuado para
isotiocianato de fluoresceina (FITC) las células eubacterianas (incluidas la
mayoria de las células gramnegativas) de la muestra aparecen tefidas de
verde fluorescente. Utilizando un filtro para tetrametilrodamina-5-
isotiocianato, las células de C. m. subsp. sepedonicus marcadas con Cy3
aparecen tefiidas de rojo fluorescente. Comparar la morfologia de las
células con la de los controles positivos. Las células deben ser fluorescentes

brillantes y estar completamente tefidas.

Debe repetirse la prueba FISH (punto 9.4) si la tincidn es aberrante.
Recorrer los pocillos a lo largo de dos diametros perpendiculares entre si y
alrededor del perimetro. En el caso de muestras que no presenten células o
s6lo un pequefio nimero de ellas es preciso observar como minimo 40

campos microscopicos.

5.3.2 Comprobar si hay células fluorescentes brillantes con la morfologia
caracteristica de C. m. subsp. sepedonicus en los pocillos de los
portaobjetos.

Véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

La intensidad de la fluorescencia debe ser mejor que la de la cepa de
control positivo o equivalente a la misma. Deberan descartarse las células

gue presenten una tincion incompleta o cuya fluorescencia sea escasa.

5.3.3 En el caso que se sospeche cualquier posible contaminacion, debera
repetirse la prueba. Esto puede ocurrir cuando todos los portaobjetos de un
lote presenten células positivas debido a la contaminacién del tampdén o
cuando se encuentren células positivas (fuera de los pocillos) en la

superficie del portaobjetos.
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5.3.4 Existen varios problemas inherentes a la especificidad de la prueba
FISH. En los precipitados de cufas basales y secciones de tallo de patata
pueden aparecer poblaciones de base de células fluorescentes de morfologia
atipica y bacterias saprofitas con reaccidon cruzada cuyo tamafio y
morfologia sean similares a los de C. m. subsp. sepedonicus, aunque con

mucha menor frecuencia que en la prueba IF.

5.3.5 Deben tenerse en cuenta Unicamente las células fluorescentes de

tamafio y morfologia tipicos (véase el punto 5.3.2).

5.3.6 Interpretacion de los resultados de la prueba FISH:

i) se obtendran resultados validos en la prueba FISH siempre que en
todos los controles positivos y en ninguno de los controles negativos
se observen células tefiidas de verde fluorescente brillante, cuyo
tamafio y morfologia sean los tipicos de las de C. m. subsp.
sepedonicus, cuando se utilice el filtro FITC, y células tefiidas de rojo
fluorescente brillante cuando se utilice el filtro de rodamina. Si se
encuentran células fluorescentes brillantes con morfologia
caracteristica, calcular el nimero medio de células tipicas por campo
microscopico y el niumero de células tipicas por ml de precipitado
resuspendido (apéndice 4). Las muestras que presenten al menos 5
x 103 células tipicas por ml de precipitado resuspendido se
consideraran potencialmente contaminadas y serd preciso realizar
nuevas pruebas. Las muestras que presenten menos de 5 x 103
células tipicas por ml de precipitado resuspendido se consideraran

negativas,

i) los resultados de la prueba FISH seran negativos cuando, utilizando
el filtro de rodamina, no se observen células tefiidas de rojo
fluorescente brillante con un tamafio y morfologia tipicos de C. m.
subsp. sepedonicus, siempre que se observen células tefidas de rojo
fluorescente brillante tipicas en las preparaciones de control positivo

cuando se utilice el filtro de rodamina.
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6. PRUEBA PCR

Principio: Cuando se utilice la prueba PCR como principal prueba de
seleccion y ésta proporcione resultados positivos, debera realizarse la
prueba IF como segunda prueba obligatoria de seleccién. Cuando se utilice
la prueba PCR como segunda prueba de seleccion y ésta proporcione
resultados positivos, serd preciso realizar las pruebas establecidas en el

diagrama de flujo para completar el diagnéstico.

La plena explotacion de este método como principal método de seleccion
sOlo se recomienda en el caso de que se hayan adquirido conocimientos

especializados del mismo.

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este método deberan
permitir la deteccion reproducible de 103 a 104 células de C. m. subsp.
sepedonicus por ml afiadidas a los extractos de muestras que previamente
proporcionaron resultados negativos. Puede ser necesario llevar a cabo
experimentos de optimizacion para lograr niveles maximos de sensibilidad y

especificidad en todos los laboratorios.

Deben utilizarse reactivos y protocolos PCR validados. Seleccionar

preferiblemente un método con control interno.

Tomar las precauciones necesarias para evitar la contaminaciéon de la
muestra con el ADN buscado. La prueba PCR deben llevarla a cabo técnicos
experimentados en laboratorios especializados en biologia molecular, con el
fin de reducir al maximo la posibilidad de contaminacién con el ADN

buscado.
Como prueba final del procedimiento siempre deben efectuarse controles
negativos (extraccién de ADN y PCR) que dejen constancia de que no se ha

producido arrastre de ADN.

En la prueba PCR deben incluirse los siguientes controles negativos:

Anexo n© 1.a Pag. 27 de 59



Manual de Procedimiento 2010

» Extracto de la muestra que previamente haya proporcionado resultados
negativos para C. m. subsp. sepedonicus,

> Controles de tampdn utilizados para extraer la bacteria y el ADN de la
muestra,

> Mezcla para la reaccidn PCR. Deben incluirse los siguientes controles
positivos:

> Alicuotas de los precipitados resuspendidos a los que se haya afiadido C.
m. subsp. sepedonicus (para la preparacién, véase el apéndice 2),

> Una suspensién de 106 células por ml de C. m. subsp. sepedonicus en
agua de un aislado virulento (por ejemplo, NCPPB 2140 o NCPPB 4053),

> Siempre que sea posible, utilizar también ADN extraido de las muestras

de control positivas en la prueba PCR.

Para evitar toda posible contaminacion, preparar los controles positivos en

un entorno distinto al de las muestras que se vayan a someter a prueba.

Los extractos de muestras deben estar, en la medida de lo posible, libres de
tierra. En determinados casos puede ser recomendable preparar las
extracciones a partir de patatas lavadas cuando vayan a utilizarse

protocolos PCR.

6.1 Métodos de purificacion del ADN

Utilizar muestras de control positivas y negativas, como se indica mas
arriba.

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

Para la purificacion del ADN buscado a partir de sustratos de muestras
complejas, existen diversos métodos que eliminan los inhibidores de PCR vy
otras reacciones enzimaticas y concentran el ADN buscado en el extracto de
la muestra. El siguiente método ha sido optimizado para su utilizacién con

el método PCR validado que figura en el apéndice 6.

6.1.a) Método de Pastrik (2000):
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1. Verter con una pipeta 220 ul de tampdn de lisis (100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA [pH 8,0]) en un tubo eppendorf de 1,5 ml.

2. Afadir 100 pl de extracto de muestra y colocar en un calentador o al

bafio maria a 95 °C durante 10 minutos.

3. Colocar el tubo en hielo durante 5 minutos.

4. Anadir 80 pl de solucion madre de lisozima (50 mg de lisozima por ml en
10 mM Tris HCI, pH 8,0) e incubar a 37 °C durante 30 minutos.

5. Afadir 220 ul de solucion A Easy DNA® (Invitrogen), mezclar

adecuadamente por agitacion e incubar a 65 °C durante 30 minutos.
6. Afadir 100 pl de solucion B Easy DNA® (Invitrogen) vy agitar
vigorosamente hasta que el precipitado se mueva libremente en el tubo y la

muestra sea uniformemente viscosa.

7. Anadir 500 pl de cloroformo y agitar hasta que disminuya la viscosidad y

la mezcla sea homogénea.

8. Centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a 4 °C para separar las fases

y formar la interfase.

9. Transferir la fase superior a un tubo eppendorf sin utilizar.

10. Anadir 1 ml de etanol al 100 % (- 20 °C), agitar brevemente e incubar

en hielo durante 10 minutos.

11. Centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a 4° C y retirar el etanol del

precipitado.

12. Afadir 500 ul de etanol al 80 % (- 20 °C) y mezclar invirtiendo el tubo.
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13. Centrifugar a 15.000 g durante 10 minutos a 4° C, guardar el

precipitado y retirar el etanol.

14. Dejar que el precipitado se seque al aire o en un Speed Vac de ADN.

15. Resuspender el precipitado en 100 ul de agua ultrapura estéril y dejar a

temperatura ambiente durante un minimo de 20 minutos.

16. Almacenar a - 20 °C hasta que se necesite para PCR.

17. Decantar todo precipitado blanco mediante centrifugacion, y utilizar 5 pl

del sobrenadante que contenga ADN para la prueba PCR.

6.1.b) Otros métodos

Se pueden aplicar otros métodos de extraccion de ADN (como p. ej. Qiagen
DNeasy Plant Kit) siempre que hayan demostrado ser igual de eficaces para
purificar el ADN de muestras de control que contengan de 103 a 104 células

patdgenas por ml.

6.2 PCR

6.2.1 Preparar los ensayos controles de PCR de acuerdo con el protocolo
validado (apéndice 6). Preparar una dilucién decimal de extracto de ADN de
la muestra

(1:10 en agua ultrapura).

6.2.2 Preparar la mezcla de reaccion PCR adecuada en un entorno libre de
contaminacion de acuerdo con el protocolo publicado (apéndice 6). El
protocolo PCR validado es una reaccion «multiplex» que también incorpora

un protocolo PCR interno.

6.2.3 Anadir 5 ul de extracto de ADN por 25 ul de reacciéon PCR en tubos
PCR estériles.
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6.2.4 Incorporar una muestra de control negativa que contenga sélo mezcla
de reaccion PCR y anadir la misma fuente de agua ultrapura utilizada en la

mezcla PCR en lugar de la muestra.

6.2.5 Colocar los tubos en el mismo termociclador utilizado en las pruebas

preliminares y aplicar el programa PCR optimizado adecuado (apéndice 6).

6.3 Analisis del producto de la PCR

6.3.1 Confirmar los amplicones PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa. Correr al menos 12 pl de mezcla de reaccion de ADN amplificada
de cada muestra mezclada con 3 ul de tampoén de carga (apéndice 6) en un
gel de agarosa al 2,0 % (p/v) en tampdn tris-acetato-EDTA (TAE) (apéndice
6) a 5-8 V por cm. Utilizar un marcador de ADN adecuado, por ejemplo, 100
bp ladder.

6.3.2 Revelar las bandas de ADN mediante la tincién con bromuro de etidio
(0,5 mg por 1) durante 30 a 45 minutos, tomando las precauciones

adecuadas para el manejo de este mutageno.

6.3.3 En el caso de los productos PCR amplificados del tamafio esperado
(apéndice 6), visualizar el gel tefiido mediante transiluminacién UV de onda

corta (por ejemplo, = 302 nm) y anotar los resultados.

6.3.4 Para todos los resultados o casos nuevos, verificar la autenticidad del
amplicon de PCR realizando un andlisis con enzima de restriccién en una
muestra del ADN amplificado restante mediante la incubacién a la
temperatura Optima y durante el tiempo necesario con una enzima y
tampdén adecuados (véase el apéndice 6). Confirmar los fragmentos
digeridos mediante electroforesis en gel de agarosa, siguiendo el método
indicado anteriormente, y observar el patrén caracteristico del fragmento de
restriccion con transiluminacion UV una vez tefiido con bromuro de etidio y

comparar con el control positivo no digerido y digerido.

Interpretacion de los resultados de la prueba PCR
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La prueba PCR es negativa si el amplicon PCR especifico de la C. m. subsp.
sepedonicus del tamafo esperado no se detecta en la muestra en cuestion
pero si en todas las muestras de los controles positivos (en el caso de PCR
«multiplex» con cebadores de control interno especificos de la planta, se
debe amplificar con la muestra en cuestion un segundo producto PCR del

tamafo esperado).

La prueba PCR es positiva si se detecta el amplicon PCR especifico de la C.
m. subsp. sepedonicus del tamano y patrén de restriccion (cuando sea
necesario) esperados, siempre que no se amplifique a partir de ninguna de
las muestras de los controles negativos. La confirmacidon fiable de un
resultado positivo puede obtenerse también repitiendo la prueba con un

segundo conjunto de cebadores PCR (punto 9.3).

Nota: Se puede sospechar la inhibicion de la PCR si el amplicon esperado se
obtiene de la muestra de ontrol positiva que contiene C. m. subsp.
sepedonicus en agua pero se obtienen resultados negativos de los controles
positivos con C. m. subsp. sepedonicus en extracto de patata. En protocolos
PCR «multiplex» con controles PCR internos, la inhibicién de la reaccién

aparece indicada cuando no se obtiene ninguno de los dos amplicones.

Se puede sospechar la existencia de contaminacion si el amplicon esperado

se obtiene a partir de uno o varios de los controles negativos.

7. PRUEBA DE BIOENSAYO

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este método deberan
permitir la deteccion reproducible de 103 a 104 unidades de formacién de
colonias de C. m. subsp. sepedonicus por ml afadidas a los extractos de
muestras que previamente proporcionaron resultados negativos (para la

preparacion véase el apéndice 2).

La maxima sensibilidad de deteccién se alcanzara cuando se utilicen
extractos de muestras que se acaben de preparar y cuando las condiciones

de cultivo sean las 6ptimas. No obstante, este método puede aplicarse
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también con éxito a extractos que se hayan almacenado en glicerol a una

temperatura comprendida entre - 68 y - 86 °C.

Algunas variedades de berenjena constituyen un medio de enriquecimiento
selectivo excelente para la proliferacion de C. m. subsp. sepedonicus,
incluso en ausencia de sintomas, y facilitan también una prueba

confirmatoria de huésped excelente.

Las condiciones de cultivo deben ser o6ptimas para reducir el riesgo de

obtener falsos resultados negativos en las pruebas.

Para mas detalles sobre el cultivo, véase el apéndice 8.

7.1 Distribuir la totalidad de la alicuota de prueba

sobrante del precipitado resuspendido de los puntos 3.1.6. o 3.2.5. entre
las berenjenas, siguiendo uno de los métodos que se exponen a
continuacion (7.3. o 7.4.). Utilizar exclusivamente plantas que se
encuentren en la fase foliar 2 - 3 y hasta la plena expansion de la tercera
hoja verdadera. A fin de garantizar la utilizacién completa del precipitado
resuspendido, asi como la inoculacion efectiva, se requeriran entre 15 y 25
berenjenas por muestra para los procedimientos que se esbozan a

continuacion.

7.2 Las berenjenas no deben regarse de uno a dos
dias antes de la inoculacion para reducir la presion de
turgencia.

7.3 Inoculacion en estrias.

7.3.1 Sosteniendo la planta entre dos dedos apliquese con una pipeta una
gota (de unos 5-10 pl) del precipitado en suspensién en el tallo situado

entre los cotiledones y la primera hoja.

7.3.2 Con un bisturi estéril practicar una incision diagonal de

aproximadamente 1,0 cm de largo y una profundidad de aproximadamente
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2/3 del grosor del tallo, comenzando el corte a partir de la gota del

precipitado.

7.3.3 Sellar el corte con vaselina estéril con una jeringa.

7.4 Inoculacion con jeringa.

Inoculense los tallos de la berenjena justo por encima de los cotiledones
utilizando una jeringa provista de aguja hipodérmica (no menos de 23G).

Distribuir la muestra entre las berenjenas.

7.5 Como controles positivos, inocular 5 plantas con una

suspension acuosa de 105 a 106 células por ml de un cultivo conocido de C.
m. subsp. sepedonicus y, siempre que sea posible, con tejido de tubérculo
infectado de forma natural (véase el punto 4) mediante el mismo método

de inoculacion (7.3. 0 7.4.).

7.6 Como control negativo, inocular 5 plantas con tampén de

precipitado estéril mediante el mismo método de inoculacién (7.3. o0 7.4.).

7.7 Incubar las plantas en instalaciones adecuadas
para la cuarentena durante un maximo de 4 semanas

a una temperatura de 18 a 24 °C.
Incubar las plantas con suficiente luz y un elevado nivel de humedad (70 a

80 %) y agua, evitando que el agua se estanque y que las plantas se
marchiten por falta de agua. Las células de C. m. subsp sepedonicus
mueren a temperaturas superiores a 30 °C y la temperatura optima es 21
°C.

Para evitar la contaminacion se deben incubar las plantas de control positivo
y negativo en bancos claramente separados en un invernadero o cdmara de
cultivo; en el caso de que se disponga de un espacio reducido, garantizar la
estricta separacién entre tratamientos. En el caso de que plantas para
distintas muestras deban incubarse juntas, deben separarse con las
pantallas adecuadas. Durante la fertilizacion, el riego, la inspeccion y

cualquier otra manipulacion deben extremarse las precauciones para evitar
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la contaminacién cruzada. Es esencial mantener los invernaderos y las
camaras libres de toda plaga de insectos, ya que estos pueden transmitir la

bacteria de una muestra a otra.

7.8 Transcurrida una semana, examinar con

regularidad a fin de detectar los sintomas. Contar el

namero de plantas que muestren sintomas. C. m. subsp. sepedonicus
provoca el marchitamiento de las hojas en las berenjenas, que puede
iniciarse con flacidez internervial o de los bordes. El tejido marchito puede
aparecer al principio de color verde oscuro o moteado, pero se vuelve mas

palido antes de necrosarse.

Las zonas de marchitamiento internerviales suelen tener un aspecto graso
o himedo como empapados en agua. El tejido necrosado presenta a veces
un borde amarillo brillante. Las plantas no estan necesariamente muertas;
cuanto mas tardan en aparecer los sintomas, tanto mayor es la posibilidad
de supervivencia. Las plantas pueden superar la infeccion. Las berenjenas
jovenes son mucho mas sensibles a las poblaciones bajas de C. m. subsp.
sepedonicus que las plantas de mas edad, por lo que es necesario utilizar

plantas en el estadio foliar 3, o inmediatamente antes del mismo.

El marchitamiento puede estar inducido también por poblaciones de otras
bacterias u hongos presentes en el precipitado de tejido tuberoso. Entre
estos se incluyen Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp.
carotovora y E. carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi, Phoma
exigua var. foveata, asi como grandes poblaciones de bacterias saprofitas.
En particular, Erwinia chrysanthemi puede provocar sintomas vy
marchitamiento en las hojas muy parecidos a los de C. m. subsp
sepedonicus. La Unica diferencia en el caso de las infecciones causadas por
Erwinia chrysanthemi es el ennegrecimiento de los tallos. Dichos
marchitamientos se pueden distinguir de los causados por C. m. subsp.
sepedonicus, porque se marchitan rapidamente hojas o plantas enteras.
También puede prepararse una tincion de Gram, esta prueba diferenciara a

C. m. subsp. sepedonicus de Erwinia ssp.
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7.9 Tan pronto como se observen sintomas en las
berenjenas debera procederse al reaislamiento,
utilizando secciones de tejido foliar o del tallo de las

plantas marchitas (véase el punto 3.1.3 para la maceracién del

tejido). Desinfectar la superficie de las hojas y tallos de berenjena
frotandolos con etanol al 70 %. Realizar una prueba IF o PCR con la savia
de la planta de berenjena y aislar en medios (selectivos) adecuados (véase
el punto 8). También puede prepararse una tincion de Gram (apéndice 9).
Identificar los cultivos purificados de presunta C. m. subsp. sepedonicus y

confirmar la patogenicidad (véanse las secciones 9 y 10).

7.10 En determinadas circunstancias, en particular
cuando las condiciones de cultivo no sean optimas,
puede ocurrir que C. m. subsp. sepedonicus esté
presente de forma latente en las berenjenas, incluso
después de periodos de incubacion de hasta 4

semanas.
En el caso de que, transcurridas 4 semanas, no se observen sintomas,

realizar una prueba IF/PCR con una muestra mixta de secciones de tallo de
1 cm de cada planta tomadas por encima de la seccion de inoculacion. Si los
resultados de la prueba son positivos, deberd procederse al reaislamiento
en medios (selectivos) adecuados de acuerdo con el procedimiento descrito
en el punto 8. Identificar los cultivos purificados de posible C. m. subsp.

sepedonicus y confirmar la patogenicidad (secciones 9 y 10).
Interpretacion de los resultados de la prueba del bioensayo

Se obtendran resultados validos en la prueba del bioensayo cuando las
plantas de control positivo muestren sintomas tipicos, se puedan reaislar las
bacterias de dichas plantas y no se detecten sintomas en los controles

negativos.

Los resultados de la prueba del bioensayo seran negativos si las plantas

sometidas a la prueba no estan infectadas por C. m. subsp. sepedonicus y
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siempre que se detecte la C. m. subsp. sepedonicus en los controles

positivos.

Los resultados de la prueba del bioensayo seran positivos cuando las
plantas sometidas a la prueba estén infectadas por C. m. subsp.

sepedonicus.

8. AISLAMIENTO DE C. M. SUBSP. SEPEDONICUS

Nota: El diagndstico sdlo estara completo cuando se haya aislado e
identificado (véase el punto 9) C. m. subsp. sepedonicus, y posteriormente
confirmado mediante una prueba de patogenicidad (punto 10).

Aunque C. m. subsp sepedonicus es un organismo delicado, puede aislarse

a partir de tejido sintomatico.

No obstante, puede verse inhibida por las bacterias saprofitas que proliferan
rapidamente y, por tanto, los aislamientos directos a partir del precipitado
de tejido tuberoso o del tallo (punto 3.1.6. o 3.2.5.) son dificiles. El
aislamiento directo de C. m. subsp. sepedonicus se puede realizar con un
medio selectivo y la dilucién adecuada del precipitado resuspendido de las

cufas basales o tallos de patatas.

Los aislamientos se realizaran con todos los tubérculos o secciones de tallo
de patata sintomaticos y con las berenjenas en las no se observen sintomas
pero con las que la prueba IF/PCR realizada a partir de la muestra mixta
haya arrojado resultados positivos (véase el punto 7.10.). Cuando sea
necesario, la maceracién de los tallos de berenjena debera realizarse

siguiendo el procedimiento descrito en el punto 3.1.3.

Como controles positivos preparar diluciones decimales a partir de una
suspensiéon de 106 cfu por ml de C. m. subsp. sepedonicus (p. ej. NCPPB
4053 o PD 406). Para evitar cualquier posibilidad de contaminacién,
preparar los controles positivos separadamente de las muestras que se

vayan a someter a prueba.
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Cada lote de medio selectivo que se prepare debera someterse a prueba a
fin de determinar su idoneidad para el cultivo del patégeno con anterioridad
a su utilizaciéon en pruebas con muestras rutinarias.

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

muestras.

8.1 Siembra en medio selectivo

8.1.1 A partir de una alicuota de 100 pl de una muestra de precipitado de
patata resuspendido o de savia de berenjena, realizar diluciones decimales
en tampdn de precipitado (apéndice 3).

8.1.2 El aislamiento a partir de precipitado de patata sin diluir no suele
funcionar debido a la lentitud de crecimiento de C. m. subsp sepedonicus y
a la competencia de saprofitas. Dado que en los tejidos infectados suele
haber poblaciones elevadas de la bacteria, las saprofitas se diluyen
normalmente, mientras que el patégeno persiste. Se recomienda, por tanto,
recurrir a la técnica de la extensién en placa y extender, con ayuda de un
asa de extension («palos de hockey»), 100 ul de cada una de las muestras,
en diluciones de 1/100 hasta 1/10 000, en medio MTNA o NCP-88 (apéndice
5) (si se utilizan placas de Petri de 90 mm de diametro, se debera ajustar el

volumen para tamafios alternativos de placa).

Nota: Otra estrategia alternativa consiste en extender la alicuota inicial de
100 ul de precipitado de patata en una primera placa de agar con ayuda de
un aplicador y posteriormente extender, en estrias, todos los residuos que
queden en el aplicador en una segunda placa de agar. Repetir por ultimo
con una tercera placa, logrando asi, mediante el aplicador, el efecto de
dilucion en las placas.

8.1.3 Incubar las placas en la oscuridad a una temperatura de 21 a 23 °C.

8.1.4 Las observaciones iniciales de las placas, incluidos los recuentos de
colonias tipicas de la C. m. subsp. sepedonicus en relacidon con las placas de
control, se realizan 3 dias después, con recuentos posteriores transcurridos

5, 7 vy, finalmente, 10 dias.
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8.2 Purificacion de las colonias sospechosas

Nota: EI subcultivo de colonias de aspecto similar a C. m. subsp.
sepedonicus debe realizarse en medios YMG para la inoculacién de
berenjenas y/o la posterior identificaciéon. Esto debe realizarse antes de que
las placas crezcan demasiado, es decir, preferiblemente transcurridos de 3 a
5 dias.

8.2.1 Practicar una siembra en estrias de colonias de aspecto similar a la C.
m. subsp. sepedonicus en la superficie de uno de los siguientes medios
(apéndice 5): agar de dextrosa nutritivo (NAD) (para su utilizacién exclusiva
en el subcultivo), agar de levadura, peptona, glucosa (YPGA), agar de

extracto de levadura, sales minerales (YGM).

Incubar a 21-24 °C durante 10 dias como maximo. C. m. subsp.
sepedonicus crece lentamente y suele pro-vocar unas colonias punteadas,
de color crema, de forma abovedada, en el plazo de diez dias. [Fotos de
colonias tipicas de C. m. subsp. Sepedonicus.

Véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

8.2.2 Volver a sembrar en estrias para obtener cultivos puros. El ritmo de
crecimiento mejora con subcultivos. Las colonias tipicas son de color blanco
crema o marfil, amarillas en ocasiones, redondeadas, lisas, abultadas,
abovedadas en forma convexa, mucoso-fluidas, con bordes intactos y

normalmente de un diametro de 1 a 3 mm.

Una simple tincién de Gram (apéndice 9) puede resultar atil para

seleccionar colonias para pruebas posteriores.

1 Identificar los supuestos cultivos (véase el punto 9) y realizar una prueba
de patogenicidad (véase el punto 10).

2 Identificar cultivos puros de posibles aislados de C. m. subsp.
sepedonicus, utilizando al menos dos de las pruebas siguientes basadas en

principios bioldgicos diferentes.
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Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas para cada prueba

efectuada, como controles positivos.

9.1 Pruebas de identificacion nutricional vy
enzimatica.

Determinar las propiedades fenotipicas siguientes que estén universalmente
presentes o ausentes en la C. m. subsp. sepedonicus, de acuerdo con los
métodos de Lelliott y Stead (1987), Klement et al. (1990), Schaad (2001),
Andénimo (1987). Incubar todos los medios a 21 °C y examinar
transcurridos 6 dias. Si no se ha producido crecimiento, incubar 20 dias. En
todas las pruebas deberd incluirse un control conocido de C. m. subsp.
sepedonicus. Las pruebas fisioldgicas y nutricionales deberan realizarse
utilizando inoculaciones de subcultivos en agar nutritivo. Las comparaciones
morfoldgicas deberan realizarse a partir de cultivos de agar de dextrosa

nutritivos.

Pruebas Resultado esperado

Prueba de la oxidacion/fermentac. (O/F) Inerte o ligeramente oxidante

Actividad oxidasa -
Crecimiento a 37 °C -
Actividad ureasa -
Hidrolisis de la esculina +
Hidrolisis del almidén - o débil
Tolerancia de NaCl al 7 % -
Produccién de indol -
Actividad catalasa +
Produccion de H2S -
Utilizacion de citrato -
Licuefaccion de la gelatina -
Produccion de acido de glicerol -
Produccion de acido de lactosa - o débil
Produccion de acido de ramnosa -
Produccion de acido de salicina -

Tincién de Gram (apéndice 9) +
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9.2 Prueba IF

a) Preparar una suspension de aproximadamente 106 células por ml en
tampédn IF (apéndice 3).

b) Preparar una serie de diluciones a 1/2 de un antisuero adecuado.

c) Aplicar el procedimiento IF (punto 4).

d) La prueba IF sera positiva si el titulo IF del cultivo es equivalente al del

control positivo.

9.3 Prueba PCR

a) Preparar una suspension de aproximadamente 106 células por ml en
agua ultrapura.

b) Calentar 100 pl de la suspension celular en tubos cerrados en un
calentador o al bafio maria a 100 °C durante 4 minutos. Si fuese
necesario, la adicién de NaOH recién preparado a una concentracién final
de 0,05 M puede ayudar a la lisis celular. Las muestras pueden
almacenarse entonces a una temperatura de - 16 a - 24 °C hasta que
sea necesario.

c) Aplicar los procedimientos PCR adecuados para amplificar los amplicones
especificos de C. m. subsp. sepedonicus (por ejemplo, Pastrik, 2000;
véase el apéndice 4; Li y de Boer, 1995; Mills et al., 1997; Pastrik y
Rainey, 1999; Schaad et al., 1999).

d) Se lograra la identificacién positiva de C. m. subsp. sepedonicus si los
amplicones de PCR son del mismo tamafio y presentan polimorfismos del
fragmento de restriccién con la misma longitud que los de la cepa de

control positivo.

9.4 Prueba FISH

a) Preparar una suspensién de aproximadamente 106 células por ml en
agua ultrapura.

b) Aplicar el procedimiento FISH (punto 5).

c) La prueba FISH serd positiva si se obtienen las mismas reacciones del

cultivo y el control positivo.
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9.5 Perfiles de acidos grasos (Fatty acid profiling o
FAP)

a) Mantener el cultivo en agar de tripticasa de soja (Oxoid) durante 72
horas a 21 °C (+/- 1°).

b) Aplicar un procedimiento FAP adecuado (Janse, 1991; Stead, 1992).

c) La prueba FAP sera positiva si el perfil del supuesto cultivo es idéntico al
del control positivo. Los acidos grasos cuya presencia es caracteristica
son 15:1 Anteiso A, 15:0 Iso, 15:0 Anteiso, 16:0 Iso, 16:0 y 17:0. El
Anteiso es altamente indicativo de C. m. subsp sepedonicus. Otros
géneros tales como Curtobacterium, Arthrobacter y Micrococcus cuentan
también con algunos de estos acidos. No obstante, el 15:1 Anteiso A es
un acido raro en estas bacterias que, sin embargo, estad presente en
todas las spp. Clavibacter en una proporcion que oscila entre el 1 y el 5
%. En C. m. subsp sepedonicus el valor se sita normalmente en torno
al 5 %.

9.6 BOX-PCR

a) Preparar una suspensién de aproximadamente 106 células por ml en
agua ultrapura.

b) Aplicar la prueba con arreglo al procedimiento (Smith et al., 2001).

10. PRUEBA DE CONFIRMACION DE PATOGENCIDAD

Como confirmacion final del diagndstico de C. m. subsp. sepedonicus y para
la evaluacién de la virulencia de cultivos identificados como C. m. subsp.

sepedonicus debe realizarse la prueba de patogenicidad.

10.1 Preparar un indculo de aproximadamente 106 células por ml

de cultivos de 3 dias del aislado que se vaya a someter a prueba y de una

cepa de control positivo adecuada de C. m. subsp. sepedonicus.

10.2 Inocular entre 5y 10 tallos de plantulas de berenjena en la fase
de la tercera hoja (punto 7.3. 0 7.4.).
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10.3 Incubar a una temperatura de 18 a 24 °C, con luz suficiente,

humedad relativa alta y riego adecuado, evitando tanto el estancamiento
del agua como el estrés provocado por la sequia (punto 7.7) Con los
cultivos puros debera obtenerse el marchitamiento tipico en el plazo de dos

s€manas.

Transcurrido este plazo, las plantas que no muestren sintoma alguno (véase
el punto 7.8.) deberan incubarse durante un maximo de 3 semanas a
temperaturas que favorezcan su crecimiento pero que no superen los 25 °C
(apéndice 8). Si después de 3 semanas no se presentan los sintomas, no
podra confirmarse que el cultivo es una forma patégena de C. m. subsp.

sepedonicus.

10.4 Aislar de las plantas sintomaticas separando una

seccidon de tallo que esté 2 cm por encima de la seccion de inoculacion.

Dilacerar y suspender en un pequefio volumen de agua destilada estéril o

Laboratorio (1) Ciudad Pais
Agentur fur Gesundheit und Erndhrungssicherheit Viena y Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Bélgica
Plantedirektoratet Lyngby Dinamarca
Central Science Laboratory York Inglaterra
Scottish Agricultural Science Agency Edimburgo Escocia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Unité
Bactériologie Angers Francia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Station
de Quarantaine de la Pomme de Terre Le Rheu Francia
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Alemania
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Alemania
State Laboratory Dublin Irlanda
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Paises Bajos
Norwegian Crop Research Institute, Plant Protection Centre Aas Noruega
Direccao-Geral de Protecgao das Culturas Lisboa Portugal
Nacionalni institut za biologijo Liubliana Eslovenia
Centro de Diagndstico de Aldearrubia Salamanca Espafia

(1) Cientificos de contacto: véase el sitio web

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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en tampon fosfato 50 mM (apéndice 3). Aislar de la suspensidn mediante
dilucion, extendiendo o aplicando en estrias en MTNA e YPGA (apéndice 5),
incubar entre 3 y 5 dias a una temperatura de 21 a 23 °C y examinar la

formacién de colonias tipicas de C. m. subsp. sepedonicus.

Apéndice 1: Laboratorios dedicados a la optimizacion y la validacion
de los protocolos

Apéndice 2: Preparacion de controles positivos y negativos para las
pruebas de seleccion basicas PCR/IF y FISH

Preparar un cultivo de 72 horas de una cepa virulenta de C. m. subsp.
sepedonicus [NCPPB 4053 o PD 406] en medio base MTNA y suspender en
tampén fosfato 10 mM para obtener una concentracién de
aproximadamente 1 a 2 x 108 cfu por ml. Esto se obtiene normalmente
mediante una suspension ligeramente turbia equivalente a una densidad
optica de 0,20 a 600 nm.

Separar las cunas basales de 200 tubérculos de una variedad de piel blanca
conocida por estar exenta de C.m. subsp. sepedonicus. Procesar las cufas
basales como siempre y resuspender el precipitado en 10 ml. Preparar 10
microviales estériles de 1,5 ml con 900 ul del precipitado resuspendido.
Transferir 100 pl de la suspension de C. m. subsp. sepedonicus al primer
microvial. Homogeneizar por agitacidon. Establecer niveles decimales de

contaminacion reali-zando nuevas diluciones en los 5 microviales siguientes.

Los 6 microviales contaminados se utilizardn como controles positivos. Los 4
microviales no contaminados se utilizaran como controles negativos.
Etiquetar los microviales como corresponda. Preparar alicuotas de 100 pl en
microviales estériles de 1,5 ml para obtener de este modo 9 réplicas de
cada muestra de control. Almacenar a una temperatura de - 16 a - 24 °C
hasta su uso. La presencia y la cuantificacion de C. m. subsp. sepedonicus
en las muestras de control debera confirmarse en primer lugar mediante

una prueba IF.
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Para la prueba PCR, extraer ADN de las muestras de control positivas y
negativas para cada serie de muestras de ensayo. Para las pruebas IF y
FISH, realizar ensayos con las muestras de control positivas y negativas
para cada serie de muestras de ensayo. En las pruebas IF, FISH y PCR,
debe detectarse C. m. subsp. sepedonicus en al menos 106 y 104
células/ml de los controles positivos y en ninguno de los controles

negativos.

Apéndice 3: Tampones para los métodos de prueba

GENERAL: Los tampones esterilizados pueden almace-narse sin abrir hasta
un ano.

1. Tampones para el procedimiento de extraccion

1.1 Tampdn de extraccién (tampon fosfato 50 mM, pH 7,0)
Este tampon se utiliza para la extraccion de la bacteria del tejido de las

plantas mediante homogeneizacién o agitacion.

Na,HPO, (anhidro) 4,26 g
KH,PO4 2,72 g
Agua destilada 1,00 |

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

Los siguientes componentes adicionales pueden resultar Gtiles:

Finalidad Cantidad (por I)
Copos de Lubrol Defloculante (*) 0,5¢
Compuesto DC silicona antiespumante Antiespumante (*) 1,0 ml
Pirofosfato tetrasddico Antioxidante 1,09
Polivinilpirrolidona -40 000 (PVP-40) Unir los inhibidores PCR 50¢g

(*) Para su utilizacion en el método de extraccion por

homogeneizacién.
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1.2 Tampdn de extraccién (tampon fosfato 10 mM, pH 7,2)
Este tampdn se utiliza para la resuspensién y la dilucién de extractos de
cufas basales de tubérculos de patata tras la concentracién en un

precipitado mediante centrifugacion.

» -Na,HPO,4.12H,0 2,79
» -NaH,P0,4.2H,0 0,449
» -Agua destilada 1,00 |
Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.
2. Tampones para la prueba IF
2.1 Tampon IF [tampdn fosfato salino (PBS) 10 mM, pH 7,2]

Este tampdn se utiliza para la dilucién de anticuerpos.

» -Na;HPO4.12H,0 2,7 g

» -NaH,P04.2H,0 0,4 g

> -NaCl 8,0 g

» -Agua destilada 1,00 |

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

2.2 Tampon IF-Tween
Este tampdn se utiliza para lavar los portaobjetos. Afiadir Tween 20 al 0,1

% al tampon IF.

2.3 Solucién de glicerol con tampén fosfato, pH 7,6 Este tampdn se utiliza
como fluido de montaje en los pocillos de los portaobjetos de IF para
aumentar la fluorescencia.

» -Na;HPO4.12H,0 3,2 g

» -NaH,P0,4.2H,0 0,15 g

» -Glicerol 50 ml

» -Agua destilada 100 ml
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En el mercado se pueden encontrar soluciones de montaje que protegen la
fluorescencia, como p. ej., Vectashield® (Vector Laboratories) o Citifluor®

(Leica).

Apéndice 4: Determinacion del nivel de contaminacion en las
pruebas IF y FISH

1. Contar el nUmero de células fluorescentes tipicas por campo de visidon
(c).
2. Calcular el nimero de células fluorescentes tipicas por pocillo del
portaobjetos del microscopio
(C).C=cxS/s

Donde:

S = superficie del pocillo del portaobjetos multiple y

s = superficie del campo del objetivo

s = ni’/4G’K?

Donde:

i = coeficiente de campo (varia de 8 a 24 dependiendo del tipo ocular)

K = coeficiente del tubo (1 o0 1,25)

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

3. Calcular el numero de células fluorescentes tipicas por ml de precipitado
resuspendido (N).
N =Cx 1.000/y x F
Donde:
y = volumen de precipitado resuspendido en cada pocillo y

F = factor de dilucién del precipitado resuspendido.

Apéndice 5: Medios para el aislamiento y cultivo de C. m. subsp.

sepedonicus

a) Medios de cultivo generales:
» Agar nutritivo (NA)

» -Agar nutritivo (Difco) 23,0 g
» -Agua destilada 1,00 |

Anexo n© 1.a Pag. 47 de 59



Manual de Procedimiento 2010

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

minutos.

Agar de dextrosa nutritivo (NDA)
Agar nutritivo de Difco Bacto con un 1 % de D (+)-glucosa (monohidrato).

Esterilizar en autoclave a 115 °C durante 20 minutos.

Agar de levadura, peptona, glucosa (YPGA)

» -Extracto de levadura (Difco) 5,0 g

» -Bacto-peptona (Difco) 5,0 g

» -D (+)-glucosa (monohidrato) 10,0 g

» -Bacto-agar (Difco) 15,0 g

» -Agua destilada 1,00 |

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

minutos.

Medio de sales minerales, extracto de levadura (YGM)

> -Bacto-extracto de levadura (Difco) 2,0g
» -D(+)-glucosa (monohidrato) 2,59
» -K;HPO, 0,25¢

> -KH,PO, 0,25¢

» -MgS04.7H,0 0,19

» -MnS0,4.H20 0,015¢

> -NaCl 0,05g

» -FeS04.7H,0 0,005 g

» -Bacto-agar (Difco) 18 g

» -Agua destilada 1,00 |

Disolver los ingredientes y esterilizar volumenes de medio litro de este

medio en autoclave a 115 °C durante 20 minutos.

b) Medios de cultivo selectivo validados:

Medio MTNA. A menos que se especifigue de otra manera, todos los

componentes de los medios son de BDH.
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» -Extracto de levadura (Difco) 2,0g
> -Manitol 2,59
> -K;HPO, 0,25¢
» -KH,PO4 0,25¢
> -NaCl 0,05¢
» -MgS04.7H,0 0,19
> -MnS04.H,0 0,015¢
> -FeS0,4.7H,0 0,005 g
» -Agar (Oxoid n° 1) 16,0 g
» -Agua destilada 1,01

Disolver los ingredientes y ajustar el pH a 7,2. Tras esterilizar en autoclave
(a 121 °C durante 15 minutos) y enfriar a 50 °C, afadir los siguientes
antibidticos: 0,06 g de trimetoprim, 0,002 g de acido nalidixico y 0,01 g de
anfotericina B. Soluciones antibidticas estandar: trimetoprim (Sigma) y
acido nalidixico (Sigma) (en ambos casos a 5 mg/ml), en metanol al 96 %,
anfotericina B (Sigma) (1 mg/ml) en dimetil sulféxido. Las soluciones

estandar se esterilizan por filtracion.
Nota: La durabilidad del medio base es de 3 meses. Una vez afhadidos los
antibidticos, la durabilidad es de 1 mes siempre que se mantengan

refrigerados.

Medio NCP-88

Agar nutritivo (Difco) 239
Extracto de levadura (Difco) 29
D-manitol 5g

K;HPO, 29

KH,PO4 0,5¢g
MgS0,.7H,0 0,25¢
Agua destilada 1,01

Disolver los ingredientes y ajustar el pH a 7,2. Tras esterilizar en autoclave

y enfriar a 50 °C, afiadir los siguientes antibiéticos: 0,003 g de sulfato de
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polimixina B (Sigma), 0,008 g de acido nalidixico (Sigma) y 0,2 g de

cicloheximida (Sigma).

Disolver los antibioticos en las siguientes soluciones estandar: el acido
nalidixico en NaOH 0,01 M, la cicloheximida en etanol al 50 % y el sulfato
de polimixina B en agua destilada. Las soluciones estandar se esterilizan por

filtracion.

Nota: La durabilidad del medio base es de 3 meses. Una vez anadidos los
antibidticos, la durabilidad es de 1 mes siempre que se mantengan

refrigerados.

Apéndice 6: Reactivos y protocolos PCR validados

Nota: Las pruebas preliminares deberan permitir la deteccidon reproducible
de al menos 10% a 10* células de C. m. subsp sepedonicus por ml de
extracto de muestra.

Por otra parte, las pruebas preliminares no deben proporcionar resultados
falsos positivos con respecto a un conjunto de cepas bacterianas

seleccionadas.

1. Protocolo PCR «multiplex» con control PCR interno (Pastrik,
2000)

1.1 Cebadores oligonucledtidos

Cebador directo PSA-1 5’- ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa -3’
Cebador reverso PSA -R 5’- tac tga gat gtt tca ctt ccc c -3’

Cebador directo NS-7-F 5’- gag gca ata aca ggt ctg tga tgc -3’
Cebador reverso NS-8-R 5’- tcc gca ggt tca cct acg ga -3’

Tamafo esperado del amplicén de ADN de C. m. subsp. sepedonicus = 502
pb (conjunto de cebadores PSA). Tamafio esperado del amplicén del control
PCR interno de ARNr 18S = 377 pb (conjunto de cebadores NS).
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1.2 Mezcla para la reaccién PCR

Reactivo Cantidad para la Concentracién
reaccion final
Agua ultrapura estéril 15,725 pl
10x tampén PCR (1) (15 mM | 2,5 ul
MgCl2) 0,25 pl 1x (1,5 mM MgCl2)
BSA (fraccidon V) (10 %) 0,125 pl 0,1 %
Mezcla d-nTP (20 mM) 0,5 pul 0,1 mM
Cebador PSA-1 (10uM) 0,5 ul 0,2 uM
Cebador PSA-R (10uM) 0,1 pl 0,2 uM
Cebador NS-7-F (10uM) (2) 0,1 pl 0,04 pM
Cebador NS-8-R (10uM) (2) 0,2 pl 0,04 uM
Polimerasa Taq (5U/ul) (1) 10U
Volumen de muestra 5,0 ul
Volumen total 25,0 pl

(1). Los métodos se validaron utilizando polimerasa Taq de Perkin Elmer
(AmpliTaq o Gold) y Gibco BRL.

(2). La concentracién de los cebadores NS-7 F y NS-8-R se optimizd para
la extraccion de cufias basales de patata utilizando el método de
homogeneizacidon y purificacion del ADN de acuerdo con Pastrik
(2000) (véanse los puntos 6.1.a) y 6.2). Sera necesario proceder a la
reoptimizacién de las concentraciones de reactivos si se utiliza el
método de extraccidon por agitacidon u otros métodos de aislamiento
del ADN.

1.3 Condiciones de reaccién PCR

Aplicar el siguiente programa:

1 ciclo de:

i) 3 minutos a 95 °C (desnaturalizacién de ADN)

i) 10 ciclos de:

iii) 1 minuto a 95 °C (desnaturalizacién de ADN)

iv) 1 minuto a 64 °C (anillamiento de los cebadores)

V) 1 minuto a 72 °C (extension de la copia) 25 ciclos de:
vi) 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacion de ADN)

vii) 30 segundos a 62 °C (anillamiento de los cebadores)

viii) 1 minuto a 72 °C (extension de la copia) 1 ciclo de:
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ix) 5 minutos a 72 °C (extension final)

X) mantener a 4 °C

Nota: Este programa se ha optimizado para utilizarlo con un termociclador
MJ Research PTC 200. Puede ser preciso modificar la duracidon de los ciclos

i), iii) iv), v), vi) y vii) para su utilizacion con otros modelos.

1.4 Analisis de la enzima de restriccién del amplicén

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de C. m. subsp.
sepedonicus producen un polimorfismo de la longitud del fragmento de
restriccidn caracteristico con la enzima Bgl II tras la incubacién a 37 °C
durante 30 minutos. Los tamafios de los fragmentos de restriccidon
obtenidos a partir del fragmento especifico de C. m. subsp. sepedonicus son
de 282 pb y 220 pb.

2. Preparacion del tampoén de carga

2.1 Azul de bromofenol (solucién estandar al 10 %)
Azul de bromofenol 5 g
Agua bidestilada 50 ml

2.2 Tampon de carga

Glicerol (86 %) 3,5 ml

Azul de bromofenol (2.1.) 300 pl
Agua bidestilada 6,2 ml

10X tampon de tris acetato EDTA (TAE), pH 8,0
-Tampdn tris 48,4 g

-Acido acético glacial 11,42 ml

-EDTA (sal disddica) 3,72 g

-Agua destilada 1,00 |

Diluir a 1X antes de utilizarlo.

vV V.V V W

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

equivalente).
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Apéndice 7: Reactivos validados para la prueba FISH

1. Oligosondas:
2.
Sonda especifica para Cms CMS-CY3-01:
5’- ttg cgg ggc gca cat ctc tgc acg -3’
Sonda eubacteriana no especifica EUB-338-FITC:
5’- gct gcc tce cgt agg agt-3’

2. Solucion fijadora

[ADVERTENCIA: LA SOLUCION FIJADORA CONTIENE PARAFORMALDEHIDO
QUE ES TOXICO. UTILIZAR GUANTES Y NO INHALAR. SE RECOMIENDA
TRABAJAR EN UNA CAMPANA EXTRACTORA DE GASES.]

i) Calentar 9 ml de agua de grado molecular (p. ej. agua ultrapura) a
60 °C aproximadamente y anadir 0,4 g de paraformaldehido. El
paraformaldehido se disuelve cuando se anaden 5 gotas de NaOH 1N
y se remueve con un agitador magnético.

i) Ajustar el pH a 7,0 mediante la adicién de 1 ml de tampdn fosfato de
concentracion 0,1 M (pH 7,0) y 5 gotas de HCI 1N. Verificar el pH con
bandas indicadoras y ajustar si fuese necesario con HCI o NaOH.

iii) [ADVERTENCIA: NO UTILIZAR UN MEDIDOR DE PH EN SOLUCIONES
QUE CONTENGAN PARAFORMALDEHIDO.]

iv) Filtrar la solucién con un filtro de membrana de 0,22 pm y mantener
libre de polvo a 4 °C hasta nueva utilizacion.

V) Nota: Solucion fijadora alternativa: etanol al 96 %.

3. 3X Hybmix

NaCl 2,7 M

Tris-HCI 60 mM (pH 7,4)
EDTA (esterilizado por filtracién y autoclave) 15 mM

Diluir a 1X cuando se precise.

4, Solucion de hibridacion
1X Hybmix
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Dodecilsulfato sédico (SDS) 0,01 %
sonda EUB 338 5 ng/pul
sonda CMSCY301 5 ng/pul

Preparar las cantidades de solucién de hibridacion de acuerdo con los
calculos de la tabla 1. Para cada portaobjetos (que contenga 2 muestras

distintas por duplicado) se precisan 90 ul de solucién de hibridacion.

Tabla 1: Cantidades sugeridas para la preparacién de la mezcla de
hibridacién

2 8
Portaobjeto | Portaobjetos

Agua ultrapura estéril 50,1 200,4
3x hybmix 30,0 120,0
1 % SDS 0,9 3,6
Sonda EUB 338 (100 ng/pl) 4,5 18,0
Sonda CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18,0
Volumen total (pl) 90,0 360,0

NB. Almacenar todas las soluciones que contengan oligosondas
fotosensibles en la oscuridad a - 20 °C. Proteger de la luz directa ya sea del

sol o eléctrica durante su utilizacion.

5. Tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0
» -Na;HPO,4 8,52 ¢

> -KH,PO, 5,44 g

» -Agua destilada 1,00 |

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

Apéndice 8: Cultivo de berenjenas

Sembrar semillas de berenjena (Solanum melongena) en compost
pasteurizado de semillas. Trasplantar las plantulas con los cotiledones
completamente abiertos (1 a 14 dias) en compost pasteurizado de tiesto.
Las berenjenas deben cultivarse en un invernadero que cumpla las

siguientes condiciones ambientales:
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> -Duracién diurna: 14 horas o dia natural si es de mayor duracién.
» -Temperatura:
-diurna: de 21 a 24 °C
-nocturna: 15° C
» -Variedades de berenjena sensibles:
‘Black Beauty’,
‘Long Tom’,
‘Rima’,
‘Balsas’.
Proveedores: véase el sitio web:

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main

Apéndice 9: Procedimiento de la tincion de Gram (modificacion de
Hucker) (Doetsch, 1981) (1)

Solucién de cristal violeta
» -Disolver 2 g de cristal violeta en 20 ml de etanol al 95 %.
> -Disolver 0,8 g de oxalato amodnico en 80 ml de agua destilada.

Mezclar las dos soluciones.

Solucién de Lugol

> -Yodo 1lg

» -Yoduro de potasio 2 g

» -Agua destilada 300 ml

Triturar conjuntamente los sélidos en un mortero. Afiadir al agua y remover

hasta su disolucién en un recipiente cerrado.

Solucién de contraste de safranina
Solucién estandar:

> -SafraninaO 2,59

» -Etanol al 95 % 100 ml

Mezclar y conservar. Diluir al 1:10 para conseguir una solucién de trabajo.

Procedimiento de tincion

1. Preparar los frotis, secar al aire y fijar por calor.
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2.

o v AW

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

Lavar brevemente con agua corriente.

Sumergir en solucion de Lugol durante un minuto.

Lavar con agua corriente y secar.

Decolorar con etanol al 95 %, afiadido gota a gota hasta que ya no se
produzca ningun cambio de color, o sumergir agitando suavemente
durante 30 segundos.

Lavar con agua corriente y secar.

8. Sumergir en la solucion de safranina durante 10 segundos.

Lavar con agua corriente y secar.
Las bacterias Gram. positivas se tifnen de violeta-azul y las Gram.

negativas de rosa-rojo.

(1) También pueden utilizarse otras soluciones y kits de tincién disponibles

en el mercado.
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ANEXO N° 1.B: METODO DE DIAGNOSTICO,
DETECCION E IDENTIFICACION DE RALSTONIA
SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

AMBITO DE APLICACION DEL METODO

El presente método describe los diversos procedimientos relacionados con:

i) el diagnédstico de la podredumbre parda en los tu-bérculos de patata
y de la marchitez bacteriana en las plan-tas de patata, tomate y otras

plantas huésped,

i) la deteccion de Ralstonia solanacearum (R. sola-nacearum) en
muestras de tubérculos de patata, plantas de patata, tomate y otras

plantas huésped, agua y suelo,

jii) la identificacion de R. solanacearum.
PRINCIPIOS GENERALES

En los apéndices se presentan protocolos optimizados para los diferentes
métodos y reactivos validados, asi como informacion detallada para la
preparacion de materiales de prueba y control. En el apéndice 1 se presenta
una lista de los laboratorios que se incluyeron en la optimizaciéon y

validacién de los protocolos.

Habida cuenta de que los protocolos implican la detecciéon de un organismo
de cuarentena y de que incluirdn la utilizacidn de cultivos viables de R.
solanacearum como materiales de control, sera preciso llevar a cabo los
procedimientos bajo condiciones de cuarentena apropiadas, con
instalaciones adecuadas de eliminacién de residuos y en aplicacidon de las
condiciones de obtencién de los permisos apropiados emitidos por las

autoridades oficiales de cuarentena de las plantas.
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Los parametros de las pruebas deben garantizar una detecciéon coherente y
reproducible de niveles de R. solanacearum en los limites establecidos en

los métodos seleccionados.

Es imprescindible una preparacién precisa de los controles positivos.

Asimismo, la realizacién de pruebas con arreglo a los niveles requeridos
implica la utilizacién de los parametros correctos, el mantenimiento y el
calibrado del equipo, una preservacién y manipulacién cuidadosa de los
reactivos y todas las medidas para evitar la contaminacién entre las
muestras, como por ejemplo la separacién de los controles positivos de las
muestras de ensayo. Deben aplicarse normas de control de la calidad para
evitar errores administrativos y de otro tipo, especialmente de etiquetado y

documentacion.

Una sospecha de brote implica la obtencion de un resultado positivo de las
pruebas de diagndstico o seleccién efectuadas a una muestra tal como se
especifica en los siguientes diagramas de flujo. Un resultado positivo en la
primera prueba de seleccion (prueba IF, PCR/FISH, aislamiento selectivo)
debe confirmarse con una segunda prueba de seleccion basada en un

principio bioldgico diferente.

Si la primera prueba de seleccién proporciona un resultado positivo, se
sospecha entonces la contaminacion con R. solanacearum vy debe
efectuarse una segunda prueba de seleccion. Si la segunda prueba de
seleccion proporciona un resultado positivo, se confirma entonces la
sospecha (sospecha de presencia) y debe continuar la prueba con arreglo al
método. Si la segunda prueba de seleccién proporciona un resultado
negativo, se considera entonces que la muestra no esta contaminada con R.

solanacearum.

Una presencia confirmada implica el aislamiento y la identificaciéon
de un cultivo puro de R. solanacearum con confirmacién de

patogenicidad.
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SECCION I: APLICACION DEL METODO

1. Método de deteccion para el diagnéstico de la podredumbre
parda y la marchitez bacteriana (R. solanacearum) en tubérculos de
patata y plantas de patata, tomate u otras plantas huésped con

sintomas de podredumbre parda o marchitez bacteriana

El procedimiento de andlisis estad destinado a los tubérculos de patata y a
las plantas que presentan sintomas tipicos de la podredumbre parda o la
marchitez vascular o que permiten la sospecha de su presencia. Incluye una
prueba de seleccidn rapida, el aislamiento del patégeno del tejido vascular
infectado en un medio (selectivo) y, en caso de resultado positivo, la

identificacion del cultivo como R. solanacearum.
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(1)

(2)

(3)

(4)

(3)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)
(12)

(13)

Para la descripcidn de los sintomas véase la seccién II.1.

Las pruebas de diagnostico rapido facilitan el diagndstico de
presuncion, pero no son esenciales. Un resultado negativo no
garantiza en todos los casos la inexistencia del patdgeno.

En la seccion VI.A.1 se describe la prueba de la exudacion para el
liquido bacteriano del tejido vascular del tallo.

En la seccidon VI.A.2 se describe la prueba de deteccidon de granulos
de poli-U-hidroxibutirato en células bacterianas.

En la seccién VI.A.3 se describen las pruebas de aglutinacion
seroldgica en liquido bacteriano o extractos de tejido sintomatico.

En la seccion VI.A.5 se describe la prueba IF en liquido bacteriano
suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

En la seccién VI.A.7 se describe la prueba FISH en liquido bacteriano
suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

En la seccién VI.A.8 se describe la prueba ELISA en liquido bacteriano
suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

En la seccidon VI.A.6 se describe la prueba PCR en liquido bacteriano
suspendido en agua o extractos de tejido sintomatico.

El patégeno suele aislarse con facilidad del material vegetal
sintomatico mediante dilucion en placas (seccién II1.3).

La morfologia tipica de la colonia se describe en la secciéon II1.3.d.

El aislamiento puede fallar en estados avanzados de infeccidn debido
a la competencia o el enmascaramiento por bacterias saprofitas. Si
los sintomas de la enfermedad son los tipicos, pero el aislamiento es
negativo, deberd repetirse el aislamiento, preferentemente
valiéndose de una siembra en medio selectivo.

La identificacion fiable de cultivos puros posibles aislados de R.
solanacearum, se efectla utilizando las pruebas descritas en la
seccion VI.B. La caracte-rizacién subespecifica de las cepas es
optativa, pero se recomienda en cada caso nuevo. (14) La prueba de

patogenicidad se describe en la seccién VI.C.
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2. Método de deteccion e identificacion de R. solanacearum en

muestras asintomaticas de tubérculos de patata

Fundamento

El protocolo de analisis tiene por objeto la deteccidon de infecciones latentes
en tubérculos de patata. Un resultado positivo de un minimo de dos pruebas
de seleccion, basadas en diferentes principios bioldgicos, debe
complementarse con el aislamiento del patégeno, seguido, en caso de
aislamiento de colonias tipicas, por la confirmacién de un cultivo puro como
R. sola-nacearum. Un resultado positivo de solamente una de las pruebas

de seleccién no es suficiente para considerar sospechosa la muestra.

Las pruebas de seleccion y las pruebas de aislamiento deben permitir la
deteccion de 10 a 10 células/ml de precipitado resuspendido, incluidas como

controles positivos en cada serie de pruebas.
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(1) El tamafio normal de la muestra es de 200 tubérculos, aunque eL
procedimiento puede utilizarse con muestras mas pequenas si no
se dispone de 200
(1) tubérculos.
(2) En la seccion III.1.1 se describen los métodos de extraccion y
concentracion de patogenos.
(3) Siun minimo de dos pruebas basadas en diferentes principios
bioldgicos proporcionan resultados positivos, debe efectuarse el
aislamiento y la confirmacién. Efectiese como minimo una prueba de

seleccidon. Cuando esta prueba dé resultados negativos, se
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(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)

(12)

(13)

considerara que la muestra es negativa. En caso de que la prueba dé
resultados positivos, debera efectuarse una segunda prueba de
seleccidn, o varias mas, basadas en diferentes principios bioldgicos,
con el fin de verificar el primer resultado positivo. Si la segunda
prueba o las pruebas siguientes proporcionan resultados negativos, la
muestra se considerara negativa. No sera preciso efectuar otras
pruebas.

En la seccidn VI.A.5 se describe la prueba IF.

En la seccidn VI.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.
En la seccidn VI.A. 6 se describen las pruebas PCR.

En la seccidn VI.A.7 se describe la prueba FISH.

En la seccidon VI.A.8 se describen las pruebas ELISA.

En la seccidn VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.

La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccién II. 3. d.

El aislamiento o los bioensayos pueden fallar debido a la competencia
o la inhibicién por bacterias saprofitas. Si se obtienen resultados
positivos claros en las pruebas de seleccion, pero las pruebas de
aislamiento dan resultados negativos, entonces deben repetirse las
pruebas de aislamiento a partir del mismo precipitado o tomando
mas tejido vascular cerca de la parte basal de tubérculos cortados de
la misma muestra y, en caso necesario, analizar otras muestras,

La identificacion fiable de cultivos puros aislados posibles de R.
solanacearum, se efectla utilizando las pruebas descritas en la
seccion VI.B.

La prueba de patogenicidad se describe en la seccién VI.C.
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3. Método de deteccion e identificacion de R. solanacearum en

muestras asintomaticas de patatas, tomates y otras plantas

huésped

(1) Véase la seccion III.2.1 para los tamafios recomendados de las
muestras.

(2) En la seccién III.2.1 se describen los métodos de extraccién y
concentracion de patogenos.

(3) Si un minimo de dos pruebas basadas en diferentes principios
bioldgicos proporcionan resultados positivos, debe efectuarse el
aislamiento y la confirmacion. Efectiese como minimo una prueba de
seleccion. Cuando esta prueba dé resultados negativos, se
considerara que la muestra es negativa. En caso de que la prueba dé

resultados positivos, deberd efectuarse una segunda prueba de
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(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)

(12)

(13)

seleccidn, o varias mas, basadas en diferentes principios bioldgicos,
con el fin de verificar el primer resultado positivo, Si la segunda
prueba o las pruebas siguientes proporcionan resultados negativos, la
muestra se considerara negativa. No sera preciso efectuar otras
pruebas.

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

En la seccidn VI.A.5 se describe la prueba IF.

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

En la seccidn VI.A.7 se describe la prueba FISH.

En la seccidn VI.A.8 se describen las pruebas ELISA.

En la seccidn VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.

La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccion II1.3.d.

El aislamiento o los bioensayos pueden fallar debido a la competencia
o la inhibicion por bacterias saprofitas. Si se obtienen resultados
positivos en las pruebas de seleccidn, pero las pruebas de aislamiento
dan resultados negativos, entonces deben repetirse las pruebas de
aislamiento.

La identificacion fiable de cultivos puros posibles aislados de R.
solanacearum, se efectla utilizando las pruebas descritas en la
seccion VI.B.

La prueba de patogenicidad se describe en la seccién VI.C.
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SECCION II: METODOS DETALLADOS DE DETECCION
DE R. SOLANCEARUM EN TUBERCULOS DE PATATA Y
PLANTAS DE PATATA, TOMATE U OTRAS PLANTAS
HUESPED CON SINTOMAS DE LA PODREDUMBRE
PARDA O LA MARCHITEZ BACTERIANA

1.- SINTOMAS

(véase el sitio web:

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main)

1.1.- Sintomas en patata:

En planta de patata. La fase inicial de la infeccién en el campo se reconoce
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 recuperaciéon durante la noche. En las primeras fases del
marchitamiento, las hojas siguen estando verdes, pero posteriormente se
desarrolla necrosis parda y amarilleo. También se produce epinastia. El
marchitamiento de un brote o de plantas enteras se hace rapidamente
irreversible y ocasiona el colapso y la muerte de la planta. El tejido vascular
de los tallos de las plantas marchitadas cortados transversalmente suele ser
pardo, y de la superficie del corte brota un exudado mucoso bacteriano o
este puede extraerse apretando el tallo. Si se coloca verticalmente un tallo

cortado en agua, de los haces vasculares salen hilos viscosos.

En tubérculo de patata. Los tubérculos de patata deben cortarse
transversalmente cerca de la parte basal (estoldn) o bien longitudinalmente
sobre el estoldn. Posteriormente, la decoloracién vascular adquiere un tono
pardo mas marcado y la necrosis puede extenderse al tejido
parenquimatico. En las fases avanzadas, la infeccion progresa desde la
parte basal y los ojos, por las que pueden fluir exudados bacteria-nos, lo
que hace que se adhieran particulas del suelo. Pueden aparecer en la piel
lesiones ligeramente hundidas de color pardo rojizo debido al colapso
interno de los tejidos vasculares. En las fases avanzadas de la enfermedad
es habitual el desarrollo secundario de podredumbres blandas causadas por

hongos y bacterias.
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1.2.- Sintomas en tomate

En planta de tomate. El primer sintoma visible es el aspecto flacido de las
hojas mas jovenes. Si se producen condiciones medioambientales
favorables para el patdgeno (temperaturas del suelo de 25 °C; humedad
saturada), en un plazo de pocos dias se produce epinastia y marchitamiento
de un lado de la planta o de toda ella, lo que desemboca en un colapso total
de la planta. En condiciones menos favorables (temperatura del suelo por
debajo de 21 °C), se produce un menor marchitamiento, pero pueden surgir
numerosas raices adventicias del tallo. En ocasiones se observan estrias
himedas desde la base del tallo, lo que demuestra la existencia de necrosis

en el sistema vascular.

Al cortar transversalmente el tallo, los tejidos vasculares que presentan una

decoloracién parda exudan gotas de liquido bacteriano blanco o amarillento.

1.3.- intomas en otros huéspedes

Plantas de Solanum dulcamara y S. nigrum. En condiciones naturales, en
pocos casos se observan sintomas de marchitamiento en estos huéspedes
herbaceos a no ser que la temperatura del suelo supere los 25 °C o los
niveles de in6culo sean extremadamente elevados (por ejemplo, para S.
nigrum que crezca junto a plantas enfermas de patatas o tomates). Cuando
se produce el marchitamiento, los sintomas son como los descritos para el
tomate. Las plantas de S. dulcamara, que no se marchitan y que crecen con
tallos y raices en el agua, pueden mostrar una decoloracidn interna pardo
claro de los tejidos vasculares en una seccion transversal de la base del
tallo, o de las partes del tallo que se encuentran bajo el agua. Pueden fluir
bacterias de los tejidos vasculares cortados, o formar hilos viscosos, si el
tallo cortado se coloca verticalmente en el agua, incluido en caso de

inexistencia de sintomas de marchitamiento.

2. PRUEBAS DE SELECCION RAPIDA

Las pruebas de seleccién rapida facilitan el diagnéstico de presuncion, pero

no son esenciales. Realicese una o mas de las siguientes pruebas validadas:
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2.1 Prueba de la exudacion del tallo (Véase la seccion
VI.A.1.)

2.2 Prueba de la deteccion de granulos de poli-B-
hidroxibutirato (PHB)

Los granulos de PHB caracteristicos en las células de R. solanacearum se
visualizan tifendo frotis de exudado bacteriano fijado con calor procedente
de tejido infectado en un portaobjetos con azul Nilo A o negro Sudan B

(véase la seccion VI.A.2).

2.3 Pruebas de aglutinacion seroldégica (Véase la
seccion VI.A.3.)

2.4 Otras pruebas

Otras pruebas de seleccién rapida apropiadas incluyen la prueba IF (véase
la seccidon VI.A.5), la prueba FISH (véase la secciéon VI.A.7), las pruebas
ELISA (véase la seccién VI.A.8) y las pruebas PCR (véase la seccion VI.A.6).

3. PROCESO DE AISLAMIENTO

a) Coger exudado o secciones de tejido decolorado del anillo vascular
del tubérculo o de los haces vasculares del tallo de la planta de patata,
de tomate o de otras plantas huésped en proceso de marchitamiento.
Poner en suspensidon en un volumen reducido de agua destilada estéril

o en tampdn fosfato 50 mM (apéndice 4) y dejar entre cinco y diez

minutos.
b) Preparar una serie de diluciones decimales de la suspension.
C) Echar 50-100 ul de la suspension y las diluciones en un medio

nutritivo general (NA, YPGA o SPA; véase el apéndice 2) y/o en un
medio de tetrazolio de Kelman (apéndice 2) y/o un medio selectivo
validado (por ejemplo, SMSA; véase el apéndice 2). Extender o hacer

estrias con una técnica adecuada de dilucién en placas. Si se
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d)

4.

considera util, preparar un conjunto de placas distintas con un cultivo
de una suspension celular diluida de R. solanacearum biovar 2 como

control positivo.

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

En un medio nutritivo general, los aislados virulentos de R.
solanacearum desarrollan colonias de color blanco nacarado, planas,
irregulares y fluidas, que con frecuencia presentan los verticilos
caracteristicos en el centro. Las formas avirulentas de R.
solanacearum forman colonias butirosas pequefas, redondas y no
fluidas, que son completamente blancas.

En los medios de tretrazolio de Kelman y SMSA, los verticilos son de
color rojo sangre. Las formas avirulentas de R. solanacearum forman
colonias butirosas pequefias, redondas y no fluidas, que son

totalmente de color rojo oscuro.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE R.

SOLANACEARUM

Las pruebas para confirmar la identidad de presuntos aislados de R.

solanacearum se muestran en la seccion VI.B.
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SECCION III

1. METODOS DETALLADOS DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE R. SOLANACEARUM EN
MUESTRAS ASINTOMATICAS DE TUBERCULOS DE
PATATA

1.1.- Preparacion de la muestra

Nota:

> El tamafio normal de la muestra es de 200 tubérculos. Un muestreo mas
intensivo requiere mas pruebas en muestras de este tamano. Un mayor
nimero de tubérculos en la muestra producird inhibicion o una
interpretacion dificil de los resultados. Sin embargo, el procedimiento
puede aplicarse convenientemente a muestras de menos de 200

tubérculos, cuando se disponga de pocos tubérculos.

> La validacion de todos los métodos de deteccidn descritos a continuacion

se basa en la realizacién de pruebas a muestras de 200 tubérculos.

> El extracto de patata descrito a continuacidon puede utilizarse también
para la deteccién de la bacteria de la necrosis bacteriana de la patata,

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.
Pretratamiento opcional previo a la preparacién de la muestra:

a) incubacion de muestras a 25-30 °C, hasta un maximo de dos semanas
antes de la realizacion de la prueba, con el fin de alentar la

multiplicacion de cualquier poblacion de R. solanacearum;

b) lavar los tubérculos. Utilizar desinfectantes apropiados (compuestos de
cloro cuando vaya a utilizarse la prueba PCR a fin de eliminar el ADN
patégeno) y detergentes entre cada muestra. Secar al aire los
tubérculos. Este procedimiento de lavado es especialmente util (pero no

obligatorio) para las muestras con exceso de tierra y si debe realizarse
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una prueba PCR o un procedimiento de aislamiento directo.

1.1.1.-Quitar la epidermis de la parte basal (estolén) del tubérculo con un
bisturi o un cuchillo limpio y desinfectado, de modo que los tejidos
vasculares queden a la vista. Extraer con cuidado una cufia cénica pequena
de tejido vascular de la parte basal y extraer el minimo volumen posible de

tejido no vascular.

(véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/

Public/irc/sanco/Home/main).

Nota: Retirar los tubérculos (podridos) que presenten sintomas sospechosos

de “podredumbre parda” y analizarlos por separado.

Si durante la extraccion de la cuia de la parte basal se observan sintomas
sospechosos de podredumbre parda, debera efectuarse una inspeccion
visual del tubérculo, y cortarse este cerca de la parte basal. Todo tubérculo
cortado con sintomas sospechosos debera guardarse durante un minimo de
dos dias a temperatura ambiente a fin de permitir la suberizaciéon y
almacenar refrigerado (a 4-10 °C) en condiciones de cuarentena
apropiadas. Todos los tubérculos, incluidos los que presenten sintomas
sospechosos, deberan mantenerse con arreglo a lo establecido en el Anexo
n°10.

1.1.2.- Colocar las cufas de la parte basal en recipientes desechables no
utilizados que puedan cerrarse y/o sellarse (en caso de reutilizacién de los
recipientes, deberan limpiarse y desinfectarse por completo utilizando
compuestos de cloro). Es conveniente procesar las cufas inmediatamente.
Si esto no es posible, almacenarlas en el recipiente, sin afiadir ningun
tampdn, refrigeradas durante un periodo maximo de 72 horas o de 24 horas

a temperatura ambiente.

Procesar las cufias por uno de los métodos siguientes:

a) bien cubrir las cufias con un volumen suficiente (aproximadamente 40

ml) de tampon de extraccidon (apéndice 4) y agitar en un agitador rotatorio
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(50-100 rpm) durante cuatro horas por debajo de 24 °C o refrigeradas

entre 16 y 24 horas,

o bien

b) homogeneizar las cufias con un volumen suficiente (aproximadamente 40
ml) de tampdn de extraccion (apéndice 4) en una trituradora (por ejemplo,
Waring o Ultra Thurax) o machacandolas en una bolsa de maceracion
desechable sellada (por ejemplo, Stomacher o Bioreba de politeno de gran
calibre, 150 mm x 250 mm; esterilizada por radiacion) utilizando un mazo

de goma o un aparato de trituracion adecuado (por ejemplo, Homex).

Nota: Existe un elevado riesgo de contaminacion cruzada de muestras
cuando se homogenizan las muestras utilizando una trituradora. Tomar
precauciones a fin de evitar la generacién de aerosoles o el vertido durante
el proceso de extraccién. Debe asegurarse que se utilizan para cada
muestra recipientes y cuchillas de trituradora esterilizados. Si se utiliza la
prueba PCR, evitar la transferencia de ADN en los recipientes o el aparato
de trituracion. Al utilizar PCR, se recomienda machacar el material en bolsas

desechables y utilizar tubos desechables.

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

um), lavando el filtro con tampoén de extraccion adicional (10 ml).

1.1.4 Concentrar las bacterias por centrifugacion a 7.000 g durante 15
minutos (o 10.000 g durante diez minutos) a una temperatura entre 4-10

°C y descartar el sobrenadante sin perturbar el sedimento.

1.1.5 Resuspender el precipitado en 1,5 ml de tampon de precipitado
(apéndice 4). Utilizar 500 ul para pruebas de R. solanacearum, 500 pl para
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus y 500 ul para referencia.
AfRadir glicerol estéril a la concentracion final de 10-25 % (v/v) a los 500 pl
de la alicuota de referencia y a la restante alicuota de prueba, mezclar y

almacenar a una temperatura comprendida entre -16 a -24 °C (semanas) o
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entre -68 a -86 °C (meses). Mantener las alicuotas de prueba a entre 4-10

°C durante la prueba.

No se aconseja congelar y descongelar repetidamente. Si debe
transportarse el extracto, entréguese en un recipiente frio en un plazo de
24 a 48 horas.

1.1.6 Es de capital importancia tratar por separado todos los controles y
muestras positivos de R. solanacearum para evitar la contaminacién. Esto

se aplica a los portaobjetos IF y a todas las pruebas.

1.2. Analisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcién de las pruebas y los protocolos

optimizados en los apéndices pertinentes:

Aislamiento selectivo (véase la seccién VI.A.4)
Prueba IF (véase la seccion VI.A.5)
Pruebas PCR (véase la seccién VI.A.6)
Prueba FISH (véase la secciéon VI.A.7)
Pruebas ELISA (véase la seccién VI.A.8)

Bioensayo (véase la seccién VI.A.9)

2. METODOS DETALLADOS DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE R. SOLANACEARUM EN
MUESTRAS ASINTOMATICAS DE PATATAS, TOMATES
Y OTRAS PLANTAS HUESPED

2.1 Preparacion de la muestra

Nota: Para la deteccion de poblaciones latentes de R. solanacearum se
aconseja someter a prueba muestras mixtas. El procedimiento puede
aplicarse convenientemente a mues-tras mixtas de hasta 200 partes del
tallo. Cuando se efectlen examenes, deberan basarse en una muestra

estadisticamen-te representativa de la poblacién de plantas investigada.
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2.1.1 Colocar segmentos de tallo de 1-2 cm en un recipiente estéril cerrado

con arreglo a los siguientes procedimientos de muestreo:

Plantulas de tomate de vivero: con un cuchillo limpio y desinfectado, cortar
un segmento de 1 cm de la base de cada tallo, justo por encima del nivel

del suelo.

Plantas de tomate cultivadas en el campo o en un invernadero: con un
cuchillo limpio y desinfectado, arrancar el brote lateral mas inferior de cada
planta cortando justo por encima de la unién con el tallo principal. Cortar un

segmento de 1 cm del ex-tremo inferior de cada brote lateral.

Otros huéspedes: con un cuchillo limpio y desinfectado o con tijeras de
podar, cortar un segmento de 1 cm de la base de cada tallo, justo por
encima del nivel del suelo. En el caso de S. dulcamara o de otras plantas
huésped que crecen en el agua, cortar secciones de 1-2 cm de los tallos

bajo el agua o estolones con raices acuaticas.

Cuando se muestree un lugar especifico, se recomienda analizar una
muestra estadisticamente representativa de un minimo de diez plantas por

punto de muestreo de cada huésped herbaceo potencial.

La deteccion del patdgeno sera mas fiable a finales de primavera, en verano
y en otofio, aunque las infeccio-nes naturales pueden detectarse durante
todo el ano en Sola-num dulcamara perenne que crece en cursos de agua.
Los huéspedes conocidos incluyen plantas de patata espontaneas
(groundkeepers), Solanum dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium vy
otros miembros de la familia Solanaceae. Otros huéspedes son Pelargonium
spp. Y Portulaca oleracea. Entre las especies herbaceas europeas que
pueden albergar potencial-mente poblaciones de R. solanacearum biovar
2/raza 3 en raices y/o rizosferas, en condiciones medioambientales
especificas, se incluyen: Atriplex hastata, Bidens pilosa, Cerastium
glomeratum, Chenopodium album, Eupatorium cannabinum, Galinsoga
parvi-flora, Ranunculus scleratus, Rorippa spp., Rumex spp., Silene alba, S.

nutans., Tussilago farfarra y Urtica dioica.
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Nota: Puede efectuarse en este momento el examen visual para detectar
sintomas internos (coloracién vascular o liquido bacteriano). Retirar todos
los segmentos del tallo con sintomas y analizarlos por separado (véase la

seccion II).

2.1.2 Desinfectar brevemente los segmentos del tallo con etanol al 70 % y
secar inmediatamente con un pafiuelo de papel. A continuacién, procesar

los segmentos del tallo mediante uno de los procedimientos siguientes:

a) cubrir los segmentos con un volumen suficiente (aproximadamente 40
ml) de tampdén de extraccion (apéndice 4) y agitar en un agitador
rotatorio (50-100 rpm) durante cuatro horas por debajo de 24 °C o

refrigerados entre 16 y 24 horas,

o bien

b) procesar inmediatamente machacando los segmentos en una bolsa de
maceracion resistente (por ejemplo, Stomacher o Bioreba) con un
volumen apropiado de tampdn de extraccién (apéndice 4) utilizando un
mazo de goma o un aparato de trituracion adecuado (por ejemplo,
Homex). De no ser posible, almacenar los segmentos del tallo
refrigerados duran-te un maximo de 72 horas o un maximo de 24 horas

a temperatura ambiente.
2.1.3 Desechar el sobrenadante tras 15 minutos de sedimentacion.

2.1.4 No suele ser necesaria otra clarificacion del extracto o Ia
concentracion de la fraccidn bacteriana, pero pue-de conseguirse por
filtracidon y/o centrifugacién tal como se describe en la seccién II1.1.1.3 a
1.1.5.

2.1.5 Dividir el extracto de la muestra pura o concentra-da en dos partes
iguales. Mantener una mitad entre 4 y 10 °C durante el analisis y almacenar
la otra mitad con glicerol estéril al 10-25 % (v/v) entre -16 y -24 °C

(semanas) o entre -68 y -86 °C (mes) en caso de que deban efectuarse
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nuevas pruebas.

2.2 Analisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcidén de las prue-bas y los protocolos

optimizados en los apéndices pertinentes:

Aislamiento selectivo (véase la seccién VI.A.4)
Prueba IF (véase la seccién VI.A.5)
Pruebas PCR (véase la seccién VI.A.6)
Prueba FISH (véase la seccion VI.A.7)
Pruebas ELISA (véase la seccion VI.A.8)

Bioensayo (véase la seccién VI.A.9)
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SECCION IV

1. ESQUEMA DEL METODO DE DETECCION E
IDENTIFICACION DE R. SOLANACEARUM EN EL AGUA

(1). Véase la seccidén IV.2.1 para los tamafios recomendados de las
muestras.

(2). En la seccion IV.2.1 se describen los métodos de concentracion de
patégenos. La concentracidén incrementa las poblaciones de patdgenos
y de bacterias saprofitas competidoras, y Unicamente se recomienda
si no provoca una inhibicion de la prueba de aislamiento.

(3). En la seccidn VI.A.4 se describe la prueba de aislamiento selectivo.

(4). En la seccion VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.

(5). En las secciones VI.A.4.2 y VI.A.6 se describen los métodos de
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enriquecimiento PCR.
(6). En las secciones VI.A.4.2 y VI.A.8 se describen los métodos de
enriquecimiento ELISA.

(7). (7)La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccidén II1.3.d.
(8). El aislamiento puede fallar debido a la competencia o la inhibicién por
bacterias saprofitas. Si se sospecha que una elevada poblacién

saprofita afecta a la fiabilidad del aislamiento, repetir entonces las
pruebas de aislamiento tras la dilucién de la muestra en agua estéril.

(9). La identificacion fiable de cultivos puros posibles aislados de R.
solanacearum, se efectua utilizando las pruebas descritas en la
seccién VI.B.

(10). La prueba de patogenicidad se describe en la seccién VI.C.

2. METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION DE R.
SOLANACEARUM EN EL AGUA

Principio

El método validado de deteccidon que se describe en la presente seccion es
aplicable a la deteccién del patdogeno en muestras de aguas superficiales y
puede aplicarse asimismo a las muestras para analisis del proceso de
transformacion de la patata o de aguas residuales. No obstante, es
importante sefialar que la sensibilidad previsible de la deteccién variara en
funcion del sustrato. La sensibilidad de la prueba de aislamiento se ve
afectada por las poblaciones de bacterias saprofitas competidoras, que son
generalmente muy superiores en el proceso de transformacién de la patata

y las aguas residuales que en las aguas superficiales.

Si bien se espera que el método que se describe a continuacién solamente
detecte 10° células por litro de aguas superficiales, la sensibilidad de la
deteccién en el proceso de transformacion de la patata o las aguas
residuales sera con toda probabilidad mucho menor. Por este motivo, se
recomienda analizar las aguas residuales después de todo tratamiento de
purificacién (por ejemplo, sedimentacién o filtracién), durante el cual las
poblaciones de bacterias saprofitas se reducen. Deberan tenerse en cuenta

las limita-ciones de sensibilidad del método de prueba a la hora de evaluar
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la fiabilidad de cualquier resultado negativo obtenido. Si bien se ha utilizado
con éxito este método en trabajos de investigacion para determinar la
presencia o ausencia del patégeno en las aguas superficiales, deberan
tenerse en cuenta sus limitaciones cuando se utilice en investigaciones

similares del proceso de transformacién de la patata o de aguas residuales.

2.1 Preparacion de la muestra

Nota:

> La deteccion de R. solanacearum en las aguas superficiales es mas fiable
a finales de primavera, en verano y en otofio, cuando la temperatura del

agua supera los 15 °C.

> Un muestreo repetido en diferentes momentos durante los periodos
mencionados en puntos de muestreo designados incrementara la

fiabilidad de la deteccion al reducir los efectos de la variacion climatica.

> Ténganse en cuenta los efectos de las fuertes precipitaciones y la
geografia del curso de agua a fin de evitar que se produzcan importantes

efectos de dilucion que puedan ocultar la presencia del patdégeno.

» Tomar muestras de agua superficial en las inmediaciones de plantas

huésped si estos huéspedes estan presentes.

2.1.1 Recoger muestras de agua en puntos de muestreo seleccionados
llenando botellas o tubos estériles desechables, a una profundidad, si es
posible, por debajo de 30 cm y a 2 m de la orilla. Para los efluentes
resultantes de la transformacién de la patata y las aguas residuales, recoger
muestras en el punto de vertido de las aguas residuales. Se recomiendan
las muestras de hasta 500 ml por punto de muestreo. Si se prefie-ren
muestras mas pequefas, se aconseja tomar muestras como minimo en tres
ocasiones por punto de muestreo, cada una de las cuales consistira en dos
submuestras duplicadas de un minimo de 30 ml. Para un trabajo de
investigacion intensivo, seleccione como minimo tres puntos de muestreo

por 3 km de curso de agua y asegurese de que también se toman muestras
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en los afluentes que desembocan en el curso de agua.

2.1.2 Transportar las muestras en un entorno fresco y oscuro (4-10 °C) y

analizarlas en un plazo de 24 horas.

2.1.3 Si es preciso, podra concentrarse la fraccién bacteriana utilizando uno

de los métodos siguientes:

a) centrifugar 30-50 ml de submuestras de 10.000 g durante diez minutos
(o 7.000 g durante 15 minutos), preferiblemente a 4-10 °C, descartar el
sobrenadante y resuspender el precipitado en 1 ml de tampoén de

precipitado (apéndice 4);

b) filtracion por membrana (tamafio minimo de los poros de 0,45 pm) y a
continuacion lavado del filtro en 5-10 ml de tampdn de precipitado y
retencion de los lavados. Este método es adecuado para grandes

volumenes de agua que contengan bajos niveles de saprofitas.

No suele aconsejarse la concentracion para muestras del proceso de
transformacién de la patata o de aguas residuales, ya que unas poblaciones
mayores de bacterias saprofitas competidoras inhibiran la detecciéon de R.

solanacearum.

2.2 Analisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las pruebas en los apéndices

pertinentes.
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SECCION V

1.

ESQUEMA DEL METODO DE DETECCION E

IDENTIFICACION DE R. SOLANACEARUM EN EL SUELO

(1).

(2).
(3).

(4).
(5).
(6).

Véase la seccién V.2.1 para los tamafios recomendados de las
muestras.

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

En las secciones VI.A.4.2 y VI.A.6 se describen los métodos de
enriquecimiento PCR.

En la seccidn VI.A.9 se describe la prueba del bioensayo.

La morfologia tipica de la colonia se describe en la seccién II.3.d.

El aislamiento puede fallar debido a la competencia o la inhibicién por
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bacterias saprofitas. Si se sospecha que una elevada poblacion
saprofita afecta a la fiabilidad del aislamiento, repetir entonces las
pruebas de aislamiento tras la dilucion de la muestra.

(7). La identificacion fiable de cultivos puros posibles aislados de R.
solanacearum, se efectia utilizando las pruebas descritas en la
seccién VI.B.

(8). La prueba de patogenicidad se describe en la seccién VI.C.

2.- METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION DE
R. SOLANACEARUM EN EL SUELO

Principios

El método validado de deteccidon que se describe en la presente seccion es
aplicable a la deteccion del patégeno en muestras del suelo, pero también
puede utilizarse para analizar muestras de residuos sdélidos de la
transformaciéon de la patata o de lodos de depuradora. No obstante, debe
sefalarse que estos métodos no son lo suficientemente sensibles para
asegurar la deteccion de poblaciones pequefias y/o irregularmente
distribuidas de R. solanacearum que pueden encontrarse en muestras

naturalmente infectadas de estos sustratos.

Deberan tenerse en cuenta las limitaciones de sensibilidad de este método
de prueba a la hora de evaluar la fiabilidad de cualquier resultado negativo
obtenido, asi como cuando se utilice en investigaciones para determinar la
presencia o ausencia del patégeno en el suelo o los lodos. El método mas
fiable para determinar la presencia del patégeno en el suelo del campo es
plantar un posible huésped del mismo y supervisar si se produce infeccion,
pero incluso con este método no se detectardan niveles bajos de

contaminacion.

2.1 Preparacion de la muestra

2.1.1 El muestreo del suelo del campo deberd seguir los principios
habituales utilizados para el muestreo de nematodos. Para muestrear 0,3

ha, recoger muestras de 0,5 a 1 kg de suelo en 60 puntos a una
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profundidad de 10 a 20 cm (o de una cuadricula de 7 x 7 metros). Si se
sospecha la presencia del patdégeno, incrementar el nimero de puntos de
recogida a 120 por 0,3 ha. Mantener las muestras a una temperatura
comprendida entre 12 y 15 °C antes del analisis. Tomar muestras de la
transformacion de la patata y de lodos de depuradora, recogiendo un total
de 1 kg de sitios que representen el volumen total de lodos que se

analizara. Mezclar adecuadamente cada muestra antes del analisis.

2.1.2 Dispersar submuestras de 10 a 25 g de suelo o lodos mediante
agitacion rotatoria (250 rpm) en 60-150 ml de tampdén de extraccién
(apéndice 4) durante un maximo de dos horas. En caso necesario, el
afadido de 0,02 % de Tween-20 estéril y de 10 a 20 g de grava estéril

puede contribuir a la dispersion.

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

2.2 Analisis

Véase el diagrama de flujo y la descripcion de las pruebas en los apéndices
pertinentes.
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SECCI(’)N,VI : PROTOCOLOS OPTIMIZADOS PARA LA
DETECCIONE IDENTIFICACION DE R.
SOLANACEARUM

A. PRUEBAS DE DIAGNOSTICO Y DETECCION

1. PRUEBA DE LA EXUDACION DEL TALLO

La presencia de R. solanacearum en tallos de patata, tomate u otras plantas
huésped marchitas puede observarse mediante la sencilla prueba de
presuncion que se indica a continuacion: cortar el tallo justo por encima del
nivel del suelo. Suspender la superficie del corte en un tubo de agua limpia.
Observar si se produce la caracteristica exudaciéon espontanea de hilos de

flujo bacteriano de los haces vasculares cortados unos minutos después.

2. PRUEBA DE LA DETECCION DE GRANULOS DE POLI-
BB3-HIDROXIBUTIRATO

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

(apéndice 2) en un portaobjetos.
(2). Preparar frotis de control positivos de una cepa de biovar 2 de R.
solanacearum vy, si se considera util, un frotis de control negativo de

un PHB sp. negativo conocido.

(3). Dejar que se seque al aire y pasar con rapidez varias veces por la

llama la cara inferior del portaobjetos para fijar los frotis.

(4). Tenir el preparado con azul Nilo A o negro Sudan B y observar

microscopicamente tal como se describe a continuacion.
Prueba del azul Nilo

a) Bafiar cada portaobjetos con una solucién acuosa de azul Nilo Aal1 % e

incubar durante diez minutos a 55 °C.
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b)

d)

f)

g)

Escurrir la solucion de tincién. Lavar suavemente al grifo durante unos

instantes. Eliminar el agua sobrante con un panuelo de papel.

Bafiar el frotis con acido acético acuoso al 8 % e incubar durante un

minuto a temperatura ambiente.

Lavar suavemente al grifo durante unos instantes. Eliminar el agua

sobrante con un panuelo de papel.

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

Examinar el frotis tintado con un microscopio epifluorescente a 450 nm
con gota de aceite de inmersion,a 600-1000 aumentos, utilizando un

objetivo de inmersién en aceite o agua.

Observar si se produce la fluorescencia naranja brillante de los granulos
de PHB. Observar también con la luz normal transmitida para cerciorarse
de que los granulos son intracelulares y de que la morfologia celular es

la tipica de R. solanacearum.

Prueba del negro Sudan

a)

b)

Bafar cada portaobjetos con una solucidon acuosa de negro Sudan B al
0,3 % en etanol al 70 % e incubar durante diez minutos a temperatura

ambiente.

Escurrir la solucidon de tincién y lavar suavemente con agua del grifo

durante unos instantes, eliminando el agua sobrante con un pafiuelo de

papel.

Sumergir brevemente los portaobjetos en xilol y secar con un pafiuelo de
papel. iCuidado!: el xilol es nocivo, deben tomarse las precauciones de
seguridad necesarias y debe trabajarse en una campana extractora de

humos.
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d) Banar el frotis con safranina acuosa al 0,5 % (p/v) y dejar durante diez
minutos a temperatura ambiente. iCuidado!: /a safranina es nociva,
deben tomarse las precauciones de seguridad necesarias y debe

trabajarse en una campana extractora de humos.

e) Lavar suavemente al grifo durante unos instantes, secar con un pafnuelo

de papel y tapar con un cubreobjetos.

f) Examinar los frotis tintados con un microscopio Optico que utilice luz
transmitida con aceite de inmersién, a 1000 aumentos, utilizando un

objetivo de inmersién en aceite.

g) Observar si los granulos de PHB de las células de R. solanacearum se
tinen de negro azulado con un tefido rosaceo de las paredes de las

células.

3. PRUEBAS DE AGLUTINACION SEROLOGICA

La mejor manera de observar la aglutinacion de células de R. solanacearum
en liquido bacteriano o extractos de tejido sintomatico es utilizando
anticuerpos validados (véase el apéndice 3) etiquetados con marcadores
coloreados apro-piados tales como células rojas de Staphylococcus aureus o
particulas coloreadas de latex. Si se utiliza un equipo comer-cializado
(véase el apéndice 3), siga las instrucciones del fabricante. En caso

contrario, aplique el procedimiento siguiente:

a) mezclar gotas de una suspension de anticuerpos eti-quetados y liquido
bacteriano (de aproximadamente 5 upl) en pocillos de portaobjetos de
pocillos multiples;

b) preparar controles positivos y negativos utilizando suspensiones de R.
solanacearum biovar 2 y una cepa heteréloga;

c) observar si se produce aglutinacion en las muestras positivas tras

mezclar suavemente durante 15 segundos.
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4. AISLAMIENTO SELECTIVO

4.1 Siembra en medio selectivo

Nota:

Antes de utilizar este método por primera vez, efec-tle pruebas

3 4
preliminares a fin de garantizar una deteccion reproducible de 10 a 10
unidades formadoras de colonias de R. solanacearum por ml afadido a

extractos de muestras que hayan dado anteriormente resultados negativos.

Utilizar un medio selectivo validado adecuado tal como SMSA (modificado

por Elphinstone et al., 1996; véase el apéndice 2).

Es preciso diferenciar R. solanacearum de otras bacterias que pueden
desarrollar colonias en el medio. Ademas, las colonias de R. solanacearum
pueden mostrar morfologias atipicas si las placas estan superpobladas o si
también contienen bacterias antagonistas. Cuando se sospeche la existencia
de efectos de la competencia o el antagonismo, debera volver a analizarse

la muestra con otro método.

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

Como controles positivos, preparar diluciones decimales de una suspension

6
de 10 cfu por ml de una cepa virulenta biovar 2 de R. solanacearum (por
ejemplo, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Para evitar toda posibilidad
de contaminacién, preparar controles positivos totalmente separados de las

muestras que van a analizarse.

Debera examinarse la adecuacién para el crecimiento del patégeno de cada
lote recién preparado de un medio selectivo antes de utilizarlo para analizar

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

muestras.

4.1.1 Aplicar una técnica de dilucion en placas apropia-da a fin de
garantizar la dilucidn de cualquier poblacion sa-profita formadora de
colonias que pudiera existir. Extender 50-100 pl por placa de extracto de

muestra y de cada dilucién.

4.1.2 Incubar las placas a 28 °C. Leer las placas 48 horas después, y
posteriormente a diario hasta un maximo de seis dias. Las colonias tipicas
de R. solanacearum en el medio SMSA son de color blanco lechoso, planas,
irregulares vy fluidas vy, tras tres dias de incubacion, se vuelven de color rosa
a rojo sangre en el centro con rayas o espirales internas (véase el sitio web:

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

Nota: En algunos casos se forman colonias atipicas de R. solanacearum en
este medio. Estas pueden ser pequefias, redondas, completamente rojas y
no fluidas, o so6lo parcialmente fluidas y, por tanto, dificiles de distinguir de

las bacterias saprofi-tas formadoras de colonias.

4.1.3 Purificar las presuntas colonias de R. solanacearum tras el estriado o
la diluciéon en placas en un medio nutritivo general a fin de obtener colonias

aisladas (véase el apéndice 2).
4.1.4 Almacenar los cultivos a corto plazo en agua estéril (pH 6-8, sin cloro)
a temperatura ambiente en la oscuridad, o a largo plazo en un medio

crioprotector adecuado entre -68 y -86 °C o liofilizado.

4.1.5 Identificar los presuntos cultivos (véase la seccidon VI. B) y efectuar

una prueba de patogenicidad (véase la seccién VI. C).

Interpretacion de los resultados de la siembra en medio selectivo

La siembra en medio selectivo es negativa si no se observan colonias

bacterianas al cabo de seis dias ni se encuentran presuntas colonias tipicas
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de R. solanacearum, siempre que no haya sospechas de inhibicion
producida por la competencia o el antagonismo de otras bacterias y que en

los controles positivos se encuentren colonias tipicas de R. solanacearum.

La siembra en medio selectivo es positiva si se aislan presuntas colonias de

R. solanacearum.

4.2 Procedimiento de enriquecimiento

Utilizar un medio de enriquecimiento validado como el caldo Wilbrink

modificado (véase el apéndice 2).

Este procedimiento puede utilizarse para incrementar selectivamente las
poblaciones de R. solanacearum en extractos de muestras e incrementar la
sensibilidad de la deteccién. Asimismo, este procedimiento diluye
efectivamente los inhibidores de la reaccion PCR (1:100). Sin embargo,
debe senalarse que el enriquecimiento de R. solanacearum puede fallar
debido a la competencia o el antagonismo de organismos saprofitas, que en
muchos casos se enriquecen simultdneamente. Por este motivo, el
aislamiento de R. solanacearum a partir de cultivos de caldos enriquecidos
puede resultar dificil. Ademads, debido a que pueden incrementarse las
poblaciones de saprofitos serolégicamente afines, se recomienda Ila
utilizacién de anticuerpos monoclonales especificos en lugar de anticuerpos

policlonales cuando se aplique la prueba ELISA.

4.2.1 Para el enriquecimiento PCR, transferir 100 ul de extracto de
muestras a 10 ml de caldo de enriquecimiento (apéndice 2) previamente
alicuotados en tubos o matraces sin ADN. Para el enriquecimiento ELISA,
pueden utilizarse proporciones mas elevadas de extracto de muestras en el

caldo (por ejemplo, 100 ul en 1,0 ml de caldo de enriquecimiento).
4.2.2 Incubar durante 72 horas entre 27 y 30 °C en un cultivo agitado o un
cultivo estatico manteniendo el tapén del tubo sin apretar para que haya

aireacion.

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

muestras de las pruebas anteriormente mencionadas.

Nota: Si se prevé una inhibicidon o un enriquecimiento de R. solanacearum
debido a las elevadas poblaciones de determinadas bacterias saprofitas
competidoras, pueden con-seguirse mejores resultados con el
enriquecimiento de extractos de muestras antes de cualquier centrifugacién

0 con otras medidas de concentracion.

5. PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA (PRUEBA IF)
Principio

Se recomienda utilizar la prueba IF como principal prueba de seleccién

debido a su capacidad demostrada para alcanzar los limites requeridos.

Cuando se utilice la prueba IF como principal prueba de seleccién y su
lectura sea positiva, deberd efectuarse la prueba de aislamiento, PCR o
FISH como segunda prueba de selecciéon. Cuando se utilice la prueba IF
como segunda prueba de seleccion y su lectura sea positiva, debera
efectuarse una nueva prueba con arreglo al diagrama de flujo para

completar el analisis.

Nota: Utilizar una fuente validada de anticuerpos de R. solanacearum
(véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/ Public/irc/sanco/
Home/main). Se recomienda determinar el titulo para cada nuevo lote de
anticuerpos. El titulo se define como la dilucidn mas elevada en la que se
produce una reacciéon Optima 56 cuando se analiza una suspension que
contenga de 10 a 10células por ml de la cepa homdloga de R.
solanacearum, utilizando un conjugado de isotiocianato de fluoresceina
(FITC) apropiado, segun las recomendaciones del fabricante. Todo el
antisuero policlonal validado debe presentar un titulo IF de al menos
1:2000. Durante el analisis, deberan utilizarse los anticuerpos en diluciones

de trabajo cercanas o equivalentes al titulo.
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La prueba deberia efectuarse en extractos de muestras recién preparados.
En caso necesario, puede realizarse con éxito enextractos almacenados
entre -68 y -86 °C en glicerol. El glicerol puede eliminarse de la muestra si
se afiade 1 ml de tampdn de precipitado (véase el apéndice 4), se
recentrifuga durante 15 minutos a 7.000 g y se resuspende en un volumen
equivalente de tampdn de precipitado. En muchos casos no es necesario
efectuar este procedimiento, especialmente si las muestras se han fijado en

los portaobjetos mediante flameado.

Preparar en otro portaobjetos controles positivos de la cepa homdéloga o de
cualquier otra cepa de referencia de R. solanacearum, suspendida en
extracto de patata, tal como se especifica en el apéndice 3, punto B, y

opcionalmente en tampdn.

Cuando sea posible, deberd utilizarse tejido naturalmente infectado
(mantenido por liofilizacidon o congelacion entre -16 y -24 °C) como control

similar en el mismo portaobjetos.

Pueden utilizarse como controles negativos alicuotas de extracto de
muestras que hayan dado anteriormente resultados negativos de R.

solanacearum.

En el apéndice 3 se enumeran los materiales normalizados de control

positivo y negativo que pueden utilizarse en esta prueba.

Utilizar portaobjetos de pocillos multiples, de preferencia con diez pocillos

de 6 mm de didmetro como minimo.

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

muestras.

5.1 Preparar los portaobjetos segin uno de los
procedimientos siguientes

i) Para precipitados con una cantidad relativamente pequefia de

sedimento de almidén:
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Echar con una pipeta un volumen normalizado medido (15 pl es suficiente
para pocillos de 6 mm de didmetro; aumentar el volumen si el diametro es
mayor) de una dilucidon de 1/100 del precipitado de patata resuspendido en
el primer pocillo. A continuacién, echar con una pipeta un volumen similar
de precipitado sin diluir (1/1) en los pocillos restantes de la fila. La segunda
fila puede utilizarse como duplicado o para una segunda muestra, tal como

se indica en la figura 1.
ii) Para otros precipitados:

Preparar diluciones decimales (1/10 y 1/100) del precipitado resuspendido
en tampdn de precipitado. Echar con una pipeta un volumen normalizado
medido (15 pl es suficiente para pocillos de 6 mm de didmetro; aumentar el
volumen si el diametro es mayor) del precipitado resuspendido y de cada
dilucién en una fila de pocillos. La segunda fila puede utilizarse como

duplicado o para una segunda muestra, tal como se indica en la figura 2.

5.2 Secar las gotitas a temperatura ambiente o calentandolas entre

40 y 45 °C. Fijar las células bacterianas al portaobjetos calentandolo (15
minutos a 60 °C), flameandolo con etanol del 95 % o con arreglo a las

instrucciones especificas de los suministradores de los anticuerpos.

En caso necesario, pueden almacenarse a continuacion portaobjetos fijos en
un recipiente desecado durante el menor tiempo que resulte necesario

(hasta un maximo de 3 meses) antes de efectuar nuevas pruebas.

5.3 Procedimiento IF

i) Si el portaobjetos se ha preparado segun el punto 5.1.i): Preparar un
conjunto de diluciones a 1/2. El primer pocillo deberd contener 1/2
del titulo (T/2), los otros Ya del titulo (T/4), 1/2 del titulo (T/2), el
titulo (T) y el doble del titulo (2T).

i) Si el portaobjetos se ha preparado segun el punto 5.1.ii): Preparar la
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dilucién de trabajo (DT) del anticuerpo en el tampdn IF. La dilucién

de trabajo afecta a la especificidad.

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

Diluciones del precipitado resuspendido

1100 11 m 11 M [0 Dilucion del precipitado
resuspendido
(T = titulo) T2 T/4 Ti2 T 27 O Diluciones a 1/2 del
antisuero/anticuerpo
0,000
1 2 3 4 5
Duplicado de muestra 10
0000
6 7 8 9 10

Figura 2. Preparacidon del portaobjetos con arreglo a los puntos 5.1.ii) y
5.3.ii)

Dilucion de trabajo del antisuero/anticuerpo

1M 110 1/100 Nada Nada O Dilucion decimal del
precipitado resuspendido

Muestra 1

© 0.0 0 0
Duplicado de muestra 1 0
muestra 2 .5 .7 .8 .9 .10

5.3.1 Colocar los portaobjetos en un panuelo de papel humedecido. Cubrir
cada pocillo completamente con la dilucién o diluciones de anticuerpos. El
volumen de anticuerpos aplicado en cada pocillo debe ser como minimo

equivalente al volumen de extracto aplicado.

En caso de que no existan instrucciones especificas de los suministradores

de los anticuerpos debera aplicarse el siguiente procedimiento:

5.3.2 Dejar en incubacion los portaobjetos en papel humedo durante 30

minutos a temperatura ambiente (18-25 °QC).

5.3.3 Sacudir las gotitas de cada portaobjetos y enjuagar cuidadosamente
con tampdn IF. Lavar por inmersion durante cinco minutos en tampdn IF-
Tween (apéndice 4) y posteriormente en tampon IF. Evitar la transferencia

de aerosoles o gotitas que pudiera provocar contaminaciones cruzadas.
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Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad secandolo suavemente.

5.3.4 Colocar los portaobjetos en papel himedo. Cubrir los pocillos 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

anticuerpos aplicado.

5.3.5 Dejar en incubacién los portaobjetos en papel hiumedo durante 30

minutos a temperatura ambiente (18-25 °C).

5.3.6 Sacudir las gotitas de conjugado del portaobjetos. Enjuagar y lavar

como antes (5.3.3).

Eliminar cuidadosamente el exceso de humedad.

5.3.7 Echar con una pipeta 5 a 10 ul de tampoén fosfato glicerol de 0,1 M
(apéndice 4) o un volumen de solucidn comercial que proteja la

fluorescencia (antifading) en cada pocillo y colocar un cubreobjetos.

5.4 Lectura de la prueba IF

5.4.1 Examinar los portaobjetos en un microscopio epifluorescente con
filtros adecuados para que se produzca la excitacion del FITC, con aceite o
agua de inmersion y a 500-1 000 aumentos. Recorrer los pocillos a lo largo
de dos didmetros perpendiculares entre si y alrededor del perimetro. En el
caso de muestras que presenten un bajo nimero de células o ninguna,

deben observarse como minimo 40 campos microscopicos.

En primer lugar, comprobar el control positivo. Las células deben ser
fluorescentes brillantes y estar completamente tefidas en el titulo de
anticuerpos o la dilucion de trabajo determinados. La prueba IF (seccidn

VI.A.5) debe repetirse si la tincién no es correcta.

5.4.2. Comprobar si hay células fluorescentes brillantes con morfologia
caracteristica de R. solanacearum en los pocillos de los portaobjetos (véase
el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main). La

intensidad de la fluorescencia debe ser equivalente a la de la cepa de
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control positivo en la misma dilucion de anticuerpos. Deberan descartarse
las células que presenten una tincidn incompleta o cuya fluorescencia sea

€scCasa.

Debera repetirse la prueba si se sospecha que se ha producido cualquier
posible contaminacion. Este puede ser el caso cuando todos los
portaobjetos de un lote muestren células positivas debido a Ia
contaminacion del tampdn o si se encuentran células positivas (fuera de los

pocillos de los portaobjetos) en la superficie.

5.4.3 Existen varios problemas inherentes a las caracteristicas especificas
de la prueba de inmunofluorescencia. En los precipitados de cufias basales
de patata y los precipitados de segmentos del tallo pueden aparecer
poblaciones de base de células fluorescentes de morfologia atipica y
bacterias saprofitas con reaccién cruzada cuyo tamano y morfologia sean

similares a los de R. solanacearum.

5.4.4 Tener solamente en cuenta las células fluorescentes con tamafio y
morfologia tipicos en el titulo o la dilucion de trabajo de los anticuerpos, tal

como se describe en 5.3.

5.4.5 Interpretacién de la lectura de la prueba IF:

i) si se encuentran células fluorescentes brillantes con morfologia
caracteristica, estimar el numero medio de células tipicas por campo
microscopico y calcular el nimero de células tipicas por ml de precipitado
resuspendido (apéndice 5). La lectura IF es positiva en las muestras con un
minimo de 35 x 10 células tipicas por ml de precipitado resuspendido. Se
considera entonces que la muestra puede estar contaminada y deben

efectuarse otras pruebas,

i) la lectura IF es negativa en las muestras con menos 3 de 5 x 10
células por ml de precipitado resuspendido, y se considera negativa la

muestra. No es preciso efectuar mas pruebas.
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6. PRUEBA DE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PRUEBA PCR)

Principios

Cuando se utilice la prueba PCR como principal prueba de seleccién y dé
resultados positivos, deberad efectuarse la prueba de aislamiento o la IF
como segunda prueba obligatoria de seleccion. Cuando se utilice la PCR
como segunda prueba de seleccién y dé resultados positivos, deberan
efectuarse las pruebas establecidas en el diagrama de flujo para completar

el diagndstico.

La aplicacion de este método como principal método de seleccion sélo se
recomienda en el caso de que se hayan adquirido conocimientos

especializados del mismo.

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este método deberian
permitir la deteccion reproducible de 10 a 10 células de R. solanacearum
por ml afiadidas a los extractos de muestras que previamente
proporcionaron resultados negativos. Puede ser necesario llevar a cabo
experimentos de optimizacidén para lograr niveles maximos de sensibilidad y

especificidad en todos los laboratorios.

Utilizar reactivos y protocolos PCR validados (véase el apéndice 6).

Seleccionar preferiblemente un método con control interno.

Tomar las precauciones adecuadas para evitar la contaminacién de la
muestra con el ADN buscado. La prueba PCR debe ser efectuada por
técnicos experimentados, en laboratorios especializados en biologia
molecular, con el fin de reducir al maximo la posibilidad de contaminacién

con el ADN buscado.

Como muestras finales del procedimiento siempre deben efectuarse
controles negativos (para la extraccién de ADN y los procedimientos PCR)

que dejen constancia de si se ha producido arrastre de ADN.
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En la prueba PCR deben incluirse los siguientes controles negativos:

> extracto de la muestra que previamente haya proporcionado resultados
negativos para R. solanacearum,

» controles de los tampones utilizados para extraer la bacteria y el ADN de
la muestra,

> mezcla para la reaccion PCR.
Deben incluirse los siguientes controles positivos:

> alicuotas de precipitados resuspendidos a los que se ha afadido R.

solanacearum (para la preparacién véase el apéndice 3, punto B),

> una suspensiéon de 10 células por ml de R. solanacearum en agua de un
aislado virulento (por ejemplo, NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857;
véase el apéndice 3, punto B),

> siempre que sea posible, utilizar asimismo ADN extraido de las muestras

de control positivas en la prueba PCR.

Para evitar toda posible contaminacion, preparar los controles positivos en

un entorno distinto al de las muestras que vayan a analizarse.

Los extractos de muestras deben contener la cantidad minima de tierra
posible. En determinados casos puede ser recomendable preparar los
extractos a partir de patatas lavadas cuando vayan a utilizarse protocolos
PCR.

En el apéndice 3 se enumeran los materiales normalizados de control

positivo y negativo que pueden utilizarse en esta prueba.

6.1 Métodos de purificacion del ADN

Utilizar muestras de control positivas y negativas como se indica mas arriba

(véase el apéndice 3).
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Procesar el material de control de la misma manera que la muestra o

muestras.

Existen diferentes métodos para purificar el ADN buscado a partir de
sustratos de muestras complejas, separando de esta manera los inhibidores
de PCR y otras reacciones enzimaticas y concentrando el ADN buscado en el
extracto de la muestra. Se ha optimizado el método siguiente para su

utilizacién con los métodos PCR validados mostrados en el apéndice 6.

a) Método de Pastrik (2000)

1. verter con una pipeta 220 pl de tampdn de lisis [100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)] en un tubo eppendorf de 1,5

ml;

2. afadir 100 pl de extracto de muestra y colocar en un calentador o al

bafio maria a 95 °C durante diez minutos;

3. colocar el tubo en hielo durante cinco minutos;

4. anadir 80 pl de solucidn estandar de lisozima (50 mg de lisozima por ml
en 10 mM Tris HCI, pH 8,0) e incubar a 37 °C durante 30 minutos;

5. anadir 220 pl de solucion A Easy DNA® (Invitrogen), mezclar

adecuadamente por agitacion e incubar a 65 °C durante 30 minutos;

6. afladir 100 pl de solucion B Easy DNA® (Invitrogen) y agitar
vigorosamente hasta que el precipitado se mueva libremente en el tubo

y la muestra sea uniformemente viscosa;

7. afadir 500 pl de cloroformo y agitar hasta que disminuya la viscosidad y

la mezcla sea homogénea;

8. centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a 4 °C para separar las fases

y formar la interfase;
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9. transferir la fase superior a un tubo Eppendorf sin utilizar;

10.afadir 1 ml de etanol al 100 % (-20 °C), agitar brevemente e incubar en

hielo durante diez minutos;

11.centrifugar a 15.000 g durante 20 minutos a 4 °C y retirar el etanol del

precipitado;

12.anadir 500 pl de etanol al 80 % (-20 °C) y mezclar invirtiendo el tubo;

13.centrifugar a 15.000 g durante diez minutos a 4 °C, guardar el

precipitado y retirar el etanol;

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

15.resuspender el precipitado en 100 ul de agua ultra-pura estéril y dejar a

temperatura ambiente durante un minimo de 20 minutos;

16.almacenar a -20 °C hasta que se necesite para la prueba PCR;

17.centrifugar todo precipitado blanco y utilizar 5 pl del sobrenadante que

contenga ADN para la prueba PCR.

b) Otros métodos

Pueden aplicarse otros métodos de extraccion del ADN, como por ejemplo
Qiagen DNeasy Plant Kit, siempre que se haya demostrado que son igual de
eficaces en la purificacion del ADN a partir de muestras de control que

contengan de 3410 a 10 células patdégenas por ml.

6.2 PCR

6.2.1 Preparar plantillas de ensayo y de control para la prueba PCR con
arreglo a los protocolos validados (seccion VI.A.6). Preparar una dilucién

decimal de extracto de ADN de la muestra (1:10 en agua ultrapura).
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6.2.2 Preparar la mezcla de reaccion PCR apropiada en un entorno sin
contaminacion de acuerdo con los protocolos publicados (apéndice 6).
Cuando sea posible, se recomienda utilizar un protocolo PCR multiplex que

incorpore asimismo un control interno de la prueba PCR.

6.2.3 Anadir de 2 a 5 ul de extracto de ADN por 25 ul de reaccion PCR en

tubos PCR estériles con arreglo a los protocolos PCR (véase el apéndice 6).

6.2.4 Incorporar una muestra de control negativo que contenga s6lo mezcla
de reaccion PCR y anadir la misma fuente de agua ultrapura utilizada en la

mezcla PCR en lugar de la muestra.

6.2.5 Colocar los tubos en el mismo termociclador utilizado en las pruebas

preliminares y aplicar el programa PCR optimizado adecuado (apéndice 6).

6.3 Analisis del producto de la PCR

6.3.1 Resolver los amplicones PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa. Aplicar como minimo 12 pl de mezcla de reaccion de ADN
amplificada de cada muestra mezclada con 3 ul de tampdn de carga
(apéndice 6) en 2,0 % (w/v) de geles de agarosa en un tampodn de tris-
acetato-EDTA (TAE) (apéndice 6) a 5-8 V por cm. Utilizar un marcador de
ADN adecuado, por ejemplo, 100 pb /adder.

6.3.2 Revelar las bandas de ADN tiféndolas con bromuro de etidio (0,5
mg/l) durante 30 a 60 minutos, tomando las precauciones adecuadas para

el manejo de este mutageno.

6.3.3 Observar el gel teflido mediante transiluminacién en UV de onda corta
(A= 302 nm) para productos de la PCR amplificados del tamafio esperado

(apéndice 6) y anotar los resultados.

En relacién con todos los nuevos descubrimientos o casos, para verificar la
autenticidad del amplicon PCR efectuar un analisis de la enzima de

restriccion en una muestra del ADN restante amplificado incubando a la
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temperatura éptima y durante el tiempo necesario con una enzima y un
tampon apropiados (véase el apéndice 6). Resolver los fragmentos digeridos
mediante electroforesis en gel de agarosa, al igual que antes, y observar el
patron caracteristico del fragmento de restriccién con transiluminacion UV
una vez tefido con bromuro de etidio y comparar con el control positivo no

digerido y digerido.

Interpretacion de los resultados de la prueba PCR

La prueba PCR es negativa si el amplicon PCR especifico de R. solanacearum
del tamano esperado no se detecta en la muestra en cuestién pero si se
detecta en todas las muestras de controles positivos (en caso de PCR
multiplex con cebadores de control interno especificos de la planta, se debe
amplificar con la muestra en cuestion un segundo producto PCR del tamafio

esperado).

La prueba PCR es positiva si se detecta el amplicon PCR especifico de R.
solanacearum del tamano y patrén de restriccion esperado (cuando se
exija), siempre que no se amplifique a partir de ninguna de las muestras de
control negativo. La confirmacion fiable de un resultado positivo puede
obtenerse también repitiendo la prueba con un segundo conjunto de
cebadores de la PCR (apéndice 6).

Nota: Puede sospecharse la inhibicidon de la PCR si el amplicon esperado se
obtiene a partir de la muestra de control positivo que contiene R.
solanacearum en agua, pero se obtienen resultados negativos de los
controles positivos con R. solanacearum en extracto de patata. En
protocolos PCR multiplex con controles PCR internos, la inhibicion de la

reaccion se indica cuando no se obtiene ninguno de los dos amplicones.

Puede sospecharse la existencia de contaminacion si el amplicdn esperado

se obtiene a partir de uno o varios de los controles negativos.
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7. PRUEBA DE HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU
(PRUEBA FISH)

Principio

Cuando se utilice la prueba FISH como primera prueba de seleccidon y esta
proporcione resultados positivos, deberd efectuarse la prueba de
aislamiento o la prueba IF como segunda prueba obligatoria de seleccidn.
Cuando se utilice la prueba FISH como segunda prueba de seleccion y dé
resul-tados positivos, deberan efectuarse las pruebas establecidas en el

diagrama de flujo para completar el diagnéstico.

Nota: Utilizar oligosondas especificas para R. solanacearum validadas

(véase el apéndice 7)

Las pruebas preliminares realizadas con este método deberian permitir la

3 4
deteccion reproducible de al menos 10 a 10 celulas de R. solanacearum
por ml afiadidas a los extractos de muestras que hayan dado anteriormente

resultados negativos.

El procedimiento siguiente deberia efectuarse, a ser posible, con extracto de
muestra recién preparado, pero tam-bién puede realizarse con éxito con
extracto de muestra que se haya almacenado en glicerol a una temperatura

compren-dida entre -16 y -24 °C o entre -68 y -86 °C.

Utilizar como controles negativos alicuotas de extracto de muestras que

hayan dado previamente resultados negativos para R. solanacearum.

5
Como controles positivos, preparar suspensiones que contengan de 10 a

106 células por ml de R. solanacearum biovar 2 (por ejemplo la cepa NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857; véase el apéndice 3) en tampodn de fosfato
de 0,01 M de un cultivo de tres a cinco dias. Preparar en otro portaobjetos
controles positivos de la cepa homodloga o de cualquier otra cepa de
referencia de R. solanacearum, sus-pendida en extracto de patata, tal como

se especifica en el apéndice 3, punto B.
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El uso de una oligosonda eubacteriana con etiqueta FITC ofrece un control
para el proceso de hibridacion, ya que tenird todas las eubacterias

presentes en la muestra.

En el apéndice 3, punto A, se enumeran los materiales normalizados de

control positivo y negativo que pueden utilizarse en esta prueba.

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

muestras.

7.1 Fijacion del extracto de patata El protocolo
siguiente se basa en Wullings et al. (1998).

7.1.1 Preparar la solucidon de fijacion (véase el apéndice 7).

7.1.2 Verter 100 ul de cada extracto de muestra en un tubo eppendorf y

centrifugar durante siete minutos a 7 000 g.

7.1.3 Separar el sobrenadante y disolver el precipitado en 200 ul de
solucion fijadora preparada con menos de 24 horas de antelacién. Agitar e

incubar durante una hora en el refrigerador.

7.1.4 Centrifugar durante siete minutos a 7 000 g, sepa-rar el sobrenadante
y resuspender el precipitado en 75 pyl de tampdén de fosfato de

concentracion 0,01 M (véase el apéndice 7).

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

agitacion).
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Figura 7.1. Distribucion del portaobjetos para la prueba FISH.

Distribucion del portaobjetos para la prueba FISH

Muestra 1 Nada Nada Nada Muestra 2
pocillo 1 pocillo 2 pocillo 3 pocillo 4 pocillo 5
Muestra 1 MNada MNada MNada Muestra 2
pocillo 6 pocillo 7 pocillo 8 pocillo 9 pocillo 10
Cubreobjetos 1 Cubreabjetos 2

7.1.6 Secar los portaobjetos al aire (o con secador de portaobjetos a 37 °C)

y fijarlos flameandolos.

El procedimiento puede interrumpirse en esta fase, pudiéndose proseguir
con la hibridaciéon al dia siguiente. Los portaobjetos deben almacenarse

secos y sin polvo a temperatura ambiente.

7.2 Hibridacion

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

portaobjetos.

7.2.2 Preparar una camara de incubacién humeda re-ubriendo el fondo de
una caja hermética con papel de seda o de filtro empapado en 1x hybmix
(apéndice 7). Preincubar la caja en el horno de hibridacién a 45 °C durante

un minimo de diez minutos.

7.2.3 Aplicar 10 pyl de solucion de hibridacion (apéndice 7) a ocho pocillos
(pocillos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 y 10; véase la figura 7.1) de cada portaobjetos

dejando vacios los dos pocillos centrales (3 y 8).

7.2.4 Aplicar cubreobjetos (24 x 24 mm) al primer y a los cuatro ultimos
pocillos evitando la entrada de aire. Colocar los portaobjetos en la camara

humeda precalentada y dejar que se produzca la hibridaciéon durante cinco
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horas a 45 °C en la oscuridad.

7.2.5 Preparar tres vasos de precipitado que contengan 1 | de agua Milli Q
(grado molecular), 1 | de 1x hybmix (334 ml 3x hybmix y 666 ml agua Milli
Q) v 1 1 de 1/8x hybmix (42 ml 3x hybmix y 958 ml agua Milli Q).

Preincubarlos al bafho maria a 45 °C.

7.2.6 Quitar los cubreobjetos de las preparaciones y colocar estas en un

portaobjetos.

7.2.7 Lavar el exceso de sonda mediante incubacidon durante 15 minutos en

el vaso de precipitado con 1x hybmix a 45 °C.

7.2.8 Transferir el portaobjetos a una soluciéon de lavado de hybmix a 1/8 e

incubar durante otros 15 minutos.

7.2.9 Sumergir las preparaciones brevemente en agua Milli Q y colocarlas
en papel de filtro. Eliminar el exceso de humedad cubriendo la superficie
con cuidado con papel de filtro. Verter de 5 a 10 pl de solucién de montaje
protectora de la fluorescencia (por ejemplo Vectashield, Vecta Laboratories,
CA, USA, o equivalente) en cada pocillo y aplicar un cubreobjetos grande

(24 x 60 mm) sobre la totalidad de la preparacion.

7.3 Lectura de la prueba FISH

7.3.1 Los portaobjetos deben examinarse inmediatamente utilizando un
microscopio epifluorescente a 630 o 1.000 aumentos con aceite de
inmersién. Con un filtro adecuado para isotiocianato de fluoresceina (FITC),
las células eubacterianas (incluida la mayoria de las células gramnegativas)
de la muestra aparecen tefiidas de verde fluorescente. Utilizando un filtro
para tetrametilrodamina-5-isotiocianato, las células de R. solanacearum
marcadas con Cy3 aparecen tefiidas de rojo fluorescente. Comparar la
morfologia de las células con la de los controles positivos. Las células deben
ser fluorescentes brillantes y estar completamente tefidas. La prueba FISH
(seccién VI.A.7) debe repetirse si la tincidn es aberrante. Recorrer los

pocillos a lo largo de dos diametros perpendiculares entre si y alrededor del
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perimetro. En el caso de muestras que presenten un bajo nimero de células

0 ninguna, deben observarse como minimo 40 campos microscopicos.

7.3.2 Comprobar si hay células fluorescentes brillantes con la morfologia
caracteristica de R. solanacearum en los pocillos de los portaobjetos (véase
el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/ Home/main). La
intensidad de la fluorescencia debe ser equivalente o mejor que la de la
cepa de control positivo. Deberan descartarse las células que presenten una

tincion incompleta o cuya fluorescencia sea escasa

7.3.3 Deberd repetirse la prueba si se sospecha que se ha producido
cualquier posible contaminacion. Este puede ser el caso cuando todos los
portaobjetos de wun lote muestren células positivas debido a la
contaminacion del tampdn o si se encuentran células positivas (fuera de los

pocillos de los portaobjetos) en la superficie.

7.3.4 Existen varios problemas inherentes a la especificidad de la prueba
FISH. En los precipitados de cufias basa-les de patata y de segmentos del
tallo pueden aparecer poblaciones de base de células fluorescentes de
morfologia atipica y bacterias saprofitas con reaccion cruzada cuyo tamano
y morfologia sean similares a los de R. solanacearum, aunque con mucha

menor frecuencia que en la prueba IF.

7.3.5 Ténganse en cuenta Unicamente las células fluorescentes de tamafio y

morfologia tipicos.

7.3.6 Interpretaciéon de los resultados de la prueba FISH

i) iSe obtendran resultados validos en la prueba FISH siempre que en
todos los controles positivos y en ninguno de los controles negativos
se observen células tefiidas de verde fluorescente brillante, cuyo
tamafio y morfologia sean los tipicos de las de R. solanacearum,
cuando se utilice el filtro FITC, y células tefidas de rojo fluorescente
brillante cuando se utilice el filtro de rodamina. Si se encuentran

células fluorescentes brillantes con morfologia caracteristica, estimar
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el nUmero medio de células tipicas por campo microscépico y calcular
el nimero de células tipicas por ml de precipitado resuspendido
(apéndice 4). Las muestras que presenten al menos 5 x 10células
tipicas por ml de precipitado resuspendido se consideran
potencialmente contaminadas. Es preciso efectuar nuevas pruebas.
Las muestras que presenten menos de 5 x 10 células tipicas por ml

de precipitado resuspendido se consideran negativas.

i) Los resultados de la prueba FISH seran negativos cuando no se
observen células tenidas de rojo fluorescente brillante con un tamafio
y morfologia tipicos de R. solanacea-rum utilizando el filtro de
rodamina, siempre que se observen células tenidas de rojo
fluorescente brillante tipicas en las preparaciones de control positivo

cuando se utilice el filtro de rodamina.

8. 8. Pruebas de ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA)

Principio

Las pruebas ELISA solamente pueden utilizarse como prueba opcional
ademas de las pruebas IF, PCR o FISH, debido a la sensibilidad
relativamente baja de esta prueba. Cuando se utilice ELISA-DASI, es
obligatorio efectuar un enriquecimiento y utilizar anticuerpos monoclonales
(véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/
Home/main). Puede resultar de utilidad efectuar un enriquecimiento de las

muestras antes de utilizar la prueba.

ELISA, a fin de incrementar la sensibilidad de la prueba, pero puede

fracasar debido a la competencia de otros organismos en la muestra.

Nota: Utilizar una fuente validada de anticuerpos de R. solanacearum
(véase el sitio web: http://forum.europa.eu.int/
Public/irc/sanco/Home/main). Se recomienda determinar el titulo para cada
nuevo lote de anticuerpos. El titulo se define como la dilucion mas elevada

en la que se produce una re-acciébn O6ptima cuando se analiza una
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suspension que con-tenga de 105 a 106 células por ml de la cepa homologa
de R. solanacearum, utilizando conjugados de anticuerpos secundarios
apropiados, segun las recomendaciones del fabrican-te. Durante el analisis,
deben utilizarse los anticuerpos en diluciones de trabajo cercanas o

equivalentes a la formulacion comercial.

5 6
Determinar el titulo de los anticuerpos en una suspension de 10 a 10

células por ml de la cepa homodloga de R. solanacearum.

Incluir una muestra de extracto que haya dado previamente resultados
negativos para R. solanacearum y una suspension de una bacteria que no
tenga reaccion cruzada en tampon fosfato salino (PBS) como controles

negativos.

Como control positivo utilizar alicuotas de extracto de muestra que haya

3 4
dado previamente resultados negativos, mezcladas con 10 a 10 células por
ml de R. solanacearum biovar 2 (por ejemplo, cepa NCPPB 4156 = PD 2762

= CFBP 3857, véase el apéndice 3, puntos A y B). Para la compara-cién de
5
los resultados de cada placa utilizar una suspensién normalizada de 10 a

6
10 células por ml en PBS de R. solanacearum. Debe asegurarse que los
controles positivos es-tén bien separados en la placa de microtitulacién de

la mues-tra o las muestras analizadas.

En el apéndice 3, punto A, se enumeran los materiales normalizados de

control positivo y negativo que pueden utilizarse en esta prueba.

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

muestras.
Se han validado dos protocolos ELISA:
a) ELISA indirecto (Robinson Smith et al., 1995):

1) utilizar de 100 a 200 pul de alicuotas de extracto de muestra. (Si se
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calienta a 100 °C durante cuatro minutos al bafo maria o un calentador

pueden reducirse en algunos casos los resultados no especificos.);

2) afiadir un volumen igual de tampon de tapizado de doble concentracién

(apéndice 4) y agitar;

3) aplicar 100 pl de alicuotas en al menos dos pocillos de una placa de
microtitulacion (por ejemplo, Nunc-Polysorp o equivalente) e incubar

durante una hora a 37 °C o durante una noche a 4 °C;

4) quitar los extractos de los pocillos. Lavar estos tres veces con PBS-Tween
(apéndice 4), dejando en ellos la ultima solucién de lavado durante al

menos cinco minutos;

5) preparar la dilucion adecuada de anticuerpos contra R. solanacearum en
tampon de bloqueo (apéndice 4). Para anticuerpos comerciales validados,
utilizar las diluciones recomendadas (normalmente una concentracion que

duplique el titulo);

6) anadir 100 pl a cada pocillo e incubar durante una hora a 37 °C;

7) quitar la solucidon de anticuerpos de los pocillos y lavar como se describe

en el punto 4;

8) preparar la dilucién adecuada de conjugado de fosfa-tasa alcalina de
anticuerpos secundarios en tampodn de bloqueo. Afadir 100 ul a cada pocillo

e incubar durante una hora a 37 °C;

9) quitar los anticuerpos conjugados de los pocillos y lavar como se describe

en el punto 4;

10) afladir 100 pl de solucién de sustrato de fosfatasa alcalina (apéndice 4)
a cada pocillo. Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente y leer la

absorbencia a 405 nm a intervalos regulares durante 90 minutos.
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b) ELISA-DASI (doble sandwich de anticuerpos indirecto):

1. Preparar la dilucién adecuada de inmunoglobulinas policlonales contra R.
solanacearum en tampdn de bloqueo de pH 9,6 (apéndice 4). Afadir 200 pl
a cada pocillo. Incubar a 37 °C de cuatro a cinco horas o a 4 °C durante 16

horas;

2. Lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4).
Afadir 190 pl de extracto de muestra en al menos dos pocillos. Afadir
asimismo controles positivos y negativos en dos pocillos de cada placa.

Incubar durante 16 horas a 4 °C;

3) lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4);

4) preparar una dilucidn apropiada de anticuerpos monoclonales especificos
de R. solanacearum en PBS (apéndice 4) que contenga asimismo 0,5 % de
seroalbumina bovina (BSA) y afadir 190 pl a cada pocillo. Incubar a 37 °C

durante dos horas;

5) lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4);

6) preparar una dilucion apropiada de inmunoglobulinas antiratén
conjugadas con fosfatasa alcalina en PBS. Anadir 190 pl a cada pocillo.

Incubar a 37 °C durante dos horas;

7) lavar tres veces los pocillos con PBS-Tween (apéndice 4);

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

mi-nutos.

Interpretacion de los resultados de la prueba ELISA
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La prueba ELISA es negativa si la lectura media de la densidad éptica (DO)
de los pocillos de cada muestra dupli-cada es < 2 veces la DO del pocillo de
control del extracto de muestra negativa, siempre y cuando todas las DO de
los controles positivos sean superiores a 1,0 (tras 90 minutos de incubacién
con el substrato) y sean mas de dos veces supe-riores a la DO obtenida a

partir de extractos de muestra negativa.

La prueba ELISA es positiva si las lecturas medias de la DO de los pocillos
de cada muestra duplicada es > 2 veces la DO en el pocillo del extracto de
muestra negativa, siempre y cuando las lecturas de DO en todos los pocillos

de control negativo sean < 2 veces las de los pocillos de control positivo.

Las lecturas ELISA negativas en pocillos de control posi-tivo indican que no
se ha efectuado correctamente la prueba o que ha estado inhibida. Las
lecturas ELISA positivas en pocillos de control negativo indican que se ha

producido contaminacién cruzada o unién de anticuerpos no especificos.

9. PRUEBA DE BIOENSAYO

Nota: Las pruebas preliminares realizadas con este método deberian
permitir la deteccion reproducible de 10 a 10unidades formadoras de
colonias de R. solanacearum por ml afadidas a los extractos de muestras
que previamente proporcionaron resultados negativos (para la preparacion
véase el apéndice 3).

Se puede alcanzar la maxima sensibilidad de deteccién cuando se utilicen
extractos de muestras que se acaben de preparar y cuando las condiciones
de cultivo sean las optimas. No obstante, este método puede aplicarse
también con éxito a extractos que se hayan almacenado en glicerol a una

temperatura comprendida entre - 68 y — 86 °C.

El protocolo siguiente se basa en Janse (1988):

9.1 Utilizar diez plantas de prueba de un cultivar de tomate

sensible (por ejemplo, Moneymaker o cultivar con sensibilidad equivalente

determinado por el laboratorio de analisis) en la fase de la tercera hoja
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verdadera para cada muestra. Para mas detalles de cultivo, véase el
apéndice 8. Otra alternativa es utilizar berenjenas (por ejemplo, cultivar
Black Beauty o cultivares con sensibilidad equivalente), Unicamente plantas
en fase de hoja 23 hasta la plena expansién de la tercera hoja verdadera.
Se ha observado que los sintomas son menos graves y que se desarrollan
mas lentamente en la berenjena. Por tanto, cuando sea posible se

recomienda utilizar plantulas de tomate.

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

9.2.1 Inoculacién con jeringa

Inocular los tallos de las patatas justo por encima de los cotiledones con
una jeringa provista de una aguja hipodérmica (no menos de 23G).

Distribuir la muestra entre las plantas analizadas.
9.2.2 Inoculacién en estrias

Sosteniendo la planta entre dos dedos, apliquese con una pipeta una gota
(de unos 5-10 pl) del precipitado en suspension en el tallo situado entre los

cotiledones y la primera hoja.

Con un bisturi estéril practicar una incision diagonal de aproximadamente
1,0 cm de largo y una profundidad de aproximadamente 2/3 del grosor del

tallo, comenzando el corte a partir de la gota del precipitado.

Sellar el corte con vaselina estéril utilizando una jeringa.

9.3 Inocular con la misma técnica cinco plantones con una

suspension acuosa de 10 a 10 células por ml preparada a partir de un
cultivo de 48 horas de una cepa biovar 2 virulenta de R. solanacearum
como control positivo y con tampdén de precipitado (apéndice 4) como
control negativo. Separar las plantas de control positivo y negativo de las

otras para evitar la contaminacion cruzada.
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9.4 Cultivar las plantas de prueba en instalaciones de

cuarentena hasta un maximo de cuatro semanas entre 25 y 30 °C con
elevada humedad relativa, regandolas adecuadamente para evitar que se
aneguen o se marchiten por deficiencia hidrica. Para evitar la contaminacién
se deben incubar las plantas de control positivo y negativo en bancos cla-
ramente separados en un invernadero o camara de cultivo; en el caso de
que se disponga de un espacio reducido, garantizar la estricta separacion
entre tratamientos. En el caso de que deban incubarse juntas plantas para
distintas muestras, deben separarse con las pantallas adecuadas. Durante
la fertilizacion, el riego, la inspeccién y cualquier otra manipulacion deben
extremarse las precauciones para evitar la contaminacion cruzada. Es
esencial mantener los invernaderos y las camaras libres de toda plaga de

insectos, ya que estos pueden transmitir la bacteria de una muestra a otra.

Comprobar si se aprecian sintomas de marchitamiento, epinastia, clorosis

y/o crecimiento reducido.

9.5 Aislarlas de las plantas infectadas (seccion II1.3) e identificar cultivos

purificados de presunta R. solanacearum (seccién VI. B).

9.6 Si no se observan sintomas después de tres semanas, efectuar una
prueba IF/PCR/Aislamiento en una muestra mixta de secciones de 1 cm del
tallo de cada planta analizada, tomadas por encima del punto de
inoculacion. Si la prueba es positiva, efectuar una dilucién en placas

(seccién 4.1).

9.7 Identificar cualquier cultivo purificado de presunta R. solanacearum

(seccion VI. B).
Interpretacion de los resultados de la prueba del bioensayo
Se obtienen resultados validos de la prueba del bioensayo cuando las

plantas del control positivo muestran sintomas tipicos, pueden reaislarse las

bacterias de estas plantas y no se encuentran sintomas en los controles
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negativos.

La prueba del bioensayo es negativa si las plantas analizadas no estan
infectadas por R. solanacearum, siempre que se detecte R. solanacearum

en los controles positivos.

La prueba del bioensayo es positiva si las plantas analizadas estan

infectadas por R. solanacearum.

B. PRUEBAS DE IDENTIFICACION

Identificar cultivos puros de aislados de presunta R. solanacearum
utilizando al menos dos de las pruebas siguientes basadas en principios

bioldgicos diferentes.

Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas para cada prueba

efectuada (véase el apéndice 3).

1. Pruebas de identificacidon nutricional y enzimatica

Determinar las propiedades fenotipicas siguientes que estén
universalmente presentes o ausentes en R. solanacearum, de acuerdo con
los métodos de Lelliott y Stead (1987), Klement et al. (1990) y Schaad
(2001).

Pruebas Resultado esperado
Produccion de pigmento fluorescente -
Inclusiones de poli-B-hidroxibutirato +
Prueba de la oxidacion/fermentacion O+/F-

(O/F)

Actividad catalasa

Prueba de oxidasa de Kovac
Reduccién de nitratos
Utilizacién de citratos
Crecimiento a 40 °C
Crecimiento en NaCl al 1 %
Crecimiento en NaCl al 2 %
Actividad de dihidrolasa de arginina
Licuefaccion de la gelatina
Hidrdlisis del almiddén

Ul 0+ |+ |+ [+
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2. Prueba IF

2.1 Preparar una suspension de aproximadamente 10células por ml en

tampon IF (apéndice 4).

2.2 Preparar una serie de diluciones a 1/2 de un antisuero adecuado (véase

el sitio web: http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main).

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

2.4 La prueba IF sera positiva si el titulo IF del cultivo es equivalente al del

control positivo.

3. Prueba ELISA

Nota: Si solamente se efectlan dos pruebas de identificacién, no debe

utilizarse ninguna otra prueba serolégica ademas de este método.

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

3.2 Llevar a cabo un procedimiento ELISA adecuado con un anticuerpo

monoclonal especifico de R. solanacearum.

3.3 La prueba ELISA sera positiva si la lectura ELISA obtenida del cultivo es

como minimo la mitad de la obtenida para el control positivo.

4. Prueba PCR

4.1 Preparar una suspension de aproximadamente 10células por ml en

agua estéril de grado molecular.

4.2 Calentar 100 pl de la suspension celular en tubos cerrados en un
calentador o al bafio maria a 100 °C durante cuatro minutos. Las muestras
pueden almacenarse entonces a una temperatura de - 16 a - 24 °C hasta

que sea necesario.
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4.3 Aplicar los procedimientos PCR adecuados para amplificar los
amplicones especificos de R. solanacearum [por ejemplo, Seal et al. (1993);
Pastrik y Maiss (2000); Pastrik et al. (2002); Boudazin et al. (1999); Opina
et al. (1997); Weller et al. (1999)].

4.4 Se lograra la identificacion positiva de R. solanacearum si los
amplicones de la PCR son del mismo tamafio y tienen los mismos
polimorfismos de la longitud del fragmento de restriccidn que los de la cepa

de control positivo.

5. Prueba FISH

5.1 Preparar una suspension de aproximadamente 10células por ml en

agua ultrapura.

5.2 Aplicar el procedimiento FISH (seccién VI.A.7) con al menos dos

oligosondas especificas para R. solanacearum(apéndice 7).

5.3 La prueba FISH sera positiva si se obtienen las mismas reacciones del

cultivo y el control positivo.

6. Perfiles de acidos grasos (Fatty acid profiling o FAP)

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

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

6.3 La prueba FAP sera positiva si el perfil del presunto cultivo es idéntico al del
control positivo. Los &cidos grasos cuya presencia es caracteristica son 14:0
30H, 16:0 20H, 16:1 20H y 18:1 20H, y la ausencia de 16:0 30H es altamente
indicativa de Ralstonia sp.

7. Métodos de caracterizacion de las cepas
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Se recomienda efectuar la caracterizaciéon de las cepas con uno de los

métodos siguientes para cada nuevo caso de aislamiento de R.

solanacearum.

Cuando proceda, incluir cepas de referencia conocidas para cada prueba

efectuada (véase el apéndice 3).

7.1 Determinacion de los biovares

R. solanacearum se separa en biovares en funcién de la capacidad para
utilizar y/o oxidar tres disacaridos y tres hexosas alcohodlicas (Hayward,
1964 y Hayward et al., 1990). Los medios nutritivos para la prueba del
biovar se describen en el apéndice 2. Esta prueba puede efectuarse con
éxito inoculando los medios por perforacién con cultivos puros de aislados
de R. solanacearum e incubando a 28 °C. Si los medios se distribuyen en
placas estériles de cultivo de células de 96 pocillos (200 ul por pocillo)
puede observarse en un plazo de 72 horas un cambio de color, del verde

oliva al amarillo, lo que indica un resultado positivo de la prueba.

Biovar
3 4

Utilizacién de:

Maltosa .....coovvviviiiiiiiieene -
Lactosa .....covvvvvviiiiiiinninnn -
D (+) Celobiosa.................. -
Manitol .......cooiiiiii -
Sorbitol....coiiii -

Dulcitol ..ovvviiiiiiiiiiiieiee - |-

o+ o+ | N
+ 4+ + + +
+ o+ + !
o+ o+ o+ | W

El biovar 2 se diferencia en subfenotipos mediante pruebas adicionales

Biovar 2A Biovar 2A Biovar 2T
(distribucion (en Chile y (en areas
mundial) Colombia) tropicales)
Utilizacion de trehalosa .......... + :F I
Utilizacién de meso-inositol .......... - . "
Utilizacién de D (-) ribosa ....... baja -
Actividad pectolitica ................ baja alta
(1) Véase Lelliott y Stead (1987).
Anexo n° 1.b Pag. 61 de 95




Manual de Procedimiento 2010

7.2 Obtencidn de la huella dactilar genémica

La diferenciacion molecular de las cepas en el complejo de R. solanacearum

puede conseguirse mediante diferentes técnicas, entre las que se incluyen:

7.2.1 Anadlisis de los polimorfismos de la longitud del fragmento de
restriccion (RFLP) (Cook et al., 1989).

7.2.2 PCR de secuencia repetitiva utilizando cebadores REP, BOX y ERIC
(Louws et al., 1995; Smith et al., 1995).

7.2.3 Anadlisis de los polimorfismos de la longitud del fragmento amplificado
(AFLP) (Van der Wolf et al., 1998).

7.3 Métodos PCR Pueden utilizarse cebadores especificos de PCR (Pastrik et
al, 2002; véase el apéndice 6) para diferenciar cepas que pertenezcan a la
divisién 1 (biovares 3, 4 y 5) y la division 2 (biovares 1, 2A y 2T) de R.
solanacearum, tal como se define originalmente con el analisis RFLP (Cook
et al., 1989) y la secuenciacion de 16S rADN (Taghavi et al., 1996).

C. PRUEBA DE CONFIRMACION DE PATOGENICIDAD

Como confirmacion final del diagndstico de R. solanacearum y para la
evaluacion de la virulencia de cultivos identificados como R. solanacearum

debe realizarse la prueba de patogenicidad:

1) preparar un inéculo de aproximadamente 10 células por ml de cultivos de
24 a 48 horas a partir del aislado que se vaya a someter a prueba y una
cepa de control positivo adecuada de R. solanacearum (por ejemplo, NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857; véase el apéndice 3);

2) inocular entre cinco y diez tallos de plantulas de tomate o berenjena

sensibles en la fase de la tercera hoja verdadera (véase la seccion VI.A.9);

3) incubar durante un maximo de dos semanas a una temperatura de 25 a

28 °C, con humedad relativa alta y riego adecuado, evitando tanto el
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estancamiento del agua como el estrés provocado por la sequia. Con los
cultivos puros debera obtenerse el marchitamiento tipico en el plazo de 15
dias. Si después de este periodo no se presentan los sintomas, no podra

confirmarse que el cultivo es una forma patdégena de R. solanacearum;

4) comprobar si se aprecian sintomas de marchitamiento y/o epinastia,

clorosis y crecimiento reducido;

5) aislar las plantas sintomaticas separando una seccion de tallo que esté 2
cm por encima del punto de inoculacién. Dilacerar y suspender en un
pequefio volumen de agua destilada estéril o en tampdn fosfato 50 mM
(apéndice 4). Aislar de la suspension mediante diluciéon, extendiendo o
haciendo estrias en un medio adecuado, preferentemente en un medio
selectivo (apéndice 2), incubar entre 48 y 72 horas a 28 °C y examinar la

formacién de colonias tipicas de R. solanacearum.
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Apéndice 1

Laboratorios que han participado en la optimizacion y la validacion

de los protocolos

Laboratorio (1) Ciudad Pais
Agentur fur Gesundheit und Erndahrungssicherheit Viena y Linz Austria
Departement Gewasbescherming Merelbeke Bélgica
Plantedirektoratet Lyngby Dinamarca
Central Science Laboratory York Inglaterra
Scottish Agricultural Science Agency Edimburgo Escocia
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, | Angers Francia
Unité Bactériologie
Laboratoire National de la Protection des Végétaux, Le Rheu Francia
Station de Quarantaine de la Pomme de Terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Alemania
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Alemania
State Laboratory Dublin Irlanda
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Bolonia Italia
Agroambientali
Regione Veneto Unita Periferica per i Servizi Verona Italia
Fitosanitari
Nederlandse Algemene Keuringsdienst Emmeloord Paises Bajos
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Paises Bajos
Direccdo-Geral de Proteccdo das Culturas Lisboa Portugal
Centro de Diagnostico de Aldearrubia Salamanca Espafia
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias Valencia Espafia
Swedish University of Agricultural Sciences Uppsala Suecia

(1) Cientificos de contacto: véase el sitio web

http://forum.europa.eu.int/Public/irc/sanco/Home/main
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Apéndice 2

Medios para el aislamiento y el cultivo de R. solanacearum

h) Medios de cultivo en general para el aislamiento y el cultivo de R.

solanacearum

Agar nutritivo (NA)
Agar nutritivo (Difco) 23 g
Agua destilada 1,0 |

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

Agar de levadura, glucosa, peptona (YPGA)

Extracto de levadura (Difco) 5,0 g

Bacto-peptona (Difco) 5,0 g

Agar nutritivo (Difco) 23,0 g

D(+)-glucosa (monohidrato) 10,0 g
Agua destiladal,0 | Bacto-agar (Difco) 15,0 g
Agua destilada 1,01

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

minutos.

Agar de sacarosa y peptona (SPA)

Sacarosa 20,0 g
Bacto-peptona (Difco) 50g
K2HPO4 0,59
MgS04.7H20 0,25 g
Bacto-agar (Difco) 15,0 g
Agua destilada 1,01
pH 7,2-7,4

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

minutos.
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Medio de tetrazolio de Kelman

Casaminoacidos (Difco) 1,0 g

Bacto-peptona (Difco) 10,0 g

Dextrosa 5,0 g

Bacto-agar (Difco) 15,0 g

Agua destilada 1,0 |

Cristal violeta (Sigma) 5 mg por |
Polimixina-B-Sulfato (Sigma P-1004) 600.000 U (aproximadamente
100 mg) por |

Bacitracina (Sigma B-0125) 1 250 U (aproxim. 25 mg) por |

Cloranfenicol (Sigma C-3175) 5 mg por |

Penicilina-G (Sigma P-3032) 825 U (aproximadamente 0,5 mg) por |

Cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (Sigma) 50 mg por |

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

minutos

Enfriar a 50 °C y afadir una solucion de cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio
(Sigma), esterilizada por filtracidén, para con-seguir una concentracion final
de 50 mg/I.

b) Medios de cultivo selectivo validados

Medio SMSA (Englebrecht, 1994, modificado por Elphins- tone et al., 1996)

Medio de base

Casaminoacidos (Difco) 1,0 g
Bacto-peptona (Difco) 10,0 g

Glicerol 5,0 ml

Bacto-agar (Difco) (véase la nota 2) 15,0 g
Agua destilada 1,01

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

minutos.
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Enfriar a 50 °C y afadir soluciones estandar acuosas, esterilizadas por
filtracion, de los siguientes ingredientes, a fin de obtener Ilas

concentraciones finales especificadas:

Nota:

1. La utilizacién de reactivos diferentes de los especifi-cados arriba puede

afectar al crecimiento de R. solanacearum.

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

Bacto-agar.

3. Si se incrementa la concentracién de bacitracina a 2 500 U por | pueden
reducirse las poblaciones de bacterias competidoras sin que se vea

afectado el crecimiento de R. solanacearum.

Almacenar los medios y las soluciones estandar de antibidticos a 4 °C en la

oscuridad y utilizar en el plazo de un mes.

Las placas deberan carecer de condensacién de superficie antes de su

utilizacion.

Evitar un secado excesivo de las placas.

Debera efectuarse un control de calidad tras la prepara-cion de cada nuevo
lote de medio mediante siembra de una suspension de un cultivo de
referencia de R. solanacearum (véase el apéndice 3) y observacion de la
formacién de colo-nias tipicas después de incubacién a 28 °C de dos a cinco

dias.
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c) Medios de enriquecimiento validados

Caldo SMSA (Elphinstone et al., 1996)
Preparar como para medio de agar selectivo SMSA pero omitir

Bacto-agar y cloruro de 2,3,5-tetrazolio.

Caldo Wilbrink modificado (Caruso et al., 2002)
Sacarosa 10 g
Peptona proteosa 5g
K2HPO4 0,5 g
MgS04 0,25 g
NaNO3 0,25 g
Agua destilada 1 |

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

Afadir soluciones estandar de antibidticos como para el caldo SMSA.
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Apéndice 3

A. Material de control normalizado comercialmente disponible

a) Aislados bacterianos

Se recomiendan los siguientes aislados bacterianos para su utilizacion como
material normalizado de referencia, bien como controles positivos (cuadro
1) o durante la optimizacion de las pruebas para evitar reacciones cruzadas

(cuadro 2). Todas las cepas estan comercializadas por:

1 National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB), Central
Science Laboratory, York, Reino Unido.

2 Culture Collection of the Plant Protection Service (PD), Wageningen,
Paises Bajos.

3 Collection Frangaise de Bactéries Phytopathogenes (CFBP) — INRA
Station Phytobactériologie, Angers, Francia.

Cuadro 1. Panel de referencia SMT de aislados de R. solanacearum

Cédigo NCPPB SMT# Otros cédigos Pais de origen | Biovar
NCPPB 4153 | 6 CFBP 4582, Pr 3020, EURS11 Egipto 2
NCPPB 4154 | 10 CFBP 4585, 550, EURS21 Turquia 2
NCPPB 3857 | 12 CFBP 4587, Pr 1140, EURS26 Inglaterra 2
NCPPB 1584 | 23 CFBP 4598, EURS49 Chipre 2
NCPPB 2505 | 24 CFBP 4599, EURS50 Suecia 2
NCPPB 4155 | 26 CFBP 4601, 502, EURS55 Bélgica 2
NCPPB 4156 | 71(*) PD 2762, CFBP 3857 Paises Bajos 2
(*)NCPPB 4157 | 66 LNPV 15.59 Francia 2
NCPPB 4158 | 39 CFBP 4608, Port 448, EURS80, NCPPB Portugal 2
NCPPB 4160 | 69 4066 Espaia 2
NCPPB 4161 | 76 IVIA-1632-2 Alemania 2
NCPPB 325 | 41 B3B Estados Unidos 1
NCPPB 3967 | 42 CFBP 2047, KEL60-1, R842 Costa Rica 1
NCPPB 4028 | 43 CFBP 4610, R285, GONg7 Colombia 2
NCPPB 3985 | 44 CFBP 4611, R303/571, CIP310, SEQ205 Per( 2T
NCPPB 3989 | 45 CFBP 4612, R578, CIP312 Brasil 2T
NCPPB 3996 | 46 CFBP 4613, R568, CIP226 Per( 3
NCPPB 3997 | 47 CFBP 3928, R276/355, CIP72, SEQ225 Australia 3
NCPPB 4029 | 48 CFBP 4614, R280/363, CIP49, HAY0131a Sri Lanka 4
NCPPB 4005 | 49 CFBP 4615, R297/349, CIP121, Filipinas 4
NCPPB 4011 50 CMIb2861 China 5
CFBP 4616, R470
CFBP 4617, R288, HEmps2
Nota: La autenticidad de las cepas mencionadas solamente puede

garantizarse
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Cuadro 2. Panel de referencia SMT de bacterias seroldgica o genéticamente

relacionadas para su utilizacién en la optimizacién de las pruebas de

deteccién

Cédigo NCPPB SMT# Otros cédigo Identificacion

NCPPB 4162 | 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa (1)

NCPPB 4163 | 52 CFBP 1538 Pseudomonas marginalis pv. Marginalis

NCPPB 4164 | - CFBP 2227 (1)

NCPPB 4165 | - CFBP 2459 Burkholderia cepacia (2)

NCPPB 4166 | 58 CFBP 3567 Ralstonia pickettii (2)

NCPPB 60 CSL Pr1150 Ralstonia pickettii (1)

4167 PD 2778 Ralstonia sp. (1)

53 CFBP 3575

NCPPB 1127 | 54 CFBP 3572 Burkholderia andropogonis (1)

NCPPB 353 | 55 CFBP 3569 Burkholderia caryophylli (1)

NCPPB 945 | 56 CFBP 3574 Burkholderia cepacia (1)

NCPPB 3708 | 57 CFBP 3573 Burkholderia glumae (1)

NCPPB 3590 | 59 CFBP 3568 Burkholderia plantarii (1)

NCPPB CFBP 4619 Banana Blood Disease Bacterium (1) (2)

3726 61 IPO S339 (3)

NCPPB 62 IPO 1695 Enterobacter sp. (1)

4168 63

CFBP 4621 Enterobacter sp. (1)

NCPPB 4169 | 64 IPO S306 Ochrobactrum anthropi (1) (2)

NCPPB CFBP 4622

4170 65 IPO 1693 Curtobacterium sp. (1) (2)

NCPPB 81 IPO 1 6962 Pseudomonas sp. (1)

4171 PD 2318 Aureobacterium sp. (2)

IVIA 1844.06 Flavobacterium sp. (1) (2)

NCPPB 4172

NCPPB 4173

NCPPB 4174

(1). Cepa que puede presentar reaccién cruzada en pruebas seroldgicas
(IF y/o ELISA) con antisueros policlonales.

(2). Cepa de la que puede amplificarse el producto de la PCR en algunos
laboratorios de un tamafio similar al esperado utilizando cebadores
especificos OLI1 y Y-2 (véase el apéndice 6).

(3). Probablemente tendra reacciones cruzadas en la mayor parte de las

pruebas, pero solamente se conoce su aparicibn en bananas en

Indonesia.

b) Material de control normalizado comercialmente disponible

El siguiente material de control normalizado puede obtenerse a partir de un

cultivo NCPPB:

Congelar precipitado seco de extracto de patata a partir de 200 tubérculos

de patata sanos como control negativo para todas las pruebas.

Anexo n® 1.b

Pag. 70 de 95




Manual de Procedimiento 2010

Congelar precipitado seco de extracto de patata a partir de 200 tubérculos
de patata sanos que contengan de 10 a 10 y 10 a 10 células de R.
solanacearum biovar 2 (por ejemplo, cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP
3857) como controles positivos para pruebas serolégicas y PCR. Teniendo
en cuenta que la viabilidad de las células se ve afectada durante la
criodesecaciéon, no son adecuados como controles normalizados para

pruebas de aislamiento o de bioensayo.

Utilizar suspensiones fijadas con formalina de R. solanacearum biovar 2
(cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) de 10células por ml como
controles positivos para pruebas seroldgicas.

B. Preparacion de controles positivos y negativos

Preparar un cultivo de 48 horas de una cepa virulenta de R. solanacearum
raza 3/biovar 2 (por ejemplo, cepa NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857)
en medio base SMSA y suspender en tampodn fosfato 10 mM para obtener
una densidad celular de aproximadamente 2 x 10 cfu por ml. Esto se
obtiene normalmente mediante una suspension ligeramente turbia

equivalente a una densidad 6ptica de 0,15 a 600 nm.

Separar las cufias basales de 200 tubérculos de una variedad de piel blanca

conocida por estar exenta de R. solanacearum.

Procesar las cuias basales como es habitual y resuspender el precipitado en
10 ml.

Preparar diez microviales estériles de 1,5 ml con 900 ul del precipitado

resuspendido.

Transferir 100 pl de la suspension de R. solanacearum al primer microvial.

Homogeneizar por agitacion.

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

Los seis microviales contaminados se utilizaran como controles positivos.
Los cuatro microviales no contaminados se utilizaran como controles

negativos. Etiquetar los microviales como corresponda.

Preparar alicuotas de 100 ul en microviales estériles de 1,5 ml para obtener
de este modo nueve réplicas de cada muestra de control. Almacenar a una

temperatura de - 16 a - 24 °C hasta que se vayan a utilizar.

La presencia y la cuantificacion de R. solanacearum en las muestras de

control deberd confirmarse en primer lugar mediante una prueba IF.

Para la prueba PCR, extraer ADN de las muestras de control positivas y

negativas para cada serie de muestras de ensayo.

Para las pruebas IF y FISH, realizar ensayos con las muestras de control

positivas y negativas para cada serie de muestras de ensayo.

En las pruebas IF, FISH y PCR, debe detectarse R. solanacearum en al
menos 10 y 10 células/ml de los controles positivos y en ninguno de los

controles negativos.
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Apéndice 4

Tampones para procedimientos de ensayo

GENERAL: Los tampones esterilizados que no se hayan abierto pueden

almacenarse hasta un ano.

1. Tampones para el procedimiento de extraccion

1.1  Tampdn de extraccidon (tampdn fosfato 50 mM, pH 7,0)

Este tampdn se utiliza para la extraccién de la bacteria del tejido de las

plantas mediante la homogeneizacion o la agitacion.
Na,HPO, (anhidro) 4,26 g

KH,PO4 2,72 g
Agua destilada 1,00 |

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

Los siguientes componentes adicionales pueden resultar Utiles:

Finalidad Cantidad
(por 1)
Copos de Lubrol........oovoiiiiiiiiieeee e Defloculante (*).......ccuvuens 0,5g9g1,0
Compuesto DC silicona antiespumante.......... Antiespumante (*)......... ml1,0g
Pirofosfato tetrasddico .......coevvvivivveiniiiniinnnnnnns Antioxidante ................... 50¢g
Polivinilpirrolidona-40000 (PVP-40)............. Unir los inhibidores PCR ..

(*) Para su utilizaciéon en el método de extracciéon por homogeneizacion.

1.2 Tampdn de precipitado (tampdn fosfato 10 mM, pH 7,2)

Este tampdn se utiliza para la resuspensién y la dilucién de extractos de
cufas basales de tubérculos de patata tras la concentracién en un

precipitado mediante centrifugacion.
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Na,HPO4.12H,0 2,7 g
NaH2PO4.2H20 0,4 g
Agua destilada 1,01

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121

°C durante 15 minutos.

2. Tampones para la prueba IF

2.1 Tampédn IF [tampdn fosfato salino (PBS) 10 mM, pH 7,2]
Este tampdn se utiliza para la dilucién de anticuerpos.
Na,HPO4.12H,0 2,7 g
NaH2PO4.2H20 0,4 g
NaCl 8,0 g

Agua destilada 1,01

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121

°C durante 15 minutos.

2.2 Tampdn IF-Tween

Este tampon se utiliza para lavar los portaobjetos.
Afadir 0,1 % de Tween 20 al tampdn IF.

2.3 Solucién de glicerol con tampdn de fosfato, pH 7,6

Este tampodn se utiliza como fluido de montaje en los pocillos de los

portaobjetos de IF para aumentar la fluorescencia.

Na,HPO4.12H,0 3,2 g
NaH,P04.2H,0 0,15 g
Glicerol 50 ml

Agua destilada 100 ml
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En el mercado pueden encontrarse soluciones de montaje que protegen la
fluorescencia, como, por ejemplo, Vectashield® (Vector Laboratories) o
Citifluor® (Leica).

3 Tampones para la prueba ELISA-indirecto

1.1  Tampdn fuerza doble para tapizado, pH 9,6

Na,COs3 6,36 g
NaHCO5 11,72 g
Agua destilada 1,00 |

Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

Puede anadirse como antioxidante sulfito de sodio (0,2 %) si es necesario

para evitar la acumulacién de compuestos aromaticos oxidados.

1.2 Tampén fosfato salino (PBS), 10X pH 7,4

NaCl 80,0 g

KH,PO4 2,0 g
Na,HPO,4.12H,0 29,0 g
KCl 2,0g

Agua destilada 1,01

1.3 PBS-Tween
PBS 10X 100 ml
Tween 20 al 10 % 5 ml

Agua destilada 895 ml

3.4 Tampodn de bloqueo (anticuerpos) (debe prepararse en el momento de

su utilizacién)
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PBS 10X 10,0 ml
Polivinilpirrolidona-44000 2,0 g
(PVP-44)

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

Agua destilada completar hasta 100 ml

3.5 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
litro con agua destilada. Ahadir 0,2 g de MgCl,.Disolver dos pastillas de 5

mg de sustrato fosfatasa (Sigma) por cada 15 ml de solucién.

4 Tampones para la prueba ELISA-DASI

4.1 Tampon de tapizado, pH 9,6

Na,COs 1,59 g

NaHCO; 2,93 g

Agua destilada 1000ml

Disolver los ingredientes y comprobar el pH.

4.2 Tampon fosfato salino (PBS), 10X pH 7,2-7,4
NaCl 80,0 g

NaH,P04.2H,O 4,0 g

Na,HP0O,4.12H,0 27,0 g

Agua destilada 1000 ml

4.3 PBS-Tween

10X PBS 50 ml
Tween 20 al 10 % 5 ml
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Agua destilada 950 ml

4.4 Tampon de sustrato, pH 9,8

Dietanolamina 100 ml
Agua destilada 900 ml

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

Apéndice 5

Determinacion del nivel de contaminacion en las
pruebas IF y FISH

1 Contar el nUmero medio de células fluorescentes tipicas por campo de
vision (c).
2 Calcular el nimero de células fluorescentes tipicas por pocillo del

portaobjetos del microscopio (C):
C=cxS/s
donde:

S = superficie del pocillo del portaobjetos multiple
s = superficie del campo del objetivo
2 2 2
s=ni /4G K
donde:

i= coeficiente del campo (varia de a 24 dependiendo del tipo ocular)
K = coeficiente del tubo (1 o0 1,25).
G = aumentos del objetivo (100x, 40x, etc.)

3. Calcular el numero de células fluorescentes tipicas porcionar
resultados positivos falsos con respecto a un con-por ml de precipitado
resuspendido (N):

N=Cx1000/y xF

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

Apéndice 6

Protocolos y reactivos PCR validados

Nota: Las pruebas preliminares deberan permitir la deteccién reproducible

de al menos 10° a 10* células de R. solancearum por ml de extracto de

muestra.

Por otra parte, las pruebas preliminares no deben proporcionar resultados

positivos falsos con respecto a un conjunto de cepas bacterianas

seleccionadas (véase el apéndice 3).

1. Protocolo PCR de Seal et al. (1993)

1.1 Cebadores del oligonucledtido

Cebador directo OLI-1 5'-GGG GGT AGC TTG CTA CCT GCC-3°
Cebador reverso Y-2 5'-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3°

Tamafio esperado del amplicon de

los moldes de ADN de R.

solanacearum = 288 pb.
1.2 Mezcla para la reaccién PCR
Cantidad )
Concentracion
Reactivo por
, final
reaccion
Agua ultrapura estéril 17,65 pl 1x (1,5 mM
10x tampdn PCR (1) (15 mM MgCI2) 2,5 pl MgCl2)
Mezcla dNTP (20 mM) 0,25 pl 0,2 mM
Cebador OLI-1 (20 uM) 1,25 pl 1uM
Cebador Y-2 (20 pM) 1,25 pl 1uM
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Polimerasa Taq (5 U/ul) (1) 0,1 pl 0,5U
Volumen de muestra 2,0 ul
Volumen tota 25 pul

(1) El método se validé utilizando polimerasa Tag de Perkin Elmer
(AmpliTaq) y Gibco BRL.

1.3 Condiciones de reaccion PCR

Aplicar el siguiente programa:

1 ciclo de:
i) 2 minutos a 96 °C (desnaturalizacion del molde de
ADN)
35 ciclos de:
i) 20 segundos a 94 °C (desnaturalizacién del molde de ADN)
ii) 20 segundos a 68 °C (hibridacion de los cebadores)

iv) 30 segundos a 72 °C (extension de la copia)

Nota: Este programa se optimizé para utilizarlo con un termociclador
Perkin Elmer 9600. Puede ser preciso modificar la duracion de los ciclos
i), iii), y iv) para su utilizaciéon con otros modelos.

1.4 Analisis de la enzima de restriccion del amplicon

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum
producen un polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion

caracteristico con la enzima Ava II tras la incubacion a 37 °C.
2 Protocolo PCR de Pastrik y Maiss (2000)
2.1 Cebadores del oligonucledtido

Cebador directo Ps-1 5'- agt cga acg gca gcg gggg 3°
Cebador reverso Ps-2 5°- ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca -3°
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Tamafio esperado del amplicon de los moldes de ADN de R.

solanacearum = 553 pb.

2.2 Mezcla para la reacciéon PCR

Reactivo Cantidad por Concentracion
reaccion final
Agua ultrapura 1x (1,5 mM
. 16,025 pl
esteril........oi MyCl>)

10x tampodn PCR (1)
......................... 2,5 pl
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) Cantidad por Concentracion
Reactivo ,
reaccion final

BSA (fraccion V) (10 0,25 ul 0,1 %
<) T 0,125 pl 0,1 mM
Mezcla d-nTP (20 mM) 0,5 pul 0,2 uM
.............................................. 0,5 ul 0,2 UM
Cebador Ps-1 (10 uM) 0,1 pl 0,5U
Cebador Ps-2 (10 puM)
Polimerasa Taq (5 U/ul) (1)
Volumen de muestra

5,0 pl
Volumen total

25,0 pl

(1) Los métodos se validaron utilizando polimerasa Tag de Perkin Elmer

(AmpliTaq) y Gibco BRL. Nota: Originalmente optimizado para termociclador

MJ Research PTC 200 con polimerasa Gibco Taq. También pueden utilizarse

Perkin ElImer AmpliTag y tampdn con las mismas concentraciones.

2.3 Condiciones de reaccion PCR

Aplicar el siguiente programa:

1 ciclo de:

i) 5 minutos a 95 °C (desnaturalizacion del molde de’
ADN)

35 ciclos de:
i) 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacion del molde
de ADN)
iii) 30 segundos a 68 °C (hibridacion de los
cebadores)
iv) 45 segundos a 72 °C (extension de la copia)

1 ciclo de:
V) 5 minutos a 72 °C (extensidn final)
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Nota:

vi) Mantener a 4 °C.

Este programa esta optimizado para utilizarlo con un

termociclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso: modificar la

duracion de los ciclos ii), iii) y iv) para su utilizacién con otros

modelos.

2.4 Analisis de la enzima de restriccién del amplicén 35 ciclos de:

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum

producen un polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccidon

caracteristico con la enzima Taq I s del tras la incubaciéon a 65 °C durante

30 minutos. Los fragmentos de restriccién obtenidos a partir del fragmento

de R. solanacearum tienen un tamafio de 457 pb y 96 pb.

3. Protocolo PCR multiplex con control PCR interno (Pastrik et al., 2002)

3.1 Cebadores del oligonucledtido
Cebador directo RS-1-F 5°- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CATTA -3’

Cebador reverso RS-1-R 5°- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3°

Cebador directo NS-5-F 5°- AAC TTA AAG GAATTG ACG GAA G -3°
Cebador reverso NS-6-R 5°- GCA TCA CAG ACC TGT TAT TGC CTC -3°

Tamafio esperado del amplicon de

los moldes de ADN de R.

solanacearum = 718 pb (conjunto de cebadores RS). Tamafo esperado

del amplicén de control PCR interno 18S rARN = 310 pb (conjunto de
cebadores NS).

3.2 Mezcla para la reaccién PCR

Reactivo

Cantidad por

reaccion

Concentracion

final

Anexo n® 1.b

P3g. 82 de 95




Manual de Procedimiento 2010
Agua ultrapura 12,625 pl
LT = 1 2,5 pl
10x tampdn PCR (1) (15 mM MgCI2) 0,25 pl
........................ 0,125 pl
BSA (fraccion V) (10 2,0 pl
/0 et ettt e 2,0 pl
Mezcla d-nTP (20 0,15 pl
MM ) i e 0,15 pl
Cebador RS-1-F (10 0,2 ul
HM) i 1x (1,5 mM
Cebador RS-1-R (10 uM) MgCl2)
............................................ 0,1 %
Cebador NS-5-F (10 uM) (2) 0,1 mM
....................................... 0,8 uM
Cebador NS-6-R (10 uM) (2) 0,8 uM
...................................... 0,06 pM
Polimerasa Taq (5 U/ul) (1) 0,06 uM
........................................ 1,0U
Volumen de muestra

5,0 pl
Volumen total

25,0 pl

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

(2) La concentracién de los cebadores NS-5-F y NS-6-R se optimizd para la
extraccion de cufas basales de patata utilizando el método de
homogeneizacion y purificacion del ADN de acuerdo con Pastrik (2000)
(véase la seccion VI.A.6.1.a). Sera necesario proceder a la reoptimizacion
de las concentraciones de reactivos si se utilizan la extraccidn por agitacion

u otros métodos de aislamientodel ADN.

3.3 Condiciones de reaccion PCR

Aplicar el siguiente programa:
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1 ciclo de:

35 ciclos de:

1 ciclo de:

i)5 minutos a 95 °C (desnaturalizacién del molde

de ADN)

i) 30 segundos a 95 °C (desnaturalizacion del
molde de ADN)
iii) 30 segundos a 58 °C (hibridacién de los

cebadores)

iv) 45 segundos a 72 °C (extensiéon de la copia)
V) 5 minutos a 72 °C (extension final)
vi) Mantener a 4 °C.

Nota: Este programa estd optimizado para utilizarlo con un

termociclador MJ Research PTC 200. Puede ser preciso modificar la

duraciéon de los ciclos ii), iii) y iv) para su utilizacién con otros

modelos.

3.4 Analisis de la enzima de restriccidon del amplicon

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum

producen un polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccidon

caracteristico con la enzima Bsm I o un Isoschizomere (por ejemplo, Mva

1269 I) del tras la incubacién a 65 °C durante 30 minutos.

4. Protocolo PCR especifico del biovar de R. solana

4.1 Cebadores del oligonucleétido

Cebador directo Rs-1-F 5°- ACT AAC GAA GCA GAG ATG CATTA -3°
Cebador reverso Rs-1-R 5°- CCC AGT CAC GGC AGA GACT -3~
Cebador reverso Rs-3-R 5°- TTC ACG GCA AGA TCG CTC -3°

Tamafio esperado

solanacearum:

del amplicon de los moldes de ADN de R.
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con Rs-1-F/Rs-1-R = 718 pb

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

4.2 Mezcla para la reacciéon PCR

a) Biovar 1/2 especifico PCR
Reactivo Cantidad por | Concentraci

reaccion on final
Agua ultrapura 12,925 pl
eSteril.. .. 2,5 pul
10X tampon PCR (1) 0,25 ul
............................................... 0,125 pl
BSA (fraccion V) (10 2 ul
/0] ettt 2 ul
Mezcla d-NTP (20 mM) 0,2 pl
.......................................... 1x (1,5 mM
Cebador Rs-1-F (10 uM) MyCl,)
.......................................... 0,1 %
Cebador Rs-1-R (10 uM) 0,1 mM
.......................................... 0,8 uM
Polimerasa Taq (5 U/ul) (1) 0,8 uM
...................................... 1U
Volumen de
MUESEIA. . e >0 u
Volumen total
25,0 pl

(1) Los métodos se validaron utilizando polimerasa Tag de Perkin Elmer

(AmpliTaq) y Gibco BRL.

b) Biovar 3/4/5 especifico PCR

Reactivo

Cantidad por

reaccion

Concentracion

final
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Agua ultrapura 14,925 ul
LTS = 1 2,5 ul
10X tampon PCR (1) 0,25 pl
............................................... 0,125 pl
BSA (fraccion V) (10 1l
) TR 1pl
Mezcla d-NTP (20 mM) 0,2 ul
.......................................... 1x (1,5 mM
Cebador Rs-1-F (10 uM) MyCl,)
.......................................... 0,1 %
Cebador Rs-3-R (10 uM) 0,1 mM
.......................................... 0,4 uM
Polimerasa Taq (5 U/ul) (1) 0,4 uM
...................................... 1U
Volumen de
MUESEFA. .t e >0
Volumen total

25,0 pl

(1) Los métodos se validaron utilizando polimerasa Tag de Perkin Elmer

(AmpliTaq) y Gibco BRL

4.3 Condiciones de reaccion PCR

Aplicar el siguiente programa:

1 ciclo de:

vii) 5 minutos a 95 °C (desnaturalizacion del
molde de  ADN)

35 ciclos de:
viii) 30 segundos a 95 °C (desnaturalizaciéon del
molde de ADN)
iX) 30 segundos a 58 °C (hibridacién de los
cebadores)
X) 45 segundos a 72 °C (extension de la copia)

1 ciclo de:
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xi) 5 minutos a 72 °C (extension final)

Xii) Mantener a 4 °C.

Nota: Este programa estda optimizado para utilizarlo con un
termociclador M] Research PTC 200. Puede ser preciso modificar la
duracion de los ciclos ii), iii) y iv) para su utilizacién con otros

modelos.
4 Analisis de la enzima de restriccion del amplicon

Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R. solanacearum
utilizando cebadores Rs-1-F y Rs-1-R producen un polimorfismo de la
longitud del fragmento de restriccion caracteristico con la enzima Bsm I o
un Isoschizomere (por ejemplo, Mva 1269 I) tras la incubacion a 65 °C
durante 30 minutos. Los productos PCR amplificados a partir de ADN de R.
solanacearum utilizando los cebadores Rs-1-F y Rs-3R no poseen sitios de

restriccion.

5. Preparacion del tampon de carga

5.1 Azul de bromofenol (solucion estandar al 10 %)

Azul de bromofenol 5 g
Agua bidestilada 50 ml

5.2 Tampdn de carga

Glicerol (86 %) 3,5 ml
Azul de bromofenol (5,1) 300 pl
Agua bidestilada 6,2 ml
6. 10X tampdn de tris acetato EDTA (TAE), pH 8,0

Tampén tris 48,40 g
Acido acético glacial 11,42 ml
EDTA (sal disddica) 3,72 g
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Agua destilada 1,00 |

Diluir a 1X antes de utilizarlo.
Se encuentra también disponible en el mercado (por ejemplo, Invitrogen o

equivalente).

Apéndice 7

Reactivos validados para la prueba FISH

1. Oligosondas
Sonda especifica para R. solanacearum OLI-1-CY3:
5°- GGC AGG TAG CAA GCT ACC CcccC-3°

Sonda eubacteriana no especifica EUB-338-FITC:
5°- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3°

2. Solucion fijadora

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

i) Calentar 9 ml de agua de grado molecular, por ejemplo
agua ultrapura, a 60 °C aproximadamente y anadir 0,4 g de
paraformaldehido. El paraformaldehido se disuelve cuando se
afiaden 5 gotas de 1N NaOH y se remueve con un agitador

magnético.

i) Ajustar el pH a 7,0 mediante la adicion de 1 ml de
tampon de fosfato de concentracién 0,01 M y 5 gotas de 1N
HCI. Verificar el pH con bandas indicadoras y ajustar si fuese
necesario con HCl o NaOH. JADVERTENCIA! NO UTILIZAR UN
MEDIDOR DE PH EN SOLUCIONES QUE CONTENGAN
PARAFORMALDEHIDO.
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iii) Filtrar la soluciéon con un filtro de membrana de 0,22 um
y mantener libre de polvo a 4 °C hasta nueva utilizacion.
3. 3X Hybmix

NaCl 2,7 M
Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (filtro esterilizado con autoclave) 15 mM
Diluir a 1X como se precisa.
2. Solucién de hibridacion

1X Hybmix

Dodecilsulfato sédico (SDS) 0,01 %

Formamida 30 %

Sonda EUB 338 5 ng/pl
Sonda OLI-1 o OLI-2 5 ng/ul
Preparar las cantidades de solucién de hibridacion de acuerdo con los
calculos de la tabla 1. Para cada portaobjetos (que contenga dos muestras
distintas por duplicado) se precisan 90 31 de solucién de hibridacion.
IMPORTANTE: DEBE TENERSE EN CUENTA QUE LA FORMAMIDA ES MUY
TOXICA, POR LO QUE DEBEN UTILIZARSE GUANTES Y TOMARSE LAS
PRECAUCIONES DE SEGURIDAD NECESARIAS.

Tabla 1: Cantidades sugeridas para la preparacién de la mezcla de

hibridacién

NUmero de portaobjetos 1 4 6 8 10
Agua ultrapura | 23,1 (92,4 138,6 | 184,8 | 231,0
estéril.....coooeiiiiiiiiiinin. 30,0 |120,0 180,0 | 240,0 | 300,0
3X hybmix | 0,9 3,6 5,4 7,2 9,0
............................................ 27,0 |108,0 162,0 | 216,0 | 270,0
SDS al 1 % | 4,5 18,0 27,0 36,0 45,0
Formamida
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NUmero de portaobjetos 1 4 6 8 10

Sonda OLI-1 u OLI-2 (100 ng/ul)
4,5 |18,0 |27,0 |36,0 |45,0

Volumen total (KD
90,0 |360,0 |540,0 | 720,0 |900,0

Nota: Almacenar todas las soluciones que contengan oligosondas
fotosensibles en la oscuridad a - 20 °C.
Proteger de la luz del sol o eléctrica directa durante su utilizacion.
5. Tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0
Na2HPO4 8,52 g KH2P0O4 5,44 g Agua destilada 1,00 |
Disolver los ingredientes, verificar el pH y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

Apéndice 8

Condiciones de cultivo para el tomate y la berenjena

Sembrar semillas de tomate (Lycopersicon esculentum) o berenjena
(Solanum melongena) en compost pasteurizado de semillas. Trasplantar las
plantulas con los cotiledones completamente abiertos (10 a 14 dias) en

compost pasteurizado de tiesto.

Las berenjenas o tomates deben cultivarse en un invernadero que cumpla
las siguientes condiciones medioambientales antes de la inoculacion:
Duracién diurna: 14 horas o dia natural si es de mayor
duracién Temperatura:
diurna: 21 a 24 °C

nocturna:14 a 18 °C

Variedad de tomate sensible: ‘Moneymaker’
Variedad de berenjena sensible:'Black Beauty’

Proveedores: véase el sitio web:

Anexo n° 1.b Pag. 90 de 95




Manual de Procedimiento 2010

http://forum.europa.eu.int/ Public/irc/sanco/Home/main
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ANEXO N° 2: ESTIMACION DEL NUMERO MINIMO DE
MUESTRAS POR COMUNIDAD AUTONOMA

Comunidad Superficie N° de muestras minimo
Auténoma cultivada (ha) a tomar ®
Patata de siembra Castilla y Ledn 2.196 1.220
Navarra 284,94 159
Pais Vasco 581,2 323
TOTAL 3.062,14 1.702
Patata de consumo Andalucia 21.249 292
Aragon 572 8
Asturias 300 4
Baleares 1.000 14
Cantabria 180 2
Castilla La 66
Mancha 4,692
Castilla y Le6n 22.017 310
Catalufia 6.500 92
Extremadura 2.100 30
Galicia 21.771 307
La Rioja 3.191 45
Madrid 1.639 23
Murcia 2.300 32
Navarra 699 10
Pais Vasco 1.835 26
Comunidad 58
Valenciana 4139
TOTAL 94.184 1.326
(1). Datos correspondientes a la campafia de cultivo 2003/2004
(2). El ndmero de muestras minimo que debe tomarse en cada Comunidad Autéonoma es

proporcional a la superficie que se estime que va a ser cultivada durante la campafa. Por lo

tanto, estas cifras son sdlo orientativas y estan basadas en los datos de produccién ofrecidos en

la columna anterior.
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ANEXO N° 3.A: ACTA DE INSPECCION FITOSANITARIA EN

CAMPO

A las horas del dia de de 200__ , en la localidad de

( ), el Inspector

Fitosanitario D.

presencia de D.

en calidad de , procede

al examen oficial

la explotacion

Direccion
la  Localidad (
inscrita en el Registro Oficial de Productores, Comerciantes e Importadores de
Vegetales coneln® __ / , llevando a cabo las siguientes actuaciones:
MATERIAL INSPECCIONADO
PATATA (Solanum tuberosum): [ tubérculo [0 cultivo en crecimiento
[0 siembra [ consumo [ otros:

TOMATE (Lycopersicon lycopersicum): [0 cultivo en crecimiento

OTRAS PLANTAS HOSPEDANTES: [] solanaceas silvestres [] otras solanéceas de cultivo Cotros:

OTROS MATERIALES: 1 medio de cultivo [ suelo/residuos s¢lidos O otros:

DATOS GENERALES

Superficie total (ha):

Cantidad patata de siembra utilizada (kg): Pais de origen:
Variedad: Categoria: Clase:
Adquirida a:

Aportacion de etiquetas reglamentarias con nimeros de serie:

TOMA DE MUESTRAS

O si O no

OBSERVACIONES

Realizada la inspeccion se observan las siguientes incidencias:

RESULTADOS ©®

[] SIN SINTOMAS / FAVORABLE 1 CON SINTOMAS / INMOVILIZACION CAUTELAR

(1) Rutinario (anual) o a peticion de la Explotacién/Almacén

(2) Las inspecciones visuales y tomas de muestras (si las hubiere) han quedado recogidas en los apartados A y B,

respectivamente, del presente Acta

El inspector El interesado

Fdo.: Fdo.:
DNI: DNI:
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A. INSPECCIONES VISUALES:
. ORGANISMO NOCIVO TOMA DE
PARCELA poLiono | SUPERE e | Sy SOSPECHOSO MUESTRAS
(NOMBRE CIENTIFICO) (COD1GO)
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B. TOMA DE MUESTRAS (FICHA):

Parcela/Poligono Cdédigo asignado a la muestra

Motivo de la toma de muestra:

Muestras Reglamentarias ] Confirmacién de sintomas visuales []
Muestra de:

Material

Tamafio de muestra (n°) Organo®®

Analisis requeridos:

Nombre del inspector

Fecha de la toma de muestra

Punto de la toma de muestra:

- Identificacion catastral

- Término municipal

- Provincia

Datos del productor/comerciante:

- Explotacion

- NdmerodeRegistro__ _ /
- Direccién
- Localidad

- Provincia

Laboratorio donde se remite:
Fecha de remision:

Observaciones:

(3) Tubérculo, tallo, hoja, brote, semilla, etc.

(Se rellenara el numero de hojas necesarias)
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ANEXO N° 3.B: ACTA DE INSPECCION FITOSANITARIA EN
ALMACEN
A las horas del dia de de 200___, en la localidad de
( ), el Inspector Fitosanitario
D. en presencia de
D. en calidad
de , procede al examen
oficial () del
almacén con
Direccion en la
Localidad ( ) inscrita en el

Registro Oficial de Productores,

Y

Comerciantes e Importadores de Vegetales con el n©

, llevando a cabo las siguientes actuaciones:

MATERIAL INSPECCIONADO

TUBERCULOS DE PATATA:[] siembra

[J consumo

[ otros:

DATOS GENERALES

Cantidad total aproximada (t):

En envases de (kg):

Sistema de almacenamiento: Pa.'s de.

origen:
Variedad: Categoria: Clase:
Adquirida a:

Aportacion de etiquetas reglamentarias con niUmeros de serie:
NUmero de envases desprecintados y abiertos:

TOMA DE MUESTRAS

[ si

1 no

OBSERVACIONES

Realizada la inspeccidn se observan las siguientes incidencias:

RESULTADOS @

[] SIN SINTOMAS / FAVORABLE

[ ] CON SINTOMAS / INMOVILIZACION CAUTELAR

(1) Rutinario (anual) o a peticidon de la Explotacién/Almacén
(2) Las inspecciones visuales y tomas de muestras (si las hubiere) han quedado recogidas en los apartados A y B,

respectivamente, del presente Acta

El inspector

Fdo.:
DNI:

El interesado

Fdo.:
DNI:
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A. INSPECCIONES VISUALES:
. ORGANISMO NOCIVO TOMA DE
LOTE/SERIE/PARTIDA catere | SSTN0Y SOSPECHOSO MUESTRAS
(NOMBRE CIENTIFICO) (CODIGO)
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B. TOMA DE MUESTRAS (FICHA):

Serie/lote/partida

Cddigo asignado a la muestra

Motivo de la toma de muestra:

Muestras Reglamentarias

| Confirmacién de sintomas visuales []

Muestra de:
Tamafo de muestra (n°)

Analisis requeridos:

Nombre del inspector

Fecha de la toma de muestra

Punto de la toma de muestra (observaciones):

Datos del comerciante:

- Almacén

- Namero deRegistro__ _ /

- Direccion

- Localidad

- Provincia

Laboratorio donde se remite:
Fecha de remision:

Observaciones:

(Se rellenara el nimero de hojas necesarias)
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Anexo n° 3.c: Acta de Inspeccion Fitosanitaria en Instalaciones Industriales

A las  horas del dia = de de 200 , en la localidad de

( ), el Inspector Fitosanitario
D. en
presencia de D. en
calidad de , procede al examen
oficial de Ia
instalacion con
Direccién en la
Localidad ( ), llevando a cabo las

siguientes actuaciones:

MATERIAL INSPECCIONADO
Tipo de residuos: [ liquidos [ solidos
DATOS GENERALES
Instalacién industrial de: [ ] transformacion [] embalaje [ otras:
Producto manipulado:  [] patata [] tomate [ otro:
- Procedencia:
- Destino:
TOMA DE MUESTRAS
[ si O no
OBSERVACIONES

Realizada la inspeccion se observan las siguientes incidencias:

RESULTADOS )

[] SIN SINTOMAS / FAVORABLE [[] CON SINTOMAS / INMOVILIZACION CAUTELAR

(1) Rutinario (anual) o a peticion de la Explotacion/Almacén
(2) Las inspecciones visuales y tomas de muestras (si las hubiere) han quedado recogidas en los apartados A y B respectivamente, del presente Acta

El inspector El interesado

Fdo.: Fdo.:
DNI: DNI:
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A. TOMA DE MUESTRAS:

TOMA DE
MUESTRAS
(CODIGO)

TAMANO DE LA
MUESTRA

ORGANISMO NOCIVO
SOSPECHOSO
(NOMBRE CIENTIFICO)

OBSERVACIONES
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B. FICHA MUESTRAL:

Cddigo asignado a la muestra :

Motivo de la toma de muestra:
Muestras Reglamentarias [ |

Confirmacién de sintomas visuales [ |

Muestra de:
Tamaifio de muestra

Analisis requeridos:

Nombre del inspector

Fecha de la toma de muestra

Punto de la toma de muestra (observaciones):

Datos de la industria:

- Tipo

- Direccién

- Localidad

- Provincia

Laboratorio donde se remite:
Fecha de remision:

Observaciones:

(Se rellenara el nimero de hojas necesarias)
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Anexo n’ 5: Proceso secuencial de las medidas a adoptar en el
marco del Plan de contingencia

SOSPECHA DE LA PRESENCIA DE

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus 'y /o Ralstonia solanacearum

K MEDIDAS CAUTELARES \

- Prohibicion de la circulacion de las plantas y tubérculos de todos los cultivos, lotes o partidas de
los que se hayan tomado las muestras, excepto bajo control oficial, y siempre que se compuebre
que no existe ningun riesgo identificable de propagacion de los organismos.

- Determinacién del origen de la presunta contaminacién

- Medidas complementarias para evitar cualquier propagacion de los organismos

- En caso de riesgo de contaminacién a otras Comunidades Auténomas o Estados Miembros de la

K UE, se debe informar inmediatamente al MARM. /
f VISITA A LA EXPLOTACION/ES BAJO SOSPECHA \

- Obtencion de informacion del material sospechoso

- Localizacion de los cultivos cercanos de patata

- Muestreo completo (existencias de patatas y, en su caso, aguas y solanaceas
silvestres) para realizar los correspondientes analisis, en laboratorios oficiales o bajo
supervision oficial.

- Informe detallado
\ )

v
f DIAGNOSTICO POSITIVO \

(CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DE [ DIAGNOSTICO NEGATIVO ]
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus'y /o Ralstonia solanacearum)

- Declaracion oficial de contaminacion l
- Determinacién del alcance de la contaminacion que probablemente se
haya producido (extension de la contaminacion) @

k - Delimitacion de la zona contaminada /

» NOTIFICACION AL SECTOR

v

/ MEDIDAS FITOSANITARIAS A ADOPTAR SOBRE ELL MATERIAL CONTAMINADO \
(llevadas a cabo por el propietario del material afectado, bajo control oficial)

- Prohibir su plantacion y someterlo a algunas de las medidas recogidas en la legislacion

- Destruccion o descontaminacion de maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de éstos, y cualesquiera otros
objetos, incluido el material de embalaje.

- Aplicacion de medidas complementarias en la zona delimitada

\ /
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Anexo n° 6: Aviso de medidas provisionales para prevenir la

enfermedad

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccion
de organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicion). Directiva
93/85/CEE del Consejo, incorporada por Orden de 22 de marzo de 1994 relativa a la
lucha contra la necrosis bacteriana de la patata. Directiva 98/57/CE del Consejo,
incorporada por Real Decreto 1644/1999 sobre el control de Ralstonia solanacearum.

A D/D? (Propietario/CUIIVAAOT) v e v ueee et e e te e e eneeeeeneneneanenenesesesneneseeesnsneeseesnenennenn
DITECCION ...ttt e

Respecto al brote sospechoso de podredumbre anular de la patata (Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus) / podredumbre parda de la patata (Ralstonia
solanacearum) en la parcela de su propiedad / cultivada por usted, e identificada con
poligono catastral ........., parcela catastral .......... , situada en la localidad de
....................... , MUNICIPIO ...vvvvvveinieenneannn..., provincia de ..ol
la parcela en cuestion esta sefialada en el plano adjunto.

La presente es para confirmarle la notificacion verbal que le dio a Ud. D.

, de esta Unidad o Departamento, el dia ........ de
........ de .........., que de conform1dad con la legislacion arriba mencionada le emplaza
a asegurar que todos los movimientos de plantas de patata, tubérculos y plantas para
transplante de patata, asi como la entrada o salida de equipos de la explotacién
(tractores, maquinaria, etc) en la parcela identificada en el plano mencionado
anteriormente, se suspenden de inmediato a partir de esta notificacion, hasta nuevo
aviso.

Firmado .

(Oﬁ<:1al/1nspector/funclonano autorlzado para los ﬁnes de insp. ﬁtosanltarla)

Aviso: Cualquier persona que incumpla esta notificacion sera sancionada
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Anexo n° 7: Conservacion de las pruebas analiticas en caso de

aparicion de un brote sospechoso

1. En cada caso de foco sospechoso para el que se haya realizado una o varias pruebas
de seleccion con resultados positivos Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus o
de Ralstonia solanacearum de acuerdo con los metodos establecidos en los Anexos
n® 4.a y 4.b, y se espere recibir confirmacion o refutacion por aplicacion de los

citados metodos, se debera proceder a la retencion y adecuada conservacion de:

- Todos los tuberculos y, siempre que sea posible, las plantas de los que se
hayan obtenido muestras

- Cualquier extracto sobrante y cualquier material adiconal que se haya
preparado para la preparado para la prueba o pruebas de seleccidon, como por
ejemplo placas de inmunofluorescencia

- Toda la documentacion pertinente

La retencion de los tuberculos permitira que se puedan llevar a cabo pruebas de

variedades cuando se estime oportuno.

2. En el caso de confirmacion de la presencia del organismo, se procedera a la retencion

y adecuada conservacion hasta un mes después, como minimo de:

- El material especificado en el punto 1 del presente Anexo
- Cuando sea adecuado, una muestra de las berenjenas o los tomates infectados
inoculados con extracto de tubérculo o de planta

- El cultivo aislado del organismo en cuestion
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Anexo n’ 8: Elementos de investigacion para determinar la

extension y la fuente/s primaria/s de la contaminacion

Los elementos de la investigacion seran, cuando proceda, los siguientes:
1. Lugares de produccion:

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén
relacionadas clonicamente con aquellas en las que se haya comprobado la
infeccion por Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus o por Ralstonia
solanacearum.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado tomates que procedan de las
mismas fuentes que aquellos en los que se haya comprobado la infeccion por
Ralstonia solanacearum.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas o tomates' que se
hayan puesto bajo control oficial por sospecharse la presencia de alguno de los
organismos.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén
relacionadas clonicamente con las que hayan sido cultivadas en lugares de
produccion de los que se sospeche la infeccion por el organismo.

- En los que se cultiven patatas o tomates', que estén localizados en las
proximidades de los lugares de produccion infectados, incluidos aquellos en los
que se compartan equipos e instalaciones de produccion directamente o por
intervencion de un contratista comun.

- En los que se utilicen, para las labores de riego o rociamiento, aguas de
superficie de cualquier fuente en la que se haya confirmado o de la que se
sospeche la infeccion por Ralstonia solanacearum.

- En los que se utilicen para las labores de riego o rociamiento aguas de superficie
de una fuente explotada en comtin con lugares de produccion en los que se haya
confirmado o de los que se sospeche la infeccion por Ralstonia solanacearum.

- Que estén o hayan sido anegados con aguas de superficie en las que se haya
confirmado o de las que se sospeche la infeccion por Ralstonia solanacearum.

2. Las aguas de superficie que se utilicen para el riego por aspersion o rociamiento, o
para la anegacidn, de un campo o campos, o de un lugar o lugares de produccion en
los que se haya confirmado la infeccion por R. solanacearum.

! En el caso de contaminacioén por Ralstonia solanacearum
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Anexo n° 9.a: Elementos a tener en cuenta para la
determinacion del alcance de la contaminacion probable por
Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus 'y Ralstonia

solanacearum

Los elementos para la determinacion de la probable extension de la contaminacion,

incluiran:

- El “material vegetal indicado” obtenido en un lugar de produccion que haya sido
declarado contaminado por Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus o

Ralstonia solanacearum.

- El lugar o lugares de produccidon que tengan una relacién de produccién con el
“material vegetal indicado” que haya sido declarado contaminado (por alguno de
los dos organismos citados), incluidos aquellos lugares que compartan equipos e
instalaciones de produccion directamente o por intervencion de un contratista

comun.

- El “material vegetal indicado” que se haya producido en el lugar o lugares de
produccion contemplados en el guidn anterior o que estuviera presente en tales
lugares durante el tiempo en que el “material vegetal indicado” declarado
contaminado (por alguno de los dos organismos citados) se hallara presente en

los lugares de produccién mencionados en el primer guidn.

- Las instalaciones que hayan manipulado el “material vegetal indicado”
procedente de los lugares de produccién a los que se refieren los guiones

anteriores.

- Cualquier maquinaria, vehiculo, buque, almacén o unidades de éstos, y

cualesquiera otros objetos (incluido el material de embalaje), que puedan haber
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estado en contacto con el “material vegetal indicado” declarado contaminado por

alguno de los dos organismos citados.

- Cualquier “material vegetal indicado” que haya sido almacenado o haya estado
en contacto con cualquiera de las estructuras y los objetos mencionados en el

guidn anterior antes de la limpieza y desinfeccidon de éstos.

- Como resultado de la investigacion y de los andlisis que deben llevarse a cabo,
en el caso de las patatas, aquellos tubérculos o plantas que tengan una relaciéon
clonal fraterna o parental y, en el caso del tomate', aquellas plantas que
procedan de las mismas fuentes que el “material vegetal indicado” declarado
contaminado, y para las cuales, aunque las pruebas de deteccion del organismo
hayan sido negativas, parezca probable la contaminacion a través de un vinculo
clonal. Puede efectuarse una prueba de variedades para verificar la identidad de

los tubérculos o plantas contaminados que estén relacionados clonicamente.

- El lugar o lugares de produccién del “material vegetal indicado™ a que se refiere

el guidn anterior.

- El lugar o lugares de produccion del “material vegetal indicado” en los que se
utilicen para las labores de riego o rociamiento, aguas que hayan sido declaradas

contaminadas por Ralstonia solanacearum.

- El “material vegetal indicado” producido en campos anegados con aguas de
superficie en las que se haya confirmado la infeccion por Ralstonia

solanacearum.

"En el caso de contaminacién por Ralstonia solanacearum
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Anexo n° 9.b: Elementos a tener en cuenta para la
determinacion de la posible propagacion de Clavibacter

michiganensis ssp.sepedonicus 'y Ralstonia solanacearum

Los elementos para la determinacion de la posible propagacion, incluiran:

- La proximidad de otros lugares de produccion en los que se cultive el “material

vegetal indicado”.
- La produccién y utilizacién comunes de existencias de patatas de siembra

- Los lugares de produccién en los que se utilicen aguas de superficie para el riego
o rociamiento del “material vegetal indicado”, cuando exista o haya existido el
riesgo de escorrentia, o de anegamiento, de aguas superficiales procedentes de
un lugar o lugares de produccién que hayan sido declarados contaminados por

Ralstonia solanacearum.

- En los casos en que se hayan declarado contaminadas aguas de superficie por

Ralstonia solanacearum:

o El lugar o lugares productores del “material vegetal indicado” contiguos
a las aguas superficiales declaradas contaminadas, o que corran el riesgo

de ser anegados con esta agua.

o Cualquier fuente de riego separada que se comunique de alguna forma

con las aguas superficiales declaradas contaminadas.

o Masas de agua conectadas conectadas con el agua superficial declarada
contaminada, teniendo en cuenta:
» Ladireccion y el nivel de flujo del agua declarada contaminada

» La presencia de solanaceas silvestres htiesped
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Anexo n° 9.c: Notificacion de contaminacion

La notificacion se efectuard de manera inmediata una vez que la presencia haya

sido confirmada por las pruebas de laboratorio e incluird los datos siguientes:

Para las patatas:

» Nombre de la variedad del lote

» Tipo (patata de consumo, patata de siembra, etc.) y, en su caso, la categoria de la

siembra

Para las tomateras':

» Nombre de la variedade del lote y, en su caso, la categoria

Requisitos de la notificacion en situaciones particulares:

» Cuando exista riesgo de contaminacidon del “material vegetal indicado™ hacia

otra u otras Comunidades Autonomas, la Comunidad Autéonoma en la que se

haya confirmado la presencia del organismo transmitird inmediatamente a las

Comunidades Autonomas afectadas la siguiente informacion:

o

©)

Nombre de la variedad del lote de patatas o tomateras’

Nombre y direccidon del expedidor y del destinatario

Fecha de entrega del lote de patatas o tomateras’

Tamaiio del lote de patatas o tomates' entregados

Copia del pasaporte fitosanitario o, como minimo, el numero de
pasaporte fitosanitario, cuando sea apropiado, o en su caso, el nimero de

registro del ROPCIV y una copia del aviso de entrega.

uando exista riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado” hacia
» Cuand t d t del “material tal indicado” h

otro u otros Estados Miembros, la comunidad Auténoma en la que se haya

confirmado la presencia del organismo transmitirda inmediatamente al Ministerio

de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino y este a su vez, a través del cauce

correspondiente a los Estados Miembros afectados la siguiente informacion:

! En el caso de contaminacioén por Ralstonia solanacearum
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>

o Nombre de la variedad del lote de patatas o tomateras'
o Nombre y direccidon del expedidor y del destinatario
o Fecha de entrega del lote de patatas o tomateras'
o Tamafio del lote de patatas o tomates' entregados
o Copia del pasaporte fitosanitario o, como minimo, el numero de
pasaporte fitosanitario, cuando sea apropiado, o en su caso, el nimero de
registro del ROPCIV y una copia del aviso de entrega.
Cuando exista riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado”
procedente de otro u otros Estados Miembros a raiz de la correspondiente
notificacion o notificaciones de los mismos, el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino comunicara la informacion recibida a las Comunidades

Autonomas interesadas.

Una vez finalizadas todas las investigaciones, las Comunidades Autonomas facilitaran

la siguiente informacion con objeto de posibilitar la notificacidn adicional

(complementaria):

>
>

Fecha en la que se confirmo la contaminacién

Breve descripcion de la investigacion llevada a cabo para identificar la fuente y
posible propagacion de la contaminacién, incluido el nivel de muestreo
efectuado

Informacién sobre la fuente o fuentes de contaminacion determinadas o
presuntas

Detalles relativos al alcance de la contaminacion declarada, incluido el nimero
de lugares de produccion y, en el caso de las patatas, el nimero de lotes, con la
indicacion de la variedad y, en el caso de las patatas de siembra, la categoria
Detalles relativos a la delimitacion de la zona, incluido el nimero de lugares de
produccidn no declarados contaminados pero incluidos en la zona

En el caso de contaminacion por Ralstonia solanacearum, detalles relativos a la
designacion del agua, incluido el nombre y la ubicacién de la masa de agua y el
alcance de la prohibicion de riego/designacion

En el caso de cualquier partida o lote de tomateras' declarado contaminado, los

certificados prescritos en el articulo 10, apartado 1, letra a), del Real Decreto
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58/2005, y el nimero de pasaporte, de acuerdo con la lista que se recoge en el
Anexo V, parte A, seccion I, punto 2.2, del Real Decreto 58/2005.

» Cualesquiera otros datos que requiera el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino o, en su caso, la Comision relativos al brote o los brotes

confirmados.
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Anexo n° 10.a: Proyecto de boletin de prensa

(Podredumbre anular de la patata)

Podredumbre anular de la patata

Ha habido un brote de podredumbre anular de la patata en una parcela de la

Comunidad Auténoma/provincia/comarca/localidad de..................coooeiii

Se han recogido muestras oficiales de los tubérculos / plantas sospechosos en

La explotacién en la que el brote ha aparecido ha sido delimitada de acuerdo
con lo previsto en el articulo 5 de la Directiva 93/85/CEE (Articulo 5 de la
Orden de 22 de marzo de 1994) y su posterior modificacion de determinados
anexos en la Directiva 2006/56/CE transpuesta por la Orden APA/718/2007,
sobre el control de la podredumbre anular de la patata y las demés medidas
especificadas en la citada legislaciéon (por ejemplo, desinfeccion de la
maquinaria, equipos y almacenes, restricciones de cultivo, dispositivo de
seguridad con el material infectado, etc) han sido ejecutadas o estdn en curso de

ejecucion.

ENFERMEDAD DE LA PODREDUMBRE ANULAR DE LA PATATA

La causa de la podredumbre anular de la patata es la bacteria Clavibacter
michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.sepedonicus (Spieckermann et
Kotthoff)Davis et al.

La enfermedad no plantea riesgo alguno para la salud humana.

La confirmacién del laboratorio de la presencia del organismo es esencial.
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Los primeros sintomas, que aparecen generalmente tarde en el periodo de
cultivo, pueden ser variables y consisten normalmente en marchitamientos de
hojas y tallos, siendo a veces solo unas pocas plantas en un surco infectado las
que muestran sintomas. Las hojas mas bajas son las que normalmente primero se
marchitan y comienzan a enrollarse levemente (hacia arriba y hacia adentro) en
los margenes y se vuelven verde palido. Cuando la enfermedad se manifiesta se
desarrollan areas amarillentas entre los nervios de las hojas y éstas finalmente se
vuelven pardas y se necrosan. Un exudado blanco lechoso se puede exprimir del
anillo vascular de tubérculos y tallos cuando se seccionan transversalmente en la
base por encima de cualquier decoloracion (de aqui, el nombre de la
enfermedad). Al exprimir los tubérculos, especialmente aquellos almacenados,
segregan un exudado similar a queso cremoso o cintas desmenuzables de
exudado bacteriano inodoro, dejando una separacion clara de los tejidos
adyacentes al tejido vascular. La bacteria puede distribuirse hacia fuera de la
regidn vascular y provocar el que la piel se vuelva pardo rojiza y se agriete. El
agrietamiento de los tubérculos facilita la invasion de organismos nocivos
secundarios que incrementan el agrietamiento, enmascarando los sintomas de la
podredumbre anular.Las infecciones latentes son una caracteristica de esta
enfermedad y los tubérculos de las cosechas posteriores pueden infectarse sin
que aparezcan sintomas de la enfermedad en el follaje. Los tubérculos
almacenados pueden permanecer sin sintomas durante largos periodos de
tiempo. Los organismos nocivos invernan fundamentalmente en los tubérculos
infectados, bien en los almacenados o bien en aquellos que sobreviven al
invierno en el campo. Pueden también ser transportados como restos desecados
en el envasado, contenedores, vehiculos, maquinaria, paredes y otras superficies
de almacén, etc, y pueden seguir siendo infecciosos de esta manera durante
muchos meses. La infeccion se produce a través de las heridas, especialmente las
causadas por la maquinaria y los contenedores contaminados. Las superficies de
tubérculos recién cortados proporcionan un medio ideal para la transmision de la
enfermedad. En el cultivo en desarrollo, la bacteria pasa del tubérculo madre

infectado a los tubérculos hijos a través del sistema vascular de los estolones.
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Los aspectos importantes del control del organismo estan en el empleo de patatas
de siembra sanas, la detecidon rapida de los primeros sintomas sospechosos, la
aplicacion de medidas de cuarentena en parcelas y explotaciones infectadas, una

rotacidn de cultivos adecuada y el control de bortas o rebrotes.
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Anexo n° 10.b: Proyecto de boletin de prensa

(Podredumbre parda de la patata)

Podredumbre parda de la patata.

Ha habido un brote de podredumbre parda de la patata en una parcela de cultivo de la

Comunidad Auténoma/provincia/comarca/localidad de...............................

Se han recogido muestras oficiales de los tubérculos / plantas sospechosos en

La explotacion en la que ha aparecido el brote ha sido delimitada de acuerdo con lo
previsto en el articulo 5 de la Directiva 98/57/CEE (Articulo 6 del Real Decreto
1644/1999) y su posterior modificaciéon de determinados anexos en la Directiva
2006/63/CE transpuesta por la Orden APA/719/2007, sobre el control de la
podredumbre parda de la patata y las demds medidas especificadas en la citada
legislacion (por ejemplo, desinfeccion de la maquinaria, equipos y almacenes,
restricciones de cultivo, eliminacion segura del material infectado, etc.) han sido

ejecutadas o estan en curso de ejecucion.
ENFERMEDAD DE LA PODREDUMBRE PARDA DE LA PATATA

La causa de la podredumbre parda de la patata es la bacteria Ralstonia solanacearum

(Smith) Yabuuchi.

La raza de la bacteria que esta presente en Europa y que tiene potencial para extenderse
por ella tiene un limitado espectro de hospedantes, pero entre ellos se incluyen las
patatas, los tomates y Is semillas de Solanum dulcamara (amaradulce o uva de zorro) y

Solanum nigrum (hierba mora o tomatera del diablo).

La enfermedad no plantea riesgo alguno para la salud humana.
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La bacteria puede dispersarse por el suelo y por el agua de riego. Solanum dulcamara es
un importante hospedante alternativo ya que se le encuentra creciendo en las riberas de
los rios y la baja tasa de crecimiento de la bacteria en las semillas le permite resistir la
infeccidn y mantener la bacteria entre los cultivos.

El primer sintoma visible de la enfermedad en los cultivos de patatas es el
marchitamiento de hojas al final de los tallos durante los dias calurosos con
recuperacidon por la noche. Una decoloracion parda veteada de los tallos a dos o tres
centimetros por encima del nivel del suelo pude observarse cuando la enfermedad se

desarrolla y las hojas tienen un tono bronceado.

La sintomatologia externa puede o no ser visible en los tubérculos, dependiendo del
estado de desarrollo de la enfermedad. Exudados de la bacteria a menudo emergen de
los ojos y de los estolones de los tubérculos infectados. Cuando el exudado se seca, la

tierra se adhiere a los tubérculos en la zona de los 0jos.

La confirmacién por parte del Laboratorio de la presencia del organismo es esencial.

Los aspectos importantes del control del organismo estan en el empleo de patatas de
siembra controladas oficialmente y sanas, la deteccion rapida de los primeros sintomas
sospechosos, la aplicacién de medidas de cuarentena en parcelas y explotaciones
afectadas, una rotacidon de cultivos adecuada y el control de las malas hierbas y bortas

hospedantes y el empleo de aguas no infectadas para el riego y pulverizaciones.
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Anexo n° 1l.a: Medidas de aplicacion sobre el material

contaminado

Cuando el “material vegetal indicado” se haya declarado contaminado, ademas
de prohibirse su plantacion, y con el fin de poder establecer que no exista ninglin riesgo
identificable de propagaciéon de Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus ni de

Ralstonia solanacearum, debe ser sometido alguna de las siguientes medidas:
- Incineracion

- Utilizacién como piensos, previo tratamiento térmico adecuado, de forma

que no haya riesgo alguno de supervivencia del organismo nocivo.

- Eliminacién en un verterdero de eliminacion de residuos autorizado
oficialmente en donde no exista ningun riesgo identificable de escape del
organismo al medio ambiente, por ejemplo, a través de filtracién a tierras

’ . 1 e
agricolas ni de contacto con fuentes de agua que puedan utilizarse para el

riego de dichas tierras.

- Transformacion industrial mediante entrega directa e inmediata a una planta
de transformacion dotada de instalaciones de eliminacion de residuos
autorizadas oficialmente, para las que se establezca la ausencia de riestos
detectables de propagacion del organismo, y de un sistema de limpieza y
desinfeccion de los vehiculos de transporte, al menos. Los métodos
oficialmente autorizados para la eliminacién de residuos deben ajustarse a

las disposiciones del Anexo n°l6.

- Otras medidas, siempre que se haya establecido que no existe ningiin riesgo
identificable de propagacion de los organismos citados, y a condicion de que

tales medidas sean notificadas inmediatamente al Ministerio de Medio

" En el caso de contaminacion POT Ralstonia solanacearum
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Ambiente, y Medio Rural y Marino y éste a su vez, a través del cauce

correspondiente, a la Comisidn y a los demés Estados miembros.

Toda maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de éstos, y
cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje, declarados contaminados
deben ser destruidos o descontaminados. En este ultimo caso, los métodos adecuados
consistirdn en una limpieza y, en su caso, una desinfeccidon que permitan descartar todo
riesgo identificable de propagacion de los organismos citados. Tras su

descontaminacion, todos estos objetos dejaran de considerarse contaminados.

Cualquier medida fitosanitaria a adoptar sobre el material contaminado debe ser
realizada bajo el control y la aprobacion de los Organismos oficiales responsables de

cada Comunidad Autéonoma.
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Anexo n° 11.b: Medidas de aplicacion sobre el material

probablemente contaminado

Cuando el “material vegetal indicado” se haya considerado probablemente
contaminado por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus o por Ralstonia
solanacearum, ademas de prohibirse su plantacion, y con el fin de poder establecer que
no exista ninglin riesgo identificable de propagacidn de los citados organismos nocivos,
debe ser destinado a un uso adecuado o a su eliminacion de acuerdo a alguna de las

siguientes medidas:

» En el caso de los tubérculos de patata:

- El uso como patatas de consumo destinadas al consumo, envasadas para su
distribucién y venta directa sin cambio de envase, en un lugar dotado de
instalaciones de eliminacién de residuos adecuadas. Las patatas destinadas a
la siembra s6lo pueden manipularse en el mismo lugar si esto se realiza
separadamente o tras la limpieza y desinfeccion.

- El uso como patatas de consumo para la transformacion industrial, y
destinadas a la entrega directa e inmediata a una planta de transformacion
dotada de instalaciones de eliminacion de residuos adecuadas y de un
sistema de limpieza y desinfeccion de vehiculos de transporte, al menos.

- Algln otro tipo de uso o eliminacidn, siempre que se establezca que no
existe ningun riesgo identificable de propagacion del organismo, y previa

aprobacion de los Organismos oficiales responsables.

» En el caso de las otras partes de las plantas, incluidos los detritos del tallo y de
las hojas:
- Destruccion
- Algtn otro tipo de uso o eliminacién, a condicion de que se garantice que no
existe riesgo identificable de dispersar el organismo, y previa aprobacion de

los citados organismos oficiales responsables.
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Toda maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de éstos, y
cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje, considerados
probablemente contaminados, deben ser destruidos o descontaminados. En este ultimo
caso, los métodos adecuados consistiran en una limpieza y, en su caso, una desinfeccion
que permitan descartar todo riesgo identificable de propagacién de los organismos
citados. Tras su descontaminacion, todos estos objetos dejaran de considerarse

probablemente contaminados.

Cualquier medida fitosanitaria a adoptar sobre el material considerado
contaminado debe ser efectuada bajo el control de los Organismos oficiales
responsables interesados, asi como como con la oportuna comunicacidén entre estos
Organismos para garantizar en todo momento dicho control, y con la aprobacién del
Organismo oficial de cada Comunidad Auténoma donde vayan a envasarse o

transformarse las patatas, en lo que se refiere a los vertederos citados.
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Anexo n° 11.c: Medidas de aplicacion en las zonas delimitadas
debido a la contaminacion por Clavibacter

michiganensis ssp. sepedonicus

La serie de medidas que se deben aplicar dentro de las zonas delimitadas que se
hayan establecido por causa de la contaminacidon por Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus, seran las siguientes:

1. En los casos en que en virtud del punto 2 de la letra a) del apartado 8.2 del
presente Manual, se hayan declarado contaminados lugares de produccion, las
medidas consistiran en lo siguiente:

a) En los campos que se hayan declarado contaminados en virtud de esa misma
disposicidn, se debe aplicar uno de los dos grupos de medidas que se exponen a
continuacion:

1° Durante al menos los tres afios de cultivo siguientes a la declaracion de la
contaminacion:

- Se deben adoptar medidas para eliminar las patatas espontdneas, asi
como otras plantas hospedantes de Clavibacter michiganenensis ssp.
sepedonicus.

- No se plantaran:

e Tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de patata,

e Ninguna otra planta que pueda contener naturalmente al
organismo,

¢ Ningun cultivo que presente un cierto riesgo de supervivencia o
propagacion del organismo, mientras el campo no haya estado
exento de plantas espontdneas de patata durante al menos dos
afios consecutivos.

- En la primera temporada de cultivo de patatas siguiente al periodo
indicado en el guion anterior y, siempre que en las inspecciones oficiales se
haya comprobado que, durante al menos los dos afios de vegetacion
inmediatamente anteriores a la plantacion, el campo estuvo libre de plantas
de patata espontaneas y otras plantas que puedan contener naturalmente el
organismo, solo se permitira la produccion de patatas de consumo y los
tubérculos recolectados se someteran a pruebas adecuadas.

- En la temporada de cultivo de patatas siguiente a la indicada en el guion
anterior, y tras un ciclo de rotacién adecuado, se procedera, en el caso de las
patatas, a la plantacidon de patatas de siembra certificadas oficialmente para
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la produccion de patatas de siembra o de consumo, y a la realizacion del
examen oficial que dispone el apartado 6 del presente Manual.

2° Durante los cuatro afios de cultivo siguientes al de la declaracion de la
contaminacion:

- Se adoptaran medidas para eliminar las plantas espontaneas de patata, asi
como otras plantas que puedan ser hospedantes de Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus, y

- Se dejarda y mantendra el campo, o bien en barbecho completo, o bien
como pasto permanente, con siega intensa y frecuente o pastoreo intensivo.

- En la primera temporada de cultivo de patatas siguiente al periodo
indicado en el guion anterior y, siempre que en las inspecciones oficiales se
haya comprobado que, durante al menos los dos afios de vegetacidon
inmediatamente anteriores a la plantacion, el campo estuvo libre de plantas
de patata espontaneas y otras plantas que puedan contener naturalmente el
organismo, s6lo se permitird la produccion de patatas de consumo y los
tubérculos recolectados se someteran a prueba conforme al procedimiento
preceptivo.

b) En el resto de los campos del lugar de produccion contaminado, y a condicion de
que los organismos oficiales competentes tengan la certeza de que se ha
eliminado el riesgo de plantas de patata espontaneas y de cualquier otra planta
que pueda contener naturalmente el organismo, las medidas consistiran en lo
siguiente:

» Durante el afio de cultivo siguiente a la declaracion de la contaminacion:

- No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas (en sentido estricto) de
patata ni otras plantas que puedan ser hospedantes de Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus o se podran plantar exclusivamente patatas
de siembra certificadas oficialmente, para la produccion de patatas de
consumo, y se adoptaran medidas para eliminar las plantas espontaneas de
patata del modo que se considere necesario.

» Durante el segundo afio de cultivo siguiente al de declaracion de
contaminacion solo se podran plantar patatas de siembra certificadas o patatas
de siembra que hayan sido sometidas a pruebas oficiales para determinar la
ausencia de necrosis bacteriana y cultivadas bajo control oficial en lugares de
produccién no contaminados por el organismo, ya sea para la produccion de
siembra o de consumo.

» Durante el tercer aflo de cultivo siguiente al de declaracion de contaminacion,
al menos, sélo se podran plantar patatas de siembra certificadas o patatas de
siembra cultivadas bajo control oficial a partir de patatas de siembra
certificadas, ya sea para la produccion de siembra o de consumo.
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» En cada uno de los dos afios de cultivo indicados en los guiones anteriores, se
adoptaran medidas para eliminar las plantas espontdneas de patata, asi como
otras plantas que puedan ser hospedantes del organismo nocivo; ademas, se
efectuara el examen oficial preceptivo.

c¢) Inmediatamente después de haberse declarado la contaminacién, y en cada uno
de los afios de cultivo siguientes, hasta inclusive, la primera temporada de
cultivo permisible de patatas en el campo o campos declarados contaminados
que se contemplan en la letra a) anterior:

» Toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento del lugar de
produccién que se utilicen en la produccion de patatas, se limpiaran, y en su
caso se desinfectaran, utilizando métodos adecuados de la forma que se
dispone en los Anexos n° 7.ay n°7.b, y

d) En el caso de las unidades de produccion de cultivos protegidos que hayan sido
declaradas contaminadas, y en las que sea posible una sustitucion total de los
medios de cultivo:

» No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas (en sentido estricto), a menos
que, por una parte, dichas unidades se hayan sometido a medidas oficialmente
supervisadas que, teniendo por objeto la eliminacion del organismo nocivo y
la retirada de todas las patatas y otras solandceas, incluyendo 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
autorizacidn para la produccién de patatas.

» La produccion de patatas procederd de patatas de siembra certificadas
oficialmente o de microtubérculos o microplantas obtenidos de fuentes
analizadas.

2. Dentro de la zona delimitada y sin perjuicio de las medidas dispuestas en el
punto 1 del presente Anexo, los Organismos oficiales responsables de las
Comunidades Auténomas deben adoptar las siguientes medidas:

a) Inmediatamente después de la declaracion de contaminacidn, velaran para que
toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento de la explotacién que
hayan intervenido en la produccidén de patatas se limpien y desinfecten como
resulte adecuado y con los métodos apropiados.

b) Inmediatamente y durante al menos tres temporadas de cultivo después de la
declaracién de contaminacion:

» Controlardan a través de sus Organismos Oficiales responsables las
explotaciones que cultiven, almacenen o manipulen tubérculos de patata,
ademas de las explotaciones que contraten maquinas para este cultivo.
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» Requeriran 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 analisis después de recolectar
los cultivos de patatas de siembra en lugares de produccién declarados
probablemente contaminados.

» Exigiran que se manipulen por separado las existencias de patatas de siembra
y de patatas de consumo recolectadas en todas las explotaciones de la zona, o
que se establezca un sistema de limpieza y desinfeccion entre el manejo de
las existencias de patatas de siembra y el de las de consumo.

» Llevaran a cabo el examen oficial preceptivo.

c) Estableceran un programa, segin corresponda, para la sustitucion de todas las
existencias de patatas de siembra por un periodo de tiempo conveniente
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Anexo n’ 11.d: Medidas de aplicacion en las zonas delimitadas

debido a la contaminacion por Ralstonia

solanacearum

La serie de medidas que se deben aplicar dentro de las zonas delimitadas que se
hayan establecido por causa de la contaminacion por Ralstonia solanacearum, seran las

siguientes:

1. En los casos en se hayan declarado contaminados lugares de produccion, las
medidas consistiran en lo siguiente:

a) En los campos o unidades de produccion de cultivos protegidos que se hayan
declarado contaminados, se debe aplicar uno de los dos grupos de medidas que
se exponen a continuacion:

1° Durante al menos los cuatro afios de cultivo siguientes a la declaracion de la

contaminacion:

- Se deben adoptar medidas para eliminar las patatas y tomateras
espontdneas asi como otras plantas hospedantes de Ralstonia solanacarum,
incluidas las malas hierbas solanaceas.

- No se plantaran:

e Tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de
patata
e Tomateras y semillas de tomateras

Y teniendo en cuenta la biologia del organismo nocivo:

e  Otras plantas hospedantes

e Plantas de especies de Brassica para las que exista un
riesgo identificado de supervivencia del organismo nocivo.

e  Otros cultivos para los que exista un riesgo identificado de
propagacion del organismo nocivo.

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

e En el caso de las patatas, solamente se autorizard la
produccion de patatas de consumo
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e En el caso de las patatas y los tomates, los tubérculos de
patata cosechados, o las tomateras, segiin corresponda, seran
analizados.

- En la temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente a la indicada en
el guion anterior y tras un ciclo de rotacion adecuado, que serd de un
minimo de dos afios si se cultivan patatas de siembra, se efectuard un
examen oficial

2° Durante los cinco afios de cultivo siguientes al de la declaracion de la
contaminacion:

- Se adoptaran medidas para eliminar las patatas y tomateras espontaneas,
asi como otras plantas que puedan contener naturalmente al organismo,
incluidas las malas hierbas solanaceas.

- Durante los tres primeros afios, se dejara y mantendra 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 plantardn
plantas que no sean hospedantes del organismo nocivo para las que no
exista ningun riesgo identificado de supervivencia o propagacion de éste.

- En la primera temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente al
periodo indicado y, siempre que se haya comprobado que, durante al menos
los dos afios de vegetacién inmediatamente anteriores a la plantacion, el
campo estuvo libre de patatas y tomateras espontaneas y de otras plantas
htesped del organismo, incluidas las malas hierbas solanaceas:

e En el caso de las patatas, se autorizara la produccion de
patatas de siembra y de consumos

e Los tubérculos de patata cosechados, o las tomateras,
segun corresponda, seran analizados.

b) En el resto de los campos del lugar de produccion contaminado, y a condicion de
que los organismos oficiales competentes tengan la certeza de que se ha
eliminado adecuadamente el riesgo de plantas de patata y de tomate espontaneas,
y de cualquier otra planta que pueda contener naturalmente el organismo,
incluidas las malas hierbas solanaceas, las medidas consistiran en lo siguiente:

» Durante el afio de cultivo siguiente a la declaracion de la contaminacion:
No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de

patata, ni de cualquier otra planta que pueda contener naturalmente
Ralstonia solanacearum, o bien
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- En el caso de los tubérculos de patata, se podran plantar patata de
siembra oficialmente certificada, pero sélo para la produccion de patata de
consumo,

- En el caso de las tomateras, solamente se plantaran tomateras para la
produccidén de fruto obtenidas de semillas que cumplan los requisitos de la
Directiva 2000/29/CE del Consejo, de 8 de mayo de 2000, relativa a las
medidas de proteccion contra la introduccién en la Comunidad de
organismos nocivos para los vegetales o productos vegetales y contra su
propagacion en el interior de la Comunidad.

» Durante el seguno afio de cultivo siguiente al de declaracion de
contaminacion:
- En el caso de las patatas, solamente se plantaran, para la produccion de
patatas de siembra o de consumo, patatas de siembra certificadas o patatas
de siembra analizadas para determinar la inexistencia de podredumbre
parda, y cultivadas bajo control oficial en lugares de produccion diferentes a
los declarados contaminados.
- En el caso de los tomates, solamente se plantardn tomateras para la
produccidon de plantas o fruto obtenidas de semillas que cumplan los
requisitos de la Directiva 2000/29/CE del Consejo, o si se han propagado
vegetativamente, de tomateras producidas a partir de esas semillas y
cultivadas bajo control oficial en lugares de produccion diferentes de los
mencionados.

» Durante al menos los tres afios de cultivo siguientes al de declaracion de
contaminacion:

- En el caso de las patatas, se plantaran para la produccion de patatas de
siembra o de consumo exclusivamente patatas de siembra certificadas o
patatas de siembra que se hayan cultivado bajo control oficial a partir de
patatas de siembra certificadas
- En el caso de los tomates, solamente se plantardn tomateras para la
produccion de plantas o fruto, obtenidas de semillas que cumplan los
requisitos de la Directiva 2000/29/CE o tomateras cultivadas bajo control
oficial a partir de estas plantas
- En cada uno de los afios de cultivo indicados en los guiones anteriores, se
tomaran medidas para eliminar las plantas de patata espontaneas y otras
plantas que puedan contener naturalmente al organismo, si existen, y se
efectuaran una inspeccion oficial del cultivo en crecimiento en los
momentos pertinentes y, en cada campo de patatas, se efectuaran pruebas
oficiales de las patatas cosechadas

¢) Inmediatamente después de haberse declarado la contaminacidn, y tras el primer
afio de cultivo siguiente:

» Toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento del lugar de
produccion que se utilicen en la produccion de patatas o tomates se limpiaran
y, en su caso, desinfectaran utilizando métodos adecuados consistentes en una
limpieza, y en su caso, una desinfeccion que permitan descartar todo riesgo
identificable de propagacion del organismo. Estas operaciones se efectuaran
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bajo la supervision de los organismos oficiales responsables de las
Comunidades Autéonomas.

» Con el fin de impedir la propagacion del organismo nocivo, se efectuaran
controles oficiales de los planes de riego y rociamiento, y en caso necesario,
se prohibiran los mismos.

d) En el caso de las unidades de produccion de cultivos protegidos que hayan sido
declaradas contaminadas, y en las que sea posible una sustitucion total de los
medios de cultivo:

» No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de patata,
ni otrs plantas que puedan ser huesped del oganismo, incluidas tomateras y
semillas de tomate, a menos que, por una parte, la unidad de produccion se
haya sometido a medidas oficialmente supervisadas que, teniendo por objeto
la eliminacion del organismo nocivo y la retirada de todo el material vegetal
hospedante, 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 autorizacidn para la produccién de patatas o
tomates

» La produccion procedera, en el caso de la patata, de patatas de siembra
certificadas o de minitubérculos o microplantas obtenidos de fuentes
analizadas.

» En cuanto a la produccion de tomates, la produccion deberd proceder de
semillas que cumplan los requisitos de la Directiva 2000/29/CE o, si se han
propagado vegetativamente, de tomateras producidas a partir de estas semillas
y cultivadas bajo control oficial

» Asimismo, con el fin de impedir la propagacion del organismo nocivo, se
efectuaran controles oficiales de los planes de riego y rociamiento, y en su
caso, se prohibiran los mismos.

2. Dentro de la Zona delimitada y sin perjuicio de las medidas dispuestas en el
punto 1 del presente Anexo, las Comunidades Autonomas deben adoptar las
siguientes medidas:

a) Inmediatamente después de la declaracion de contaminacion, garantizardn que se
limpie y desinfecte toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento de la
explotacion que se hayan utilizado para la produccion de patatas y tomates,
como resulte adecuado y con los métodos apropiados consistentes en una
limpieza, y en su caso, una desinfeccion que permitan descartar todo riesgo
identificable de propagacion del organismo. Estas operaciones se efectuaran bajo
la supervision de los organismos oficiales responsables de las Comunidades
Autonomas.

b) Inmediatamente y durante al menos tres afios de cultivo después de la
declaracion de contaminacion:
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» En los casos en que la delimitacidon de la Zona haya sido efectuada:

- Se garantizard que sus organismos oficiales responsables supervisen las
instalaciones que cultiven, almacenen o manipulen tubérculos de patata o
tomates, asi como aquellas otras instalaciones que utilicen en el marco de un
contrato, maquinaria para la produccion de patatas o tomates.

- Se requerird 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 efectiie un andlisis después de cosechar
los cultivos de patatas de siembra en lugares de produccion determinados
como probablemente contaminados.

- Se exigird que se manipulen por separado las existencias de patatas de
siembra y de patatas de consumo recolectadas en todas las explotaciones de
la zona o, cuando sea adecuado, que se efectue una desinfeccion entre la
manipulacién de las existencias de patatas de siembra y de patatas de
consumo

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

- Se efectuara el examen oficial preceptivo.

» En los casos en que se hayan declarado contaminadas aguas de superficie o en
que se hayan incluido dichas aguas entre los factores de la posible
propagacion del organismo nocivo:

- Se realizard un examen anual, en los momentos oportunos, con una toma
de muestras de las aguas de superficie y, cuando sea oportuno, de las plantas
hospedantes solandceas presentes en las fuentes hidricas pertinentes, asi
como andlisis con arreglo a los métodos pertinentes establecidos para el
“material vegetal indicado” y para otros casos

- Con el fin de impedir la propagacién del organismo nocivo, se deben
establecer controles oficiales de los planes de riego y rociamiento, asi como
una prohibicion del uso de las aguas declaradas contaminadas para el riego
y rociamiento del “material vegetal indicado”, y en su caso, de otras plantas
hospedantes. Esta prohibicion podrd reexaminarse en funciéon de los
resultados obtenidos en el examen anual mencionado, y podran revocarse
las declaraciones cuando los organismos oficiales responsables tengan la
certeza de que las aguas superficiales ya no estan contaminadas. Podra
autorizarse el uso del agua sometida a prohibicion, bajo control oficial, para
el riego y el rociamiento de las plantas huesped, cuando se utilicen técnicas
aprobadas oficialmente que eliminen el organismo y eviten su propagacion

Anexo n©° 11.d Pag. 5de 6



Manual de Procedimiento 2010

- En los casos en que se hayan contaminado por vertidos de residuos
liquidos, se deben establecer controles oficiales de la eliminacion de los
residuos sélidos o liquidos procedentes de las instalaciones industriales de
transformacidn o envasado que manipulen el “material vegetal indicado”.

c) Se establecera, cuando sea pertinente, un programa para la sustitucién en un
plazo adecuado de todas las existencias de patatas de siembra.
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Anexo n° 12: Aviso de medidas para prevenir la enfermedad

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccién
de organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicidn). Directiva
93/85/CEE del Consejo, incorporada por Orden de 22 de marzo de 1994 relativa a la
lucha contra la necrosis bacteriana de la patata y su posterior modificacion de
determinados anexos en la Directiva 2006/56/CE transpuesta por la Orden
APA/718/2007, Directiva 98/57/CE del Consejo, incorporada por Real Decreto
1644/1999 sobre el control de Ralstonia solanacearum, y su posterior modificacion de
determinados anexos en la Directiva 2006/63/CE transpuesta por la Orden
APA/719/2007

A D/D? (Propietario/Cultivador) ............................................................................
LD <73 10 ) &

Las muestras de plantas de patata / tubérculos, recogidas en la parcela / almacén de su

propiedad / cultivada / utilizado por usted, e identificada con poligono catastral .........,
parcela catastral .......... , situada en la localidad de ....................... , municipio
........................... ,provinciade ......................., han sido encontradas infectadas

por podredumbre anular de la patata (Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus) /
podredumbre parda de la patata (Ralstonia solanacearum) en los andlisis de laboratorio.
La parcela en cuestion estd marcada en el plano adjunto.

Debo informarle de que en cumplimiento de la normativa citada, ahora se le requiere lo
siguiente:

Firmado ..o,
(Oficial/inspector/funcionario autorizado para los fines de insp.fitosanitaria)

Aviso: Cualquier persona que incumpla esta notificacion sera sancionada
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Anexo n° 13: Medidas de aplicacion en las plantas de
transformacion del “material vegetal

indicado” declarado contaminado

Con el fin de evitar todo riesgo identificable de propagacion del organismo, las
instalaciones de eliminacion de residuos autorizadas oficialmente, a las que se hace
referencia en el Anexo n® 14.a del presente Manual, deben cumplir las disposiciones

que se indican a continuacion:

> Los residuos de patatas y tomates' (incluidas las patatas, montaduras y tomates
descartados) y cualquier otro residuo sélido asociado con las patatas y los
tomates' (incluido el suelo, las piedras y los restos) se eliminaran de una de las
siguientes maneras:

- En un vertedero de eliminacion de residuos autorizado oficialmente en
donde no exista ningun riesgo identificable de escape del organismo al
medio ambiente, por ejemplo, a través de filtracion a tierras agricolas
ni de contacto con fuentes de agua que puedan utilizarse para el riego
de dichas tierras. Los residuos se conduciran directamente al vertedero
en unas condiciones de confinamiento que impidan todo riesgo de
pérdida de los mismos.

- Incineracion

- A través de otras medidas, siempre que se descarte el posible riesgo de
propagacion del organismo. Dichas medidas se notificaran
inmediatamente al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y
Marino y éste, a su vez, a través del cauce correspondiente, a la

Comision y a los demas Estados miembros.

» Los residuos liquidos que contengan elementos solidos en suspension, se
someteran a procesos de filtracion o sedimentacion para eliminar dichos sélidos.

Por su parte, los residuos sdlidos se eliminaran tal como se establece en el

! En el caso de contaminacioén por Ralstonia solanacearum
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apartado anterior. A continuacion, los residuos solidos se someteran a alguna de

las medidas siguientes:

Calentamiento a una temperatura minima de 60 °C en todo su volumen
durante un minimo de treinta minutos antes de la eliminacion.

Eliminacion, previa autorizacion oficial y bajo control oficial, de
manera que no exista ningun riesgo identificable de que los residuos
puedan entrar en contacto con tieras agricolas ni fuentes de agua que
puedan utilizarse para el riego de tierras agricolas. Los detalles de estas
medidas se notificaran al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio
Rural y Marino y este a su vez, a través del cauce correspondiente a los

demas Estados miembros y a la Comision.

Las opciones descritas se aplican asimismo a los residuos asociados a la

manipulacidn, la eliminacién y el tratamiento de lotes contaminados.
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Anexo n° 14: Caso practicon® 1

SITUACION INICIAL

Un agricultor X tiene una explotacidon que cuenta con 7 parcelas (campos), de las
cuales siembra 3 de patata de consumo, 2 de patata de siembra, 1 de maizy 1 de alfalfa.
Los lotes de patata que han sido sembrados en las parcelas dedicadas a este cultivo son

los siguientes:

LOTE | VARIEDAD | N°DE PARCELAS | DESTINO

1 A 2 Consumo
2 B 1 Consumo
3 C 2 Siembra

Por otra parte, el agricultor X comparte maquinaria de cultivo con otro agricultor
Y, y ambos entregan las patatas a un almacenista W. Tras evaluarse si podrian
considerarse las explotaciones X ¢ Y como partes de un mismo lugar de produccion,
esto queda desestimado pues, aunque ambas comparten maquinaria, estdn distanciadas
entre si y no comparten técnicas de produccion (se labran en distintos momentos, no se
plantaron a la vez, etc). Por lo tanto, las explotaciones X e Y constituyen distintos

lugares de produccion.

SOSPECHA DE CONTAMINACION

Siguiendo las directrices establecidas por la legislacion vigente, los inspectores
de Sanidad Vegetal de la Comunidad Autonoma decidieron llevar a cabo una inspeccidon
en la explotacion, en la segunda mitad del ciclo productivo de las patatas, realizando
inspeccidn visual y toma de muestras de todas las parcelas de patata de siembra de la
misma, asi como de una parcela por cada variedad de patata de consumo. Como
resultado de los andlisis de deteccion rapida realizados sobre las muestras recogidas,
aparece un resultado positivo para Ralstonia solanacearum en una de las parcelas de
patatas de la variedad A (lote 1). Este positivo constituye la sospecha de

contaminacion.
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PATATA A

MEDIDAS CAUTELARES

Hasta que se produce la confirmacion o desmentido de la contaminacién, se
adoptan las siguientes medidas cautelares destinadas a tratar de evitar la dispersion de la

enfermedad:

» Prohibicién de los movimientos de plantas y tubérculos de patata, tractores y
magquinaria, desde o hacia la parcela (campo) bajo sospecha de contaminacion.

» Control oficial de cualquier circulacién de patatas desde o hacia el resto de
parcelas de patata del agricultor X, y del agricultor Y (debido al peligro que
supone el hecho de compartir maquinaria). Si se considera necesario, una vez
estudiado el nivel de riesgo de propagacion de la sospecha de contaminacion,
también podra prohibirse la citada circulaciéon. No obstante, en caso de
permitirse la circulacion, si durante los controles se detectan sintomas, se
prohibira el movimiento de patatas y se tomaran inmediatamente muestras para

su analisis.
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» Realizacion de un estudio para determinar la fuente o fuentes de la sospecha de

contaminacion. Este estudio es preliminar y se desarrollara mas exhaustivamente

en caso de que se confirme la contaminacién. No obstante, el estudio se ird

intensificando si, durante su desarrollo, comienzan a aparecer mas puntos de

sospecha de contaminacion. Se procede de la siguiente manera:

Inspeccion visual, muestreo y analisis de todas las parcelas de patata de
la explotacion del agricultor X. Tras comprobar que comparte
maquinaria con el agricultor Y, se hace lo mismo con las parcelas de
patata de su explotacidon. Durante los analisis de deteccidn rapida aparece
un resultado positivo en una de las parcelas de la variedad C (lote 3) del
agricultor X. Esta parcela pasa a formar parte de la sospecha de
contaminacion, y se prohibe cualquier movimiento desde o hacia la
misma.

Se investiga cudl es el origen de los lotes 1 y 3, con el fin de averiguar
qué otros agricultores han podido plantarlos. Se realizan inspecciones
visuales en esas explotaciones, se toman muestras y se envian a analizar.
Si el numero de explotaciones lo permite, se tomardn muestras de todas
ellas; en caso contrario, se elegird un nimero representativo de las
explotaciones (las de mayor superficie sembrada de patata de los lotes 1
y 3). Los andlisis de deteccion rdpida dan un resultado negativo a la
presencia de la enfermedad, por lo que no parece que ésta sea la causa de
la sospecha de contaminacion.

Tras verificarse que las dos parcelas bajo sospecha de contaminacion se
riegan con aguas de un cauce contiguo, se toman muestras de las citadas
aguas junto a la toma de riego, asi como de solanaceas silvestres del
margen del cauce en la zona cercana a la toma. Los analisis de deteccion
rapida arrojan un resultado positivo a la presencia de la enfermedad, por
lo que parece que la fuente de la sospecha de contaminacion podria ser el
agua.

Localizacion de cultivos de patata cercanos a las parcelas de la
explotacion bajo sospecha de contaminacion, informacidn de gran interés

si se confirma la contaminacidn.
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DECLARACION OFICIAL DE CONTAMINACION

Una vez que terminan los andlisis completos sobre las muestras de la
explotacién X que dieron resultado positivo en los analisis de deteccion rapida, se
concluye que efectivamente las dos muestras sobre las que existia sospecha de

contaminacion, estan contaminadas.

Las autoridades competentes de las Comunidades Auténomas implicadas
notificaran inmediatamente al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino,
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 este sentido, se toman las siguientes medidas:

MEDIDAS A ADOPTAR EN LA EXPLOTACION DEL AGRICULTOR X

Se declaran contaminadas las parcelas de patata en que se ha confirmado la
presencia de la enfermedad (las dos parcelas de la explotacidon X), y también se declara
contaminada la explotacion. En las parcelas declaradas contaminadas debe seguirse

una cuarentena bastante severa (ver apartado 1.a del Anexo n° 14.d).

Por su parte, las plantas y tubérculos de patata que se encuentran en las parcelas
declaradas contaminadas se consideran material declarado contaminado, por lo que
deben ser incinerados, utilizados como piensos tras un tratamiento térmico, eliminados
en un verterdero de eliminacidén de residuos autorizado oficialmente o destinados a

transformacion industrial.
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En la explotacion declarada contaminada existen parcelas de patatas que no han
sido declaradas contaminadas, y parcelas cultivadas de otros vegetales (maiz y alfalfa).
A pesar de que todas estas parcelas pertenecen a una explotacion declarada
contaminada, las citadas parcelas se consideran “otros campos” y no parcelas
declaradas contaminadas. Tanto si estan cultivadas de patata, como si lo estan de otro
cultivo, en dichas parcelas se llevara a cabo una cuarentena (ver apartado 1.b del
Anexo n° 14.d), que serd algo menos exigente que la que debe llevarse a cabo en la

parcela declarada contaminada.

Por su parte, los tubérculos y plantas de patata que se encuentran en parcelas de
la explotacion no declaradas contaminadas (en los citados “otros campos™) se
consideran material probablemente contaminado, por lo que deben ser utilizados
como patatas de consumo envasadas y listas para su distribucion directa sin re-envasar,
como patatas de consumo destinadas a transformacion industrial, o utilizados o
destruidos de forma que no exista ningun riesgo identificable de propagacion de la
enfermedad. Asimismo, los vegetales de las otras especies cultivadas en los “otros
campos” de la explotacion (maiz y alfalfa), pueden utilizarse para cualquier otro fin,

pues en principio, no existe peligro de dispersion de la enfermedad.
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MEDIDAS A ADOPTAR EN LA EXPLOTACION DEL AGRICULTOR Y

La explotacién Y forma parte del alcance de la contaminacién probable, y por
tanto de la Zona delimitada, y deberd someterse a las condiciones de cuarentena
definidas para la Zona delimitada en el apartado 2 del Anexo 14.d. Las plantas y
tubérculos de patata de esta explotacion se consideran material probablemente
contaminado, por lo que deben ser utilizadas como patatas de consumo envasadas y
listas para su distribucién directa sin re-envasar, como patatas de consumo destinadas a
transformacion industrial, o utilizados o destruidos de forma que no exista ningun riesgo

identificable de propagacion de la enfermedad.

MEDIDAS A ADOPTAR SOBRE LA MAQUINARIA Y VEHICULOS DE
LAS EXPLOTACIONES XE'Y

La maquinaria y vehiculos que han sido utilizados en las parcelas declaradas
contaminadas, es decir, la maquinaria y vehiculos utilizados en patata en las
explotaciones X e Y, deben declararse material contaminado, y deben ser
descontaminados, tras lo cual, dejardn de considerarse contaminados. Ademas, deberan
ser desinfectados en cada uno de los afios de cultivo siguientes, hasta inclusive, la
primera temporada de cultivo permisible de patatas o tomates en el campo o campos

declarados contaminados.

MEDIDAS A ADOPTAR EN EL ALMACEN W

En el tiempo transcurrido entre el resultado de los anélisis de deteccion rapida y
la declaracidn oficial de contaminacion, podria haber sido permitido (segun criterio del
Organismo de Sanidad Vegetal) el envio bajo control oficial de patatas de otros campos
de la explotacion X, o del agricultor Y, al almacén W. Las citadas patatas se consideran
material probablemente contaminado, por lo que en ese caso, el almacén W pasaria a
considerarse probablemente contaminado, y deberia ser desinfectado. Las patatas que se
encuentrasen en el almacén W deberian ser tratadas como material probablemente
contaminado, y por tanto, deberian ser utilizadas como patatas de consumo envasadas y

listas para su distribucidn directa sin re-envasar, como patatas de consumo destinadas a
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transformacion industrial, o utilizadas o destruidas de forma que no exista ningun riesgo

identificable de propagacion de la enfermedad.

Ademads, en ese caso, durante un periodo de al menos tres afios de cultivo, se
exigiria que en el almacén se manipulasen separadamente las existencias de patatas de

siembra y de patatas de consumo.

INVESTIGACION SOBRE LA CONTAMINACION DE LAS AGUAS
SUPERFICIALES:

Una vez confirmado el positivo en la muestra tomada junto a la toma de agua del
cauce, se toman nuevas muestras aguas arriba y abajo de la zona del rio proxima a la
toma de riego de la explotacién (en el caso de la Comunidad Autéonoma del ejemplo,
hasta tres kildmetros aguas arriba y abajo de la toma). Se toman muestras de agua cada
1.000 metros, y muestras de solanaceas silvestres localizadas en los margenes del cauce.
Cuando se obtienen resultados positivos en los analisis de deteccion rapida, se contintia
el muestreo, siguiendo a lo largo del cauce hasta que se obtienen resultados negativos
continuados. En nuestro caso, se obtienen resultados positivos en ambos sentidos del
cauce. Tres kilometros aguas arriba, el rio se adentra en otra Comunidad Autdénoma.
Cuatro kilometros aguas abajo, llega a una central hidroeléctrica, tras la cual dejan de
aparecer positivos. Se deduce que la fuente de la contaminacion esta en la
Comunidad Auténoma de la que provienen las aguas, lo que se notifica
inmediatamente al MARM para que éste a su vez, lo notifique a la citada Comunidad

Auténoma, con el fin de que ésta pueda continuar con la investigacion.

El tramo de rio desde la Comunidad Auténoma vecina hasta la presa situada
cuatro kildmetros aguas abajo de la explotaciéon forman parte de la extension de la
contaminacion. En el momento en que concluyan los andlisis de aguas, si resultan
positivos, se declarara contaminado el cauce, en los tramos en que corresponda. A partir
de dicho momento, se debera prohibir el uso de estas aguas para el riego de patatas y

tomates y, en su caso, de otras plantas hospedantes.
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Todas aquellas explotaciones que tengan parcelas que se rieguen con las aguas
del cauce declarado contaminado forman parte también del alcance de la contaminacién
probable. Por su parte, las patatas que se cultivan en todas estas explotaciones se
consideran material probablemente contaminado, por lo que deben ser utilizadas
como patatas de consumo envasadas y listas para su distribucion directa sin re-envasar,
como patatas de consumo destinadas a transformacidon industrial, o utilizadas o
destruidas de forma que no exista ninglin riesgo identificable de propagacion de la

enfermedad.

MEDIDAS A ADOPTAR EN LA ZONA DELIMITADA

Se establecera una Zona delimitada dentro de la cual se incluirdn la explotacion
declarada contaminada, el tramo de cauce declarado contaminado, la explotacion Y
(probablemente contaminada) y las explotaciones regadas con aguas del tramo de cauce

declarado contaminado (explotaciones probablemente contaminadas).

También se incluiran en la Zona delimitada otras explotaciones que se
determinen, una vez valorados los elementos recogidos en el Anexo n° 12.b. Estas
explotaciones constituyen la posible propagacion. En este caso, se establecieron como

explotaciones consideradas dentro de la posible propagacién:

- Determinadas explotaciones contiguas al tramo de rio declarado
contaminado, que poseen parcelas de patata y tomate, pero que no son
regadas con aguas del citado cauce, debido al peligro de ser inundadas
total o parcialmente con sus aguas, o de que los pozos con los que se
riegan sean contaminados por escorrentia del agua del cauce.

- Determinadas explotaciones proximas a alguna de las declaradas
contaminadas o probablemente contaminadas, dado que se determind que
podia existir algun riesgo de dispersion del patogeno.

- Determinadas explotaciones contiguas a la declarada contaminada, que
se riega con un pozo que se considera que podria estar infectado debido a
la escorrentia del agua procedente de la explotacion declarada

contaminada.
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Ademas de las medidas de cuarentena adoptadas sobre el lugar de produccion,
mencionadas con anterioridad, sobre la Zona delimitada, asi como sobre la maquinaria y
almacenes que se encuentran en la misma, se estableceran las medidas de cuarentena

establecidas en el apartado 2 del Anexo n° 14.d.

CONCLUSIONES

Tras las investigaciones realizadas, se ha establecido que la fuente de la
contaminacion detectada es el agua procedente del rio. En este sentido, se ha
comunicado a la Comunidad Autéonoma de la que proceden las aguas del rio de dicha

contaminacion, con el fin de que adopte las medidas que considere oportunas.

Se han tomado todas las medidas de cuarentena establecidas en la legislacion
vigente, y se han establecido la extemsion de la contaminacion, el alcance de la

probable contaminacion, la posible propagacion, y por lo tanto la Zona delimitada.
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Anexo n° 15: Caso practico n° 2

SITUACION INICIAL

Un agricultor X tiene una explotacion (lugar de produccion) que cuenta con 7
parcelas (campos), de las cuales siembra 3 de patata de consumo, 2 de patata de
siembra, 1 de maiz y 1 de alfalfa. Las 5 parcelas de patata proceden de los siguientes

lotes:

LOTE | VARIEDAD | N°DE PARCELAS | DESTINO

1 A 2 Consumo
2 B 1 Consumo
3 C 2 Siembra

Por otra parte, el agricultor X comparte maquinaria de cultivo con otro agricultor
Y, y ambos entregan las patatas a un almacenista W. Tras evaluarse si podrian
considerarse las explotaciones X e Y como partes de un mismo lugar de produccion,
esto queda desestimado pues, aunque ambas comparten maquinaria, estdn distanciadas
entre si y no comparten técnicas de produccidn (se laborean en distintos momentos, no
se plantaron a la vez, etc). Por lo tanto, las explotaciones X e Y constituyen distintos

lugares de produccion.

SOSPECHA DE CONTAMINACION

Siguiendo las directrices establecidas por la legislacion vigente, los inspectores
de Sanidad Vegetal de la Comunidad Auténoma decidieron llevar a cabo una inspeccion
en la explotacion, en la segunda mitad del ciclo productivo de las patatas, realizando
inspeccion visual y toma de muestras de todas las parcelas de patata de siembra de la
misma, asi como de una parcela por cada variedad de patata de consumo. Como
resultado de los andlisis de deteccion rapida realizados sobre las muestras recogidas,

aparece un resultado positivo para Ralstonia solanacearum en una de las parcelas de
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patatas de la variedad A (lote 1). Este positivo constituye la sospecha de

contaminacion.

PATATA A

MEDIDAS CAUTELARES

Hasta que se produce la confirmacion o desmentido de contaminacién, se
adoptan las siguientes medidas cautelares destinadas a tratar de evitar la dispersion de la

enfermedad:

» Prohibicién de los movimientos de plantas y tubérculos de patata, tractores y
maquinaria, desde o hacia la parcela (campo) bajo sospecha de contaminacidn.

» Control oficial de cualquier circulacion de patatas desde o hacia el resto de
parcelas de patata del agricultor X, y del agricultor Y (debido al peligro que
supone el hecho de compartir maquinaria). Si se considera necesario, una vez
estudiado el nivel de riesgo de propagacion de la sospecha de contaminacion,
también podra prohibirse la citada circulacion. No obstante, en caso de

permitirse la circulacion, si durante los controles se detectan sintomas, se
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prohibira el movimiento de patatas y se tomaran inmediatamente muestras para

su analisis.

» Realizacion de un estudio para determinar la fuente o fuentes de la sospecha de

contaminacion. Este estudio es preliminar y se desarrollard mas exhaustivamente

en caso de que se confirme la contaminacion. No obstante, el estudio se irad

intensificando si, durante su desarrollo, comienzan a aparecer mas puntos de

sospecha de contaminacion. Se procede de la siguiente manera:

Inspeccién visual, muestreo y analisis de todas las parcelas de patata de
la explotacion del agricultor X. Tras comprobar que comparte
maquinaria con el agricultor Y, se hace lo mismo con las parcelas de
patata de su explotacion. Durante los analisis de deteccion rapida aparece
un resultado positivo en la otra parcela de la variedad A (lote 1) del
agricultor X. Esta parcela pasa a formar parte de la sospecha de
contaminacion, y se prohibe cualquier movimiento desde o hacia la
misma. A partir de la obtencion de estos resultados preliminares, podria
pensarse que la fuente de la sospecha de contaminacion es el lote 1.

Dado que se piensa que la fuente puede estar en el lote 1, se investiga
cudl es el origen del mismo, con el fin de averiguar qué otros agricultores
han podido plantarlo. Se obtiene la informacién de que el lote 1 ha sido
distribuido por el almacén W a diversos agricultores de la comarca. Se
realizan inspecciones visuales en las explotaciones que han plantado
patatas procedentes del citado lote, se toman muestras y se envian a
analizar. En este sentido, si el nimero de explotaciones lo permite, se
tomaran muestras de todas ellas; en caso contrario, se elegira un nimero
representativo de las explotaciones (incluyendo las de mayor superficie
sembrada de patata del lote 1). Los analisis de deteccion rapida dan un
resultado negativo a la presencia de la enfermedad en todas las muestras
analizadas. No obstante, ain no ha sido confirmada la presencia de la
enfermedad en las dos parcelas para las cuales se obtuvo un resultado
positivo en los andlisis de deteccidn rapida.

Tras verificarse que toda la explotacion X se riega con aguas de un cauce

contiguo, se toman muestras de las citadas aguas junto a la toma, asi
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como de solanéceas silvestres del margen del cauce en la zona cercana a
la toma. Los analisis de deteccion rapida arrojan un resultado negativo a
la presencia de la enfermedad, por lo que parece que la fuente de la
sospecha de contaminacion no deberia ser el agua.

- Localizacion de cultivos de patata cercanos a las parcelas de la
explotacidn bajo sospecha de contaminacion, informacion de gran interés

si se confirma la contaminacién.

DECLARACION OFICIAL DE CONTAMINACION

Una vez que terminan los andlisis completos sobre las muestras de la
explotacion X que dieron resultado positivo en los andlisis de deteccion rapida, se
concluye que efectivamente las dos muestras sobre las que existia sospecha de

contaminacion, estan contaminadas.

Las autoridades competentes de las Comunidades Auténomas implicadas
notificaran inmediatamente Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino, 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 este sentido, se toman las siguientes medidas:

MEDIDAS A ADOPTAR EN LA EXPLOTACION DEL AGRICULTOR X

Se declaran contaminadas las parcelas de patata en que se ha confirmado la
presencia de la enfermedad (las dos parcelas de la explotacidon X), y también se declara
contaminada la explotacion. En las parcelas declaradas contaminadas debe seguirse

una cuarentena bastante severa (ver apartado 1.a del Anexo n° 14.d).

Por su parte, las plantas y tubérculos de patata que se encuentran en las parcelas
declaradas contaminadas se consideran material declarado contaminado, por lo que

deben ser incinerados, utilizados como piensos tras un tratamiento térmico, eliminados
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en un verterdero de eliminacion de residuos autorizado oficialmente o destinados a

transformacion industrial.

En la explotacidon declarada contaminada existen parcelas de patatas que no han
sido declaradas contaminadas, y parcelas cultivadas de otros vegetales (maiz y alfalfa).
A pesar de que todas estas parcelas pertenecen a una explotacion declarada
contaminada, las citadas parcelas se consideran “otros campos” y no parcelas
declaradas contaminadas. Tanto si estan cultivadas de patata, como si lo estan de otro
cultivo, en dichas parcelas se llevara a cabo una cuarentena (ver apartado 1.b del
Anexo n° 14.d), que serd algo menos exigente que la que debe llevarse a cabo en la

parcela declarada contaminada.

Por su parte, los tubérculos y plantas de patata que se encuentran en parcelas de
la explotacion no declaradas contaminadas (en los citados “otros campos™) se
consideran material probablemente contaminado, por lo que deben ser utilizados

como patatas de consumo envasadas y listas para su distribucion directa sin re-envasar,
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como patatas de consumo destinadas a transformacion industrial, o utilizados o
destruidos de forma que no exista ningun riesgo identificable de propagaciéon de la
enfermedad. Asimismo, los vegetales de las otras especies cultivadas en los “otros
campos” de la explotacion (maiz y alfalfa), pueden utilizarse para cualquier otro fin,

pues en principio, no existe peligro de dispersion de la enfermedad.

MEDIDAS A ADOPTAR EN LA EXPLOTACION DEL AGRICULTOR Y

La explotacién Y forma parte del alcance de la contaminacion probable, y por
tanto de la Zona delimitada, y deberd someterse a las condiciones de cuarentena
definidas para la Zona delimitada en el apartado 2 del Anexo 14.d. Las plantas y
tubérculos de patata de esta explotacion se consideran material probablemente
contaminado, por lo que deben ser utilizadas como patatas de consumo envasadas y
listas para su distribucidn directa sin re-envasar, como patatas de consumo destinadas a
transformacion industrial, o utilizados o destruidos de forma que no exista ningin riesgo

identificable de propagacion de la enfermedad.

MEDIDAS A ADOPTAR SOBRE LA MAQUINARIA Y VEHICULOS DE
LAS EXPLOTACIONES XE'Y

La maquinaria y vehiculos que han sido utilizados en las parcelas declaradas
contaminadas, es decir, la maquinaria y vehiculos utilizados en patata en las
explotaciones X e Y, deben declararse material contaminado, y deben ser
descontaminados, tras lo cual, dejardn de considerarse contaminados. Ademads, deberan
ser desinfectados en cada uno de los afios de cultivo siguientes, hasta inclusive, la
primera temporada de cultivo permisible de patatas o tomates en el campo o campos

declarados contaminados.
MEDIDAS A ADOPTAR EN EL ALMACEN W
Dado que aun no se ha determinado cudl puede ser la fuente de la

contaminacion, se decide investigar el almacén W como posible fuente de la

contaminacion. Para este fin, se toman muestras de las existencias de patata, tratando de
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tomar muestras representativas de las diferentes partes del almacén (naves, instalaciones
separadas, etc). Debera tenerse especial atencion a la posible existencia de patatas que
se conserven del lote 1, o a patatas que pudieran proceder de otros lotes que tengan un

origen comun al del lote 1 (que procedan del mismo importador o empresa, etc).

Como resultado de los andlisis de deteccion rapida, se obtiene un resultado
negativo a la presencia de la enfermedad, con lo cual, se descarta al almacén W como

posible fuente de la contaminacion.

Por otro lado, en el tiempo transcurrido entre el resultado de los analisis de
deteccion rapida de las parcelas declaradas contaminadas y la declaracion oficial de
contaminacion, podria haber sido permitido (segun criterio del Organismo de Sanidad
Vegetal) el envio bajo control oficial de patatas de otros campos de la explotacion X, o
del agricultor Y, al almacén W. Las citadas patatas se consideran material
probablemente contaminado, por lo que en ese caso, el almacén W pasaria a
considerarse probablemente contaminado, y deberia ser desinfectado. Las patatas que se
encuentran en el almacén W deberian ser tratadas como material probablemente
contaminado, y por tanto, deberian ser utilizadas como patatas de consumo envasadas y
listas para su distribucidn directa sin re-envasar, como patatas de consumo destinadas a
transformacion industrial, o utilizadas o destruidas de forma que no exista ningun riesgo
identificable de propagacion de la enfermedad. En ese caso, durante un periodo de al
menos tres afios de cultivo, se exigiria que en el almacén se manipulasen separadamente

las existencias de patatas de siembra y de patatas de consumo.

MEDIDAS A ADOPTAR EN LA ZONA DELIMITADA

Se establecera una Zona delimitada dentro de la cual se incluirdn la explotacion

declarada contaminada y la explotacién Y (probablemente contaminada).

También se incluiran en la Zona delimitada otras explotaciones que se
determinen, una vez valorados los elementos recogidos en el Anexo n° 12.b. Estas
explotaciones constituyen la posible propagacion. En este caso, se establecieron como

explotaciones consideradas dentro de la posible propagacion:
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- Determinadas explotaciones contiguas a la explotacién X (declarada
contaminada), o a la explotacion Y (probablemente contaminada), dado
que se determind que podia existir algin riesgo de dispersion del
patogeno.

- Una explotacidon contigua a la declarada contaminada, que se riega con
un pozo que se considera que podria estar infectado debido a la
escorrentia del agua procedente de la explotacion declarada contaminada.

- Las explotaciones que hayan utilizado el lote 1

Ademas de las medidas de cuarentena adoptadas sobre el lugar de produccion,
mencionadas con anterioridad, sobre la Zona delimitada, asi como sobre la maquinaria y
almacenes que se encuentran en la misma, se estableceran las medidas de cuarentena

establecidas en el apartado 2 del Anexo n° 14.d.

CONCLUSIONES

Tras las investigaciones realizadas, no ha sido posible establecer la fuente de la
contaminacion detectada en las dos parcelas del agricultor X. No obstante, se han
tomado todas las medidas oportunas, estableciendo la extension de la contaminacion,
el alcance de la probable contaminacion, la posible propagacion, y por lo tanto la

Zona delimitada.

Mientras que no sea encontrada la fuente de contaminacion, la investigacion
quedard abierta, de tal forma que durante la aplicacion de las medidas de cuarentena
mencionadas con anterioridad, se prestara especial atencidén a cualquier nuevo foco o

indicio de contaminacion que permita encontrar la fuente de contaminacion.
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Anexo n° 16: Caso practico n’ 3

SITUACION INICIAL

Un almacenista W de la Comunidad Auténoma “A” se abastece de patata de
siembra de una cooperativa de otra Comunidad Auténoma “B”, la cual importa patata
de siembra de un pais perteneciente a la UE. Dicho almacenista W distribuye la patata

de siembra entre los agricultores de su Comunidad Autéonoma “A”.

El almacenista W abastece, entre otros, a un agricultor X, de la variedad A a
través de tres lotes (1, 2 y 3), destinada a producir patata de consumo. Los lotes 1,2 y 3
proceden de un mismo parental y, por lo tanto, se consideran lotes hermanos. Este
agricultor X tiene una explotacion (lugar de produccién), en la Comunidad Auténoma
“A”, que cuenta con 7 parcelas (campos), de las cuales siembra 3 de patata de consumo
(2 de ellas con la variedad A*), 2 de patata de siembra, 1 de maiz y 1 de alfalfa. Las 5

parcelas de patata proceden de los siguientes lotes:

VARIEDAD LOTE N°DE PARCELAS | DESTINO
A* 1,2y3 2 Consumo

B 4 1 Consumo

C 5 2 Siembra

Por otra parte, el agricultor X comparte maquinaria de cultivo con los
agricultores de las explotaciones M, P e Y, y todos ellos entregan las patatas al

almacenista W.

&) Aunque, desde el 1 de enero de 2005, se debe aplicar el Reglamento (CE) n® 178/2002 sobre trazabilidad, en la préactica los lotes

de una misma variedad son mezclados para la siembra.

SOSPECHA DE CONTAMINACION

Siguiendo las directrices establecidas por la legislacion vigente, los inspectores
de Sanidad Vegetal de la Comunidad Auténoma llevaron a cabo una inspecciéon en la

explotacion X, en la segunda mitad del ciclo productivo de las patatas, realizando
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inspeccion visual y toma de muestras de todas las parcelas de patata de siembra de la
misma, asi como de una parcela por cada variedad de patata de consumo. Como
resultado de los andlisis de deteccion rapida realizados sobre las muestras recogidas,
aparece un resultado positivo para Ralstonia solanacearum en una de las parcelas de

patatas de la variedad A. Este positivo constituye la sospecha de contaminacion.

EXPLOTACION X

PATATA C ‘

PATATAB

PATATA A

ALFALFA

ANALISIS DE DETECCION
RAPIDA POSITIVO
(SOSPECHA DE
CONTAMINACION)

PATATA A

PATATAC

MEDIDAS CAUTELARES

Hasta que se produce la confirmacion o desmentido de contaminacién, se
adoptan las siguientes medidas cautelares destinadas a tratar de evitar la dispersion de la

enfermedad:

» Prohibicién de los movimientos de plantas y tubérculos de patata, tractores y
maquinaria, desde o hacia la parcela (campo) bajo sospecha de contaminacidn.

» Control oficial de cualquier circulacion de patatas desde o hacia el resto de
parcelas de patata del agricultor X, y de los agricultores M, P e Y (debido al

peligro que supone el hecho de compartir maquinaria). Si se considera necesario,
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una vez estudiado el nivel de riesgo de propagacion de la sospecha de

contaminacion, también podra prohibirse la citada circulacién. No obstante, en

caso de permitirse la circulacidn, si durante los controles se detectan sintomas,

se prohibird el movimiento de patatas y se tomaran inmediatamente muestras

para su analisis.

» Realizacion de un estudio para determinar la fuente o fuentes de la sospecha de

contaminacion. Este estudio es preliminar y se desarrollard mas exhaustivamente

en caso de que se confirme la contaminacién. No obstante, el estudio se ird

intensificando si, durante su desarrollo, comienzan a aparecer mas puntos de

sospecha de contaminacion. Se procede de la siguiente manera:

Inspeccion visual, muestreo y andlisis de todas las parcelas de patata de la
explotacion del agricultor X. Tras comprobar que comparte maquinaria
con los agricultores M, P ¢ Y, se hace lo mismo con las parcelas de patata
de su explotacion. Durante los andlisis de deteccion rapida aparecen
resultados positivos en la otra parcela de la variedad A del agricultor X, y en
otra parcela de la variedad A del agricultor Y. Estas parcelas pasan a formar
parte de la sospecha de contaminacion, y se prohibe cualquier movimiento
desde o hacia las mismas. A partir de la obtencién de estos resultados
preliminares, se propone investigar como fuente de la contaminacién la
variedad A, y el agua de riego, dado que en todos los casos ésta procede de
un rio proximo. En principio, no parece 16gico pensar que la maquinaria sea
la fuente de la sospecha de la contaminacidn, puesto que también es
compartida con las explotaciones (M y P), donde los resultados de los
analisis preliminares han sido negativos.

Se toman muestras de las aguas de riego junto a la tomas de las
explotaciones X e Y, asi como de solanéceas silvestres del margen del cauce
en la zona cercana a las mismas. Los andlisis de deteccion rapida arrojan un
resultado negativo a la presencia de la enfermedad, por lo que parece que la
fuente de la sospecha de contaminacion no deberia ser el agua.

Por otro lado, se investiga cudl es el origen de los lotes 1, 2 y 3, de la
variedad A. En este sentido, se sabe que dichos lotes proceden del

almacenista W. Se realizan inspecciones visuales en las explotaciones que

Anexo n’16

Pag. 3 de 13



Manual de Procedimiento 2010

han plantado patatas procedentes de algunos de los citados lotes, se toman
muestras y se envian a analizar. Si el nimero de explotaciones lo permite, se
tomardan muestras de todas ellas; en caso contrario, se elegird un nimero
representativo de las explotaciones (incluyendo las de mayor superficie
sembrada de patata de los lotes 1, 2 y 3 de la variedad A). Los anélisis de
deteccion rapida dan resultados dispares que se recogen en el siguiente

cuadro:

2 VARIEDAD “A” o SINTOMATOLOGIA/
EXPLOTACION (LOTE N°) N° PARCELAS ANALISIS

1

ly2

ly2

ly2

1

1

1,2y3

+ |+

1,2y3

N [=<|%|Z|Z|c|R |~z

1

et DN [k [N DWW | WO
1

+

2y3

Como consecuencia de estos resultados, una nueva parcela de la explotacion
Z pasa a formar parte de la sospecha de contaminacién, y se prohibe
cualquier movimiento desde o hacia la misma (en el resto de parcelas de la
explotacién Z, el movimiento desde o hacia las mismas pasa a estar bajo
control oficial).

En el caso de que en el almacén W existieran patatas remanentes, se
deberian tomar muestras de existencias de lotes de la variedad A. En nuestro
caso, consideramos que quedan patatas de los lotes, 1, 3 y 4. Se toman
muestras de todas ellas, asi como de otras patatas ubicadas en las citadas
instalaciones. Los resultados obtenidos en los andlisis de deteccion rapida,

se muestran en el siguiente cuadro:

VARIEDAD (LOTE) SINTOMATOLOGIA/ANALISIS
A ) -
ALMACEN W AQ3) +
A4) -
OTRAS VARIEDADES -
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No obstante, atin no ha sido confirmada la presencia de la enfermedad en las
parcelas iniciales, en las cuales se obtuvo un resultado positivo en los

analisis de deteccion rapida.

De los resultados obtenidos durante el estudio preliminar, se ha encontrado que
la fuente de la sospecha de contaminacion parece ser la variedad A y, en concreto, el
lote n°® 3. Como consecuencia de esto, se continlla con la investigacion, realizando
inspeccion visual y toma de muestras de todas las parcelas plantadas con el lote 3 de la
totalidad de los agricultores que han recibido patatas del citado lote en la Comunidad

Autonoma.

Asimismo, en lo que se refiere al almacén W, dado que se ha constatado que las
existencias de patatas remanentes se hallan en una estancia separada fisicamente del
resto de las instalaciones, se decide inmovilizar cautelarmente todas las existencias de
los lotes 1, 3 y 4 de la variedad A, asi como el resto de existencias remanentes de otras

variedades que pudieran estar en contacto con ellas.

Dado que se sabe que el lote 3 (variedad A) procede de una cooperativa localizada en
otra Comunidad Auténoma, se comunica de forma inmediata la sospecha de
contaminacion al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, para que éste a su
vez, lo comunique a la autoridad competente de dicha Comunidad Auténoma, con el

fin de que pueda seguir con la investigacidn en su territorio.

DECLARACION OFICIAL DE CONTAMINACION

Una vez que terminan los analisis completos sobre las muestras que dieron
resultado positivo en los andlisis de deteccion rapida, correspondientes a las
explotaciones X, Y, Z y al almacén W, se concluye que efectivamente las muestras

sobre las que existia sospecha de contaminacidn, estan contaminadas.
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1.

CONSIDERACIONES GENERALES

Se declaran contaminadas las parcelas de patata en que se ha confirmado la

presencia de la enfermedad, y también se declaran contaminadas las

explotaciones donde se encuentran ubicadas dichas parcelas.

2. Las explotaciones X y M, colindantes, comparten técnicas y medios de

producciéon. En este caso, ambas explotaciones constituyen un lugar de

produccion (X-M), que serd tratado como tal, a la hora de aplicar las medidas

de cuarentena correspondientes.

3. Tras los resultados obtenidos, y una vez analizado el riesgo, con el fin de

determinar la contaminaciéon probable y la posible propagacién, se han

designado los lugares de produccion/explotaciones implicados como:

P;Jggggc2gy SITUACION COnTARCRLAS o OBSERVACIONES
/EXPLOTACION
H PROBABLEMENTE CONTAMINADO 0 Sembrado con lote hermano (var. A, lote 1)
J PROBABLEMENTE CONTAMINADO 0 Sembrado con lote hermano (var. A, lotes 1, 2)
K PROBABLEMENTE CONTAMINADO 0 Sembrado con lote hermano (var. A, lotes 1, 2)
L PROBABLEMENTE CONTAMINADO 0 Sembrado con lote hermano (var. A, lotes 1, 2)
M* DECLARADO CONTAMINADO 0 -
N PROBABLEMENTE CONTAMINADO 0 Sembrado con lote hermano (var. A, lote 1)
O DENTRO DEL AREA DE POSIBLE PROPAGACION 0 Riesgo de escorrentia desde explot. contaminada
P PROBABLEMENTE CONTAMINADO 0 Comparte maquinaria con explot. contaminada
Q DENTRO DEL AREA DE POSIBLE PROPAGACION 0 Riesgo de escorrentia desde explot. contaminada
X* DECLARADO CONTAMINADO 2 -
Y DECLARADO CONTAMINADO 1 -
7 DECLARADO CONTAMINADO 1 -

* En este caso, el lugar de produccion esta constituido por las explotaciones X y M, colindantes, que ademas comparten técnicas y
medios de produccion.

4. Se declara contaminada la estancia del almacén donde se acumulan las

partidas remanentes. Dado que ha quedado comprobado que se encuentra

separada fisicamente del resto del almacén, y no existe ningtn tipo de contacto

con el resto de patatas, el resto del almacén, asi como su maquinaria, se

consideran probablemente contaminados, puesto que han recibido material

vegetal procedente de los lugares de produccion probablemente contaminados, y

pueden haber estado en contacto con las patatas declaradas contaminadas.
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‘\‘\ OTROS
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Las autoridades competentes de las Comunidades Auténomas implicadas
notificaran inmediatamente al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino,
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.

A continuacion se comentan las medidas que deben tomarse para los diferentes

elementos implicados:
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MEDIDAS A ADOPTAR EN EL LUGAR DE PRODUCCION X-M, y EN LAS
EXPLOTACIONES Yy Z

Se declaran contaminadas las parcelas de patata en que se ha confirmado la
presencia de la enfermedad (aquellas parcelas de las explotaciones X, Y, Z ), y también
se declaran contaminadas las explotaciones donde se encuentran ubicadas dichas
parcelas. En las parcelas declaradas contaminadas debe seguirse una cuarentena
bastante severa (ver apartado 1.a del Anexo n° 14.d). A esta cuarentena también se
someten las parcelas de la explotacion M que, como se ha indicado en las
consideraciones generales, conjuntamente con la explotaciéon X constituyen el lugar de

produccion X-M (véase croquis en la pagina siguiente).

Por su parte, las plantas y tubérculos de patata que se encuentran en las parcelas
declaradas contaminadas se consideran material declarado contaminado, por lo que
deben ser incinerados, utilizados como piensos tras un tratamiento térmico, eliminados
en un verterdero de eliminacidén de residuos autorizado oficialmente o destinados a

transformacion industrial.

En el lugar de produccidon y en las explotaciones declaradas contaminadas
existen parcelas de patatas que no han sido declaradas contaminadas, y parcelas
cultivadas de otros vegetales (principalmente maiz y alfalfa). A pesar de que todas estas
parcelas pertenecen a explotaciones declaradas contaminadas, las citadas parcelas se
consideran “otros campos” y no parcelas declaradas contaminadas. Tanto si estdn
cultivadas de patata, como si lo estdn de otro cultivo, en dichas parcelas se llevard a
cabo una cuarentena (ver apartado 1.b del Anexo n° 14.d), que sera algo menos

exigente que la que debe llevarse a cabo en la parcela declarada contaminada.

Por su parte, los tubérculos y plantas de patata que se encuentran en parcelas de
la explotacion no declaradas contaminadas (en los citados ‘“otros campos”), se
consideran material probablemente contaminado, por lo que deben ser utilizados
como patatas de consumo envasadas y listas para su distribucion directa sin re-envasar,
como patatas de consumo destinadas a transformacion industrial, o utilizados o

destruidos de forma que no exista ningun riesgo identificable de propagacion de la
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enfermedad. Asimismo, los vegetales de las otras especies cultivadas en los “otros
campos” de la explotacion (maiz y alfalfa), pueden utilizarse para cualquier otro fin,

pues en principio, no existe peligro de dispersion de la enfermedad.

MEDIDAS A ADOPTAR EN LAS EXPLOTACIONES DE LOS AGRICULTORES
H,J,K,L,NyP.

Las explotaciones H, J, K, L, N y P, forman parte del alcance de la
contaminacion probable, y por tanto de la Zona delimitada, y deberan someterse a las
condiciones de cuarentena definidas para la Zona delimitada en el apartado 2 del

Anexo 14.d.

Las plantas y tubérculos de patata de estas explotaciones se consideran material
probablemente contaminado, por lo que deben ser utilizadas como patatas de consumo
envasadas y listas para su distribucion directa sin re-envasar, como patatas de consumo
destinadas a transformacion industrial, o utilizados o destruidos de forma que no exista

ningun riesgo identificable de propagacion de la enfermedad.

MEDIDAS A ADOPTAR SOBRE LA MAQUINARIA Y VEHICULOS DEL LUGAR
DE PRODUCCION X-M, y DE LAS EXPLOTACIONES P, Yy Z

La maquinaria y vehiculos que han sido utilizados en las parcelas declaradas
contaminadas, es decir, la maquinaria y vehiculos utilizados en patata en las
explotaciones X, M, Y y P deben declararse material contaminado, y deben ser
descontaminados, tras lo cual, dejardn de considerarse contaminados. Ademas, deberan
ser desinfectados en cada uno de los afios de cultivo siguientes, hasta inclusive, la
primera temporada de cultivo permisible de patatas o tomates en el campo o campos

declarados contaminados.

MEDIDAS A ADOPTAR EN EL ALMACEN W

Las patatas remanentes que se encuentran fisicamente separadas del resto del

almacén, se consideran material contaminado, por lo que deben ser incineradas,
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utilizadas como piensos tras un tratamiento térmico, eliminados en un verterdero de
eliminacion de residuos autorizado oficialmente o destinadas a transformacion

industrial.

Por su parte, el resto de las patatas que se encuentran en el almacén W deben ser
tratadas como material probablemente contaminado, siempre y cuando se pueda
demostrar que no han estado en contacto con las contaminadas, y por tanto, deben ser
utilizadas como patatas de consumo envasadas y listas para su distribucion directa sin
re-envasar, como patatas de consumo destinadas a transformacién industrial, o
utilizadas o destruidas de forma que no exista ningun riesgo identificable de

propagacion de la enfermedad.

El almacén completo debe ser descontaminado, aplicando métodos adecuados.
Ademas, durante un periodo de al menos tres afios de cultivo, se exigira que se
manipulen separadamente las existencias de patatas de siembra y de patatas de

consumao.

Durante el tiempo transcurrido desde la entrada en el almacén del lote
contaminado hasta la declaracion de la contaminacidn, todas aquellas patatas que hayan
estado en el almacén podrian haber estado en contacto con dicho lote contaminado; por
lo tanto, esas patatas se consideran probablemente contaminadas. Las citadas patatas
deberan ser utilizadas como patatas de consumo envasadas y listas para su distribucién
directa sin re-envasar, como patatas de consumo destinadas a transformacion industrial,
o utilizadas o destruidas de forma que no exista ningin riesgo identificable de
propagacion de la enfermedad, con independencia del lugar en que se encuentren. Por lo
tanto, si han sido enviadas a otras explotaciones no consideradas hasta ahora, deberan

ser tratadas in situ como se acaba de explicar.

MEDIDAS A ADOPTAR EN LA ZONA DELIMITADA

Como resultado de todo lo anterior, ha quedado establecida una Zona

delimitada dentro de la cual quedan incluidas:
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- las explotaciones X, M (lugar de produccion X-M), Y y Z, declaradas
contaminadas

- las explotaciones H, J, K, L y P consideradas probablemente
contaminadas

- el almacén W

También se incluirdn en la Zona delimitada otras explotaciones que se
determinen, una vez valorados los elementos recogidos en el Anexo n° 12.b. Estas
explotaciones constituyen la posible propagacion. En este caso, se establecieron como

explotaciones consideradas dentro de la posible propagacion:

- Las explotaciones O y Q, proximas al lugar de produccion X-M
declarado contaminado, que se riegan con un pozo que se considera que
podria estar infectado debido a la escorrentia del agua procedente de las
explotaciones declaradas contaminadas.

- Otras explotaciones, préoximas a explotaciones contaminadas o
probablemente contaminadas, dado que se determin6 que podia existir
algln riesgo de dispersion del patdgeno.

- Todas aquellas explotaciones que recibieron patata del almacén W, pues
pudieron haber tenido contacto con el lote contaminado. En este caso,

dichas explotaciones se incluyen dentro del area de posible propagacion

Ademas de las medidas de cuarentena adoptadas sobre el lugar de produccion,
mencionadas con anterioridad, sobre la Zona delimitada, asi como sobre la maquinaria y
almacenes que se encuentran en la misma, se estableceran las medidas de cuarentena

establecidas en el apartado 2 del Anexo n° 14.d.

CONCLUSIONES

Tras las investigaciones realizadas, se ha sido establecido que la fuente de la
contaminacion es el lote n® 3 de la variedad A de patata. Se han tomado todas las
medidas oportunas, estableciendo la extension de la contaminacion, el alcance de la

probable contaminacion, la posible propagacion, y por lo tanto la Zona delimitada.
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En algunos casos, y segin los criterios de las autoridades competentes de la
Comunidad Autonoma correspondiente, podria considerarse la posibilidad de establecer
como Zona delimitada un término municipal, una comarca, una provincia, o cualquier

area que, por la dispersion del material contaminado, pudiera definirse.
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PLAN DE CONTINGENCIA - PODREDUMBRE ANULAR DE LA PATATA

1. INTRODUCCION Y ALCANCE

En el presente documento se recogen las medidas que deben adoptarse contra la
necrosis bacteriana o podredumbre anular (Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus),
enfermedad de cuarentena en patata, con el fin de impedir su aparicion, y en caso de que
aparezca, determinar su distribucién y combatirla con el fin de erradicarla.

Las medidas que se describen a continuacion de acuerdo a la legislacion vigente son de
aplicacion en todo el territorio nacional. En tanto la Comisidon de las Comunidades Europeas
no se pronuncie al respecto, la duracién del programa se prevé ilimitada. En todo momento y
como consecuencia de la situacion de la enfermedad, el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino podréa introducir las modificaciones que se consideren necesarias o
determinar su conclusion.

Este documento serd revisado y actualizado siempre que sea necesario.

2. RESPONSABILIDADES

Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino (Subdireccion General de
Sanidad de la Produccion Primaria)

- Responsabilidad en la politica general para la aplicacion de las Directivas europeas
sobre Sanidad Vegetal y su cumplimiento en el Reino de Espaiia.

- Comunicaciones con los Organismos de Sanidad Vegetal interesados

- Envio de informes a la Comision Europea y otros estados miembros

Comunidades Auténomas (Organismos competentes en Sanidad Vegetal)

- Responsabilidad en la aplicacién en campo de las Directivas europeas sobre
Sanidad Vegetal

- Deteccidn de focos y medidas de erradicacion

- Envio de informacidn al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino y
a otras Comunidades Auténomas que puedan verse afectadas.
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3. SITUACION DE LA ENFERMEDAD
3.1.- Antecedentes

La Directiva 2000/29/CEE, del Consejo de 8 de mayo, regula las medidas de
proteccion contra la introduccién en la Unién Europea de organismos nocivos para los
vegetales y productos vegetales, y contra su propagacion en el interior de la misma. Esta
Directiva contempla la bacteriosis de cuarentena Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(necrosis bacteriana o podredumbre anular de la patata). En la legislacion espaifiola, dicha
Directiva quedd transpuesta mediante el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero.

Como consecuencia de la aparicion de algin foco en Espafia de C. michiganensis ssp.
sepedonicus, se establecid un programa de erradicacion y control para este organismo. Se trata
de una adaptacion a las particularidades espafiolas de la Directiva 93/85/CEE, incorporada a la
legislacidn espafiola mediante la Orden Ministerial de 22 de marzo de 1994.

En los ultimos afios el conocimiento de esta enfermedad y sus métodos de deteccion e
identificacion han avanzado considerablemente, y la experiencia adquirida en el seguimiento y
lucha contra este organismo ha provocado una revision de determinadas disposiciones técnicas
relacionadas con las medidas de control. En consecuencia se modificaron los anexos [ al V de
la mencionada Directiva mediante la Directiva 2006/56/CE de la Comision, de 12 de junio de
2006, transpuesta a la legislacion nacional en la Orden APA/718/2007.

En Espafia, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (necrosis bacteriana o
podredumbre anular) se detectod por primera vez en Castilla y Ledn en 1994, concretamente en
una plantacion de patata de siembra ubicada en la provincia de Burgos. Desde entonces han
ido apareciendo nuevos focos localizados, principalmente, en las provincias de Burgos y
Palencia, asi como casos aislados en otras Comunidades Autdénomas, tales como Aragon,
Cantabria, Extremadura, Galicia, La Rioja y Pais Vasco.

3.2.- Sintomatologia

Los sintomas de esta enfermedad no se suelen manifestar en las plantas hasta el final
del ciclo de cultivo aunque éstas pueden estar infectadas sin presentar sintomatologia alguna.
A continuacion se describen los sintomas en funcion de los drganos afectados:

- HOJAS Y TALLOS:

Los sintomas empiezan con marchitamiento de hojas y tallos. Generalmente son las
hojas inferiores las primeras en marchitarse, enrollandose hacia arriba ligeramente en los
margenes y adquiriendo un color verde palido. Después aparecen una manchas amarillentas en
los espacios internervales. A menudo sélo uno o dos tallos de la planta manifiestan los
sintomas, continuando el resto con una apariencia normal. Al cortar transversalmente un tallo
afectado, se observa que los tejidos de la zona vascular son de color marrén, pudiendo
aparecer un exudado blanco lechoso si se comprime.

Pag. 2de 8



Plan de contingencia- Podredumbre anular de la patata 2010

Esta muerte que se produce al final del ciclo de cultivo, mas que a la obstruccién de los
vasos, se suele deber al deterioro de las raices, que no son capaces de alimentar a la planta.

La observacion de los sintomas en plantas es dificil, tanto por su variabilidad como por
su manifestacion tardia, pudiendo quedar enmascarados o ser confundidos con sintomas de pie
negro (Erwinia carotovora pv. atroseptica), mildiu (Phytophthora infestans), verticilosis
(Verticillium albo-atrum), rizoctonia (Ryzoctonia solani) o, incluso, de sequia.

- TUBERCULOS:

La infeccion de los tubérculos se produce a través de los estolones, comenzando por el
ombligo y avanzando por el tejido vascular. De esta forma, la podredumbre afecta en un
principio a la zona que estd inmediatamente debajo de la piel, dando lugar a lo que se conoce
como “podredumbre anular”, y que presenta forma de anillo. Este tejido se puede desmenuzar
facilmente.

En los tubérculos, la enfermedad se manifiesta por una coloracion amarillo palido o
vitrea de los tejidos que rodean el anillo vascular (especialmente cerca del ombligo), y un
oscurecimiento del propio anillo vascular, lo que se observa al realizar un corte transversal.
También se pueden observar oquedades entre el anillo vascular y los tejidos colindantes.
Cuando se comprime el tubérculo afectado abierto por la mitad, expele un exudado bacteriano
inodoro, cremoso, dejando definida la separacion entre los tejidos adyacentes y el anillo
vascular. En el exterior, los tubérculos, presentan deformaciones, fisuras y decoloracion
castafio-rojiza.

En el caso de los tubérculos, los sintomas pueden ser confundidos con los producidos
por Ralstonia solanacearum, pero en el caso de Clavibacter michiganensis, es tipica la
aparicidon de hinchamientos, hendiduras y fisuras en la zona de los “o0jos”.

3.3.- Hospedantes

El unico hospedante cultivado es la patata (Solanum tuberosum), aunque de forma
secundaria puede afectar a los cultivos de remolacha y acelga (especie Beta vulgaris). De
forma artificial, pueden ser inoculadas otras especies de solanaceas, entre ellas el tomate
(Lycopersicon lycopersicum) y la berenjena (Solanum melongena).

3.4.- Formas de dispersion

El organismo sobrevive de una campafia a otra en tubérculos infectados, ya sea de
almacén o en los que han quedado en el campo después de la recoleccidn (bortas o bordas). La
infeccion se produce a través de heridas en los tubérculos provocadas por la maquinaria de
recoleccidn y siembra, o por los cuchillos 0 maquinas que se usan para partir la semilla.

La principal via de dispersion de la enfermedad es la utilizacion de tubérculos
enfermos al efectuar la siembra.

Pag. 3de 8



Plan de contingencia- Podredumbre anular de la patata 2010

La dispersion en campo es practicamente nula, aunque existen evidencias
experimentales de que algunos insectos, como el escarabajo de la patata (Leptinotarsa
decemlineata) y algunos afidos, pueden transmitir la enfermedad.

3.5.- Métodos de prevencion y control

La capacidad de infeccion a partir de tubérculos infectados disminuye a medida que las
temperaturas son mas elevadas.

El tnico medio de control es la utilizacion de semilla libre de bacteria, acompaifiado de
fuertes medidas sanitarias tales como:

- Utilizar patata de siembra controlada oficialmente

- Sembrar tubérculos enteros, sin trocear

- Eliminar la vegetacion espontanea de los bordes de parcelas y caminos

- Eliminar las “bortas” (rebrotes de patatas del afio anterior) de las fincas, evitando dejar
plantas o tubérculos aislados después de la recoleccion.

- Establecer rotaciones amplias en las que la patata tarde en volver a cultivarse en la
misma finca

- Limpieza y desinfeccion de aperos, almacenes y maquinaria de cualquier tipo
utilizados en la siembra, cultivo, recoleccion y almacenaje de patata en los que se
sospeche que hay restos de tubérculos afectados, utilizando productos quimicos
adecuados (amidas, alcoholes, lejia, etc.).

- En caso de aparicion de la enfermedad, aplicar, tanto a los tubérculos como a las fincas
donde se han producido, las medidas de cuarentena que establece la legislacion.

4. PUBLICIDAD

La autoridad competente en Sanidad Vegetal de las diferentes Comunidades
Auténomas debe informar puntualmente (utilizando los métodos que estime adecuados) a las
personas y entidades implicadas en la produccion de patatas, de la aparicidn en su territorio de
cualquier brote infeccioso provocado por la necrosis bacteriana o podredumbre anular
(Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus). En este sentido, en el Anexo n° 1, se adjuntan
un ejemplo de boletin de prensa, que puede ser utilizado para el caso de aparicidon confirmada
de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

5. MEDIDAS CAUTELARES A ADOPTAR EN CASO DE SOSPECHA DE
CONTAMINACION

Cuando en una Comunidad Autéonoma se tenga sospecha de la presencia de
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, a través de los exdmenes oficiales, de las
notificaciones pertinentes, o de cualquier otro medio, deben adoptarse una serie de medidas
cautelares orientadas a confirmar o desmentir la presencia de la enfermedad y a evitar su
extension mientras se define la situacion. Estas medidas son las siguientes:
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Confirmacién o desmentido de la presencia del organismo nocivo en el foco bajo
sospecha de contaminacion.

Hasta tanto no se haya confirmado ni desmentido la presencia del organismo
nocivo, prohibicion de la circulacion de las plantas y tubérculos de todos los
cultivos, lotes o partidas de los que se hayan tomado las muestras, excepto bajo
control oficial, y siempre que se compruebe que no existe ningun riesgo
identificable de propagacién del organismo. En este sentido, en el Anexo n° 2 se
adjunta un modelo de aviso al propietario y/o cultivador de la explotacion o
explotaciones bajo sospecha de contaminacion (“aviso de medidas provisionales”).
Determinacion del origen de la sospecha de contaminaciéon

Establecimiento de medidas complementarias adecuadas basadas en el nivel de
riesgo estimado, para evitar cualquier propagacion del organismo nocivo. Estas
medidas podran incluir el control oficial de la circulacion del resto del “material
vegetal indicado” dentro o fuera de las instalaciones relacionadas con la sospecha
de contaminacion.

Si existe riesgo de contaminacidén del “material vegetal indicado”, la Comunidad
Auténoma en la que se haya observado la sospecha de contaminacidon debe
informar inmediatamente al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y
Marino del nivel de riesgo identificado, para que éste a su vez informe a los
Estados Miembros afectados. Las Comunidades Auténomas a las que se informe
aplicaran las medidas preventivas que se consideren oportunas. Asimismo, en su
caso, se informara al Organismo Oficial de Certificacion. Para este fin se puede
utilizar el modelo de comunicacién recogido en el Anexo n’3.

Para la consecucidn de estos objetivos, los representantes de los Servicios de Sanidad

Vegetal y de Certificacion de Patatas deben realizar una visita a la explotacidon o explotaciones
bajo sospecha de contaminacion, con el fin llevar a cabo los siguientes cometidos:

Obtener tanta informaciéon como sea posible, incluyendo la historia del cultivo, el o los
origenes de la semilla, cualquier uso compartido de la maquinaria y detalles de
cualquier movimiento de patatas en la explotacion. En este sentido, se solicitaran los
pasaportes y etiquetas de la semilla certificada utilizada en la siembra '

Localizar los cultivos cercanos de patata

Realizar un muestreo completo de todas las existencias de patata en la explotacion. Las
muestras que sean recogidas durante los muestreos indicados deben ser analizadas en
laboratorios oficiales o bajo supervision oficial, con el fin confirmar o desmentir la
presencia del organismo. Preparar un informe detallado de la visita

Con posterioridad a la visita a la explotacion o explotaciones bajo sospecha de

contaminacion, debe concertarse una reunién de seguimiento, en la que podran participar,
segun la organizaciéon de la Comunidad Auténoma, el organismo de Sanidad Vegetal, el

' A fin de poder ofrecer informacion completa a los Organismos oficiales responsables, se conservaran registros
de los vegetales, productos vegetales u otros objetos (que hayan adquirido para almacenar o plantar en las

instalaciones, que estén produciendo, y que hayan enviado a terceros). Asimismo, se conservaran los documentos
correspondientes durante, al menos, un afio. (Orden de 17 de mayo de 1993, publicada en el BOE de 20 de mayo

de 1993)
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laboratorio de diagnostico y el servicio de certificacion de patata correspondiente. Los puntos
a tratar deben ser los siguientes:

1. Discusion del informe de la visita a la explotacidén o explotaciones bajo sospecha de
contaminacion
2. Recomendaciones para la ejecucion de procedimientos de control

98]

Recomendaciones sobre los recursos requeridos

4. Asignacion de las siguientes responsabilidades:

» Determinacion de lugares seguros de enterramiento profundo o identificacion
de otros medios seguros de eliminacién

Localizacidn en planos de los cultivos de patata cercanos

Obtencion de un listado de las explotaciones con relacion clonal con las patatas
bajo sospecha

Obtencion de un listado de explotaciones con patata de siembra que haya
estado en contacto con las patatas bajo sospecha

Obtencion de un listado de las explotaciones que hayan empleado maquinaria
en comun con la explotacidn bajo sospecha

Obtencion de un listado de los lotes de tubérculos trasladados desde la
explotacién y de los lotes con los cuales es posible que hayan tenido contacto

YV WV ¥V VYV

5. Informe al Director General de la Comunidad Auténoma y al Ministerio de Medio
Ambiente, y Medio Rural y Marino.

6. MEDIDAS A ADOPTAR EN CASO DE CONFIRMACION

6.1. Medidas generales para el caso de confirmacion del diagnéstico

Si la presencia de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, en una muestra tomada en
cumplimiento de la legislacion vigente, fuera confirmada mediante andlisis de laboratorios
oficiales o bajo supervision oficial, los Organismos Oficiales responsables de cada
Comunidad Autonoma deberan adoptar las siguientes medidas generales:

1.

Se emprendera una investigacion para determinar la extension y la fuente o fuentes
primarias de la contaminacién, con arreglo a las disposiciones del Anexo n’ 4
efectuando nuevos analisis en laboratorios oficiales o bajo supervision oficial,
como minimo, en todas las existencias de patata de siembra relacionadas de forma
clonal con las muestras cuyo diagnostico positivo ha sido confirmado.

Se declararan contaminados la partida o el lote del “material vegetal indicado™ de
los que se haya tomado la muestra, asi como la maquinaria, vehiculos, almacenes,
y cualesquiera otros objetos (incluido el material de embalaje) que hayan estado en
contacto con el mismo. Asimismo, se declararan contaminados, en su caso, el lugar
o lugares de produccion en los que se haya cosechado el “material vegetal
indicado”, de los que proceda la muestra.

Se determinard, con arreglo a las disposiciones del Anexo n° 5, el alcance de la
contaminacion probable, producida por contactos anteriores o posteriores a la
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cosecha, por nexos de la produccion o por relaciones clonales con la
contaminacion declarada.

4. Se establecera una Zona delimitada en funcidn de la declaracion de contaminacion,
del alcance de la contaminacion probable y, con arreglo a las disposiciones del
Anexo n’ 6, de la posible propagacion del organismo nocivo.

Las Comunidades Auténomas notificaran inmediatamente al Ministerio de Medio
Ambiente, y Medio Rural y Marino, 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.
La notificacidn referida incluird los datos que se detallan en el Anexo n’7.

Cuando el Estado espafiol sea mencionado en la notificacion de contaminacion
confirmada por otros Estados miembros, la autoridad competente debera declarar la
contaminacion, declarar la extension de la probable contaminacidon y establecer una Zona
delimitada acorde a lo ya mencionado en los parrafos anteriores.

El Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino debe registrar las
explotaciones, los almacenes colectivos y los centros de explotacion afectados.

6.2. Medidas fitosanitarias a adoptar sobre el material contaminado

Cuando exista material, vegetal o no, que haya sido declarado contaminado, los
Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma deberan adoptar las
siguientes medidas:

- Cuando se trate de “material vegetal indicado” declarado contaminado,
prohibir su plantacion y someterlo a alguna de las medidas recogidas en el
Anexo n’8.

- Cuando se trate de “material vegetal indicado” considerado probablemente
contaminado, prohibir su plantacién y someterlo a alguna de las medidas
recogidas en el Anexo n°9.

- Cuando se trate de maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de
¢stos, y cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje,
declarados contaminados o considerados probablemente contaminados, seran
destruidos o descontaminados, aplicando métodos apropiados conformes a lo
expuesto en los Anexos n° 8 y 9. Tras su descontaminacion, todos estos
objetos dejaran de considerarse contaminados.

- En la Zona delimitada, sin perjuicio de las medidas sefialadas con anterioridad,
se aplicaran una serie de medidas acordes con lo dispuesto en el Anexo n° 10.

Las medidas fitosanitarias, ordenadas por los Organismos oficiales responsables de
cada Comunidad Auténoma, deben ser llevadas a cabo por el propietario del material
afectado, bajo control oficial, para lo cual seran comunicadas al mismo mediante un “aviso de
medidas para prevenir la enfermedad” (ver modelo en Anexo n° 11 )En el caso de que los
afectados no ejecuten, en tiempo y forma, dichas medidas, la Comunidad Autéonoma
correspondiente procedera a ejecutarlas, con sus propios medios o empleando servicios ajenos,
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cargando los gastos correspondientes a los interesados, cuyo importe podra ser exigido por via
de apremio, con independencia de las sanciones a que hubiere lugar.

Las Comunidades Auténomas notificaran, anualmente, los detalles de las medidas
adoptadas sobre el material contaminado, al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y
Marino, y éste a su vez, a través del cauce correspondiente a los otros Estados Miembros y a
la Comision Europea.

6.3. Medidas aplicables para evitar la contaminacion mediante patata de siembra

Las patatas de siembra deben reunir los requisitos contemplados en el Real Decreto
58/2005 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
organismo nocivo objeto del presente Plan, en andlisis oficiales u oficialmente supervisados.

Los andlisis mencionados deben ser realizados de acuerdo a los siguientes criterios:

» Cuando se haya confirmado la presencia del organismo nocivo objeto del
presente Plan en la produccion propia de patata de siembra, se debe analizar:

- el material propagado anteriormente, incluida la seleccion clonal inicial vy,
sistematicamente, los clones de patatas de siembra de base, o

- cuando se haya demostrado que no existe relacion clonal, el material
propagado anteriormente, incluida la seleccion clonal inicial, o todos los
clones de patatas de siembra de base.

» En el resto de casos, se deben analizar muestras representativas del material
propagado anteriormente o de las patatas de siembra de base o cada una de las
plantas de la seleccion clonal inicial.
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Anexo n° 1: Proyecto de boletin de prensa

(Podredumbre anular de la patata)

Podredumbre anular de la patata

Ha habido un brote de podredumbre anular de la patata en una parcela de la

Comunidad Auténoma/provincia/comarca/localidad de..................coooeiii

Se han recogido muestras oficiales de los tubérculos / plantas sospechosos en

La explotacién en la que el brote ha aparecido ha sido delimitada de acuerdo
con lo previsto en el articulo 5 de la Directiva 93/85/CEE (Articulo 5 de la
Orden de 22 de marzo de 1994), sobre el control de la podredumbre anular de la
patata y las demds medidas especificadas en dicha Directiva (por ejemplo,
desinfeccion de la maquinaria, equipos y almacenes, restricciones de cultivo,
dispositivo de seguridad con el material infectado, etc) han sido ejecutadas o

estan en curso de ejecucion.

ENFERMEDAD DE LA PODREDUMBRE ANULAR DE LA PATATA

La causa de la podredumbre anular de la patata es la bacteria Clavibacter
michiganensis (Smith) Davis et al. ssp.sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff)
Davis et al.

La enfermedad no plantea riesgo alguno para la salud humana.

La confirmacién del laboratorio de la presencia del organismo es esencial.

Los primeros sintomas, que aparecen generalmente tarde en el periodo de

cultivo, pueden ser variables y consisten normalmente en marchitamientos de

hojas y tallos, siendo a veces solo unas pocas plantas en un surco infectado las
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que muestran sintomas. Las hojas mas bajas son las que normalmente primero se
marchitan y comienzan a enrollarse levemente (hacia arriba y hacia adentro) en
los margenes y se vuelven verde palido. Cuando la enfermedad se manifiesta se
desarrollan areas amarillentas entre los nervios de las hojas y éstas finalmente se
vuelven pardas y se necrosan. Un exudado blanco lechoso se puede exprimir del
anillo vascular de tubérculos y tallos cuando se seccionan transversalmente en la
base por encima de cualquier decoloracion (de aqui, el nombre de la
enfermedad). Al exprimir los tubérculos, especialmente aquellos almacenados,
segregan un exudado similar a queso cremoso o cintas desmenuzables de
exudado bacteriano inodoro, dejando una separacion clara de los tejidos
adyacentes al tejido vascular. La bacteria puede distribuirse hacia fuera de la
regidn vascular y provocar el que la piel se vuelva pardo rojiza y se agriete. El
agrietamiento de los tubérculos facilita la invasiéon de organismos nocivos
secundarios que incrementan el agrietamiento, enmascarando los sintomas de la
podredumbre anular.Las infecciones latentes son una caracteristica de esta
enfermedad y los tubérculos de las cosechas posteriores pueden infectarse sin
que aparezcan sintomas de la enfermedad en el follaje. Los tubérculos
almacenados pueden permanecer sin sintomas durante largos periodos de
tiempo. Los organismos nocivos invernan fundamentalmente en los tubérculos
infectados, bien en los almacenados o bien en aquellos que sobreviven al
invierno en el campo. Pueden también ser transportados como restos desecados
en el envasado, contenedores, vehiculos, maquinaria, paredes y otras superficies
de almacén, etc, y pueden seguir siendo infecciosos de esta manera durante
muchos meses. La infeccion se produce a través de las heridas, especialmente las
causadas por la maquinaria y los contenedores contaminados. Las superficies de
tubérculos recién cortados proporcionan un medio ideal para la transmision de la
enfermedad. En el cultivo en desarrollo, la bacteria pasa del tubérculo madre

infectado a los tubérculos hijos a través del sistema vascular de los estolones.

Los aspectos importantes del control del organismo estan en el empleo de patatas
de siembra sanas, la detecidon rapida de los primeros sintomas sospechosos, la
aplicacion de medidas de cuarentena en parcelas y explotaciones infectadas, una

rotacidn de cultivos adecuada y el control de bortas o rebrotes.

Anexo n° 1 Pag. 2 de 2



Plan de contingencia- Podredumbre anular de la patata 2010

Anexo n° 2: Aviso de medidas provisionales para prevenir la

enfermedad

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccion
de organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicion). Directiva
93/85/CEE del Consejo, incorporada por Orden de 22 de marzo de 1994 relativa a la
lucha contra la necrosis bacteriana de la patata.

A D/D? (Propietario/Cultivador) ............................................................................
LD 473 10 ) 3

Respecto al brote sospechoso de podredumbre anular de la patata (Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus) en la parcela de su propiedad / cultivada por usted, e
identificada con poligono catastral ........., parcela catastral .......... , situada en la
localidad de ....................... , MUNICIPIO  ...evvviienriinneannennnn. , provincia de
....................... ; la parcela en cuestion esta sefialada en el plano adjunto.

La presente es para confirmarle la notificacion verbal que le dio a Ud. D.

, de esta Unidad o Departamento, el dia ........ de
........ de .........., que de conform1dad con la legislacion arriba mencionada le emplaza
a asegurar que todos los movimientos de plantas de patata, tubérculos y plantas para
transplante de patata, asi como la entrada o salida de equipos de la explotacién
(tractores, maquinaria, etc) en la parcela identificada en el plano mencionado
anteriormente, se suspenden de inmediato a partir de esta notificacion, hasta nuevo
aviso.

Firmado .

(Oﬁclal/mspector/funclonano autorlzado para los ﬁnes de insp. ﬁtosanltarla)

Aviso: Cualquier persona que incumpla esta notificacion sera sancionada
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Anexo n° 3: Comunicacion al Organismo Oficial que certifico la patata

de siembra ante la sospecha de contaminacion de un lote

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccion de
organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicion). Directiva
93/85/CEE del Consejo, incorporada por la Orden de 22 de marzo de 1994 sobre ¢l control de la
podredumbre anular (o necrosis bacteriana) de la patata (Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus)

A (OrganiSmO OfiCIAL) ..vvvveeeeeeeiiiiiirreeeeeeeeeeiiirreeeeeeeeeeetitrreeeseeeeeeeiarrareseeeeeensesrnreeeseeeeesnirnes
DIFECCION oottt ettt e e e et e e st e e e sb e e eaaeeessseesssseesaseeeenseeeanseeennseeennns

Se ha detectado un brote sospechoso en la parcela situada en

0 €N €l AlMACEN SITUAAO €11 ..eeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e reeaeeeeeeees

La presente es para comunicarle los datos del lote (o lotes) afectados que fueron
Certificados por ese Organismo Oficial de Control:

- Pais de origen:

- Organismo de Control:

- Especie: Solanum tuberosum

- Variedad:

- Categoria

- Productor:

- Zona de produccion:

- N° de lote:

- Afio de precintado:

- Cantidad:

- Pasaporte fitosanitario n°:

De acuerdo con la legislacion arriba indicada, lo ponemos en su conocimiento
para que comprueben el estado sanitario del citado lote (o lotes), a fin de determinar el
posible origen de la contaminacidn.

(El Responsable Fitosanitario del Organismo Oficial de la Comunidad Autéonoma)

Nota.- Si se trata de un productor y Organismo de control espailol, esta comunicacion se hara entre los
Organismos de Control Responsables de las CC.AA. afectadas. Si se trata de un productor y Organismo
de control extranjero, se hara a través de la S.G.S.V. del MAPA.
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Anexo n° 4: Elementos de investigacion para determinar la

extension y la fuente/s primaria/s de la contaminacion

Los elementos de la investigacion seran, cuando proceda, los siguientes lugares de
produccidn:

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén
relacionadas clonicamente con aquellas en las que se haya comprobado la
infeccion por Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que se hayan puesto
bajo control oficial por sospecharse la presencia de Clavibacter michiganensis
ssp.sepedonicus.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén
relacionadas clonicamente con las que hayan sido cultivadas en lugares de
produccion de los que se sospeche la infeccion por el organismo.

- En los que se cultiven patatas que estén localizadas en las proximidades de los
lugares de produccion infectados, incluidos aquellos en los que se compartan
equipos e instalaciones de produccidon directamente o por intervencion de un
contratista comun.
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Anexo n° 5: Elementos a tener en cuenta para la
determinacion del alcance de la contaminacion probable por

Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus

Los elementos para la determinaciéon de la probable extension de la

contaminacion, incluiran:

- El “material vegetal indicado” obtenido en un lugar de produccion que haya sido

declarado contaminado por Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus.

- El lugar o lugares de produccidon que tengan una relacidén de produccion con el
“material vegetal indicado” que haya sido declarado contaminado, incluidos
aquellos lugares que compartan equipos e instalaciones de produccidon

directamente o por intervencion de un contratista comun.

- El “material vegetal indicado” que se haya producido en el lugar o lugares de
produccion contemplados en el guidn anterior o que estuviera presente en tales
lugares durante el tiempo en que el “material vegetal indicado” declarado
contaminado se hallara presente en los lugares de produccién mencionados en el

primer guion.

- Los locales que manipulen el “material vegetal indicado” procedente de los

lugares de produccion a los que se refieren los guiones anteriores.

- Cualquier maquinaria, vehiculo, buque, 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 contaminado por
alguno de los dos organismos citados, durante los doce meses anteriores a la

contaminacion (o durante el periodo que se considere oportuno).
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Cualquier “material vegetal indicado” que haya sido almacenado o haya estado
en contacto con cualquiera de las estructuras y los objetos mencionados en el

guidn anterior antes de la limpieza y desinfeccion de éstos.

Como resultado de la investigacion y de los analisis que se efectuen, en el caso
de las patatas, aquellos tubérculos o plantas que tengan una relacion clonal
fraterna o parental con el “material vegetal indicado” declarado contaminado, y
con respecto a los cuales parezca probable la contaminacion a través de un
vinculo clonal, aunque las pruebas de deteccion del organismo hayan arrojado
resultados negativos; pueden llevarse a cabo pruebas de variedades para verificar
la identidad de los tubérculos o plantas contaminados y clonalmente

relacionados.

El lugar o lugares de produccién del “material vegetal indicado™ a que se refiere

el guidn anterior.
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Anexo n° 6: Elementos a tener en cuenta para la
determinacion de la posible propagacion de Clavibacter

michiganensis ssp.sepedonicus

Los elementos para la determinacion de la posible propagacion, incluiran:

- La proximidad de otros lugares de produccion en los que se cultive el “material

vegetal indicado”.

- La produccién y utilizacién comunes de existencias de patatas de siembra
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Anexo n° 7: Notificacion de contaminacion

La notificacion se efectuara de manera inmediata una vez que la presencia haya sido

confirmada por las pruebas de laboratorio e incluird los datos siguientes:

¢ Elnombre de la variedad del lote de patatas
e El tipo (de consumo, de siembra, etc.) y, en su caso, la categoria de patata de

siembra.

Requisitos de la notificacion en situaciones particulares:

» Cuando exista riesgo de contaminacidon del “material vegetal indicado” hacia
otra u otras Comunidades Autonomas, la Comunidad Autéonoma en la que se
haya confirmado la presencia del organismo transmitird inmediatamente a las
Comunidades Autonomas afectadas la siguiente informacion:

o Nombre de la variedad del lote de patatas

o Nombre y direcciéon del expedidor y del destinatario

o Fecha de entrega del lote de patatas

o Tamafio del lote de patatas

o Copia del pasaporte fitosanitario o, como minimo, el numero de
pasaporte fitosanitario, cuando sea apropiado, o en su caso, el nimero de

registro del ROPCIV y una copia del aviso de entrega.

» Cuando exista riesgo de contaminacidon del “material vegetal indicado™ hacia
otro u otros Estados Miembros, la comunidad Auténoma en la que se haya
confirmado la presencia del organismo transmitird inmediatamente al Ministerio
de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino y este a su vez, a través del cauce
correspondiente a los Estados Miembros afectados la siguiente informacion:

o Nombre de la variedad del lote de patatas
o Nombre y direccion del expedidor y del destinatario
o Fecha de entrega del lote de patatas

o Tamaiio del lote de patatas
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o Copia del pasaporte fitosanitario o, como minimo, el numero de
pasaporte fitosanitario, cuando sea apropiado, o en su caso, el nimero de

registro del ROPCIV y una copia del aviso de entrega.

» Cuando exista riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado”
procedente de otro u otros Estados Miembros a raiz de la correspondiente
notificacion o notificaciones de los mismos, el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino comunicara la informacion recibida a las Comunidades

Autonomas interesadas.

Una vez finalizadas todas las investigaciones, las Comunidades Auténomas facilitardn
la siguiente informacion con objeto de posibilitar la notificacidn adicional

(complementaria):

» Fecha en la que se confirmd la contaminacion

» Breve descripcion de la investigacion llevada a cabo para identificar la fuente y
la posible propagacion de la contaminacion, incluido el alcance del muestreo
efectuado

» Informacion sobre la fuente o fuentes de contaminacién determinada o presunta

» Detalles relativos a la extension de la contaminacién declarada, incluido el
numero de lugares de produccion y el nimero de lotes, con la indicacion de la
variedad y, en el caso de la patatas de siembra, la categoria

» Detalles relativos a la delimitacion de la zona, incluido el numero de lugares de
produccién no declarados contaminados pero incluidos en la zona,

» Cualesquiera otros datos que requieran el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino o, en su caso, la Comision relativos al brote o brotes

confirmados.
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Anexo

n’° 8: Medidas de aplicacion sobre el material

contaminado

Cuando el “material vegetal indicado” se haya declarado contaminado, ademas

de prohibirse su plantacion, y con el fin de poder establecer que no exista ninglin riesgo

identificable de propagacion de Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus, debe ser

sometido alguna de las siguientes medidas:

Incineracion

Utilizacién como piensos, previo tratamiento térmico adecuado, de forma

que no haya riesgo alguno de supervivencia del organismo nocivo.

Eliminacion en un verterdero de eliminacion de residuos autorizado
oficialmente en donde no exista ningun riesgo identificable de escape del
organismo al medio ambiente, por ejemplo, a través de filtracién a tierras

agricolas.

Transformacion industrial mediante entrega directa e inmediata a una planta
de transformacion dotada de instalaciones de eliminacion de residuos
autorizadas oficialmente, para las que se establezca la ausencia de riestos
detectables de propagacion del organismo, y de un sistema de limpieza y

desinfeccion de los vehiculos de transporte, al menos.

Otras medidas, siempre que se haya establecido que no existe ningiin riesgo
identificable de propagacion del organismo citado, y a condicion de que tales
medidas sean notificadas inmediatamente al Ministerio de Medio Ambiente,
y Medio Rural y Marino y éste a su vez, a través del cauce correspondiente, a

la Comisién y a los demas Estados miembros.
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Toda maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de éstos, y
cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje, declarados contaminados
deben ser destruidos o descontaminados. En este ultimo caso, los métodos adecuados
consistirdan en una limpieza y, en su caso, una desinfeccidon que permitan descartar todo
riesgo identificable de propagacion del organismo citado. Tras su descontaminacion,

todos estos objetos dejaran de considerarse contaminados.

Cualquier medida fitosanitaria a adoptar sobre el material contaminado debe ser
realizada bajo el control y la aprobacion de los Organismos oficiales responsables de

cada Comunidad Autéonoma.
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Anexo n° 9: Medidas de aplicacion sobre el material

probablemente contaminado

Cuando el “material vegetal indicado” se haya considerado probablemente
contaminado por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, ademas de prohibirse su
plantacion, y con el fin de poder establecer que no exista ningtin riesgo identificable de
propagacion del organismo nocivo, debe ser destinado a un uso adecuado o a su

eliminacion de acuerdo a alguna de las siguientes medidas:

» En el caso de los tubérculos de patata:

- El uso como patatas de consumo destinadas al consumo, envasadas para su
distribucién y venta directa sin cambio de envase, en un lugar dotado de
instalaciones de eliminacion de residuos adecuadas. Las patatas destinadas a
la siembra s6lo pueden manipularse en el mismo lugar si esto se realiza
separadamente o tras la limpieza y desinfeccion.

- El uso como patatas de consumo para la transformacion industrial, y
destinadas a la entrega directa e inmediata a una planta de transformacion
dotada de instalaciones de eliminacion de residuos adecuadas y de un
sistema de limpieza y desinfeccion de vehiculos de transporte, al menos.

- Algln otro tipo de uso o eliminacidn, siempre que se establezca que no
existe ningun riesgo identificable de propagaciéon del organismo, y previa

aprobacion de los Organismos oficiales responsables.

» En el caso de las otras partes de las plantas, incluidos los detritos del tallo y de
las hojas:
- Destruccion
- Algun otro tipo de uso o eliminacidn, a condicién de que se garantice que no
existe riesgo identificable de dispersar el organismo, y previa aprobacion de

los citados organismos oficiales responsables.

Toda maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de éstos, y

cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje, considerados
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probablemente contaminados, deben ser destruidos o descontaminados. En este ultimo
caso, los métodos adecuados consistiran en una limpieza y, en su caso, una desinfeccion
que permitan descartar todo riesgo identificable de propagacion del organismo citado.
Tras su descontaminacion, todos estos objetos dejardn de considerarse probablemente

contaminados.

Cualquier medida fitosanitaria a adoptar sobre el material considerado
contaminado debe ser efectuada bajo el control de los Organismos oficiales
responsables interesados, asi como como con la oportuna comunicacion entre estos
Organismos para garantizar en todo momento dicho control, y con la aprobacion del
Organismo oficial de cada Comunidad Auténoma donde vayan a envasarse o

transformarse las patatas, en lo que se refiere a los vertederos citados.
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Anexo n° 10: Medidas de aplicacion en las zonas delimitadas
debido a la contaminacion por Clavibacter

michiganensis ssp. sepedonicus

La serie de medidas que se deben aplicar dentro de las zonas delimitadas que se
hayan establecido por causa de la contaminacidon por Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus, seran las siguientes:

1. En los casos en se hayan declarado contaminados lugares de produccion, las
medidas consistiran en lo siguiente:

a) En los campos que se hayan declarado contaminados en virtud de esa misma
disposicion, se debe aplicar uno de los dos grupos de medidas que se exponen a
continuacion:

1° Durante al menos los tres afios de cultivo siguientes a la declaracion de la
contaminacion:

- Se deben adoptar medidas para eliminar las patatas espontaneas, asi
como otras plantas hospedantes de Clavibacter michiganenensis ssp.
sepedonicus.

- No se plantaran:

e Tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de patata,

e Ninguna otra planta que pueda contener naturalmente al
organismo,

¢ Ningln cultivo que presente un cierto riesgo de supervivencia o
propagacion del organismo, mientras el campo no haya estado
exento de plantas espontaneas de patata durante al menos dos
afios consecutivos.

- En la primera temporada de cultivo de patatas siguiente al periodo
indicado en el guion anterior y, siempre que en las inspecciones oficiales se
haya comprobado que, durante al menos los dos afios de vegetacidon
inmediatamente anteriores a la plantacion, el campo estuvo libre de plantas
de patata espontaneas y otras plantas que puedan contener naturalmente el
organismo, s6lo se permitird la produccion de patatas de consumo y los
tubérculos recolectados se someteran a pruebas adecuadas.

- En la temporada de cultivo de patatas siguiente a la indicada en el guion
anterior, y tras un ciclo de rotacién adecuado, se procedera, en el caso de las
patatas, a la plantacion de patatas de siembra certificadas oficialmente para
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la produccion de patatas de siembra o de consumo, y a la realizacion del
examen oficial preceptivo.

2° Durante los cuatro afios de cultivo siguientes al de la declaracion de la
contaminacion:

- Se adoptaran medidas para eliminar las plantas espontaneas de patata, asi
como otras plantas que puedan ser hospedantes de Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus, y

- Se dejarda y mantendra el campo, o bien en barbecho completo, o bien
como pasto permanente, con siega intensa y frecuente o pastoreo intensivo.

- En la primera temporada de cultivo de patatas siguiente al periodo
indicado en el guion anterior y, siempre que en las inspecciones oficiales se
haya comprobado que, durante al menos los dos afios de vegetacidon
inmediatamente anteriores a la plantacion, el campo estuvo libre de plantas
de patata espontaneas y otras plantas que puedan contener naturalmente el
organismo, s6lo se permitird la produccion de patatas de consumo y los
tubérculos recolectados se someteran a prueba conforme al procedimiento
preceptivo.

b) En el resto de los campos del lugar de produccion contaminado, y a condicion de
que los organismos oficiales competentes tengan la certeza de que se ha
eliminado el riesgo de plantas de patata espontaneas y de cualquier otra planta
que pueda contener naturalmente el organismo, las medidas consistiran en lo
siguiente:

» Durante el afio de cultivo siguiente a la declaracion de la contaminacion:

- No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas (en sentido estricto) de
patata ni otras plantas que puedan ser hospedantes de Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus o se podran plantar exclusivamente patatas
de siembra certificadas oficialmente, para la produccion de patatas de
consumo, y se adoptaran medidas para eliminar las plantas espontaneas de
patata del modo que se considere necesario.

» Durante el segundo afio de cultivo siguiente al de declaracion de
contaminacion solo se podran plantar patatas de siembra certificadas o patatas
de siembra que hayan sido sometidas a pruebas oficiales para determinar la
ausencia de necrosis bacteriana y cultivadas bajo control oficial en lugares de
produccién no contaminados por el organismo, ya sea para la produccion de
siembra o de consumo.

» Durante el tercer aflo de cultivo siguiente al de declaracion de contaminacion,
al menos, sélo se podran plantar patatas de siembra certificadas o patatas de
siembra cultivadas bajo control oficial a partir de patatas de siembra
certificadas, ya sea para la produccion de siembra o de consumo.

Anexo n°10 Pdag. 2 de 4



Plan de contingencia- Podredumbre anular de la patata 2010

» En cada uno de los dos afios de cultivo indicados en los guiones anteriores, se
adoptaran medidas para eliminar las plantas espontdneas de patata, asi como
otras plantas que puedan ser hospedantes del organismo nocivo; ademas, se
efectuara el examen oficial preceptivo.

¢) Inmediatamente después de haberse declarado la contaminacién, y en cada uno
de los afios de cultivo siguientes, hasta inclusive, la primera temporada de
cultivo permisible de patatas en el campo o campos declarados contaminados
que se contemplan en la letra a) anterior:

» Toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento del lugar de
produccién que se utilicen en la produccion de patatas, se limpiaran, y en su
caso se desinfectaran, utilizando métodos adecuados, y

d) En el caso de las unidades de produccion de cultivos protegidos que hayan sido
declaradas contaminadas, y en las que sea posible una sustitucion total de los
medios de cultivo:

» No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas (en sentido estricto), a menos
que, por una parte, dichas unidades se hayan sometido a medidas oficialmente
supervisadas que, teniendo por objeto la eliminacidon del organismo nocivo y
la retirada de todas las patatas y otras solanaceas, incluyendo como minimo,
un cambio completo de los medios de cultivo y una limpieza, y en su caso,
una desinfeccidn de tales unidades y de todo el equipo y que, por otra parte,
los Organismos oficiales responsables hayan dado subsiguientemente su
autorizacion para la produccion de patatas.

» La produccién de patatas procedera de patatas de siembra certificadas
oficialmente o de microtubérculos o microplantas obtenidos de fuentes
analizadas.

2. Dentro de la Zona delimitada, los Organismos oficiales responsables de las
Comunidades Auténomas deben adoptar las siguientes medidas:

a) Inmediatamente después de la declaracion de contaminacidn, velaran para que
toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento de la explotacién que
hayan intervenido en la produccidén de patatas se limpien y desinfecten como
resulte adecuado y con los métodos apropiados.

b) Inmediatamente y durante al menos tres temporadas de cultivo después de la
declaracién de contaminacion:

» Controlardan a través de sus Organismos Oficiales responsables las
explotaciones que cultiven, almacenen o manipulen tubérculos de patata,
ademas de las explotaciones que contraten maquinas para este cultivo.

» Requeriran que, para todos los cultivos de patata dentro de la zona
delimitada, se planten exclusivamente semillas certificadas o semillas
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cultivadas bajo control oficial, y se efectie un analisis después de recolectar
los cultivos de patatas de siembra en lugares de produccién declarados
probablemente contaminados.

» Exigiran que se manipulen por separado las existencias de patatas de siembra
y de patatas de consumo recolectadas en todas las explotaciones de la zona, o
que se establezca un sistema de limpieza y desinfeccion entre el manejo de
las existencias de patatas de siembra y el de las de consumo.

» Llevaran a cabo el examen oficial preceptivo.

c) Estableceran un programa, segin corresponda, para la sustitucion de todas las
existencias de patatas de siembra por un periodo de tiempo conveniente
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Anexo n° 11: Aviso de medidas para prevenir la enfermedad

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccién
de organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicidn). Directiva
93/85/CEE del Consejo, incorporada por Orden de 22 de marzo de 1994 relativa a la
lucha contra la necrosis bacteriana de la patata.

A D/D? (Propietario/CUIIVAAOT) v e s ueee e e etete e e e e ee e eneneseeneneneeesneneneeeeesneneeeeesnenennenn
DITECCION ...ttt e e

Las muestras de plantas de patata / tubérculos, recogidas en la parcela / almacén de su

propiedad / cultivada / utilizado por usted, e identificada con poligono catastral .........,
parcela catastral .......... , situada en la localidad de ....................... , municipio
........................... ,provinciade ......................., han sido encontradas infectadas

por podredumbre anular de la patata (Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus) en
los analisis de laboratorio. La parcela en cuestion estd marcada en el plano adjunto.

Debo informarle de que en cumplimiento de la normativa citada, ahora se le requiere lo
siguiente:

Firmado ........ooiiiiiiin
(Oficial/inspector/funcionario autorizado para los fines de insp.fitosanitaria)

Aviso: Cualquier persona que incumpla esta notificacion sera sancionada
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PLAN DE CONTINGENCIA - PODREDUMBRE ANULAR DE LA PATATA

1. INTRODUCCION Y ALCANCE

En el presente documento se recogen las medidas que deben adoptarse contra el
marchitamiento bacteriano o podredumbre parda (Ralstonia solanacearum), enfermedad de
cuarentena en patata, con el fin de impedir su apariciéon, y en caso de que aparezca,
determinar su distribucidon y combatirla con el fin de erradicarla.

Las medidas que se describen a continuacién de acuerdo a la legislacion vigente
son de aplicacién en todo el territorio nacional. En tanto la Comisioén de las Comunidades
Europeas no se pronuncie al respecto, la duracion del programa se prevé ilimitada. En todo
momento y como consecuencia de la situacién de la enfermedad, el Ministerio de Medio
Ambiento y Medio Rural y Marino podra introducir las modificaciones que se consideren
necesarias o determinar su conclusion.

Este documento sera revisado y actualizado siempre que sea necesario.

2. RESPONSABILIDADES

Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino (Subdireccion General de
Sanidad de la Produccion Primaria)

- Responsabilidad en la politica general para la aplicacion de las Directivas
europeas sobre Sanidad Vegetal y su cumplimiento en el Reino de Espaiia.

- Comunicaciones con los Organismos de Sanidad Vegetal interesados

- Envio de informes a la Comision Europea y otros estados miembros

Comunidades Auténomas (Organismos de Sanidad Vegetal)

- Responsabilidad en la aplicacion en campo de las Directivas europeas sobre
Sanidad Vegetal

- Deteccidn de focos y medidas de erradicacion

- Envio de informacion al Ministerio de Medio Ambiento y Medio Rural y
Marino y a otras Comunidades Auténomas que puedan verse afectadas.
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3. SITUACION DE LA ENFERMEDAD
3.1.- Antecedentes

La Directiva 2000/29/CEE, del Consejo de 8 de mayo, regula las medidas de
proteccion contra la introduccion en la Unidn Europea de organismos nocivos para los
vegetales y productos vegetales, y contra su propagaciéon en el interior de la misma. Esta
Directiva contempla la bacteriosis de cuarentena en el cultivo de la patata, Ralstonia
solanacearum (marchitamiento bacteriano o podredumbre parda). En la legislacion
espafiola, dicha Directiva quedo6 transpuesta mediante el Real Decreto 58/2005, de 21 de
enero.

Como consecuencia de la aparicion de algun foco en Espafia de Ralstonia
solanacearum, se establecio un programa de erradicacidn y control para este organismo.
Este programa de erradicacion aparece reflejado en el Real Decreto 1644/1999, de 22 de
octubre, que es una transposicion, de la Directiva 98/57/CEE.

En los ultimos afios el conocimiento de esta enfermedad y sus métodos de
deteccion e identificacién han avanzado considerablemente, y la experiencia adquirida en
el seguimiento y lucha contra este organismo ha provocado una revisiéon de determinadas
disposiciones técnicas relacionadas con las medidas de control. En consecuencia se han
modificado los anexos Il a VII de la mencionada Directiva mediante la Directiva
2006/63/CE, transpuesta a la legislacion nacional en la Orden APA/719/2007.

La bacteria Ralstonia solanacearum (marchitamiento bacteriano o podredumbre
parda) se describid por primera vez en Espafia en la isla de La Palma. Desde 1996, hasta la
actualidad, se han detectado nuevos focos muy localizados, en las Comunidades
Auténomas de Castilla y Ledn, Galicia y Pais Vasco.

3.2.- Sintomatologia

Las infecciones sobre patata en la UE parecen estar asociadas a la raza 3 de
Ralstonia solanacearum. El proceso infeccioso que se produce en la planta comienza con
la llegada del indculo a la raiz. La bacteria penetra desde el parénquima cortical hasta el
cilindro central de la raiz, multiplicindose abundantemente. Posteriormente migra hacia el
tallo, y comienza a producir abundante mucus en los vasos del xilema. La presencia de
productos de degradacion impide el paso de savia bruta, lo que motiva que la planta no se
alimente adecuadamente. Esto provoca el marchitamiento de la planta, que puede llegar a
ser irreversible, acabando con la muerte de la misma.

Las plantas afectadas muestran sintomas parecidos a los del stress hidrico. Las
hojas superiores, de una o varias ramas, languidecen durante las horas de mas calor, y al
principio del ataque, vuelven a enderezarse por la noche. Ademas pueden aparecer estrias
pardas en el tallo, que se extienden a partir del cuello. Si se hace un corte transversal, de
los haces vasculares se libera un exudado bacteriano blanco y pegajoso. Otros sintomas en
vegetacion son el bronceado de las hojas, el oscurecimiento del interior de los tallos, y
finalmente, la necrosis de tallos y hojas, con muerte total de la planta.

Pag. 2 de 9



Plan de contingencia- Podredumbre parda de la patata 2010

En tomate, se produce un amarilleo méas o menos rapido de la planta. En el tallo se
desarrollan numerosas raices adventicias, el tejido vascular presenta decoloraciones pardas,
y al cortarlo transversalmente, libera un exudado bacteriano blanco o amarillento.

El tubérculo de patata exuda de los “ojos” un mucus blanquecino cremoso, y al
cortarlo transversalmente, se observa una zona parda o necrotica en el anillo vascular. Es
tipico que el exudado bacteriano se mezcle con la tierra y se seque, quedando adherida la
mezcla a la superficie del tubérculo. La analogia de sintomas podria generar confusién con
la pudricion anular originada por Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. No obstante,
un sintoma distintivo de Clavibacter es la aparicion de hinchamientos, crateres y/o grietas
cerca de los “o0jos” del tubérculo.

Los tubérculos que se forman en plantas enfermas pueden o no estar infectados. Los
tubérculos infectados, a su vez, pueden o no presentar sintomas externos, dependiendo del
estado de desarrollo de la enfermedad en el momento del arranque de los tubérculos.

3.3.- Hospedantes

Afecta principalmente a patata (Solanum tuberosum) y tomate (Lycopersicon
lycopersicum), pero también, aunque con menor virulencia, a otros cultivos de la familia
Solanaceae, como la berenjena (Solanum melongena) ,el pimiento (Capsicum annum) y el
tabaco (Nicotiana tabacum). Otros posibles hospedantes son las plantas espontaneas de la
familia Solanaceae, como Solanum dulcamara, Solanum nigrum, la ornamental
Pelargonium hortorum, etc. Hay que destacar por su importancia a la especie Solanum
dulcamara, especie presente en las inmediaciones de canales y cauces fluviales, y que
puede actuar como reservorio de bacterias en zonas donde el agua ha resultado
contaminada.

3.4.- Formas de dispersion

Las vias mds importantes de transmision de la enfermedad son los tubérculos
infectados leve o latentemente, asi como el agua de riego contaminada; la bacteria puede
permanecer en campo sobre malas hierbas (sobre todo Solanum dulcamara, que aparece
asociada a los cauces de agua), y probablemente en lesiones de raices de plantas no
huéspedes. Otros medios de transmision de menor importancia pueden ser la maquinaria,
aperos, calzado, animales, insectos o nematodos.

3.5.- Métodos de prevencion y control

La enfermedad es favorecida por las temperaturas elevadas, asi como por los suelos
deficientes en nitrogeno o en potasio, y con excesiva humedad.

Para prevenir la enfermedad se recomienda:

- Usar semilla libre de Ralstonia, y a ser posible, sembrar tubérculos enteros; en caso
de usar semilla troceada, desinfectar los utensilios de corte.
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- Hacer rotacion de cultivos lo mas amplia posible, no poniendo otras solanaceas en
la alternativa y eliminando las malas hierbas que pueden servir de hospedantes.

- Eliminar la vegetacién espontanea y malas hierbas de los bordes de parcelas y
caminos.

- Eliminar las “bortas” (rebrotes de patatas del afio anterior) de las fincas, evitando
dejar plantas o tubérculos aislados después de la recoleccion.

- Limpiar y desinfectar aperos, maquinaria y almacenes con lejia, amonio
cuaternario, con una solucion al 10% de formaldehido o con otros bactericidas
especificos.

- En caso de aparicion de la enfermedad, aplicar, tanto a los tubérculos como a las
fincas donde se han producido, las medidas de cuarentena que establece la
legislacion.

4. PUBLICIDAD

La autoridad competente en Sanidad Vegetal de las diferentes Comunidades
Autonomas debe informar puntualmente (utilizando los métodos que estime adecuados) a
las personas y entidades implicadas en la produccion de patatas, de la aparicion en su
territorio de cualquier brote infeccioso provocado por el marchitamiento bacteriano o
podredumbre parda (Ralstonia solanacearum). En este sentido, en el Anexo n’ 1, se
adjuntan un ejemplo de boletin de prensa, que puede ser utilizado para el caso de aparicion
confirmada de Ralstonia solanacearum.

5. MEDIDAS CAUTELARES A ADOPTAR EN CASO DE SOSPECHA DE
CONTAMINACION

Cuando en una Comunidad Autéonoma se tenga sospecha de la presencia de
Ralstonia solanacearum, a través de los examenes oficiales, de las notificaciones
pertinentes, o de cualquier otro medio, deben adoptarse una serie de medidas cautelares
orientadas a confirmar o desmentir la presencia de la enfermedad y a evitar su extension
mientras se define la situacidon. Estas medidas son las siguientes:

- Confirmacién o desmentido de la presencia del organismo nocivo en el foco
bajo sospecha de contaminacion.

- Hasta tanto no se haya confirmado ni desmentido la presencia del organismo
nocivo, prohibicién de la circulacion de las plantas y tubérculos de todos los
cultivos, lotes o partidas de los que se hayan tomado las muestras, excepto bajo
control oficial, y siempre que se compruebe que no existe ningin riesgo
identificable de propagacion del organismo. En este sentido, en el Anexo n’2 se
adjunta un modelo de aviso al propietario y/o cultivador de la explotacion o
explotaciones bajo sospecha de contaminacion (“aviso de medidas
provisionales”).

- Determinacion del origen de la sospecha de contaminacidon

- Establecimiento de medidas complementarias adecuadas basadas en el nivel de
riesgo estimado, para evitar cualquier propagacion del organismo nocivo. Estas
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medidas podran incluir el control oficial de la circulacidn del resto del “material
vegetal indicado” dentro o fuera de las instalaciones relacionadas con la
sospecha de contaminacion.

Si existe riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado”, o de las
aguas de superficie que procedan o se dirigen a otra Comunidad Auténoma o
Estado Miembro, la Comunidad Autéonoma en la que se haya observado la
sospecha de contaminacion debe informar inmediatamente al Ministerio de
Medio Ambiento y Medio Rural y Marino del nivel de riesgo identificado, para
que éste a su vez informe a los Estados Miembros afectados. Las Comunidades
Auténomas a las que se informe aplicardn las medidas preventivas que se
consideren oportunas. Para este fin se puede utilizar el modelo de comunicacion
recogido en el Anexo n’3.

Para la consecucion de estos objetivos, los representantes de los Servicios de

Sanidad Vegetal y de Certificacion de Patatas deben realizar una visita a la explotacion o
explotaciones bajo sospecha de contaminacion, con el fin llevar a cabo los siguientes
cometidos:

Obtener tanta informacidén como sea posible, incluyendo la historia del cultivo, el o
los origenes de la semilla, cualquier uso compartido de la maquinaria y detalles de
cualquier movimiento de patatas en la explotacién. En este sentido, se solicitaran
los pasaportes y etiquetas de la semilla certificada utilizada en la siembra !
Localizar los cultivos cercanos de patata

Realizar un muestreo completo de todas las existencias de patata en la explotacion,
y si se considera oportuno, de aguas y de solanéceas silvestres hospedantes. Las
muestras que sean recogidas durante los muestreos indicados deben ser analizadas
en laboratorios oficiales o bajo supervision oficial, con el fin confirmar o
desmentir la presencia del organismo. Los citados andlisis de laboratorio deberan
realizarse conforme a los métodos pertinentes establecidos.

Preparar un informe detallado de la visita

Con posterioridad a la visita a la explotacion o explotaciones bajo sospecha de

contaminacion, debe concertarse una reunion de seguimiento, en la que podran participar,
segun la organizaciéon de la Comunidad Auténoma, el organismo de Sanidad Vegetal, el
laboratorio de diagndstico y el servicio de certificacion de patata correspondientes. Los
puntos a tratar deben ser los siguientes:

[8)

Discusidn del informe de la visita a la explotacion o explotaciones bajo sospecha de
contaminacion

Recomendaciones para la ejecucion de procedimientos de control
Recomendaciones sobre los recursos requeridos

Asignacion de las siguientes responsabilidades

' A fin de poder ofrecer informacion completa a los Organismos oficiales responsables, se conservaran
registros de los vegetales, productos vegetales u otros objetos (que hayan adquirido para almacenar o plantar
en las instalaciones, que estén produciendo, y que hayan enviado a terceros). Asimismo, se conservaran los
documentos correspondientes durante, al menos, un afio. (Orden de 17 de mayo de 1993, publicada en el
BOE de 20 de mayo de 1993)
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Determinacion de lugares seguros de enterramiento profundo o
identificacion de otros medios seguros de eliminacién

Localizacidn en planos de los cultivos de patata cercanos

Obtencion de un listado de las explotaciones con relacion clonal con las
patatas bajo sospecha

Obtencion de un listado de explotaciones con patata de siembra que haya
estado en contacto con las patatas bajo sospecha

Obtencion de un listado de las explotaciones que hayan empleado
maquinaria en comun con la explotacion bajo sospecha

Obtencion de un listado de las explotaciones que empleen aguas del mismo
origen

Obtencion de un listado de los lotes de tubérculos trasladados desde la
explotaciéon y de los lotes con los cuales es posible que hayan tenido
contacto

vV Vv V¥V V¥V VYV V

5. Informe al Director General de la Comunidad Auténoma y al Ministerio de Medio
Ambiento y Medio Rural y Marino.

6. MEDIDAS A ADOPTAR EN CASO DE CONFIRMACION

6.1. Confirmacion del diagnostico

Si la presencia de cualquiera de los organismos nocivos, objeto del presente Manual, en
una muestra tomada en cumplimiento de la legislacion vigente, fuera confirmada mediante
andlisis de laboratorios oficiales o bajo supervision oficial, los Organismos Oficiales
responsables de cada Comunidad Auténoma deberan adoptar las siguientes medidas:

a) En el caso del “material vegetal indicado”:

1.

Se emprenderd una investigacion para determinar la extension y la fuente o
fuentes primarias de la contaminacion, con arreglo a las disposiciones del
Anexo n’ 4 efectuando nuevos andlisis en laboratorios oficiales o bajo
supervision oficial, como minimo, en todas las existencias de patata de siembra
relacionadas de forma clonal con las muestras cuyo diagnostico positivo ha sido
confirmado.

Se declararan contaminados la partida o el lote del “material vegetal indicado”
de los que se haya tomado la muestra, asi como la maquinaria, vehiculos,
almacenes, y cualesquiera otros objetos (incluido el material de embalaje) que
hayan estado en contacto con el mismo. Asimismo, se declararan contaminados,
en su caso, el lugar o lugares de produccion en los que se haya cosechado el
“material vegetal indicado”, de los que proceda la muestra.

Se determinard, con arreglo a las disposiciones del Anexo n° 5, el alcance de la
contaminacion probable, producida por contactos anteriores o posteriores a la
cosecha, por nexos de la produccion, riego o por relaciones clonales con la
contaminacion declarada.
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4. Se establecera una Zona delimitada en funcidon de la declaracion de

contaminacion, del alcance de la contaminacién probable y, con arreglo a las
disposiciones del Anexo n’ 6, de la posible propagacion de los organismos
Nocivos.

b) En el caso de los cultivos de plantas hospedantes de Ralstonia solanacearum
distintas del “material vegetal indicado”, en los que se haya identificado un riesgo
para la produccion de este ultimo:

1.

Se emprendera una investigacion para determinar la extension y la fuente o
fuentes primarias de la contaminacion, efectuando (si procede) analisis de
laboratorio oficiales o bajo supervision oficial.

Se declararan contaminadas las plantas de las que se hayan tomado muestras, y
los anélisis hayan arrojado un resultado positivo.

Con respecto al “material vegetal indicado”, se determinara el alcance de la
contaminacion probable, y se delimitard una zona conforme a lo explicado en
los puntos 3 y 4 del apartado a).

c) En el caso de las aguas de superficie (incluidos los vertidos de residuos liquidos
procedentes de instalaciones industriales de transformacion o envasado en las que
se manipule el “material vegetal indicado™) y en el de las solandceas silvestres
hospedantes de Ralstonia solanacearum, en las que por causa del riego (aspersion
o inundacion con dichas aguas), se haya identificado un riesgo para la produccion
del “material vegetal indicado™:

1.

Se emprendera una investigaciéon para determinar la extension de la
contaminacion, realizando en los momentos oportunos un examen oficial de
muestras de las aguas de superficie, y en su caso, de las solanaceas silvestres
hospedantes del organismo.

Se declararan, en la medida que sea pertinente, contaminadas las aguas de
superficie de las que se hayan tomado muestras.

Se determinara el alcance de la contaminacion probable, y se delimitara una
zona en funcion de la declaracion de contaminacion, y con arreglo a las
disposiciones del Anexo n’ 6, de la posible propagacion de los organismos
NocCivos.

Las Comunidades Autéonomas notificardn inmediatamente al Ministerio de Medio
Ambiento y Medio Rural y Marino, y éste a su vez, a través del cauce correspondiente a
los otros Estados Miembros y a la Comisién Europea, cualquier caso de contaminacion
declarada. La notificacidn referida incluird los datos que se detallan en el Anexo n°7.

Cuando el Estado espafiol sea mencionado en la notificaciéon de contaminacién
confirmada por otros Estados miembros, la autoridad competente debera declarar la
contaminacion, declarar la extension de la probable contaminacion y establecer una Zona
delimitada acorde a lo ya mencionado en los parrafos anteriores.

El Ministerio de Medio Ambiento y Medio Rural y Marino debe registrar las
explotaciones, los almacenes colectivos y los centros de explotacion afectados.
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6.2. Medidas fitosanitarias a adoptar sobre el material contaminado

Cuando exista material, vegetal o no, que haya sido declarado contaminado, los
Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma deberan adoptar las
siguientes medidas:

- Cuando se trate de “material vegetal indicado” declarado contaminado,
prohibir su plantacion y someterlo a alguna de las medidas recogidas en el
Anexo n’8.

- Cuando se trate de “material vegetal indicado” considerado probablemente
contaminado, prohibir su plantacion y someterlo a alguna de las medidas
recogidas en el Anexo n°9.

- Cuando se trate de maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de
¢stos, y cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje,
declarados contaminados o considerados probablemente contaminados,
seran destruidos o descontaminados, aplicando métodos apropiados
conformes a lo expuesto en los Anexos n°8 y 9. Tras su descontaminacion,
todos estos objetos dejaran de considerarse contaminados.

- En la Zona delimitada, sin perjuicio de las medidas sefialadas con
anterioridad, se aplicaran una serie de medidas acordes con lo dispuesto en
el Anexo n° 10.

Las medidas fitosanitarias, ordenadas por los Organismos oficiales responsables de
cada Comunidad Auténoma, deben ser llevadas a cabo por el propietario del material
afectado, bajo control oficial, para lo cual seran comunicadas al mismo mediante un “aviso
de medidas para prevenir la enfermedad” (ver modelo en Anexo n’ 11). En el caso de que
los afectados no ejecuten, en tiempo y forma, dichas medidas, la Comunidad Auténoma
correspondiente procederd a ejecutarlas, con sus propios medios o empleando servicios
ajenos, cargando los gastos correspondientes a los interesados, cuyo importe podra ser
exigido por via de apremio, con independencia de las sanciones a que hubiere lugar.

Las Comunidades Autdénomas notificaran, anualmente, los detalles de las medidas
adoptadas sobre el material contaminado, al Ministerio de Medio Ambiento y Medio Rural
y Marino, y éste a su vez, a través del cauce correspondiente a los otros Estados Miembros
y a la Comision Europea.

6.3. Medidas aplicables para evitar la contaminacion mediante patata de siembra

Las patatas de siembra deben reunir los requisitos contemplados en el Real Decreto
58/2005 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 de los organismos nocivos objeto del presente Manual, en analisis oficiales u
oficialmente supervisados en los que se haya utilizado el método pertinente.

Los analisis mencionados deben ser realizados de acuerdo a los siguientes criterios:
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» Cuando se haya confirmado la presencia de alguno de los organismos
nocivos objeto del presente Manual en la produccion propia de patata de
siembra, se debe analizar:

- el material propagado anteriormente, incluida la seleccion clonal inicial vy,
sistematicamente, los clones de patatas de siembra de base, o

- cuando se haya demostrado que no existe relacion clonal, el material
propagado anteriormente, incluida la seleccidon clonal inicial, o todos los
clones de patatas de siembra de base.

» En el resto de casos, se deben analizar muestras representativas del material
propagado anteriormente o de las patatas de siembra de base o cada una de
las plantas de la seleccion clonal inicial.
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Anexo n° 1: Proyecto de boletin de prensa

(Podredumbre parda de la patata)

Podredumbre parda de la patata.

Ha habido un brote de podredumbre parda de la patata en una parcela de cultivo de la

Comunidad Auténoma/provincia/comarca/localidad de...............................

Se han recogido muestras oficiales de los tubérculos / plantas sospechosos en

La explotacion en la que ha aparecido el brote ha sido delimitada de acuerdo con lo
previsto en el articulo 5 de la Directiva 98/57/CEE (Articulo 6 del Real Decreto
1644/1999), sobre el control de la podredumbre parda de la patata y las demas medidas
especificadas en dicha Directiva (por ejemplo, desinfeccion de la maquinaria, equipos y
almacenes, restricciones de cultivo, eliminacioén segura del material infectado, etc.) han

sido ejecutadas o estan en curso de ejecucion.
ENFERMEDAD DE LA PODREDUMBRE PARDA DE LA PATATA

La causa de la podredumbre parda de la patata es la bacteria Ralstonia solanacearum

(Smith) Yabuuchi.

La raza de la bacteria que esta presente en Europa y que tiene potencial para extenderse
por ella tiene un limitado espectro de hospedantes, pero entre ellos se incluyen las
patatas, los tomates y Is semillas de Solanum dulcamara (amaradulce o uva de zorro) y

Solanum nigrum (hierba mora o tomatera del diablo).
La enfermedad no plantea riesgo alguno para la salud humana.

La bacteria puede dispersarse por el suelo y por el agua de riego. Solanum dulcamara es

un importante hospedante alternativo ya que se le encuentra creciendo en las riberas de
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los rios y la baja tasa de crecimiento de la bacteria en las semillas le permite resistir la

infeccién y mantener la bacteria entre los cultivos.

El primer sintoma visible de la enfermedad en los cultivos de patatas es el
marchitamiento de hojas al final de los tallos durante los dias calurosos con
recuperacion por la noche. Una decoloracidon parda veteada de los tallos a dos o tres
centimetros por encima del nivel del suelo pude observarse cuando la enfermedad se

desarrolla y las hojas tienen un tono bronceado.

La sintomatologia externa puede o no ser visible en los tubérculos, dependiendo del
estado de desarrollo de la enfermedad. Exudados de la bacteria a menudo emergen de
los ojos y de los estolones de los tubérculos infectados. Cuando el exudado se seca, la

tierra se adhiere a los tubérculos en la zona de los 0jos.

La confirmacidn por parte del Laboratorio de la presencia del organismo es esencial.

Los aspectos importantes del control del organismo estan en el empleo de patatas de
siembra controladas oficialmente y sanas, la deteccion rapida de los primeros sintomas
sospechosos, la aplicacién de medidas de cuarentena en parcelas y explotaciones
afectadas, una rotacién de cultivos adecuada y el control de las malas hierbas y bortas

hospedantes y el empleo de aguas no infectadas para el riego y pulverizaciones.
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Anexo n° 2: Aviso de medidas provisionales para prevenir la

enfermedad

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccion
de organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicion). Directiva
98/57/CE del Consejo, incorporada por Real Decreto 1644/1999 sobre el control de
Ralstonia solanacearum.

A D/D? (Propietario/Cultivador) ............................................................................
LD 473 10 ) &

Respecto al brote sospechoso de podredumbre parda de la patata (Ralstonia
solanacearum) en la parcela de su propiedad / cultivada por usted, e identificada con
poligono catastral ........., parcela catastral .......... , situada en la localidad de
....................... , MUNICIPIO ...vvvvvveivieanneennn..., provincia de ..o
la parcela en cuestion esta sefialada en el plano adjunto.

La presente es para confirmarle la notificacion verbal que le dio a Ud. D.

, de esta Unidad o Departamento, el dia ........ de
........ de .........., que de conform1dad con la legislacion arriba mencionada le emplaza
a asegurar que todos los movimientos de plantas de patata, tubérculos y plantas para
transplante de patata, asi como la entrada o salida de equipos de la explotacién
(tractores, magquinaria, etc) en la parcela identificada en el plano mencionado
anteriormente, se suspenden de inmediato a partir de esta notificacion, hasta nuevo
aviso.

Firmado .

(Oﬁclal/mspector/funclonano autorlzado para los ﬁnes de insp. ﬁtosanltarla)

Aviso: Cualquier persona que incumpla esta notificacion sera sancionada
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Anexo n° 3: Comunicacion al Organismo Oficial que certifico la patata

de siembra ante la sospecha de contaminacion de un lote

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccion de
organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicion). Directiva
98/57/CE del Consejo, incorporada por Real Decreto 1644/1999 sobre el control de la
podredumbre parda (o marchitez bacteriana) de la patata (Ralstonia solanacearum)

A (Organismo OfICIAL) ....oeevviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
DITECCION oottt ettt ettt e et e et e e et e et e e ssae et eesseeenbeensaesnseenseassseenseans

Se ha detectado un Dbrote sospechoso en la parcela situada en

La presente es para comunicarle los datos del lote (o lotes) afectados que fueron
Certificados por ese Organismo Oficial de Control:

- Pais de origen:

- Organismo de Control:

- Especie: Solanum tuberosum

- Variedad:

- Categoria

- Productor:

- Zona de produccion:

- N° de lote:

- Afio de precintado:

- Cantidad:

- Pasaporte fitosanitario n°:

De acuerdo con la legislaciéon arriba indicada, lo ponemos en su conocimiento
para que comprueben el estado sanitario del citado lote (o lotes), a fin de determinar el
posible origen de la contaminacidn.

FIrmado ......ocoooiiiiiiiiiiieee e
(El Responsable Fitosanitario del Organismo Oficial de la Comunidad Autéonoma)

Nota.- Si se trata de un productor y Organismo de control espafiol, esta comunicacidn se hara entre los
Organismos de Control Responsables de las CC.AA. afectadas. Si se trata de un productor y Organismo
de control extranjero, se hara a través de la S.G.S.V. del MAPA.
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Anexo n° 4: Elementos de investigacion para determinar la

extension y la fuente/s primaria/s de la contaminacion

Los elementos de la investigacion seran, cuando proceda, los siguientes:
1. Lugares de produccion:

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén
relacionadas clonicamente con aquellas en las que se haya comprobado la
infeccion por Ralstonia solanacearum.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado tomates que procedan de las
mismas fuentes que aquellos en los que se haya comprobado la infeccion por
Ralstonia solanacearum.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas o tomates, que se
hayan puesto bajo control oficial por sospecharse la presencia de alguno de los
organismos.

- En los que se estén cultivando o se hayan cultivado patatas que estén
relacionadas clonicamente con las que hayan sido cultivadas en lugares de
produccion de los que se sospeche la infeccidon por el organismo.

- En los que se cultiven patatas o tomates, que estén localizados en las
proximidades de los lugares de produccidn infectados, incluidos aquellos en los
que se compartan equipos ¢ instalaciones de produccion directamente o por
intervencion de un contratista comun.

- En los que se utilicen, para las labores de riego o rociamiento, aguas de
superficie de cualquier fuente en la que se haya confirmado o de la que se
sospeche la infeccidn por Ralstonia solanacearum.

- En los que se utilicen para las labores de riego o rociamiento 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 infeccion por Ralstonia solanacearum.

- Que estén o hayan sido anegados con aguas de superficie en las que se haya
confirmado o de las que se sospeche la infeccion por Ralstonia solanacearum.

2. Las aguas de superficie que se utilicen para el riego o rociamiento, o para la
anegacion, de un campo o campos, o de un lugar o lugares de produccion en los que
se haya confirmado la infeccion por R. solanacearum.
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Anexo n° 5: Elementos a tener en cuenta para la
determinacion del alcance de la contaminacion probable

por Ralstonia solanacearum

Los elementos para la determinaciéon de la probable extension de la

contaminacion, incluiran:

- El “material vegetal indicado” obtenido en un lugar de produccion que haya sido

declarado contaminado por Ralstonia solanacearum.

- El lugar o lugares de produccién que tengan una relacién de produccion con el
“material vegetal indicado” que haya sido declarado contaminado, incluidos
aquellos lugares que compartan equipos e instalaciones de produccidon

directamente o por intervencion de un contratista comun.

- El “material vegetal indicado” que se haya producido en el lugar o lugares de
produccion contemplados en el guidn anterior o que estuviera presente en tales
lugares durante el tiempo en que el “material vegetal indicado” declarado
contaminado se hallara presente en los lugares de produccién mencionados en el

primer guion.

- Las instalaciones que hayan manipulado el “material vegetal indicado”
procedente de los lugares de produccion a los que se refieren los guiones

anteriores.

- Cualquier maquinaria, vehiculo, buque, 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 contaminado,
durante los doce meses anteriores a la contaminacion (o durante el periodo que

se considere oportuno).
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Cualquier “material vegetal indicado” que haya sido almacenado o haya estado
en contacto con cualquiera de las estructuras y los objetos mencionados en el

guidn anterior, antes de la limpieza y desinfeccion de éstos.

Como resultado de la investigacidon y de los analisis que deben llevarse a cabo,
en el caso de las patatas, aquellos tubérculos o plantas que tengan una relaciéon
clonal fraterna o parental y, en el caso del tomate, aquellas plantas que procedan
de las mismas fuentes que el “material vegetal indicado” declarado
contaminado, y para las cuales, aunque las pruebas de deteccidon del organismo
hayan sido negativas, parezca probable la contaminacion a través de un vinculo
clonal. Puede efectuarse una prueba de variedades para verificar la identidad de

los tubérculos o plantas contaminados que estén relacionados clénicamente.

El lugar o lugares de produccién del “material vegetal indicado™ a que se refiere

el guidn anterior.

El lugar o lugares de produccion del “material vegetal indicado” en los que se
utilicen para las labores de riego o rociamiento, aguas que hayan sido declaradas

contaminadas por Ralstonia solanacearum.

El “material vegetal indicado” producido en campos anegados con aguas de
superficie en las que se haya confirmado la infeccion por Ralstonia

solanacearum.
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Anexo n° 6: Elementos a tener en cuenta para la
determinacion de la posible propagacion de Ralstonia

solanacearum

Los elementos para la determinacion de la posible propagacion, incluiran:

- La proximidad de otros lugares de produccion en los que se cultive el “material

vegetal indicado”.
- La produccién y utilizacién comunes de existencias de patatas de siembra

- Los lugares de produccién en los que se utilicen aguas de superficie para el riego
o rociamiento del “material vegetal indicado” cuando exista o haya existido el
riesgo de escorrentia, o de anegamiento, de aguas superficiales procedentes de
un lugar o lugares de produccién que hayan sido declarados contaminados por

Ralstonia solanacearum.

- En los casos en que se hayan declarado contaminadas aguas de superficie por

Ralstonia solanacearum:

o El lugar o lugares productores del “material vegetal indicado” contiguos
a las aguas superficiales declaradas contaminadas, o que corran el riesgo

de ser anegados con esta agua.

o Cualquier fuente de riego separada que se comunique de alguna forma

con las aguas superficiales declaradas contaminadas.

o Masas de agua conectadas conectadas con el agua superficial declarada
contaminada, teniendo en cuenta:
» Ladireccién y el nivel de flujo del agua declarada contaminada

» La presencia de solanaceas silvestres huesped

Anexo n°6 Pag. 1de 1






Plan de contingencia- Podredumbre parda de la patata 2010

Anexo n° 7: Notificacion de contaminacion

La notificacion incluird como minimo los siguientes datos:

Para las patatas:
» Nombre de la variedad del lote
» Tipo (patata de consumo, patata de siembra, etc.) y, en su caso, la categoria de la

siembra

Para las tomateras:

» Nombre de la variedade del lote y, en su caso, la categoria

Requisitos de la notificacion en situaciones particulares:

» Cuando exista riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado” hacia
otra u otras Comunidades Autéonomas, la Comunidad Autéonoma en la que se
haya confirmado la presencia del organismo transmitird inmediatamente a las
Comunidades Autonomas afectadas la siguiente informacion:

o Nombre de la variedad del lote de patatas o tomateras

o Nombre y direccion del expedidor y del destinatario

o Fecha de entrega del lote de patatas o tomateras

o Tamaiio del lote de patatas o tomates entregados

o Copia del pasaporte fitosanitario o, como minimo, el numero de
pasaporte fitosanitario, cuando sea apropiado, o en su caso, el numero de

registro del ROPCIV y una copia del aviso de entrega.

» Cuando exista riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado” hacia
otro u otros Estados Miembros, la comunidad Auténoma en la que se haya
confirmado la presencia del organismo transmitirda inmediatamente al Ministerio
de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino y este a su vez, a través del cauce
correspondiente a los Estados Miembros afectados la siguiente informacion:

o Nombre de la variedad del lote de patatas o tomateras
o Nombre y direcciéon del expedidor y del destinatario

o Fecha de entrega del lote de patatas o tomateras
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o Tamaiio del lote de patatas o tomates entregados
o Copia del pasaporte fitosanitario o, como minimo, el numero de
pasaporte fitosanitario, cuando sea apropiado, o en su caso, el numero de
registro del ROPCIV y una copia del aviso de entrega.
Cuando exista riesgo de contaminacion del “material vegetal indicado”
procedente de otro u otros Estados Miembros a raiz de la correspondiente
notificacion o notificaciones de los mismos, el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino comunicara la informacion recibida a las Comunidades

Autonomas interesadas.

Una vez finalizadas todas las investigaciones, las Comunidades Auténomas facilitaran

la siguiente informacion con objeto de posibilitar la notificacidn adicional

(complementaria):

>
>

Fecha en la que se confirmo la contaminacién

Breve descripcion de la investigacion llevada a cabo para identificar la fuente y
posible propagacion de la contaminacién, incluido el nivel de muestreo
efectuado

Informacién sobre la fuente o fuentes de contaminacion determinadas o
presuntas

Detalles relativos al alcance de la contaminacion declarada, incluido el nimero
de lugares de produccion y, en el caso de las patatas, el nimero de lotes, con la
indicacion de la variedad y, en el caso de las patatas de siembra, la categoria
Detalles relativos a la delimitacién de la zona, incluido el nimero de lugares de
produccidn no declarados contaminados pero incluidos en la zona

Detalles relativos a la designacion del agua, incluido el nombre y la ubicacion de
la masa de agua y el alcance de la prohibicion de riego/designacion

En el caso de cualquier partida o lote de tomateras declarado contaminado, los
certificados prescritos en el articulo 10, apartado 1, letra a), del Real Decreto
58/2005, y el nimero de pasaporte, de acuerdo con la lista que se recoge en el
Anexo V, parte A, seccion I, punto 2.2, del Real Decreto 58/2005.

Cualesquiera otros datos que requiera el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino o, en su caso, la Comision relativos al brote o los brotes

confirmados.
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Anexo n° 8: Medidas de aplicacion sobre el material

contaminado

Cuando el “material vegetal indicado” se haya declarado contaminado, ademas

de prohibirse su plantacion, y con el fin de poder establecer que no exista ninglin riesgo

identificable de propagacion de Ralstonia solanacearum, debe ser sometido a una de las

siguientes medidas:

Incineracion

Utilizacién como piensos, previo tratamiento térmico adecuado, de forma

que no haya riesgo alguno de supervivencia del organismo nocivo.

Eliminacion en un verterdero de eliminacion de residuos autorizado
oficialmente en donde no exista ningun riesgo identificable de escape del
organismo al medio ambiente, por ejemplo, a través de filtracién a tierras
agricolas ni de contacto con fuentes de agua que puedan utilizarse para el

riego de dichas tierras

Transformacion industrial mediante entrega directa e inmediata a una planta
de transformacion dotada de instalaciones de eliminacion de residuos
autorizadas oficialmente, para las que se establezca la ausencia de riestos
detectables de propagacion del organismo, y de un sistema de limpieza y

desinfeccion de los vehiculos de transporte, al menos.

Otras medidas, siempre que se descarte el posible riesgo de propagacion del
organismo nocivo; dichas medidas y su justificacion se notificaran
inmediatamente al Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino
y este a su vez, a través del cauce correspondiente, a la Comisién y a los

demas Estados Miembros.

Anexo n’8

Pag. 1 de?2



Plan de contingencia- Podredumbre parda de la patata 2010

Toda maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de éstos, y
cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje, declarados contaminados
deben ser destruidos o descontaminados. En este ultimo caso, los métodos adecuados
consistirdan en una limpieza y, en su caso, una desinfeccidon que permitan descartar todo
riesgo identificable de propagacion del organismo nocivo. Tras su descontaminacion,

todos estos objetos dejaran de considerarse contaminados.

Cualquier medida fitosanitaria a adoptar sobre el material contaminado debe ser
realizada bajo el control y la aprobacion de los Organismos oficiales responsables de

cada Comunidad Autéonoma.
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Anexo n° 9: Medidas de aplicacion sobre el material

probablemente contaminado

Cuando el “material vegetal indicado” se haya considerado probablemente
contaminado por Ralstonia solanacearum, ademas de prohibirse su plantacion, y con el
fin de poder establecer que no exista ningin riesgo identificable de propagacion del
citado organismo nocivo, debe ser destinado a un uso adecuado o a su eliminacion de

acuerdo a alguna de las siguientes medidas:

» En el caso de los tubérculos de patata:

- El uso como patatas de consumo destinadas al consumo, envasadas para su
distribucién y venta directa sin cambio de envase, en un lugar dotado de
instalaciones de eliminacion de residuos adecuadas. Las patatas destinadas a
la siembra s6lo pueden manipularse en el mismo lugar si esto se realiza
separadamente o tras la limpieza y desinfeccion.

- El uso como patatas de consumo para la transformacion industrial, y
destinadas a la entrega directa e inmediata a una planta de transformacion
dotada de instalaciones de eliminacion de residuos adecuadas y de un
sistema de limpieza y desinfeccion de vehiculos de transporte, al menos.

- Algln otro tipo de uso o eliminacidn, siempre que se establezca que no
existe ningun riesgo identificable de propagaciéon del organismo, y previa

aprobacion de los Organismos oficiales responsables.

» En el caso de las otras partes de las plantas, incluidos los detritos del tallo y de
las hojas:
- Destruccion
- Algun otro tipo de uso o eliminacidn, a condicién de que se garantice que no
existe riesgo identificable de dispersar el organismo, y previa aprobacion de

los citados organismos oficiales responsables.

Toda maquinaria, vehiculos, naves, almacenes o unidades de éstos, y

cualesquiera otros objetos, incluido el material de embalaje, considerados
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probablemente contaminados, deben ser destruidos o descontaminados. En este ultimo
caso, los métodos adecuados consistiran en una limpieza y, en su caso, una desinfeccion
que permitan descartar todo riesgo identificable de propagacion del organismo citado.
Tras su descontaminacion, todos estos objetos dejardn de considerarse probablemente

contaminados.

Cualquier medida fitosanitaria a adoptar sobre el material considerado
contaminado debe ser efectuada bajo el control de los Organismos oficiales
responsables interesados, asi como como con la oportuna comunicacion entre estos
Organismos para garantizar en todo momento dicho control, y con la aprobacion del
Organismo oficial de cada Comunidad Auténoma donde vayan a envasarse o

transformarse las patatas, en lo que se refiere a los vertederos citados.
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Anexo n° 10: Medidas de aplicacion en las zonas delimitadas

debido a la contaminacion por Ralstonia

solanacearum

La serie de medidas que se deben aplicar dentro de las zonas delimitadas que se
hayan establecido por causa de la contaminacion por Ralstonia solanacearum, seran las

siguientes:

1. En los casos en se hayan declarado contaminados lugares de produccion, las
medidas consistiran en lo siguiente:

a) En los campos o unidades de produccion de cultivos protegidos que se hayan
declarado contaminados, se debe aplicar uno de los dos grupos de medidas que
se exponen a continuacion:

1° Durante al menos los cuatro afios de cultivo siguientes a la declaracion de la

contaminacion:

Se deben adoptar medidas para eliminar las patatas y tomateras
espontdneas asi como otras plantas hospedantes de Ralstonia solanacarum,
incluidas las malas hierbas solanaceas.

- No se plantaran:

e Tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de
patata
e Tomateras y semillas de tomateras

Y teniendo en cuenta la biologia del organismo nocivo:

e  Otras plantas hospedantes

e Plantas de especies de Brassica para las que exista un
riesgo identificado de supervivencia del organismo nocivo.

e  Otros cultivos para los que exista un riesgo identificado de
propagacion del organismo nocivo.

En la primera temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente al
periodo indicado y, siempre que se haya comprobado que durante al menos
los dos afios de vegetacion inmediatamente anteriores a la plantacion, el
campo estuvo libre de patatas y tomateras espontdneas y de otras plantas
hospedantes del organismo nocivo, incluidas las malas hierbas solanaceas:

e En el caso de las patatas, solamente se autorizard la
produccion de patatas de consumo
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e En el caso de las patatas y los tomates, los tubérculos de
patata cosechados, o las tomateras, segiin corresponda, seran
analizados.

- En la temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente a la indicada en
el guion anterior y tras un ciclo de rotacion adecuado, que serd de un
minimo de dos afios si se cultivan patatas de siembra, se efectuard un
examen oficial

2° Durante los cinco afios de cultivo siguientes al de la declaracion de la
contaminacion:

- Se adoptaran medidas para eliminar las patatas y tomateras espontaneas,
asi como otras plantas que puedan contener naturalmente al organismo,
incluidas las malas hierbas solanaceas.

- Durante los tres primeros afios, se dejara y mantendra 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 plantardn
plantas que no sean hospedantes del organismo nocivo para las que no
exista ningun riesgo identificado de supervivencia o propagacion de éste.

- En la primera temporada de cultivo de patatas o tomates siguiente al
periodo indicado y, siempre que se haya comprobado que, durante al menos
los dos afios de vegetacién inmediatamente anteriores a la plantacion, el
campo estuvo libre de patatas y tomateras espontaneas y de otras plantas
htesped del organismo, incluidas las malas hierbas solanaceas:

e En el caso de las patatas, se autorizara la produccion de
patatas de siembra y de consumos

e Los tubérculos de patata cosechados, o las tomateras,
segun corresponda, seran analizados.

b) En el resto de los campos del lugar de produccion contaminado, y a condicion de
que los organismos oficiales competentes tengan la certeza de que se ha
eliminado adecuadamente el riesgo de plantas de patata y de tomate espontaneas,
y de cualquier otra planta que pueda contener naturalmente el organismo,
incluidas las malas hierbas solanaceas, las medidas consistiran en lo siguiente:

» Durante el afio de cultivo siguiente a la declaracion de la contaminacion:

No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de
patata, ni de cualquier otra planta que pueda contener naturalmente
Ralstonia solanacearum, o bien
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- En el caso de los tubérculos de patata, se podran plantar patata de
siembra oficialmente certificada, pero sélo para la produccion de patata de
consumo,

- En el caso de las tomateras, solamente se plantaran tomateras para la
produccidén de fruto obtenidas de semillas que cumplan los requisitos de la
Directiva 2000/29/CE del Consejo, de 8 de mayo de 2000, relativa a las
medidas de proteccion contra la introduccién en la Comunidad de
organismos nocivos para los vegetales o productos vegetales y contra su
propagacion en el interior de la Comunidad.

Durante el seguno afio de cultivo siguiente al de declaracion de

contaminacion:
- En el caso de las patatas, solamente se plantaran, para la produccion de
patatas de siembra o de consumo, patatas de siembra certificadas o patatas
de siembra analizadas para determinar la inexistencia de podredumbre
parda, y cultivadas bajo control oficial en lugares de produccion diferentes a
los declarados contaminados.
- En el caso de los tomates, solamente se plantardn tomateras para la
produccidon de plantas o fruto obtenidas de semillas que cumplan los
requisitos de la Directiva 2000/29/CE del Consejo, o si se han propagado
vegetativamente, de tomateras producidas a partir de esas semillas y
cultivadas bajo control oficial en lugares de produccion diferentes de los
mencionados.

Durante al menos los tres afios de cultivo siguientes al de declaracion de
contaminacion:
- En el caso de las patatas, se plantaran para la produccion de patatas de
siembra o de consumo exclusivamente patatas de siembra certificadas o
patatas de siembra que se hayan cultivado bajo control oficial a partir de
patatas de siembra certificadas
- En el caso de los tomates, solamente se plantardn tomateras para la
produccion de plantas o fruto, obtenidas de semillas que cumplan los
requisitos de la Directiva 2000/29/CE o tomateras cultivadas bajo control
oficial a partir de estas plantas
- En cada uno de los afios de cultivo indicados en los guiones anteriores, se
tomaran medidas para eliminar las plantas de patata espontaneas y otras
plantas que puedan contener naturalmente al organismo, si existen, y se
efectuaran una inspeccion oficial del cultivo en crecimiento en los
momentos pertinentes y, en cada campo de patatas, se efectuaran pruebas
oficiales de las patatas cosechadas

¢) Inmediatamente después de haberse declarado la contaminacidn, y tras el primer
afio de cultivo siguiente:

>

Toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento del lugar de
produccion que se utilicen en la produccion de patatas o tomates se limpiaran
y, en su caso, desinfectaran utilizando métodos adecuados consistentes en una
limpieza, y en su caso, una desinfeccion que permitan descartar todo riesgo
identificable de propagacion del organismo. Estas operaciones se efectuaran
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d)

bajo la supervision de los organismos oficiales responsables de las
Comunidades Autéonomas.

» Con el fin de impedir la propagacion del organismo nocivo, se efectuaran
controles oficiales de los planes de riego y rociamiento, y en caso necesario,
se prohibiran los mismos.

En el caso de las unidades de produccion de cultivos protegidos que hayan sido
declaradas contaminadas, y en las que sea posible una sustitucion total de los
medios de cultivo:

» No se plantaran tubérculos, plantas ni semillas propiamente dichas de patata,
ni otrs plantas que puedan ser huesped del oganismo, incluidas tomateras y
semillas de tomate, a menos que, por una parte, la unidad de produccion se
haya sometido a medidas oficialmente supervisadas que, teniendo por objeto
la eliminacion del organismo nocivo y la retirada de todo el material vegetal
hospedante, 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 autorizacidn para la produccién de patatas o
tomates

» La produccion procedera, en el caso de la patata, de patatas de siembra
certificadas o de minitubérculos o microplantas obtenidos de fuentes
analizadas.

» En cuanto a la produccion de tomates, la produccion deberd proceder de
semillas que cumplan los requisitos de la Directiva 2000/29/Ceo, si se han
propagado vegetativamente, de tomateras producidas a partir de estas semillas
y cultivadas bajo control oficial

» Asimismo, con el fin de impedir la propagacion del organismo nocivo, se
efectuaran controles oficiales de los planes de riego y rociamiento, y en su
caso, se prohibiran los mismos.

2. Dentro de la Zona delimitada y sin perjuicio de las medidas dispuestas en el
punto 1 del presente Anexo, las Comunidades Autonomas deben adoptar las
siguientes medidas:

a)

b)

Inmediatamente después de la declaracion de contaminacion, garantizaran que se
limpie y desinfecte toda la maquinaria e instalaciones de almacenamiento de la
explotacion que se hayan utilizado para la produccion de patatas y tomates,
como resulte adecuado y con los métodos apropiados consistentes en una
limpieza, y en su caso, una desinfeccion que permitan descartar todo riesgo
identificable de propagacion del organismo. Estas operaciones se efectuaran bajo
la supervision de los organismos oficiales responsables de las Comunidades
Autonomas.

Inmediatamente y durante al menos tres afios de cultivo después de la
declaracion de contaminacion:
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» En los casos en que la delimitacidon de la Zona haya sido efectuada:

- Se garantizard que sus organismos oficiales responsables supervisen las
instalaciones que cultiven, almacenen o manipulen tubérculos de patata o
tomates, asi como aquellas otras instalaciones que utilicen en el marco de un
contrato, maquinaria para la produccion de patatas o tomates.

- Se requerird 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 efectiie un andlisis después de cosechar
los cultivos de patatas de siembra en lugares de produccion determinados
como probablemente contaminados.

- Se exigird que se manipulen por separado las existencias de patatas de
siembra y de patatas de consumo recolectadas en todas las explotaciones de
la zona o, cuando sea adecuado, que se efectue una desinfeccion entre la
manipulacién de las existencias de patatas de siembra y de patatas de
consumo.

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

- Se efectuara el examen oficial preceptivo.

» En los casos en que se hayan declarado contaminadas aguas de superficie o en

que se hayan incluido dichas aguas entre los factores de la posible
propagacion del organismo nocivo:

- Se realizard un examen anual, en los momentos oportunos, con una toma
de muestras de las aguas de superficie y, cuando sea oportuno, de las plantas
hospedantes solandceas presentes en las fuentes hidricas pertinentes, asi
como andlisis con arreglo a los métodos pertinentes establecidos para el
“material vegetal indicado” y para otros casos.

- Con el fin de impedir la propagacién del organismo nocivo, se deben
establecer controles oficiales de los planes de riego y rociamiento, asi como
una prohibicion del uso de las aguas declaradas contaminadas para el riego
y rociamiento del “material vegetal indicado”, y en su caso, de otras plantas
hospedantes. Esta prohibicion podrd reexaminarse en funciéon de los
resultados obtenidos en el examen anual mencionado, y podran revocarse
las declaraciones cuando los organismos oficiales responsables tengan la
certeza de que las aguas superficiales ya no estan contaminadas. Podra
autorizarse el uso del agua sometida a prohibicion, bajo control oficial, para
el riego y el rociamiento de las plantas huesped, cuando se utilicen técnicas
aprobadas oficialmente que eliminen el organismo y eviten su propagacion.
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- En los casos en que se hayan contaminado por vertidos de residuos
liquidos, se deben establecer controles oficiales de la eliminacion de los
residuos sélidos o liquidos procedentes de las instalaciones industriales de
transformacidn o envasado que manipulen el “material vegetal indicado”.

c) Se establecera, cuando sea pertinente, un programa para la sustitucién en un
plazo adecuado de todas las existencias de patatas de siembra.
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Anexo n° 11: Aviso de medidas para prevenir la enfermedad

Directiva 2000/29/CE del Consejo de la Comunidad Europea, incorporada a la
normativa juridica interna por el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero (Introduccién
de organismos nocivos de vegetales o productos vegetales) (Prohibicidn). Directiva
98/57/CE del Consejo, incorporada por Real Decreto 1644/1999 sobre el control de
Ralstonia solanacearum.

A D/D? (Propietario/CUIIVAAOT) v e s ueee e e etete e e e e ee e eneneseeneneneeesneneneeeeesneneeeeesnenennenn
DITECCION ...ttt e e

Las muestras de plantas de patata / tubérculos, recogidas en la parcela / almacén de su

propiedad / cultivada / utilizado por usted, e identificada con poligono catastral .........,
parcela catastral .......... , situada en la localidad de ....................... , municipio
........................... ,provinciade ......................., han sido encontradas infectadas

por podredumbre parda de la patata (Ralstonia solanacearum) en los analisis de
laboratorio. La parcela en cuestion estd marcada en el plano adjunto.

Debo informarle de que en cumplimiento de la normativa citada, ahora se le requiere lo
siguiente:

Firmado ..o,
(Oficial/inspector/funcionario autorizado para los fines de insp.fitosanitaria)

Aviso: Cualquier persona que incumpla esta notificacion sera sancionada
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1.- INTRODUCCION

Globodera rostochiensis y Globodera pallida son las dos especies del género
Globodera denominadas como “nematodos del quiste de la patata” (PCN), y
tienen como principal hospedante al cultivo de la patata, aunque también
afectan a otras especies de solanaceas, como el pimiento, el tomate y la

berenjena.

La presencia de PCN en una parcela de produccion puede generar grandes
pérdidas econdmicas llegando a reducir el rendimiento del -cultivo
considerablemente. La principal via de propagacion del PCN es a través del
movimiento de patatas de siembra o vegetales hospedantes infectadas,
replantacion de vegetales procedentes de parcelas contaminadas, vy
contaminacion del suelo a través de la maquinaria o aperos de labranza. Los
nematodos también pueden ser transportados por el agua, asi que existe
riesgo de contaminacion por agua de lavado, ademas de por otros residuos
existentes en el suelo. Los nematodos se multiplican rapidamente en
presencia de plantas huésped, en ausencia de hospedantes, las poblaciones
descienden, pero mas lentamente. Esta facilidad de propagacion, unida
ademas a la propia biologia del organismo (los quistes que forma le otorgan
gran resistencia para sobrevivir sin hospedador durante largos periodos de
tiempo), hacen que el control de este organismo en campo se complique y
exija una combinacion de diferentes medidas de lucha, asi como acciones

preventivas.

La publicacion de la Directiva 2007/33/CE del Consejo que deroga la
anterior Directiva de Control y que obliga a adoptar disposiciones mas
completas, ha originado un nuevo procedimiento de control del PCN. Estas
disposiciones, no sélo hacen referencia a los tubérculos de patata, sino que
se han ampliado a otros vegetales hospedantes destinados a la plantacion y
a vegetales no hospedantes del nematodo pero que pueden propagarlo,
obligdndoles a la realizacién de inspecciones (examenes o estudios) que

garanticen la ausencia del mismo.
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En el presente Manual de Procedimiento se pretenden recoger las medidas
de control que deben adoptarse y aplicar en todos los Estados miembros de
la Unién Europea (UE) desde el 1 de julio de 2010.

2.- ANTECEDENTES

El nematodo del quiste de la patata, inicialmente identificado como el
nematodo dorado (Heterodera rostochiensis Wollenweber), fue uno de los
primeros agentes patdgenos vegetales en ser objeto de una Directiva de

control mediante la publicacion de la Directiva 69/465/CEE del Consejo.

La Directiva exigia una investigacién oficial, para garantizar que los
plantones de patata destinados a la comercializacion, sélo podian producirse
en parcelas en las que se habia comprobado que no estaban contaminadas
por el nematodo dorado. En las parcelas contaminadas, las patatas o
vegetales cosechados no se podian destinar a replantacion, aunque se
permitian excepciones para fines cientificos, pruebas y trabajos de
seleccion, asi como la posible utilizacién de patatas de consumo en
determinadas circunstancias. Ademas, se permitia la plantacion de patata
cuando se utilizaban variedades de patata totalmente resistentes, el cultivo
de patata era recolectado antes de que los quistes llegaran a su madurez, el
cultivo se realizaba después de la desinfeccidén del suelo. La Orden de 28 de

febrero de 1986 incorpord a la legislacion espafiola dichas medidas.

El PCN también estd regulado en la Directiva 2000/29/CE, la cual
reglamenta las medidas de proteccion contra la introduccidon y propagacion
de organismos nocivos en la Comunidad Europea. Al figurar como un
organismo de cuarentena en el Anexo IAII, su introducciéon y propagacion
en la UE esta prohibida. El Anexo IV de dicha Directiva exige que las patatas
y las plantas con raices destinados a la plantacion, introducidos o
transportados dentro de la UE, procedan de un campo o lugar de produccién
exento de los nematodos del quiste de la patata. Esta Directiva se incorporé
al ordenamiento juridico interno mediante el Real Decreto 58/2005, de 21

de enero.
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Por otro lado, la comercializacidon de patatas de siembra esta regulada por
la Directiva 2002/56/CE, que también establece requisitos fitosanitarios
obligando a que, tanto el campo de produccion de patatas de siembra,

como los lotes de patatas de siembra clasificados, estén libres de PCN.

Desde la adopcion de la Directiva 69/465/CEE se ha avanzado
considerablemente en lo que respecta a la nomenclatura, la biologia y la
epidemiologia de las especies y poblaciones de nematodos del quiste de la
patata asi como su patrén de distribucién. En consecuencia la Directiva
2007/33/CE, relativa al control de los nematodos del quiste de la patata y
por la que se deroga la Directiva 69/465/CEE fue aprobada por el
Parlamento Europeo el 11 de junio 2007 y entrara en vigor el 1 de julio de
2010. El objeto de las medidas establecidas en la Directiva es determinar la
distribucién y evitar la propagacion de los mencionados organismos nocivos,
manteniéndolos bajo control. La Directiva 2007/33/CE se ha traspuesto a la
legislacion espanola mediante el Real Decreto 920/2010, de 16 de julio, por
el que se establece el Programa Nacional de Control de los nematodos del

quiste de la patata.

3.- CONTENIDO DE LA DIRECTIVA 2007/33/CE

3.1- Objeto y definiciones

A la hora de analizar el contenido de la Directiva 2007/33/CE relativa al
control de los nematodos del quiste de la patata, se debe tener en cuenta
en primer lugar que las medidas planteadas contemplan diferentes niveles
de riesgo en funcidn de los distintos cultivos contemplados en la legislacién.
Las medidas mas restrictivas se han establecido para el cultivo de la patata
y los vegetales hospedantes (pimiento, tomate y berenjena) dado que
aquellos vegetales que tienen un mayor riesgo de introduccion vy
propagacién del nematodo. Este material vegetal exige un control muy
riguroso puesto que ademads de multiplicar el patégeno, lo puede

transportar en replantacién, extendiendo el problema.

En otro nivel de riesgo, se encuentran aquellos vegetales con raices

destinados a plantacion (puerro, remolacha, repollo, fresa y esparrago), y
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los bulbos, tubérculos y rizomas también destinados a plantacién (chalota,
cebolla, dalia, gladiolo, jacinto, lirio, azucena, narciso y tulipan). Este grupo
de vegetales no son hospedantes del PCN, por lo que el nematodo no se
multiplica en su presencia, sin embargo si pueden propagarlo si han sido
producidos en parcelas contaminadas y su destino es la plantaciéon. En
principio, este material esta sujeto a un control y restricciones similares al
anterior, pero dado que el riesgo es menor, en determinadas situaciones la

legislacién es menos exigente.

Una vez situado el contexto sobre el que se desarrolla el cumplimiento de
las medidas, la Directiva plantea una serie de definiciones que debido a su
continua utilizacion durante el texto necesitan de una explicacion previa. En
el Anexo n° 1 son definidos una serie de conceptos de interés para la

mejor comprension de la Directiva 2007/33/CE.

3.2- Elementos clave de la nueva Directiva del PCN

> Capacita a los Estados Miembros a definir lo que constituye una
parcela a efectos de la Directiva 2007/33/CE. Este concepto es de suma
importancia, puesto que la parcela se corresponde con la unidad de
suelo en la que se va a tomar la muestra de suelo. En caso de detectar
la presencia de PCN, las restricciones establecidas en la legislacién se
aplican a toda la parcela y al material procedente de ella. Por ello es
muy importante, en aquellos casos en que se considere conveniente
reducir el tamano de la parcela, tener en cuenta que ademas de los
criterios puramente catastrales en la definicion de la parcela, es
fundamental, para justificar técnicamente esta decision, la aplicacién de
criterios técnicos que permitan distinguir unas parcelas de otras. Por
ultimo, el tamafio de la parcela influye en los porcentajes de muestreo
de suelo que se van a aplicar, en parcelas de gran tamafio se permite
utilizar porcentajes de suelo reducidos.

» Introduce el concepto de zona definida oficialmente en la que no
existe riesgo de propagacion de nematodos y en la cual se puede eximir
de la realizacion de examenes oficiales (ver Definicion en Anejo n°1).

> Armonizacion en todos los Estados Miembros del porcentaje de

muestreo en el andlisis de suelo previo a la plantacion. El
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procedimiento permite la reduccién del porcentaje de suelo en
determinadas situaciones.

> Obliga a la realizacion de un analisis previo a la plantacién (examenes
oficiales) para patatas de siembra el resto de vegetales recogidos en la

Directiva, para garantizar que la parcela esta libre del nematodo. Este

anadlisis puede eximirse en condiciones de poco riesgo (zona definida

oficialmente) o, para determinados vegetales, si existe una verificacién
para por parte del Organismo Oficial de ausencia de organismo.

> Realizacién de un estudio oficial anual en las parcelas de patata de
consumo (al menos un 0,5%) que sirva para conocer la distribucion
geografica del organismo.

> Obligacién de registrar oficialmente los resultados de las parcelas
infestadas.

> Restricciones en parcelas contaminadas y sobre el material
contaminado.

- No cultivar patatas de siembra ni vegetales hospedantes del PCN

- Las patatas de consumo sélo se podran cultivar en las parcelas
infestadas bajo un programa de control oficial que suprima la
poblacion del nematodo

- Las patatas destinadas a la industria solo se podran cultivar si se
garantiza su correcto procesado en una planta con una adecuada
eliminacion de residuos.

- El resto de vegetales con raices y los bulbos, tubérculos y rizomas
con intencion de transplante soélo se podran cultivar si han sido
desinfectados, lavados o cepillados mediante métodos adecuados, de
tal manera que no se pueda determinar riesgo alguno de propagacién
del PCN
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4.- PARCELAS OBJETO DEL PROGRAMA NACIONAL DE
CONTROL DE LOS NEMATODOS DEL QUISTE DE LA
PATATA

La Directiva 2007/33/CE establece la obligacion de realizar examenes

oficiales en todas las parcelas en las que se vayan a plantar o almacenar:

> Patatas de siembra destinadas a la produccion de patatas de siembra

> Plantas hospedadoras con raices destinadas a plantacién. Estas
plantas tienen un riesgo de propagacién muy alto debido a que pueden
multiplicar el patdgeno y a su vez propagarlo al ser vegetales destinados
a plantacion, por lo que estan sujetas a restricciones muy similares a las
de la patata de siembra

> Vegetales con raices, bulbos, tubérculos y rizomas destinados a
plantacion. Este grupo de vegetales y productos vegetales no son
plantas hospedadoras, pero tienen un riesgo potencial de propagacion
del nematodo dado que son cultivos que entran en rotacion con el cultivo
de la patata, y pueden transmitir el patdgeno a otras parcelas si se
producen en parcelas contaminadas. Las restricciones a las que estan
sujetos pueden presentar excepciones si el material vegetal es
desinfectado o sometido a medidas de retirada del suelo de tal manera

que no exista riesgo de propagacién del nematodo.

En el Anexo n°2 se presenta la relacion detallada de géneros y especies de
vegetales y productos vegetales que son objeto de examenes oficiales

relativos al nematodo del quiste de la patata.

En el Anexo n°3 se exponen las situaciones contempladas en la legislaciéon

en las que se puede eximir de la realizacion de los exdmenes oficiales.

Asimismo, la legislacién establece que se deben realizar estudios oficiales
en al menos un 0,5% de la superficie utilizada en el afio de que se trate
para la produccién de patatas que no sean las utilizadas para la

produccion de patata de siembra (patata de consumo). El objeto de
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los estudios oficiales es determinar la distribucién del nematodo del quiste

de la patata.

El dato de la superficie de cultivo de patata del afo se obtendra de la
declaracién de cultivo de las ayudas de la PAC en cada Comunidad
Auténoma. Para la seleccion de parcelas se recomienda utilizar criterios que
tengan en cuenta el riesgo de propagacion del nematodo, estableciendo una
muestra resultante con un componte aleatorio y otro componente dirigido

segun criterios de riesgo de dispersién de la plaga.

En el Anexo n24 se detalla un ejemplo de procedimiento de seleccién de

parcelas y establecimiento de criterios de riesgo.

5.- MUESTREO

Los examenes y estudios oficiales consistirdn en un muestreo de suelo
obligatorio y posterior envio al correspondiente laboratorio de diagndstico
en el que se realizardn ensayos para detectar la presencia de los nematodos

del quiste de la patata.

La legislacién establece unos porcentajes de muestreo de suelo que pueden
ser de dos tipos: porcentaje estandar o porcentaje reducido.

En los exdmenes oficiales, el porcentaje estandar fijado se puede reducir
en parcelas con un historial de ausencia de nematodos del quiste de la
patata o ausencia de plantas hospedadoras. Ademas, tanto si se aplica el
porcentaje estandar o el porcentaje reducido, se pueden aplicar reducciones
en el porcentaje de suelo recogido en parcelas de gran tamafio. Por ultimo,
se puede aplicar un porcentaje de suelo reducido en zonas declaradas libres
de nematodos, diferentes de las zonas definidas oficialmente, y que deben
establecerse segun los criterios recogidos en la norma NIMF n°4,

Para la realizacion de estudios oficiales, se establece un porcentaje
estandar que se puede reducir aplicando un muestreo selectivo de suelo si
se encuentran raices que presentan sintomas de presencia del nematodo, o
en el caso de tomar suelo que haya estado en contacto con las patatas, tras
la cosecha, siempre que se pueda determinar la parcela en la que se

cultivaron dichas patatas.
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En el Anexo n°5 se recoge toda la informacidn relativa al muestreo para la
realizacidn de los exdamenes y estudios oficiales, en particular, en lo relativo

a las condiciones de aplicacion de cada porcentaje de muestreo.

PERIODO DE REALIZACION DE LOS EXAMENES OFICIALES

El examen oficial en las parcelas se llevara a cabo entre la recoleccion
de la ultima cosecha y la plantaciéon de los vegetales que son objeto
del citado examen (patatas de siembra destinadas a la produccion de
patatas de siembra, plantas hospedadoras con raices, otros vegetales con

raices y los bulbos, tubérculos y rizomas).

Soélo podra llevarse a cabo con anterioridad si, en el momento del examen,
no hay presencia de patatas ni de plantas hospedadoras con raices
(Capsicum spp, Lycopersicon lycopersicum, Solanum melongena), ni se han
cultivado desde entonces. Ademas, deben estar disponibles las pruebas
documentales de los resultados del examen que confirmen que no se han
detectado nematodos del quiste de la patata. Podran considerarse pruebas
documentales los resultados de los examenes oficiales anteriores al 1 de
julio de 2010 (fecha de entrada en vigor del RD /2010).

Los estudios oficiales se pueden realizar tanto con el terreno libre de

cultivo como con presencia del mismo.

ACTAS DE INSPECCION FITOSANITARIA

Los Organismos Oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma deben
dejar constancia de la realizacién de los examenes y estudios oficiales a
través de las correspondientes actas de inspeccion fitosanitaria. En el
Anexo n%6 se muestra un modelo de acta de inspeccion fitosanitaria
adaptada a una inspeccién de parcela objeto del Programa Nacional de

Control de los nematodos del quiste de la patata.
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6.- ENVIO DE LAS MUESTRAS AL LABORATORIO

Las muestras tomadas durante los examenes y estudios oficiales que se
acaban de describir deben ser enviadas al correspondiente Laboratorio de
diagndstico. Para el envio de dichas muestras al laboratorio de diagndstico,
se debe utilizar el modelo recogido en el Anexo n°7. Los analisis de
laboratorio deben realizarse conforme a los métodos para la extraccion de
los nematodos del quiste de la patata descritos en los correspondientes
Procedimientos fitosanitarios o Protocolos de Diagndstico para la Globodera

pallida y Globodera rostochiensis: normas EPPO.

Para la realizaciéon de los exdmenes complementarios, a saber, extracciéon
de quistes, identificacion de especies y, si procede, determinacion del

patotipo/grupo de virulencia, se utilizara la totalidad de la muestra.
7.- REGISTROS OFICIALES

Las comunidades auténomas deben registrar oficialmente la informacién
de los resultados (presencia o ausencia de nematodos) de las parcelas
sometidas a examenes oficiales, asi como la informacién de las parcelas
en las que se ha detectado presencia de nematodos como consecuencia
de la realizacién de los estudios oficiales. Los resultados de los examenes
oficiales realizados antes del 1 de julio de 2010 (fecha de entrada en vigor
del RD 920/2010) también seran objeto de este registro.

7.1.- Notificacion de resultados

Los resultados de los estudios oficiales del periodo previo de 12 meses
se notificaran por escrito al Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y
Marino, y éste a su vez, los notificara a través del cauce correspondiente, a
la Comision Europea antes del 1 de abril de cada ano. En el Anexo n°8 se

establece un modelo de notificacion
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8.- DECLARACION DE CONTAMINACION

Cuando en una parcela se haya detectado presencia de nematodos del
quiste de la patata como consecuencia de la realizacion del examen o
estudio oficial, el organismo oficial responsable de la Comunidad Autéonoma
debe registrar esa informacién. Las patatas (destinadas o no a la
produccion de patata de siembra) o los vegetales objeto del programa
nacional de control del quiste de la patata (ver Anexo n°1) que procedan de
esa parcela o que hayan estado en contacto con suelo en el que se hayan
detectado nematodos del quiste de la patata se declararan oficialmente

contaminados.

En el Anexo n°9 se adjunta un modelo de Declaracién de contaminacién

del material vegetal.

9.- MEDIDAS DE CONTROL

La confirmacidon de presencia de nematodos del quiste de la patata en una
parcela como consecuencia de la realizacién del examen o estudio oficial,
obliga a tomar una serie de medidas, con el fin de evitar la dispersion de la

enfermedad y mantenerlos bajo control.

Estas medidas implican restricciones tanto en la parcela registrada
oficialmente como infestada, como en el destino del material vegetal

declarado contaminado.

9.1.- Restricciones en la parcela registrada

oficialmente como infestada

Cuando en una parcela que se haya registrado oficialmente como infestada
como consecuencia de la realizacion de un examen o estudio oficial relativo
al nematodo del quiste de la patata, las comunidades auténomas

prescribiran las siguientes medidas preventivas:
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> No se podran plantar en la parcela patatas de siembra destinadas a
la produccion de patatas de siembra

> No se podran plantar ni almacenar en la parcela los vegetales o
productos vegetales objeto del Programa Nacional de Control del
nematodo del quiste de la patata (ver Anexo n©2) destinados a
replantacion, salvo que sean desinfectados y se haya retirado el suelo,
de tal forma que no exista riesgo de propagacién del nematodo.
En concreto, se permitira la plantaciéon de aquellos vegetales con raices,
bulbos, tubérculos y rizomas de los géneros y especies: Allium porrum,
Beta vulgaris, Brassica., Fragaria spp., Asparagus officinalis, Allium
ascalonicum, Allium cepa, Dahlia spp., Hyacinthus spp., Gladiolus
Toven, Iris spp., Lilium spp., Narcissus spp., Tulipa spp. destinados a la
produccion de vegetales para plantar, siempre que estén sujetos a las
siguientes medidas autorizadas oficialmente para eliminar el riesgo de
propagaciéon del nematodo del quiste de la patata :

e Desinfectacion mediante los métodos adecuados de tal
manera que no se pueda determinar riesgo alguno de
propagacién de los nematodos del quiste de la patata.

e Retirada del suelo mediante lavado o cepillado hasta
eliminarlo practicamente por completo, de tal manera que
no se pueda determinar riesgo alguno de propagacion de los
nematodos del quiste de la patata.

> Para plantar patatas distintas de las destinadas a la produccion
de patatas de siembra, los organismos oficiales responsables de las
comunidades auténomas prescribiran la obligacion de someter dichas
parcelas a un programa de control oficial que tenga por objeto como

minimo la supresién de los nematodos del quiste de la patata.

PROGRAMA DE CONTROL OFICIAL

Las parcelas registradas oficialmente como infestadas por el nematodo del
quiste de la patata, y en las que se vayan a plantar patatas distintas de las
destinadas a la produccidon de patatas de siembra, se deberan someter a un
programa de control oficial que se notificard por escrito al Ministerio de

Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, y este a su vez, lo notificara a
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través del cauce correspondiente, a la Comisiéon Europea y a los demas

Estados Miembros.

El objetivo del programa de control oficial es, como minimo, la supresion de
la poblacion de nematodos del quiste de la patata, y tendra en cuenta los

siguientes aspectos:

> El nivel de infestacion del nematodo.

> Las particularidades del sistema de produccion y comercializacion
de las plantas hospedadoras de nematodos del quiste de la patata en la
comunidad auténoma pertinente.

> Las caracteristicas de la poblacion de nematodos del quiste de la
patata presente en la comunidad auténoma.

> La utilizacion de variedades resistentes que ofrezcan los niveles de
resistencia mas elevados de que se disponga. El grado de resistencia al
nematodo del quiste de la patata se cuantificard de acuerdo con el
baremo de puntuacion estandar que figura en el Anexo n°10, y los
ensayos de resistencia se efectuaran segun el protocolo detallado en el
Anexo n°11. El listado de nuevas variedades resistentes deberd ser
remitido por las Comunidades Auténomas al MARM antes del 16 de
enero de cada ano segun el modelo establecido en el Anexo n°12. En
caso de confirmarse una degradacion o variacidon de la eficacia de una
variedad de patata resistente, se debera notificar (Anexo n°13) por
escrito al MARM cada afio antes del 15 de diciembre.

> La aplicacion de nematicidas autorizados en el Registro de Productos
Fitosanitarios.

> La superficie afectada por el nematodo.

> Otra medidas, como por ejemplo el establecimiento de una rotacion
de cultivos (se ha comprobado que la prohibicion del cultivo de patata y
vegetales hospedantes disminuye la poblacién de nematodos del quiste
de la patata aproximadamente en un 20% cada afio), la utilizacion de

cultivos trampa, lucha bioldgica, etc.

En el Anexo n°14 se presenta una guia para la elaboracion de un

Programa de control oficial.
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9.2.- Restricciones para el material contaminado

En el material vegetal contaminado, las comunidades auténomas deben

tomar las siguientes medidas en funcidon del tipo de material vegetal:

> No se plantaran las patatas de siembra destinadas a la produccién
de patatas de siembra ni las plantas hospedadoras con raices
destinadas a la produccion de vegetales para la plantacion: Capsicum

spp., Lycopersicon lycopersicum y Solanum melongena

> Las patatas destinadas a la transformacion industrial o al
calibrado estardn sujetas a medidas autorizadas oficialmente
consistentes en la entrega a una planta de transformacion o
calibrado dotada de procedimientos de eliminacion de residuos
adecuadas y autorizadas oficialmente, con respecto a la cual se haya
establecido la ausencia de riesgo de propagacion de nematodos del

quiste de la patata.

> Los vegetales con raices Allium porrum L., Beta vulgaris L., Brassica

spp., Fragaria L., Asparagus officinalis L.; y los bulbos, tubérculos y

rizomas de: Allium ascalonicum L., Allium cepa L., Dahlia spp.,

Gladiolus Toven ex L., Hyacinthus spp., Iris spp., Lilium spp., Narcissus

L., Tulipa L., no se plantardan a menos que se hayan sometido a las

siguientes medidas aprobadas oficialmente, de tal manera que dejen de

estar contaminados:

- Desinfectacion mediante los métodos adecuados de tal manera que
no se pueda determinar riesgo alguno de propagacién de los
nematodos del quiste de la patata

- Retirada del suelo mediante lavado o cepillado hasta eliminarlo
practicamente por completo, de tal manera que no se pueda
determinar riesgo alguno de propagacion de los nematodos del quiste

de la patata.
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10.- LEVANTAMIENTO DE RESTRICCIONES

En una parcela oficialmente registrada como infestada se contempla la
realizacién de un nuevo muestreo oficial seguin el protocolo de muestreo
descrito, tras un periodo minimo de seis afios a partir de la confirmacién
positiva de los nematodos del quiste de la patata o a partir del cultivo de la
Ultima cosecha de patatas. Este nuevo muestreo se debe realizar con un
porcentaje estandar de muestra de suelo o con porcentaje reducido en caso

de tratarse de una parcela de gran tamafio (>8 ha, ver Anexo n°5).

Si una vez llevada a cabo esta medida, no se confirma la presencia de
nematodos del quiste de la patata, el organismo oficial responsable de la
comunidad autéonoma debe actualizar el registro oficial y revocar toda
restriccion impuesta a la parcela en cuestion (ver Anexo n°15 Modelo de
acta de levantamiento de restricciones). Este periodo podrd reducirse a un
minimo de tres afios en el caso de que se hayan tomado medidas de control

autorizadas oficialmente.

11.- EXCEPCIONES CON FINES CIENTIFICOS

Sin perjuicio de las disposiciones del Real Decreto 58/2005, se podran
autorizar excepciones a lo dispuesto en el apartado 8 del presente Manual,
de conformidad con las normas establecidas para la realizaciéon de pruebas
e investigaciones cientificas o de estudios en materia de seleccién de
variedades en el Real Decreto 401/1996, de 1 de marzo, y en el Real
Decreto 39/1998, de 16 enero, por los que se establecen las condiciones
para la introduccidn en el territorio nacional de determinados organismos
nocivos, vegetales, productos vegetales y otros objetos, con fines de

ensayo, cientificos y para la actividad de seleccion de variedades.

12.- MEDIDAS ADICIONALES

Los Organismos oficiales responsables de cada Comunidad Auténoma

podran adoptar las medidas complementarias o0 mas rigurosas que sean
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necesarias para mantener los nematodos del quiste de la patata bajo
control o evitar su propagacién, siempre y cuando se ajusten a las

disposiciones del Real Decreto 58/2005.

Las Comunidades Auténomas notificaran los detalles de las medidas
adicionales adoptadas, al Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y
Marino, y éste a su vez, a través del cauce correspondiente, a los otros

Estados Miembros y a la Comisién Europea.
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Anexo n°1: Definiciones de interés

Parcela: porcién continua de terreno perteneciente a una misma
parcela o recinto, segun se definen en el articulo 4 del Real Decreto
2128/2004 de 29 de octubre, por el que se regula el Sistema de
Informacion Geografica de las Parcelas Agricolas que reune las siguientes
caracteristicas:

e Que se destine a la plantacion o almacenamiento de especies
agricolas del anexo I, patatas de siembra o patatas que no sean

destinadas a la produccién de patatas de siembra.

¢ Que sean objeto de cultivo o almacenamiento siguiendo unos mismos

métodos y técnicas.

e Que esté definida espacialmente por un croquis acotado de la
superficie a sembrar o almacenar. No sera necesario este requisito
cuando la superficie de la parcela coincida con la de parcela o recinto
definidos en el articulo 4 del Real Decreto 2128/2004.

Articulo 4 del RD 2128/2004:

a) Parcela: una superficie continua del terreno con una referencia

alfanumérica Unica representada graficamente en el SIGPAC.
b) Recinto: una superficie continua de terreno dentro de una parcela

con un uso agricola unico de los definidos en el RD 2128/2004.

Oficial u oficialmente: establecido, autorizado o ejecutado por los
organismos oficiales responsables de un Estado miembro, tal como se
definen en el articulo 2-1.g) del Real Decreto 58/2005, de 21 de enero, por
el que se adoptan medidas de proteccién contra la introduccién y difusion
en el territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos nocivos
para los vegetales o productos vegetales, asi como para la exportacion y

transito hacia paises terceros.
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Organismos oficiales responsables (Articulo 2.1.g del RD 58/2005)

1.9 El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacidn, respecto a los
intercambios con terceros paises y respecto de las funciones que se
indican en el articulo 1.5 de este real decreto y lo dispuesto en el
capitulo II del titulo II de la Ley 43/2002, de 20 de noviembre, de
sanidad vegetal.

2.9 Los 6rganos competentes de las comunidades auténomas en los
restantes casos.

Los organismos referidos podran delegar sus funciones, que deberan
realizarse bajo su responsabilidad y control, en toda persona juridica
de derecho publico que, con arreglo a sus estatutos oficialmente
aprobados, sea responsable exclusivamente de funciones publicas

especificas.

Las comunidades autéonomas comunicaran al Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién los organismos competentes y las
posibles delegaciones de funciones en otros entes publicos, para su

comunicacion a la Comision.

Variedad de patata resistente: variedad que al ser cultivada inhibe
notablemente el desarrollo de una poblacidon determinada de nematodos del

quiste de la patata.

Examen: procedimiento metddico cuyo objeto es determinar la

presencia de nematodos del quiste de la patata en una parcela.

Estudio: procedimiento metddico efectuado durante un periodo de
tiempo definido cuyo objeto es determinar la distribucién de nematodos del

quiste de la patata en el territorio de una comunidad auténoma.

Verificacion:
e Ausencia de historial de nematodos del quiste de la patata en la
parcela durante los Ultimos 12 afios, basada en los resultados de

ensayos pertinentes autorizados oficialmente.
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e Historial conocido de cultivos en el que conste que en la parcela no se
han cultivado patatas ni otras plantas hospedadoras con raices:
Capsicum spp., Lycopersicon lycopersicum, Solanum melongena; en

los ultimos 12 afos.

Zona definida oficialmente: area que ha sido determinada por los
Organismos Oficiales de un Estado Miembro. En el contexto en el que nos
encontramos es un lugar en el que no existe riesgo de propagacién de los
nematodos del quiste de la patata y en el que si se planta patata de
siembra o vegetales enumerados en el Anexo I de la Directiva 2007/33/CE
para su uso en el mismo lugar de produccién, el examen oficial no sera

exigido.

Criterios utilizados para definir una zona oficialmente:

e Los vegetales producidos en esa zona se van a plantar en el
mismo lugar de produccion.

e El movimiento de patatas y vegetales recogidos en el Anexo I
de la Directiva 2007/33/CE debe estar controlado, de tal
manera que se pueda asegurar que no sean plantados en otras

zZonas.
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Anexo n° 2: Relacion de vegetales objeto de examenes y

medidas oficiales

a) Patata de siembra destinada a la produccion de patata

de siembra

b) Plantas hospedadoras con raices destinadas a la produccién
de vegetales para la plantacion:
o Capsicum spp. (pimiento)
o Lycopersicon lycopersicum (L.) Karst. ex Farw. (tomate)

o Solanum melongena L. (berenjena)

c) Otros vegetales con raices destinados a la produccion de
vegetales para la plantacion:
o Allium porrum L. (puerro)
o Beta vulgaris L. (remolacha y acelga)
o Brassica spp. (nabo, colza, col, berza, nabo gallego,
etc)
o Fragaria L. (fresa, fresén)

o Asparagus officinalis L. (esparrago)

d) Bulbos, tubérculos y rizomas, cultivados en suelo vy
destinados a la plantacion, excepto aquellos ejemplares cuyo
envase u otros elementos demuestren que se destinan a la
venta a consumidores finales no dedicados a la produccién
profesional de vegetales o flores cortadas, de:

o Allium ascalonicum L. (chalote o chalota)
o Allium cepa L. (cebolla)

o Dahlia spp. (dalia)

o Gladiolus Toven ex L. (gladiolos)

o Hyacinthus spp. (jacintos)

o Iris spp. (lirios)

o Lilium spp. (azucenas o lirios)
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o Narcissus L. (narciso)

o Tulipa L. (tulipanes)

No seran objeto de los examenes oficiales los bulbos, tubérculos y
rizomas, de los géneros y especies citados anteriormente cuando se hayan

sometido a las siguientes medidas:

> Desinfectacion mediante los meétodos adecuados de tal
manera que no se pueda determinar riesgo alguno de
propagacién de los nematodos del quiste de la patata

> Retirada del suelo mediante lavado o cepillado hasta
eliminarlo practicamente por completo, de tal manera que no
se pueda determinar riesgo alguno de propagacién de los

nematodos del quiste de la patata.
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Anexo n° 3: Exenciones del examen oficial

En el caso de que los organismos oficiales responsables de las

comunidades auténomas hayan establecido que no existe riesgo de

propagaciéon de los nematodos del quiste de la patata, el examen oficial no

se exigira para:

> Plantar las plantas hospedadoras con raices: Capsicum

spp. (pimiento), Lycopersicon lycopersicum (L.) Karst. ex
Farw. (tomate), Solanum melongena L. (berenjena), otras
plantas con raices: Allium porrum, Beta vulgaris, Brassica.,
Fragaria spp., Asparagus officinalis, 'y los bulbos,
tubérculos y rizomas: Allium ascalonicum, Allium cepa,
Dahlia spp., Hyacinthus spp., Gladiolus Toven, Iris spp., Lilium
spp., Narcissus spp., Tulipa spp.; destinados a la produccion
de vegetales para la plantacién para su uso en el mismo lugar

de produccion situado en una zona definida oficialmente.

Plantar patatas de siembra, destinadas a la produccion de
patatas de siembra para su uso en el mismo lugar de

produccién situado en una zona definida oficialmente.

Plantar los vegetales con raices: Allium porrum, Beta
vulgaris, Brassica., Fragaria spp., Asparagus officinalis, y los
bulbos, tubérculos y rizomas: Allium ascalonicum, Allium
cepa, Dahlia spp., Hyacinthus spp., Gladiolus Toven, Iris spp.,
Lilium spp., Narcissus spp., Tulipa spp.; destinados a la
produccion de vegetales para plantacién, cuando los vegetales
cosechados se sometan a las siguientes medidas autorizadas

oficialmente:

o Desinfestacion mediante los métodos adecuados de
tal manera que no se pueda determinar riesgo alguno
de propagaciéon de los nematodos del quiste de la

patata.
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o Retirada del suelo mediante lavado o cepillado
hasta eliminarlo practicamente por completo, de tal
manera que no se pueda determinar riesgo alguno de

propagacién de los nematodos del quiste de la patata.

La zona definida oficialmente es aquella en la que los organismos
oficiales responsables de las comunidades autéonomas puedan establecer
gue no existe riesgo de propagacion del quiste de la patata (Mirar definicidon

en Anexo n°1 Definiciones).

En aquellas parcelas en las que se vayan a plantar o almacenar
vegetales con raices: Allium porrum, Beta vulgaris, Brassica., Fragaria
spp., Asparagus officinalis, y los bulbos, tubérculos y rizomas: Allium
ascalonicum, Allium cepa, Dahlia spp., Hyacinthus spp., Gladiolus Toven,
Iris spp., Lilium spp., Narcissus spp., Tulipa spp., destinados a la produccién
de vegetales para la plantacion, el examen oficial podra consistir en una
verificacion de que en el momento de la misma se cumple uno de los

siguientes criterios:

» Ausencia de historial de nematodos del quiste de la patata en la
parcela durante los Ultimos 12 afios, basada en los resultados de
ensayos pertinentes autorizados oficialmente.

> Historial conocido de cultivos en el que conste que en la parcela no se
han cultivado patatas ni otras plantas hospedadoras con raices:
Capsicum spp., Lycopersicon lycopersicum, Solanum melongena; en

los ultimos 12 afios.

Anexo n°3 Pag. 2 de 2



Manual de Procedimiento para el control de los nematodos del quiste de la patata 2010

Anexo n° 4: Ejemplo de procedimiento de seleccion de

parcelas objeto de los estudios oficiales

Los estudios oficiales se van a realizar como minimo en el 0,5% de la
superficie destinada al cultivo de la patata de consumo en cada Comunidad
Auténoma. Se puede utiliza como dato de superficie del cultivo en el afo,
las declaraciones de las ayudas de la PAC de los productores de patata de la
Comunidad Auténoma en cuestion. Para la seleccién de la muestra se

partira de las siguientes consideraciones:

» Excluir de la muestra aquellas parcelas destinadas a la
produccion de patata de consumo que el afo anterior se han
destinado a la produccidon de patata de siembra. La realizacién
de un estudio oficial en dicha parcela supondria la duplicacién
de los controles ya realizados el afio anterior.

» Excluir de la muestra aquellos productores de patata de
consumo con una superficie total del cultivo inferior a 0,5 ha

(en una o varias parcelas).

La muestra resultante tendra un componente aleatorio y dirigido con

los coeficientes que se indican a continuacién:

MUESTRA ALEATORIA: 70% de los expedientes a controlar
MUESTRA DIRIGIDA: 30% de los expedientes a controlar

Para la muestra dirigida se pueden utilizar criterios de riesgo de
propagacién del nematodo del quiste de la patata en la seleccion de las
parcelas. A continuacién se describen algunos criterios de riesgo y ejemplos

de ponderacién de valores segun el criterio para la seleccién de la muestra:

» Productores de patata de consumo que tengan parcelas en
varias zonas productoras. Por ejemplo asignando un valor

ponderal de 10 puntos a los expedientes con parcelas
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cultivadas de patata en dos o mas municipios, 5 puntos a las
parcelas que tengan en el mismo municipio dos o mas parcelas
cultivadas de patata, y 1 punto a las que tengan una sola
parcela cultivada de patata.

> Productores con parcelas de gran tamafo. Por ejemplo se
puede asignar un valor ponderal de 5 puntos a las
explotaciones con mas de 10 ha de patata, 3 puntos a las que
tengan entre 2 y 10 ha, y 1 punto a las que tengan entre 0,5 y
2 ha.

» Productores con focos declarados o pertenecientes a zonas
sospechosas de contaminacion. Por ejemplo se asignara un
valor ponderal de 5 puntos a las explotaciones con mas de tres
focos de organismos de cuarentena, 3 puntos a las que tengan
entre 2 y 3 focos y 1 punto a las que tengan un foco

» Productores de los que se tenga constancia de la existencia de
falsedad de las declaraciones de cultivos en la declaracién PAC.
Por ejemplo asignando 5 puntos a las explotaciones con mas
de 10 ha de patata, 3 puntos a las que tengan entre 2 y 10 ha,

y 1 punto a las que tengan entre 0,5 y 2 ha.

Posteriormente una vez asignados los valores por cada criterio, se
obtendrd un valor ponderal total para cada expediente, como suma de los
valores ponderados asignados a cada criterio, y se procedera a la seleccion
de los expedientes dividiendo la muestra en 3 estratos en funcién de dicho
valor ponderado. En el primer estrato se incluiran los expedientes con
puntuacién de 15 a 25 puntos, en el segundo estrato se incluirdn los
expedientes con puntuaciéon de 10 a 15 puntos, y en el tercer estrato

estaran los expedientes con una puntuacion de 1 a 10 puntos.

En cada uno de los estratos se incluya aproximadamente 1/3 del
numero total de expedientes seleccionados, estando formada la muestra por
un 60% de los expedientes del primer estrato (constituido por los
expedientes con mayor valor ponderal), seleccionando el 30% de los

expedientes del segundo estrato y el 10% de los expedientes del tercer
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estrato. Una vez seleccionada la muestra dirigida, se procedera la seleccidon

de la muestra aleatoria.
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Anexo n° 5: Muestreo de suelo

Los examenes y estudios oficiales consistirdn en un muestreo de
suelo obligatorio y posterior envio al correspondiente laboratorio de
diagndsticos en el que se realizaran ensayos para detectar la presencia de

los nematodos del quiste de la patata.

La legislacién establece unos porcentajes de muestreo de suelo que
pueden ser de dos tipos: porcentaje estandar o porcentaje reducido que se
aplicaran en diferentes condiciones segin se trate de toma de muestras

para la realizaciéon de examenes o estudios oficiales.

Examenes oficiales

Porcentaje estandar

El muestreo se realizara con una muestra de suelo de un porcentaje
estandar de 1500 ml de suelo/ha como minimo, recogida a partir de 100
calas/ha al menos, preferiblemente en una malla rectangular de 5 metros
de ancho como minimo y 20 metros de largo como maximo entre puntos de

muestreo que cubran la totalidad de la parcela.

Porcentaje reducido

El indice estdandar de la muestra se podra reducir en las siguientes

situaciones:

Reducciones de la muestra por ausencia de nematodos del quiste o

ausencia de plantas hospedadoras

El indice estandar de la muestra de suelo se podra reducir a 400 ml
de suelo/ha como minimo, cuando se dé alguna de las siguientes

situaciones:
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> Existan pruebas documentales de que no se han cultivado patatas u
otras plantas hospedadoras con raices: Capsicum spp., Lycopersicon
lycopersicum, Solanum melongena; ni se ha constatado su presencia

en la parcela durante los seis ainos anteriores al examen oficial.

> No se hayan detectado nematodos del quiste de la patata durante los
dos Gltimos examenes oficiales sucesivos en muestras de 1500 ml
de suelo/ha y no se hayan cultivado patatas o plantas hospedadoras
con raices: Capsicum spp., Lycopersicon lycopersicum, Solanum
melongena; tras el primero de los examenes oficiales (los resultados
de otros examenes oficiales efectuados antes del 1 de julio de 2010

podran considerarse examenes oficiales).

> No se hayan detectado nematodos del quiste de la patata o quistes
de nematodos del quiste de la patata sin contenido vivo en el Gltimo
examen oficial, en el que se habra tenido en cuenta una muestra de
un tamafio minimo de 1500 ml de suelo/ha, y no se hayan cultivado
patatas o plantas hospedadoras con raices: Capsicum spp.,
Lycopersicon lycopersicum, Solanum melongena; desde el Ultimo
examen oficial (los resultados de otros examenes oficiales efectuados

antes del 1 de julio de 2010 podran considerarse examenes oficiales).

Se podra seguir utilizando la muestra reducida mientras no se

detecten nematodos del quiste de la patata en la parcela en cuestion.

Reducciones de la muestra en parcelas de gran tamano

> En parcelas con una superficie mayor a 8 ha, en las primeras 8 ha
la muestra sera la estandar de 1500 ml de suelo/ha; pero para cada
hectarea adicional se podra reducir a 400 ml de suelo/ha como

minimo.

» En parcelas en las que se han aplicado las reducciones por ausencia
de nematodos del quiste o ausencia de plantas hospedadoras

descritas en el apartado anterior y con una superficie mayor a 4
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ha, en las primeras 4 ha la muestra sera de 400 ml de suelo/ha; pero
para cada hectdrea adicional se podra reducir a 200 ml de suelo/ha

como minimo.

Se podra seguir utilizando la muestra reducida mientras no se

detecten nematodos del quiste de la patata en la parcela en cuestion.

Reducciones de la muestra en zonas declaradas libres de nematodos

El tamafo estandar de la muestra de suelo podra reducirse hasta un
minimo de 200 ml de suelo/ha siempre que la parcela esté localizada en
una zona declarada libre de nematodos del quiste de la patata, y designada,
mantenida vy vigilada con arreglo a las correspondientes Normas
internacionales para las medidas fitosanitarias (NIMF). Los detalles de
dichas zonas seran notificadas oficialmente por escrito a la Comisién y a los

demas Estados miembros por el Estado espafiol.

Tamano minimo de la muestra

El tamano minimo de la muestra de suelo seréd en todos los casos de

100 ml de suelo por parcela
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Muestreo de suelo (Examenes oficiales)

1500 ml/ha

100 calas/ha

5a20m

Superficie >8 ha
A partir de 8 ha

Reduccion por

ausencia de nematodos o

plantas hospedadoras

Reduccion en parcelas de

gran tamaiio

400 ml/ha

P

400 mi/ha

Superficie >4 ha
A partir de 4 ha

200 ml/ha
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Estudios oficiales

Porcentaje estandar

El muestreo se realizard con una muestra de suelo de un porcentaje
estandar de 400 ml de suelo/ha como minimo, recogida a partir de 100
calas/ha al menos, preferiblemente en una malla rectangular de 5
metros de ancho como minimo y 20 metros de largo como maximo
entre puntos de muestreo que cubran la totalidad de la parcela. Para
la realizacién de examenes complementarios, como extracciéon de quistes,
identificacion de especies y, si procede, determinacion del patotipo/grupo

de virulencia, se utilizara la totalidad de la muestra.

El indice estandar de la muestra se podra reducir de forma selectiva

en las siguientes situaciones:

Muestreo selectivo

> Si el muestreo se realiza con presencia del cultivo de patatas, se
realizard un examen visual de las raices de aquellas plantas que
presenten sintomas visibles de presencia de nematodos del quiste de

la patata. La muestra debe contener al menos 400 ml de suelo.

> Si el muestreo se realiza con posterioridad a la cosecha, la muestra
debe constar al menos 400 ml de suelo que haya estado en
contacto con las patatas, siempre que se pueda determinar la parcela

en la que se cultivaron las patatas.

Reducciones maximas de la muestra

El tamano minimo de la muestra de suelo seréd en todos los casos de

100 ml de suelo por parcela.
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Muestreo de suelo (Estudios oficiales)

Porcentaje estandar
400 ml/ha 5a20m
100calas/ha
Porcentaje reducido

Muestreo selectivo

Suelo procedente de Suelo que haya
raices que presenten estado en contacto
sintomas con las patatas
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CUADRO RESUMEN DEL MUESTREO PARA EL CONTROL DE LOS NEMATODOS DEL QUISTE DE LA PATATA

Porcentaje reducido
Porcentaje Ausencia de
, ~ Zonas libres del Muestreo
estandar nematodos o plantas Parcelas de gran tamano
nematodo selectivo
hospedadoras
> Superficie > 8 ha
Las primeras 8 ha: porcentaje estandar
Cada ha adicional 400 mi/ha
Examenes ici 04
- 1500 mi/ha 400 mi/ha > Superficie > 4ha vy reduccion por 200 mi/ha
oficiales ausencia de nematodos o plantas
hospedadoras
Las primeras 4 ha: porcentaje reducido 400
ml/ha
Cada ha adicional 200 mi/ha
Estudios
o 400 ml/ha 400 ml de suelo
oficiales
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Anexo n° 6: Acta de inspeccion fitosanitaria

A las horas del dia de de 20___, en la localidad de

( ) el

Inspector Fitosanitario D.

en presencia de D.

en calidad de , procede al

examen oficial /estudio oficial de la explotacién

con Direccion

en la Localidad ( )

llevando a cabo las siguientes actuaciones:

DATOS GENERALES DE LA PARCELA

Superficie total (ha):

Paraje Poligono SIGPAC
Municipio Parcela SIGPAC
Provincia Recinto SIGPAC

Otros datos de localizacion:

TOMA DE MUESTRAS

L]si 1 no

MATERIAL INSPECCIONADO

PARCELA SIN CULTIVO: [ Cultivo que se va a plantar

PARCELA CON CULTIVO DE*:

PATATA (Solanum tuberosum): [ tubérculo [ siembra [ cultivo en crecimiento

[ consumo

PLANTAS HOSPEDADORAS DESTINADAS A PLANTACION:

TOMATE (Lycopersicon lycopersicum):[] PIMIENTO (Capsicum spp.):[1 BERENJENA (Solanum melongena):[]

OTRAS VEGETALES CON RAfCES:

Allium porrum L. (puerro) O Beta vulgaris L. (remolacha y acelga) O
Brassica spp. (nabo, colza, col, berza, nabo gallego, etc) O Fragaria L. (fresa, fresén) O
Asparagus officinalis L. (esparrago) O

BULBOS, TUBERCULOS Y RIZOMAS:

Allium ascalonicum L. (chalote o chalota) O Allium cepa L. (cebolla) O
Dabhlia spp. (dalia) O Gladiolus Toven ex L. (gladiolos) O
Hyacinthus spp. (jacintos) O Iris spp. (lirios) O
Lilium spp. (azucenas o lirios) O Narcissus L. (narciso) O
Tulipa L. (tulipanes) O

TIERRA QUE HA ESTADO EN CONTACTO CON LAS PATATAS*: []

! Sélo en caso de sospecha de presencia de nematodos del quiste de la patata durante el cultivo
2 En los estudios oficiales, se podra tomar muestra de suelo después de la cosecha, tierra que ha estado

en contacto con las patatas, siempre y cuando se pueda determinar la parcela en la que se cultivaron

Anexo no 6. Pag. 1 de 3




Manual de Procedimiento para el control de los nematodos del quiste de la patata 2010

OBSERVACIONES

Realizada la inspeccién se observan las siguientes incidencias:

RESULTADOS
[] SIN SINTOMAS / FAVORABLE [] CON SINTOMAS / INMOVILIZACION CAUTELAR
El inspector El interesado
Fdo.: Fdo.:
DNI: DNI:
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A. TOMA DE MUESTRAS (FICHA)?:

Parcela/Poligono/Recinto Cddigo asignado a la muestra

Motivo de la toma de muestra:

Muestras Reglamentarias L] Confirmacién de sintomas visuales []

Muestra de suelo
Volumen de la muestra (ml)

Analisis requeridos:

Nombre del inspector

Fecha de la toma de muestra

Punto de la toma de muestra:

- Término municipal

- Provincia

Datos del productor/comerciante:

- Explotacién

- NdmerodeRegistro__ _ /
- Direccion
- Localidad

- Provincia

Laboratorio donde se remite:
Fecha de remision:

Observaciones:

(Se rellenara el niumero de hojas necesarias)

? La toma de muestras de suelo es obligatoria cuando se realiza un examen/estudio oficial como

consecuencia del Programa de control de los nematodos del quiste de la patata
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Anexo n° 7: Ficha para el envio de muestras al Laboratorio de
diagnéstico

NOMBRE DEL LABORATORIO:

Persona de contacto:
Direccion:
Tfno.: Fax: E-MAIL:

* N° Registro
* Fecha llegada al laboratorio

* Fecha informe resultados

DATOS DE LA MUESTRA

Fecha de toma de muestras ...................cocccoeeviiriniinenn..
Volumen de la muestra (ml):
Porcentaje de suelo (ml/ha) : [ 1.500 [1 400 [ 200 [ Otros

SITUACION DE LA PARCELA

NOMDIE: ..ottt PaQJE: ..ottt
POIIZON0: i Parcela SIGPAC: ....coooiiieiieeeee st
MUDICIPIO vttt sttt ettt ettt ReCINtO SIGPAC ..ottt

PrOVINCIA .ovveviiiiiieeieieieieeeeeteteee et Otros datos de 10CaliZaciOn.............c.oeveieierieriieiieieieieieeieeteeeeeeiesieereenea

DATOS DE LA PARCELA

~CUltiVO ANLETIOT: ..viveeeieeiieeie ettt eae e

-Cultivo que se va plantar: ..........coeoeeveerennenenenenieennne

-Fecha prevista de siembra: .........cccceeevevereninieieenee
-Tipo de riego:  Pie .ccovevriniviniiiicnccnceee ASPEISION ..o GOLRO ..ttt ettt
-Tratamientos fitosanitarios realizados (especificar productos, dosis y fechas):

NEMALICIAAS: ..evveneeriiiriieieeetere e Insecticidas

Herbicidas ......c.oovevuieiieiieieieieece e

- Presencia de malas hierbas en la parcela...

LOCALIZACION, DESCRIPCION E IMPORTANCIA DE LOS SINTOMAS (Cumplimentar sélo si hay presencia de

sintomas)

-Descripcion de sintomas (desarrollo anormal, amarilleamiento, necrosis y n0dulos €n 1aiz, €1C.) .........ccueirieirenieirieiniiieereeee et
~Fecha de apariCiOn d@ SIMEOIMAS: .........ccuiiiiieieieierte ettt ettt sttt et et et e s bt et e eaeeseessesseebeeseeseease s e bt saeeseeatenseasesaees e eneensensees e bt eseen s et et e st eneeneensentennenns
-Evaluacion aproximada de los dafios:

% de material afectado .........cceevevieriieniieieee s % Pérdida de cosecha

-Tipo de repercusion en la parcela: FOCO .......cccceeveinicviinicnnns COLTOS .. Plantas aisladas ...
Generalizado.........ccccoeeiiniiciinnens v RalzZu
OLIOS (ESPECITICAT) ..euveeuteuteneeeteete ettt ettt et e et et e sttt e st eseeseess e et e eaeemeease s eebesa e et e easen s e beseeeseeaeen b e seee e st em e es e s et e st ee e en s ensen b e st eseeneeneenteaseebeeneentensensenseaneas

-Fendémenos meteoroldgicos a destacar

DATOS DEL REMITENTE

DD ettt a ettt et e et e et e ebe e be e ta e bt eeabeerbeenbeenbe e bt eateeaseeeneenareeneenen THNO: ot

DDOMMUICTIIO: 1. .vetteeiteete et et ettt ettt et e e et e e s teesteesseeesaeesseesseesseesseessa e s s eesseesseesseemseesse e seeesseeaseesseeaseeaseesse e se e sse R seesbeenseenbeenteeseeeseeesseenseenneenneeaneenneenneenaeenrnes

PODBIACION: ..ottt ettt ettt ettt te st esa et e besaeeseeseensenseeseebeeneessensenaeebeeneenes D P e
* A rellenar por el Laboratorio NOTA: Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras enviadas. (Normas al dorso)
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NORMAS PARA LA RECOLECCION MUESTRAS DE SUELO Y SU ENVIO AL
LABORATORIO

1. Se tomard una muesta de suelo por parcela compuesta por varias
submuestras siguiendo el protocolo establecido. El porcentaje de suelo por
ha podra ser el estandar o reducido en caso de cumplirse los requisitos
establecidos en la legislacion y recogidos en el Anexo n°5.

2. Las muestras se tomaran en las zonas donde se concentra el crecimiento
radicular que es entre los 5 y los 30 cm de profundidad.

3. La muestra se introducird en una bolsa de plastico cerrada para prevenir

su secado y se mantendrd a temperatura fresca (10-15°C) durante el

transporte.

Identificar la muestra en el exterior de la bolsa.

Se rellenaran tantas hojas protocolarias como muestras de suelo distintas

se vayan a enviar.

6. Las muestras se enviaran al Laboratorio dentro de una caja de cartén por
mensajeria urgente, procurando no coincidir con el fin de semana.

vk
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Anexo n° 8: Notificacion de los resultados de los estudios oficiales

Estudios oficiales para detectar la presencia de nematodos del quiste de la patata

CCAA:
Ano:
Superficie de patata de Superficie en la que se han realizado | N° de parcelas | N° de muestras | N° de muestras
consumo en la CCAA (ha) los estudios oficiales* (ha) muestreadas tomadas positivas

*Los estudios oficiales se realizaran en al menos el 0,5% de la superficie utilizada en el afio para patatas de consumo
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Anexo n°9: Declaracion de la contaminacion

Cuando los resultados del laboratorio confirman la presencia de
nematodos del quiste de la patata en una parcela, esta informacién se debe
transmitir al propietario de la parcela, al agricultor arrendado, y otros
implicados en caso de considerarse necesario, como a la entidad productora
de la que el agricultor es colaborador. Asimismo, las CCAA deben registrar
oficialmente esa informacion. En esa parcela se llevaran a cabo una serie de
medidas preventivas, entre las que se encuentra el establecimiento de

cuarentenas.

Las patatas o los vegetales recogidos en el Anexo n°1 que procedan
de esa parcela se declararan oficialmente contaminados. La notificacion de
la contaminacion se realizara inmediatamente una vez que se han obtenido

los resultados del laboratorio.
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Anexo n° 10: Grado de resistencia

El grado de susceptibilidad de las patatas a los nematodos del quiste
de la patata se cuantificard de acuerdo con el baremo de puntuacion
estandar que se indica a continuacion:

La puntuacion 9 indica el nivel maximo de resistencia.

Las variedades de patata cuyo grado de

Susceptibilidad
(%)

relativa | Puntuacion

<1

1,1-3

3,1-

5,1-10

10,1-15

15,1-25

25,1-50

50,1-100

> 100

HINWRUIO|N|00|O

cuantificado con anterioridad a
2007/33/CE (1 de julio de 2010), se ajustaran a los dispuesto en el articulo
10, apartado 1, de la Directiva 69/465/CEE.

la entrada en vigor de

resistencia ha sido

la Directiva
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Anexo n°11: Protocolo para el ensayo de resistencia

1. El ensayo se efectuard en una instalacion de cuarentena, ya sea en el
exterior, en invernaderos o en cdmaras acondicionadas.

2. El ensayo se realizard en macetas que contengan, como minimo, un litro
de suelo (o de sustrato adecuado).

3. La temperatura del suelo durante el ensayo debera ser inferior a 25 °C y
debera aportarse el riego necesario.

4. Al plantar la variedad de control o la de ensayo, se utilizara un fragmento
de patata con un ojo de cada variedad de control o de ensayo. Se
recomienda quitar todos los tallos excepto uno.

5. La variedad de patata «Desirée» se utilizara como variedad de control
susceptible estandar en todos los ensayos. Para las comprobaciones
internas se podran anadir otras variedades de control de importancia local
que sean completamente susceptibles. La variedad de control susceptible
estandar podra cambiarse en el caso de que el examen indique que otras
variedades son mas pertinentes o accesibles.

6. Para los patotipos Rol, Ro5, Pal y Pa3 se utilizaran las siguientes
poblaciones estandar de nematodos del quiste de la patata:

Ro1l: poblacion Ecosse
Ro5: poblacidn Harmerz
Pal: poblacion Scottish
Pa3: poblacion Chavornay

Se podran afiadir otras poblaciones de nematodos del quiste de la patata de
importancia local.

7. La identidad de la poblacién estandar utilizada se verificara mediante
métodos adecuados. En los experimentos de ensayo, se recomienda utilizar
al menos dos variedades resistentes o dos clones estandar diferenciales con
capacidad de resistencia conocida.

8. El in6culo de nematodos del quiste de la patata (poblacion inicial o Pi)
consistird en un total de cinco huevos y juveniles infectivos por ml de suelo.
Se recomienda determinar el nimero de nematodos del quiste de la patata
gue deben inocularse por ml de suelo en los experimentos de eclosion. Los
nematodos del quiste de la patata pueden inocularse como quistes o
combinados como huevos y juveniles en una suspension.
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9. La viabilidad del contenido del quiste de nematodos del quiste de la
patata utilizado como fuente del inéculo serd como minimo del 70 %. Se
recomienda que los quistes tengan entre 6 y 24 meses y se mantengan
durante al menos cuatro meses a 4 °C inmediatamente antes de ser
utilizados.

10. Se deberd disponer de al menos cuatro réplicas (macetas) por cada
combinacion de poblacion de nematodos del quiste de la patata y variedad
de patata sometida a ensayo. Para la variedad de control susceptible
estandar se recomienda utilizar diez réplicas como minimo.

11. La duracién de los ensayos serd como minimo de tres meses y debera
verificarse la madurez de las hembras en desarrollo antes de interrumpir el
experimento.

12. Los quistes de nematodos del quiste de la patata de las cuatro réplicas
se extraeran y contaran por separado para cada maceta.

13. La poblacién final (Pf) existente en la variedad de control susceptible
estandar al final del ensayo de resistencia se determinard contando todos
los quistes de todas las réplicas y los huevos y juveniles de al menos cuatro
réplicas.

14. Se debera lograr una tasa de multiplicacidon de al menos 20 x (Pf/Pi) en
la variedad de control susceptible estandar.

15. El coeficiente de variacion (CV) en la variedad de control susceptible
estandar no debera superar el 35 %.

16. La susceptibilidad relativa de la variedad de patata sometida a ensayo
con respecto a la variedad de control susceptible estandar se determinara y
expresara como porcentaje, de acuerdo con la férmula siguiente:

Pfvariedad sometida a ensayo/Pfvariedad de control susceptible estandar x
100 %.

17. En el caso de que la variedad de patata sometida a ensayo tenga una
susceptibilidad relativa superior al 3 %, bastard con contar los quistes. En
los casos en los que la susceptibilidad relativa sea inferior al 3 %, habra que
contar los huevos y los juveniles, ademas de los quistes.

18. En el caso de que los resultados de los ensayos realizados en el primer
ano indiquen que una variedad es completamente susceptible a un patotipo,
no sera necesario repetir dichos ensayos en el segundo afno.

19. Los resultados de los ensayos se confirmaran mediante al menos otra
prueba realizada en otro afio. La media aritmética de la susceptibilidad
relativa en los dos afios se utilizard para obtener la puntuacién, de acuerdo
con el baremo de puntacién estandar.
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Anexo n°12: Notificacion listado variedades resistentes

Las comunidades auténomas elaboraran anualmente, antes del
16 de enero de cada ano, la lista de las nuevas variedades de patatas con
respecto a las cuales se haya constatado mediante una verificacion oficial su
resistencia a los nematodos del quiste de la patata. En la informaciéon se
detallara la especie, los patotipos, los grupos de virulencia o las poblaciones
de nematodos del quiste de la patata a los que sean resistentes las

variedades, su grado de resistencia y el afo de su determinacién.

Estos datos se notificaran por escrito al Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino segun el modelo orientativo que se
presenta a continuacién, y éste a su vez, notificara, a través del cauce
correspondiente, a la Comisién Europea y a los demas Estados Miembros

cada ano, a 31 de enero a mas tardar.

Anexo n°12 Pag. 1 de 2



Manual de Procedimiento para el control de los nematodos del quiste de la patata 2010

Anexo n°12: Notificacion listado variedades resistentes

Comunidad autonoma:

Ano:
Nombre Especie de Globodera | Aiio de determinacion Grado de Patotipo/Patotipos?, poblaciones o grupos | Observaciones
variedad | a la que es resistente de la resistencia resistencia ! de virulencia a los que es resistente

" El grado de resistencia se cuantificard con una puntuacion del 1 al 9 segiin el grado de susceptibilidad indicado en el Anexo n°11.
* Para la especie Globodera rostochiensis existen cinco patotipos denominados Rol, Ro2, Ro3, Ro4 y Ro5; en la especie Globodera pallida existen tres

patotipos denominados Pal, Pa2, y Pa3.
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Anexo n°213: Notificacion de degradacion o variacion de la

resistencia

Los agricultores de patata, productores de patata de siembra y
demas operadores del sector tienen la obligacion de notificar a los
organismos oficiales responsables de las comunidades auténomas toda
sospecha de presencia o presencia confirmada de nematodos del quiste de
la patata en su territorio, como consecuencia de una degradacién o
variacion de la eficacia de una variedad de patata resistente que esté
relacionada con una modificacion excepcional de la composicion de una

especie de nematodos, un patotipo o un grupo de virulencia.

La comunidad auténoma dispondra que la especie de nematodos
del quiste de la patata y, cuando proceda, el patotipo o grupo de virulencia
en cuestion sean investigados y confirmados mediante los métodos
adecuados. Los datos de las confirmaciones se enviardn por escrito
cada afo el 15 de diciembre a mas tardar, al Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino, y este a su vez, los notificara el 31 de
diciembre a mas tardar, a través del cauce correspondiente, a la Comisidn

Europea y a los demas Estados Miembros.

Anexo n°13 Pag. 1 de 1






Manual de Procedimiento para el control de los nematodos del quiste de la patata 2010

Anexo n°14: Guia para la elaboracion de un programa de

control oficial

La Directiva 2007/33/CE permite plantar patatas destinadas a la
produccién de patatas distintas de las de siembra (patata de consumo) en
parcelas registradas oficialmente como infestadas del nematodo del quiste
de la patata, siempre que la parcela se someta a un programa de control
oficial que tenga por objeto, como minimo, la supresién de la poblacién de

nematodos para evitar su propagacion.

Con este fin se ha elaborado el presente documento, en el que se
pretenden recoger todas las opciones existentes en la actualidad para
reducir la poblacién de nematodos con el tiempo y evitar su propagacion,
garantizando asi el cumplimiento de la legislacion vigente. Los productores
de patata pueden adaptar el programa de control oficial a sus circunstancias
particulares, teniendo flexibilidad para elegir una combinacién de las
opciones planteadas en este Anexo pero siempre cumpliendo con el objetivo

de suprimir del nematodo del quiste de la patata.

El programa de control oficial debera ser autorizado por el organismo
oficial responsable de la Comunidad Auténoma correspondiente, y notificado
al Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, y éste a su vez, lo
notificard, a través del cauce correspondiente, a la Comisién Europea y a los
demas Estados Miembros con vistas a garantizar niveles comparables de

garantia entre los Estados Miembros.

El cumplimiento del programa de control oficial aprobado, podra ser
supervisado por los organismos oficiales responsables de las comunidades
autonomas durante las visitas de seguimiento. Asimismo, se podra realizar
una toma de muestras de suelo y posterior analisis antes y después de la
plantacién de la patata, para comprobar la reduccidon de los niveles de

poblacion y el éxito del programa de control oficial.
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Contenidos del Programa de Control Oficial

Se recomienda que el programa de control oficial contemple los

siguientes apartados:

Datos personales del productor que va aplicar el programa

2. Identificacion de la parcela registrada oficialmente como
infestada: cddigos catastrales, planos de situacion.

3. Datos del examen oficial en el que se detectdé la presencia del
nematodo del quiste de la patata: fecha de la toma de muestras,
fecha en la que se declard la parcela infestada, nivel de infestacion...

4. Identificacion de la especie, patotipo/patotipos y grados de
virulencia de los nematodos del quiste de la patata presentes en la
parcela.

La identificacién de la especie en la parcela infestada es la base para
la posible utilizacién de variedades resistentes. La biologia de ambas
especies es diferente, y esto influye en la eleccidon del programa de
control oficial mas adecuado. Por ejemplo, la especie Globodera
pallida tiene una eclosion de los huevos mas retardada en
comparacién con Globodera rostochiensis, este es el motivo por el
gue la aplicacion de algunos nematicidas con poca permanencia en el
suelo no ejercen un buen control sobre esta especie.

El patipo/patotipos y grados de virulencia de la poblacion de
nematodos del quiste de la parcela que se han detectado en la
parcela infestada determinaran las variedades resistentes que se
pueden utilizar en el programa de control oficial, dada la especificidad
de la resistencia. Las mezclas de especies e incluso de patotipos en
los terrenos de cultivo son posibles y en muchos casos han sido
detectadas, pero generalmente uno de ellos impera sobre los
restantes denomindndose entonces como "especie (o patotipo)
mayoritariamente presente".

5. Afo en el que se tienen intencidon de realizar la primera plantacion
de patata destinada a consumo.

6. Variedad/variedades que se van a plantar.
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9.

Futura rotacion de cultivos que se va a aplicar en la parcela.
Control quimico y otros métodos de control que se van a utilizar.
En relacién con los tratamientos nematicidas especificar todos los
detalles posibles: producto fitosanitario a utilizar, dosis del
tratamiento, numero de aplicaciones, época de aplicacion...

Métodos de eliminacion de residuos utilizados

10. Origen de la patata de siembra utilizada en el plantacién

11. Medidas de higiene a aplicar en la parcela

A continuacion se van a exponer las medidas de control que se

pueden aplicar en una parcela registrada oficialmente como infestada por

nematodos del quiste de la patata, con el fin de suprimir la poblacion.

Asimismo, se van a recoger algunas medidas de higiene y métodos de

eliminacion de residuos que se pueden aplicar en dicha parcela, con el

objeto de evitar la propagacion del nematodo.

Medidas de control

La aplicacion de una combinaciéon de varios métodos de control,

estrategia propia de la lucha integrada, dentro del programa de control

oficial, es la estrategia mas adecuada para el control del nematodo del

quiste de la patata y que proporcionara mejores resultados.

> Utilizacion de variedades resistentes

En las variedades resistentes de patata, los juveniles penetran en las
raices, pero no son capaces de inducir la formacién de células
gigantes, de esta manera la alimentacidn de los mismos no es posible
y consecuentemente el ulterior desarrollo y diferenciacién sexual no

podra efectuarse, disminuyendo la poblacién final de nematodos.

Las variedades resistentes solo presentan tal capacidad frente a un
determinado patotipo (o grupo de patotipos) y en el campo se suelen
encontrar poblaciones de nematodos heterogéneas (presencia de

diferentes patotipos de una misma especie o especies diferentes). La
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mayoria de las variedades resistentes comerciales lo son frente a
algunos patotipos de G. rostochiensis, mientras que la resistencia

respecto de G. pallida es de tipo parcial.

Por lo tanto, la base para la seleccion de variedades resistentes es la
identificacion de la poblacién mayoritariamente presente en la
parcela. Se recomienda la utilizacién de variedades resistentes a la
especie y patotipo presente en la parcela, seleccionando aquellas
variedades que ofrezcan los niveles de resistencia mas elevados de
gue se disponga, segun el baremo de puntuacion recogido en el

Anexo n°11.

Si en la parcela existe una combinacién de especies/patotipos de
Globodera, no se recomienda la utilizacién de variedades resistentes
puesto que se selecciona la poblacion respecto a la que la variedad no
es resistente; y en el caso de utilizar dichas variedades resistentes,
serd preferieble utilizar variedades de patata de ciclos cortos,
evitando asi las multiplicaciones altas de la especie o patotipo no

controlado.

El uso indiscriminado de variedades resistentes constituye un factor
muy importante de riesgo de seleccion de poblaciones virulentas, asi
por ejemplo en muchas zonas donde en un principio existia
mayoritariamente G. rostochiensis, por el empleo de variedades
resistentes a la misma se ha desarrollado fuertemente G. pallida, que

es mucho mas perjudicial.

Si el grado de infestacion inicial fuera muy elevado, el afio en que se
va a plantar la variedad de patata resistente, es aconsejable dar
algun tipo de tratamiento nematicida al suelo previo a la siembra
para evitar el debilitamiento de las plantas en las primeras etapas de

su desarrollo vegetativo.

> Tratamientos nematicidas

Anexo n°14 Pag. 4 de 10



Manual de Procedimiento para el control de los nematodos del quiste de la patata 2010

Se pueden aplicar productos fitosanitarios con efecto nematicida
autorizados para el cultivo de la patata en el Registro de Productos
Fitosanitarios.

Existen dos tipos de productos quimicos: fumigantes y no fumigantes,
los primeros tienen accién nematicida y se aplican en presiembra por
su fitotoxicidad, mientras que los segundos tienen efecto

nematostatic y se aplican a lo largo del cultivo.

a) Fumigantes:

Son compuestos en general dotados de gran volatilidad, que una vez
aplicados al suelo se evaporan y se disuelven en el agua de suelo,
difundiéndose por esta via. Para una correcta aplicacion de los
mMismos, es preciso que:

-El terreno presente buenas condiciones de humedad en el momento
del tratamiento.

-Segun el grado de volatilidad de cada producto y su formulacion,
habrd que tomar una serie de precauciones para conseguir un
correcto “sellado”, como por ejemplo unas simples labores de gradeo.
-La temperatura del suelo ha de ser también la idénea, para permitir
la volatilizacion del producto a una temperatura adecuada.

-Tipo de suelo: la mayoria de los nematicidas son menos eficientes en
suelos con alto contenido en materia organica o en arcilla, ya que
ambas fracciones absorben los componentes de los productos
empleados y de igual modo los suelos porosos o encharcados impiden
la correcta difusién.

La formulacién mas conveniente es como liquidos inyectables o
emulsionables, pero también existen formulaciones: gaseosas,

envasadas a presién, granulados y en forma de gel.

b) No fumigantes
Son productos que se formulan en forma liquida o granulos, que una
vez efectuado el tratamiento se liberan y disuelven en el agua del

suelo, siendo este su medio de difusion.
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Existe una gama amplia de productos dentro de este grupo, en
general organosfosforados y carbamatos. Estos productos afectan a la
reproduccion de los nematodos al inhibir la actividad muscular,
interferir en su movilidad, desarrollo y alimentacion, produciendo
nematostasis. Muchos de estos productos pueden ser absorbidos por

la materia organica del suelo, restandoles eficacia.

La efectividad de los tratamientos nematicidas es mayor con niveles
de poblaciéon del nematodo bajos, por lo que se recomienda su
aplicacion en detecciones tempranas. En muchas ocasiones se utilizan
en las primeras etapas del desarrollo vegetativo de la planta,
defendiéndola de un ataque temprano y permitiendo un desarrollo

inicial normal.

> Rotacion de cultivos
Mantener el terreno libre de patata y del resto de cultivos
hospedantes (tomate, berenjena y pimiento) es una medida de
control eficaz. Se recomienda utilizar periodos de rotacion de al
menos seis afios para reducir de forma significativa el niumero de

quistes viables en el suelo.

La tasa de disminucidn varia segun la especie de Globodera presente
en la parcela, tipo de suelo, condiciones ambientales. En concreto,
para G. pallida la disminucion de poblacion es mas lenta que para G.
rostochiensis.

> Utilizacion de cultivos trampa
Este método de control consiste en llevar a cabo un cultivo de una
planta hospedante del nematodo del quiste de la patata, pero
retirdndolo del terreno antes de que los nematodos terminaran su

ciclo, con lo cual se evita que quede indculo en la parcela.

Hay que efectuar una vigilancia exhaustiva del desarrollo de los

nematodos, ya que si se descuida en retirar a tiempo las plantas
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trampa del terreno, los nematodos terminaran su ciclo, con lo cual no
habria servido para nada este método de control.

En algunas ocasiones se utiliza el cultivo de la patata como planta
trampa, retirando la planta al poco tiempo de su emergencia (con 15-
30 cm de altura) intentando llevar consigo el mayor numero de
raices. Una estrategia es la utilizacién de variedades de patata
tolerantes al nematodo puesto que la planta es capaz de desarrolar
un extenso sistema radicular a pesar del ataque del patdgeno, con lo
gue se proporciona mas alimento al nematodo y avivan mas las

larvas.

En Reino Unido se ha utilizado la especie Solanum sisymbriifolium
como cultivos trampa, ya que permite la formacion de los huevos,
pero impide que se complete su ciclo de vida independientemente del
tiempo que esté el cultivo en el suelo. También se han utilizado
plantas espontaneas que nacen en la parcela, y se retiran poco
después de su emergencia intentando llevar consigo el mayor nimero

de raices posible.

> Métodos fisicos
a) Solarizacion
Consiste en realizar un acolchado de un suelo previamente regado y
libre de cultivo, para lo cual se emplea un film de plastico
transparente de grosor 25-30 um, en la época de maxima irradiacion
solar. Este acolchado, produce una elevacién de la temperatura del
suelo por encima de los 45 ©C, en las capas superiores del mismo.
Estas temperaturas resultan ser letales o subletales para los
nematodos y muchos otros fitoparasistos.
Manteniendo el acolchado durante varias semanas, se consigue una
elevada reduccién de la densidad de inéculo o nivel de poblaciéon de

los mismos.

La incorporacién de estiércol y la colocacion de una doble ldmina de

plastico pueden reducir el tiempo de la solarizacién e incrementar su
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efecto, ya que el estiércol fresco al descomponerse desprende una
serie de sustancias letales para los nematodos. También con la
incorporacion de un nematicida previo a la colocacion del plastico

parecen dar buenos resultados.

Un inconveniente de este método es que en las zonas Centro y Norte
peninsular las temperaturas letales no parecen alcanzarse en los
suelos acolchados mas que en los 10 cm superiores en los meses de
maxima insolacion y los quistes de Globodera se encuentran también

a mayores profundidades (al menos hasta 20-30 cm).

b) Encharcamiento del suelo

El encharcamiento del suelo, a ser posible en verano, somete al
quiste a un régimen de humedad excesiva por lo que pierde
rapidamente su viabilidad y se provoca la muerte de los huevos y

larvas que contiene.

Con anterioridad a la siembra, se realiza un laboreo del terreno con
una profundidad de unos 25 cm para conseguir una distribucién
uniforme de los quistes en esa franja de suelo, que es donde se

encuentra la mayor concentracion del nematodo.

Posteriormente, el suelo se mantiene encharcado una semana, de tal
forma que se consigue duplicar el nUmero de quistes en los cinco
primeros centimetros del suelo, donde la temperatura de éste es mas
elevada. Debido a la excesiva humedad, se produce un medio
anaerobio, incrementandose las concentraciones de gases organicos

como el metano, que son téxicos para los nematodos.

En la fase quistica, los nematodos son muy sensibles a temperaturas
cercanas a los 40 °C, cuando estan sumergidos en un medio liquido.
Se han hecho ensayos, simulando en estufa el encharcamiento en
suelos arenosos durante siete dias y resultd ser suficiente para hacer

disminuir las poblaciones a niveles no detectables, con lo cual parece
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positivo seguir investigando en campo esta técnica. La aplicacién de
este método esta condicionada a la disponibilidad de agua y el coste
de la misma, para determinar si es posible llevarlo a cabo y si es
viable econémicamente.
> Plantas con accion nematicida

Determinadas plantas contienen sustancia de accién biocida, cultivos
como el sorgo o el pasto del Sudan liberan determinadas sustancias
gue son degradadas en el suelo a acido cianhidrico, el cual es un
potente nematicida. Existen otras plantas como los Tagetes spp. que
al ser atacadas por los nematodos sus raices liberan sustancias que
matan a los nematodos. Las cruciferas del género Brassica (rabano,
colza, etc.) contienen alcaloides que son liberados en el suelo al
descomponerse, los cuales aunque no matan a los nematodos actuan

interfiriendo el ciclo reproductivo del nematodo.

> Otros métodos

Control biolégico, barbecho del terreno, medidas culturales...

Eliminacion de residuos

El movimiento de suelo, plantas y tubérculos cosechados de parcelas
infestadas por G. pallida o G. rostochiensis se llevara a cabo de tal
manera que no exista riesgo de propagacion. Se recomienda que,
siempre que sea posible, el exceso de suelo que acompafie al material
vegetal procedente de una parcela contaminada se mantenga en dicha

parcela.

Buenas practicas de higiene

> Utilizacion de patata de siembra certificada
Los Reglamentos de control y certificacion de la patata de siembra
establecen la obligacion de que la parcela esté libre del nematodo del

quiste de la patata.
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> Limpieza de los aperos de labranza, maquinaria, calzado, etc.
antes de entrar en una parcela no infestada. Se aconseja trabajar en
las parcelas contaminadas en ultimo lugar.

> Evitar la entrada de ganado.
Contribuye al transporte de suelo a otras parcelas y por lo tanto
propagacién del organismo.

> Evitar los abonados tardios, ya que prolongan los ciclos
vegetativos de la patata y un ciclo mas largo aumenta la poblacion
final de nematodos.

> Evitar la presencia de malas hierbas de la familia de las
solanaceas.

> Evitar introducir cultivos (no recogidos en el Programa nacional de
control de los nematodos del quiste de la patata) en la rotacién con la
patata cuyo destino sea la replantacion en otras parcelas. El
nematodo se podria propagar en el suelo adherido en las raices.

> Realizar siembras de patata con variedades de ciclo corto, ya que
se recolectan antes de que alcancen su madurez. Lo ideal seria
recolectar las patatas, a ser posible, a los 80 dias, ya que esto
multiplica poco las poblaciones.

> Sembrar en periodos en los que la actividad del nematodo es
menor (épocas de temperaturas mas o menos bajas), lo que permite
un mejor desarrollo de la planta al principio de su ciclo, cuando es
mas vulnerable. El ataque tardio de nematodos es mejor soportado

por la planta.
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PLAN DE CONTINGENCIA - NEMATODOS DEL QUISTE DE LA PATA

1. INTRODUCCION Y ALCANCE

En el presente documento se recogen las medidas que deben adoptarse
contra los nematodos del quiste de la patata (Globodera rostochiensis y
Globodera pallida), con el fin de determinar su distribucion, evitar su
propagacién y mantenerlos bajo control.

Las medidas que se describen a continuacién de acuerdo a la legislacion
vigente son de aplicacidon en todo el territorio nacional. En tanto la Comisidn
de las Comunidades Europeas no se pronuncie al respecto, la duracion del
programa se prevé ilimitada. En todo momento y como consecuencia de la
situacién de los nematodos, el Ministerio de Medio Ambiento y Medio Rural y
Marino podra introducir las modificaciones que se consideren necesarias o
determinar su conclusién.

Este documento sera revisado y actualizado siempre que sea necesario.

2. RESPONSABILIDADES

Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino (Subdireccion
General de Sanidad de la Produccion Primaria)

- Responsabilidad en la politica general para la aplicacion de las
Directivas europeas sobre Sanidad Vegetal y su cumplimiento en el
Reino de Espafa.

- Comunicaciones con los Organismos de Sanidad Vegetal interesados

- Envio de informes a la Comisién Europea y otros estados miembros

Comunidades Auténomas (Organismos de Sanidad Vegetal)

- Responsabilidad en la aplicacion en campo de las Directivas europeas
sobre Sanidad Vegetal

- Deteccidén de focos y medidas de erradicacion

- Envio de informacién al Ministerio de Medio Ambiento y Medio Rural
y Marino y a otras Comunidades Auténomas que puedan verse
afectadas.
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3. SITUACION DE LA ENFERMEDAD
3.1.- Antecedentes

La Directiva 2000/29/CEE, del Consejo de 8 de mayo, regula las
medidas de proteccion contra la introduccidn en la Unidn Europea de
organismos nocivos para los vegetales y productos vegetales, y contra su
propagacién en el interior de la misma. Esta Directiva contempla los
nematodos del quiste de la patata (Globodera rostochiensis y Globodera
pallida)). En la legislacion espafiola, dicha Directiva quedd transpuesta
mediante el Real Decreto 58/2005, de 21 de enero.

La Directiva 69/465/CEE del Consejo, de 8 de diciembre de 1969,
relativa a la lucha contra el nematodo dorado, establecia las medidas minimas
gue debian tomar los Estados Miembros para combatir el nematodo dorado y
evitar su propagacién. La Orden de 28 de febrero de 1986 incorpord a la
legislacién espafiola dichas medidas.

En los Ultimos afios se ha avanzado considerablemente en lo que
respecta a la nomenclatura, la biologia y la epidemiologia de las especies y
poblaciones de nematodos del quiste de la patata y su patrén de distribucion.
En consecuencia se publicdé la Directiva 2007/33/CE del Consejo de 11 de
junio de 2007, relativa al control de los nematodos del quiste de la patata y
por la que se deroga la Directiva 69/465/CEE, cuyo fin es establecer las
medidas que deben adoptar los Estados Miembros contra Globodera pallida
(Stone) Behrens (poblaciones europeas) Yy Globodera rostochiensis
(Wollenweber) Behrens (poblaciones europeas). La Directiva 2007/33/CE se
ha traspuesto a la legislacidon espafiola mediante el Real Decreto 920/2010,
por el que se establece el Programa Nacional de Control de los nematodos del
quiste de la patata.

En Espafia, las dos especies de nematodos formadores de quistes de la
patata G. pallida y G. rostochiensis estdn ampliamente distribuidas e
implantadas en las zonas productoras de patata. A veces es una sola de las
especies la que parasita, otras una de las dos especies estd presente casi
siempre, apareciendo esporadicamente la contraria y, en otras ocasiones
ambas especies coexisten.

3.2.- Sintomatologia

En campo se observan rodales mas o menos extensos con plantas que
muestran marchitamiento, enanismo, amarilleo, e incluso muerte prematura.
Las raices tienen aspecto fibroso. Aunque el sistema radicular estd menos
desarrollado que en los ejemplares sanos, se produce una proliferaciéon de
raicillas, que al examinarlas pueden dejar ver (a simple vista o con un
microscopio de mano de x10 6 x20) los quistes de las hembras, prendidos
fuera de la raiz, del tamafio de un grano de arena de forma globular. Los
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quistes son los cuerpos de las hembras, repletos de huevos, que al morir se
convierten en cubierta protectora de los mismos. Estos huevos pueden
conservar durante afios su capacidad reproductiva. El color del quiste variara
de acuerdo con la fase de desarrollo y la especie. Cuando las condiciones del
medio son adecuadas, las secreciones de las raices estimulan los quistes, y las
larvas nacen dentro de los mismos, de donde salen para atacar de nuevo las
raices, penetrando en ellas (endoparasitos), fijdandose en el cilindro central, y
comenzando su desarrollo. Posteriormente, tras concluir el cuarto estado
larvario, las hembras salen al exterior, quedando unidas por el cuello a la raiz
de la planta. Los machos también salen al exterior después de la cuarta muda,
para buscar por el suelo a las hembras. Las hembras ya fertilizadas se
desprenden de las raices, mueren y se convierten en la cubierta protectora
antes citada. Un solo quiste puede contener de 100 a 500 huevos. Los huevos
pueden quedarse en estado latente durante afios si no hay huésped cercano.
Los nematodos completan el ciclo de vida en unas 5 a 7 semanas,
dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura del terreno.

Los sintomas pueden ser confundidos con deficiencia de agua o de
elementos minerales, asi como con el marchitamiento provocado por
Verticillium spp. o por Pseudomonas solanacearum.

El efecto sobre el rendimiento del cultivo depende de la densidad de
nematodos presentes en el suelo, llegando en los casos mas graves, a ser la
causa de que ciertas zonas o fincas no produzcan absolutamente nada. Se
estima que estos nematodos pueden reducir de forma directa las cosechas de
patata hasta en un 85%. De forma indirecta, también causa prejuicios porque
puede transmitir virosis y bacteriosis, como la marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum).

3.3.- Hospedantes

El principal hospedante de ambos nematodos es la patata (Solanum
tuberosum), aunque de forma poco usual, el tomate (Lycopersicon
lycopersicum) y la berenjena (Solanum melongena) también pueden resultar
infectados. Otros posibles hospedantes son los vegetales de otras especies del
género Solanum.

3.4.- Formas de dispersion

La principal forma de dispersion de estos nematodos es a través del
propio suelo. Suele aparecer en forma de rodales o zonas mas o menos
circulares.

Aunque los nematodos no se expanden por el terreno tan rapidamente
como los hongos o bacterias patdgenos de la patata, una vez que se

encuentran en una zona de cultivo, son muy dificiles de erradicar.

3.5.- Métodos de prevencion y control
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El nematodo se encuentra mas frecuentemente en suelos frescos, en zonas
bajas del terreno y en suelos sueltos que favorecen la supervivencia y
movimiento de las larvas. La lucha contra el nematodo, una vez que se ha
implantado, es muy dificil y exige la combinaciéon de diferentes medidas de
control:

- Cuarentena (no cultivo de patatas ni solanaceas). La poblacion
disminuye aproximadamente un 20% al afo.

- Cultivo permanente: implantacidén de alfalfa, praderas, .etc.

- Nematicidas, que actien sobre las larvas libres, o contenidas en los
quistes.

- Cultivo trampa: tiene que haber un nacimiento rapido y homogéneo, y
un crecimiento vegetativo importante.

- Variedades resistentes: bajan las poblaciones del nematodo. Tienen que
ser resistentes a la especie y patotipo que tenemos en cada finca.

- Lucha integrada.

Las medidas preventivas que se deben adoptar son:

- No utilizar como semilla, patata procedente de zonas infectadas, o que
no esté certificada por algun servicio oficial de control.

- Eliminar los rebrotes del afio anterior (“bortas”), pues multiplican las
poblaciones de nematodos.

- Hacer una rotacién amplia de cultivos, de manera que pase el mayor
tiempo posible entre un cultivo de patata y otro.

- Después de hacer un tratamiento nematicida, hay que tener mucho
cuidado de no enterrar mucho los aperos, con el fin de no desenterrar
los quistes de la zona no tratada con el gas.

4. MEDIDAS PREVENTIVAS

La confirmacién de presencia de nematodos del quiste de la patata en
una parcela como consecuencia de la realizacién del examen o estudio oficial,
obliga a tomar una serie de medidas, con el fin de evitar la dispersién de la
enfermedad y de erradicar el foco localizado. Cuando una parcela se haya
registrado oficialmente como infestada, como consecuencia de la realizacidn
de un examen o estudio oficial relativo al nematodo del quiste de la patata, las
comunidades auténomas prescribiran las siguientes medidas preventivas:

> No se podran plantar en la parcela patatas de siembra destinadas
a la produccion de patatas de siembra

> No se podran plantar ni almacenar en la parcela los vegetales
enumerados en el Anexo n°l1.. Se permitird la plantacién de
aquellos vegetales con raices, bulbos, tubérculos y rizomas del
punto 2 de dicho Anexo: Allium porrum, Beta vulgaris, Brassica.,
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Fragaria spp., Asparagus officinalis, Allium ascalonicum, Allium
cepa, Dahlia spp., Hyacinthus spp., Gladiolus Toven, Iris spp.,
Lilium spp., Narcissus spp., Tulipa spp. destinados a la produccion
de vegetales para plantar, siempre que estén sujetos a las
siguientes medidas autorizadas oficialmente para eliminar el
riesgo de propagacion del nematodo del quiste de la patata :

o Desinfectacion mediante los métodos adecuados de tal
manera que no se pueda determinar riesgo alguno de
propagacién de los nematodos del quiste de la patata

o Retirada del suelo mediante lavado o cepillado hasta
eliminarlo practicamente por completo, de tal manera que
no se pueda determinar riesgo alguno de propagacién de
los nematodos del quiste de la patata.

Para plantar patatas distintas de las destinadas a la produccion de
patatas de siembra, los organismos oficiales responsables de las
comunidades auténomas prescribiran la obligacién de someter
dichas parcelas a un programa de control oficial que tenga por
objeto como minimo la supresién de los nematodos del quiste de
la patata.

4.1.- Programa de control oficial

Las Comunidades Auténomas deben elaborar un programa de control
oficial para aplicar en aquellas parcelas registradas como infestadas por el
nematodo del quiste de la patata y en las que se vayan a plantar patatas
distintas de las destinadas a la produccién de patatas de siembra. El programa
de control oficial se notificara por escrito al Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural y Marino, y este a su vez, lo notificard a través del cauce
correspondiente, a la Comision Europea y a los demas Estados Miembros, y
tendra en cuenta los siguientes aspectos:

>

Las particularidades del sistema de produccidon y comercializacidon
de las plantas hospedadoras de nematodos del quiste de la patata
en la comunidad autéonoma pertinente.

Las caracteristicas de la poblacién de nematodos del quiste de la
patata presente en la comunidad auténoma.

La utilizacion de variedades resistentes que ofrezcan los niveles
de resistencia mas elevados de que se disponga.

La aplicacion de nematicidas autorizados en el Registro de
Productos Fitosanitarios.

La superficie afectada por el nematodo.

Otra medidas, como por ejemplo el establecimiento de una
rotacion de cultivos (se ha comprobado que la prohibicién del
cultivo de patata y vegetales hospedantes disminuye la poblacién
de nematodos del quiste de la patata aproximadamente en un
20% cada ano), la utilizacién de cultivos trampa, lucha bioldgica,
etc.
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4.1.1.- Variedades resistentes

Dentro del programa oficial de control se puede recoger la utilizacién de
variedades resistentes a nematodos del quiste de la patata. El grado de
resistencia de las variedades de patata distintas de las ya notificadas con
arreglo al articulo 10, apartado 1, de la Directiva 69/465/CEE, se cuantificara
de acuerdo con el baremo de puntuacion estandar que figura en el Anexo
n°%2. Los ensayos de resistencia se efectuaran de conformidad con el protocolo
previsto en el Anexo n°3.

Notificacion de la relacion de variedades resistentes

Las comunidades auténomas elaboraran anualmente, antes del 16 de
enero de cada afno, la lista de las nuevas variedades de patatas con respecto a
las cuales se haya constatado mediante una verificacidn oficial su resistencia a
los nematodos del quiste de la patata. En la informacion se detallard la
especie, los patotipos, los grupos de virulencia o las poblaciones de nematodos
del quiste de la patata a los que sean resistentes las variedades, su grado de
resistencia y el afio de su determinacion.

Estos datos se notificaran por escrito al Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural y Marino segun el modelo orientativo presentado en el Anexo
n%4 , y éste a su vez, notificard, a través del cauce correspondiente, a la
Comisién Europea y a los demas Estados Miembros cada afio, a 31 de enero a
mas tardar.

Notificacion del cambio de resistencia

Los agricultores de patata, productores de patata de siembra y demas
operadores del sector tienen la obligacion de notificar a los organismos
oficiales responsables de las comunidades auténomas toda sospecha de
presencia o presencia confirmada de nematodos del quiste de la patata en su
territorio, como consecuencia de una degradacién o variacién de la eficacia de
una variedad de patata resistente que esté relacionada con una modificacién
excepcional de la composicion de una especie de nematodos, un patotipo o un
grupo de virulencia.

La comunidad autéonoma dispondra que la especie de nematodos del
quiste de la patata y, cuando proceda, el patotipo o grupo de virulencia en
cuestion sean investigados y confirmados mediante los métodos adecuados.
Los datos de las confirmaciones se enviaran por escrito cada afio (Anexo n°
5), el 15 de diciembre a mas tardar, al Ministerio de Medio Ambiente y Medio
Rural y Marino, y este a su vez, los notificara el 31 de diciembre a mas tardar,
a través del cauce correspondiente, a la Comision Europea y a los demas
Estados Miembros.
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5. Medidas fitosanitarias a adoptar sobre el material contaminado

En las patatas (destinadas o no a la produccién de patatas de siembra) o
los vegetales enumerados en los puntos 1 y 2 del Anexo n°1 que hayan sido
declarados contaminadas, las comunidades autéonomas deben tomar las
siguientes medidas en funcién del tipo de material vegetal:

> Las patatas de siembra destinadas a la produccidon de patatas
de siembra y las plantas hospedadoras con raices (punto 1
del Anexo n°1) destinadas a la produccién de vegetales para la
plantacién: Capsicum spp., Lycopersicon lycopersicum y Solanum
melongena, no se plantaran a menos que hayan sido
descontaminadas bajo la supervision de los organismos oficiales
responsables de las comunidades auténomas utilizando un
método adecuado y que se base en pruebas cientificas de la
ausencia de riesgo de propagacion de los nematodos del quiste
de la patata.

> Las patatas destinadas a la transformacion industrial o al
calibrado estaran sujetas a medidas autorizadas oficialmente
consistentes en la entrega a una planta de transformacién o
calibrado dotada de procedimientos de eliminacién de residuos
adecuadas y autorizadas oficialmente, con respecto a la cual se
haya establecido la ausencia de riesgo de propagacion de
nematodos del quiste de la patata.

» Los vegetales del punto 2 del Anexo n°l1l.: vegetales con
raices Allium porrum L., Beta vulgaris L., Brassica spp., Fragaria
L., Asparagus officinalis L.; y los bulbos, tubérculos y rizomas
de: Allium ascalonicum L., Allium cepa L., Dahlia spp., Gladiolus
Toven ex L., Hyacinthus spp., Iris spp., Lilium spp., Narcissus L.,
Tulipa L., no se plantaran a menos que se hayan sometido a las
siguientes medidas aprobadas oficialmente, de tal manera que
dejen de estar contaminados:

o Desinfectacion mediante los métodos adecuados de tal
manera que no se pueda determinar riesgo alguno de
propagacién de los nematodos del quiste de la patata

o Retirada del suelo mediante lavado o cepillado hasta
eliminarlo practicamente por completo, de tal manera que
no se pueda determinar riesgo alguno de propagacion de
los nematodos del quiste de la patata.
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Anexo n° 1: Relacion de vegetales objeto de examenes y

medidas oficiales

1. Patata de siembra destinada a la produccion de patata

de siembra

. Plantas hospedadoras con raices destinadas a la produccion

de vegetales para la plantacion:
o Capsicum spp. (pimiento)
o Lycopersicon lycopersicum (L.) Karst. ex Farw. (tomate)

o Solanum melongena L. (berenjena)

. Otros vegetales con raices destinados a la produccién de

vegetales para la plantacion:
o Allium porrum L. (puerro)
o Beta vulgaris L. (remolacha y acelga)
o Brassica spp. (nabo, colza, col, berza, nabo gallego,
etc)
o Fragaria L. (fresa, freson)

o Asparagus officinalis L. (esparrago)

. Bulbos, tubérculos y rizomas, cultivados en suelo y

destinados a la plantacion, excepto aquellos ejemplares cuyo
envase u otros elementos demuestren que se destinan a la
venta a consumidores finales no dedicados a la produccién
profesional de vegetales o flores cortadas, de:

o Allium ascalonicum L. (chalote o chalota)

o Allium cepa L. (cebolla)

o Dahlia spp. (dalia)

o Gladiolus Toven ex L. (gladiolos)

o Hyacinthus spp. (jacintos)

o Iris spp. (lirios)

o Lilium spp. (azucenas o lirios)

Anexo n® 1
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o Narcissus L. (narciso)

o Tulipa L. (tulipanes)

No seran objeto de los examenes oficiales los bulbos, tubérculos y
rizomas, de los géneros y especies citados anteriormente cuando se hayan

sometido a las siguientes medidas:

> Desinfectacion mediante los meétodos adecuados de tal
manera que no se pueda determinar riesgo alguno de
propagacién de los nematodos del quiste de la patata

> Retirada del suelo mediante lavado o cepillado hasta
eliminarlo practicamente por completo, de tal manera que no
se pueda determinar riesgo alguno de propagacién de los

nematodos del quiste de la patata.
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Anexo n° 2: Grado de resistencia

El grado de susceptibilidad de las patatas a los nematodos del quiste
de la patata se cuantificard de acuerdo con el baremo de puntuacion
estandar que se indica a continuacion:

La puntuacion 9 indica el nivel maximo de resistencia.

Las variedades de patata cuyo grado de

Susceptibilidad
(%)

relativa | Puntuacion

<1

1,1-3

3,1-

5,1-10

10,1-15

15,1-25

25,1-50

50,1-100

> 100

HINWRUIO|N|00|O

cuantificado con anterioridad a
2007/33/CE (1 de julio de 2010), se ajustaran a los dispuesto en el articulo
10, apartado 1, de la Directiva 69/465/CEE.

la entrada en vigor de

resistencia ha sido

la Directiva

Anexo n° 2
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Anexo n°3: Protocolo para el ensayo de resistencia

1. El ensayo se efectuard en una instalacion de cuarentena, ya sea en el
exterior, en invernaderos o en cdmaras acondicionadas.

2. El ensayo se realizard en macetas que contengan, como minimo, un litro
de suelo (o de sustrato adecuado).

3. La temperatura del suelo durante el ensayo debera ser inferior a 25 °C y
debera aportarse el riego necesario.

4. Al plantar la variedad de control o la de ensayo, se utilizara un fragmento
de patata con un ojo de cada variedad de control o de ensayo. Se
recomienda quitar todos los tallos excepto uno.

5. La variedad de patata «Desirée» se utilizara como variedad de control
susceptible estandar en todos los ensayos. Para las comprobaciones
internas se podran anadir otras variedades de control de importancia local
que sean completamente susceptibles. La variedad de control susceptible
estandar podra cambiarse en el caso de que el examen indique que otras
variedades son mas pertinentes o accesibles.

6. Para los patotipos Rol, Ro5, Pal y Pa3 se utilizaran las siguientes
poblaciones estandar de nematodos del quiste de la patata:

Ro1l: poblacion Ecosse
Ro5: poblacidn Harmerz
Pal: poblacion Scottish
Pa3: poblacion Chavornay

Se podran afiadir otras poblaciones de nematodos del quiste de la patata de
importancia local.

7. La identidad de la poblacién estandar utilizada se verificara mediante
métodos adecuados. En los experimentos de ensayo, se recomienda utilizar
al menos dos variedades resistentes o dos clones estandar diferenciales con
capacidad de resistencia conocida.

8. El in6culo de nematodos del quiste de la patata (poblacion inicial o Pi)
consistird en un total de cinco huevos y juveniles infectivos por ml de suelo.
Se recomienda determinar el nimero de nematodos del quiste de la patata
gue deben inocularse por ml de suelo en los experimentos de eclosion. Los
nematodos del quiste de la patata pueden inocularse como quistes o
combinados como huevos y juveniles en una suspension.
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9. La viabilidad del contenido del quiste de nematodos del quiste de la
patata utilizado como fuente del inéculo serd como minimo del 70 %. Se
recomienda que los quistes tengan entre 6 y 24 meses y se mantengan
durante al menos cuatro meses a 4 °C inmediatamente antes de ser
utilizados.

10. Se deberd disponer de al menos cuatro réplicas (macetas) por cada
combinacion de poblacion de nematodos del quiste de la patata y variedad
de patata sometida a ensayo. Para la variedad de control susceptible
estandar se recomienda utilizar diez réplicas como minimo.

11. La duracién de los ensayos serd como minimo de tres meses y debera
verificarse la madurez de las hembras en desarrollo antes de interrumpir el
experimento.

12. Los quistes de nematodos del quiste de la patata de las cuatro réplicas
se extraeran y contaran por separado para cada maceta.

13. La poblacién final (Pf) existente en la variedad de control susceptible
estandar al final del ensayo de resistencia se determinard contando todos
los quistes de todas las réplicas y los huevos y juveniles de al menos cuatro
réplicas.

14. Se debera lograr una tasa de multiplicacidon de al menos 20 x (Pf/Pi) en
la variedad de control susceptible estandar.

15. El coeficiente de variacion (CV) en la variedad de control susceptible
estandar no debera superar el 35 %.

16. La susceptibilidad relativa de la variedad de patata sometida a ensayo
con respecto a la variedad de control susceptible estandar se determinara y
expresara como porcentaje, de acuerdo con la férmula siguiente:

Pfvariedad sometida a ensayo/Pfvariedad de control susceptible estandar x
100 %.

17. En el caso de que la variedad de patata sometida a ensayo tenga una
susceptibilidad relativa superior al 3 %, bastard con contar los quistes. En
los casos en los que la susceptibilidad relativa sea inferior al 3 %, habra que
contar los huevos y los juveniles, ademas de los quistes.

18. En el caso de que los resultados de los ensayos realizados en el primer
ano indiquen que una variedad es completamente susceptible a un patotipo,
no sera necesario repetir dichos ensayos en el segundo afno.

19. Los resultados de los ensayos se confirmaran mediante al menos otra
prueba realizada en otro afio. La media aritmética de la susceptibilidad
relativa en los dos afios se utilizard para obtener la puntuacién, de acuerdo
con el baremo de puntacién estandar.
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Anexo n°4: Notificacion listado variedades resistentes

Las comunidades auténomas elaboraran anualmente, antes del
16 de enero de cada ano, la lista de las nuevas variedades de patatas con
respecto a las cuales se haya constatado mediante una verificacion oficial su
resistencia a los nematodos del quiste de la patata. En la informaciéon se
detallara la especie, los patotipos, los grupos de virulencia o las poblaciones
de nematodos del quiste de la patata a los que sean resistentes las

variedades, su grado de resistencia y el afo de su determinacién.

Estos datos se notificaran por escrito al Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino segun el modelo orientativo que se
presenta a continuacién, y éste a su vez, notificara, a través del cauce
correspondiente, a la Comisién Europea y a los demas Estados Miembros

cada ano, a 31 de enero a mas tardar.
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Anexo n°12: Notificacion listado variedades resistentes

Comunidad autonoma:

Ano:
Nombre Especie de Globodera | Aiio de determinacion Grado de Patotipo/Patotipos?, poblaciones o grupos | Observaciones
variedad | a la que es resistente de la resistencia resistencia ! de virulencia a los que es resistente

"El grado de resistencia se cuantificara con una puntuacion del 1 al 9 segin el grado de susceptibilidad indicado en el Anexo n°11.

* Para la especie Globodera rostochiensis existen cinco patotipos denominados Rol, Ro2, Ro3, Ro4 y Ro5; en la especie Globodera pallida existen tres

patotipos denominados Pal, Pa2, y Pa3.
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Anexo n°5: Notificacion de degradacion o variacion de la

resistencia

Los agricultores de patata, productores de patata de siembra y
demas operadores del sector tienen la obligacion de notificar a los
organismos oficiales responsables de las comunidades auténomas toda
sospecha de presencia o presencia confirmada de nematodos del quiste de
la patata en su territorio, como consecuencia de una degradacién o
variacion de la eficacia de una variedad de patata resistente que esté
relacionada con una modificacion excepcional de la composicion de una

especie de nematodos, un patotipo o un grupo de virulencia.

La comunidad auténoma dispondra que la especie de nematodos
del quiste de la patata y, cuando proceda, el patotipo o grupo de virulencia
en cuestion sean investigados y confirmados mediante los métodos
adecuados. Los datos de las confirmaciones se enviardn por escrito
cada afo el 15 de diciembre a mas tardar, al Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino, y este a su vez, los notificara el 31 de
diciembre a mas tardar, a través del cauce correspondiente, a la Comisidn

Europea y a los demas Estados Miembros.

' BORRADOR |
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	Laboratorio de Sanidad Vegetal 
	Ctra. El Portil - El Rompido, s/n. Complejo Aguas del Pino. 21459-CARTAYA (HUELVA)  
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	Tlfno.-   950 55 80 10 /17  
	e_mail:  mariar.brotons@juntadeandalucia.es
	Laboratorio de Sanidad Vegetal 
	Ctra. de Utrera, 9 
	41013- MONTEQUINTO (SEVILLA) 
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	29738-Torre de Benagalbón. RINCÓN DE LA VICTORIA (MÁLAGA)  
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	e_mail: carmen.rodriguez.salido.ext@juntadeandalucia.es
	Laboratorio de Sanidad Vegetal 
	C/ Lucas Rodríguez, 4 – Bajo 
	LA CARISA 
	33011-OVIEDO (ASTURIAS) 
	Tlfno.- 985 28 49 67 
	Fax.- 985 11 69 09 
	Laboratorio de Sanidad Vegetal 
	07006- PALMA DE MALLORCA 
	Tlfno.- 971 17 61 00 
	Fax.- 971 17 61 56 
	Centro Regional de Diagnóstico 
	Ctra. de Aldealengua a Babilafuente, km. 6 
	37340- ALDEARRUBIA (SALAMANCA) 
	Tlfno.- 923 36 31 50 /80 
	Laboratorio Agrario Regional 
	Polígono Campollano, Avda. II Nº 42, 02006 Finca
	 Experimental Las Tiesas  
	Tlfno.- 967 21 91 13 
	Laboratorio de Sanidad Vegetal 
	Vía de Circunvalación Norte, Tramo 6 
	Esquina calle 3 (Zona Franca) 
	08040-  BARCELONA 
	Tlfno.- 932 23 40 51 /46 
	Fax.- 932 23 42 15  
	Laboratorio de Sanidad Vegetal de Badajoz 
	Ctra. de San Vicente, 3 
	06071- BADAJOZ 
	Tlfno.- 924 01 10 90 
	Fax.- 924 01 11 04 
	Laboratorio de Sanidad Vegetal de Cáceres 
	Ctra. Depuradora de Aguas, s/n. 
	Aptdo. de Correos  435 
	10080-  CÁCERES 
	Tlfno.- 927/00 40 69 
	Ctra. Betanzos-Santiago, Km. 8 
	15318- MABEGONDO (A CORUÑA) 
	Tlfno.- 981 67 35 00 /75 
	Fax.- 981 66 94 01 
	e_mail: jesus.collar.urquijo@xunta.es
	Laboratorio de Sanidad Vegetal 
	Estación Fitopatológica “do Areeiro” 
	Laboratorio Regional 
	Ctra. de Burgos, Km. 6 
	Finca “La Grajera” 
	26071  LOGROÑO (LA RIOJA) 
	Tlfno.- 941 29 12 63 
	Fax.- 941 29 17 22 
	Laboratorio de Sanidad Vegetal 
	Estación Fitopatológica “do Areeiro” 
	Laboratorio de Biología Vegetal 
	Avda. Serapio Huici, s/n. 
	31610-  VILLAVA (NAVARRA) 
	Tlfno.- 848 42 79 88 / 42 13 66 
	Fax.- 848 42 13 69 
	e_mail:  mborrueo@cfnavarra.es
	Sección de Hortofruticultura 
	Centro de Protección Vegetal 
	Granja de la Diputación Foral de Bizkaia -Derio- Ibaizabal 
	Parque Tecnológico de Zamudio Edificio 600 
	48160-  DERIO (BIZKAIA) 
	Tlfno.- 944 54 10 09 
	Fax.- 944 54 10 09 
	Aptdo. 240 
	20159-ZIZURKIL (GUIPÚZCOA) 
	Tlfno.- 943 69 40 89 
	Fax.- 943 69 33 04 



	Anexo-4.pdf
	Zonas protegidas
	Requisitos especiales
	Tubérculos de Solanum tuberosum L. destinados a plantación (patata de siembra) 
	Tubérculos de Solanum tuberosum L., destinados a la plantación, excepto los tubérculos de las variedades oficialmente aceptadas en uno o más Estados Miembros con arreglo a la Directiva 70/457/CEE del consejo, referente al catálogo común de las variedades de las especies de plantas agrícolas 
	Tubérculos de Solanum tuberosum L. destinados a plantación (patata de siembra)  
	Clavibacter michiganensis  ssp. sepedonicus
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-b.1
	------------------
	Declaración oficial de que: 
	a) los tubérculos se ajustan a las disposiciones comunitarias de lucha contra el Synchytrium endobioticum (Directiva 69/464/CEE) y Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Directiva 2006/56/CE y APA/718/2007). 
	b) los tubérculos son originarios de zonas de las que se sabe exentas de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Directiva 2006/56/CE y APA/718/2007), Globodera pallida y Globodera rostochiensis, Ralstonia solanacearum (Directiva 2006/63/CE y APA/719/2007), Meloidogyne chitwoodi y Meloidogyne fallax, 
	c) O en zonas de las que se tiene constancia de la existencia: 
	- De Ralstonia solanacearum, los tubérculos son originarios de una parcela que se ha comprobado exenta o se considera exenta a raíz de un procedimiento adecuado para erradicar el mismo.  
	- De Meloidogyne chitwoodi y Meloidogyne fallax, los tubérculos son originarios de una parcela que se ha comprobado exenta de los mismos por una inspección visual anual tanto externa como cortando los tubérculos, en momentos adecuados, tras la recolección. O los tubérculos han sido sometidos a un muestreo aleatorio tras la recolección y una inspección para detectar la presencia de síntomas tras un método adecuado para introducirlos a pruebas de laboratorios, así como a una inspección visual tanto externa como cortando los tubérculos, en momentos adecuados y, en todos los casos, en el momento de cerrar los embalajes o contenedores antes de la comercialización con arreglo a las disposiciones sobre cerrado de la Directiva 66/403/CEE, no habiéndose detectado síntomas de los organismos. 
	 
	 
	Además, para tubérculos de S. tuberosum destinados a la plantación, excepto los de las variedades oficialmente aceptadas en uno o más Estados miembros con arreglo a la Directiva 70/457/CEE, deben tener una declaración oficial de que: 
	- pertenecen a altas selecciones, lo cual debe indicarse del modo adecuado en los documentos adjuntos a los tubérculos correspondientes. 
	- Han sido producidos en la Comunidad, y 
	- proceden en línea directa de material mantenido en buenas condiciones y sometido a pruebas de cuarentena oficiales con los métodos adecuados, resultando estar exentos de organismos nocivos.  
	 
	Zonas ZP, declaración oficial de que los tubérculos: 
	a) se han cultivado en una zona de la que se sabe está exenta de Beet Necrotic Bellow Vein virus (BNYVV). 
	b) O se han cultivado en terrenos o medios de cultivo con tierra de las que se sabe exenta o han sido analizados con métodos adecuados comprobándose exentos del citado organismo. 
	c) Han sido lavados para quitarles la tierra. 
	 
	Respecto a Globodera spp., las patatas deberán llevar una declaración oficial de que se han cumplido con las disposiciones conformes a las establecidas en la Directiva 2007/33/CE del Consejo, relativa a la lucha contra el nematodo dorado. 
	Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-b.2
	------------------
	Synchytrium endobioticum
	No presente en España     RD 58/2005 I-A-II-c.2
	------------------
	Globodera pallida
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-a.1.R.D 58/2005-I-B-a.2
	FIN, LV, SI, SK
	Globodera rostochiensis
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-a.1
	------------------
	Meloidogyne chitwoodi 
	 
	No presente en España     RD 58/2005 I-A-II-a.6.1
	------------------
	Meloidogyne fallax 
	No presente en España     RD 58/2005 I-A-II-a.6.2
	------------------
	Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-B-b.1
	 
	FR (Bretaña), FIN, IE, P (Azores),   
	UK (Irl.Norte)
	Anexo  
	II
	Zonas protegidas
	Requisitos especiales
	Tubérculos de Solanum tuberosum L. destinados a plantación  
	Ditylenchus destructor
	No presente en España     RD 58/2005 II-A-II-a.3
	------------------
	-------------------------------------------------
	Anexo IV
	Zonas protegidas
	Requisitos especiales
	18.5-AII 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	20.2-B 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	20.3 -B 
	Tubérculos de Solanum tuberosum L., 
	no recogidos en los puntos 18.1, 18.2, 
	18.3 o 18.4 de la sección II de la parte 
	A del anexo IV 
	Tubérculos de Solanum tuberosum L., excepto 
	los mencionados en el punto 20.1 de 
	Clavibacter michiganensis  ssp. sepedonicus
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-b.1
	------------------
	En el embalaje se estampará un número de registro que indique que las patatas provienen de productor, almacén o envío colectivo registrado y que están exentos de Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum (Directiva 2006/63/CE y APA/719/2007) y además se ajustan a las disposiciones comunitarias en materia de lucha contra Synchytrium endobioticum, y en su caso, contra Clavibacter michiganensis ssp.sepedonicus (Directiva 2006/56/CE y APA/718/2007). 
	Zonas ZP. Los requisitos implican que: 
	a) el envío o lote de vegetales no contendrá más de un 1 % en peso de tierra 
	b) o los vegetales se destinan a su transformación en locales con instalaciones de eliminación de residuos oficialmente autorizadas que garanticen la ausencia de todo riesgo de propagación  del virus causante de la rizomanía de la remolacha (BNYVV).  
	(R.D. 58/2005 IV- B- 20.2) 
	 
	Respecto a Globodera spp., las patatas deberán llevar una declaración oficial de que se han cumplido con las disposiciones conformes a las establecidas en la Directiva 2007/33/CE, relativa a la lucha contra el nematodo dorado. 
	Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-b.2
	------------------
	Synchytrium endobioticum
	No presente en España     RD 58/2005 I-A-II-c.2
	------------------
	Globodera pallida
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-a.1.R.D 58/2005-I-B-a.2
	FIN, LV, SI, SK
	Globodera rostochiensis
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-a.1
	------------------
	Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-B-b.1
	 
	FR (Bretaña), FIN, IE, P (Azores),   
	UK (Irl.Norte)
	Anexo IV
	Zonas protegidas
	Requisitos especiales
	18.3-AII 
	 
	Vegetales que forman estolones o tubérculos 
	de especies de Solanum L. o sus híbridos, destinados a la plantación, distintos de los tubérculos de Solanum tuberosum L. que se especifican en los puntos 18.1 o 18.2 de la sección II de la parte A del anexo IV y del material de mantenimiento de cultivos almacenado en bancos genéticos o colecciones 
	Genéticas 
	Clavibacter michiganensis  ssp. sepedonicus
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-b.1
	------------------
	a) Los vegetales deben mantenerse en condiciones de cuarentena y resultar exentos de cualquier organismo nocivo en las pruebas de cuarentena. 
	b) las pruebas de cuarentena mencionadas en la letra a) deben ser: 
	ba)supervisadas por la organización oficial de protección de vegetales y realizadas por personal científicamente formado por esa organización o de cualquier corporación oficialmente autorizada. 
	bb)realizadas en un lugar que disponga de instalaciones adecuadas en número suficiente para contener los organismos nocivos y mantener el material, incluidos los indicadores, de modo que se elimine cualquier riesgo de propagación de organismos nocivos. 
	bc) realizadas en cada unidad de material. 
	- mediante examen visual a intervalos regulares durante todo un ciclo vegetativo, como mínimo teniendo en cuenta el tipo de material y su fase de desarrollo durante el programa de pruebas, para detectar los síntomas causados por cualquier organismo nocivo. 
	- mediante pruebas, con los métodos adecuados, aprobados por procedimientos comunitarios. 
	- para todo el material de patata, detección como mínimo de: 
	+ Andean potato latent virus (APLV). 
	+ Arracacha virus B, oca strain (AVB-O). 
	+ Potato black ringspot virus (PBRSV). 
	+ Potato spindle tuber viroid (PSTVd). 
	+ Potato virus T (PVT). 
	+ Andean potato mottle virus (APMoV). 
	+ Virus de la patata A, M, S, V, X e Y (incluidas Yª, Yn, Yc )  y Potato leaf roll virus. 
	+ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus  (Spieckermann et Kotthoff) Davis et al. (Directiva 2006/56/CE y APA/718/2007) 
	+ Ralstonia solanacearum (Smith)  Yabuuchi et al. (Directiva 2006/63/CE y APA/719/2007) 
	bd)mediante las pruebas adecuadas de cualquier otro síntoma observado en el examen visual, con objeto de identificar los organismos nocivos causantes de tales síntomas. 
	c) Todo material que no haya resultado exento de los organismos nocivos que se especifican en la letra b), según las pruebas mencionadas en dicha letra, debe ser de inmediato destruido o sometido a procedimientos que eliminen dichos organismos. 
	d) Cada organización o centro de investigación que posea dicho material debe informar al servicio oficial de protección vegetal del Estado miembro sobre el material del que disponga. 
	Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
	Presente en España       
	RD 58/2005 I-A-II-b.2
	------------------
	Variedades A, M, S, V, X e Y
	No presente en España  
	No presente en UE 
	------------------
	18.6-AII 
	Vegetales de las especies de Solanaceae, destinados a la plantación, excepto las semillas y demás vegetales mencionados en los puntos 18.4 o 18.5 de la sección II de la parte A del anexo IV 
	Potato stolbur phytoplasma
	Presente en España       
	RD 58/2005 II-A-II-d.8
	------------------
	Respecto a Potato stolbur phytoplasma, declaración oficial de que: 
	a) los vegetales son originarios de zonas exentas de dichos organismos 
	b) o no se han observado síntomas de dichos organismos en los vegetales de la parcela de producción desde el principio del último ciclo completo de vegetación. 
	 (R.D. 58/2005 IV- A- II-18.6)
	Anexo  
	II
	Zonas protegidas
	Requisitos especiales
	Tomato spotted wilt virus (TSWV) 
	Presente en España      
	RD 58/2005 II-A-II-d.15
	SE, FI
	-------------------------------------------------
	Anexo  
	I
	Zonas protegidas
	Requisitos especiales
	Todos los vegetales
	Helicoverpa (=Heliothis) armigera 
	Presente en España     
	-------------------
	-------------------------------------------------
	I-B-a.3
	Todos los vegetales
	Leptinotarsa decemlineata
	Presente en España      
	RD 58/2005 I-B-a.3
	SE (condados de Blekinge, Gotland,), UK     
	-------------------------------------------------
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	-Tubérculos de Solanum tuberosum L., destinados a la plantación, excepto los tubérculos de las variedades oficialmente aceptadas en uno o más Estados Miembros con arreglo a la Directiva 70/457/CEE del consejo, referente al catálogo común de las variedades de las especies de plantas agrícolas 
	Clavibacter michiganensis  ssp. sepedonicus
	X (1)
	Sintomática
	Síntomas en hojas, tallos y tubérculos
	Tomar muestras de planta entera y de 200 tubérculos
	La muestra se mantiene refrigerada en nevera 
	Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
	X (2)
	Sintomática
	Síntomas en tubérculos y plantas enteras
	Tomar muestras de planta entera y de 200 tubérculos
	Synchytrium endobioticum
	Sintomática
	Ataques en tallos, estolones y tubérculos
	50kg de patatas (1saco) por tonelada
	Globodera pallida
	X
	Sintomática
	Síntomas en raíces (quistes), principalmente
	Tomar 500 g de tierra y muestras de planta entera
	Globodera rostochiensis
	X
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	Meloidogyne chitwoodi
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	Meloidogyne fallax 
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	Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
	X
	Asintomática
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	Tomar 1 planta por cada 1000  al azar                     
	Ditylenchus destructor
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	Síntomas en tubérculos y plantas enteras
	Tomar muestras de planta entera y de 200 tubérculos
	Synchytrium endobioticum
	Sintomática
	Ataques en tallos, estolones y tubérculos
	50kg de patatas (1saco) por tonelada
	Globodera pallida
	X
	Sintomática
	Síntomas en raíces (quistes), principalmente
	Tomar 500 g de tierra y muestras de planta entera
	Globodera rostochiensis
	X
	Sintomática
	Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
	X
	Asintomática
	Daños en hojas (color pálido) y en raíces (raicillas)
	Tomar 1 planta por cada 1000  al azar                     
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	-Vegetales que forman estolones o tubérculos de especies de Solanum L. o sus híbridos, destinados a la plantación, distintos de los tubérculos de Solanum tuberosum L. que se especifican en los puntos 18.1 o 18.2 de la sección II de la parte A del anexo IV y del material de mantenimiento de cultivos almacenado en bancos genéticos o colecciones Genéticas  
	Clavibacter michiganensis  ssp. sepedonicus
	X (1)
	Sintomática
	Síntomas en hojas, tallos y tubérculos
	Tomar muestras de planta entera y de 200 tubérculos
	La muestra se mantiene refrigerada en nevera 
	Ralstonia (=Pseudomonas) solanacearum
	X (2)
	Sintomática
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	Potato stolbur phytoplasma
	X
	Asintomática
	Daños en hojas (enrollado), y brotes (con cabelleras)
	Tomar 1 planta por cada 1000  al azar                     
	Tomato spotted wilt virus (TSWV) 
	X
	Asintomática
	Tallos y brotes con manchas necróticas, hojas deformadas
	Tomar 1 planta por cada 1000  al azar                     
	Helicoverpa (=Heliothis) armigera
	X
	Sintomática
	Daños en hojas, capullos, flores y frutos 
	Observar 1 planta de 100 al azar y recoger organismo
	En seco con papel, algodón o corcho y en bolsa de plástico
	Leptinotarsa decemlineata
	X
	Sintomática
	Defoliación de hojas
	Localizar adultos o larvas
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	Época recomendada para realizar la toma de muestras
	ENE
	FEB
	MAR
	ABR
	MAY
	JUN
	JUL
	AGO
	SEP
	OCT
	NOV
	DIC
	-Tubérculos de Solanum tuberosum L. destinados a plantación (patata de siembra) 
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