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(Sdddokset, jotka on julkaistava)

NEUVOSTON DIREKTIIVI 98/57/EY,

annettu 20 pdiviana heindkuuta 1998,

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi ef al. -kasvintuhoojan torjunnasta

EUROOPAN UNIONIN NEUVOSTO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopimuk-
sen ja erityisesti sen 43 artiklan,

ottaa huomioon komission ehdotuksen (1),
ottaa huomioon Euroopan parlamentin lausunnon (?),

ottaa huomioon talous- ja sosiaalikomitean lausun-
non (°),

seka katsoo, ettd

haitallinen organismi Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. tunnettiin aikaisemmin nimelld Pseudo-
monas solanacearum (Smith) Smith; nimea Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. kiytettineen vas-
taisuudessa organismin vyleisesti hyviaksyttynd nimeni;
tassd direktiiissd olisi tieteellinen kehitys otettava huo-
mioon,

perunan- ja tomaatintuotannolla on tirked asema yhtei-
son maataloudessa; haitalliset organismit uhkaavat
tomaatti- ja perunasatoa jatkuvasti,

perunan- ja tomaatinviljelyd niiltd haitallisilta organis-
meilta suojaamalla olisi tuotostason yllapitamisen lisaksi
myo6s parannettava maatalouden tuottavuutta,

haitallisten organismien jasenvaltion alueelle kulkeutumi-
sen estdvilld suojatoimenpiteilld olisi ainoastaan rajallinen
vaikutus, ellei nditd organismeja samanaikaisesti ja jarjes-
telmallisesti torjuta koko yhteisossd ja niita estetd levia-
masta,

(1) EYVL C 124, 21.4.1997, 5. 12 ja
EYVL C 108, 7.4.1998, s. 85.

() EYVL C 14, 19.1.1998, s. 34.

() EYVL C 206, 7.7.1997, s. 57.

erds perunan ja tomaatin haitallisista organismeista on
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., perunan
tumman rengasmadin sekid perunan ja tomaatin bakteeri-
lakastumistaudin aiheuttaja; timin taudinaiheuttajan
aiheuttamia tautipesikkeitd on tavattu tietyilld yhteison
alueilla, ja joitakin rajoitettuja tartuntaldhteitd on vield
olemassa,

perunan- ja tomaatinviljely on koko yhteisossd suuresti
uhattuna, ellei ndiden satokasvien osalta toteuteta tehok-
kaita toimenpiteitd timin organismin paikallistamiseksi
ja levinneisyyden mairittimiseksi, sen esiintymisen ja
levidmisen estamiseksi ja, jos tautia l1oydetddn, sen levia-
misen estimiseksi ja torjumiseksi tarkoituksella havittaa
se,

tiettyjd toimenpiteitd on toteutettava yhteisdssd taman
tavoitteen saavuttamiseksi; jasenvaltioiden on lisiksi voi-
tava toteuttaa lisatoimenpiteitd tai tiukempia toimenpi-
teitd, jos ne ovat tarpeen eivitkd aiheuta esteitd perunoi-
den ja tomaattien liilkkumiselle yhteisossa, jollei kasvien
tai kasvituotteiden haitallisten organismien yhteiso6n kul-
keutumisen ja yhteisossd levidmisen estimiseen liittyvista
suojatoimenpiteistd 21 paivand joulukuuta 1976 anne-
tussa neuvoston direktiivissa 77/93/ETY (4) toisin siddeti;
niama toimenpiteet on ilmoitettava muille jasenvaltioille ja
komissiolle,

toimenpiteissd on otettava huomioon se, ettd jarjestelmal-
liset viralliset tutkimukset ovat tarpeen taudinaiheuttajan
paikallistamiseksi; ndihin tutkimuksiin olisi sisallytettava
tarkastusmenettelyt ja koska tietyissi ymparistooloissa
tauti voi kasvavissa perunoissa sekid varastoiduissa peru-
noissa jaadd piileviaksi ja havaitsematta, niihin olisi sisil-
lyttdvd tarvittaessa ndytteenotto- sekid testausmenettelyt;
taudinaiheuttajan levidminen kasvavissa perunoissa ja
tomaateissa ei ole tirkein tekija vaan taudinaiheuttaja voi
levitdi pintaveden sekd tiettyjen viljelmilld esiintyvien
luonnonvaraisten koisokasvien vilitykselld ja sen vuoksi
peruna- ja tomaattisadon kastelu saastuneella vedelld
muodostaa ilmeisen tartunnanvaaran ndille sadoille; tau-

(*) EYVL L 26, 31.1.1977, s. 20, direktiivi sellaisena kuin se on
viimeksi muutettuna komission direktiivilli 98/2/EY (EYVL
L 15, 21.1.1998, s. 34).
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dinaiheuttaja voi my0s talvehtia kasveissa, jotka ovat
perdisin maahan jddneistd perunoista tai tomaateista
(”ylivuotiset kasvit”), ja ndima voivat muodostaa saastun-
talihteen kasvukaudesta toiseen; taudinaiheuttaja levidd
my0s, kun perunat joutuvat kosketuksiin saastuneiden
perunoiden sekd istutus-, nosto- ja kasittelyvilineiden tai
sellaisten kuljetuksessa ja varastoinnissa kiytettyjen sii-
lividen kanssa, jotka ovat saastuneet oltuaan aiemmin
kosketuksissa saastuneiden perunoiden kanssa,

taudinaiheuttajan levidamistd voidaan vidhentda tai se voi-
daan estda puhdistamalla nima valineet; tillainen siemen-
perunoiden saastunta muodostaa suurimman taudinai-
heuttajan levidmisvaaran; vastaavasti siemenperunoiden
piilevd tartunta muodostaa paiasiallisen taudinaiheutta-
jan levidmisvaaran ja timd voidaan estid kdyttamalla
virallisesti hyviksytyn suunnitelman mukaisesti tuotettuja
siemenperunoita, jolloin siemenperunat on kokeiden
avulla todettu tartunnasta vapaiksi,

nykyinen tietimys Ralstonia solanacearum (Smith) Ya-
buuchi et al. -taudinaiheuttajan biologiasta ja epidemiolo-
giasta Euroopan oloissa on puutteellista ja on suunni-
teltu, ettd ehdotetut toimenpiteet on tarpeen tarkistaa
usealla kasvukaudella; vastaavasti koemenettelyihin on
suunniteltu parannuksia tulevaisuudessa tehtdvid tutki-
muksia ajatellen erityisesti menetelmien herkkyyden ja
spesifisyyden osalta, jotta voidaan valita ja standardoida
kdytettdvissd olevista koemenetelmistd parhaat, ja

nditd yleisid toimenpiteitdi koskevia yksityiskohtaisia
saant0ja maddritettiessd ja jasenvaltioiden timan taudin-
aiheuttajan alueelleen levidmisen estimiseksi toteuttamien
tiukempien tai tdydentdvien toimenpiteiden osalta on
suotavaa, ettd jdsenvaltiot toimivat komission kanssa
tiiviissd yhteistyossd pysyvdssd kasvinsuojelukomiteassa
(jaljempind ’komitea’),

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Tama direktiivi koskee toimenpiteitd, jotka on toteutet-
tava jdsenvaltioissa Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. -taudinaiheuttajan, josta on aikaisemmin
kdytetty nimed Pseudomonas solanacearum (Smith)
Smith, (jiljempdni ’organismi’) torjunnassa liitteessd I
olevassa I jaksossa lueteltujen organismin isdntikasvien
(jaljempana ’luettelossa oleva kasviaineisto’) osalta:

a) sen paikallistamiseksi ja sen levinneisyyden maaritta-
miseksi,

b) sen esiintymisen ja levidmisen estimiseksi, ja

c) jos siti havaitaan, sen leviimisen estimiseksi ja sen
torjumiseksi tarkoituksella hivittaa se.

2 artikla

1.  Jasenvaltioiden on tehtivd vuosittain virallinen ja
jarjestelmallinen tutkimus organismin havaitsemiseksi nii-
den luettelossa olevien kasviaineistojen osalta, jotka ovat
perdisin niiden alueelta. Luettelossa olevan kasviaineiston
tuotantoa uhkaavien muiden mahdollisten saastuntaldh-
teiden tunnistamiseksi jdsenvaltioiden on suoritettava
riskien arviointi ja, jollei arvioinnissa ole todettu organis-
min levidmisen vaaraa, suoritettava luettelossa olevan
kasviaineiston tuotantoalueilla kohdennettuja virallisia
tutkimuksia, jotka koskevat organismin esiintymistid
muissa kuin luettelossa olevan kasviaineiston kasveissa,
luonnonvaraiset isantikasvina olevat koisokasvit mukaan
luettuina, seki luettelossa olevan kasviaineiston kasteluun
tai sumutukseen kaytettyd pintavettd ja luettelossa olevaa
kasviaineistoa  kasittelevien  teollisten  jalostus-  tai
pakkauslaitosten laskemia nestemdiisia jatteitd, joita kay-
tetddn luettelossa olevan kasviaineiston kasteluun tai
sumutukseen. Niiden kohdennettujen tutkimusten laa-
juus on mdadritettdva tunnistetun riskin mukaisesti. Jasen-
valtioiden on myos tehtdvad virallisia tutkimuksia, jotka
koskevat organismin esiintymisti muussa aineistossa,
kuten kasvualustassa, maaperdssi tai teollisten jalostus-
tai pakkauslaitosten kiinteissa jatteissa.

2.  Edelld 1 kohdassa siaadetyt viralliset tutkimukset on
toteutettava:

a) luettelossa olevan kasviaineiston osalta liitteessa 1
olevan II jakson 1 kohdassa maarittyjen yksityiskoh-
tien mukaisesti, ja

b) muiden kuin luettelossa olevassa kasviaineistossa
esiintyvien isidntdkasvien ja veden osalta, nestemiiset
jatteet mukaan lukien, asianmukaisten menetelmien
mukaisesti ja tarvittaessa ottamalla naytteitd, jotka
virallisesti tai virallisesti valvottuina tutkitaan labora-
toriossa,

c) tarvittaessa muun aineiston osalta asianmukaisten
menetelmien mukaisesti.

Direktiivin 77/93/ETY mukaiset toimivaltaiset viranomai-
set vahvistavat nditd tutkimuksia varten tarkastusmenet-
telyja koskevat taydentdvit yksityiskohtaiset siannot seka
ndytteiden lukumairan, alkuperin ja sen, mista kohdin
perunakerroksia niytteet otetaan, sekd niytteenoton ajoi-
tuksen perusteltujen tieteellisten ja tilastollisten periaattei-
den ja organismin biologian mukaisesti sekd ottaen huo-
mioon kyseisen jdsenvaltion erityisen, luettelossa olevan
kasviaineiston ja tarvittaessa muiden organismin isianta-
kasvien tuotantojarjestelmat.

3.  Edelld 1 kohdassa tarkoitettuja virallisia tutkimuk-
sia koskevat yksityiskohtaiset sidnnot sekd tutkimusten
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tulokset on ilmoitettava muille jasenvaltioille ja komis-
siolle vuosittain liitteessd I olevan II jakson 2 kohdan
saannosten mukaisesti. Nama ilmoitukset on jatettiava
1 pdivdan kesikuuta mennessid lukuun ottamatta siemen-
perunoina kiytettyji perunoita koskevia ilmoituksia,
jotka on jatettiva 1 pdivddn syyskuuta mennessd. Satoa
koskevat tiedot ja tulokset suhteutetaan edellisen vuoden
tuotantoon. Naitd ilmoituksia koskevat tiedot voi jittda
komitean kisiteltdviksi.

4.  Seuraava sddannos on annettava direktiivin 77/93/
ETY 16 a artiklassa siaadettyd menettelyd noudattaen:

— edelli 2 kohdan ensimmaiisen alakohdan b alakoh-
dassa tarkoitettujen tutkimusten ja laboratoriokokei-
den asianmukaiset menetelmit.

5. Seuraavat siinnokset voidaan antaa direktiivin 77/
93/ETY 16 a artiklassa sdddettyda menettelyd noudat-
taen:

— edelli 2 kohdan ensimmaiisen alakohdan ¢ alakoh-
dassa tarkoitettujen tutkimusten asianmukaiset mene-
telmat,

— edelld 2 kohdan toisessa alakohdassa tarkoitettujen
tutkimusten tdydentdvit yksityiskohtaiset sdiannot,
jotta kullakin jasenvaltiolla olisi keskendin vertailu-
kelpoiset takeet.

3 artikla

Jasenvaltioiden on huolehdittava siitd, ettd organismin
epdilty tai varmistettu esiintyminen niiden alueella ilmoi-
tetaan jasenvaltioiden omille toimivaltaisille viranomai-
sille.

4 artikla

1. Kunkin epiillyn esiintymistapauksen osalta kyseisen
jasenvaltion toimivaltaisten viranomaisten on varmistet-
tava, ettd viralliset tai virallisesti valvotut laboratoriotut-
kimukset tehddan kayttimalld  luettelossa  olevan
kasviaineiston osalta liitteessa II esitettyd asianmukaista
menetelmai liitteessd Il olevassa 1 kohdassa mainittujen
edellytysten mukaisesti tai kaikissa muissa tapauksissa
kayttamalld jotain muuta virallisesti hyvaksyttya menetel-
miid mainitun esiintymisen varmistamiseksi tai epdilyn
kumoamiseksi. Jos esiintyminen varmistetaan, on sovel-
lettava liitteessd IIT olevassa 2 kohdassa madrattyja vaati-
muksia.

2. Ennen kuin 1 kohdassa tarkoitettu epailty esiintymi-
nen on varmistunut tai kumottu, kussakin epdillyssa
esiintymistapauksessa, jossa on todettu:

i) organismin aiheuttamia taudinoireita seka saatu posi-
tiivinen tulos liitteessd II olevan I jakson 1 kohdassa
ja II jaksossa mairitellyssa nopeassa seulontakokeessa
(-kokeissa) tai

ii) positiivinen tulos liitteessa II olevan I jakson 2 koh-
dassa ja III jaksossa madritety(i)ssd seulontakokeessa
(-kokeissa),

jasenvaltioiden toimivaltaisten viranomaisten on niiden
oman tuotannon osalta:

a) kiellettavd kaikkien sellaisten satokasvien ja niiden
mukuloiden, erien tai lihetysten liikkuminen, joista
on otettu ndytteitd, paitsi jos ne liikkuvat heidian
valvontansa alaisina ja jos on todennettu, ettei orga-
nismin tunnistettavaa leviimisvaaraa ole olemassa;

b) toteutettava tarvittavat toimenpiteet epdillyn esiinty-
misen alkuperan jaljittamiseksi;

c) otettava kdyttoon sopivia arvioidun riskin asteen
mukaisia lisdvarotoimenpiteitd organismin levidmisen
estamiseksi, erityisesti luettelossa olevan kasviaineis-
ton tuotannon sekd muiden kuin a kohdassa tarkoi-
tettujen silld tuotantopaikalla tuotettujen siemenperu-
naerien liikkkumisen osalta, josta a kohdassa tarkoite-
tut naytteet on otettu.

3. Jos epdiltyjen esiintymistapausten yhteydessd uh-
kana on luettelossa olevan kasviaineiston tai pintaveden
saastuminen toisesta jasenvaltiosta (-valtioista) tai toiseen
jasenvaltioon (-valtioihin), jdsenvaltion, jossa epaillyt
esiintymistapaukset on todettu, on ilmoitettava viipy-
mattd tunnistetun riskin mukaisesti mainittua epailtya
esiintymistapausta koskevat yksityiskohtaiset tiedot kysei-
selle toiselle jdsenvaltiolle (-valtioille), ja mainittujen
jasenvaltioiden on oltava asianmukaisessa yhteistyossa.
Jasenvaltion (-valtioiden) jo(i)lle asiasta on ilmoitettu, on
otettava kiyttoon 2 kohdan ¢ alakohdan mukaisia varo-
toimenpiteitd sekd toteutettava tarvittaessa muita lisdtoi-
menpiteitd 1 ja 2 kohdan mukaisesti.

4.  Seuraava sidnnos voidaan antaa direktiivin 77/93/
ETY 16 a artiklassa saadettyd menettelyd noudattaen:

— edelld 2 kohdan ¢ alakohdassa tarkoitetut toimenpi-
teet.

S artikla

1. Jos virallisten tai virallisesti valvottujen liitteessd 11
kuvattua asianmukaista menetelmdd kayttiden suoritettu-
jen, luettelossa olevaa kasviaineistoa koskevien laborato-
riotutkimusten tai kaikissa muissa tapauksissa jonkin
muun virallisesti hyviksytyn menetelmin perusteella var-
mistuu, ettd organismi esiintyy timan direktiivin mukai-
sesti otetussa naytteessd, jasenvaltion toimivaltaisten vi-
ranomaisten on, ottaen huomioon perustellut tieteelliset
periaatteet, organismin biologian ja tdssid jdsenvaltiossa
kdytossd olevat organismin isintdkasvien erityiset tuo-
tanto-, kaupanpitdamis- ja jalostusjirjestelmat:

a) luettelossa olevan kasviaineiston osalta:

i) suoritettava tutkimukset saastunnan laajuuden ja
alkuperdisen ldhteen (ldhteiden) mdérittamiseksi
liitteessda IV olevien sddnnosten mukaisesti ja
vahintdan kaikkia samasta kloonista polveutuvia
siemenperunaerid koskevat 4 artiklan 1 kohdan
mukaiset tiydentivit kokeet, ja
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ii)

iii)

ilmoitettava saastuneiksi luettelossa oleva kasviai-
neisto, ldhetys ja/tai erd, josta niyte otettiin, seka
vilineet, ajoneuvo, siilio, varasto tai sen osat ja
kaikki muut kohteet, pakkaukset mukaan lukien,
jotka ovat olleet kosketuksissa luettelossa olevan
kasviaineiston kanssa, josta nayte on otettu; saas-
tuneiksi on ilmoitettava tarvittaessa myos pelto
(pellot), katteen alla kasvatettujen satokasvien
tuotantoyksikko (-yksikot) sekd tuotantopaikka
(-paikat), jo(i)sta luettelossa oleva kasviaineisto
on korjattu ja josta ndyte on otettu; kasvukau-
della otettujen naytteiden osalta saastuneiksi on
ilmoitettava pelto (pellot), tuotantopaikka (-pai-
kat) ja tarvittaessa katteen alla kasvatettujen
satokasvien tuotantoyksikko (-yksikot), josta
ndyte on otettu; ja

maddritettava liitteessd V olevan 1 kohdan sdin-
nosten mukaisesti todennikoinen saastunnan laa-
juus kosketuksen kautta saastuneiksi ilmoitettu-
jen kohteiden kanssa ennen tai jialkeen sadonkor-
juun tai niiden kohteiden kanssa tuotanto-, kas-
telu- tai sumutusjirjestelméssi olevien yhteyksien
tai samasta kloonista polveutumisen kautta; ja

rajoitettava alue ii kohdassa tarkoitetun saastun-
tailmoituksen, iii kohdassa tarkoitetun todenni-
koisen saastunnan laajuuden maddirittimisen ja
organismin mahdollisen levidmisen perusteella
liitteessda V olevan 2 kohdan i alakohdan sdin-
nosten mukaisesti.

muiden kuin a alakohdassa mainittujen isintikasvien
sadon osalta, jossa luettelossa olevan kasviaineiston
tuotannossa on tunnistettu riskeja:

i)

ii)

iii)

suoritettava tutkimukset a alakohdan i alakoh-
dan mukaisesti;

ilmoitettava saastuneiksi ne organismin isidnti-
kasvit, joista ndyte on otettu; ja

mddritettivd todennikoinen saastunta ja rajoi-
tettava alue a alakohdan iii ja iv alakohdan
mukaisesti luettelossa olevan kasviaineiston tuo-
tannon osalta.

pintaveden (mukaan lukien luettelossa olevaa kasviai-
neistoa kisittelevien teollisten jalostus- ja pakkauslai-
tosten nestemdiset jatepadstot) seka viljelmilla esiinty-
vien luonnonvaraisten isantikasvina olevien koisokas-
vien osalta, joissa luettelossa olevan kasviaineiston
tuotannossa on tunnistettu riskeja pintavedelld tapah-
tuvan kastelun, sumutuksen tai pintaveden tulvimisen
vuoksi:

i)

ii)

suoritettava sopivina ajankohtina pintavesinayt-
teitd ja mahdollisia luonnonvaraisia isantiakasvina
olevia koisokasveja koskevat tutkimukset, viralli-
nen tutkimus mukaan luettuna, saastunnan laa-
juuden maarittamiseksi;

ilmoitettava saastuneiksi pintavesi, josta niyte
(ndytteet) on otettu, soveltuvassa laajuudessa ja
i alakohdan mukaisen tutkimuksen perusteella;
ja

iii) madritettivd todennikoinen saastunta ja rajoi-
tettava alue ii alakohdassa tarkoitetun saastun-
tailmoituksen ja organismin mahdollisen leviami-
sen perusteella ottaen huomioon liitteessd V ole-
van 1 kohdan ja 2 kohdan ii alakohdan maa-
raykset.

2.  Jdsenvaltioiden on ilmoitettava viipymdttd muille
jasenvaltioille ja komissiolle liitteessi V olevassa 3 koh-
dassa mairattyd menettelyd noudattaen kaikki 1 kohdan
a alakohdan ii alakohdan ja 1 kohdan ¢ alakohdan
ii alakohdan mukaisesti ilmoitetut saastunnat seka 1 koh-
dan a alakohdan iv alakohdassa ja soveltuvin osin 1 koh-
dan ¢ alakohdan iii alakohdassa tarkoitetun alueen rajoit-
tamista koskevat yksityiskohtaiset tiedot. Taman kohdan
mukaisissa ilmoituksissa olevat yksityiskohtaiset tiedot
voidaan jittdd komitean kasiteltdvaksi.

Jasenvaltioiden on samanaikaisesti toimitettava komis-
siolle liitteessd V olevassa 4 kohdassa mainitut lisailmoi-
tukset. Timin kohdan mukaisissa ilmoituksissa olevat
yksityiskohtaiset tiedot on jatettdva vilittomasti komitean
kasiteltaviksi.

3.  Edelld 2 kohdassa tarkoitetun ilmoituksen ja siind
mainittujen seikkojen perusteella muiden ilmoituksessa
mainittujen jasenvaltioiden on tehtidvi tutkimus 1 kohdan
a alakohdan i alakohdan ja soveltuvin osin 1 kohdan
¢ alakohdan i alakohdan mukaisesti ja toteutettava tarvit-
taessa lisitoimia 1 ja 2 kohdan mukaisesti.

6 artikla

1. Jdsenvaltioiden on maidrittivd, ettd 5 artiklan
1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastu-
neeksi ilmoitettua luettelossa olevaa kasviaineistoa ei saa
istuttaa ja ettd sithen on toimivaltaisten viranomaisten
valvonnassa ja hyviksymina sovellettava liitteessd VI
olevan 1 kohdan sidannoksii siten, ettd varmistetaan, ettei
minkiinlaista tunnistettavaa organismin leviimisvaaraa
ole olemassa.

2.  Jdsenvaltioiden on mdidrdttavd, ettd S5 artiklan
1 kohdan a alakohdan iii alakohdan sekia ¢ alakohdan
iii alakohdan mukaisesti todennikoisesti saastuneeksi
ilmoitettua luettelossa olevaa vaaralliseksi tunnistettua
kasviaineistoa mukaan lukien § artiklan 1 kohdan a ala-
kohdan iii alakohdan mukaisesti todennik®éisesti saastu-
neeksi maddritetyilla tuotantopaikoilla tuotettu
kasviaineisto, ei saa istuttaa ja ettd se kiytetddn tai
hivitetian asianmukaisella tavalla liitteessi VI olevan
2 kohdan mukaisesti jasenvaltioiden toimivaltaisten vira-
nomaisten valvonnassa varmistaen, ettei tunnistettavaa
organismin levidmisvaaraa ole.

3. Jasenvaltioiden on maariattiva, ettd 5 artiklan
1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastu-
neiksi ilmoitetut tai 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan
iii alakohdan seka c alakohdan iii alakohdan mukaisesti
todennikoisesti saastuneiksi ilmoitetut vilineet, ajoneu-



21.8.98

Euroopan yhteisojen virallinen lehti

L 235/5

vot, sidiliot, varastot tai niiden osat sekd kaikki muut
kohteet, pakkaukset mukaan lukien, on tuhottava tai
puhdistettava liitteessd VI olevassa 3 kohdassa tarkoitet-
tuja asianmukaisia menetelmid kayttden. Puhdistuksen
jalkeen niitd kohteita ei endd pidetd saastuneina.

4.  Jdsenvaltioiden on maidrittiva, ettd liitteessi VI
olevassa 4.1 ja 4.2 kohdassa madiritellyt eri toimenpiteet
on toteutettava 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv ala-
kohdan ja ¢ alakohdan iii alakohdan mukaisesti rajoite-
tulla alueella, sanotun kuitenkaan rajoittamatta 1, 2 ja
3 kohdan mukaisesti toteutettavia toimenpiteitd. Nditd
toimenpiteitd koskevat yksityiskohtaiset tiedot on ilmoi-
tettava vuosittain muille jadsenvaltioille ja komissiolle.
Téssa ilmoituksessa olevat yksityiskohtaiset tiedot voi-
daan jittdd komitean kisiteltaviksi.

7 artikla

1.  Jasenvaltioiden on maiarittiva, ettd siemenperunoi-
den on tdytettavd direktiivin 77/93/ETY vaatimukset ja
niiden on polveuduttava suoraan peruna-aineistosta, joka
on saatu virallisesti hyviksyttyd suunnitelmaa noudattaen
ja joka on virallisesti tai virallisesti valvotussa liitteessa 11
esitettyd asianmukaista menetelmid kiyttden suoritetussa
tutkimuksessa todettu kyseisestid organismista vapaaksi.

Jasenvaltion on tehtdva edelld mainitut tutkimukset:

a) jos niiden omassa siemenperunan tuotannossa on
varmistettuja havaintoja organismista,

i) tutkimalla aikaisempien sukupolvien siemenperu-
nat, alkuperdinen kloonivalinta mukaan luettuna,
ja testaamalla jarjestelmallisesti kaikki perussie-
menperunat, tai

ii) jos on osoitettu, ettd kyseessi ei ole samasta
kloonista polveutuminen, testaamalla kaikki pe-
russiemenperunoiden kloonit tai aikaisempien
sukupolvien siemenperunat, alkuperdisen klooni-
valinnan testaaminen mukaan luettuna, ja

b) muissa tapauksissa joko jokaiselle alkuperdisestd
kloonista valitulle kasville tai perussiemenperunan tai
aikaisempien sukupolvien siemenperunan edustaville
naytteille.

2. Seuraavat sddnnokset voidaan antaa direktiivin 77/
93/ETY 16 a artiklassa sdddetyn menettelyn mukaisesti:

— vyksityiskohtaiset sdannot 1 kohdan toisen alakohdan
a alakohdan soveltamisesta,

— 1 kohdan toisen alakohdan b alakohdassa tarkoitet-
tuja edustavia ndytteitd koskevat sidnnot.

8 artikla

Jasenvaltioiden on kiellettivd organismin hallussapito ja
kasittely.

9 artikla

Jdsenvaltiot voivat myontdd poikkeuksia timin direktii-
vin 6 ja 8 artiklaan direktiivin 95/44/EY sddnnosten
mukaisesti kokeellisia tai tieteellisid tarkoituksia tai laji-
kevalintatyotd varten('), sanotun kuitenkaan rajoitta-
matta direktiivin 77/93/ETY sdannosten soveltamista.

10 artikla

Jdsenvaltiot voivat toteuttaa oman tuotantonsa osalta
lisatoimenpiteitd tai tiukempia toimenpiteitd, jotka ovat
tarpeen organismin torjumiseksi tai sen levidmisen esta-
miseksi, jos nimd toimenpiteet ovat direktiivin 77/93/
ETY saannosten mukaisia.

Niita toimenpiteitd koskevat yksityiskohtaiset tiedot on
ilmoitettava muille jdsenvaltioille ja komissiolle. Tadssd
ilmoituksessa olevat yksityiskohtaiset tiedot voidaan jit-
tdd komitean kasiteltdviksi.

11 artikla

Taman direktiivin liitteisiin tieteellisen tai teknisen tietd-
myksen lisidntymisen vuoksi tehtdvat muutokset tehddan
direktiivin 77/93/ETY 16 a artiklassa sdddettyd menette-
lyd noudattaen. Taman direktiivin liitteessd II esitettyjen
menetelmien sekd liitteessd VI olevassa 4.1 ja 4.2 koh-
dassa sdidettyjen toimenpiteiden osalta komissio laatii
kertomuksen, jossa niiti menetelmid ja toimenpiteitd
tarkistetaan saadun kokemuksen perusteella, ja kertomus
toimitetaan komitealle ennen 1 pdivdd tammikuuta
2002.

12 artikla

1.  Jdsenvaltioiden on saatettava voimaan timan direk-
tiivin noudattamisen edellyttimat lait, asetukset ja hal-
linnolliset madraykset 21 paivastd elokuuta 1999 lukien.
Niiden on ilmoitettava tdstd komissiolle viipymatta.

Niissa jasenvaltioiden antamissa sdddoksissa on viitat-
tava tihdn direktiiviin tai niihin on liitettdva tallainen
viittaus, kun ne virallisesti julkaistaan. Jasenvaltioiden on
saadettava siitd, miten viittaukset tehdaan.

2.  Jdsenvaltioiden on vilittomasti toimitettava tdssa
direktiivissd tarkoitetuista kysymyksisti antamansa kes-
keiset kansalliset saannokset komissiolle. Komissio ilmoit-
taa tastd muille jasenvaltioille.

(Y) EYVL L 184, 3.8.1995, s. 34, direktiivi sellaisena kuin se on
viimeksi muutettuna komission direktiivilld 97/46/EY (EYVL
L 204, 31.7.1997, s. 43).
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13 artikla Tehty Brysselissd 20 pdivdana heindkuuta 1998.

Tama direktiivi tulee voimaan pdivind, jona se julkais-
taan Euroopan yhteiséjen virallisessa lehdessd.

Neuvoston puolesta

14 artikla W. MOLTERER

Tama direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille. Pubeenjohtaja
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LITE 1

I JAKSO

Luettelo 1 artiklassa tarkoitetuista Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. -kasvintuhoojan
isantikasveista

Solanum tuberosum L. -lajin kasvit (mukulat mukaan luettuina), varsinaisia
siemenid lukuun ottamatta Peruna

Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex Farw. -lajin kasvit hedelmia ja
siemenid lukuun ottamatta Tomaatti

1l JAKSO
Tutkimukset

1. Edelld 2 artiklan 2 kohdan a alakohdassa tarkoitettujen virallisten tutkimusten on perustuttava
organismin biologiaan sekid kyseisen jdsenvaltion erityisiin tuotantojirjestelmiin ja niihin on kuulut-
tava:

i) perunan osalta,

— kasvavien perunoiden silmidmiirdinen tarkastus sopivina ajankohtina ja/tai niytteenotto seki
siemenistd ettd muista perunoista kasvukauden aikana tai varastossa. Niille naytteille tehddin
virallisesti tai virallisesti valvottu silmimaiiriinen tarkastus halkaisemalla mukulat,

ja
— siemenperunoiden ja tarvittaessa muiden perunoiden osalta virallinen tai virallisesti valvottu
laboratoriotutkimus liitteessd II esitettyd menetelmia kayttden;

ii) tomaatin osalta,
— ainakin uudelleenistutettavaksi ammattikdyttoon tarkoitettujen kasvavien tomaattien silmamaa-
rdinen tarkastus sopivina ajankohtina.

2. Edelld 2 artiklan 3 kohdassa tarkoitettuun virallisia tutkimuksia koskevaan ilmoitukseen on kuulut-
tava:

i) perunoita koskevien tutkimusten osalta:
— siemenperunoiden ja muiden perunoiden viljelmin arvioitu kokonaispinta-ala hehtaareina,
— luokittelu siemenperunaluokkiin ja ruokaperunaan, seki tarvittaessa alueisiin,
— tutkimusta varten otettujen naytteiden lukuméiri ja nidytteenoton ajoitus,
— silmdmadraisten tarkastusten lukumaiira pellolla,

— mukuloiden silmdmaiariisten tarkastusten lukumaird (ja ndytteen koko);

ii) ainakin uudelleenistutettavaksi ammattikayttoon tarkoitettuja kasvavia tomaatteja koskevien tutki-
musten osalta:

— kasvien arvioitu kokonaismaara,

— silmamaariisten tarkastusten lukumairi;

iii) muita isintikasveja kuin perunoita ja tomaatteja, luonnonvaraiset isintikasvina olevat koisokasvit
mukaan luettuina, koskevien tutkimusten osalta:

— lajit,
— otettujen ndytteiden lukumaird ja ndytteenoton ajoitus,
— alue/joki, josta ndytteet otetaan (tarvittaessa),
— analyysimenetelmi;
iv) vesii ja teollisten jalostus- tai pakkauslaitosten nestemiisid jatteitd koskevien tutkimusten osalta:
— otettujen ndytteiden lukumiird ja ndytteenoton ajoitus,
— alue/joki/laitokset, joista ndytteet otetaan (tarvittaessa),

— analyysimenetelma.



L235/8

Euroopan yhteistjen virallinen lehti

21.8.98

LIITE 11

TUTKIMUSMENETELMA RALSTONIA SOLANACEARUM (SMITH) YABUUCHI ET AL.

-KASVINTUHOOJAN MAARITTAMISEKSI, TOTEAMISEKSI JA TUNNISTAMISEKSI

TUTKIMUSMENETELMAN SOVELTAMISALA

Esitetty menetelma kuvaa eri menettelyja, jotka koskevat:

i) tumman rengasmidddn maaritystd perunan mukuloista ja bakteerilakastumistaudin mairitystd perunan
ja tomaatin kasveista,

ii) Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteamista perunan mukuloista otetuista naytteista,

iii) Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan tunnistamista.

Lisdyksissd esitetdan yksityiskohtaisesti tutkimusaineistojen, so. kasvualustojen, puskurien, liuosten, reagens-
sien valmistelu.

SISALTO:

I JAKSO: Tutkimusmenetelmin soveltaminen .................... ... ... ...,

1. Tumman rengasmiddian mddritys perunan mukuloista ja bakteerilakastumistaudin
madritys perunan ja tomaatin Kasveista ................cociiiiiiiiiii

2. Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteaminen ja tunnistaminen perunan muku-
loista otetuista NAYLLEISTA  .....oitett ittt

I JAKSO: Tumman rengasmadin maaritys perunan mukuloista ja bakteerilakastumistaudin maari-

tys perunan ja tomaatin KasveiSta ................ ...

TR O
2. Nopea seulontakoe (-kokeet) ........ ...
3. Eristdmismenettely ............. oo
4

. Varmistuskoe (-kokeet) ... ... ..

III JAKSO: Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteaminen ja tunnistaminen perunan muku-

Lisdys 1:
Lisdys 2:
Lisdys 3:
Lisdys 4:
Lisdys S:
Lisdys 6:
Lisdys 7:

Viitteet

loiSta OtetUista MAYLLEISTA .. ... .. \otti ettt ettt ettt e e e et

Niytteen esikisittely koetta varten ...t
Immunofluoresenssi (IF) -testi ... ... . .o o
Enzyme linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) -testi ............coviiiiiiiiiiiiaann.
Polymeraasiketjureaktio (PCR™) -testi ...
Laimennussarja valikoivalle alustalle .................. .. ... ...
BIOESTL .t

L o) | N

N R b=

PatO@EENMISYSTESTL ..ttt ettt et et e et

Ravintoalusta Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan eristimistd ja viljelyd varten

Aineistot ndytteen esikdsittelyd varten .......... ...
Aineistot TF-testid VArten ..........oooiiiiiiiiii
Kontaminaatioasteen méaritys IF-testilld ............... ... ..
Aineistot ELISA-testid Varten ............oiiiiiiiti
Aineistot PCR-testid VAIten ............ooiiiiiiiiii e

Aineistot valikoivalle alustalle tehtivida laimennussarjaa ja rikastustestid (-testejd) varten

11

13

13
13
14
14

17

17
18
20
20
22
23
23
23

24
25
26
27
28
29
29
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I JAKSO
TUTKIMUSMENETELMAN SOVELTAMINEN
1. Tumman rengasmadan maaritys perunan mukuloista ja bakteerilakastumistaudin maaritys perunan ja tomaatin kasveista

Testimenetelmi on tarkoitettu perunan mukuloille, joiden oireet ovat tyypillisid tummalle rengasmidalle tai antavat aihetta
epdilld titd tautia, ja perunan ja tomaatin kasveille, joiden oireet ovat tyypillisid bakteerilakastumistaudille tai antavat
aihetta epdilld tdtd tautia. Siithen kuuluu nopea seulontatesti, taudinaiheuttajan eristiminen infektoituneesta johtosolukosta
maaritysalustalle ja, jos tulos on positiivinen, viljelman tunnistaminen Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojaksi.

Etenemiskaavio

perunan tai tomaatin kasvit tai perunan mukulat,
joissa on oireita (')

v

nopeat
seulontakokeet (?)

v

ERISTAMINEN

v

pesikkeet, joiden morfologia on tyypillinen

KYLLA

VARMISTUSKOE (-KOKEET)

puhtaan viljelmin tunnistaminen (*)
Ralstonia solanacearum
-viljelmiksi ja patogeenisyystesti (*)

v

KYLLA

Y

v

kasvit ja/tai mukulat, joissa on
Ralstonia solanacearum
-tartunta

EI()

Y

EI — >

kasvit ja/tai mukulat,
joissa ei ole
Ralstonia solanacearum
-tartuntaa
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Etenemiskaavion viittaukset

(Y) Oireiden kuvaus esitetddn II jakson 1 kohdassa.
(%) Nopealla seulontakokeella voidaan tehdi alustava taudinmairitys.
Tarkoituksenmukaiset testit ovat:

— johtosolukon valutustesti (II jakso, 2 kohta)

— testi poly-B-hydroksibutyraattirakeille (II jakso, 2 kohta)
— TIF-testi (III jakso, 2 kohta)

— ELISA-testi (III jakso, 3 kohta)

— PCR-testi (III jakso, 4 kohta)

Vaikka taudinaiheuttajan eristiminen tyypillisten oireiden perusteella laimennussarjalla on yksinkertaista, viljely voi
epdonnistua, jos tartunta on edennyt pitkille. Taudin saastuttamissa solukoissa eldvit saprofyyttiset bakteerit voivat
ohittaa kasvussa taudinaiheuttajan tai estid taudinaiheuttajan kasvua eristysalustalla. Jos eristyskokeen tulos on
negatiivinen, mutta taudin oireet tyypilliset, eristiminen on toistettava mieluiten valikoivalla laimennussarjalla.

[

EN

Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan puhtaan viljelmdn tunnistaminen luotettavasti on mahdollista vihintiin
yhden II jakson 4.1 kohdassa luetellun testin ja patogeenisyystestin avulla (I jakson 4.3 kohta). Biovarin ja rodun
madrittiminen on vapaaehtoista, mutta sitd suositellaan kaikissa uusissa tapauksissa.
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Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan toteaminen ja tunnistaminen perunan mukuloista otetuista naytteista

Menettely on tarkoitettu piilevien tartuntojen toteamiseen perunan mukuloissa yhden tai mieluummin useamman
seulontakokeen avulla. Jos tutkimustulos on positiivinen, sitd tiydennetdin eristimilld taudinaiheuttaja. Jos eristyskokeen
tuloksena saadaan morfologialtaan tyypillisida pesikkeitd, vuorossa on puhtaan viljelmin tunnistaminen Ralstonia

solanacearum -bakteeriksi.

Etenemiskaavio

Niyte-erd perunamukuloita (')

SEULONTAKOE (KOKEET) (%)

IF-testi (*) ja/tai laimennussarja valikoivalle
alustalle(*) seka
valinnaiset lisikokeet:

ELISA-testi (°)
PCR-testi (%)

Rikastustestit(”)
L . _ naytteessa el
vahintddn yksi kaikki Rya Istonia
testitulos testitulokset >
e O solanacearum
posituvinen negatiuvisia
-tartuntaa

v

ERISTYSKOE (-KOKEET)

valikoiva ja/tai
laimennus-
sarja

biotesti (*)

v

Pesikkeet, joilla on tyypillinen
morfologia

v v

KYLLA EI

VARMISTUSKOE (-KOKEET)

Viljelmin tunnistaminen (°)
Ralstonia solanacearum
-bakteeriksi ja patogeenisyystesti ()

v v

KYLLA EI

Y

niytteessd Ralstonia
solanacearum -tartunta

ndytteessa el
Ralstonia

solanacearum
-tartuntaa

naytteessa el
Ralstonia

solanacearum
-tartuntaa
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Etenemiskaavion viittaukset:

() Ndaytekoko

Standardi ndytekoko on 200 mukulaa. Menetelmi soveltuu myos kiytettidviksi alle 200 mukulan naytteille.

Seulontakoe (-kokeet)

Yksi ainoa testi ei ehki ole riittdvan herkka tai luotettava Ralstonia solanacearum -bakteerin toteamiseksi niytteesta.
Sen vuoksi suositellaan useampaa kuin yhta testid. Naiden testien olisi mahdollisuuksien mukaan oltava metodiikaltaan
erilaisia.

Immunofluoresenssi (IF) -testi

IF-testi (epdsuora menetelmd) on hyvin tunnettu seulontakoe. Tadmid on etu verrattuna muihin kokeisiin, joita ei ole
vield tdysin kehitetty tai validoitu. Testid kdytetidan moniin muihinkin lakisdateisiin bakteeritutkimuksiin, esim.
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus tutkimuksiin. Testin herkkyys on 10>—10* solua/ml perunauutetta timén
menetelmidn mukaisilla parametreilla.

Antiseerumin laatu on kriittinen tekijd koetulosten luotettavuuden kannalta. Ainoastaan sellainen antiseerumi, jonka
tiitteri on korkea (vihintdan 2000 kisitteleméttoman antiseerumin osalta), on kelvollista, ja kaikki kokeet on tehtdva
antiseerumitiitterilld tai tiitteria pienemmailld yhdelld laimennoksella. Episuora menetelmd on parempi. Suoraa
menetelmii voidaan soveltaa, jos koe on herkkyysasteeltaan ja spesifisyydeltdin epasuoraa menetelmid vastaava.

IF-testin etuna on se, ettd reaktion spesifisyydestd tietoa antavaa solujen varjiytymisen morfologiaa ja fluoresenssin
voimakkuutta voidaan tulkita subjektiivisesti. Ristireaktiot solumorfologialtaan Ralstonia solanacearum -bakteerin
kaltaisten maassa tai perunan solukoissa olevien serologisesti saman sukuisten bakteerien kanssa ovat tavallisia.
IF-testid voidaan kiyttdd ainoana seulontakokeena, vaikka tapauksissa, joissa epdillddn ristireaktioita, olisi tehtivd
toinen sellainen IF-testi, jossa kdytetddn eri alkuperdd olevaa antiseerumia, tai vaihtoehtoinen seulontakoe. Tallaisissa
tapauksissa valikoiva laimennussarja on sopivin koe.

Valikoiva laimennussarja

Kyseinen koe on herkkid ja valikoiva testi Ralstonia solanacearum -bakteerin toteamiseksi, jos kdytetddn muunnettua
SMSA-alustaa ja titd menetelmdd varten mddriteltyd testausmetodiikkaa. Tulos saadaan 3—6 pdivdd ndytteen
valmistuksen jilkeen. Taudinaiheuttaja saadaan eristettyd suoraan viljelmiksi ja se on helppo tunnistaa. Jotta testista
saataisiin tdysi hyoty, testissi kaytettivat mukuloiden pienet napapddt on kisiteltivd huolellisesti, jotta voidaan
eliminoida toissijaiset bakteerit, jotka ovat alustalla Ralstonia solanacearum -bakteerin kilpailijoita ja voivat estdd
taudinaiheuttajan kehittymisen. Jotkut kannat voivat kasvaa heikosti, koska alustan aineosat vaikuttavat myos
valikoivasti kohdeorganismiin. Ralstonia solanacearum -bakteerin erottamiseen muista alustalla mahdollisesti kehitty-
vistd bakteereista tarvitaan myos huolellisuutta. Valikoivaa laimennussarjaa voidaan kiyttdd ainoana seulontakokeena,
vaikkakin kun saadaan negatiivinen testitulos ja kun epdillidn muiden bakteerien estivin Ralstonia solanacearum
-bakteerin kasvua alustalla, olisi tehtdva toinen seulontakoe. Téllaisissa tapauksissa IF-testi on sopivin koe.

ELISA-testi

ELISA-testi ei yleensi ole yhtd herkkd kuin IF-testi (10*—10° solua perunauutteen yhti millilitraa kohden). Timi testi
on halpa ja nopea, mutta antaa yleensi herkemmin vidarid positiivisia (ristireaktiot) tuloksia ja vidarid negatiivisia
(fenolimolekyylien estivd vaikutus perunauutteessa) tuloksia. Antiseerumin spesifisyyttd koskevat vaatimukset ovat
erittdin korkeat. ELISA-testid ei voida kdyttdd ainoana seulontakokeena.

PCR-testi

PCR-testilli on mahdollista suorittaa toteaminen erittidin suurella herkkyydelld, vaikka kasvi- tai mukulauutteen
aineosat estdvit helposti koetta, jolloin saadaan viddrd negatiivinen tulos. Jotkut perunalajikkeet sisdltivit toisia
enemman inhibiittoreita. Sen vuoksi on tarpeen poistaa nima inhibiittorit. Inhibiittoreita voidaan torjua laimentamalla,
mutta Ralstonia solanacearum -populaatiot laimenevat samalla. On noudatettava suurta huolellisuutta kaikissa
niytevaiheissa ja testin valmistelussa sellaisen saastunnan estimiseksi, joka voisi aiheuttaa viirid positiivisia tuloksia.
Taman vuoksi suoraa PCR-testid ei voida kdyttda ainoana seulontakokeena.

Rikastustesti

Perunauutendytteiden inkubointi puolivalikoivassa liuoksessa, kuten muunnetussa SMSA-liuoksessa, tekee mahdolli-
seksi Ralstonia solanacearum -bakteerin lisdantymisen. Ehka vield tirkeimpdd on se, ettd se laimentaa myos ELISA- ja
PCR-testille mahdolliset inhibiittorit. Niin Ralstonia solanacearum -bakteeri voidaan havaita rikastusliuoksessa IF-,
ELISA- ja PCR-testilld. Suoraa laimennussarjaa ei suositella tehtiviksi rikastusliuoksista. Niitd rikastusmenetelmia ei
ole perusteellisesti kokeiltu ja testattu. Ne on mainittu tdssd, koska niihin sisdltyy lupaavia mahdollisuuksia. Niitd ei
kuitenkaan voida kéyttdd ainoina toteamismenetelmind, koska niistdi on suhteellisen vihin kokemusta.

Biotesti

Biotestid kdytetdan Ralstonia solanacearumin eristimiseen perunauutteesta kayttiden valikoivaa laimennussarjaa isanta-
kasvissa ja se voidaan tehdd tomaatilla tai munakoisolla. Testi edellyttid optimaalisia menetelmissi tarkennettuja
inkubointiolosuhteita. Ralstonia solanacearum -bakteerin inhibiittorit SMSA-alustalla eivit todennidkoisesti hiiritse
testia.

Varmistuskoe (-kokeet)

Ralstonia solanacearum -bakteerin puhdas viljelmi voidaan tunnistaa luotettavasti vihintiin yhden II jakson 4.1.
kohdassa luetellun testin ja patogeenisyystestin (II jakson 4.3. kohta) avulla. Biovarin ja rodun mdiiritys on
vapaaehtoista, mutta sitd suositellaan kaikissa uusissa tapauksissa.
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1T JAKSO

TUMMAN RENGASMADAN MAARITYS PERUNAN MUKULOISTA JA BAKTEERILAKASTUMISTAUDIN MAARITYS

1.1

1.2

PERUNAN JA TOMAATIN KASVEISTA
Oireet

Oireet perunassa

Perunan kasvi. Tartunnan varhaisessa vaiheessa lehdet nuutuvat kasvin tyvestid alkaen pdivilla lampimalla sailld ja
toipuvat yolli. Nuutuminen jid nopeasti pysyviksi ja kasvi kuolee. Nuutuneiden kasvien varsien johtosolukko voi
poikkileikkauksesta tarkasteltuna muuttua ruskeaksi ja maitomaista matda valuu leikatulta pinnalta tai sitd saadaan
helposti ulos pusertamalla. Kun leikattu varsi asetetaan veteen, johtosolukkokimpuista valuu limaa.

Perunan mukula. Perunan mukulat leikataan halki maavarren kiinnityskohdan ldhelta. Tartunnan varhainen vaihe ilmenee
lasimaisena virityksend keltaisesta vaaleanruskeaan johtosolukkorenkaassa, josta muutaman minuutin kuluttua pursuaa
joko itsestddn tai peukaloilla kevyesti kuoresta leikkauspinnan ldheltd painettaessa vaaleankeltaista mdtaa. Myohemmin
johtojinteiden viritys muuttuu selvemmin ruskeaksi ja nekroosi voi laajeta tylppysolukkoon. Myohemmissd vaiheessa
tartunta levidd maavarren kiinnityskohdasta ja mukulan silmistd, mistd on seurauksena punaruskeita hieman painuneita
kuoren vioittumia, joista vuotaa bakteerimitii, johon maahiukkasia kiinnittyy.

Oireet tomaatissa

Tomaatin kasvi. Ensimmdinen ndkyvi oire on nuorimpien lehtien velttous. Taudinaiheuttajalle suotuisissa ymparistoolo-
suhteissa (maaperan lampotila noin 25 °C, kyllastyskosteus) on seurauksena muutaman paivan kuluessa epinastia ja kasvin
yhden puolen tai koko kasvin nuutuminen, mikd johtaa koko kasvin kollapsiin. Vihemmin suotuisissa olosuhteissa
(maaperdn limpétila alle 21 °C) varteen saattaa kehittyd suuri mdiri versojuuria. Varren pinnalla on mahdollista havaita
rasvainen nuora, joka on osoitus johtojirjestelmin nekroosista. Leikattaessa vartta poikittaissuunnassa varren virittyneen
ruskeat johtosolukot tihkuvat valkoisia pisaroita tai kellertivda bakteerimitda.

Nopeat seulontakokeet
Nopeilla seulontakokeilla voidaan tehdd alustava taudinmdiritys. Kaytetddn yhtd tai useampaa seuraavista kokeista:

Valutuskoe

Ralstonia solanacearum -bakteerin esiintyminen nuutuneissa perunan tai tomaatin varsissa voidaan arvioida seuraavalla
yksinkertaisella ennakoivalla kokeella:

Varsi leikataan juuri maanpinnan yldpuolelta. Leikattu pinta asetetaan dekantterilasiin, jossa on vettd. Pian tdmin jilkeen
bakteerilimaa alkaa itsestidn valua johtosolukkokimpuista. Mikdin muu johtosolukkoja perunan tai tomaatin kasveissa
tartuttava bakteeri ei aiheuta tillaista ilmiota.

Poly-f-hydroksibutyraattirakeiden (PHB) toteaminen

PHB-rakeet Ralstonia solanacearum -bakteerin soluissa saadaan nikyviin virjaamailld niilinsiniselli A tai sudaninmus-
talla B.

Valmistetaan preparaatti joko limasta taikka suspendoidusta solukosta mikroskooppilevylle tai preparaatti 48 tunnin
viljelmdstd YPGA- tai SPA-alustalla (lisiys 1). Valmistetaan positiiviset kontrollipreparaatit biovarin 2 tai rodun 3
kannasta. Annetaan kuivua. Kuljetetaan levyn pohja useita kertoja nopeasti liekin lapi kunnes preparaatti on kiinnitty-
nyt.

Niilinsiniselld tehtivi testi

1. Peitetidn kiinnittynyt preparaatti niilinsinisen A 1-prosenttisella vesiliuoksella. Inkuboidaan 10 minuutin ajan
55°C:ssa.

2. Valutetaan virjadva liuos pois. Pestiin nopeasti vedelld hiljaa valuvan hanan alla. Poistetaan ylimairdinen vesi
paperipyyhkeella.

3. Peitetddan preparaatti 8-prosenttisella etikkahapon vesiliuoksella.

Inkuboidaan 1 minuutin ajan laboratoriolimpotilassa.
4. Pestddn vedella hiljaa valuvan hanan alla. Pyyhitdan kuivaksi paperipyyhkeella.
5. Kostutetaan uudelleen pisaralla vettd. Asetetaan peitelevy.

6. Tutkitaan vidrjaytynyttd preparaattia mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonldhteelld, aallonpituu-
della 450 nm 6ljyimmersio-objektiivilla 1 000-kertaisella suurennoksella.

Tarkastellaan PHB-rakeiden kirkkaan oranssia fluoresenssia. Tarkastellaan myos tavanomaisessa valaistuksessa sen
varmistamiseksi, ettd rakeet ovat solunsisiisid ja ettd solujen morfologia on tyypillinen Ralstonia solanacearum -baktee-
rille.
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Sudaninmustalla tehtdava testi
1) Peitetddn kiinnittynyt preparaatti sudaninmustan B 0,3-prosenttisella 70-prosenttisessa etanolissa olevalla liuoksella.
Inkuboidaan 10 minuutin ajan laboratoriolampétilassa.

2) Valutetaan virjddva liuos pois. Pestdian nopeasti vedelld hanan alla. Poistetaan ylimdardinen vesi paperipyyhkeella.

3) Upotetaan preparaatti nopeasti ksyloliin. Pyyhitidin kuivaksi paperipyyhkeelld. Varoitus! Ksyloli on haitallinen tuote.
Tyoskennellddn vetokaapissa.

4) Peitetddn preparaatti 0,5-prosenttisella (w/v) safraniinin vesiliuoksella ja jatetdan 10 sekunniksi laboratoriolimpétilaan.
Varoitus! Safraniini on haitallinen tuote. Tyoskennellidn vetokaapissa.

5) Pestddn vedelld hiljaa valuvan hanan alla. Pyyhitdian kuivaksi paperipyyhkeelld. Asetetaan peitelevy paille.

6) Tutkitaan virjaytynyttd preparaattia valomikroskoopilla 6ljyssd 1 000-kertaisella suurennoksella.
Ralstonia solanacearum -bakteerin solujen PHB-rakeet virjaytyvit sinimustiksi. Solunseindma virjaytyy vaaleanpunai-
seksi.

Muut testit

Muut soveltuvat seulontatestit ovat IF-testi (jakso II1.2), ELISA-testi (jakso III.3) ja PCR-testi (jakso II1.4).

3. Eristimismenettely

31 Otetaan bakteerilimaa tai virittyneen solukon pala mukulan johtosolukkorenkaasta tai perunan tai tomaatin kasvin varren
johtojinteistd. Suspendoidaan pieneen mairiin steriilid tislattua vettd tai 50 mM fosfaatipuskuriin. Jitetiin 5—10 minuu-
tiksi tyopoydalle.

3.2 Valmistetaan suspensiosta vihintdan kaksi kymmenkertaista laimennosta, 1/10 ja 1/100 tai useampia, jos se on
tarpeellista.

3.3 Siirretddn vakiomaira suspensiota ja laimennoksia tavalliselle ravintoalustalle (NA, YPGA ja SPA lisiys 1) ja/tai Kelman’s
tetrazolium-alustalle (lisdys 1) ja/tai valikoivalle SMSA-alustalle (lisdys 7) ja levitetddn tarkoituksenmukaisella laimennus-
sarjatekniikalla. Tarvittaessa valmistetaan sarja erillisid maljoja, joissa on laimennettua solususpensioviljelmdd Ralstonia
solanacearum -bakteerikannan rodun 3 biovaria 2 positiivisena kontrollina.

3.4 Inkuboidaan maljoja 3 piivin ajan 28°C:ssa. Inkubointia voidaan jatkaa 6 pdivdidn jos kasvu on hidasta, mutta
SMSA-alustalla olevat pesikkeet voivat muuttua ei-tyypillisiksi ja kuolla.

Tavallisella ravintoalustalla elinvoimaiset Ralstonia solanacearum -bakteerin isolaatit kehittyvit helmenvalkoisiksi, litteiksi,
epdsiadnnollisen muotoisiksi ja juokseviksi pesikkeiksi, jotka ovat usein tyypillisesti kierteisia.

Kelman’s Tetrazolium -alustalla Ralstonia solanacearum -lajin virulenttien isolaattien tyypilliset pesikkeet ovat kermamai-
sia, litteitd, epasddnnollisid ja juoksevia ja niiden keskelld on verenpunaisia kierteiti. Avirulenttien Ralstonia solanacearum
-isolaattien pesikkeet ovat tummanpunaisia.

SMSA-alustalla tyypilliset elinvoimaiset Ralstonia solanacearum -bakteerin isolaatit kehittyviat maidonvalkoisiksi, litteiksi,
epasdannollisen muotoisiksi ja juokseviksi pesikkeiksi, joiden keskiosan viri on verenpunainen.

Avirulentit Ralstonia solanacearum -bakteerin muodot kehittivit vihemmin juoksevia pesikkeitd, joiden viri SMSA-
alustalla vaihtelee tdysin vaaleanpunaisesta punaiseen.

3.5 Puhdistetaan pesikkeet, joiden morfologia on luonteenomainen, jatkoviljelmilld tavanomaisella ravintoalustalla. Viltetdan
sdannollistd jatkoviljelyd, joka voi johtaa elinvoimaisuuden vihenemiseen.

4. Varmistuskoe (-kokeet)

4.1 Ralstonia solanacearum -bakteerin tunnistaminen

Ralstonia solanacearum -bakteerin puhdasviljelmit tunnistetaan vihintdan yhdella seuraavista menetelmista:

Ravinto- ja entsymaattiset testit

Huom. Mukaan on valikoitu testejd, joilla on ratkaiseva merkitys lajin ja biovarin maarittelemisessa.

Seuraavat Ralstonia solanacearum -bakteerin fenotyyppiset ominaisuudet joko esiintyvit tai puuttuvat:
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fluoresoiva pigmentti -
PHB-inkluusiot +
O/F-testi O+/F-
katalaasi +
Kovacsin oksidaasi +
nitraatin vahentdminen +
sitraatin kaytto +
kasvu 40°C:ssa -
kasvu 1-prosenttisessa NaCl:ssa +
kasvu 2-prosenttisessa NaCl:ssa -
arginiinidihydrolaasi -
gelatiinin sulatus -
tiarkkelyksen hydrolyysi -
eskuliinin hydrolyysi -
levaanin tuotanto -
ravintoliuokset ja menetelmit, ks. Lelliott & Stead (1987).
IF-testi
Valmistetaan viljelmisti ja positiivisesta kontrollikannasta suspensio, jossa on 10° solua millilitraa kohden. Valmistetaan
sarja antiseerumin kaksinkertaisia laimennoksia. Sovelletaan IF-menettelya (III jakson 2. kohta). Viljelmin IF-tiitterin on
vastattava positiivisen kontrollin tiitteria.
ELISA-testi
Valmistetaan viljelmisti ja positiivisesta kontrollikannasta suspensio, jossa on >10° solua millilitraa kohden. Sovelletaan
ELISA-menettelya (I jakson 3. kohta). Viljelmdn ELISA-arvon on vastattava positiivisen kontrollin arvoa.
PCR-testi
Valmistetaan viljelmistd ja positiivisesta kontrollikannasta suspensio, jossa on 10° solua millilitraa kohden. Sovelletaan
PCR-menettelyd (Il jakson 4. kohta). Viljelmin PCR tuotteen on vastattava miariltidn ja restriktio entsyymianalyysi
(REA) -kuvioltaan positiivista kontrollia.
Fluoresoiva in-situ hybridisaatio (FISH)
Valmistetaan viljelmasti ja positiivisesta kontrollikannasta suspensio, jossa on 10° solua millilitraa kohden. Sovelletaan
FISH-menettelyd (van Beuningen et al, 1995) sekda OLI-1 PCR aluketta (Sea et al., 1993). Viljelmissd on ilmettiva samat
reaktiot kuin positiivisessa kontrollissa.
Proteiiniprofilointi
Denaturoidut kokonaiset soluproteiinit erotetaan polyakryyliamidigeelielektroforeesilla (PAGE) (Stead, 1992a).
Rasvahappoprofilointi (FAP)
Kasvatetaan viljelmaa ja positiivista kontrollikantaa 48 tunnin ajan 28°C:ssa tryptikaasisoija-agarilla ja sovelletaan
FAP-menettelyd (Janse, 1991; Stead, 1992a; Stead 1992b). Viljelmin profiilin on oltava sama kuin positiivisella
kontrollilla. Tarkasti mairitellyissd olosuhteissa luonteenomaiset rasvahapot ovat 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H ja 18:1
20H.

4.2 Kantojen mddrittiminen

Kannan méérittiminen on vapaaehtoista, mutta suositeltavaa kaikissa uusissa tapauksissa.
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Biovarin madrittaminen

Ralstonia solanacearum -bakteerin biovarit erotetaan kolmen heksoosialkoholin ja kolmen sokerin kiytto- ja hapettamis-
kyvyn perusteella (Hayward, 1964 ja 1994):

Biovar

1 2 3 4 S
Kiytto:
— maltoosi - + + - +
— laktoosi - + + - +
— sellobioosi - + + _ +
— mannitoli - - + + +
— sorbitoli - - + + _
— dulcitoli - - ¥ + _
Lisikokeet jakavat biovarin 2 alafenotyyppeihin (Hayward, 1994):

Biovar 2 Biovar 2-A Biovar 2-T

trehaloosin kiytto - + +
inositolin kaytto + - +
D-riboosin kaytto - - +
pektolyyttinen aktiivisuus alhainen alhainen korkea

Rodun miirittiminen

Rotu (Buddenhagen et al., 1962) maiidritetiin patogeenisyystestin perusteella tomaatti- tai munakoisokasveista ja
tupakkakasveista ja yliherkkyysreaktiotestilla (HR) tupakan lehdistd (Lozano ja Sequeira, 1970):

Rotu (*)
1 2 3

Reaktio:
— tomaatti/munakoisokasveissa nuutuminen ei reaktiota nuutuminen
— tupakkakasveissa nuutuminen ei reaktiota ei reaktiota
— tupakan lehdissa nekroosi HR (12—24 h) Kloroosi

(48 h) ja (2—8 pv)

nuutuminen (7—=8 pv)

(*) Rotua4 (patogeeninen inkiviirilld ja muutamilla muilla isintikasveilla)ja rotua5 (patogeeninen vain mulperipuulla)ei ole sisillytetty.

Rodun madirittiminen tupakan hypersensitiivisyysreaktioon perustuvalla patogeenisyystestilld ei ole tdysin luotettavaa, ja
rotu voidaan sen sijaan mdadrittdd biovarin ja eristetyn bakteerin isdntikasvin perusteella.

Viljelma voidaan lisiksi kuvata seuraavilla menetelmilla:

Genomien sormenjiljet

Ralstonia solanacearum -kompleksin rotujen molekulaarinen erottaminen voi tapahtua:
RFLP-analyysilld (Cook et al., 1989)

Toistuvan jarjestyksen PCR:lld (REP-, ERIC- & BOX-PCR [Louws et al., 1995; Smith et al., 1995]).

4.3 Patogeenisyystesti

Tdma testi on tarkoitettu varmistamaan Ralstonia solanacearum -bakteeriksi tunnistettujen viljelmien virulenssi.

Valmistetaan viljelmisti ja positiivisesta kontrollikannasta inokulaatti, jossa on 10°, solua millilitraa kohden. Inokuloidaan
5—10 kolmelehtiasteella olevaa tomaatti- tai munakoisokasvia (Il jakson 6. kohta). Inkuboidaan kahden viikon ajan
22°C — 28°C:ssa korkeassa suhteellisessa kosteudessa kastellen piivittidin. Tarkkaillaan nuutumisoireita, equinastiaa,
kloroosia ja/tai hidastunutta kasvua.

Eristetddn kasveista, joissa nikyy oireita:
— Poistetaan kudosta varresta 2 cm inokulointikohdan ylipuolelta.

— DPienennetddn ja suspendoidaan pieneen maadrddn steriilid tislattua vettd tai 50 mM fosfaattipuskuria. Viljellddn
maljassa, inkuboidaan ja tutkitaan tyypilliset Ralstonia solanacearum -pesikkeet.
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III JAKSO

RALSTONIA SOLANACEARUM -KASVINTUHOOJAN TOTEAMINEN JA TUNNISTAMINEN PERUNAN MUKULOISTA
OTETUISTA NAYTTEISTA

Huom. Standardinidytekoko on 200 mukulaa. Menetelmi soveltuu myos kdytettaviksi alle 200 mukulan naytteille.

1. Naytteen valmistaminen koetta varten

Huom. Kyseisessid menettelyssd saatavaa perunauutetta voidaan kdyttdda myos Clavibacter michiganensis subsp. sepedoni-
cus -bakteerin toteamiseen.

Vapaavalintaiset esikasittelyt, jos ne arvioidaan tarpeellisiksi:

i) Inkuboidaan ndytettd 25—30°C:ssa kahden viikon ajan piilevien Ralstonia solanacearum -populaatioiden lisddntymi-
sen edistdmiseksi.

ii) Pestdan mukulat juoksevalla vedelld tarkoituksenmukaisilla desinfiointi- ja puhdistusaineilla. Ilmakuivataan mukulat.
1.1. Poistetaan puhtaalla ja desinfioidulla leikkausveitselld tai vihannesveitselld kuori mukulan napapidistd siten, ettd johtoso-
lukot tulevat ensin nakyviin. Leikataan varovasti pieni kartionmuotoinen kappale (halkaisija 3—5 mm) johtosolukosta
kunkin mukulan napapéistd. Yritetddn pitdd muun solukon kuin johtosolukon osuus mahdollisimman pieneni. Toistetaan

1 kohdan mukaiset toimet ndytteen jokaisen mukulan kohdalla. Vaihdetaan leikkausveitsen terdd tai vihannesveistd
néytteiden valilld.

Huom. Mukuloiden silmidmairdinen tarkastelu (II jakson 1 kohta) voidaan tehdid tdssi vaiheessa. Laitetaan sivuun
jokainen mukula, jossa on oireita, ja testataan yksittdin (II jakso).

1.2. Keritdan solukkokappaleet suljettuun astiaan. Solukkokappaleet olisi mieluiten kisiteltdvd viipymadttd. Jos tdma ei ole
mahdollista, niitd voidaan varastoida korkeintaan 24 tunnin ajan tai 4 °C:ssa korkeintaan 72 tunnin ajan.

1.3. Kisitellddn solukkokappaleet yhtd seuraavista menettelyistd noudattaen:

i) Siirretddn solukkokappaleet sopivaan siilioon.

Lisdtadn riittivd madrd liotuspuskuria (lisiys 2) peittimdin kappaleet. Jauhetaan kappaleet hienoksi Waring
Blenderissa tai Ultra Thurraxissa kunnes ne ovat juuri homogenoituneet. Viltetdan liiallista homogenointia. Annetaan
massan liota 15—30 minuuttia.

ii) Siirretdan solukkokappaleet sopivaan sdilioon.
Lisdtddn riittdvd mdadra liotuspuskuria peittimaan kappaleet.
Asetetaan siili tasoravistimeen.
Inkuboidaan 50—100 rpm:n kierrosnopeudella neljin tunnin ajan 20—22°C:ssa tai 16—24 tunnin ajan 4°C:ssa.

iii) Siirretadn solukkokappaleet vahvaan kertakayttdiseen maseraatiopussiin (esim. Stomacher-pussi, jonka mitat ovat
105 mm x 150 mm, sateilysteriili).

Murskataan solukkokappaleet varovasti sopivalla tyokalulla, esim. vasaralla, kunnes ne ovat juuri homogenoituneet.

Lisdtddn riittdvd mddrid liotuspuskuria peittimdin murskatut kappaleet. Annetaan massan seistdi 15—30 minuuttia.

1.4. Uutetaan bakteerit kasitellyistd solukkokappaleista jollakin seuraavista menettelyista:

i) Dekantoidaan liuos varovasti sentrifugiputkeen jittien jidnnokset sdilioon tai pussiin.

Vaihtoehto: Jos dekantoitu liuos on sameaa: sentrifugoidaan enintidn 180 xg 10 minuutin ajan alle 10°C:n
lampétilassa.

Sentrifugoidaan dekantoitua liuosta tai ensimmdisestd sentrifugoinnista saatua supernatanttia 7 000 xg 15 minuutin
ajan tai 10 000 xg 10 minuutin ajan alle 10°C:n limpdtilassa.

Poistetaan supernatantti sakkaa sekoittamatta.

ii) Suodatetaan liuos sellaisen suodatusjarjestelmin lapi, jonka huokoskoko on 40—100 wm. Tehostetaan suodatusta
tyhjiopumpulla.

Kootaan suodos sentrifugiputkeen.
Pestidn suodatin liotuspuskurilla.
Sentrifugoidaan suodosta 7 000 xg 15 minuutin ajan tai 10 000 xg 10 minuutin ajan alle 10°C:n limpotilassa.

Poistetaan supernatantti sakkaa sekoittamatta.
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1.5.

2.1.

2.2.

2.3.

Suspendoidaan sakka uudelleen 1 ml:aan sakkapuskuria (lisdys 2).
Jaetaan kahteen yhtd suureen osaan ja siirretiin kumpikin osa pieneen koeputkeen.
Kiytetdin toinen koeputkista testaukseen. Siilytetddn loput tistd uutteesta 4 °C:n limpotilassa testauksen ajan.

Lisdtdan 10—25 % (v/v) steriilid glyserolia toiseen koeputkeen. Sekoitetaan (Vortex). Varastoidaan -18 °C:n limpétilaan
(viikoiksi) tai —70°C:n lampotilaan (kuukausiksi).

Immunofluoresenssitesti (IF)

Kiytetddn Ralstonia solanacearum -bakteerin, mieluiten rodun 3 biovaria 2, antiseerumia. Midritetdédn tiitteri suspensios-
ta, jossa on 10° solua millilitraa kohden Ralstonia solanacearum -bakteerin homologisesta kannasta sopivalla fluoreseiini
-isotiosyanaattikonjugaatin (FITC) laimennoksella valmistajan suositusten mukaisesti. Kisittelemdttdmin antiseerumin
IF-tiitterin olisi oltava vihintdan 1:2 000.

Kiytetdan mikroskoopin monisyvennyslevyja, joissa on mieluiten 10 halkaisijaltaan vihintddn 6 mm:n syvennysta.

Kiytetddn FITC-konjugaattikontrollia ja fosfaattipuskuroidun suolaliuoksen (PBS) kontrollia kullakin testilevylld. Testi
olisi toistettava PBS-kontrollin kanssa, jos FITC-kontrollissa havaitaan yksikin positiivinen solu. Valmistetaan erilliset
positiiviset kontrollilevyt suspensiosta, jossa on 10° solua millilitraa kohden, Ralstonia solanacearum -bakteerikannan
rodun biovarin. Sisillytetidn yksi levy kuhunkin testisarjaan.

Kaisitelldan testilevyt yhdelld seuraavista menettelyista:

i) Sakat, jossa on suhteellisen vihin tarkkelysta:

Pipetoidaan mitattu vakiomaidrd (15 ul on sopiva halkaisijaltaan 6 mm:n syvennykseen — lisitidn mairdd samassa
suhteessa suuremmille syvennyksille) uudelleen suspendoitua sakkaa riville syvennyksii. Jaljelld olevaa rivid voidaan
kdyttdad toisintona tai toiselle niytteelle kuten kuvassa 1 on esitetty.

ii) Muut sakat:

Valmistetaan kymmenkertaisia laimennoksia, eli 1/10, 1/100 ja 1/1 000 uudelleen suspendoidusta sakasta sakkapusku-
riin. Pipetoidaan mitattu vakiomddrd (15 wl on sopiva halkaisijaltaan 6 mm:n syvennykseen — lisdtddn mdiraa
samassa suhteessa suuremmille syvennyksille) uudelleen suspendoitua sakkaa ja kutakin laimennosta riville syvennyk-
sid. Jaljelld olevaa rivid voidaan kayttid toisintona tai toiselle niytteelle kuten kuvassa 2 on esitetty.

Annetaan pisaroiden kuivua. Kiinnitetddn bakteerisolut levylle joko kuumentamalla, liekittamallad tai 95 % etanolilla.

IF-menettely

i) Testilevyn valmistaminen 1 kohdan i alakohdan mukaisesti:

Valmistetaan sarja kaksinkertaisia antiseerumin laimennoksia IF-puskuriin (lisdys 3): 1/4 tiitterid (T/4), 1/2 tiitterid
(T/2), tiitteri (T) ja tiitteri kaksinkertaisena (2T).

ii) Testilevyn valmistaminen 1 kohdan ii alakohdan mukaisesti:

Valmistetaan tyoskentelylaimennos (WD) antiseerumista IF-puskuriin. Tyoskentelylaimennos on antiseerumin laimen-
nos, jonka spesifisyys on optimaalinen, ja se on tavallisesti puolet tiitterista.
Kuva 1
Testilevyn valmistaminen 1 kohdan i alakohdan ja 3 kohdan i alakohdan mukaisesti
Vakiolaimennos uudelleen suspendoidusta sakasta
(T = tiitteri)

FITC T/4 T2 T 2T O Antiseerumin
kaksinkertaiset laimennokset

Niyte 1 @ @ ®: @ ®;

Naytteen 1 toi-
sinto tai

niyte 2 @ o @ @ ® 0
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Kuva 2
Testilevyn valmistaminen 1 kohdan ii alakohdan ja 3 kohdan ii alakohdan mukaisesti
FITC Vakiolaimennos antiseerumista
Laimentamaton Laimentamaton 1/10 1/100 1/1 000 O Uudelleen suspendoidun
sakan kymmenkertainen
laimennos
Niyte 1 ®: @ ®: @ o
Naytteen 1 toi-
sinto tai
niyte 2 @ | I @3 @ ® 0
2.3.1. Jarjestetdidn levyt kostean paperipyyhkeen pdiille.
Téytetddn testisyvennykset antiseerumin laimennokse(i)lla. Pipetoidaan PBS:dd PBS- ja FITC-syvennyksiin. Syvennyksiin
pipetoidun antiseerumin mairin on vastattava levitetyn uutteen madraa.
2.3.2. Inkuboidaan kannen alla 30 minuutin ajan huoneenlimmossa.
2.3.3. Ravistetaan antiseerumipisarat pois levyltd ja huuhdellaan levyt varovasti IF-puskurilla. Pestidn 5 minuutin ajan
Tween-IF-puskurissa ja sen jilkeen 5 minuutin ajan IF-puskurissa (lisdys 3).
Poistetaan varovasti ylimaardinen kosteus paperipyyhkeella.
2.3.4. Jarjestetddn levyt kostean paperipyyhkeen paille.
Tdytetddn testisyvennykset ja FITC-syvennys FITC-konjugaatin laimennoksella, jota on kaytetty tiitterin maarittimiseen.
Syvennyksiin pipetoidun konjugaatin maardn on vastattava pipetoidun antiseerumin maarda.
2.3.5. Inkuboidaan kannen alla 30 minuutin ajan huoneenlimméssi.
2.3.6. Ravistetaan konjugaattipisarat pois levylta. Huuhdellaan ja pestian kuten edelld (2.3.3). Poistetaan varovasti ylimdardinen
kosteus paperipyyhkeella.
2.3.7. Pipetoidaan 5—10 ul 0,1 M fosfaattipuskuroitua glyserolia (lisiys 3) kuhunkin syvennykseen ja asetetaan peitelevy.
2.4. IF-testin lukeminen

Tutkitaan testilevyja mikroskoopilla, joka on varustettu epifluoresoivalla valonlihteelld, FITC:n eksitaatioon sopivilla
suodattimilla 6ljyimmersio-objektiivin 500—1 000-kertaisella suurennoksella. Tutkitaan syvennyksid tarkasti kohtisuoraan
kahden halkaisijan suuntaisesti ja pitkin aukon kehia.

Tutkitaan ensin positiiviset kontrollilevyt. Solujen on oltava kirkkaasti fluoresoivia ja tdydellisesti virjaytyneitd. Huom.
Testi on uusittava, jos virjdytyminen ei ole taydellista.

Tutkitaan testilevyt. Tarkastellaan ensin fluoresoivien solujen puuttumista FITC-kontrollisyvennyksissi. Fluoresoivat solut
FITC-kontrollissa osoittavat konjugaatin epaspesifistd sitoutumista, autofluorisaatiota tai kontaminaatiota. Huom. Toiste-
taan testi, jos tillaista ilmenee.

Tarkastellaan testisyvennyksissd kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen Ralstonia solanacearum
-bakteerille. Fluoresenssin intensiteetin on vastattava positiivista kontrollikantaa samassa antiseerumilaimennoksessa.
Sellaisia soluja, joiden virjaytyminen on kirjavaa tai epatdydellistd tai joiden fluoresenssi on heikko, ei oteta huomioon,
paitsi, jos tillaisia soluja on paljon. (Ks. IF-testin tulosten tulkinta).

IF-testin tulosten tulkinta:

i) Jos niytteestd ei loydy kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen, IF-testin tulos on negatiivi-
nen.

ii) Jos ndytteestd loytyy kirkkaasti fluoresoivia soluja, joiden morfologia on tyypillinen, solujen keskimairainen
lukumaard maaritetian mikroskooppikenttia kohden ja lasketaan solujen lukumiird (N) uudelleen suspendoidun
sakan millilitraa kohden (lisdys 4).

IF-testin herkkyys on noin 10° solua/ml uudelleen suspensoitua sakkaa:
— jos niytteissd on N > 10° solua millilitraa kohden, IF-testin tulos on positiivinen,

— jos ndytteissi on N > 10° solua millilitraa kohden, IF-testin tulosta voidaan pitd4 positiivisena.
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iii) Jos nidytteessd on paljon (< 10° solua millilitraa kohden) epitiydellisesti tai heikosti fluoresoivia soluja antiseerumin
tiitterilld, ndyte tulisi testata uudelleen:
— joko toisella, biologisesti erilaisella testilld
tai
— toisella IF-testilld, jossa kiytetddn eri antiseerumia tai sakasta tehtyd kymmenkertaista laimennossarjaa.
3. ELISA-testi
(Robinson-Smith et al., 1995)
Kiytetddn Ralstonia solanacearum -bakteerin, mieluiten rodun 3 biovaria 2, antiseerumia. Miiritetdin tiitteri suspensios-
ta, jossa on 10° solua millilitraa kohden, Ralstonia solanacearum -bakteerin homologisesta kannasta.
NUNC Polysorb -mikrotiitterilevyjen kiyttdd suositellaan.
Testiin sisillytetidn negatiivinen perunauutekontrolli ja fosfaattipuskuroidun suolaliuoksen (PBS) kontrolli.
Positiivisena kontrollina kidytetddn suspensiota, jossa on 10° solua millilitraa kohden, Ralstonia solanacearum -bakteeri-
kannan rodun biovaria. Testataan kuten ndyte (ndytteet), mutta pidetddn selvisti erillidn mikrotiitterilevylld olevista
naytteista.
3.1. Pipetoidaan 100—200 ul uudelleen suspendoitua sakkaa pieneen putkeen. Kuumennetaan neljan minuutin ajan 100°C:n
limpéotilassa. Siirretadan putki jaihin.
3.2. Lisdtddan yhtd suuri miird vikevyydeltddan kaksinkertaista karbonaattikiinnityspuskuria (lisiys 5). Sekoitetaan (Vortex).
3.3. Lisdtdan 100 ul kuhunkin, vdhintddn kahteen, mikrotiitterilevyn syvennykseen. Inkuboidaan yhden tunnin ajan 37°C:n
lampéatilassa tai yon yli 4°C:n laimpétilassa.
3.4. Kaadetaan uutteet syvennyksistd. Pestddn syvennykset kolmeen kertaan PBS-Tweenilld (lisiys 5) niin, ettd viimeinen
pesuliuos jitetddn syvennyksiin vihintdan viideksi minuutiksi.
3.5. Valmistetaan sopiva laimennos Ralstonia solanacearum -bakteerin antiseerumista estopuskuriin (blocking buffer) (lisdys 5).
Lisdtaan 100 wl antiseerumin laimennosta syvennyksiin.
Inkuboidaan yhden tunnin ajan 37°C:n limpétilassa.
3.6. Kaadetaan antiseerumi syvennyksistd. Pestddn syvennykset kuten edelld (3.4.).
3.7. Valmistetaan sopiva laimennos emiksistd fosfataasikonjugaattia estopuskuriin (blocking buffer). Lisdtdin 100 ul konju-
gaatin laimennosta syvennyksiin.
Inkuboidaan yhden tunnin ajan 37°C:n lampdatilassa.
3.8. Kaadetaan konjugaatti syvennyksistd. Pestddn syvennykset kuten edelld (3.4. ja 3.6.).
3.9. Valmistetaan emiksinen fosfataasisubstraattiliuos (lisdys 5). Lisiatdan 100 ul syvennyksiin. Inkuboidaan 30 minuutista
yhteen tuntiin pimedssd laboratoriolampotilassa.
3.10. Mitataan absorbanssi 409 nm:ssa.
ELISA-testin tulkinta
ELISA-testi on negatiivinen, jos ndytteen optinen tiheys (O.D.) on < 2 x negatiivisen kontrollin optinen tiheys.
ELISA-testi on positiivinen jos ndytteen optinen tiheys (O.D.) on > 2 x negatiivisen kontrollin optinen tiheys.
4. PCR-testi
(Seal et al., 1993)
Huom. Kaikissa nidytteen esikisittelyvaiheissa ja muissa PCR:ddn liittyvissd kaisittelyissd on kéytettdvd suodattimella
varustetun pipetin karkia.
Valmistetaan suspensio, jossa on 10° solua millilitraa kohden, Ralstonia solanacearum -bakteerikannan rodun 3
biovaria 2, positiiviseksi kontrolliksi. Testataan kuten nayte (niytteet).
4.1. Pipetoidaan 100 wl uudelleen suspendoitua sakkaa pieneen putkeen. Vaihtoehtoisesti siirretdidn 90 ul uudelleen

suspendoitua sakkaa pieneen putkeen, jossa on 10 ul 0,5 M NaOH:ta. Sekoitetaan kiidntelemilld putkea useita kertoja.
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4.2. Kuumennetaan neljan minuutin ajan 100°C:n limpétilassa. Siirretddan putki valittomasti jaihin.
4.3. Valmistetaan kymmenkertaiset laimennokset, esim. 1/10 ja 1/100, steriiliin tislattuun tai ultrapuhtaaseen veteen (UPW).
4.4. Valmistetaan PCR-reaktioseos (lisdys 6) steriiliin putkeen lisdiamailld seuraavat aineosat seuraavassa jarjestyksessi:
50 wl:n reaktiotilavuuteen:
Aine Osamaari Lopullinen pitoisuus
Steriili tislattu vesi tai UPW 30,8 ul— 33,8 ul
10xPCR puskuri 5,0 ul 1x
d-ATP 1,0 ul 0,2 mM
d-CTP 1,0 wl 0,2 mM
d-GTP 1,0 wl 0,2 mM
d-TTP 1,0 wl 0,2 mM
Primer OLI-1 (20 uM) 2,5 ul 1 mM
Primer Y-2 (20 uM) 2,5 ul 1 mM
Tag-polymeraasi (5U/ul) 0,2 ul 1,0 U
45 ul—48 ul
Lisdreaktioihin:
Lasketaan kunkin aineosan maari vaaditulle lukumiirille reaktioita.
Sekoitetaan aineosat ja siirretdan 45 ul — 48 ul seosta steriileihin PCR-putkiin.
Pidetddn putket, joissa on PCR-reaktioseosta, jaissa.
25 wpln reaktiotilavuuteen:
Pienennetddn aineosien miiria vastaavasti.
4.5. PCR:n monistaminen
4.5.1. Vapaachtoista! Sentrifugoidaan (pulse centrifuge) putket keitetyn ndytteen ja positiivisen kontrollin kanssa.
Lisdtdan tdsmennetyssa jarjestyksessd 2—5 wl ndytettd (ndytteitd), vesikontrollia ja positiivista kontrollia putkiin, joissa on
PCR-reaktioseosta. Asetetaan putket DNA-limpdosyklilaitteen (DNA thermal cycler) limpoblokkiin.
4.5.2. Ajetaan seuraava ohjelma:
1 sykli:
i) 2 minuuttia 96 °C:n lampdotilassa: templaatin (DNA-ndytteen) denaturointi
50 syklia:
ii) 20 sekuntia 94°C:n limpotilassa: denaturointi
iii) 20 sekuntia 68°C:n limpdatilassa: alukkeiden (primers) pariutuminen
iv) 30 sekuntia 72°C:n limpétilassa: kopioiden lisddminen
1 sykli:
v) 10 minuuttia 72°C:n limpdtilassa: lisidminen edelleen
1 sykli:
vi) pidetddn 4°C:n limpdétilassa
Huom. Nima parametrit koskevat Perkin Elmer 9600:ta. Muut limposyklilaitteet voivat vaatia mineraalioljykerroksen
PCR-reaktioputkiin ja/tai vaiheiden ii), iii) ja iv) keston muuttamisen monistamisohjelmassa.
4.5.3. Poistetaan putket limposyklilaitteesta. Analysoidaan PCR-tuote. Jos titi ei tehdi vilittdmaisti, putket varastoidaan 4°C:n
limpétilaan samana pdiviand kaytettiviksi tai —18 °Cin limpdtilaan pidemmaiksi aikaa varastoitavaksi.
4.6. PCR-tuotteen méérittiminen
PCR-fragmentit todetaan agaroosigeelielektroforeesilla ja etidiumbromidivirjayksella.
4.6.1. Valmistetaan tarkoituksenmukainen agaroosigeeli kuumentamalla varovasti kiehumapisteeseen agaroosia trisasetaattielek-

troforeesipuskurissa (TAE).
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4.6.2. Jadhdytetdan sulanut agaroosi 50—60°C:seen, kaadetaan elektroforeesiyksikon muottiin ja lisitidin kampa. Annetaan
geelin jahmettya.

4.6.3. Poistetaan kampa. Peitetddn geeli TAE:lla niin, ettd se juuri ja juuri peittyy (2—3 mm) puskurilla.

4.6.4. Pipetoidaan 3 ul latauspuskuria (loading buffer) parafilmille. Lisitdan 12 ul PCR-tuotetta joko niytteistd, positiivisesta
kontrollista tai vesikontrollista ja sekoitetaan imemalld kevyesti pipetinkirjestd ennen tdyttimistd. Annettuja mdaarid
voidaan muuttaa agaroosigeelisyvennysten tilavuuden mukaan.

4.6.5. Taytetddn geelisyvennykset varovasti. Laitetaan vertailuksi sopiva DNA-markkeri vihintddn yhteen syvennykseen.

4.6.6. Kytketddn virtalihde ja virta elektroforeesilaitteeseen. Ajetaan geelia 5—8 V/cm kunnes seurantaindikaattorin rintama on
1 cm:n pidissi geelin reunasta.

4.6.7. Kytketddan virta pois virtalahteestd. Irrotetaan johdot elektroforeesiyksikostd. Poistetaan geeli varovasti. Liotetaan sita
etidiumbromidiliuoksessa 30—45 minuutin ajan.

Huom. Kiytetian kertakdyttokasineitd aina, kun kisitelldin etidiumbromidia, joka on voimakas mutageeni!

4.6.8. Poistetaan virid tislatussa vedessd 10—15 minuutin ajan.

4.6.9. Saatetaan moniste(tut)ttu DNA-fragmentti(it) nikyviin UV-lapivalaisulla. Ralstonia solanacearum -bakteerin PCR-tuote
OLI-1- ja Y-2-alukeyhdistelmilld tuotettuna on 288 bp:n pituinen. Tutkitaan DNA-markkeriin ja positiiviseen kontrolliin
verrattuna.

Huom. Vesikontrollin on oltava aina negatiivinen; jos se on positiivinen, testi toistetaan.

4.6.10. Valokuvataan geeli, jos tiedon tallentamista vaaditaan.

4.6.11. Varmistetaan monistetun fragmentin autenttisuus restriktioentsyymianalyysilla (REA).

4.7. Restriktio-entsyymianalyysi (REA)

4.7.1. Siirretddn 8,5 ul PCR-tuotetta (4.5.3.) uuteen pieneen putkeen. Lisdtdan 1 wl 10x entsyymipuskuria ja 0,5 wl rajoittavaa
entsyymid Avall.

4.7.2. Sekoitetaan imemalla kevyesti pipetinkarjelld. Jos pisaroita jid pullon seinimiin, sentrifugoidaan (pulse spin) mikrosentri-
fugilla. Inkuboidaan yhden tunnin ajan 37°C:n limpdtilassa.

4.7.3. Mairitetddn pilkottu PCR-fragmentti agaroosigeelielektroforeesilla kuten edelld (4.6.).

PCR-testin tulosten tulkinta

PCR-testi on negatiivinen, jos tyypillisti 288 bp -fragmenttia ei todeta ja fragmentti todetaan Ralstonia solanacearum

-kannan positiivisesta kontrollista.

PCR-testi on positiivinen, jos tyypillinen 288 bp -fragmentti todetaan ja monistetun fragmentin REA-mairityksestd

saadaan sama tulos kuin Ralstonia solanacearum -kannan positiivisen kontrollin maarityksesta.

5. Laimennussarja valikoivalle alustalle
(Elphinstone et al., 1996)

5.1. Koe tehddin sopivalla laimennussarjatekniikalla, esim.:

i) Valmistetaan vihintddn kaksi kymmenkertaista laimennosta, 1/10 ja 1/100, uudelleen suspendoidusta sakasta
sakkapuskuriin. Pipetoidaan mitattu vakiomadrd (50—100 ul) uudelleen suspendoitua sakkaa ja kutakin laimennosta
muunnetulle valikoivalle SMSA-alustalle (liite 7) ja levitetddn lasisauvalla koko alustan pinnalle.

Tehdidin myos, mikili katsotaan tarpeelliseksi, viiden kohdan sivelyviljely 10-ul:n silmukallisella uudelleen suspendoi-
tua sakkaa. Silmukka liekitetdan sivelyjen vililla.

ii) Siirretddn mitattu vakiomaird (50—100 wl) uudelleen suspendoitua sakkaa muunnetulle valikoivalle SMSA-alustalle ja
levitetddn lasisauvalla koko alustan pinnalle. Sivellidn sauvaa liekittimaittd sitd kahdella tai useammalla muunnetulla
SMSA-levylla.

5.2. Levitetdan samalla laimennussarjatekniikalla Ralstonia solanacearum -bakteerikannan rodun 3 biovaria 2 positiiviseksi
kontrolliksi tehtyi suspensiota, jossa on 10° solua millilitraa kohden, sarjalle erillisii muunnettuja SMSA-alustoja.

5.3. Inkuboidaan levyjd 28°C:n lampotilassa. Tulosten tulkitseminen aloitetaan kolme pdivid myohemmin. Jos tulos on
negatiivinen, inkuboidaan edelleen kuuteen pdivdaian asti. Ralstonia solanacearum -bakteerin elinvoimaiset isolaatit
kehittavat maidonvalkoisia, litteitd, epdsdannoéllisen muotoisia ja juoksevia pesiakkeitd, joiden keskustat ovat selvasti
vdriltddn punaisesta purppuraan ja sisiltd juovikkaita tai kierteisid kuten kuvassa 1 osoitetaan.

5.4. Puhdistetaan pesikkeet, joiden morfologia on tyypillinen, jatkoviljelylld tavallisella ravintoalustalla (lisiys 1).
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5.5. Tunnistetaan puhtaat viljelmat (II jakson 4.1. kohta) ja varmistetaan positiiviset viljelmat patogeenisyystestilla (II jakson
4.3. kohta).

Laimennussarjatestin tulosten tulkinta

Laimennussarjatesti on negatiivinen, jos yhtddn pesikettd ei ole eristetty kuuden piivin jilkeen tai jos yhtddn Ralstonia
solanacearum -bakteerille tyypillistd pesdkettd ei ole eristetty edellyttien, ettd ei epdilli muiden bakteerien pesikkeiden
estdvdd vaikutusta ja ettd Ralstonia solanacearum -bakteerin tyypillisid pesikkeitd 16ytyy positiivisesta kontrollista.
Laimennussarjatesti on positiivinen, jos Ralstonia solanacearum -bakteerille tyypillisid pesikkeiti eristetddn.

6. Biotesti
(Janse, 1988)

6.1. Kaytetdan 10 todellisella kolmilehtiasteella olevaa testikasvia kutakin naytettd kohden. Testikasveja ei kastella 24 tuntiin
ennen inokulointia.

6.2. Jaetaan 100 wl uudelleen suspendoitua sakkaa testikasvien kesken. Inokuloidaan varteen sirkkalehtien viliin ja yhteen tai
useampaan muuhun paikkaan.

6.3. Inokuloidaan samalla tekniikalla 10 siementainta suspensiolla, jossa on 10° solua/m virulenttia Ralstonia solanacearumin
biovar 2/rotu 3 -kantaa (positiivinen kontrolli) ja sakkapuskuri (negatiivinen kontrolli). Kasvit, joita kdytetddn positiivi-
sena kontrollina, pidetdin erillidn muista kasveista ristikontaminaation estimiseksi.

6.4. Kasvatetaan testitaimia edelleen neljd viikkoa 22°C — 28°C:ssa korkeassa suhteellisessa kosteudessa kastellen pdivittdin.
Tarkkaillaan nuutumisoireita, epinastiaa, kloroosia ja/tai hidastunutta kasvua.

6.5. Eristetddn tartunnan saaneista kasveista (II jakso). Tunnistetaan puhtaat viljelmit, joiden morfologia on tyypillinen
(I jakson 4.1. kohta) ja varmistetaan positiiviset viljelmit patogeenisyystestilla (I jakson 4.3. kohta).

6.6. Tutkitaan tartunnan puuttumista niissa testikasveissa, jotka eivit osoita minkidinlaisia tartunnan merkkeji. Poistetaan
kustakin testikasvista 1 ¢cm:n pala vartta 2 cm inokulointikohdan yliapuolelta. Homogenoidaan solukot maseraatiopusku-
rissa. Tehddan laimennussarja valikoivalle alustalle (III jakson 5. kohta). Jos tulos on positiivinen, tunnistetaan puhtaat
viljelmit, joiden morfologia on tyypillinen (Il jakson 4.1. kohta) ja varmistetaan positiiviset viljelmat patogeenisyystestilld
(IT jakson 4.3. kohta).

Biotestin tulosten tulkinta

Biotesti on negatiivinen, jos testikasveissa ei ole Ralstonia solanacearum -bakteerin aiheuttamaa tartuntaa ja ettd Ralstonia
solanacearum -bakteeri todetaan positiivisesta kontrollista.

Biotesti on positiivinen, jos testikasveissa on Ralstonia solanacearum -bakteerin aiheuttama tartunta.

7. Rikastustesti
(Elphinstone et al., 1996)

7.1. Siirretdan 100 ul uudelleen suspendoitua sakkaa 3 ml:aan muunnettua SMSA-livosta (lisdys 7).

7.2. Inkuboidaan 48 tunnin ajan, ei missdin tapauksessa yli 72:ta tuntia, 28°C:n limpétilassa siten, ettd putken korkki on
16ysisti kiinni ilmanvaihdon turvaamiseksi.

7.3. Kiinnitetdan korkki tiiviisti ja sekoitetaan Vortexilla. Jaetaan mairdosiin IF-testid (tdmén jakson 2. kohta), ELISA-testid
(timdn jakson 3. kohta) ja/tai PCR-testid (timin jakson 4. kohta) varten.

8. Patogeenisyystesti

II jakson 4.3. kohta.
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Ravintoalusta Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan viljelya varten

Ravinneagar (NA)

Ravinneagar (Difco)

Tislattu vesi

Lisdys 1

23 ¢g

1 litra

Valmistetaan puolen litran tilavuus alustaa yhden litran pulloihin.

Liuotetaan ainesosat.

Steriloidaan autoklavoimalla 121°C:ssa 15 minuutin ajan.

Jadhdytetdan 50°C:seen. Kaadetaan maljoille.

Hiiva-peptoni-glukoosiagar (YPGA)

Hiivauute (Difco)

Bacto-peptoni (Difco)

D(+)-glukoosi (monohydraatti)

Bacto-agar (Difco)

Tislattu vesi

Sg
Sg
10 g
15¢g

1 litra

Valmistetaan puolen litran tilavuus alustaa yhden litran pulloihin.

Liuotetaan ainesosat.

Steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Jadhdytetddan 50°C:seen. Kaadetaan maljoille.

Sakkaroosipeptoniagar (SPA)

Sakkaroosi
Peptoni

K,HPO,
MgSOx7H,0
Bacto-agar (Difco)

Tislattu vesi

20 g
58
0,5 g
0,25 g
15¢

1 litra

Valmistetaan puolen litran tilavuus alustaa yhden litran pulloihin.

Liuotetaan ainesosat. Sdadetdan tarvittaessa pH:ksi 7,2—7,4.

Steriloidaan autoklavoimalla 121°C:ssa 15 minuutin ajan.

Jddhdytetdin 50 °C:seen. Kaadetaan maljoille.

Kelmanin tetrasolium-alusta

Casaminohappoja
Bacto-peptoni
Dekstroosi
Bacto-agar

Tislattu vesi

1g
10g
Sg
15¢g

1 litra

Valmistetaan puolen litran tilavuus alustaa yhden litran pulloihin.

Liuotetaan ainesosat. Steriloidaan autoklavoimalla 121°C:ssa 15 minuutin ajan.

Jadhdytetdan 50 °C:seen.

Lisitdan suodatinsteriloitua trifenyylitetratsoliumkloridin (Sigma) vesiliuosta, jotta loppupitoisuudeksi

saadaan 50 mg/l.

Kaadetaan maljoille.
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Lisdys 2
Aineistot naytteen kasittelyd varten

Maserointipuskuri: 50 mM fosfaattipuskuri, pH 7,0

Tata puskuria kdytetddn solukon pehmentiamiseen.

Na,HPO, 426 g
KH,PO, 272 g
Tislattu vesi 1 litra

Liuotetaan ainesosat ja tarkastetaan pH. Jaetaan sopivaksi katsottaviin osiin.
Steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.

Suositellaan lisdttaviksi 5 % polyvinylpyrolidine-40 000 MWT (PVP-40):td suoraa PCR-testid suoritettaessa,
jotta uutteessa olevien aromaattisen molekyylien monistumista estivd vaikutus vihenisi.

Homogenoitaessa pehmitettivid perunasolukoita Waring Blenderissi tai Ultra Thurraxissa suositellaan
lisattavaksi dispergointiainetta, vaahdonestoainetta tai antioksidanttia.

Lubrol-hiutaleita 0,5 g/l
DC-silikoni-vaahdonesto 1,0 ml/1l
Tetranatriumpyrofosfaatti 1,0 g/l

Autoklavoidaan erillddn. Sdddetddn haluttuun vikevyyteen.
Sakkapuskuri: 10 mM fosfaattipuskuri, pH 7,2

Tdta puskuria kdytetddn perunan tyvistd saadun uutteen uudelleen suspendointiin ja laimentamiseen.

Na,HPO,4x12H,0O 2,7 g
NaH,PO,x2H,0 04 g
Tislattu vesi 1 litra

Liuotetaan ainesosat ja tarkastetaan pH. Jaetaan sopivaksi katsottaviin osiin.

Steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan.
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Lisdys 3

Aineistot IF-testia varten

IF-puskuri: 10 mM fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS), pH 7,2

Tata puskuria kidytetddn antiseerumin laimentamiseen.

Na,HPO,x 12H,0 2,7 g
NaH,PO,x2H,0 04 g
NaCl 8,0 g
Tislattu vesi 1 litra

Liuotetaan ainesosat ja tarkastetaan pH. Otetaan soveltuvaksi katsottu mairdosa.

Steriloidaan autoklavoimalla 121°C:ssa 15 minuutin ajan.

IF-puskuri-Tween

Tadta puskuria kaytetddn levyjen pesuun. Lisitddn 0,1 % Tween 20:td IF-puskuriin.
0,1 M fosfaattipuskuroitu glyseroli, pH 7,6

Tata puskuria kadytetddan petausliuoksena IF-levyilla fluoresenssin tehostamiseksi.

Na,HPO, x 12H,0 32¢
NaH,PO, x2H,0 0,15 g
Glyseroli 50 ml

Tislattu vesi 100 ml
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Lisdys 4

Kontaminaatioasteen maaritys IF-testilla

Moniaukkoisen levyn yhden aukon pinta-ala (S):

1 D?
4

jossa D = aukon halkaisija

Nikokentian pinta-ala (s):

nd?

4

jossa d = nikokentdn halkaisija.

Lasketaan kentin halkaisija (d) suoraan mittaamalla tai soveltaen seuraavia kaavoja:

it
S =55
G*K*x 4
jossa i = kentdn kerroin (8—24 okulaarin tyypin mukaan),
K = putken kerroin (1 tai 1,25),

G = objektiivin suurennos (100-kertainen, 40-kertainen jne.).

(2):sta saadaan:

K

Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen miira kenttda kohden (c).
Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen maird aukkoa kohden (C).

S
C=c-
S

Lasketaan tyypillisten fluoresoivien solujen miird konsentroidun uutteen millilitraa kohti (N):

1000
y

N = Cx x F

jossa y = konsentroidun uutteen maara (tilavuus) aukossa,

F

konsentroidun uutteen laimennuskerroin.

)
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Lisdys §

Aineistot ELISA-testid varten

Vikevyydeltddn kaksinkertainen karbonaattikiinnityspuskuri, pH 9,6

Na,CO3 6,36 g
NaHCO; 11,72 ¢
Tislattu vesi 1 litra

Liuotetaan ainesosat ja tarkastetaan pH. Jaetaan sopivaksi katsottaviin osiin.

Steriloidaan autoklavoimalla 121°C:ssa 15 minuutin ajan.

Natriumsulfiittia voidaan lisitd antioksidanttina siten, ettd sen lopulliseksi pitoisuudeksi tulee 0,2 %, jos

uute sisaltdd paljon aromaattisia molekyyleja.

10 x fosfaattipuskuroitu suolaliuvos (PBS), pH 7,4

NaCl 80 g
KH,PO, 2g
Na,HPO,x 12H,0 29¢g
KCl 2g
Tislattu vesi 1 litra

Liuotetaan ainesosat ja tarkastetaan pH. Jaetaan sopivaksi katsottaviin osiin.

Steriloidaan autoklavoimalla 121°C:ssa 15 minuutin ajan.

Fosfaattipuskuroitu suolaliuos — Tween (PBS-T)
10 x PBS 100 ml
10 % Tween 20:ta 5 ml
Tislattu vesi 895 ml

Estopuskuri (valmistettava juuri ennen kayttoa)

10 x PBS 10 ml
Polyvinylpyrolidine-44 000 MWT (PVP-44) 2g
10 % Tween 20:ta 0,5¢g
Maitojauhe 0,5¢g
Tislattu vesi 100 ml:aan
Emiksinen fosfataasisubstraattilivos, pH
Dietanoliamiini 97 ml
Tislattu vesi 800 ml

Sekoitetaan ja sdddetddn pH:ksi 9,8 vikevalla HCL1l4.

Taytetddan 1 l:ksi tislatulla vedella.

Lisitaan 0,2 g MgCl,:ta.

Liuotetaan 2x5 mg fosfataasisubstraattitablettia (Sigma) 15 ml liuosta kohden.

9,8
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Lisdys 6

Aineistot PCR-testia varten

Oligonukleotidialukejakso
Alukejakso OLI-1  5'-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3'
Alukejakso Y-2 5'CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’

Aineistoa varten: katso Seal ym. (1993).

Lisdys 7

Aineistot valikoivaa laimennussarjaa varten ja rikastustesti (-testeja)

Valikoiva SMSA-alusta (Engelbrecht 1994, sellaisena kuin se on Elphinstonen ym. muuttamana

1996)

Kasvualusta

Casaminohappoja (Difco) 1g
Bacto-peptoni (Difco) 10 g
Glyseroli 5 ml
Agar (Difco) 15¢
Tislattu vesi 1 litra

Valmistetaan puolen litran tilavuus alustaa yhden litran pulloihin.

Liuotetaan ainesosat ja tarkastetaan pH. Sdddetddn, tarvittaessa, pH:ksi 6,5 ennen autoklavoimista.
Ralstonia solanacearum kasvaa heikosti, jos alustan pH on yli 7,0. Steriloidaan autoklavoimalla 121 °C:ssa
15 minuutin ajan.

Jddhdytetddn 50 °C:seen.

Lisdtddn seuraavat ainesosat (kaikki Sigmalta), jotta saadaan mairityt lopulliset pitoisuudet:

Kristallivioletti 5 mg/l
Polymiksiini-B-sulfaatti 100 mg/l (noin 600 000 yksikkoa) Sigma P-1004
Basitrasiini (*) 25 mg/l (noin 1250 yksikkod) Sigma P-0125
Kloramfenikoli 5 mg/l Sigma C-3175
Penisilliini-G 0,5 mg/l (noin 825 yksikkod) Sigma P-3032
Tetratsoliumsuoloja 50 mg/l

Liuotetaan ainesosat 70-prosenttiseen etanoliin, jotta valmistetun alustan mairitilavuudelle saadaan annetut
pitoisuudet. Jotkut ainesosat, erityisesti polymiksiini-B ja kloramfenikoli, vaativat hieman limmitystd ja
ravistelua.

SMSA-ravintoliuos (Elphinstone ym., 1996)
Valmistetaan samalla tavoin kuin valikoiva SMSA-alusta, mutta ilman agaria ja tetrasoliumsuoloja.

Jaetaan 3 ml:n mairdosiin 30 mln vetoisiin kertakiyttdisiin Universal-putkiin.

(*) Basitrasiinipitoisuuden voi tarvittaessa korottaa 300 ppm:n suuruiseksi vihentimiin kontaminoivia saprofyyttisid
bakteereja vaikuttamatta Ralstonia solanacearum -kasvintuhoojan loytimiseen.
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LIITE 111

Kaikissa epdillyissd esiintymistapauksissa, joiden seulontakokeista on luettelossa olevan kasviaineiston
osalta saatu positiivinen tulos kayttden liitteessd II esitettyd asianmukaista menetelmaa tai kaikissa
muissa tapauksissa kdyttden jotain muuta virallisesti hyviksyttyd menetelmdd ja joille odotetaan
vahvistusta tai kumoamista kyseisen menetelman paatyttya, olisi sdilytettdva ja varastoitava asianmukai-
sissa olosuhteissa kyseisen menetelmin loppuun saattamiseen asti:

— jos mahdollista, erd tai osa eristd (josta ndyte on otettu) alkuperdisessi pakkauksessaan etiketilld
varustettuna,

— jos mahdollista, jiljelle jadvi osa naytteista,

— ylimdardinen uute ja seulontakoetta (-kokeita) varten valmistettu tdydentdvd aineisto, esimerkiksi
immunofluoresenssikokeita varten valmistetut levyt,

ja
— kaikki aiheeseen liittyvit asiakirjat.

Tapauksissa, joissa organismin esiintyminen on varmistunut, olisi sdilytettdvad ja varastoitava asianmu-
kaisissa olosuhteissa vihintddn kuukauden ajan 5 artiklan 2 kohdassa sdddetyn ilmoitusmenettelyn
jalkeen:

— 1 kohdassa tarkoitettu aineisto,

— tartunnan saanut tomaatti- tai munakoisondyte, joka on tarvittaessa inokuloitu mukula- tai
kasviuutteella, ja

— organismin eristetty viljelmi.
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LIITE 1V

Edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan i alakohdassa tarkoitetussa tutkimuksessa olisi tarvittaessa otettava
huomioon seuraavat tekijit:

i) tuotantopaikat,

ii)

ja

joilla viljelldin tai on viljelty perunoita, jotka polveutuvat samasta kloonista kuin organismin
saastuttamat perunat,

joilla viljellddn tai on viljelty tomaatteja, joiden alkuperd on sama kuin organismin saastuttamien
tomaattien,

joilla viljellddn tai on viljelty perunoita tai tomaatteja, jotka ovat virallisen valvonnan alaisina
organismin epdillyn esiintymisen vuoksi,

joilla viljellddn tai on viljelty perunoita, jotka polveutuvat samasta kloonista kuin perunat, joiden on
todettu kasvaneen organismin saastuttamissa tuotantopaikoissa,

joilla viljelldan perunoita tai tomaatteja, jotka sijaitsevat saastuneiden tuotantopaikkojen ldheisyy-
dessd mukaan lukien tuotantopaikat, jotka joutuvat tekemisiin samojen vilineiden tai tuotantotilojen
kanssa vilittomasti tai yhteisen yrittdjan valityksella,

joilla kdytetdan pintavettd kasteluun tai sumutukseen lihteestd, joka on vahvistettu tai jota epdillddn
organismin saastuttamaksi,

joilla kdytetddn pintavettd kasteluun tai sumutukseen lahteestd, jota kiytetidn myos organismin
saastuttamiksi vahvistetuilla tai epdillyilld tuotantopaikoilla,

joilla organismin saastuttamaksi vahvistettu tai epailty pintavesi tulvii tai on tulvinut,

pintavesi, jota kdytetddn kasteluun tai sumutukseen tai joka on tulvinut pellolla (pelloilla) tai
tuotantopaikalla (-paikoilla), joiden on vahvistettu olevan organismin saastuttamia.
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LIITE V

Edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iii alakohdassa ja ¢ alakohdan iii alakohdassa tarkoitetun
todennidkoisen saastunnan laajuuden maarittimiseen olisi tarpeen mukaan kuuluttava seuraavat tekijit:

— luettelossa oleva kasviaineisto, jota on viljelty 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan
mukaisesti saastuneeksi ilmoitetulla tuotantopaikalla,

— tuotantopaikka (-paikat), jotka ovat tuotantojarjestelmissd yhteydessd 5 artiklan 1 kohdan a alakoh-
dan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitettuun luettelossa olevaan kasviaineistoon, mukaan
lukien ne, jotka joutuvat tekemisiin samojen vilineiden tai tuotantotilojen kanssa vilittomasti tai
yhteisen yrittajan vilitykselld,

— luettelossa oleva kasviaineisto, joka on tuotettu edellisessd luetelmakohdassa tarkoitetulla tuotanto-
paikalla (-paikoilla), tai jotka ovat mainitulla (mainituilla) paikalla (paikoilla) aikana, jolloin
5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitettu luettelossa oleva
kasviaineisto oli ensimmaisessa luetelmakohdassa tarkoitetuissa tuotantopaikoissa,

— varastot, joissa on kisitelty luettelossa olevaa kasviaineistoa edelld mainituilta tuotantopaikoilta,

— kaikki koneet, ajoneuvot, siiliot, varastot tai ndiden osat sekd kaikki muut esineet, mukaan lukien
pakkaukset, jotka ovat voineet olla kosketuksissa 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan
mukaisesti saastuneeksi ilmoitetun luettelossa olevan kasviaineiston kanssa,

— luettelossa oleva kasviaineisto, joka on varastoitu johonkin edellisessd luetelmakohdassa tarkoitet-
tuun rakenteeseen tai esineeseen tai joka on ollut kosketuksissa niiden kanssa ennen kyseisten
rakenteiden ja esineiden puhdistamista ja desinfiointia,

— perunan osalta 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan i alakohdassa tarkoitettujen tutkimusten ja testien
jalkeen ne mukulat tai kasvit, jotka ovat samaa sisarus- tai vanhemmaiskloonialkuperdd, ja tomaatin
osalta kasvit, jotka ovat samasta lihteesti kuin 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan
mukaisesti saastuneeksi ilmoitettu luettelossa oleva kasviaineisto ja joiden saastunta ndyttdisi
todennikoiseltd samasta kloonista polveutumisen kautta, vaikka niiden testitulokset ovat negatiiviset
organismin osalta,

— edellisessd luetelmakohdassa tarkoitetun luettelossa olevan kasviaineiston tuotantopaikka (-paikat),

— luettelossa olevan kasviaineiston tuotantopaikka (-paikat), jossa kiytetidn 5 artiklan 1 kohdan
¢ alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitettua pintavettd kasteluun tai sumutukseen,

— pelloilla, joilla on tulvinut organismin saastuttamaksi vahvistettu pintavesi, tuotettu luettelossa oleva
kasviaineisto.

Edelli 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdassa ja 5 artiklan 1 kohdan ¢ alakohdan
iii alakohdassa tarkoitetun mahdollisen leviimisen mdirittamisessd on otettava huomioon seuraavat
tekijat:
i) § artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdan mukaisissa tapauksissa:
— muiden sellaisten tuotantopaikkojen liheisyys, joilla viljellddn luettelossa olevaa kasviaineistoa,
— siemenperunavarastojen yhteinen tuotanto ja kdytto,
— tuotantopaikat, joilla kiytetddn pintavettd luettelossa olevan kasviaineiston kasteluun tai sumu-
tukseen, jos kyseessi olevissa tapauksissa 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan

mukaisesti saastuneeksi ilmoitetulta tuotantopaikalta (-paikoilta) on tai on ollut vaarana valua
pintavettd tai jos sielld on tai on ollut tulvimisvaara.

ii) 5 artiklan 1 kohdan c alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetun pintaveden
osalta:

— tuoantopaikka (-paikat), jo(i)ssa tuotetaan luettelossa olevaa kasviaineistoa ja joka sijaitsee
saastuneeksi ilmoitetun pintaveden liheisyydessa tai jossa esiintyy sen tulvimisen uhka,

— kaikki erilliset kastelualtaat, jotka ovat yhteydessd saastuneeksi ilmoitettuun pintaveteen.
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Yksityiskohtaisiin, § artiklan 2 kohdan ensimmadisessd alakohdassa tarkoitettuihin ilmoittamista koske-
viin sddntoihin kuuluu:

— tapauksen mukaan 4 artiklan mukaisen epdillyn esiintymistapauksen ilmoituspiivd sekd 5 artiklan
mukaisen niytteenottopdivamaarit ja 5 artiklan mukainen vahvistus organismin esiintymisesta,

— tiedot ilmoitetusta saastunnasta ja alueen maarittiminen.

Yksityiskohtaisiin, 5 artiklan 2 kohdan ensimmadisessd alakohdassa tarkoitettuihin ilmoittamista koske-
viin tdydentdviin sdantoihin kuuluu:

— kaikkien saastuneiksi ilmoitettujen perunaldhetysten tai -erien osalta direktiivin 77/93/ETY 7 tai
8 artiklassa sdddetyt todistukset ja, tapauksen mukaan, passin numero tai perunantuottajien,
yhteisvarastojen ja lihetyskeskusten rekisterinumero,

— kaikkien saastuneiksi ilmoitettujen tomaattilihetysten tai -erien osalta direktiivin 77/93/ETY 7 tai
8 artiklassa sdddetyt todistukset ja passin numero direktiivin 77/93/ETY liitteessi V olevan A osan

I jakson 2.2 kohdan luettelon mukaisesti,

— lajikenimitys ja luokka siemenperunavarastojen osalta ja jos mahdollista, myos kaikissa muissa
tapauksissa,

— vahvistettua esiintymistid koskevat muut vastaavat tiedot, joita komissio voi vaatia.
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4.1.

LIITE VI

Edelld 6 artiklan 1 kohdassa tarkoitettuja toimenpiteitd ovat:
— polttaminen, tai

— kaytto eldinten rehuksi sellaisen limpokasittelyn jilkeen, jolla varmistetaan ettei organismi jda
henkiin, tai

— syvihautaamalla ne jitteiden kasittelypaikkaan, josta ne eivdt voi valua maatalousmaahan tai
joutua kosketuksiin sellaisten vedensaantilihteiden kanssa, joita voitaisiin kdyttia maatalousmaan
kasteluun, tai

— teollinen kasittely toimittamalla suoraan ja valittomasti sellaiselle kaisittelylaitokselle, jolla on
kaytettdvissddn tdman direktiivin liitteen VII médaraysten mukaiset virallisesti hyviksytyt jatteiden-
havitystilat ja -laitteet, tai

— muut toimenpiteet, jos on todettu, ettd ne eivit voi aiheuttaa tunnistettavaa organismin leviimis-
vaaraa; nima toimenpiteet on viipymadttd ilmoitettava komissiolle ja muille jisenvaltioille.

Kyseisen jdsenvaltion (-valtioiden) vastuullisten toimivaltaisten viranomaisten valvonnan alaista 6 ar-
tiklan 2 kohdassa tarkoitetun luettelossa olevan kasviaineiston asianmukaista kayttod tai havittdmista
on, edellyttden, ettid toimivaltaisten viranomaisten vililld toimii asianmukainen tiedonvaihto jatkuvan
valvonnan varmistamiseksi ja ettd jasenvaltion vastuullinen toimivaltainen viranomainen on hyviksy-
nyt ensimmdisessd ja toisessa luetelmakohdassa tarkoitetut jatteidenhdvitystilat ja -laitteet paikoissa,
joissa perunat on tarkoitus pakata tai jalostaa, seuraava:

i) perunan mukuloiden osalta:

— niiden kdytto kulutukseen tarkoitettuina ruokaperunoina, jos ne on pakattu paikoissa, joissa
on kiytettavissd asianmukaiset jitteidenhdvitystilat ja -laitteet, ja jos ne ovat valmiita suoraan
toimitettavaksi ja kaytettdvaksi ilman uudelleen pakkaamista ja jos ne on tarkoitettu talla
tavoin suoraan toimitettavaksi ja kaytettavaksi, tai

— niiden kdytto teolliseen kisittelyyn tarkoitettuina ruokaperunoina, jos ne toimitetaan suoraan
ja vilittomasti sellaiselle kisittelylaitokselle, jolla on kidytettdvissidn asianmukaiset jitteidenha-
vitystilat ja -laitteet, tai

— mikd tahansa muu kiyttd tai hivittiminen, jos on todettu, ettd se ei aiheuta tunnistettavaa
organismin levidmisvaaraa ja jos se on saanut mainittujen vastuullisten toimivaltaisten viran-
omaisten hyviksynnin. Nimi toimenpiteet on viipymaittd ilmoitettava komissiolle ja muille
jasenvaltioille.

ii) muiden kasvin osien osalta, varsien ja lehtien jitteet mukaan luettuina,
— haévittiminen, tai

— mikd tahansa muu kadytt6 tai hdvittiminen, jos on todettu, ettid se ei aiheuta tunnistettavaa
organismin levidmisvaaraa; nima toimenpiteet on ilmoitettava komissiolle ja muille jasenval-
tioille.

Asianmukaiset 6 artiklan 3 kohdassa tarkoitettujen esineiden puhdistamismenetelmit ovat pesu ja
tarvittaessa desinfioiminen siten, ettd ne eivit aiheuta tunnistettavaa organismin leviamisvaaraa; niitd
on kiytettiavi jasenvaltioiden vastuullisten viranomaisten valvonnassa.

Toimenpiteisiin, jotka jasenvaltioiden on toteutettava 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdan ja
¢ alakohdan iii alakohdan mukaisesti vahvistetu(i)lla ja 6 artiklan 4 kohdassa tarkoitetu(i)lla alueella
(alueilla) on kuuluttava seuraavat toimenpiteet:

Edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneiksi ilmoitettujen tuotanto-
paikkojen tapauksissa:

a) edella 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetulla pellolla
tai katteen alla kasvatettujen satokasvien tuotantoyksikossi, joko
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i) ilmoitettua saastuntaa seuraavien vihintddn neljan kasvuvuoden aikana:

— toteutetaan toimenpiteitd ylivuotisten peruna- ja tomaattikasvien ja muiden organismin

tai

isintikasvien, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina, hivittimiseksi, ja

ei istuteta eikd kylveti:

— perunan mukuloita tai kasveja,

— tomaatin kasveja tai siemenid,

— organismin biologia huomioon ottaen,
— muita isidntikasveja,

— Brassica-sukuisia kaaleja, joiden osalta on olemassa tunnistettava vaara, ettd orga-
nismi sdilyy hengissa,

— satokasveja, joiden osalta on olemassa tunnistettava organismin levidmisvaara,

edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua ajanjaksoa seuraavan ensimmadisen perunoiden tai
tomaattien korjuukauden aikana ja edellyttien, ettd pelto on todettu vidhintidn kahden
perittiisen kasvuvuoden aikana ennen istuttamista vapaaksi ylivuotisista perunan tai
tomaatin kasveista tai muista isintikasveista, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina,

— perunoiden osalta istutetaan virallisesti sertifioituja siemenperunoita ainoastaan ruoka-
perunoiden tuottamiseksi,

— suoritetaan 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti virallinen tutkimus, johon kuuluu myo6s
testaus,

edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua korjuukautta seuraavan perunoiden tai tomaattien
korjuukauden aikana ja sopivan viljelykierron jilkeen perunoiden osalta istutetaan
virallisesti sertifioitua siemenperunaa siemenen tai ruokaperunan tuottamiseksi ja perunoi-
den ja tomaattien osalta suoritetaan virallinen tutkimus 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti,

i) ilmoitettua saastuntaa seuraavien viiden kasvuvuoden aikana:

— toteutetaan toimenpiteitd ylivuotisten perunan ja tomaatin kasvien sekd muiden organismin

isintikasvien, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina, hivittimiseksi,

pelto jdtetiin avokesannoksi ja siti pidetdin ensimmadisten kolmen vuoden ajan joko
avokesantona tai viljalla tunnistetusta vaarasta riippuen tai se jdtetddan pysyvisti laitumeksi,
jolloin sitd joko niitetddn usein ja matalaan tai laidunnetaan tehokkaasti, tai se pidetdin
nurmella siementuotantoa varten, minki jilkeen seuraavien kahden vuoden ajan siinid
viljellddn muita kuin organismin isintikasveja, joista ei aiheudu tunnistettavaa organismin
sdilymis- tai levidmisvaaraa,

edellisessd luetelmakohdassa tarkoitettua korjuukautta seuraavan ensimmadisen perunoiden
tai tomaattien korjuukauden aikana,

— perunoiden osalta istutetaan virallisesti sertifioitua siemenperunaa joko siemenen tai
ruokaperunan tuottamiseksi,

ja suoritetaan 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti virallinen tutkimus, johon kuuluu myos
testaus,

b) muilla pelloilla:

— todettua saastuntaa seuraavan kasvuvuoden aikana:

— yhtddn perunan mukulaa, kasvia tai muuta organismin isintikasvia ei istuteta tai kylvetd ja

tarvittaessa toteutetaan toimenpiteitd ylivuotisten perunan ja tomaatin kasvien ja muiden
isantikasvien, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina, hivittimiseksi, tai

— perunan mukuloiden osalta istutetaan virallisesti sertifioitua siemenperunaa ainoastaan

ruokaperunan tuottamiseksi edellyttiden, etti on todettu vastuullisia toimivaltaisia viran-
omaisia tyydyttivilli tavalla, ettd ylivuotisista perunan ja tomaatin kasveista ja muista
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organismin isdntikasveista, koisokasvien rikkakasvit mukaan luettuina, ei ole vaaraa.
Kasvustot tarkastetaan sopivina ajankohtina ja ylivuotiset perunakasvit testataan organis-
min esiintymisen selvittdmiseksi; lisdksi perunoiden osalta tarkastetaan korjatut mukulat.

— ensimmaisessi luetelmakohdassa tarkoitettua kasvuvuotta seuraavan ensimmadisen kasvuvuoden
aikana,

— perunoiden osalta istutetaan ainoastaan virallisesti sertifioituja siemenperunoita joko sieme-
nen tai ruokaperunan tuottamiseksi,

— ainakin toisen ensimmaisssi luetelmakohdassa tarkoitettua kasvuvuotta seuraavan kasvuvuoden
aikana,

— perunoiden osalta istutetaan ainoastaan virallisesti sertifioituja siemenperunoita tai
virallisesti sertifioiduista siemenperunoista virallisen valvonnan alaisina kasvatettuja siemen-
perunoita joko siemenen tai ruokaperunan tuottamiseksi,

— edellisissd alakohdissa tarkoitettujen kasvuvuosien aikana toteutetaan toimenpiteitd ylivuotisten
perunan tai tomaatin kasvien ja muiden organismin isintikasvien, koisokasvien rikkakasvit
mukaan luettuina, hdvittimiseksi ja suoritetaan virallinen tutkimus 2 artiklan 1 kohdan
mukaisesti, ja siementuotantoa varten istutettujen siemenperunoiden osalta suoritetaan muku-
loiden testaus,

vilittomasti 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisen saastunnan toteamisen
jalkeen ja kaikkien seuraavien kasvuvuosien aikana ensimmdiiseen a kohdassa esitettyjen yksityis-
kohtaisten sadntojen mukaisesti hyviaksyttyyn perunan tai tomaatin korjuukauteen asti ja kyseinen
kausi mukaan lukien saastuneiksi ilmoitetu(i)lla pellolla (pelloilla):

— kaikki tuotantopaikan koneet ja varastotilat, joita kdytetidn perunan ja tomaatin tuotantoon,
puhdistetaan ja tarvittaessa desinfioidaan sopivin menetelmin 3 kohdan mukaisesti,

— kastelu- ja sumutusohjelmia seki niiden kieltoa koskevia virallisia tarkastuksia on tarvittaessa
toteutettava organismin leviimisen estimiseksi,

edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetussa, katteen
alla kasvatettujen satokasvien yksikossd, jossa kasvualustan korvaaminen kokonaan on mahdollis-
ta:

— mukuloita tai kasveja tai muita organismin isintikasveja, tomaattikasvit ja tomaatin siemenet
mukaan luettuina, saa istuttaa tai kylvdd ainoastaan, jos kyseinen yksikké on virallisessa
valvonnassa olevien toimenpiteiden alainen, joiden tarkoituksena on organismin ja kaikkien
isantakasviaineistoon kuuluvien kasvien hivittiminen, mukaan lukien vihintiin kasvualustan
vaihtaminen kokonaan seka kyseisen yksikon ja kaikkien vilineiden puhdistus ja tarvittaessa
desinfiointi, ja jos vastuulliset viranomaiset ovat timéin seurauksena hyviksyneet sen perunan
tal tomaatin tuotantoon, ja

— perunantuotannossa perunoita tuotetaan virallisesti sertifioiduista siemenperunoista tai
testatuista lihteistd olevista minimukuloista tai mikrokasveista;

— kastelu- ja sumutusohjelmia sekd niiden kieltoa koskevia virallisia tarkastuksia on toteutettava
tarvittaessa organismin leviamisen estimiseksi.

4.2. Rajoittamatta 4.1. kohdassa lueteltujen toimenpiteiden soveltamista, jdsenvaltioiden on miiritetyn

alueen sisilla:

a)

vilittdmasti todetun saastunnan jilkeen ja sen jilkeen vihintddn kolmen kasvuvuoden ajan:

aa) edelld 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iv alakohdan mukaisesti maaritetyn alueen osalta:

— madrdttdva vastuulliset viranomaiset valvomaan tiloja, joissa harjoitetaan perunan muku-
loiden tai tomaattien viljelyd varastointia tai kisittelyd, seka niiden yritysten tiloja, jotka
kayttavidt perunan- tai tomaatintuotannossa koneita sopimuksen perusteella,

— vaadittava niiden tilojen koneiden ja varastojen puhdistusta ja tarvittaessa desinfiointia
3 kohdassa tarkoitetuilla asianmukaisilla menetelmilli,
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— vaadittava, ettd kyseisen alueen kaikki perunasadot istutetaan ainoastaan sertifioitua
siementd kayttden tai virallisen valvonnan alaisena kasvatettua siementi ja ettd korjuun
jilkeen testataan 5 artiklan 1 kohdan a alakohdan iii alakohdan mukaisesti mahdollisesti
saastuneiksi mairitellyilld tuotantopaikoilla kasvaneet siemenperunat,

— vaadittava, ettd kaikissa alueella sijaitsevissa tiloissa siemenperuna ja ruokaperuna kisitel-
lddn erikseen,

— toteutettava viralliset tutkimukset 2 artiklan 1 kohdan mukaisesti,

ab) edelli 5 artiklan 1 kohdan ¢ alakohdan ii alakohdan mukaisesti saastuneeksi ilmoitetun tai
liitteessda V olevan 2 kohdan mukaisesti organismin mahdollisen leviimisen mairittimisessi
huomioon otettaviin tekijoéihin kuuluvan pintaveden osalta:

— toteutettava soveltuvina ajankohtina vuosittainen tutkimus, joka kisittid niytteenoton
pintavedestid sekd asiaankuuluvista isintikoisokasveista soveltuviin vedensaantilihteisiin
liittyen sekd testauksen

— luettelossa olevan kasviaineiston osalta liitteessi II oleva asianmukaisen menetelmin
mukaisesti,

— muissa tapauksissa muun virallisesti hyviksytyn menetelmin mukaisesti,

— toteutettava virallisia tarkastuksia, jotka koskevat kastelu- ja sumutusohjelmia seka
saastuneeksi ilmoitetun veden luettelossa olevan kasviaineiston kasteluun ja sumutukseen
tarkoitettua kadyttod koskevaa kieltoa ja tarvittaessa muita isdntdkasveja organismin
levidmisen estimiseksi. Kieltoa voidaan tarkistaa mainitussa vuosittaisessa tutkimuksessa
saatujen tulosten perusteella,

— saastuneiden nestemiisten jitepddstdjen osalta toteutettava virallisia tarkastuksia, jotka
koskevat luettelossa olevaa kasviaineistoa kisittelevien teollisten jalostus- ja pakkauslaitos-
ten jatteiden havittimisti.

b) laadittava tarvittaessa ohjelma kaikkien siemenperunavarastojen korvaamiseksi sopivan ajanjakson
kuluessa.
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LIITE VII

Liitteessda VI olevan 1 kohdan neljannessa luetelmakohdassa tarkoitettujen virallisesti hyviksyttyjen jdttei-
denhivitystilojen ja -laitteiden on oltava seuraavien maardysten mukaisia, siten ettd organismin leviimisen
vaara viltetdan:

i)

ii)

perunoiden ja tomaattien kisittelyjite (mukaan lukien poisheitetyt perunat, kuoret ja tomaatit) seki
kaikki muut perunoista ja tomaateista perdisin olevat kiinteét jatteet on havitettivi, joko
p J p J 5 )

— syvihautaamalla ne jitteiden kasittelypaikkaan, josta ne eivit padse valumaan maatalousmaahan tai
joudu kosketuksiin sellaisten vedensaantildhteiden kanssa, joita voitaisiin kdyttid maatalousmaan
kasteluun. Jitteet on kuljetettava suoraan paikkaan sellaisissa siilivissd, ettd jdtteiden valumisen
uhkaa ei esiinny, tai

— polttamalla.

nestemdinen kisittelyjite: ennen havittimistd nestemdinen jite, joka sisiltdd suspendoituneita kiintoai-
neita, on suodatettava tai laskeutettava kiintoaineen poistamiseksi. Kiintoaineet on havitettiva i alakoh-
dassa mairitylld tavalla.

Tamain jalkeen nestemdinen jite joko:

— kuumennetaan vihintaan 70°C:seen vihintddn 30 minuutin ajaksi ennen havittimista,
tai

— hévitetddn muulla virallisesti hyviksytylld tavalla virallisen valvonnan alaisena siten, ettd jite ei voi
joutua kosketuksiin maatalousmaan tai sellaisten vedensaantilahteiden kanssa, joita voitaisiin kayttaa

maatalousmaan kasteluun. Tdhin liittyvdt yksityiskohdat on ilmoitettava muille jasenvaltioille ja
komissiolle.




