PM 3/21(2) Europejska i Śródziemnomorska Organizacja Ochrony Roślin

Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes

Procedury fitosanitarne 

Kwarantanna ziemniaka po wwozie

Zakres wymagań

Standard ten opisuje lustrację i metody badawcze na obecność wiroidów, wirusów, bakterii 
i fitoplazm obejmujący gatunki Solanum lub hybrydy powstałe z importowanych na cele rozmnożeniowe lub badawcze zakonserwowanych zasobów genowych poprzez badanie 
i obserwacje symptomów choroby w trakcie trwania kwarantanny po wwozie. Spełnia on wymogi  Standardu EPPO PM 8(1) Standard dla ziemniaków konsumpcyjnych (towarowych).

Szczegóły zatwierdzenia i poprawek  

Pierwsze zatwierdzenie w 1983 -09.

Zatwierdzenie ostatniej korekty 
w 2004-09. (Korekty redaktorskie 
w 2006-03).

Wprowadzenie

Procedura fitosanitarna kwarantanny po wwozie badania materiału roślinnego ziemniaka powinna być stosowana przez kraje członkowskie w kolejności, żeby przeciwdziałać zawleczeniu i rozprzestrzenieniu agrofagów kwarantannowych ziemniaka do i wewnątrz regionu EPPO. Choć procedura badawcza kładzie nacisk przede wszystkim na wykrycie agrofagów kwarantannowych to została zaprojektowana tak aby wykryć większość patogenów ziemniaka. Przede wszystkim należy nie dopuścić aby porażony materiał został zwolniony 
z kwarantanny. Jednakże państwa indywidualnie mogą powziąć środki specjalne w zależności od agrofaga i celu, aby pod pewnymi warunkami zwolnić materiał.

Twórcy standardu wzięli pod uwagę zalecenia zawarte w FAO/IPGRI Guidelines for Potato/ Przewodnik do roślin ziemniaka (Jeffries, 1998), wymogi Dyrektywy EU Commission Directive 97/46 (EU, 1998), poprzednie dokumenty EPPO dotyczące procedury badania kwarantanny po wwozie (OEPP/EPPO, 1983; EPPO/CABI, 1996) i procedury stosowane 
w różnych krajach członkowskich EPPO.

Procedura jest przeznaczona dla materiału rozmnożeniowego: Solanum tuberosum i innych gatunków uprawnych Solanum; tych gatunków Solanum formujących dzikie stolony lub bulwy; gatunków blisko spokrewnionych z Solanum spp., które mogą krzyżować się z nimi 
i nie wytwarzać ani stolonów, ani bulw. Standard obejmuje zarówno materiał wegetatywny jak i nasiona ziemniaka.

Szczegółowe definicje

Dołączenie: próba nasion wchodząca w skład zasobów genowych z nadanym jej podczas przyjęcia niepowtarzalnym numerem 

Materiał oceniany: materiał uzyskany z badania na drodze kwarantanny taki jak: bulwy, rośliny “in vitro”, nasiona ziemniaka

Pełny cykl wegetacyjny: cykl wzrostu materiału roślinnego począwszy od rośliny “in vitro” do w pełni dojrzałej w sposób naturalny starzejącej się

Rośliny “in vitro” ziemniaka: rośliny (włączając bulwy) w kulturze tkankowej gatunków Solanum wytwarzających bulwy

Jednostka: pojedyncza roślina “in vitro”, pojedyncza bulwa lub pojedyncze nasiono ziemniaka

Materiał wegetatywny: materiał dostarczany do badania na zasadach kwarantanny w postaci bulw lub roślin (włączając rośliny“in vitro”)

Ogólny zarys procedury

Procedura fitosanitarna obejmuje:

·  założenia materiału „in vitro” lub „in vivo"1 poddawanego ocenie

· wzrost materiału poddawanego ocenie (lub roślin pochodzących z niego) pod pewnymi warunkami2 (np. in vitro lub w zabezpieczonej przed owadami szklarni, pod osłonami lub w fitotronach3)

· badanie każdej jednostki materiału poddawanego ocenie (lub roślin pochodzących 
z niego) na obecność określonych patogenów, określonymi metodami (do tego celu przeznaczonymi) w optymalnej, do wykrycia każdego agrofaga, fazie wzrostu rośliny, włączając nawet te patogeny o znikomym rozprzestrzenieniu lub niskiej koncentracji

· wzrost materiału poddawanego ocenie (lub roślin pochodzących z niego) 
w szklarni, zwykle w pełnym cyklu wegetacyjnym, lustrację objawów choroby 
w toku odpowiedniego postępowania

· wzrost i utrzymanie wycenianego materiału przy zastosowaniu procedur 
o zminimalizowanym ryzyku infekcji krzyżowych lub zanieczyszczenia materiału oraz niekontrolowanego uwolnienia agrofagów

· zniszczenie porażonego materiału, o ile nie jest on porażony wirusami, dla eliminacji których wyznaczona jest procedura rekomendowana przez FAO/IPGRI (Jeffries, 1998). Ogólnie ujmując eliminacja wirusów powinna być rozpoczynana wyłącznie po badaniu roślin “in vitro” aby uwolnić materiał co najmniej od wiroidów i bakterii objętych obowiązkiem zwalczania. Po usunięciu wirusów materiał poddawany jest pełnej procedurze fitosanitarnej. Dopuszczalna jest również rekomendowana przez FAO/IPGRI procedura (Jeffries, 1998) usunięcia wiroidów i fitoplazm z porażonego materiału, ale z wyłączeniem materiału porażonego bakteriami podlegającymi obowiązkowi zwalczania, który powinien ulec zniszczeniu.
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1 EPPO zaleca namnażanie roślin ziemniaka w warunkach “ in vitro” ze względów fitosanitarnych. Jest to dopełnienie zaleceń Standardu  EPPO PM 4/28 Certification scheme for seed potatoes / Schemat certyfikacyjny dla sadzeniaków ziemniaka oraz odpowiada zaleceniom IPGRI. Jednakże, mogą również być stosowane procedury kwarantanny  prowadzone w warunkach “in vivo” o tym samym poziomie bezpieczeństwa fitosanitarnego. Przykład takiej procedury opisany jest w Załączniku II.

2 Patrz szkic Standardu EPPO PM 3/64 Guidelines for intentional import of live organisms that are potential plant pests / Przewodnik o możliwościach zawleczenia z importem żywych organizmów jako potencjalnych agrofagów/. Zawiera on też  opis warunków jakie muszą zostać spełnione. Ograniczenia te opisane są również 
w Unijnej Dyrektywie Naukowo Badawczej EU’s “Scientific Work Directive” (95/44/EC ) (EU, 1995).

3   tekst odnosi się tylko do szklarni ale tunele foliowe i fitotrony także znajdują zastosowanie. 

· materiał oceniony pozytywnie dopuszczony jest do puli zasobów genowych /Germplasm Health Statement /, który ustala metody badania i wyniki.

Wymagane warunki wzrostu/ uprawy

“In vitro”

Rekomendowana procedura kwarantanny po wwozie obejmuje wprowadzenie każdego materiału poddawanego ocenie jako pojedynczej jednostki - rośliny „in vitro” (Rośliny mateczne) (Załącznik1, Schemat 1). Odpowiednim podłożem dla roślin „in vitro” jest pożywka Murashige i Skooga bez regulatorów wzrostu (Sigma nr katalogowy M-5519) z 30 g L-1 sacharozy i 5-8 g L-1 Oxoid nr 3 Agar. Rośliny „in vitro” powinny być utrzymywane 
w temperaturze 18-22°C, fotoperiodzie 14-16 godzin światła, w chłodnych przejrzystych probówkach. Rośliny „in vitro” przeznaczone do badań, uprawy szklarniowej, następnie wizualnej oceny i dalszych badań powinny być pozyskiwane z rośliny matecznej. 

Szklarnia 

Rośliny pozyskiwane z materiału poddawanego ocenie powinny być uprawiane w szklarni przez cały cykl wegetacyjny w temperaturze 18-25°C i przy co najmniej 14-godzinnym fotoperiodzie. Rośliny aby wykazywały objawy, jeśli to konieczne, powinny być delikatnie osłonięte. Należy wspomóc przystosowanie się roślin pobranych bezpośrednio z kultur “in vitro” do warunków panujących w szklarni np. stosując zmgławianie wodą mające na celu podwyższenie wilgotności przez kilka pierwszych tygodni.

Proponowane programy rozmnożenia i badania materiału poddanego ocenie otrzymanego 
z roślin, roślin „in vitro” , bulw oraz nasion ziemniaka opisuje Załącznik I.

Schemat 1 Przykład sposobu rozmnożenia materiału otrzymanego z roślin „in vitro” (więcej informacji patrz Schemat 2). 



Wymagania dotyczące badania na obecność agrofagów

Jeśli materiał poddany ocenie otrzymano z bulw, wstępne badania soku z bulw lub kiełków mogą być użyte do wykrycia wiroidów i wirusów we wczesnym etapie okresu kwarantanny, co ma na celu pominięcie niepotrzebnego namnażania porażonego materiału. Wykonanie tych badań nie jest koniecznością i w tym wypadku każda opisana metoda badawcza znajduje zastosowanie.

Podsumowanie wymogów jakie stawiane są metodom badawczym przedstawione jest 
w Tabeli 1, w Tabeli 2 (agrofagi kwarantannowe EPPO) znajduje się lista agrofagów 
z uwzględnieniem odpowiednich metod badawczych i w Tabeli 3 (inne agrofagi i metody ich badania). Dla pewnych agrofagów opisanych jako naturalnie porażające ziemniaka (Jeffries, 1998) rekomendowane są jedynie niespecyficzne badania przy zastosowaniu mechanicznej inokulacji (Tabela 4). Brak rekomendowanych metod badawczych dla: Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi. Ta sama sytuacja dotyczy wirusów i pewnych chorób, które nie są przenoszone mechanicznie: Beet curly top virus (BCTV), potato deforming mosaic virus (PDMV Brazil), Solanum apical leaf curling virus i czynnika jak dotąd nie zidentyfikowanego, przypisywanego wirusom, bądź wiroidom lub też fitoplazmom powodująca mozaiki i deformacje  ziemniaka na terenie Argentyny i Saq’O (Jeffries, 1998). W tym wypadku wystarczające są obserwacje .

Dla materiału wegetatywnego z którego pozyskiwany jest materiał poddawany ocenie wymogiem ogólnym jest jego dwukrotne badanie w oparciu o metody opisane w Tabelach: 2 
i 3. Dla kwaranntanny opartej o namnażanie “in vitro” pierwsze badanie (Badanie A w Tabeli 1, 2 i 3) powinno być wykonane na roślinach „in vitro” lub wzrosłych w szklarni, a drugie (Badanie B) na roślinach szklarniowych. Dla materiału namnażanego w warunkach naturalnych “in vivo”  na cele kwarantanny Badanie A i B powinno być wykonywane na roślinach rosnących w szklarni.

Dla nasion ziemniaka, pozyskiwanych z materiału poddawanego ocenie, wymogiem ogólnym jest jednokrotne wykonywanie badań. Dla kwarantanny opartej o namnażanie “in vitro” rośliny powinny być przebadane przy użyciu Badania A lub w przypadku roślin rosnących w szklarni powinno być zastosowane Badanie A lub B (użyj Badania A dla wiroidów) (Tabela 1, 2 i 3). Dla materiału namnażanego w warunkach naturalnych “in vivo”  rośliny rosnące w szklarni powinny być przebadane Badaniem A lub B (użyj Badania A dla wiroidów). O ile to możliwe, zalecane jest wykonanie kwarantanny zarówno dla materiału namnażanego w warunkach “in vitro” jak i naturalnych “in vivo” w każdym przypadku, stosując Badania A i B. Do badania włączonych powinno być co najmniej 20 kiełków / nasadzeń aby wykluczyć wyradzanie materiału i dryf genetyczny (Hawkes, 1990).

W wypadku, gdy wynik badania A będzie pozytywny Badanie B nie jest konieczne, jednak nie dotyczy to badania na obecność bakterii. Jednakże, dalsze badania mogą być potrzebne, aby potwierdzić tożsamość agrofaga, o ile prawdopodobne jest uzyskanie takiego wyniku (patrz później: Administracja procedury). Rośliny rosnące w szklarni powinny być przeglądane co najmniej raz w tygodniu w kierunku symptomów chorobowych. Obserwacje powinny być zapisywane podczas każdej lustracji. Zapis wyników powinien powstać na zakończenie każdego programu badań. 

Tabela 1 Podsumowanie wymagań stawianych metodom badawczym (Badanie A, Badania B) stosowanych w badaniach kwarantannowych roślin namnażanych w warunkach „in vitro” 
i „in vivo” 

Typ materiału                         W warunkach „in vitro”      W warunkach „in vivo”

Rośliny „in vitro”           Szklarnia               Szklarnia    

	Materiał wegetatywny (badanie na obecność wszystkich patogenów prócz wiroidów)

Materiał wegetatywny (badanie na obecność wiroidów)

Nasiona ziemniaków (badanie na obecność wszystkich patogenów prócz wiroidów)

Nasiona ziemniaków (badanie na obecność wiroidów)


	Opcja 1

Opcja 2 

Opcja 1

Opcja 2

Opcja 1

Opcja 2 

Opcja 1

Opcja 2
	A

A

A

A
	B

A+B

Pożądany B

A+ pożądany dodatkowy B

Pożądany B 

A lub B, pożądany A i B

Pożądany B 

A, ale pożądane A i B


	A+B 

A+ pożądany dodatkowy B

A lub B, pożądany A +B

A, ale pożądane A 
i B




Tabela 2 Lista patogenów do badania na roślinach “in vitro” lub rosnących w szklarni oraz metod badawczych: EPPO agrofagi kwarantannowe –określone metody badawcze

                               Etap badania

Rośliny “in vitro”                Rośliny rosnące

lub/ i                                  w szklarni

                          rosnące w szklarni

	Patogen

Wiroid

Potato spindle tuber viroid**
	Rodzaj

Pospiviroid 
	Akronim

PSTVd
	Badanie A1

rPAGE i DIG
	Badanie B2

rPAGE, DIG, or RT-PCR4


	Comentarz

rPAGE wykrywa obecność wszystkich Pospiviroidów mogących porażać ziemniaka, a DIG umożliwia wykrycie wielu 
z nich. Pożądane jest zastosowanie różnych metod do Badania A 
i do Badania B

	Wirusy

Andean potato latent virus**

Andean potato mottle virus

Potato black ringspot virus*

Potato virus T**

Potato yellow vein virus

Tomato spotted wilt virus
	Tymovirus

Comovirus

Nepovirus

Trichovirus

Crinivirus 

Tospovirus
	APLV

APMoV

PBRSV

PVT

PYVV 

TSWV
	ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

RT-PCR (Salazar et al. 2000); Offei, et al. (2003).

ELISA
of RT-PCR methods isal. (2003).
	Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

RT-PCR

Mechaniczna inokulacja


	Ogromna różnorodność serologiczna

Nie jest przenoszony mechanicznie. Dopóki metoda RT-PCR nie jest techniką ustanowioną – obserwacja rosnących roślin

	Bakterie

Clavi-bacter  michiganensis subsp. Sepedoni-cus 

Ralstonia solanacea-rum
	
	
	Badanie A1

IF, MTNA, PCR FISH lub mechaniczna inokulacja 3

IF, SMSA, PCR, FISH lub mechaniczna inokulacja 3


	Badanie B2

IF, MTNA, PCR FISH lub mechaniczna inokulacja 3

IF, SMSA, PCR, FISH lub mechaniczna inokulacja 3


	Comentarz

Zastosowanie różnych metod do Badania A 
i Badania B, np. IF i PCR.

Zastosowanie różnych metod do Badania A 
i Badania B, np. SMSA i PCR.



	Fitoplazmy

Stołbur
	
	
	Primery uniwersalne
	Primery uniwersalne
	Zastosowanie różnych par primerów do Badania A 
i Badania B



** Dla roślin otrzymanych z nasion kwalifikowanych ziemniaków badaj tylko na te patogeny.

1 Badanie A powinno być zrobione na jednej z dwóch roślin „in vitro” lub roślinach rosnących w szklarni, jeśli rośliny ”in vitro” nie były badane wcześniej.

2 Badanie B powinno być wykonane na roślinach rosnących w szklarni.

3 Badanie na obecność C. m. sepedonicus i R. solanacearum w normalnych warunkach powinno być wykonane na bulwach, a także na bulwach poddawanych ocenie, jeśli materiał otrzymano z roślin ”in vitro”  , bulwach siostrzanych roślin powstałych z roślin „in vitro”. Jednakże, jeśli bulwy nie zostały wytworzone powinno zostać wykonane badanie na roślinach ze szklarni z ich łodyg. Dla wszystkich badań z zastosowaniem mechanicznej inokulacji, w przypadku nie odnotowania objawów (patrz tekst) powinny być wykonane dalsze badania. Na stwierdzenie obecności  C. m. sepedonicus, przy izolacji na podłoże selektywne MTNA, mogą mieć niesprzyjający (maskujący) wpływ populacje organizmów saprofitycznych. Choć, możliwe jest usunięcie (rozcieńczenie) z porażonej tkanki populacji tych maskujących patogenów to zwykle ich resztki pozostają. Dlatego badanie to może być z powodzeniem zastosowane jedynie do “czystego” materiału np. rośliny “in vitro”.  

4 Dotyczy także real-time PCR.

Tabela 3 Lista patogenów do badania na roślinach “in vitro” lub rosnących w szklarni oraz metod badawczych: wymagania szczegółowe pod kątem innych agrofagów

                               Etap badania

Rośliny “in vitro”                Rośliny rosnące

lub/ i                                  w szklarni

                          rosnące w szklarni

	Patogen

Wirusy

Arracacha virus B- oca strain** 

Potato latent virus

Potato leafroll virus

Potato mop-top virus

Potato rough dwarf virus

Potato virus A

Potato virus M

Potato virus P

Potato virus S

Potato virus V

Potato virus X

Potato virus Y

Potato yellowing virus**

Tobacco rattle virus
	Rodzaj

?Nepovirus

Carlavirus

Polerovirus

Pomovirus

?Carlavirus

Potyvirus

Carlavirus

?Carlavirus

Carlavirus

Potyvirus

Potexvirus

Potyvirus

?Alfamovirus

Tobravirus
	Akronim

AVB-O

PotLV

PLRV

PMTV

PRDV

PVA

PVM

PVP

PVS

PVV

PVX

PVY

PYV

TRV
	Badanie A1

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

RT-PCR (Robinson, 1992)
	Badanie B2

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja lub ELISA

ELISA

Mechaniczna inokulacja lub ELISA

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja 

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja

Mechaniczna inokulacja lub ELISA

Mechaniczna inokulacja lub RT-PCR
	Komentarz

Mechaniczna inokulacja może być wątpliwa. Nie jest przenoszony mechanicznie. Wirus nierównomiernie rozprzestrzeniony. Bardziej wiarygodne są badania na młodych roślinach rosnących w szklarni, niż starszych. ELISA jest bardziej wiarygodną metodą niż mechaniczna inokulacja. Przeciwciała poliklonalne skierowane przeciw PVP wykryją także PRDV.

Przeciwciała poliklonalne skierowane przeciw PRDV wykryją także PVP.

Mechaniczna inokulacja może nie być wiarygodna. Izolaty są zróżnicowane serologicznie. Typ NM nie jest wiarygodny wykrywany  przez mechaniczną inokulację



	Fitoplazmy

Inne fitoplazmy ***
	
	
	Primery uniwersalne
	Primery uniwersalne
	Zastosowanie różnych par primerów do Badania A i Badania B


* Dyrektywa  EU 2000/29 (EU, 2000) wymienia AVB-O i izolaty nieeuropejskie PLRV, PVA, PVM, PVS, PVV, PVX, PVY jako agrofagi kwarantannowe. Dodatkowo, Dyrektywa 97/46 (EU, 1997) wymienia PYV jako patogena, na którego obecność powinny być wykonane badania kwarantannowe.

 ** Dla roślin otrzymanych z nasion ziemniaka, badanie tylko na te agrofagi

*** np. potato marginal flavescence, potato phyllody, potato purple toproll, potato purple top wilt, potato witches' broom

1 Badanie A powinno być zrobione na jednej z dwóch roślin „in vitro” lub roślinach rosnących w szklarni, jeśli rośliny ”in vitro” nie były badane wcześniej.

2 Badanie B powinno być wykonane na roślinach rosnących w szklarni.

Wiroidy 

  Wiroid wrzecionowatości bulw ziemniaka Pospiviroid Potato spindle tuber viroid (PSTVd) jak dotąd jest podstawowym, bo jedynym znanym wiroidem naturalnie porażającym gatunki ziemniaka. Jednakże został również zidentyfikowany  Mexican papita viroid porażający dzikie gatunki ziemniaka Solanum cardiophyllum (papita guera, cimantli) (Martinez-Soriano et al., 1996) oraz inne wiroidy z Rodzaju Pospiviroid, np.. Citrus exocortis viroid (Semancik et al. 1973; Verhoeven et al. 2004), Columnea latent viroid (Verhoeven et al., 2004), Tomato chlorotic dwarf viroid (Singh et al., 1999) I Tomato planta macho viroid (Galindo et al., 1982), które porażają ziemniaka w warunkach laboratoryjnych.

Na obecność wiroidów powinno być wykonane Badanie A, ale także dobrze widziane jest wykonanie Badania B. Najlepiej, gdy metoda służąca do badania B jest inna niż ta użyta do Badania A. Metody stosowane w Badaniu A to elektroforeza powrotna w żelu poliakrylamidowym (rPAGE) lub sonda  cRNA wyznakowana digoksygeniną (DIG). Badanie B zawiera także opcję zastosowania RT-PCR (włączając real time PCR, tj. PCR w czasie rzeczywistym) (patrz Standard EPPO PM 7/33 Protokół diagnostyczny PSTVd). rPAGE wykrywa wszystkie opisane wiroidy a sonda DIG wiele z nich, jeśli nie wszystkie. Jak dotąd żadna  z w/w metod nie jest specyficzna dla PSTVd, jeśli zachodzi potrzeba identyfikacji to wymagane jest wykonanie sekwencjonowania produktu PCR  .

Badania powinno się wykonywać na roślinach “in vitro” dobrze rozwiniętych (4-6 tydzień wzrostu i o co najmniej 5 cm łodygach). Rośliny rosnące w szklarni powinny być przebadane, gdy osiągną około 25 cm wysokości, ale będące jeszcze przed kwitnieniem i procesem wytwarzania pyłku. Z pojedynczej rośliny do badania pobiera się z wierzchołka łodygi 
w pełni wykształcony liść. Rośliny bada się albo indywidualnie, albo w połączeni z innymi (tzw. próby zbiorcze) przy zapewnieniu, że zastosowany sposób łączenia jest właściwie sprawdzony. Waga kontroli pozytywnej powinna stanowić 1/10 wagi tkanki użytej jako próba. Jeśli waga ta okazała się niewystarczająca badanie powinno być powtórzone.

Wirusy

Badanie powinno być wykonane na subkulturach “in vitro” roślin matecznych dobrze rozwiniętych (4-6 tygodni wzrostu i o co najmniej 5 cm łodygach). Kultury z poszczególnych linii powinny być przebadane oddzielnie. Rośliny, które miały pozytywny wynik badania nie powinny być uprawiane w szklarni o ile nie zostaną poddane dalszym procedurom.

Rośliny rosnące w szklarni powinny być przebadane, gdy osiągną około 25 cm wysokości, 
w trakcie lub tuż przed kwitnieniem. Próby pobiera się z co najmniej 2 miejsc z każdej rośliny, włączając młody, w pełni wykształcony liść z wierzchołka łodygi i starszy 
z środkowej części rośliny. Liście z poszczególnych roślin do testu ELISA nie powinny być łączone chyba, że opracowany sposób łączenia został właściwie sprawdzony. Do inokulacji dopuszcza się łączenie liści z 5 roślin, jeżeli przynależą do tej samej linii.

Do potwierdzenia obecności i tożsamości wirusa mogą być użyte inne metody np. hybrydyzacja kwasów nukleinowych lub RT-PCR. Mikroskopia elektronowa może posłużyć do potwierdzenia obecności cząstek wirusa.

ELISA

Czułość i specyficzność testu ELISA zależy od zastosowanych przeciwciał. Użytkownik powinien być świadom różnorodności wirusów znanych serotypów lub szczepów (Jeffries, 1998). Przeciwciała dla wielu wirusów wymienionych w Tabeli 2 i 3 dostępne są komercyjnie. Powinny one być stosowane zgodnie z dołączoną do nich instrukcją producenta.

Mechaniczna inokulacja

Procedura mechanicznej inokulacji opisana jest w Załączniku  III. Lista zalecanych roślin wskaźnikowych (Tabela 5) stworzona została w oparciu o pierwszą wersję tego standardu, ale z powodzeniem mogą być użyte inne rośliny testowe, jeśli pojawiły się w publikacjach NPPO dając ten sam szeroki zakres wykrywalności co polecane rośliny wskaźnikowe. Szeroki zakres odpowiedzi jest kluczowy dla wykrycia nieznanych, ale obecnych w roślinie wirusów ziemniaka. W pierwszej wersji standardu dla materiału wegetatywnego wymienione są: Chenopodium amaranticolor, Chenopodium murale, Chenopodium quinoa, Datura metel, Nicotiana clevelandii, Nicotiana tabacum (lub klon A 6) i dla nasion ziemniaka C. amaranticolor, C. murale and C. quinoa, jednakże wyniki mogą być nie pewne co do wykrycia potato yellowing virus (PYV) i niektórych innych wirusów przenoszonych mechanicznie, np. potato latent virus i potato rough dwarf virus. Dla nasion ziemniaka stosuje się N. occidentalis-P1 i N. hesperis-67A (Verhoeven & Roenhorst, 2000) i obecnie została zaproponowana kombinacja 3 N. occidentalis-P1, N. hesperis-67A and C. quinoa jako wystarczające do wykrycia większości wirusów branych pod uwagę w tym Standardzie (Verhoeven & Roenhorst, 2003). Dopóki na mechaniczną inokulację będzie miała wpływ tak ogromna liczba różnorodnych czynników, włączając dobór rośli testowych, (Van Dijk & Cuperus, 1986) dopóty przed zastosowaniem tej techniki każde laboratorium powinno sprawdzać we własnym zakresie każdą roślinę wskaźnikową na poszczególne badane wirusy.

Table 4 Inne patogeny opisane jako te, które naturalnie porażają rośliny ziemniaka (Jeffries, 1998), niespecyficzne metody wykrycia- zastosowanie mechanicznej inokulacji (rośliny rosnące w szklarni badane tylko raz)

	Wirus
	Rodzaj
	Akronim

	Alfalfa mosaic virus
	Alfamovirus
	AMV

	Cucumber mosaic virus
	Cucumovirus
	CMV

	Eggplant mottled dwarf virus
	Nucleorhabdovirus
	EMDV

	Impatiens necrotic spot virus
	Tospovirus
	INSV

	Potato aucuba mosaic virus
	Pot exvirus
	PAMV

	Potato virus U
	Nepovirus
	PVU

	Potato yellow dwarf virus
	Nucleorhabdovirus
	PYDV

	Potato yellow mosaic virus
	Begomovirus
	PYMV

	Sowbane mosaic virus
	Sobemovirus
	SoMV

	Tobacco mosaic virus
	Tobamovirus
	TMV

	Tobacco necrosis virus
	Necrovirus
	TNV

	Tobacco streak virus
	Ilarvirus
	TSV

	Tomato black ring virus
	Nepovirus
	TBRV

	Tomato mosaic virus
	Tobamovirus
	ToMV

	Wild potato mosaic virus
	Potyvirus
	WPMV


Bakterie

Badania na obecnośc Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus wykonywane są immunofluorecsencją (IF), fluorescencyjną hybrydyzacją in-situ (FISH), łańcuchową reakcją polimeryzacji (PCR), MTNA izolacją na selektywne podłoże i testem oberżynowym (Solanum melongena cv. Black Beauty)4. Badania na obecność Ralstonia solanacearum to IF, FISH, PCR, SMSA izolacja na selektywne podłoże i inokulacja pomidora (Lycopersicum esculentum cv. Moneymaker). Jedna z w/w metod powinna zostać wybrana jako Badanie A, a Badanie B powinno być wykonane inną metodą (np. IF i PCR na obecność C. m. sepedonicus oraz SMSA i PCR na obecność R. solanacearum). Jeśli którykolwiek z testów zakończyłby się wynikiem pozytywnym powinno być powzięte dalsze postępowanie, np. inokulacja na oberżynę na obecność C. m. sepedonicus lub pomidora na obecność R. solanacearum. Dla każdej mechanicznej inokulacji, jeśli nie było objawów, przeprowadzone powinno być dalsze postępowanie. Po inokulacji na obecność  C. m. sepedonicus, jeśli objawy nie są notowane po 4 tygodniach wykonuje się IF lub PCR z próbki złożonej z 1 cm odcinków pobranych 
z łodygi każdej rośliny wcześniej zainokulowanej. Po inokulacji na obecność R. solanacearum, jeśli objawy nie są notowane po 3 tygodniach wykonuje się IF lub PCR  lub izolację na SMSA z próbki złożonej z 1 cm odcinków pobranych z łodygi każdej rośliny wcześniej zainokulowanej.

Fitoplazmy

Ogólne badanie na obecność fitoplazm5 wykonuje się przy użyciu uniwersalnych primerów6. Kwas nukleinowy izoluje się z całej rośliny “in vitro” lub z głównego nerwu liścia roślin rosnących w szklarni kiedy mają około 25 cm wysokości, ale są przed kwitnieniem 
i procesem wytwarzania pyłku (najwyższa koncentracja fitoplazm) (np. Lee et al., 1991; Ahrens & Seemüller, 1992) stosując opisane w publikacjach metody lub dostępne komercyjnie na szeroką skalę zestawy do ekstrakcji kwasów nukleinowych. Do wykrywania fitoplazm ziemniaka stosowane są pary primerów: R16F2/R16R2 (Lee et al., 1993), fU5/rU3 (Lorenz et al., 1995) lub P1/Tint (Smart et al., 1996). Komplet primerów NPA2F/R (Heinrich et al., 2001) również został użyty z powodzeniem do wykrycia kilku fitoplazm na roślinach solanaceous takich jak: brinjal little leaf, potato purple top, Solanum big bud, stolbur and tomato big bud (J.T.J. Verhoeven, Dutch NPPO, pers. comm.). Jeden z w/w primerów należy zastosować do Badania A i inny do Badania B. Rozróżnienie fitoplazm może być osiągnięte przy zastosowaniu  RFLP lub analizie sekwencji 16SrDNA (Lee et al., 1993; Schneider et al., 1993; Seemüller et al., 1994; Davis et al., 1997).

Procedura zatrzymania (uwięzienie)

Podczas kwarantanny wprowadzone są surowe procedury zatrzymania, jeśli obecny jest zainfekowany materiał to istnieje ryzyko infekcji krzyżowych na materiał w którym może nie  dojść  do wykrycia porażenia. Zatem procedury zatrzymania są tak zaprojektowane, żeby ochronić materiał przed infekcjami krzyżowymi, dopuszczając jednocześnie do jego przetrzymywania i ponownego badania lub nawet zniszczenia, jeśli nie ma pewności, że infekcje krzyżowe się nie pojawią. Wszystkie procedury muszą być udokumentowane (patrz poniżej). Procedura zatrzymania opisana jest gdzie indziej, ale poniższy przykład zachowuje jej podstawowe reguły:

· dla materiału z kultur tkankowych działania na rzecz utrzymania zasobów genowych powinny być zapisywane w kolejności tak, że jeśli zajdzie taka potrzeba materiał może być z łatwością zidentyfikowany w kierunku infekcji krzyżowych, jeśli późniejsze badania to wykazały. Surowe aseptyczne warunki przeprowadzania technik powinny zostać szybko wprowadzone włączając sterylizację w autoklawie narzędzi i przedmiotów używanych 
w szklarni pomiędzy poszczególnymi jednostkami z każdej linii (sterylizacja w płomieniu palnika alkoholowego może nie być wystarczająca, ale będzie właściwa do dezynfekcji pomiędzy poszczególnymi jednostkami) oraz cięcia na sterylnej powierzchni jednorazowego użytku.

· w szklarni strefy buforowe rozmieszczone są pomiędzy wejściem do szklarni 
a pomieszczeniami, gdzie uprawiane są rośliny brane później do badania. Dostęp powinny mieć tylko te osoby, które związane są bezpośrednio z uprawą i badaniami, dodatkowo zabezpieczone odzieżą ochronną tj. fartuchami. Występowanie potencjalnych wektorów powinno być regularnie monitorowane na roślinach i pułapkach na owady. Aby zabezpieczyć przed potencjalnym kontaktem poszczególne linie należy zawiesić specjalne ekrany izolujące (wysokości powyżej 60 cm) oraz w trakcie uprawy sterylizować narzędzia, stosować rękawiczki jednorazowego użytku pomiędzy każdą jednostką linii. Zachowanie w szklarni jest niezwykle ważne dla procesu kwarantanny opartego na procedurze “in vivo” , gdzie materiał roślinny może nie zostać zbadany przed wysadzeniem do szklarni i uwolnieniem go z szklarni przed zakończeniem procedury kwarantannowej.

Tabela 5 Rośliny wskaźnikowe/ testowe zalecane do badania ziemniaka (Jeffries, 1998)
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Uwaga:: Tylko objawy charakterystyczne brane są pod uwagę. Podatność bez objawów lub brak podatności rośliny gospodarza na infekcję wirusową  nie jest brana pod uwagę. L) Objawy lokalne, S) Objawy systemiczne, R) Objawy mogą być maskowane pozornym ozdrowieniem, więc nie zostaną zauważone. ?) Infekcja lub objawy mogą nie występować i zależeć od izolatu wirusa. Na obecność PRDV i PVP, N. bigelovii  potrzebuje 40 dni, aby rozwinęła się infekcja i pojawiły się objawy. Wystąpienie objawów może zależeć od wielu czynników i stosując tę metodę  należy upewnić się, czy jest wiarygodna w warunkach, którymi dysponujemy.

 * Wirusy nie przenoszone mechanicznie

1 Najlepsze objawy są w sezonie zimowym na północy Europy

2 Tylko PVS izolat Andean wywołuje objawy systemiczne

3 Z doniesień opisany również jako: potato chlorotic stunt virus

Zarządzanie procedurą

Za zarządzanie i monitorowanie procedury odpowiedzialne jest NPPO. Wszelkie udogodnienia i metody badawcze w zakresie kwarantanny po wwozie powinny stanowić przedmiot kontroli i nadzoru. Wszystkie procedury badawcze w trakcie trwania kwarantanny powinny być udokumentowane, a zapisy przechowywane przez okres 10 lat z wszystkimi przeprowadzanymi na materiale badaniami, wynikami oraz odtwarzalnym śladem toku postępowania z próbą. Dla kontrowersyjnych zwykle wyników pozytywnych  izolaty 

i materiał powinien być przechowany co najmniej rok od zgłoszenia wyniku, tak aby mogło dojść do niezależnego ponownego zbadania sprawy, jeśli zostanie skierowana prośba do NPPO od eksportującego materiał kraju.

Materiał - obiekt procedury powinien być importowany tylko z pozwoleniem na import. Weryfikacja zgodności i zidentyfikowanie materiału nie jest obowiązkiem NPPO, ale kraju importującego. Importerzy powinni być poinformowani, że otrzymali materiał w oparciu 
o porozumienie, że na tą linię zostało wyrażone pozwolenie7 na import. Materiał powinien być zwolniony z kwarantanny jedynie gdy pochodzi od roślin, które uzyskały wynik negatywny w toku przeprowadzonych badań i po lustracji nie stwierdzono objawów chorób 
w przeciągu pełnego cyklu wegetacyjnego. Dla kwarantanny opartej o namnażanie roślin “in vitro” tylko rośliny “in vitro” mogą być zwolnione. Dla procedury opartej o namnażanie roślin “in vivo” zwalnia się rośliny rosnące w szklarni lub bulwy. Zwolnieniu materiału towarzyszy wpis do puli zasobów genowych /Germplasm Health Statement /, który ocenia wykonane badania i wyniki.
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Załącznik I

Przykład gotowego programu namnażania w oparciu o kultury tkankowe 
z których otrzymywany jest materiał w postaci roślin “in vitro”, bulw 
i nasion  ziemniaka 

Drogi namnażania materiału są tak zaprojektowane aby zminimalizować ryzyko pominięcia, niezidentyfikowania patogenu, zwłaszcza bakterii, z powodu nierównomiernego ich rozprzestrzeniania i niskich koncentracji.

Ogólne zasady:

· badaniu podaj każdą jednostkę z materiału poddanego ocenie (przebadane100%)

· dostosuj dokładnie warunki procedury 

· stosuj probówki o sterylnych powierzchniach, nasiona i kiełki, sterylizuj przy użyciu np. 2.5% podchlorynu sodu (podchlorynowi sodu odpowiada do 8-10% aktywny chlor) przez 15-30 min, a następnie płucz w sterylnej wodzie destylowanej

· do wzrostu roślin „in vitro” stosuj odpowiednie podłoże np. podłoże Murashige i Skooga bez regulatorów wzrostu 

· inkubuj rośliny „in vitro” w temperaturze 18-22°C, przy 14-16 godzinnym świetle, w chłodnych przeźroczystych probówkach 

Materiał w postaci roślin “in vitro”

Przebadaj ponad 5 roślin (pochodzących od tej samej rośliny matecznej) dla każdej linii (1 roślina “in vitro” w probówce). Zgodnie z przepisami wykonaj dokładną lustrację roślin “in vitro” na obecność grzybów, bakterii i stawonogów zwłaszcza mszyc i wciornastków. Zniszcz zaatakowany przez szkodniki materiał, jednakże ten zanieczyszczony saprofitycznymi bakteriami może być badany według uznania przez Państwowe Organizacje Ochrony Roślin. Przed podziałem na subkultury przeznacz na badanie 1 całą roślinę z linii tak, że nic z niej nie zostanie do destrukcyjnych badań na obecność wiroidów i 1-2 rośliny do badań na obecność 
C. m. sepedonicus i R. solanacearum. Badania na tym poziomie są dobrowolne, ale znacznie obniżają ryzyko namnożenia porażonego materiału. Do tego celu może posłużyć każda opisana metoda. 

Jeśli na tym etapie badanie wypadnie negatywnie, wybierz z pozostałych roślin “in vitro” jedną roślinę mateczną (Roslina Mateczna, ETAP 1 w Schemacie 1 i 2) do pełnego badania. Podziel na subkultury Roślinę Mateczną tak aby mieć materiał do badań na obecność agrofagów, uprawiaj w szklarni (GH1 i GH2) i kontynuuj lub zwolnij materiał następującą drogą namnażania opisaną w Schemacie 1 i 2. Przebadaj destrukcyjnie Roślinę Mateczną całkowicie na obecność C. m. sepedonicus and R. solanacearum i na ETAPIE 2 kultury (Schemat 1, 2) na wiroidy, wirusy i fitoplazmy (Badanie A w Tabeli 2 i 3).

Jeśli badania wypadną negatywnie, roślinę GH1 uprawiaj w szklarni przez pełen cykl wegetacyjny. Regularnie przeprowadzaj lustracje w kierunku objawów chorobowych oraz badaj na obecność wirusów, wiroidów, fitoplazm (Badanie B w Tabeli 2 i 3). Na koniec cyklu uprawy, bulwy ze zbiorów zlustruj i badaj na obecność C. m. sepedonicus and R. solanacearum. Cięciu bulw w celach namnożenia materiału powinno towarzyszyć sprawdzanie w kierunku obecności objawów chorób takich jak np. brązowa plamistość, bakterioza pierścieniowa i opryski.

Wypełnij arkusze informacyjne. Osoba odpowiedzialna za kwarantannę po wwozie zatwierdza podpisem, że materiał podczas badań został zakwalifikowany bądź nie. Jeśli materiał oceniony został pozytywnie to powinien być wyprowadzany tylko z roślin „in vitro” GH2. Zwolnij przechowywane „in vitro” rośliny. Zniszcz pozostałe rośliny „in vitro”  
i materiał ze szklarni. Zapewnij zdrowe zasoby genowe / Germplasm Health Statement/.

Materiał otrzymany z bulw 

Z poszczególnych linii otrzymuj w warunkach sterylnych powyżej 5 bulw. Przemieść do odpowiednich kontenerów i inkubuj w ciemności w temperaturze 15-20°C. Badaj każdą bulwę na obecność C. m. sepedonicus and R. solanacearum przy użyciu Badania A w Tabeli 2 (np. IF na obecność C. m. sepedonicus; SMSA na obecność R. solanacearum). Badanie A może być dopełnione Badaniem B od razu lub w dalszych etapach programu dla roślin “in vitro”  Badaj każdą bulwę na obecność wiroidów pobierając oczko szczytowe. Badanie to jest dobrowolne i może być wykonane każdą metodą. Gdy tylko bulwy mają kiełki badaj każdy kiełek bulwy testem ELISA. Badanie to jest dobrowolne.

Gdy tylko bulwy mają kiełki wybierz jedną bulwę z każdej linii. Usuń kiełek/ kiełki, wysterylizuj ich powierzchnię wytnij co najmniej 5 odcinków z tych kiełków i umieść na pożywce Murashige i Skooga. Gdy tylko z odcinków kiełków ustabilizuje się kultura wybierz najlepszą (Roślina Mateczna ETAP 1 Schematu 3) i namnóż rośliny do badania na obecność patogenów dalej uprawiając w szklarni (GH1 i GH2). Utrzymuj lub zwolnij je do dalszego namnażania zgodnie z drogą opisaną w Schemacie 3. Od tego momentu procedura jest identyczna jak dla roślin “in vitro” rozpoczynając od „Przebadaj destrukcyjnie Roślinę Mateczną całkowicie na obecność bakterii...”.

Materiał otrzymany jako nasiona ziemniaka

Dla nasion  ziemniaka otrzymanych z materiału poddawanego ocenie wymagania ogólne to jednokrotne badanie. Dlatego też rośliny “in vitro” powinny być przebadane z użyciem Badania A (Tabela 2 i 3) lub jeśli to  rośliny rosnące w szklarni  Badaniem A lub B na obecność wirusów i Badaniem A na obecność wiroidów. W tym przykładzie zastosowano Badanie A i B na obecność wirusów i wiroidów.

Nasiona ziemniaka przepisowo podaje się lustracji na obecność szkodników owadzich. Zaatakowany przez owady materiał przechowaj w temperaturze –20°C przez 7 dni. Sterylizuj powierzchnię 30-50 nasion do pasażowania. Przenieś w sterylnych, aseptycznych warunkach każde przygotowane nasiono do probówki z pożywką Murashige i Skooga. Użyj tych samych narzędzi podczas pasażowania. Losowo wybierz 20 siewek do pełnego badania. Będą to rośliny mateczne ETAP 1 (Schemat 4). Namnóż w kulturach rośliny mateczne do badań testem ELISA, uprawiaj w szklarni (GH1 i GH2) i użyj dalej lub zwolnij jak w procedurze rozmnażania drogą opisaną w Schemacie 4.

Po wznowieniu uprawy Rośliny Matecznej zbadaj destrukcyjnie całą roślinę na obecność wiroidów (zastosuj Badanie A w Tabeli 2) i przebadaj subkulturę na obecność wirusów (Badanie A w Tabeli 2 i 3). Jeśli wyniki badań będą negatywne uprawiaj GH1 w szklarni przez cały cykl wegetacyjny. Regularnie wykonuj lustracje w kierunku symptomów chorób 
i badaj na obecność wirusów i wiroidów (przy użyciu Badania B w Tabeli 2 i 3). Od tego momentu procedura jest identyczna jak dla roślin “in vitro” rozpoczynając od słów :“Jeśli materiał został oceniony , ustanów…”

Załącznik II

Przykładowy program rozmnażania w warunkach “in vivo” procedury dla materiału otrzymanego jako rośliny “in vitro” bulwy, nasiona ziemniaka

Ogólne zasady:

· materiał poddawany ocenie uprawiaj w szklarni na podłożu wolnym od agrofagów, badaj każdą jednostkę (100% przebadanych jednostek) , a jeśli przejdą badanie zwolnij rośliny i bulwy potomne

· dostosuj dokładnie procedurę warunkowo dopuszczającą.

Materiał otrzymany jako rośliny “in vitiro”

Przebadaj ponad 5 roślin (pochodzących od tej samej rośliny matecznej) dla każdej linii (1 roślina “in vitro” w probówce). Dokładnie, tak że nie zostanie nic materiału, przebadaj 1 roślinę z każdej linii na obecność wiroidów i 1-2 rośliny na obecność bakterii. Badania na tym poziomie są dobrowolne, ale znacznie obniżają ryzyko namnożenia porażonego materiału. Do tego celu może posłużyć każda opisana metoda. Wybierz 2 rośliny i każdą uprawiaj oddzielnie w niewielkiej doniczce na wolnym od agrofagów podłożu w warunkach wysokiej wilgotności w szklarni. Po 10 dniach należy obniżyć poziom wilgotności do warunków naturalnie panujących 
w szklarni. Gdy rośliny dobrze się ukorzenią przenieś je do większych doniczek (np. 13 cm x 13 cm). Pozwól wzrastać tylko pojedynczej łodydze (rośliny jednopędowe). Usuwaj wszystkie odgałęzienia z pędu głównego.

Wybierz jedną z dwóch roślin do pełnej procedury badań kwarantannowych. Wypełnij Badania  A i B (Tabela 2 i 3) kiedy rośliny osiągną długość 25 cm (etap wytwarzania pierwszych kwiatostanów lub gdy będą wkrótce powstawać). Po zakończeniu pełnych testów na obecność wirusów, wiroidów i fitoplazm i powstania części bulw zbadaj łodygę rośliny na obecność C. m. sepedonicus i R. solanacearum. Dobrowolnie można przebadać pozostałe rośliny, które nie przeszły pełnych badań kwarantannowych na obecność wiroidów , C. m. sepedonicus i R. solanacearum . Należy zniszczyć niepotrzebny materiał.

Wypełnij arkusze zapisu informacji. Osoba odpowiedzialna za wydanie stosownego zaświadczenia, czy materiał przeszedł pozytywnie badania kwarantanny po wwozie, czy nie podpisuje się na tym dokumencie. Jeśli roślina przejdzie pozytywnie badania (i nie zachodzi obawa o infekcje krzyżowe) to wszystkie bulwy zostają zwolnione i wchodzą w skład puli zdrowych zasobów genowych /Germplasm Health Statement/.

Materiał otrzymany w postaci bulw

Na każdą linię przypada 2-5 bulw (jedna bulwa przejdzie pełny program badania kwarantannowego, pozostałe będą badane częściowo i trzymane jako wymagana rezerwa). Przerwanie stanu spoczynku osiąga się przechowując bulwy w temperaturze 4°C przez kilka tygodni a następnie podniesienie temperatury do 18-20°C. Badaj każdą bulwę na obecnośc C. m. sepedonicus iR. solanacearum (Badanie A w Tabeli 2). Badanie B z łodyg może być także wykonane później w trakcie programu. Użyteczne są także badania wstępne soku z bulw lub kiełków na inne patogeny, żeby uniknąć zbędnego namnażania porażonego materiału.

Z każdej bulwy pobiera się oczko szczytowe, moczy w roztworze 2 µg mL-1 kwasu giberelinowego na 15 min, następnie umieszcza w doniczce (np. 11 x 11 cm). Pozwól wzrastać tylko pojedynczej łodydze,  rośliny jednopędowe. Usuwaj wszystkie odgałęzienia z pędu głównego.

Wybierz jedną roślinę do pełnej procedury badań kwarantannowych. Wypełnij Badania  A i B (Tabela 2 i 3) kiedy rośliny osiągną wysokość 25 cm (etap wytwarzania pierwszych kwiatostanów lub gdy będą wkrótce powstawać). Po zakończeniu pełnych testów na obecność wirusów, wiroidów i fitoplazm i powstania części bulw zbadaj łodygę rośliny na obecność C. m. sepedonicus i R. solanacearum, jeśli badania te nie zostały wykonane wcześniej. Dobrowolnie można przebadać pozostałe rośliny, które nie przeszły pełnych badań kwarantannowych na obecność wiroidów , C. m. sepedonicus i R. solanacearum . Należy zniszczyć niepotrzebny materiał.

Jeśli rośliny przejdą badania pozytywnie (i nie ma obaw co do możliwości dojścia do infekcji krzyżowych), zwolnij rośliny i bulwy wchodzące w skład puli zdrowego zasobu genowego /Germplasm Health Statement/.

Materiał otzrzymany w postaci nasion  ziemniaka

Z każdego dołączenia wysiej nasiona indywidualnie w rzędach na wolnym od patogenów podłożu. Kiedy nasadzenia mają 2-4 liści przenieś co najmniej 20 siewek/ nasadzeń indywidualnie do doniczek (np. 11 x 11 cm). Stanowią one materiał do badania.

W każdym nasadzeniu dopuść do wzrostu tylko jednego pędu. Usuwaj wszystkie odgałęzienia z pędu głównego. Wypełnij Badania  A i B (Tabela 2 i 3) kiedy rośliny osiągną długość 25 cm (etap wytwarzania pierwszych kwiatostanów lub gdy będą wkrótce powstawać). Dobrowolnie można włączyć do badań pozostałe nasadzenia, które nie przeszły pełnych badań kwarantannowych na obecność wiroidów.

Jeśli rośliny przejdą badania pozytywnie (włączając brak obaw co do możliwości dojścia do infekcji krzyżowych), zwolnij wszystkie przebadane rośliny i bulwy, które dołączą do puli zdroweych zasobów genowych /Germplasm Health Statement/.

Załącznik III 

Mechaniczna inokulacja wirusów

Przygotuj sok z rośliny rozcierając tkankę liścia w buforze fosforanowym do inokulacji np. 0.02 M buforu fosforanowego (Na2HPO4 2.5 g L-1, NaH2PO4 0.8 g L-1) pH 7.4 + 2% PPV (PVP, MW 10000). Jeśli stosowany jest inny bufor to powinien być zbadany pod kątem zastosowania go do wszystkich wirusów z listy. Do badania zastosuj co najmniej 2 gatunki roślin testowych, które powinny być dobrane do odpowiednich wirusów z listy.  Z każdego gatunku roślin wskaźnikowych użyj co najmniej 2 rośliny. Inokuluj młode (stadium 3-6 liści), miękkie, szybko rosnące rośliny testowe poprzez pocieranie liści delikatnie posypanych karborundum (400-600 oczek/sieci). Po inokulacji rośliny spłucz wodą 
i zacienione uprawiaj w temperaturze 18-25 °C przez co najmniej 3-4 tygodnie . Krótszy czas wzrostu jest możliwy tylko, gdy osiągalne są specyficzne warunki w szklarni, fitotronie lub gdy co do zastosowanych gatunków roślin testowych udokumentowane jest wykrycie objawów chorób wirusowych z listy w ciągu 3 tygodni. Zacienianie (np. osłonięcie rośliny papierem) przed i po inokulacji zwiększa wrażliwość rośliny i szanse na rozwój objawów. Lustracje objawów przeprowadzaj co najmniej raz w tygodniu i zapisuj wykonanie obserwacji i zauważone objawy. Odpowiednie dla poszczególnych wirusów rośliny wskaźnikowe wymienione są Tabeli 5.

Schemat 2 Szczegóły drogi namażania materiału otrzymanego z roślin „in vitro” (od etapu w szklarni i powyżej).
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Schemat 3 Przykład drogi rozmnażania materiału otrzymanego z bulw (od etapu w szklarni 
i powyżej).
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 Schemat 4 Przykład drogi rozmnażania materiału otrzymanego z nasion ziemniaka  (od etapu w szklarni i powyżej).
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�	 szczegóły Badania A i Badania B, patrz Tabele 2 i 3


4Na obecność C. m. sepedonicus IF i mechaniczna inokulacja opisane są w Standardzie EPPO PM 3/25. Na obecność  �R. solanacearum IF, SMSA i mechaniczna inokulacja opisane są w Dyrektywie EU 98/57/EEC (EU, 1998) lub EPPO Standardzie 3/26 (podczas przeglądu). Wszystkie metody włączając PCR i FISH będą opisane w przeglądanych właśnie dyrektywach EU dotyczących bakteriozy pierścieniowej i brązowej plamistości. Zastosowanie tych dwóch metod badawczych jest inne w  procedurach kwarantanny po wwozie i Dyrektywach EU. Zastosowanie obu metod w procedurze kwarantannowej podnosi surowość badania, podczas gdy w Dyrektywie UE zastosowanie obu metod ma na celu redukcję wyników fałszywie pozytywnych.





5Dokąd nie zostanie udowodnione, że nasiona ziemniaków mogą przenosić fitoplazmy rośliny z nich otrzymane nie muszą być badane na ich obecność.


6PCR jest najczulszą znaną metodą i zarazem najbardziej wiarygodną techniką wykrywania fitoplazm w szerokim zakresie upraw, jednakże niewiele wciąż wiadomo o możliwościach detekcji i różnorodności 6 fitoplazm opisanych jak dotąd jako porażających  ziemniaka w warunkach sztucznych (Jeffries, 1998).





7	 Jest również niewielkie ryzyko, że materiał importowany nie będzie zgodny z fenotypem i podczas mikrorozmnażania liczba mutacji powiększy się. Importerzy powinni być świadomi tego faktu i doradza się im ograniczyć ryzyko sprowadzając  więcej niż jeden klon dla poszczególnych linii z przeznaczeniem do badań kwarantannowych





