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5.* Delegacdo da Direcgdo-Geral da Contabilidade Publica, 13 de Dezembro de 1994. — A Directora, Maria
Evangelina Morais.

MINISTERIO DA AGRICULTURA factor de redugdo da producdio da cultura da batateira
€ representa um risco para esta cultura nfo sé no nosso

pais como também em todo o territdrio comunitério,

Portaria n.° 140/95 se ndo forem tomadas medidas de proteccdo eficazes.

de 9 de Fevereiro A necessidade de se proceder A transposicdo da Di-

rectiva do Conselho n.° 93/85/CEE, de 4 de Outubro,

A doenca provocada pelo agente patogénico Clavi-  cujo conteiido passa a ser direito interno através da pre-

bacter michiganensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedo-  sente portaria, e que exactamente diz respeito a esta

nicus (Spieckerman et Kottoff) Davis et al., vulgar- luta, insere-se entre as medidas minimas a adoptar pe-
mente designada por podriddo anelar da batata, é um  los diverses Estados membros neste dominio.



824

DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE-B

N.° 34 — 9-2-1995

Assim:

Manda o Governo, pelo Ministro da Agricultura, ao
abrigo do disposto no n.° 1 do artigo 1.° do Decreto-
-Lei n.° 154/94, de 28 de Maio, o seguinte:

1.° A presente portaria diz respeito as medidas a
adoptar tendo em vista ndo s6 a redugdo dos riscos de
introdugdo do agente patogénico Clavibacter michiga-
nensis (Smith) Davis et al. ssp. sepedonicus (Spiecker-
man et Kottoff) Davis et al., causador da podriddo ane-
lar da batata, como também a evitar a sua propaga¢do
e a proceder a sua eventual erradicagdo no caso de a
mesma vir a ser detectada no Pais.

2.° Qualquer pessoa que suspeite da presenca da
doenga da podriddo anelar da batata, quer durante a
fase de produgdo da cultura, quer durante o armaze-
namento ou comercializacdo da batata, deve de ime-
diato informar o servigo oficial de protecgdo das cul-
turas da direcgdo regional de agricultura onde tal facto
ocorra.

3.° Para cada ocorréncia suspeita da doenga, ¢ na
dependéncia da confirmagdo ou refutagio da mesma
através da realizacdo de testes laboratoriais oficiais ou
oficialmente controlados, utilizando o método previsto
no anexo I a presente portaria, e de acordo com as
condigdes definidas no n.° 1 do anexo 11, fica interdita
a circulagdo de todos os lotes ou remessas das quais
tenham sido colhidas amostras.

4.° Confirmada a presen¢a do organismo prejudicial
numa amostra de tubérculos, plantas ou partes de plan-
tas, através do método previsto no numero anterior,
¢ aplicavel o disposto no n.° 2 do anexo Il & presente
portaria.

5.° Face a confirmagdo da presen¢a do organismo
nos termos do n.° 3.°, serdo declarados contaminados
os tubérculos ou plantas, as remessas € ou lotes, a ma-
quinaria, os veiculos, os navios, os armazéns ou res-
pectivas partes e quaisquer outros objectos, incluindo
o material de embalagem em que tiver sido colhida a
amostra e, quando adequado, ainda o local ou locais
de produgdo e o campo ou campos onde tiverem sido
colhidos os tubérculos ou plantas.

6.° Tendo em atengdo o disposto no n.°1 do
anexo Il a presente portaria, sera ainda determinada
a extensdo da contaminacgdo provavel por contacto pré
ou pos-colheita, ou por relagdo de produgdo com a
contaminacgdo que tiver sido declarada nos termos do
nimero anterior.

7.° Com base na declara¢do de contaminagdo e na
determinagdo da contaminagdo provavel a que se refe-
rem os n.% 4.° e 5.°, deverd ser demarcada uma zona
contaminada tendo em vista impedir a possivel propa-
gacdo do organismo prejudicial, que serd determinada
tendo em conta o disposto no n.° 2 do anexo III a pre-
sente portaria.

8.° Sempre que tenha sido emitida uma declaragdo
de contaminacdo nos termos do n.° 5.°, deverdo ser
realizados testes nas existéncjas de batata com‘'uma re-
lagdo clonal com a batata contaminada, determinando-
-se a provdavel fonte primaria de infecgio ¢ a extensdo
da contaminacdo provével, de preferéncia por ordem
da grau de risco, procedendo-se se necessdrio a novas
declaracdes de contaminagdo, com as correspondentes
determinagiio de contaminacio -provavel e demarcagdo
de zona contaminada. ,

9.° Logo que-seja conhecida a extensdo da conta-
minacdo declarada com base no disposto nos numeros

anteriores, serd ordenada a destrui¢do, sob controlo ofi-
cial, dos tubérculos ou dos vegetais declarados conta-
minados.

10.° Caso se tenha concluido ndo existir qualquer
risco identificdvel de propagagdo do organismo preju-
dicial, poderdo os tubérculos ou vegetais declarados
contaminados ser eliminados de acordo com o estabe-
lecido no n.° 1 do anexo IV A presente portaria.

11.° Os tubérculos ou plantas considerados prova-
velmente contaminados nos termos do n.° 6.° da pre-
sente portaria ndo poderdo ser plantados e, sem pre-
juizo dos resultados dos testes referidos no n.° 8.°, s6
podem ser utilizados ou eliminados conforme especifi-
cado no n.° 2 do anexo Iv, em condi¢des que garan-
tam a inexisténcia de qualquer risco identificavel de
propagagdo do organismo.

12.° Toda a maquinaria, veiculos, navios, armazéns
ou respectivas partes e quaisquer outros objectos, in-
cluindo o material de embalagem que tenham sido de-
clarados contaminados ou considerados provavelmente
contaminados nos termos do disposto nos n.”* 5.° ¢ 6.°
da presente portaria, serdo destruidos ou limpos e de-
sinfectados, de acordo com o n.° 3 do anexo 1V.

13.° Sem prejuizo das medidas aplicadas nos termos
dos niimeros anteriores, nas zonas que tenham sido ofi-
cialmente demarcadas como contaminadas serdo adop-
tadas as medidas especificadas no n.° 4 do anexo 1v
da presente portaria.

14.° E proibida a plantagdo de qualquer material ve-
getal suspeito de contaminagdo ou declarado contami-
nado, a menos que seja concedida pelo Instituto de
Protecgdo da Producdo Agro-Alimentar (IPPAA) uma
autorizagdo oficial especifica para o efeito, tendo em
conta destinar-se a fins experimentais ou cientificos e
para trabalho de selecgdo varietal.

15.° S6 é permitida a plantagdo de batata-semente
desde que:

@) Sejam satisfeitas as exigéncias estabelecidas na
Portaria n.° 344/94, de 1 de Junho;

b) O material vegetal seja proveniente, em linha
directa, de material obtido no dmbito de um
programa de certificagdo oficialmente aprovado
e que tenha sido declarado isento em testes ofi-
ciais ou controlados oficialmente, utilizando o
método previsto no anexo I.

16.° Os testes referidos no nimero anterior devem
ser realizados:

a) Quando a contaminagdo afectar a produgdo de
batata-semente, dos vegetais da selec¢do clonal
inicial; .

b) Nos restantes casos, tanto nas plantas da selec-
¢do clonal inicial como em amostras represen-
tativas da batata-semente de base ou de mate-
rial de multiplicacdo anterior.

17.° Os servigos responsaveis pela protecgdo das cul-
turas das direcgdes regionais de agricultura, deverdo no-
tificar o IPPAA de qualquer suspeita da presenca da
doenca, bem como das acgdes levadas a efeito em cum-
primento do disposto na presente portaria.

18.° Com base nas disposi¢des da Directiva do Con-
selho n.°.93/85/CEE, de 4 de Outubro, e tendo em
vista a aplicacdo das necessdrias medidas de protec¢do
fitossanitaria, serd criado a nivel oficial um programa
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de ac¢do que permita a caracterizacdo da situagdo da
doen¢a no Pais.

Ministério da Agricultura.
Assinada em 16 de Janeiro de 1995.

Pelo Ministro da Agricultura, Avaro dos Santos
Amaro, Secretdrio de Estado da Agricultura.

ANEXO I

Método de detecgdo e diagnéstico da bactéria da podridéo
anelar, Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. spp.
sepedonicus (Spleckermann et Kottoff), em lotes de batata.

1 — Colheita de cones do hilo:

1.1 — Lavar 200 tubérculos em dgua corrente ¢ retirar a epiderme
de cada tubérculo com um escalpelo ou um descascador desinfecta-
dos normalmente, ou seja, mergulhando em etanol a 70% e pas-
sando pela chama.

1.2 — Retirar cuidadosamente cones do hilo com um escalpelo.
Tirar o mfnimo possivel de tecido ndo vascular. Os hilos devem ser
tratados no espago de vinte ¢ quatro horas (v. n.° 3) ou conserva-
dos ndo mais de duas semanas a — 20°C.

2 — Observagdo visual dos sintomas de podriddo anelar:

Depois de retirar os hilos, cortar transversalmente cada tubérculo
e observar sintomas de podriddo anelar.

Os primeiros sintomas observam-se na zona do hilo: os tecidos que
envolvem o anel vascular estdo ligeiramente vidrados ou transhici-
dos, sem podridio.

O anel vascular a volta do hilo pode ter uma cor ligeiramente mais
escura do que o normal. O primeiro sintoma facilmente identific4-
vel ¢ a coloragdo amarelada do anel vascular e, quando se pressiona
suavemente o tubérculo, emerge um exsudado sob a forma de fitas.
Esta exsuda¢do contém milhdes de bactérias. Nesta fase, o tecido
vascular pode tornar-se acastanhado. Ao principio, estes sintomas
podem limitar-se 2 uma parte do anel, nfo necessariamente perto
do hilo, e em seguida podem alargar-se gradualmente a todo o anel.
A medida que a infecgio progride, da-se a destruicdo do tecido vas-
cular, ¢ o cértex externo pode separar-se do cortex interno. Nos es-
tddios mais avancados da infecgio, surgem fissuras na superficie do
tubérculo, frequentemente, castanho-avermelhadas nas margens, Os
sintomas podem ser ocultados por infecgdes micdticas ou bacteria-
nas e pode ser dificil, ou mesmo impossivel, distinguir os sintomas
da podriddo anelar numa fase avancada de qualquer outra podri-
ddo dos tubérculos.

3 — Preparagdo de amostras para coloragio Gram, imunofluores-
céncia (IF) e teste da beringela:

3.1 — Homogeneizar os hilos até & maceragdo completa (mas ndo
em excesso) com um diluente ndo téxico para o Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus [por exemplo, tampdo fosfato (PBS) 0,05M
PH 7,0] a uma temperatura inferior a 30°C; ¢ aconselhdvel a adicdo
de um antifloculante ndo toxico e, por vezes, é necessdrio adicionar
agente antiespuma nfo téxico (apéndices n.> 1 e 2). Deve evitar-se
uma maceragio excessiva.

3.2 — Extrair as bactérias do homenizado por um dos seguintes
métodos (!):

A)

a) Centrifugar durante dez minutos a 180 G no mdximo.
b) Centrifugar o sobrenadante durante dez minutos a 4000 G no
minimo. Decantar e desprezar o sobrenadante.

B)

a) Deixar depositar o macerado durante trinta minutos. Decan-
tar o sobrenadante sem levantar o pellet.

b) Filtrar sob vdcuo o sobrenadante através de papel de filtro
(Whatman n.° 1) colocado num filtro de vidro poroso
(n.° 2=40 um-100 gm). Recolher o filtrado num tubo de cen-
trifuga. Lavar o filtro com PBS esterilizado até um volume
maximo de filtrado de 35 ml.

¢) Centrifugar o filtrado durante vinte minutos a 4000 G no mi-
nimo.

3.3 — Suspender o pellet em PBS 0,01 M pH 7,2 (apendice n.° 2)
esterilizado até um volume total de cerca de | ml. Dividir em duas
partes iguais ¢ guardar uma parte para efeitos de referéncia,
congelando-a a — 20°C (?) ou liofilizando-a. Dividir a outra parte

(') Um método de extrac¢do alternativo ¢ dado por Dinesen, 1984.

(*) Hé indicagdes (Janse ¢ Van Vaerenberg, 1987) de que a congelagdo pode reduzir,
a viabilidade de Clavibacter michiganensis ssp sepedonicus. A suspensio do peller em gli-
cerol 10 % pode resolver este problema.

em duas, usando metade para o tesie de imunofluorescéncia e a co-
loragdio Gram, e a outra metade para o teste da beringela.

3.4 — E indispensavel que todos os controlos e amostras positi-
vos de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus sejam tratados se-
paradamente para evitar contaminagdes. O mesmo se aplica as -
minas de imunofluorescéncia e ao teste da beringela.

4 — Coloragio Gram:

4.1 — Preparar esfregagos para coloragio Gram de todas as di-
lui¢3es do pellet (n.° 5.2.1) e para quaisquer porgdes de tubérculos
cortados (n.° 2) que apresentem sintomas suspeitos, como transluci-
dez ou podriddo. As amostras devem ser retiradas da margem dos
tecidos doentes.

4.2 — Preparar esfregacos para coloragio Gram de culturas co-
nhecidas de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus e, se possi-
vel, de tecidos naturalmente infectados (n.° 5.1).

4.3 — Determinar quais as amostras que contém células corine-
formes tipicas Gram positivas. Em geral as células de Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus tém 0,8 ym-1,2 ym de comprimento
¢ 0,4 um-0,6 um de largura.

No apéndice n.° 3 ¢ indicado o processo de coloragéo.

As preparagdes feitas a partir de infecgdes naturais ou de culturas
isoladas recentemente apresentam muitas vezes predominéncia de bas-
tonetes cocéides que costumam ser ligeiramente mais pequenos do
que as células provenientes de culturas em 4gar mais velhas. Na maio-
ria dos meios de cultura, as células Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus tém a forma de bastonetes pleomérficos e podem dar
uma reacgdio Gram varidvel. Hd células individuais, aos pares, com
a forma de «cotovelo» tipica da divisdo e, ocasionalmente, em gru-
pos irregulares muitas vezes denominados «palissadas». ou «carac-
teres chineses».

5 — Método para testar a imunofluorescéncia (IF):

5.1 — Utilizar anti-soro de uma estirpe conhecida de Clavibacter
michiganensis ssp. sepedomnicus ATCC 33113 (NCPPB 2137) ou
NCPPB 2140, que deve ter um titulo de IF superior a 1:600. Incluir
um controlo de PBS na limina para determinar se o conjugado de
imunoglobulina anticoelho marcado com isotiacianato de fluoresceina
(FITC) se combina de forma ndo especifica com células bacterianas.
Deve ser utilizado Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
ATCC 33113 (NCPPB 2137) ou NCPPB 2140 como controlo do an-
tigénio homdlogo numa 1amina separada. Sempre que possfvel, deve
ser utilizado tecido naturalmente infectado (liofilizado ou congelado
a — 20°C) como controlo semelhante na mesma 1mina (v. figura 2).

5.2 — Protocolo:

5.2.1 — Preparar tréds séries de diluigdes (10, 102, 10”) do pel-
let final em dgua destilada (v. figura 2).

5.2.2 — Pipetar um volume fixo suficiente para cobrir o pogo
(cerca de 254l) de cada diluiciio do pellef ou da suspensdo de Clavi-
bacter michiganensis ssp. (cerca de 10° células/ml) para os pogos de
uma ldmina de pogos muiiltiplos tal como indicado na figura 1.

FIGURA 1

Limina com a amostra e com o controlo de PBS
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5.2.3 — Deixar secar ao ar a cerca de 37°C e fixar com etanol
a 95% ou a chama.

5.2.4 — Cobrir os pogos com o volume apropriado de anti-soro
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus nas dilui¢es recomenda-
das, em PBS 0,01M pH 7,2 (apéndice n.° 2), como na figura 1 (uti-
lizar PBS para o controlo da FITC). A diluicfio de trabatho do anti-
-soro deve ser de cerca de metade do titulo de IF. Se forem incluidas
outras dilui¢des de anti-soro, devem ser preparadas ldminas separa-
das para cada dilui¢do. ’

§.2.5 — Incubar numa cimara himida a temperatura ambiente du-
rante trinta minutos.

5.2.6 — Lavar cuidadosamente com PBS 0,01M pH 7,2 durante
cinco minutos, mudando trés vezes o tampdo.

5.2.7 — Eliminar cuidadosamente a humidade em excesso.

5.2.8 — Cobrir cada janela com conjugado de FITC, na diluicio
utilizada para determinar o titulo, ¢ incubar numa cdmara hiimida,
no escuro, & temperatura ambiente, durante trinta minutos.

5.2.9 — Lavar como no n.° 5.2.6.

5.2.10 — Juntar cerca de 5-10xl de tampdo fosfato com glicerol
pH 7,6 (ou um liquido de montagem semelhante, de pH ndo infe-
rior a 7,6) em cada pogo ¢ cobrir com uma lamela (apéndice n.° 2).

5.2.11 — Examinar ao microscopio equipado com ldmpada de epi-
fluorescéncia e com os filtros adequados para trabalhar com FITC,
com uma ampliagdo entre 400 vezes ¢ 1000 vezes. Observar 0s po-
cos em duplicado segundo dois didmetros perpendiculares e ao longo
do perimetro do pogo.

Procurar células fluorescentes nos controlos positivos ¢ determi-
nar o seu titulo. Procurar células fluorescentes no pogo de controlo
FITC/PBS e, na sua auséncia, observar os outros pogos. Determi-
nar, num minimo de 10 campos de objectiva, o mimero médio de
células fluorescentes morfologicamente tipicas por campo, calcular
o nimero de células/ml de pellet ndo diluido (v. apéndice n.° 4).

H4 vérios problemas inerentes ao teste de imunofluorescéncia:

— Em pellets de batata é provével ocorrerem células fluorescentes
com morfologia atipica ¢ reacgdes cruzadas de bactérias sa-
profitas com tamanho ¢ morfologia semelhantes ao Clavibac-
ter michiganensis ssp. sepedonicus. Considerar unicamente as
células fluorescentes de tamanho e morfologia tipicas.

Devido & possibilidade de reacgdes cruzadas, deve-se vol-
tar a analisar, com um anti-soro diferente, as amostras com
reacgdo positiva no teste IF.

— O limite técnico de detecgdio deste método, situa-se entre 10
¢ 10* células/ml de peliet nio diluido. As amostras com ni-
mero de células fluorescentes tipicas/ml no limite de detec-
¢do sdo geralmente negativas para o Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus, mas podem ser submetidas ao teste da be-
ringela.

Um teste de imunofluorescéncia é considerado negativo quando
na amostra em questdo n3o se encontrarem células fluorescentes mor-
fologicamente tipicas. As amostras serdo consideradas «ndo conta-
minadas» com Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Ndo ¢ ne-
cessdrio realizar o teste da beringela.

Um teste de imunofluorescéncia € considerado positivo quando na
amostra em questdo se encontrarem células fluorescentes morfologi-
camente tipicas. As amostras para as quais o teste de inunofluores-
céncia foi positivo com ambos os anti-soros sdo consideradas «po-
tencialmente contaminadas» com Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus.

E necessdrio realizar o teste da beringela em todas as amostras
consideradas potencialmente contaminadas.

6 — Teste da beringela:

Para os pormenores da cultura, v. apéndice n.° 5.

6.1 — Distribuir o pellet do n.° 3.3 por 25 beringelas, no minimo,
no estadio de trds folhas (apéndice n.° 5) através de um dos méto-
dos adiante indicados (n.°* 6.2, 6.3 ou 6.4).

6.2 — Inoculagdo por fenda I:

6.2.1 — Colocar cada vaso na posi¢iio horizontal fum bloco de po-
liestireno com um buraco de S cm de profundidade % 10 ¢m de lar-
gura x 15 cm de comprimento (figura 3) convém para um vaso de
10 cm]. Deve colocar-se uma tira de papel de alumfnio esterilizado
entre o caule ¢ o bloco para cada uma das amostras a testar. Segura-
-se a planta com um eldstico 4 volta do bloco.

6.2.2 — Com um escalpelo, fazer um corte longitudinal ou ligei-
ramente em diagonal de 0,5 cm-1,0 cm de comprimento, com uma
profundidade de cerca de trés quartos do didmetro do caule, entre
os cotilédones e a primeira folha.

6.2.3 — Manter a ferida aberta com a ponta da l8mina do escal-
pelo e aplicar o inéculo com um pincel muito fino embebido no pellet.
Distribuir o pellet pelas beringelas.

6.2.4 — Selar o corte com vaselina esterilizada aplicada com uma
seringa de 2 ml.

FIGURA 3

6.3 — Inoculagdo por fenda II:

6.3.1 — Segurar a planta entre dois dedos, pipetar uma gota (cerca
de 5u-10ul) do pellet no caule, entre os cotilédones ¢ a primeira folha.

6.3.2 — Utilizando um escalpelo esterilizado, fazer um corte em
diagonal (num &ngulo de cerca de 5°), com 1,0 cm de comprimento
¢ com uma profundidade de cerca de dois tergos do didmetro do
caule, comegando a partir da gota de pellet.

6.3.3 — Selar o corte com vaselina esterilizada aplicada com uma
seringa.

6.4 — Inoculagdio por seringa:

6.4.1 — Nio regar as beringelas no dia anterior a inoculagéio para
reduzir a turgescéncia.

6.4.2 — Inocular os caules das beringelas imediatamente acima dos
cotilédones, utilizando uma seringa com uma agulha hipodérmica (néo
inferior a 23 G). Distribuir o pellet pelas beringelas.

6.5 — Inocular 25 plantas com uma cultura conhecida de Clavi-
bacter michiganensis ssp. sepedonicus e, se possivel, com tecido tu-
bercular infectado naturalmente (n.° 5.1) segundo o mesmo método
de inoculaglio (n.”* 6.2, 6.3 ou 6.4).

6.6 — Inocular 25 plantas com PBS 0,05M esterilizado, segundo
o0 mesmo método de inoculagdio (n.” 6.2, 6.3 ou 6.4).

6.7 — Incubar as plantas nas condigdes adequadas (apéndice n.° 5)
durante 40 dias. Ao fim de oito dias, examinar regularmente para
detectar quaisquer sintomas. Contar o nimero de plantas que apre-
sentam sintomas. Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus causa
a murchiddo das folhas da beringela, que pode comegar sob a forma
de flacidez das margens ou entre as nervuras. O tecido murcho pode
inicialmente apresentar-se verde-escuro ou manchado, mas torna-se
mais pélido antes de se tornar necrético. A murchiddo entre as ner-
vuras apresenta muitas vezes um aspecto simultancamente hidrépico
¢ oleoso. O tecido necrosado apresenta muitas vezes margens de um
amarelo vivo. As plantas ndo morrem for¢osamente; quanto mais
longo for o perfodo antes do aparecimento dos sintomas, maior é
a probabilidade de sobrevivéncia. As plantas podem sobreviver 4 in-
fecgdo. As beringelas jovens sio muito mais sensiveis a popula¢des
baixas de Clavibacter michigam’s ssp. sepedonicus do que as plantas
mais velhas, pelo que é necessdrio utilizar plantas no estddio feno-
l6gico de trés folhas ou imediatamente anterior.

A murchiddo pode também ser induzida por outras bactérias ou
fungos presentes no pellet tais como Erwinia carotovora ssp. caro-
tovora ¢ Erwinia carotovora ssp. atroseptica, Phoma exigua var. fo-
veata, assim como grandes populacdes de bactérias saprofitas. Estas
murchiddes podem distinguir-se da causada por Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus porque as folhas inteiras, ou a planta in-
teira, murcham rapidamente.

6.8 — Preparar esfregacos para coloragdo Gram (n.° 4) para to-
dos os lotes de beringela que apresentem sintomas, utilizando sec-
¢Bes de tecido foliar murcho e do caule das plantas e isolar em meio
nutritivo adequado (n.° 7). Desinfectar a superficie das folhas ¢ caules
das beringelas passando com etanol a 70 %.

6.9 — Em certas circunstncias, especialmente quando as condi-
¢Oes de cultivo ndo sdio as Optimas, € possivel que Clavibacter mi-
chiganensis ssp. sepedonicus exista como infecglio latente nas berin-
gelas mesmo depois de uma incubacfio de 40 dias. Tais infecgdes
podem eventualmente resultar na paragem do crescimento ¢ em falta
de vigor das plantas infectadas. Se o teste IF ¢ considerado posi-
tivo, pode entender-se necessdrio fazer mais testes. E pois essencial
comparar as taxas de crescimento de todas as beringelas testadas com
o controlo inoculado com PBS 0,05M esterilizado e controlar as con-
digdes ambientais da estufa.

Recomenda-se 0 seguinte método para testes adicionais:

6.9.1 — Cortar os caules acima do ponto de inoculagdo e retirar
as folhas.

) ;59:2; «2— Macerar os caules em PBS 0,05M 5 pH 7,0, como em
de32.
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6.9.3 — Utilizar metade do pellet para fazer a coloragio Gram
(n.° 4) e para o teste IF (n.° $5).

6.9.4 — Utilizar a outra metade para realizar o teste da beringela
(n.° 6) se a coloragdo Gram ¢ ou o teste IF forem positivos. Fazer
controlos com uma cultura conhecida de Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus e com PBS 0,05 M esterilizado. Se no se observa-
rem sintomas no teste seguinte, a amostra deve ser considerada ne-
gativa.

7 — Isolamento de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus:

O diagndstico sé pode ser confirmado com o isolamento e identi-
ficacdo de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (n.° 8). Em-
bora Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus seja um organismo
de cultura dificil, pode ser isolado a partir de tecidos sintomaticos.
No entanto, como as bactérias sapréfitas podem crescer mais rapi-
damente ndo se recomenda fazer isolamento directamente a partir
do pellet obtido do tubérculo (n.° 3.3). As beringelas constituem um
excelente meio selectivo para o crescimento de Clavibacter michiga-
nensis ssp. sepedonicus e também proporcionaram um excelente teste
de patogenicidade.

Os isolamentos devem ser feitos a partir de todos os tubérculos
de batata ¢ de beringela com sintomas (n.** 4, 6). A maceragdo dos
caules de beringela, quando necessdria, deve ser efectuada como em
3e6.9.

7.1 — Fazer um riscado das suspensdes num dos seguintes meios
(as férmulas sdo dadas no apéndice n.° 6):

Agar nutritivo com dextrose (s para a subcultura);
Agar com peptona, levedura e glucose;

Agar nutritivo de levedura e dextrose;

Agar com extracto de levedura e sais minerais.

Incubar a 21°C durante 20 dias pelo menos.

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus cresce devagar e pro-
duz normalmente em 10 dias colénias pontiformes e esbranqui¢adas.

Voltar a fazer um riscado para verificar a pureza.

As taxas de crescimento melhoram com uma subcultura. As col6-
nias tipicas sdo bege esbranquigadas ou cor de marfim, redondas,
lisas, salientes, convexas, com um aspecto entre 0 mucoso ¢ o fluido,
com margens inteiras e, normalmente, com 1 mm a 3 mm de dii-
metro.

Identificagdo:

A partir de batatas e beringelas s&s ou doentes podem isolar-se
bactérias corineformes Gram-positivas, formando colénias com ca-
racteristicas semelhantes as de Clavibacter michiganensis ssp. sepe-
donicus, o qual deve ser identificado através dos seguintes testes:

Teste IF (n.° 5.1);
Teste da beringela;
Testes bioquimicos e fisioldgicos (apéndice n.° 7):

— Teste de oxidagdio/fermentagdo (O/F);

— Crescimento a 37°C;

— Produg¢do de urease;

— Hidrélise de esculina;

— Hidrélise do amido;

— Tolerdncia de uma solugdo de NaC/ a 7%;

— Teste do indol;

— Teste da catalase;

— Produgdo do H,S;

— Utilizagdo de citrato;

— Hidrélise da gelatina;

— Produgdo de 4cido a partir de glicerol, lactose, ramnose
e salicilina;

— Coloragdo Gram.

Todos os testes devem incluir um controlo com uma estirpe co-
nhecida de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Todos os testes
bioquimicos e fisiolégicos devem ser feitos utilizando inéculos a partir
de subculturas em dgar nutritivo. As compara¢des morfoldgicas de-
vem ser feitas em culturas em dgar nutritivo com dextrose.

Para o teste IF, a concentragdo bacteriana deve ser ajustada a
10° células/ml. O titulo de IF deve ser semelhante ao da cultura da
estirpe conhecida de Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.

Para o teste da beringela, a concentragdo bacteriana deve ser ajus-
tada a 107 células/ml. Os testes da beringela devem ser realizados
utilizando 10 plantas para cada um dos organismos a testar, utili-
zando sempre controlos com uma cultura conhecida de Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus ¢ dgua esterilizada; com culturas pu-
ras deve observar-se a murchiddo tfpica no perfodo de 20 dias, mas
as plantas que nfo apresentem sintomas ao fim desse periodo de-
vem ser incubadas durante 30 dias a temperaturas convenientes para
a beringela mas ndo excedendo 30°C (apéndice n.° 5). Se ao fim de
30 dias ndo se observarem quaisquer sintomas, ndo se pode confir-
mar que a cultura seja uma forma patogénica de Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus.

Clavibacter michiganensis

Teste >
ssp. sepedonicus

Inerte ou fracamente
oxidativa.

Oxidase .............oviiiiiiiin... -
Catalase................coiiiiiinn.. +

Redugdo de nitratos.................. -

Produgdo de urease .................. -

Produgdo de sulfureto (H,S).......... -
Produgdo de indol ................... -
Utilizagdo de citrato.................. -
Hidrdlise do amido .................. - ou fraca
Crescimento a 37°C.................. -
Crescimento em NaCl a 7% .......... -
Hidroélise de gelatina ................. -
Hidroélise de esculina . ................ +
Produgdo de 4cido a partir de:

—Glicerol ...............iiil. -
- ou fraca
— Ramnose ..................... -
— Salicina ...................... -

APENDICE N.° 1

Férmula do tampio de maceragiio recomendado por Lelliott
e Sellar, 1976

DC silicone antifoam MS A compound (Hopkins & Williams, Ltd.,
Cat. no. 9964-25, Chadwell Heath, Essex, England): 10 ml.

Flocos de lubrol W (ICI, Ltd.): 0,5 3.

Pirofosfato tetrassédico: 1 g.

Tampdo fosfato PBS 0,05 M pH 7,0 (apéndice n.° 2): 1 1.

APENDICE N.° 2
Tampdes

Tomplio fosfato (PBS) 0.05M p¥ 70
Este tampéo pode ser utilizado na maceragdo dos cones (n.° 2.1).
Na,HPO,: 4,26 g.
KH,PO,: 2,72 g.
NaCl: 8,0 g.
Agua destilada até perfazer 1 1.

Templio fesfate (PBS) 001 M pH 12
Este tampdo ¢ utilizado na diluigdo dos anti-soros e na lavagem
das l&minas de imunofluorescéncia.
Na,HPO,. 12H,0: 2,7 g.
NaH,PO,. 2H,0: 0,4 8.
NaCl: 8,0 g.
Agua destilada até perfazer 11.

Tamplo fosfato com glicerol 0,1M pH 78
Este tampdo ¢é utilizado como liquido de montagem para aumen-
tar a fluorescéncia no teste de imunofluorescéncia.
Na,HPO,. 12H,0: 3,2 g.
NaH,PO,. 2H,0: 0,15 g.
Glicerol: 50 mf.
Agua destilada: 100 ml.

APENDICE N.° 3

Coloragio Gram (modificagio de Hucker) (Doestsch, 1981)

Soluge de violeta cristal

Dissolver 2 g de violeta cristal em 20 ml de etanol a 95%.
Dissolver 0,8 g de oxalato de aménio em 80 ml de 4gua destilada.
Misturar as duas solugdes.

Sokuglio de Lugel

lodo: 1g. )
Iodeto de potdssio: 2 g.
Agua destilada: 300 ml.

Triturar num almofariz o iodo ¢ o iodeto de potdssio. Adicionar
dagua e agitar num recipiente fechado até a dissolugdo.
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Solucio de saframine para contrasts
Solugdo concentrada:

Safranina 0: 2,5 g.
Etanol a 95%: 100 ml.

Misturar e guardar.
Solugdo de trabalho:
Diluir a solugdo concentrada em 4gua na proporgiio de 1:10.

Processo de coloraglo

| — Preparar esfregacos em laminas de vidro, secar ao ar e fixar
pelo calor.

2 — Cobrir a ldmina com solugdo de violeta cristal durante um mi-
nuto. Cr

3 — Lavar rapidamente com &dgua corrente.

4 — Cobrir com solugio de Lugol durante um minuto.

5§ — Lavar com &gua corrente e secar com papel absorvente.

6 — Descorar com ctanol a 95 % em gotas até que este saia incolor,
ou mergulhar em etanol com agitagio suave durante trinta se-

undos.

7 — iavar em 4gua corrente e secar com papel absorvente.

8 — Cobrir com solugdo de safranina durante dez segundos.

9 — Lavar com 4gua corrente ¢ secar com papel absorvente.

As bactérias Gram-positivas coram de azul-violeta ¢ as Gram-
-negativas de vermelho-rosado.

APENDICE N.° 4
Determinacio da populaciio de células com imusofiuorescéncia
Area (S) de cada pogo da limina de pogos multiplos:

w m
em que D = didmetro do pogo.
Area (s) do campo da objectiva:

2
y @

em que d = didmetro do campo.
Calcular d quer por medicdo directa quer através das seguintes for-

mulas: .

§= G’K’.x 4 ®

em que:

i = coeficiente de campo (depende do tipo de ocular e varia entre
8 ¢ 24);

K = coeficiente do tubo (1 ou 1,25);

G = ampliagdo da objectiva (100 vezes, 40 vezes, etc.)

de (2): d = \/;

“)

de 3): d = - = —
Contar: nimero de células fluorescentes tipicas por campo (c).
Calcular: numero de células fluorescentes tipicas por pogo (C):
C= < §
3
Calcular: nimero de células fluorescentes tipicas por ml de peller
(N): 7
N=Cx L-“—))(F
y
em que:

y=volume de pellet no pogo;
F=factor de dilui¢do do peller.

APENDICE N.° §
Cultura de beringela

Semear beringelas (Sofanum melongena da variedade Black Beauty)
em tabuleiros com substracto esterilizado. O transplante das pldntu-

las faz-se quando os cotilédones estdio completamente expandidos (10
a 14 dias) para vasos esterilizados com substracto para cultura igual-
mente esterilizado.

A inoculaciio faz-se quando as beringelas se encontram no estado
fenolégico de 3 folhas, com duas delas mas ndo as trés completa-
mente expandidas.

As beringelas devem ser cultivadas em estufa, nas seguintes con-
digdes ambientais:

Fotoperiodo: minimo de catorze horas;
Temperatura:

Diurna: 21°C-24°C;
Nocturna: ISDCT

‘N.B.: Clavibacter michiganensis ssp sepedonicus n3o cresce a tem-
peraturas superiores a 30°C. Se a temperatura nocturna ndo descer
a 15°C, podem ocorrer nas folhas necroses prateadas.

Os estragos causados por larvas de dipteros da famflia Sciaridae
nas rafzes podem ser evitados aplicando um insecticida adequado.

A variedade Black Beauty de beringela pode ser obtida de:

1) AB Hammenhogs Fré, 270 50 Hammenhog, Sweden.

2) Hurst Seeds Ltd., Avenue Road, Witham, Essex CM8 2DX,
England. .

3) ASGRO Italia SpA, Corso Lodi, 23, Milan.

4) Kiipper, Mitteldeutsche Sament GmbH, Hesseuring 22,
D-37269 Eschwegw. :

APENDICE N.° 6

Meios de cultura utilizados para isolamento e crescimento
de Clavibacter michiganensis ssp sepedonicus

Agwr metitivo (NA)

Bacto dgar nutritivo da Difco, que se dissolve em dgua destilada se-
gundo a proporgio indicada pelo fabricante.

Esterilizar em autoclave a 121°C :durante 15 minutos.

Ager nutritvo com dextross (NDA)
Bacto dgar nutritivo da Difco com 1% de D-glucose mono-hidratada.

Esterilizar em autoclave a 115°C durante vinte minutos.

Ager com extracto de levedura, poptons o ghicose (YPGA)

Bacto extracto de levedura da Difco (n.° 0127): S g.
Bacto peptona da Difco (n.° 0118): § g.

D-glucose mono-hidratada: 10 g.

Bacto dgar purificado da Difco (n.° 0560): 15 g.
Agua destilada: 1 1.

Esterilizar volumes de 2 litro de meio em autoclave a 155°C du-
rante vinte minutos.

Extracto de levedura o sais minerais (YGM)

Bacto extracto de levedura da Difco: 2,0 g.
D-glucose mono-hidratada: 2,5 g.

K:HPO,: 0,25 8.

KHPOq: 0,25 8.

MgSO,. T1H,0: 0,1 8.

MnSO,. H:0: 0,015 g.

NacCl: 0,05 g.

FeSOq4. 1H20: 0,005 g.

Bacto 4gar purificado da Difco: 18 g.
Agua destilada: 11.

Esterilizar volumes de !4 litro de meio em autoclave a 115°C du-
rante vinte minutos. . )

APENDICE N.° 7

Testes bioquimicos de fisiolégicos pars a identificagdo
de Clavibacter michiganensis ssp sepedonicus

Todos os meios devem ser incubados a 21°C ¢ examinados ao fim
de seis dias. Se ndo houver crescimento, incubar pelo menos 20 dias.

Toste do oxidagic do fermentagho (Hugh & Loifson, 1963) - Tests OfF
Meio base:
KCl: 0,2 g.

MgSO,. TH20: 0,2 3.
NHHPO,: 1,0 g.
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Bacto peptona da Difco:1,0 g.

Bacto 4gar purificado da Difco: 3,0 g.
D-glucose mono-hidratada: 10,0 g.
Azul de bromotimol: 0,03 g.

Agua destilada: 1 1.

Misturar e ajustar o pH a 7.0-7,2 com KOH 1N.

Distribuir o meio em volumes de 5 ml ¢ de 10 m! em tubos de
ensaio de Pyrex de 16 mm x 100 mm (12 ml de capacidade).

Esterilizar em autoclave a 115°C durante dez minutos.

Inocular por picada tubos de 5 ml e de 10 ml para cada cultura.
Adicionar assepticamente 1 ml-2 ml de parafina liquida esterilizada
aos tubos de 10 ml. Incubar.

Reacgdo positiva.

Tubo Cor Interpretagiio
Aerobiose . ......... Amarelo ........... } Fermentativa,
Anaerobiose ....... Amarelo ...........

Aerobiose ......... Amarelo ........... }O Py

. xidativa.
Anaerobiose . . .. ... Azul-esverdeado .... )}

Aerobiose ......... Esverdeado ......... }O o :

A xidativa ou inerte.
Anaerobiose . .. .... Azul-esverdeado .... ¢

Il

Tests da oxidase (Kovecs, 1858)

Reagente da oxidase de Kovacs:

Solugdo aquosa de dicloridreto de tetrametil-p-fenilenodiamina
1% (BDH n.° 30 386) em 4gua destilada.

Este reagente deve ser preparado em volumes de 1 ml para uso
imediato du pode ser guardado em frascos castanhos a 5°C durante
uma a quatro semanas. ’

Colocar uma gota de reagente em papel de filtro numa caixa de
Petri limpa. Imediatamente a seguir, com uma ansa de platina, por
em contacto o crescimento bacteriano procedente de NA.

Reacgdo positiva: desenvolvimento de uma coloragdo purpura em
dez segundos. As culturas com tempos de reacgdo de dez a trinta
segundos sdo fracamente positivas.

N. B.: E essencial utilizar uma ansa de plantina e culturas em NA
porque quaisquer vestigios de ferro ou um elevado teor de agticar
podem originar falsos resultados positivos.

Produclo de dcido a partir de lactose, rammose, salicline o glicersl

Preparar meio de Hugh & Leifson O/F sem glucose. Distribuir
o meio em volumes de 5 ml em tubos de ensaio. Esterilizar em au-
toclave a 115°C durante dez minutos, Deixar arrefecer até 45°C e
adicionar assepticamente 0,5 ml de solugdes aquosas a 10 % de gli-
cerol, lactose, ramnose ou salicilina, esterilizadas por filtragdo. Mis-
turar cuidadosamente.

Reacgdo positiva: a viragem do azul-esverdeado para o amarelo
indica produgdo de 4cido.

Teste de catalase

Colocar uma gota de perdxido de hidrogénio (30 vol) numa ldmina
limpa e emulsionar a cultura bacteriana com auxilio de uma ansa
de platina.

Reaccgdo positiva: a producdo de bolhas de oxigénio na gota in-
dica a presenca de catalase.

Rodugio de nitratos e desnitrificacio (Bradbwry, 1970)
Meio de cultura:

KNO; (sem nitritos): 1 g.

Bacto extracto de levedura da Difco: 1 g.
KzHPO4: 5 B

Agua destilada: 11.

Distribuir o meio em volumes de 10 ml em frascos de 20 ml. Es-
terilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Reagente A:
H,SO4: 8 g.
Acido acético 5N: 11.

Reagente B:

Naftilamina: 5 g.
Acido acético SN: 1 L.

Inocular em duplicado o meio de nitrato. Testar ao fim de 10 e
de 20 dias adicionando 1 gota de solu¢do de Lugol, 0,5 ml de rea-
gente A e 0,5 ml de reagante B. Se o meio ndo ficar avermelhado,
adicionar cerca de 50 mg de zinco em pé: Observar a cor da reacgio.

Cor da reacgdo
Fase 1 Fase 2
Reacgdo positiva:

Nio redugdo dos nitratos........... Incolor . ... | Vermetho.
Redugdo de nitratos a nitritos (s6 redu-

¢do de nitratos). Vermelho —
Redugdo de nitratos para além de ni-

tritos (desnitrificagdo, nitrato e nitri-

tos reduzidos). Incolor . ... | Incolor.

Produglio de wresse (Lslliott, 1365)
Meio base:

Agar base de ureia da Oxoid (CM53): 2,4 g.
Agua destilada: 95 ml.

Esterilizar em autoclave a 155°C durante vinte minutos. Arrefe-
cer o meio fundido até 50°C e adicionar assepticamente 5 m! de so-
luclo aquosa de ureia 40% (Oxoid SR20) esterilizada por filtragio.
Misturar bem. ‘

Distribuir o0 meio em volumes de 6 ml em tubos esterilizados
(16 mm x 100 mm) e deixar solidificar em plano ligeiramente incli-
nado.

Reacgdo positiva: o meio alaranjado passa a vermelho-cereja ou
magenta-rosa se tiver havido produ¢do de urease.

Utlizaglio de citreto {Christensen) {Skennan, 1967)
Meio:

Agar base de citrato da Merck (Merck 2503): 23 g.
Agua destilada: 1 1.

Misturar e dissolver aquecendo. Distribuir 0 meio em volumes de
6 ml tal como para o meio com ureia. Esterilizar em autoclave a
121°C durante quinze minutos e deixar solidificar em plano inclinado.

Reacgdo positiva: a utilizagdo de citrato é indicada por uma mu-
danga de cor do meio de laranja para vermelho.

Produgho de sulfureto de hidrogénic (Ramamurthi, 1959)
Meio:

Bacto triptona da Difco (n.° 0123): 10 g.
K2HPOy: 1 8.

NaCl: 5 g.

Agua destilada: 1 1.

Dissolver ¢ distribuir 0 meio em volumes de 6 ml em tubos de
16 mm x 100 mm. Esterilizar em autoclave a 115°C durante dez mi-
nutos.

Apés a inoculagdo, suspender assepticamente um papel de acetato
de chumbo (Merck 9511) no tubo de ensaio e segurd-lo com a tampa.
Incubar durante pelos menos 20 dias.

Reacgdo positiva: a produgdo de H,S a partir de triptona ¢ indi-
cada pelo desenvolvimento de uma coloragdo preto-acastanhada no
papel de ensaio. ’

Produclio de indol {Ramemurthi, 1958)
Meio:

Meio base é o utilizado para o teste da produgdo de sulfureto
de hidrogénio.

Retirar o papel de acetato de chumbo, adicionar 1 mi-2 ml de éter
dietilico e agitar suavemente. Deixar separar as duas camadas (cinco
minutos). Adicionar 0,5 ml de reagente de Kovacs (Merck 9293) cui-
dadosamente ao longo das paredes do tubo inclinado.

Reacgdo positiva: a presenga de indol é indicada pelo desenvolvi-
mento de uma coloragdo vermelha na zona amarela entre o éter e
a fracgdo aquosa. :
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Croscimente » 37°C (Rameswurthi, 1958
Meio:

Bacto caldo nutritivo da Difco (n.° 0003): 8 g.
Agua destilada: 11.

Misturar, dissolver e distribuir o meio em volumes de 6 ml por
tubos de ensaio.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante quinze minutos.

Inocular e incubar 37°C.

Reacgdo positiva: existéncia de crescimento bacteriano.

Crescimente om AolY 2 7% (Rememwihi, 1960
Meio:

Bacto caldo nutritivo da Difco: 8 g.
NaCl: 70 g.
Agua destilada: 11.

Misturar, dissolver e distribuir o meio em volumes de 6 ml por
tubos de ensaio.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante quinze minutos.

Reaccdo positiva: existéncia de crescimento bacteriano.

idréliss da gelating (Lofott, Biling & Heyward, 1908)
Meio:

Bacto gelatino da Difco (n.® 0143): 120 g.
Agua destilada: 11.

Misturar, dissolver ¢ distribuir 0 meio em volumes de 6 ml por
tubos de ensaio.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante quinze minutos.

Reacgdo positiva: liquefacglio da gelatina, mesmo despois de o tubo
ter estado trinta minutos a 5°C.

Hidriliss do amido
Meio:

Bacto agar nutritivo da Difco (liquefeito): 1 1.
Bacto amido solivel da Difco (n.° 0178): 2 g.

Misturar e esterilizar em autoclave a 115°C durante dez minutos.

Preparar placas e inoculd-las pontualmente.

Depois de um bom crescimento (10 a 20 dias) retirar parte da cul-
tura e cobrir o meio com solugdo de Lugol.

Reacgdo positiva: a hidrélise do amido ¢ indicada pelo apareci-
mento de zonas claras por baixo e a volta do crescimento bacteriano.
O resto do meio ‘cora de vermelho-purpura.

Hidrélios da soculina (Snssth & Colline, 1974)
Meio:
Bacto peptona da Difco: 10 g.
Esculina: 1 g.
Citrato férrico (Merck 3862): 0,05 g.
Citrato de sédio: 1 g.
Agua destilada: 1 1.

Misturar até dissolver e distribuir o meio em volumes de 6 m! por
tubos. Esterilizar em autoclave a 115°C durante dez minutos.

O meio ¢ transclicido mas tem uma fluorescéncia azulada.

Reacgdo positiva: a hidrélise da esculina é indicada pelo desen-
volvimento de uma coloragéio castanha com desaparecimento da fluo-
rescéncia, o que pode ser observado utilizando uma limpada de ul-
travioleta.
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ANEXO 1I

1 — Para cada ocorréncia suspeita relativamente 4 qual tenha sido
realizado um teste de imunofluorescéncia com resultados positivos,
de acordo com o método comunitdrio estabelecido no anexo I, € na
pendéncia da confirmagio ou refutacdo através do método referido,
deve-se proceder A retencdo e conservagdo adequada de:

— Todos os tubérculos ou plantas sujeitos a amostragem,
quando possivel; ¢

— Qualquer extracto que reste e das ldminas suplementares pre-
paradas para imunofluorescéncia, até & concluséo das andli-
ses do método referido.

2 — Em caso de confirmagdo da presenca do organismo, deve-se
proceder a retengdo e A conservagdo adequada:

— Do material referido no n.° 1;

— De uma amostra conservada de material de beringela infec-
tado, inoculado com o extracto do tubérculo ou da planta; €

— Da cultura pura do organismo;

durante pelo menos um més apds a notificagdo nos termos don.°2
do artigo 5.°
ANEXO 111

1 — Os elementos a considerar de determinacdo da extensio da
contaminagdo provavel nos termos do n.° 1, alinea b), do artigo 5.°
incluirdo:

— Tubérculos ou plantas cultivadas no local de produgdo de-
clarado contaminado nos termos do n.° 1, alinea a), do ar-
tigo 5.°;

— Local ou locais de produgdo ou instalagdes com alguma re-
lagdo de produgdo com os tubérculos ou plantas declarados
contaminados nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.°,
incluindo aqueles que partilham equipamento ¢ instalagdes de
producdo directamente ou através de um contratante comum;

— Tubérculos ou plantas produzidos no local ou locais de pro-
dugdo referido(s) no travessao anterior ou presentes nesse local
de produgio durante o periodo em que os tubérculos ou plan-
tas declarados contaminados nos termos do n.° 1, alinea a),
do artigo 5.° se encontravam nas instalacdes ou locais de pro-
dugdo referidos no primeiro travessio;

— Armazéns centrais que manuseiem batatas provenientes dos
citados locais de producio;

— Toda a magquinaria, veiculos, recipientes, armazéns, ou res-
pectivas partes, € quaisquer outros objectos, incluindo o ma-
terial de embalagem, que possam ter estado em contacto com
tubérculos ou plantas declarados contaminados nos termos
do n.° 1, alinea a), do artigo 5.°, nos 12 meses anteriores
ou no prazo apropriado;

— Todos os tubérculos ou plantas armazenados em, ou em con-
tacto com, quaisquer estruturas ou objectos constantes do tra-
vessdo anterior, antes da limpeza e desinfecgdo dessas estru-
turas ou objectos;

— Na sequéncia dos testes realizados nos termos do artigo 6.°,
os tubérculos ou plantas com a mesma origem clonal que os
tubérculos ou plantas que possam ser declarados contamina-
dos nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.° ¢ sobre os
quais investigagdes efectuadas indiquem a existéncia de pro-
babilidade de contaminagéo.

2 — Os elementos de determinagido da possivel propagacdo nos ter-
mos do n.° I, alinea ¢), do artigo 5.° incluirdo:

— A proximidade de outros locais de producdo de batatas ou
de outras plantas hospedeiras;
— As existénecias de batata de semente que sejam comuns.
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3 — Os pormenores da notificagdo a que se refere o n.° 2, pri-
meiro paragrafo, do artigo 5.° incluirdo:

— Para qualquer remessa ou lote de batatas declarado conta-
minado, os certificados exigidos nos artigos 7.° ¢ 8.° da Di-
rectiva n.° 77/93/CEE, o passaporte ou nimero de registo,
consoante o caso;

— O nome da variedade das existéncias de batata de semente
e, se possivel, em todos os outros casos;

— A descrigdo dos elementos relativos a declaragio de conta-
mina¢do e¢ 4 demarcagdo da zona;

— A disponibilidade de extracto, de ldminas preparadas para
imunofluorescéncia, de material de beringelas infectadas e de
uma cultura pura do organismo proveniente do teste que te-
nha confirmado a presenca do organismo.

ANEXO IV

1 — As medidas sob controlo oficial a que se refere o n.° 1 do
artigo 7.° respeitantes ao escoamento dos tubérculos ou plantas de-
clarados contaminados nos termos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.°
consistirdo:

— Na utilizagdo para transformacdio industrial através de entrega
directa e imediata a uma unidade de transformacio com meios
adequados de eliminagdo de residuos, relativamente aos quais
se tenha concluido pela ndo existéncia de qualquer risco iden-
tificdvel de propagagdo do organismo, € com um sistema de
desinfeccdo das zonas de armazenagem e de vefculos de trans-
porte; ou

— Noutras medidas, desde que se tenha concluido que ndo existe
qualquer risco identificavel de propagacdo do organismo; essas
medidas devem ser notificadas & Comissdo e aos demais Es-
tados membros.

2 — A adequada utilizagdo ou eliminagdo de tubérculos ou plan-
tas considerados provavelmente contaminados nos termos do n.° 1,
alinea b), do artigo 5.° ¢ a que se refere ¢ n.° 2 do artigo 7.°, sob
controlo dos organismo oficiais responsdveis dos Estados membros,
consistirdo:

— Na utilizacdo como batata de consumo, embalada para en-
trega e utilizagdo directa, sem mudan¢a de embalagem, e des-
tinada a essa entrega e utilizacdo directa; ou

— Na utilizagdo como batata de consumo para transformagdo
industrial e destinada a entrega directa e imediata a uma uni-
dade de transformacdo com os meios adequados de elimina-
¢do de residuos e desinfec¢do; ou

— Noutras utilizagdes ou destinos, desde que se tenha concluido
que ndo apresentam qualquer risco identificado de propaga-
¢do0 do organismo.

3 — Os métodos adequados de limpeza e desinfecgdo dos objec-
tos referidos no n.° 3 do artigo 7.° devem ser aqueles relativamente
aos quais se concluiu que ndo existe qualquer risco identificavel de
propagacdo do organismo, devendo ser utilizados sob controlo dos
organismos oficiais responsdveis dos Estados membros.

4 — A série de medidas a aplicar pelos Estados membros na zona
demarcada estabelecida nos termos do n.° 1, alinea c), do artigo 5.°
e a que se refere o n.° 4 do artigo 7.° incluird as seguintes acgdes:

4.1 — Nos locais de produc¢do declarados contaminados nos ter-
mos do n.° 1, alinea @), do artigo 5.°, quer:

a) Num campo declarado contaminado nos termos do n.° i, ali-
nea a), do artigo 5.°:

)

— Durante, pelo menos, os trés anos de cultura seguintes
ao da declaragio de contaminagdo:

— A adop¢do de medidas destinadas a eliminar as
plantas de batata esponténeas e outras plantas hos-
pedeiras naturais do organismo; ¢

— A proibi¢do de plantar tubérculos, plantas ou se-
mentes verdadeiras de batata, ou outras plantas
que possam ser um hospedeiro natural do orga-
nismo, ou culturas relativamente as quais exista
um risco identificado de sobrevivéncia ou de pro-
pagacdo do organismo, até que a parcela seja con-
siderada isenta de plantas de tubérculos deixados
no terreno (plantas esponténeas), durants pelo me-
nos dois anos de cultura consecutivos;

— No primeiro periodo de colheita de batata seguinte ao
periodo especificado no travessdo anterior, serdo plan-
tadas batatas de semente, oficialmente certificadas, ape-
nas para produgdo de batata de consumo, e efectuada
uma prospecgdo oficial, nos termos do n.° 1 do artigo 2.°;

— No periodo de colheita de batata seguinte ao referido
no travessdo anterior e apds um ciclo de rotagdo ade-
quado, serdo plantadas batatas de semente oficialmente
certificadas, tanto para a produgdo de batata de semente
como de batata de consumo, e efectuada uma prospec-
¢do oficial nos termos do n.° 1 do artigo 2.° da pre-
sente directiva;

quer:
i)

— Durante os quatro anos de cultura seguintes ao da de-
claragdo de contaminagao;

— A adop¢io de medidas destinadas a eliminar as
plantas de tubérculos deixados no terreno (plan-
tas espontineas) e outras plantas hospedeiras na-
turais do organismo; e

— A coloca¢do e manutengdo do campo em pousio
Ou em pastagem permanente com pastoreio inten-
sivo ou com cortes curtos frequentes;

— No primeiro periodo de colheita de batata seguinte ao
periodo especificado no travessdo anterior, serao plan-
tadas batatas de semente oficialmente certificadas, tanto
para producio de batata de semente como de batata
de consumo, e efectuada uma prospeccdo oficial nos
termos do n.° 1 do artigo 2.°;

b) Nos demais campos:

— Durante o ano de cultura seguinte & declara¢do de con-
taminagio:

— Nao serdo plantados tubérculos, plantas ou semen-
tes verdadeiras nem qualquer outra planta que
possa constituir um hospedeiro natural do orga-
nismo e serdo adoptadas medidas destinadas a eli-
minar as plantas espontdneas de batata, consoante
for adequado; ou

— Podem ser plantadas batatas de semente oficial-
mente certificadas, apenas para a produgao de ba-
tata de consumo, desde que os organismos oficiais
responsaveis obtenham a garantia de que foi eli-
minado o risco do aparecimento de plantas de ba-
tata esponténeas e outras plantas hospedeiras na-
turais do organismo,

— Durante pelo menos os dois anos de cultura seguintes
aquele a que se refere o travessdo anterior, serd unica-
mente plantada batata de semente oficialmente certifi-
cada para a produgdo quer de batata de semente quer
de batata de consumo;

— Durante cada um dos anos de cultura referidos nos tra-
vessdes anteriores, serdo tomadas medidas para elimi-
nar as plantas de batata espontdneas e as plantas hos-
pedeiras naturais do organismo e efectuada uma
prospecgdo oficial nos termos do n.° 1 do artigo 2.°%;

— Sempre que sejam plantadas batatas de semente oficial-
mente certificadas para a producdo de batata de con-
sumo no ano de cultura seguinte ao da declaragao de
contamina¢do, a plantagfio serd inspeccionada em da-
tas apropriadas e a existéncia do orgamismo serd tes-
tada nas plantas de batata espontineas;

¢) Imediatamente apds a declaragdo de contaminagdo nos ter-

mos do n.° 1, alinea a), do artigo 5.° e durante todos os anos
de cultura seguintes & primeira colheita admissivel de batata
no campo declarado contaminado, como especificado na ali-
nea g), toda a maquinaria e instalagdes de armazenagem exis-
tentes no local de produgio e ligadas 4 producio de batata
serdo limpas e desinfectadas, de modo adequado e utilizando
métodos apropriados, nos termos do n.° 3;

d) Nos sistemas de producdo em que seja possivel a substitui-

¢do completa do meio de cultura:

— Nao serfo plantados tubérculos, plantas ou sementes
verdadeiras, a ndo ser que a unidade de produgido te-
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nha sido sujeita a medidas oficialmente controladas des-
tinadas a eliminar o organismo ¢ a retirar quaisquer ba-
tatas ou outro material de solanédceas, incluindo, pelo
menos, uma mudanga completa do meio de cultura e
a limpeza e desinfecgfio da unidade de produgdo e de
todo o equipamento, ¢, em seguida, que 0s organismos
oficiais responsdveis tenham concedido a aprovacio para
a producdio de batata; ¢

— A producdo de batata serd realizada a partir de batata
de semente oficialmente certificada ou de microtubér-
culos ou de micropléntulas provenientes de fontes tes-
tadas.

4.2 — Na zona demarcada, sem prejuizo das medidas a que se re-
fere o n.° 4.1, os Estados membros:

a) Imediatamente ap6s a declaracdo de contaminagdo e durante
pelo menos trés anos de cultura:

— Controlardo, através dos organismos oficiais responsa-
veis, as exploragdes que culti_yem, armazenem Ou ma-
nuseiem tubérculos de batata, assim como as explora-
¢des que utilizem para o efeito maquinaria em regime
de contratagdio;

— Exigirdo a limpeza e desinfeccio da maquinaria e dos
armazéns das referidas instalacdes, consoante for apro-
priado, utilizando métodos adequados, tal como dis-
posto no n.° 3;

— Exigirdo que, em todas as culturas de batata dessa zona,
seja exclusivamente utilizada batata de semente certifi-
cada;

— Exigirdo que as existéncias de batata de semente e de
batata de consumo colhidas na zona sejam manusea-
das separadamente;

— Realizardo uma prospecgdo oficial nos termos do n.° 1
do artigo 2.°;

b) Estabelecerdo, quando adequado, um programa de substitui-
¢do de todas as existéncias de batata de semente durante um
perfodo de tempo adequado.

As medidas aplicadas nos termos do n.° 4.2 ¢ os nimeros de re-
gisto dos produtores, armazéns colectivos ¢ centros de distribuigéo
da zona demarcada serfo notificados anualmente aos demais Esta-
dos membros e & Comissdo.

MINISTERIO DA EDUCAGAO

Portaria n.° 141/96
de 9 de Feverelro

A requerimento da COFAC — Cooperativa de For-
macgdo ¢ Animagdo Cultural, C. R. L., entidade titu-
lar do Instituto Superior de Matemética e Gestdo —
ISMAG, em Lisboa, reconhecido como estabelecimento
de ensino superior através da Portaria n.® 808/89, de
12 de Setembro;

Instruido e organizado o respectivo processo em con-
formidade com o preceituado no n.° 1 do artigo 57.°
e n.” 1 ¢ 2 do artigo 59.° do Estatuto do Ensino Su-
perior Particular e Cooperativo, aprovado pelo Decreto-
-Lei n.° 16/94, de 22 de Janeiro;

Tendo em considerag@o os critérios estipulados para
a apreciacdo dos pedidos de funcionamento de cursos
conferentes de grau de licenciado; :

Em cumprimento do disposto no n.° 2 do;a,r_txgo 30.°
do Estatuto acima referido;

Ao abrigo do n.° 2 do artigo 2.° do Decreto-Lei
n.° 16/94, de 22 de Janeiro, ¢ nos termos do ar-
tigo 64.° do Estatuto aprovado pelo mesmo diploma:

Manda o Governo, pela Ministra da Educacdo, 0 se-
guinte:

1.° E autorizado o funcionamento do curso de Cién-
cias da Comunicagdo e da Cultura (ramos: Comunica-

¢d0; Animacgdo e Gestdo Cultural) no Instituto Supe-
rior de Matematica e Gestdo — ISMAG, em Lisboa,
nas instalacdes sitas na Colina do Sol (Alfornelos).

2.° E aprovado o plano de estudos do curso refe-
rido no nimero anterior, conforme anexo a presente
portaria.

3.° E reconhecido o grau de licenciado pela conclu-
sdo do curso autorizado pelo presente diploma.

4.° O acesso ao curso de Ciéncias da Comunicagido
e da Cultura ministrado no ISMAG, em Lisboa, estd
sujeito as condi¢Oes legalmente fixadas para o ensino
superior, sem prejuizo dos requisitos especificos esta-
belecidos no regulamento interno do estabelecimento de
ensino.

5.° Para o ano lectivo de 1994-1995 ¢ fixado em 100
o numero de vagas para a matricula e inscri¢io no
curso a que se refere a presente portaria.

6.° A autorizagdo e reconhecimento estabelecidos
neste diploma ndp prejudicam, sob pena de revogacio,
a obrigacdo do cumprimento de eventuais adaptagoes
ou correcgdes que sejam determinadas pelo Ministério
da Educac@io, quer em resultado da andlise que funda-
mentou a presente portaria, quer no dmbito das accdes
previstas no artigo 75.° do Estatuto do Ensino Supe-
rior Particular ¢ Cooperativo, aprovado pelo Decreto-
-Lei n.° 16/94, de 22 de:Janeiro.

Ministério da Educacio.
Assinada em 6 de Janeiro de 1995.

Péla Ministra da Educacdo, Pedro Lynce de Faria,
Secretario de Estado do Ensino Superior.

ANEXO

Curso de Cidncias da Comunicaclio e da Cultura
(ramos: Comunicac8o; Animacio e Gestio Cultural)

Carga hordria
semanal
Nome da disciplina Tipo
Aulas Aulas
tedricas | préticas
1.° ano
1.* semestre
Teorias Sociais para a Comunicagdo | Semestral [ 3 -
Histéria dos Meios de Comunicagdo | Semestral | 3 -
Teorias da Comunicagdo ............ Semestral | 3 -
Semiologia Geral ................... Semestral | 3

Matemadtica e Estatistica para a Comu-

nicagdo. ............ ... Semestral [ 1,5 3

2.° semestre

Modelos de Comunicagdo ...........
Comunicagdo Interpessodl ...........
Introducdo ao Pensamento Contempo-

Semestral | 3
Semestral | 3

réneo ...l Semestral | 3 -
Técnicas de Expressdo Escrita Informa-
L3 T+ R Semestral | 1,5 3
2.° ano
1.* semestre

Arte, Cultura e Comunicaco .......
Dxreno e Deontologia da Comunicacido

Semestral | 3 -

Semestral | 3 -
Semestral | 1,5 3

Metodologias de Andlise do Texto ...



