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Specific scope 
This standard describes the production of pathogen-tested material of 
Malus, Pyrus and Cydonia. 

Specific approval and amendment 
First approved in 1990-09 as part of EPPO Standard PM 4/1. 
Approved as a separate standard in 1999-09. 

The certification scheme for pathogen-tested material of varieties and 
rootstocks of Malus, Pyrus and Cydonia provides detailed guidance 
on the production of grafted fruit trees (varieties), vegetatively 
propagated rootstocks and seedling rootstocks. The scheme is also 
suitable for the certification of ornamental plants of these genera. 

Plant material produced according to this certification scheme is 
derived from nuclear stock plants that have been tested and found 
free from specified pathogens, and produced under conditions mini- 
mizing infection by other major pathogens of the genera concerned. 
Certified fruit-tree material for export should in any case satisfy the 
phytosanitary regulations of importing countries, especially with 
respect to any of the pathogens covered by the scheme that are also 
quarantine pests. The scheme is presented according to the general 
sequence proposed by the EPPO Panel on Certification of Fruit Crops 
and adopted by EPPO Council (OEPPEPPO, 1992a). 

Outline of the scheme 

For the production of certified varieties and rootstocks of Malus, 
Pyrus and Cydonia, the following successive steps should be taken. 
1 Selection for pomological quality: individual plants of each spe- 
cies, mtstock type or variety’ to be taken into the scheme are selected. 
Alternatively, virus-free starting material is imported from other counhies. 

’ In this scheme, the terms variety and rootstocks are used in the 
traditional fruit-growing sense: the variety is the scion cultivar, while the 
rootstock may be a cultivar or a species. 

Champ d’application spbifique 
Cette norme dkr i t  la certification sanitaire de mattriel de Malus, 
Pyrus et Cydonia. 

Approbation et amendement spbifiques 
Premitre approbation en 1990-09, en tant que partie constituante de la 
Norme OEPP PM 4/1. Norme stparte approuvte en 1999-09. 

Le. schtma de certification sanitaire des varitt6s et porte-greffe de 
Malus, Pyrus et Cydonia donne des d6tails sur la production d’arbres 
fruitiers greffts (varittts), de porte-greffe multiplits par voie vigt- 
tative et de porte-greffe issus de semence. Le schema s’applique 
tgalement aux plantes omementales appartenant i ces genres. 

Le mat6riel vtgttal produit selon ce schtma de certification est issu 
de plantes du stade initial qui ont 6t6 testCes et trouvkes indemnes de 
certains pathogtnes prtcists; ces plantes ont Bgalement BtC produites 
dans des conditions minimisant les infections par les autres patho- 
genes majeurs du genre concemt. Le mattriel certifit d’arbres 
fruitiers destint B I’exportation doit, dans tous les cas, rtpondre aux 
exigences phytosanitaires des pays importateurs, en particulier pour 
ce qui conceme les pathogenes couverts par le schema qui sont 
tgalement des organismes de quarantaine. Le schCma est prtsentt 
selon le plan gtntral accept6 par le Groupe d’experts OEPP sur la 
certification sanitaire des cultures fruitibres et adopt6 par le Conseil de 
I’OEPP (OEPPEPPO, 1992a). 

Vue d’ensembie 

Pour produire des arbres fruitiers et des porte-greffe certifits de 
Malus, Pyrus and Cydonia, les itapes suivantes doivent &tre suivies. 
1 Stlection pour qualiti pomologique: des plantes individuelles sont 
stlectionn6es pour chaque esgce,  type de porte-greffe ou varittt’ i 
introduire dans le schema ou, tventuellement, du mattriel de depart 
indemne de virus est import6 d’autres pays. 

’Dans ce schCma, les termes ‘varitt6’ et ‘porte-greffe’ sont utilisis dans le 
sens couramment employ6 en arbonculture: la vari6tt correspond au 
cultivar du scion, alors que le porte-greffe peut Etre un cultivar ou une 
espbce. 
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240 Certification schemes 

2 Production of nuclear stock: candidate nuclear stock plants are 
established by budding or grafting this material onto rootstocks of 
nuclear stock status. The plants are kept under conditions ensuring 
freedom from infection. The candidate nuclear stock is tested by the 
most rigorous procedures in the scheme. Alternatively, virus-free 
plants (candidate nuclear stock) are produced by heat treatment 
followed by testing. Only candidate nuclear stock plants that have 
met all requirements are promoted to nuclear stock plants. 

3 Maintenance of nuclear stock: nuclear stock plants are maintained 
under conditions ensuring freedom from infection by root contact, 
pollen or aerial vectors, with retesting as appropriate. 

4 Production of propagation stock: propagation stock is produced 
from nuclear stock material in as few steps as possible under condi- 
tions ensuring freedom from infection, with retesting as appropriate. 

5 Production of certified plants: certified plants are produced by 
grafting propagation stock material onto rootstocks of at least 
propagation stock standard. 

Throughout the whole procedure, care should be taken to maintain 
the pomological characters of the originally selected plants. Checks 
should be built in for possible mutations or back mutations, especially 
for varieties. The scheme is represented diagrammatically in Figs 1 
and 2. 

The certification scheme should be carried out by an official 
organization or by an officially registered, specialized establishment 
satisfying defined criteria (OEPPEPPO, 1993). The admission criteria 
for establishments performing the last phase of production (5) are less 
stringent than for stages 1-4. 

All tests and inspections during production should be recorded. If the 
stages of the certification scheme are conducted by a registered nursery, 
certification will be granted by the official organization on the basis of 
the records of the tests and inspections performed during production, 
and of visual inspections to verify the apparent health of the stock. 

1. Selection of candidates for nuclear stock 

Varieties 

One or more fruiting trees, with typical agronomic characters, of each 
variety to be taken into the scheme should be selected in orchards and/ 
or from pomological field trials. Alternatively, virus-free starting 
material may be imported from other countries. Material imported 
from outside the EPPO region should also be tested by methods 
recommended by the International Society for Horticultural Science 
(ISHS) (see Appendix 11) for all other viruses occurring naturally in 
the genus concerned in the region of origin. 

Vegetatively propagated rootstocks 

Healthy-looking, vigorous and well-rooted individual plants of known 
agronomic characters of each rootstock type to be taken into the 
scheme should be selected in different stoolbeds or stoolbusbes. 
Alternatively, virus-free starting material may be imported from 

2 Production du stade initial: les plantes candidates au stade initial 
sont formtes par Ccussonnage ou greffage sur des porte-greffe ayant 
le statut du stade initial. Ces plantes sont maintenues dans des 
conditions garantissant I’absence d’infection. Les plantes candidates 
sont testtes B I’aide des proctdures les plus rigoureuses du schtma. 
Alternativement, les plantes indemnes de virus (candidates) sont 
produites par thermothtrapie, suivie de tests. Seules les plantes 
candidates au stade initial qui respectent toutes les exigences peuvent 
Ctre considtries c o m e  du stade initial. 
3 Maintien du stade initial: les plantes du stade initial sont maintenues 
dans des conditions garantissant I’absence de contamination par les 
contacts racinaires, le pollen ou les vecteurs aCriens, avec des tests 
suppltmentaires si ntcessaire. 
4 Production du stade de propagation: les plantes du stade de 
propagation sont produites B partir du stade initial avec le moins 
d’ttapes possibles dans des conditions garantissant I’absence 
d’infection, avec des tests suppltrnentaires si ntcessaire. 
5 Production des plantes certifites: les plantes certifites sont 
produites en greffant du mattriel issu du stade de propagation 
sur des porte-greffe ayant au moins le statut de stade de propaga- 
tion. 

Tout au long de la proctdure, des precautions doivent itre prises 
pour conserver les caracttristiques pomologiques des plantes sblec- 
tionntes B l’origine. Des contrBles doivent porter sur d’tventuelles 
mutations ou rtversions, surtout pour les varittts. Le schtma est 
reprtsenti 8 la Fig. 1 et 2. 

Le schtma de certification doit itre rialist par une organisation 
officielle, ou par un ttablissement sptcialisi agrit,  rtpondant B un 
certain nombre de crittres donnts (OEPPEPPO, 1993). Les crittres 
d’admission sont moins stricts pour les ttablissement rialisant la 
derniire phase de production (5) que pour les stades 1-4. 

Tous les tests et inspections rialists au cours de la production 
doivent itre notts. Si les stades du schtma de certification sont conduits 
par une ptpinitre agrtie, la certification sera accordte par l’organisa- 
tion officielle en se basant SUI les documents relatifs aux tests et aux 
observations r ta l i i s  pendant la production, et sur des inspections 
(visuelles) de certification visant B vtrifier I’ttat sanitaire du mattriel. 

1. Selection de plantes candidates au stade 
initial 

Varietes 

Un certain nombre d’arbres en production ( I  ou plus) prksentant les 
caract2res agronomiques typiques de chaque varittt B prendre en 
compte dans le schtma est silectionnt dans differents vergers et/ou 
dans des parcelles d’essais pomologiques. Alternativement, du matt- 
riel indemne de virus est import6 d’autres pays. Le mattriel importi 
de I’exttrieur de la rigion OEPP doit Ctre test6 par des mtthodes 
recommandtes par I’ISHS (International Society for Horticultural 
Science) (voir annexe 11) pour tous les autres virus prtsents naturelle- 
ment dans le genre de l’arbre fruitier concern6 dans la rigion 
d’origine. 

Porte-greffe multiplies par voie vegetative 

Des plantes d’apparence saine, vigoureuses et bien racintes prtsen- 
tant les caractires agronomiques typiques de chaque type de porte- 
greffe B prendre en compte dans le schtma sont silectionntes dans 
difftrentes parcelles de multiplication de porte-greffe. Alternative- 
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Fig. 1 Diagram of the stages in the certification scheme for Malus, Pyrus and Cydonia: scion material 
Diagramme des stades du schtma de certification de Malus, Pyrus et Cydunia: varittts 
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Fig. 2 Diagram of the stages in the certification scheme for Mulus, Pyrus and Cydonia: rootstocks 
Diagramme des stades du schCma de certification de Malus. Pyrus et Cydonia: porte-greffe 
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Pathogen-tested material of Malus, Pyrus and Cydonia 243 

other countries. Material from outside the EPPO region should be 
tested as for varieties (above). 

Seedling rootstocks 

Seeds of Mulus, Pyrus and Cydonia are considered to be virus-free. 
However, selected trees for the production of seeds should be free from 
virus symptoms and should preferably be chosen in areas known to be 
free from fruit tree viroids. They should be known to produce uniform 
progeny, or else this should be investigated. When germinated, the 
seedlings should be grown to suitable size under conditions similar to 
those for varieties and vegetatively propagated rootstocks of either 
nuclear stock (see point 3) or propagation stock (see point 4) 

2. Production of nuclear stock 

Varieties 

General procedure 
Propagation material of the pomologically selected trees is collected 
and budded or grafted onto nuclear stock rootstocks. These plants 
(potted candidate nuclear stock plants) should, during the period of 
testing, be kept under conditions ensuring freedom from infection by 
root contact, pollen or aerial vectors. They should be grown in 
sterilized growing medium. The individual Candidate nuclear stock 
plants should be tested for the viruses, phytoplasmas and virus-like 
diseases specified in Table 1 by the methods mentioned in Appendices 
I and 11. Only if the candidate nuclear stock plant gives a negative test 
result for all the pathogens listed in Table 1 can it be promoted to 
nuclear stock and transferred to the nuclear stock collection. 

Sanitation procedure 
For varieties for which none of the selected trees gave a negative test 
result, material should be prepared for heat treatment by budding or 
grafting propagation material onto a number of potted rootstocks. 
These plants should then be heat-treated (Appendix 111) and the newly 
produced plants (in general, shoot tip grafts) tested after one growing 
season, which allows time for any possible virus present to develop. 
For eliminating viroids, heat treatment alone is not always effective, 
and it may therefore be necessary to use alternative methods (Appen- 
dix 111). Only plants giving a negative test result can be promoted to 
nuclear stock and transferred to the nuclear stock collection. 

If, for a given variety, it is likely that all candidate nuclear stock 
plants are infected with viruses, time can be saved by omitting the first 
testing and proceeding directly to heat treatment. 

Vegetatively propagated rootstocks 

General procedure 
Individual plants or cuttings should be selected and grown either on 
their own roots or budded or grafted onto an easily distinguishable 
rootstock type. These potted candidate nuclear stock plants should be 

rnent, du mattriel indemne de virus est import6 d’autres pays. Le 
matiriel importe de I’exttrieur de la rtgion OEPP doit &tre test6 
comme pour les varittts (ci-dessus). 

Porte-greffe issus de Semence 

Les semences de Mulus, Pyrus et Cydonia sont considtrtes comme 
Ctant indemnes de virus. Cependant, les arbres stlectionnts pour la 
production de semence doivent itre exempts de s y m p t h e s  de virus et 
doivent de prtftrence se trouver dans des rtgions indemnes de 
viroides des arbres fruitiers. La production d’une descendance uni- 
forme doit itre connue, ou cela doit dtre virifit. Aprks germination, 
les plantes sont amentes B la taille adiquate dans les mCmes condi- 
tions que les varittts ou les porte-greffe multiplits par voie vigttative 
et sont destintes au stade initial (voir point 3) ou au stade de 
propagation (voir point 4). 

2. Production du stade initial 

Varietes 

Procidure ginirale 
Le mattriel de propagation est prtlev6 sur les arbres silectionnts pour 
leurs qualit& pomologiques, et tcussonni ou grefft sur des porte- 
greffe de stade initial. Ces plantes (plantes en pot candidates au stade 
initial) sont maintenues pendant la $node de test dans des conditions 
garantissant l’absence de contaminations par les contacts racinaires, 
le pollen ou les vecteurs driens. Elks doivent &tre cultivtes dans un 
milieu de culture sttrilisi. Les plantes candidates au stade initial 
doivent dtre testees pour les virus, phytoplasmes et maladies analo- 
gues aux virus indiquts au tableau 1, par les mCthodes mentionntes 
aux annexes I et 11. Une plante candidate peut etre considtrte comme 
du stade initial et transfer& dans la collection de stade initial 
seulement si e lk  donne des rtsultats ntgatifs pour tous les pathogknes 
du tableau 1. 

Prockdure d’amflioration sanitaire 
Lorsqu’aucun des arbres stlectionnts pour une varittt donnie ne donne 
des n5sultats ntgatifs aux tests, prkparer le mattriel pour thermothirapie 
en Bcussonnant ou greffant du mattriel de multiplication SUT des porte- 
greffe en pots. Ces plantes sont alors traittes B la chaleur (annexe In) et 
les plantes obtenues sont testks (en gtntral par greffe d’apex) aprks 
une ptriode de vtgttation, ce qui permet aux virus prtknts de se 
divelopper. La thermothirapie seule n’est pas totalement efficace pour 
tliminer les viroydes, et il peut dtre nkessaire d‘utiliser des mtthodes 
alternatives (annexe III). Seules les plantes qui donnent un resultat 
ntgatif aux tests poumnt dtre consid6rks comme du stade initial et 
transplant6es dans la collection de stade initial. 

Si pour une varibti donnte on s’attend B ce que toutes les plantes 
candidates soient infecttes par un virus, on peut gagner du temps en 
n’effectuant pas le premier test et en passant directement B la 
thermothtrapie. 

Porte-greffe multiplies par voie vegetative 

Procidure ginirale 
Les plantes ou boutures individuelles sont stlectionntes et cultivtes, 
soit autoracinks, soit grefftes sur un type de porte-greffe facilement 
reconnaissable. Ces plantes (plantes en pot candidates au stade initial) 
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Table 1. Pathogens in the EPPO region requiring tests in the certification scheme* 
Pathogbnes prisents dans la rigion OEPP et devant itre test& dans le schema de certification* 

Host/Plante-h8te Type of pathogen/ Type de pathogbne NameMom 

Malus spp. Viruses/Virus 

Phytoplasmas/Phytoplasmes 
Virus-like diseases/Analogues aux virus 

Viroids/ViroMes 

fyrus and/et Cvdonia spp. VirusesNirus 

PhytoplasmasPhytoplasmes 
Virus-like diseases/Analogues aux virus 

ViroidsNiroIdes 

Apple chlorotic leaf spot trichovirus 
Apple mosaic ilarvirus 
Apple stem-grooving capillovirus 
Apple stem-pitting foveavirus 
Apple proliferation phytoplasma 
Rubbery wood, flat limb 
Horseshoe wound 
Fruit disorderslSur fruits: chat fruit, green crinkle, bumpy fruit 
of Ben Davis, rough skin, star crack, russet ring, russet wart 
Apple scar skin viroidt 

Apple chlorotic leafspot trichovirus 
Apple stem-grooving capillovirus 
Apple stem-pitting foveavirus 
Pear decline phytoplasma 
Bark split, bark necrosis 
Rough bark 
Quince sooty ringspot (probably caused by ASPV) 
Pear stony pit (probably caused by ASPV) 
Rubbery wood, quince yellow blotch 
Pear blister canker viroid 

Acronym 

ACLSV 
ApMV 
ASGV 
ASPV 
AP 

ASSVd 

ACLSV 
ASGV 
ASPV 
PD 

PBCVd 
~ ~ 

*The virus-like diseases listed are distinct symptoms whose causal agent is not known or, at most, only suspected. For other distinct symptoms that are now 
known to be caused by some of the pathogens listed, see Appendix 11. 
Les maladies dites analogues aux virus listies sont des symptdmes distincts dont I’agent causal n’est pas connu ou est, au plus, soupqonni. Voir I’annexe I1 
pour les autres sympt6mes distincts dont on sait disormais qu’ils sont provoqu6s par certains pathogknes list6s. 
t Apple dimple fruit viroid (ADFVd) belongs to the same genus as ASSVd. It has been found only once near Naples (IT), and insufficient information is 
available on testing to include i t  in  this scheme. 
Apple dimple fruit viroid (ADFTd) appartient au m h e  genre qu’ASSVd. 11 a it6 trouvt une seule fois prbs de Napoli (IT) et les informations sur les tests 
sont insuffisantes pour I’inclure dans le schema. 

kept throughout the period of testing under conditions ensuring free- 
dom from infection by root contact or aerial vectors. They should be 
grown in sterilized growing medium. Individual candidate nuclear 
stock plants should be tested for the viruses, phytoplasmas and virus- 
like diseases specified in Table 1 by the methods mentioned in 
Appendices I and 11. Only candidate nuclear stock plants giving a 
negative test result can be promoted to nuclear stock and transferred to 
the nuclear stock collection. 

Sunitation procedure 
For rootstock types for which none of the selected plants gave a 
negative test result, a number of the plants or descendants from them 
should be placed in pots for heat-treatment after a certain time 
(Appendix 111). They should then be tested (as above) after one 
growing season, which allows time for any viruses present to multiply. 
For elimination of viroids, heat treatment alone is not always 
effective, and it may therefore be necessary to use alternative 
methods (Appendix 111). Only plants giving a negative test result 
can be promoted to nuclear stock plants and transferred to the 
nuclear stock collection. 

Inspection for other pests 

All candidate nuclear stock (varieties and vegetatively produced 

sont maintenues pendant la piriode de test dans des conditions 
garantissant I’absence dinfection par les contacts racinaires ou les 
vecteurs airiens. Les plantes doivent itre cultivees dans un milieu de 
culture stkrilisi. Chaque plante candidate au stade de stade initial doit 
itre testie pour les virus, les phytoplasmes et les maladies analogues 
indiqutes au tableau 1 par les mithodes mentionniies aux annexes I et 
11. Une plante candidate peut &tre considirie comme du stade initial et 
transfirie dans la collection de stade initial seulement si elle donne 
des risultats ntgatifs aux tests. 

Procidure d ’umilioration sanitaire 
Lorsqu’aucune des plantes silectionnies pour un type de porte-greffe 
ne donne des risultats nigatifs aux tests, le matiriel est priparii pour 
thermothirapie en plaqant certaines plantes ou leur descendance en 
pots avant le dibut du traitement. Aprbs traitement B la chaleur 
(annexe 111). les plantes doivent btre testies B nouveau (comme ci- 
dessus) aprbs une piriode de vigitation, ce qui permet aux virus 
prisents de se divelopper. La thermothirapie seule n’est pas toujours 
efficace pour ilirniner les viroides, et il peut donc itre nicessaire 
d‘utiliser des mithodes alternatives (annexe In). Seules les plantes qui 
donnent un ksultat ntgatif aux tests peuvent Ctre considirkes comme du 
stade initial et transplanties dans la parcelle du stade initial. 

Inspections portant sur d’autres organismes nuisibles 

En dehors des maladies et des pathogenes mentionnis au Table I .  

0 1999 OEPP/EPPO, Bulletin OEPPEPPO Bulletin 29, 239-252 



Pathogen-tested material of  Malus, Pyrus and Cydoniu 245 

rootstocks) should, besides the diseases and pathogens mentioned in 
Table I ,  be inspected for the presence of other pests that can be 
transmitted on propagating material. In particular, this should be 
done to ensure freedom from Agrobacterium tumefaciens, Erwinia 
amylovora (OEPPEPPO, 1992), Pseudomonas spp., Armillariella 
mellea, Chondrostereum purpureum, Glomerella cingulata, Pezicula 
malicorticis and P. alba, Nectria galligena, Phytophthora spp., Roes- 
sleria pallida, Verticillium spp., Quadraspidiotus perniciosus and 
Eriosoma lanigerum. 

3. Maintenance of the nuclear stock 
The nuclear stock plants should be maintained under conditions 
ensuring freedom from (re)infection by root contact, pollen or aerial 
vectors, preferably in pots of sterilized growing medium in a suitably 
designed aphid-proof house. Some material of each source of each 
species, variety or rootstock type may be stored in vitro as a reserve 
stock, but any such material will need to be checked for agronomic 
characters, especially trueness to type, after leaving the in vitro 
conditions. 

Flowering of the nuclear stock plants should be prevented to 
minimize infection, especially with E. amylovora. Trueness to type 
can be verified by observing fruiting on plants propagated from the 
nuclear stock but kept in a different place from the nuclear stock. 

The plants should be inspected visually several times each year for 
symptoms of virus and virus-like diseases, and for the other pests 
mentioned in section 2. The plants should also be visually inspected 
each year for possible mutations. It is considered advisable to retest the 
individual nuclear stock plants at least once during the useful life of the 
plants for the pathogens in Table 1. Any plant giving a positive test 
result or showing symptoms of viruses, virus-like diseases or other 
pests mentioned in section 2 should be removed immediately from the 
nuclear stock collection. 

4. Production of propagation stock 
The nuclear stock should be multiplied in as few steps as possible to 
obtain the required quantity of propagation stock. Nuclear stock 
material should be budded or grafted onto rootstocks of equivalent 
certification status or onto seedling rootstocks produced under 
nuclear stock conditions. Propagation stock should be kept in fields 
isolated from potential sources of infection, particularly host plants of 
phytoplasmas or E. amylovora. 

The propagation stock should be visually inspected each year for 
virus symptoms and for the other pests mentioned in section 2. It is 
advisable to retest randomly the propagation stock of Malus regularly 
for apple proliferation phytoplasma, especially in areas where the 
disease is prevalent. For Pyrus, in areas where pear decline phyto- 
plasma is prevalent, it is advisable to retest the propagation stock 
randomly and then to test any plant suspected of being infected. Any 
infected plant should be removed and, if there is an indication that 
infection may have derived from the previous generation, it is 
advisable to remove all the plants in the lot and to retest the possible 
source plant. 

Flowering of the trees may be needed to check pomological 
characteristics, but it should be noted that flowering can lead to 

toutes les plantes candidates (variitis et porte-greffe multiplits par 
voie vtgttative) doivent aussi Stre inspecttes pour dttecter la pri- 
sence d’autres organismes nuisibles pouvant itre transmis sur du 
mattriel de multiplication. Ces contr6les doivent porter en particulier 
sur I’absence d’Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora 
(OEPPEPPO 1992). Pseudomonas spp., Armillariella mellea, Chon- 
drostereum purpureum, Glomerella cingulata, Pezicula malicorticis 
et P. alba, Nectria galligena, Phytophthora spp., Roessleria pallida, 
Verticillium spp., Quadraspidiotus perniciosus et Eriosoma lani- 
gerum 

3. Maintien du stade initial 
Les plantes du stade initial doivent itre maintenues dans des condi- 
tions garantissant I’absence de (re)contamination par les contacts 
racinaires, le pollen ou les vecteurs airiens, de prifirence dans des 
pots contenant un milieu de culture stirilis6 dans une serre ‘aphid- 
proof‘. Du matiriel de chaque source de chaque esptce, varittt ou 
type de porte-greffe peut dtre conservt in vitro, mais les caractiris- 
tiques agronomiques de ce matiriel, en particulier la conformiti au 
type, devront itre virifiies lorsqu’il quittera les conditions in vifro. 

La floraison des plantes du stade initial doit &tre tvitie pour 
minimiser les contaminations (en particulier par E. amylovora). La 
pureti variitale peut itre virifite sur les fruits de plantes multipliies 1 
partir du stade initial mais conservies skpariment de celui-ci. 

Les plantes doivent itre inspecttes plusieurs fois par an pour 
ditecter les symptames de virus et analogues, ainsi que les autres 
organismes nuisibles mentionnts 1 la section 2. Les plantes doivent 
aussi itre inspecties visuellement tous les ans pour ditecter d’tven- 
tuelles mutations. If est conseilli de retester chaque plante du stade 
initial au moins une fois pendant la duke de vie utile des plantes pour 
ditecter les pathogtnes du Table 1. Toute plante donnant des rtsultats 
positifs aux tests ou prtsentant des sympthes  de virus ou analogues 
aux virus, ou d’autres organismes nuisibles mentionnis i la section 2, 
doit itre iliminie immidiatement du stade initial. 

4. Production du stade de propagation 
Les plantes du stade initial sont multiplikes, avec le moins d’itapes 
possibles, pour obtenir une quantiti suffisante de plantes du stade de 
propagation. Le matiriel issu du stade initial est tcussonnt ou grefft 
sur des porte-greffe de statut 6quivalent dans la certification ou sur des 
plantules issues de semences produites dans les conditions du stade 
initial. Les plantes du stade de propagation doivent itre conservtes 
dans des parcelles isoltes des sources potentielles de contamination, 
en particulier des plantes-h6tes de phytoplasmes ou d‘E. amylovora. 

Les plantes doivent itre inspecttes plusieurs fois par an pour 
dttecter les symptbmes de virus et analogues, ainsi que les autres 
organismes nuisibles mentionnis a la section 2. I1 est conseilli de 
retester rtgulitrement, par sondage, les plantes de Malus du stade de 
propagation pour I’apple proliferation phytoplasma, principalement 
dans les zones oh la maladie est ripandue. Pour Pyrus, dans les zones 
oh le pear decline phytoplasma est prisent, il est conseilli de retester 
le stade de propagation par sondage, puis de tester toute plante 
soupqonnte d’itre infectte. Toute plante infectie doit itre tliminte 
et, s’il existe des indications que ]’infection peut Ctre issue de la 
gtntration pricidente, il est conseillt de supprimer toutes les plantes 
du lot et de retester la plante source. 

11 peut Ctre nicessaire de laisser fleurir les arbres pour verifier les 
caracttristiques pomologiques, mais il faut noter que la floraison 
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risk of infection by E. umylovoru, especially in areas where this 
pathogen is prevalent. The plants should be inspected visually 
for possible mutations, especially the varieties for fruit colour, spur 
type and genetic disorders (chimeras. etc.). This is the first time that an 
assessment on fruits can be made, but it should be noted that the type 
of rootstock can affect fruit characteristics. 

5. Production of certified plants 
For the production of certified fruit trees, the scion material should be 
grafted or budded onto rootstocks of equivalent or higher certification 
status only. These plants should be kept in fields isolated from 
potential sources of infection, particularly host plants of phytoplasmas 
or E. amylovoru. To be certified, the plants should be inspected by the 
official organization for symptoms of viruses, virus-like diseases or 
any of the pests mentioned in section 2. Any plants showing symptoms 
should be removed, and certification may be granted to the remainder. 

Administration of the certification scheme 

Monitoring of the scheme 

An official organization should be responsible for the administration 
and monitoring of the scheme. If officially registered nurseries carry 
out the different stages of the scheme, the official organization should 
confirm that all necessary tests and inspections have been performed 
during production, and should verify the general health status of the 
plants in the scheme by visual inspections. Otherwise, certification 
will not be granted and/or the plants concerned will not be permitted to 
continue in the certification scheme. 

Control on the use and status of certified material 

Throughout the certification scheme, the origin of each plant should be 
known so that any problems of health or trueness to type may be 
traced. The use of propagation material in nurseries to produce 
certified plants should be checked by an official or officially author- 
ized organization that controls the health, origin and amount of such 
material on the basis of field inspections and of the records and 
documents presented by the nursery. The nursery plant protection 
programme and the check inspections should also take account of 
other important pests that can affect quality, so that the certified plants 
delivered to the fruit grower are substantially free from these pests. 
Certified fruit-tree material for export should in any case satisfy the 
phytosanitq regulations of importing countries. 

Certified plants leaving the scheme should carry an official certi- 
ficate (which may be a label) indicating the certifying authority, the 
plant producer and the certification status of the plants. 

APPENDIX I 
Guidelines on testing procedures 
1. Testing on woody indicators (field and glasshouse) 

The use of woody indicators is still a compulsory step in any 

augmente le risque d’infection par E. umylovoru, surtout dans les zones 
oh ce pathogtne est ripandu. Les plantes doivent dtre inspectks 
visuellement pour dttecter les mutations iventuelles, surtout les var- 
i t t ts  pour la couleur des fruits, le nanisme et les troubles gtnttiques 
(chimkres, etc.). Noter que c’est la premitre fois dans le schtma qu’une 
Cvaluation des fruits peut dtre r t a l i k ,  et que le type de porte-greffe 
peut influencer les caractiristiques des fruits. 

5. Production de plantes certifiees 
Pour la production d’arbres fruitiers certifies, les scions doivent dtre 
greffts ou tcussonnts sur des porte-greffe de statut Bquivalent ou plus 
tlevt dans la certification. Ces plantes doivent dtre maintenues dans 
des parcelles isolies des sources potentielles d’infection, en particu- 
lier les plantes-h6tes de phytoplasmes et d’E. arnylovoru. Pour dtre 
certifikes, les plantes doivent itre inspecttes par I’organisation 
officielle pour dttecter les sympt6mes de virus et analogues. ainsi 
que les autres organismes nuisibles mentionnis i la section 2. Toute 
plante prtsentant des symptdmes doit dtre tliminie et la certification 
peut dtre accordie au restant. 

Administration du schema de certification 

Supervision du schema 

L’organisation officielle est responsable de l’administration et de la 
supervision du schtma. Si les difftrents stades du schtma sont rialists 
par des pkpinikres agrites, I’organisation officielle doit confirmer que 
tous les tests et inspections nkcessaires ont ttk effectuts pendant la 
production, et doit verifier I’ttat sanitaire gtniral des plantes du 
schtma par des inspections visuelles. Sinon, la certification ne sera 
pas accordte et/ou les plantes concern6es ne pourront pas rester dans 
le schima de certification. 

Contr6le de I’utilisation et de I’etat du materiel certifie 

Tout au long de la proctdure, I’origine de chaque plante doit dtre 
connue afin de pouvoir retrouver I’origine de tout probltme phytosa- 
nitaire ou de conformitt au type. L‘utilisation dans les pipinitres de 
plantes du stade de propagation destinies B produire des plantes 
certifiies doit dtre superviste par une organisation officielle ou 
officiellement reconnue qui contr6le I’itat sanitaire, I’origine et la 
quantitt de ce mattriel, en se basant sur les inspections au champ, les 
rapports et les documents prisentts par les pipinitristes. Le pro- 
gramme de protection phytosanitaire des ptpinitres et les inspections 
doivent prendre en compte les autres organismes nuisibles importants 
qui affectent la qualiti, de faGon i ce que les plantes certifites vendues 
au producteur en soient pratiquement indemnes. Le mattriel certifit 
darbres fruitiers destint B l’exportation doit, dans tous les cas, 
ripondre aux exigences phytosanitaires des pays importateurs. 

Les plantes certifiies quittant le schima doivent porter un certificat 
officiel (pouvant Etre  une ttiquette) pour indiquer I’autoritt responsable 
de la certification, le producteur et le statut de certification des plantes. 

ANNEXE I 
Directives sur les procedures de test 
1. Tests sur indicateurs ligneux (en plein champ ou 
sous serre) 

L’utilisation d’indicateurs ligneux reste une ttape obligatoire dans 

Q 1999 OEPP/EPPO. Bulletin O€PP/€PPO Bulletin 29, 239-252 



Pathogen-tested material of Mafus, Pyrus and Cydonia 247 

Table 2. Methods for detection of viruses of Malus, Pyrus and Cydonia 
Mdthodes de detection des virus de Malus, Pyrus et Cydonia 

Apple chlorotic leaf spot trichovirus (ACLSV) 
Woody tests (field) for Maluflests  ligneux (plein champ) pour Malus 

Woody tests (field) for Pyrus/CydonidTests ligneux (plein champ) 
pour PyrudCydonia 

Woody tests (glasshouse) for MaluuTests ligneux (serre) pour Malus 

Woody tests (glasshouse) for Pyrus/Cydonia/Tests ligneux (serre) pour 
P yrus/Cydonia 
Herbaceous tes tnests  herbacds 
Serological or molecular t e s tnes t s  sdrologiques ou moldculaires 
Natural transmissio~ransmission naturelle 

Apple mosaic ilarvirus (ApMV) 
Woody tests (fie1d)Rests ligneux (plain champ) 

Woody tests (glasshouse)Rests ligneux (serre) 
Herbaceous t e s tnes t s  herbacds 

Serological or molecular t e s tnes t s  sdrologiques ou moltculaires 
Natural transmissioflransmission naturelle 

Apple stem-grooving capillovirus (ASGV) 
Woody tests(fie1d) for Malusnests ligneux (plein champ) pour Malus 

Woody tests (field) for fyrus/CydoniOests ligneux (plein champ) 
pour PyrudCydonia 

Woody tests (glasshouse) for Malusnests ligneux (sene) pour Malus 

Woody tests (glasshouse) for Pyrus/CydonidTests ligneux (serre) pour 
P yrus/Cydonia 
Herbaceous tes tnests  herbacds 
Serological or molecular testsmests sirologiques ou moltculaires 
Natural transmissioflransmission naturelle 

Malus platycarpa (3/-/2 y) (chlorotic rings and line pattern on leaves/ 
anneaux et arabesques chlorotiques sur les feuilles) and/et 
Malus sylvestris R 12740 7A (3/-/2y) (terminal dieback, leaf distortion/ 
dtpirissement terminal, difonnation des feuilles) 
Pyronia veitchii (3/-/2y) (ring and line pattern mosaic) 
Cydonia oblonga C7A (3/-/2 y) (ring and line pattem mosaiclmosaique en 
anneaux et arabesques) 
A20 (3/-/2 y) (ring and line pattern mosaic/mosaique en anneaux et 
arabesques) 
Beurrt! Hardy (3/-/2y) (ring and line pattern mosaic/mosaYque en anneaux 
et arabesques) 
Pyronia veitchii (3/-/2 y) (ring and line pattern mosaic/mosaique en 
anneaux et arabesques) 
Malus platycarpa (3/20/8 w) (chlorotic rings and line pattern on leaves/ 
anneaux et arabesques chlorotiques sur les feuilles) 
andlet 
Malus sylvestris R 12740 7A (3/22J4 w) (terminal dieback. leaf distortion/ 
ddpirissement terminal, ddformation foliaire) 
Nouveau Poiteau (3/22/10 w) (ring and line pattern mosaic/mosafque en 
anneaux et arabesques) 
Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Nicotiana occidentalis ‘37B’ 

UnknownAnconnue 
ELISA. RT-PCR. IC-RT-PCR. 

Golden Delicious(3/-/2 y) (chlorotic mosaic on leaves/mosaique chloro 
tique sur les feuilles) 
Lord Lambourne (3/-12 y) (chlorotic mosaic on leaves/mosaYque chloro 
tique sur les feuilles) 
No indicator recommended/pas d‘indicateur recommandt 
Over 65 herbaceous plant species in 19 families are susceptible to 
mechanical inoculation. Among these are Chenopodium quinoa, C. 
amaranticolor, Cucumis sativus, Cucurbita maxima, Nicoriana cleve 
landii, Petunia hybrida. However, transmission to herbaceous indicators 
can be difficult/Plus de 65 espbces vdgitales herbacies appartenant i 19 
familles sont sensibles B l’inoculation mdcanique, parmi lesquelles 
Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Cucumis sativus, Cucurbita 
maxima, Nicotiana clevelandii, Petunia hybrida. Cependant, la 
transmission a des indicateurs herhacis peut i tre difficile 
ELISA 
UnknownlInconnue 

Virginia Crab (3/-/3 y) (necrotic grooves on woody cylinder/sillons 
nicrotiques sur le cylindre du bois) 
Virginia Crab (3/-/3 y) (necrotic grooves on woody cylindedsillons 
nicrotiques sur le cylindre du bois) 
Pyronia veitchii (3/-13 y) (necrotic grooves on woody cylinder/sillons 
ndcrotiques sur le cylindre du bois) 
Virginia Crab (3/26/4 w) (necrotic grooves on woody cylindedsillons 
ndcrotiques sur le cylindre du bois) 
Malus micromalus GMAL273 (4/26-32/4 w) (chlorotic/necrotic spots, 
epinasty, stem necrosidtaches chlorotiquedndcrotiques, dpinastie, nicrose 
des tiges) 
Virginia Crab (3/26/8w) (necrotic grooves on woody cylindedsillons 
ndcrotiques sur le cylindre du bois) 
Chenopodium quinoa 
ELISA, RT-PCR 
UnknownlInconnue 
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Table 2 (continued) 

Apple stem-pitting foveavirus (ASPV) 
Woody tests (field) for Maluflests ligneux (plein champ) pour Malus Pyronia veitchii (3/-/2 y) (pits in the xylem) 

Spy 227 (3/-12 y )  (epinasty and declinekpinastie et dipkrissement) 
and/et 
Virginia Crab (3/-/3 y) (pits in the xylem/xyll.me piquk) 
Jules d’ Arolles (3142 y) (vein yellows/red mottling along the veins/ 
jaunisse des nervures/marbrures rouges le long des nervures) 
Pyronia veitchii (3/-/2 y) (pits in the xylem) 
Virginia Crab (3/-/3 y) (pits in the xylem) 
Pvronia veitchii (3/22/8 w) (pits in the xyledxyleme piqui) 
Spy 227 (3/24/12 w) (epinasty and decline/tpinastie et diptrissement) 
Virginia Crab (3/26/4 w) (pits in the xyledxylkme piqui) 
Pvronia veitchii (3/22/8 w) (pits in the xyledxyleme piqut) 
Virginia Crab (3/26/8 w) (pits in the xyledxylhe  piqut) 

Woody tests (field) for PyruslCvdoniflests ligneux (plein champ) 
pour PyruslCydonia 

Woody tests (glasshouse) for M a l u s ~ e s t s  ligneux (serre) pour Malus 

Woody tests (glasshouse) for Pvrus/C.ydoni&ests ligneux (sene) 
pour PynrdCydonia 
Herbaceous testsflests herbacts Nicotiana occidentalis ssp. obliyua 

Nicotiana oceidentalis ‘37B’ 
Serological or molecular testsmests sirologiques ou moliculaires 
Natural transmission/Transmission naturelle Unknown 

RT-PCR, IC-RT-PCR 

certification programme. This is because there are diseases, some of 
major importance, which can only be identified on woody differential 
hosts. The method consists of graft-inoculating indicator plants with 
budwood from candidate nuclear stock plants or plants suspected to be 
infected and observing the new growth andor fruits on the indicator 
plants for symptoms; such symptoms are normally specific and highly 
diagnostic for many diseases. 

If testing is conducted in a glasshouse, heating and cooling facilities 
(temperature range 18-25 “C) should be available in order to ensure 
correct temperatures for symptom expression (Appendix 11). At least 
three plants from each indicator should be used in the glasshouse. 
Indicators maintained in the field (3-5 plants for each) should be 
observed for at least 2years or, for some diseases, for at least two 
fruiting periods (4-5 years). 

2. Testing on herbaceous hosts (glasshouse) 

The use of herbaceous indicators allows detection of mechanically 
transmissible viruses, including those of minor importance. The 
method should be regarded as a complement to, but not as a substitute 
for, other diagnostic procedures. It may be useful, for example, for 
preliminary screening or for random testing. Herbaceous tests should 
be conducted in a glasshouse, with heat and cooling facilities (tem- 
perature range 18-25 “C). At least five plants for each indicator should 
be used. 

3. ELISA testing 

The ELISA method allows large-scale testing for fruit-tree viruses for 
which polyclonal and/or monoclonal antisera are available. However, 
there are certain limitations in any antibody technique, such as the fact 
that some viruses may exist in very low concentrations in the tree, may 
be irregularly distributed or be seasonally undetectable. 

4. PCR 
The polymerase chain reaction (PCR) can be used for the detection of 

tous les programmes de certification car certaines maladies d’impor- 
tance majeure ne peuvent &[re identifiies que sur des h8tes difftrentiels 
ligneux. La mtthode consiste B inoculer par greffage les plantes 
indicatrices, en utilisant un greffon ou chip (lambeau d’tcorce) prilevt 
sur les plantes candidates ou suspectes, puis a observer I’apparition de 
sympt8mes sur les nouvelles pousses et/ou les fruits des plantes 
indicatrices; ces sympt8mes sont gtniralement sptcitiques et trks 
caracttristiques pour la plupart des maladies. 

Si le test a lieu sous serre, la tempirature doit etre modulable 
(gamme de temgrature 18-25”C). afin de pouvoir placer les plantes a 
une temperature qui permet I’expression des sympt8mes (Annexe 11). I1 
faut utiliser dans la sene au moins trois plantes de chaque indicateur. 
Les indicateurs maintenus en plein champ (3-5 plantes pour chacun) 
doivent &re observ6s pendant au moins deux ans ou, pour certaines 
maladies, pendant au moins deux griodes de fructification (4-5 ans). 

2. Inoculation a des h6tes herbaces (sous serre) 

L’utilisation d’indicateurs herbacts permet de dttecter les virus trans- 
missibles mtcaniquement, y compris ceux d’importance mineure. Cette 
mtthode doit toutefois &tre considtrte c o m e  un compliment aux 
autres mtthcdes de diagnostic, et elle ne les remplace pas. Elk peut Stre 
utile, par exemple, pour un premier criblage ou pour des tests par 
sondage. Les tests sur des plantes herbactes doivent Stre effectuts dam 
une serre ou la temptrature est modulable (gamme de temptrature 
18-25 “C). I1 faut utiliser au moins cinq plantes de chaque indicateur. 

3. Tests ELSA 

La mtthode ELISA permet d’effectuer a grande Cchelle des tests 
sur les virus des arbres fruitiers pour lesquels des antistrums poly- 
clonaux et/ou monoclonaux sont disponibles. I1 doit toutefois faire 
face aux limites inhtrentes a toute technique sirologique, comme le 
fait que certains virus peuvent itre prCsents dans I’arbre 1 tres faible 
concentration, qu’ils peuvent avoir une distribution intgale ou ne pas 
&tre dttectts B certaines penodes de l’annte. 

4. PCR 
La PCR (polymerase chain reaction) peut &re utilisee pour 
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some viruses, viroids and apple proliferation and pear decline phyto- 
plasmas; it can also detect the virus-like diseases spy epinasty and 
decline and platycarpa scaly bark. Serological and molecular tests can 
be combined to increase the sensitivity of each method on its own, e.g. 
immunocapture PCR (IC-RT-PCR). 

5. Molecular hybridization 

Molecular hybridization can be used for the detection of viroids and 
some viruses. 

6. DAPI 

The DAPI method (using fluorescent microscopy after staining with the 
nucleic acid dye 4.6-diamino-2-phenylindole) allows rapid small-scale 
testing for phytoplasma diseases but is not as sensitive as PCR. 

APPENDIX II 
Guidelines on virus or disease detection 

Introduction 

The methods for detection are specified in Tables 2-5 for each virus or 
disease under the headings: 

woody tests (field) = tests on woody indicators in the field 
woody tests (glasshouse) = tests on woody indicators in the glass- 

house; 
herbaceous tests = glasshouse testing on herbaceous indicators; 

0 serological or molecular tests = the use of ELISA, reverse transcrip- 
tase-polymerase chain reaction (RT-PCR), immunocapture PCR 
(IC-RT-PCR), molecular hybridization; 

microscopy = DAPI test or electron microscopy. 
For the woody tests, the indicators are listed, followed by figures 

between brackets representing number of replicates, the temperature in 

dttecter certain virus et viroides, l’apple proliferation phytoplasma et 
le pear decline phytoplasma; elk peut Cgalement dttecter certains 
analogues aux virus (spy epinasty and decline, platycarpa scaly bark). 
Des tests strologiques et moltculaires peuvent itre combints pour 
augmenter la sensibilitt de chaque mtthode prise stpartment, par ex. 
immunocapture PCR (IC-RT-PCR). 

5. Hybridation rnoleculaire 

L‘hybridation moltculaire peut Btre utiliste pour dttecter les viroydes 
et certains virus. 

6. DAPI 

La mtthode DAPI (utilisant la microscopie B fluorescence aprts 
coloration au 4.6-diamin0-2-phenylindole) permet des tests rapides 
i petite 6chelle pour les phytoplasmes mais n’est pas aussi sensible 
que la PCR. 

ANNEXE II 
Directives sur la detection des virus et 
maladies 

Introduction 

Les mithodes de dttection sont spdcifides aux Tableaux 2-5 pour 
chaque virus ou maladie sous les titres suivants: 

tests sur ligneux (plein champ) = tests sur indicateurs ligneux en 
plein champ ; 

tests sur ligneux (serre) = tests sur indicateurs ligneux sous serre ; 
tests sur herbacs = tests sous serre sur des indicateurs herbacts ; 
tests strologiques ou moltculaires = utilisation d’ELISA, RT-PCR 

(reverse transcriptase polymerase chain reaction), IC-RT-PCR 
(immunocapture PCR), hybridation moldculaire; 

microscopie = DAPI ou microscopie Clectronique. 
Pour les tests sur ligneux, les indicateurs sont listts, suivis de 

chiffres entre parentheses indiquant le nombre de rdpititions, la 

Table 3. Methods for detection of phytoplasmas 
M6thodes pour la ditection des phytoplasmes 

Apple proliferation phytoplasma 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Serological or molecular tests/Tests sirologiques ou moliculaires 
Microscopyklicroscopie DAPI 
Natural transmissioflransmission naturelle 

Golden Delicious*, use three buds (5/-/2 y) (witches’ brooms, enlarged 
stipuleshalais de sorcikre, stipules agrandis) 
PCR 

Possibly by leafhoppers/peut-btre par des cicadelles 

Pear decline phytoplasma 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) Doyenni du Comice or/ou Pyronia veirchii (3/-/2y) (leaf curl, early 

autumn coloration of leaves/enroulement foliaire, coloration des feuilles 
ti3 en automne) (on pear seedling rootstock; three buds/sur porte-greffe de 
poirier issu de semence; trois burgeons) 
PCR 

Pear psyllids/psylles du poirier 

Serological or molecular testoests sirologiques ou moliculaires 
Microscopyklicroscopie DAPI 
Natural transmissioflransmission naturelle 

*There are doubts about the reliability of Golden Delicious to detect apple proliferation phytoplasma and, therefore, PCR is recommended as the most 
sensitive test./Des doutes ont it6 exprimis sur la fiabilite de Golden Delicious pour la detection de I’apple proliferation phytoplasma; par consiquent, la 
PCR est le test le plus sensible et est donc recornmandie. 
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Table4. Methods for detection of viroids 

Apple dapple apple (ADAVd) 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) Golden Delicious (3/-/3 c) (pale circular spots, that stand out against the colour of the fruits/ 

taches circulaires piles qui contrastent avec la couleur des fruits) 

Apple scar skin viroid (ASSVd) 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) Golden Delicious (3/-/3 c) (scar patches on fruit or pale green circular spots on fruitslmarques ou 

taches circulaires vert pile sur les fruits) 

Pear blister canker viroid (PBCVd) 
Woody tests (field)mests ligneux (plein champ) Pyrus A20 (3/-/3 y) (blister canker/clques) 

The diseases apple dapple apple and apple scar skin may be caused by molecular variants of the same agent (ASSVd). Hybridization and, in some cases, 
RT-PCR are ISHS-recommended laboratory tests for viroids.Les maladies apple dapple apple et apple scar skin sont peut-itre caustes par des variants 
moltculaires du mime agent (ASSVd). L’hybridation et, dans certains cas, la RT-PCR, sont des tests de laboratoire recommandis par I’ISHS pour la 
dttection des viroides. 

“C (for glasshouse testing) and the duration of the test (d = days, 
w = weeks, y = years, c = fruit cropping years); then a short descrip- 
tion of the symptoms is given. In general, testing on woody indicators 
in the field is always needed to establish virus freedom for nuclear 
stock. and a test on woody indicators is thus always specified. Tests on 
herbaceous indicators, serological tests, RT-PCR or DAF’I are mainly 
used in screening candidate material rapidly and economically to 
eliminate infected plants or in the retesting of propagation stock. 

The information on tests is mainly taken from the publications of 
the ISHS Working Group on Fruit Tree Viruses, which appear in Actu 
Horticulturae after every three-yearly meeting (Anon, 1998). Readers 
are advised to consult the most recent ISHS recommendations, where 
key references to techniques are also given, in particular for the PCR 
technique in which rapid technological development is taking place at 
present. The ISHS recommendations also include comments on the 
advantages and limitations of the methods. The EPPO Panel on 
Certification of Pathogen-tested Fruit Crops, reviewing the ISHS 
recommendations, has identified those woody indicators that, on the 
basis of its experience, it particularly recommends for effectiveness 
and ease of use. Nevertheless, this does not exclude the use of others 
that may be listed by the ISHS or found satisfactory by individuals 
under their own conditions. 

APPENDIX 111 
Guidelines on sanitation procedures 

Thermotherapy 

Because of the wide range of methods available for heat treatment of 
fruit crops depending on the type of material to be treated, details of 
methods are not provided here but can be obtained by reference to 
Anon (1970). Ntmeth (1986) or Fridlund (1989). 

In vitro methods for the elimination of virus and viroid 
infections 

In general, in virro methods should be applied with care for apple and 
pear varieties, as these methods may introduce genetic andor pheno- 
typic aberrations to a greater extent than traditional horticultural 

tempirature en “C (pour les tests sous serre) et la duke des tests (selon 
les mots anglais, d = jours, w = semaines, y = ans, c = anntes de 
culture) puis une brive description des symptbmes est donnte. En 
gintral, les tests sur indicateurs ligneux en plein champ sont toujours 
nicessaires pour verifier que le stade initial est indemne de virus, et un 
test sur indicateurs ligneux est donc toujours sptcifit. Les tests sur 
indicateurs herbacts, tests strologiques, RT-PCR et DAPI sont 
surtout utilists pour rtaliser un criblage rapide et iconomique du 
mattriel candidat afin d’tliminer les plantes infecttes, ou pour retester 
le stade de propagation. 

Les informations sur les tests proviennent principalement des 
publications du Groupe d’ttude de I’ISHS sur les virus des arbres 
fruitiers, qui sont publiees dans Actu Horticulrurue aprbs les rtunions 
triennales (Anon, 1998). Les lecteurs sont invitts 21 consulter les 
recommandations de I’ISHS les plus rtcentes, qui donnent tgalement 
des rtftrences pour les techniques, en particulier pour la PCR qui se 
dtveloppe rapidement B I’heure actuelle. Les recommandations de 
I’ISHS comportent tgalement des commentaires sur les avantages et 
les limitations des mtthodes. Le Groupe d’experts OEPP sur la 
certification des cultures fruitibres, en 6tudiant les recommandations 
de I’ISHS, a identifit les indicateurs ligneux qu’il recommande plus 
particulihnent, selon son exptrience, pour leur efficacite et leur 
facilitt d’utilisation. Ntanmoins cela n’exclut pas I’utilisation d’au- 
tres indicateurs, recommandts par I’ISHS ou btntticiant d’une 
exptrience favorable dans les conditions locales. 

ANNEXE 111 
Methodes d’amelioration sanitaire 

Thermotherapie 

De nombreuses mtthodes peuvent &tre utilistes pour le traitement i la 
chaleurdes cultures fruitibres selon le type de materiel. Les ditails des 
mtthodes ne sont donc pas donnts ici, mais peuvent Ctre trouvts dans 
les publications suivantes: Anon (1970). Nimeth (1986) ou Fridlund 
(1989). 

Methodes in vitro pour I’elimination des virus et des 
viroides 

En gintral, les mtthodes in virro doivent Ctre utilistes avec 
prtcaution pour les variitts de pommier et de poirier, car elles sont 
beaucoup plus susceptibles d’induire des aberrations ginttiques ou 
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Pathogen-tested material of Mulus, Pyrus and Cydonia 25 1 

Table 5. Methods for detection of virus-like diseases 
Mithodes pour la dCtection des analogues aux virus 

*Apple bumpy fruit of Ben-Davis disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Apple chat fruit 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

tApple flat limb disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Apple green crinkle disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

*Apple horseshoe wound disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Apple rough skin disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Apple rubbery wood disease 
Woody tests (field)./Tests ligneux (plein champ) 

Apple russet ring 
Woody tests (fie1d)Rests ligneux (plein champ) 

Apple russet wart disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

*Apple star crack disease 
Woody tests (field) Tests ligneux (plein champ) 

Pear ring (pattern) mosaic 

Pear bark necrosis disease 

Pear bark split disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Pear blister canker disease 

Pear rough bark disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Pear stony pit disease (apple stem-pitting virus?) 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Pear vein yellowslred mottle 

"Platycarpa scaly bark disease 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) 

Lord Lambourne (5/-/3 c) (yellow leafspots, deformation of leaf bladeltaches foliaires jaunes. 
diformation du limbe) 

Lord Lambourne (5/-/3 c) (small, brownish-red fruit with dark green spotdfruils petits. 
brunitres B rouges avec des taches vert sombre) 

Gravensteiner (3/-/3 y) (flattening on shoots, causing deep furrows/aplatissement des pousses 
entrainant la formation de sillons profonds) 

Golden Delicious (3143 c) (dwarfed, malformed fruits/fruits petits et dCformCs) 

Golden Delicious (3/-/3 y) (horseshoe-shaped wounds on bark below or around budslldsions en 
forme de fer B cheval sur I'Ccorce sous ou autour des bourgeons) 

Schone van Boskoop (3/-/3 c) (rough, corky spots on fruit skin, which often crack openltaches 
rugueuses et litgeuses sur la peau des fruits, qui souvent se crevasse) 
Golden Delicious' (3/-/3 c) (rough, corky spots on fruit skinltaches rugueuses et liigeuses sur la 
peau des fruits, qui souvent se crevasse) 

Lord Lambourne (5/-/3 y) (abnormal flexibility of stem and brancheslflexibiliti anormale de la 
tige et des branches) 

Golden Delicious (3/-/3 c) (brown, circular rings on fruitdanneaux bruns circulaires sur les 
fruits) 

Golden Delicious (3/-/3 c) (russet warts with necrotic spots on fruits/excroissances rugueuses 
et taches nicrotiques sur les fruits) 

Golden Delicious (3/-/3 c) (cracks on the fruit skin, reduction in size/crevasses sur la peau des 
fruits, riduction de leur taille) 

See/voir apple chlorotic leafspot trichovirus 

See/voir pear bark split disease 

Beurri Hardy (3/-/3 y) (bark scabby with crackdicorce croGteuse et fendillte) 
Pyms A20 (3/-/3 y) (bark scabby with cracks/dcorce crofiteuse et fendillie) 

Seelvoir pear rough bark disease) 

Williams (3/-13 y) (bark rough with blisterslicorce rugueuse et cloquie) 
Doyenne du Cornice (3142 y) (bark rough with blisters/icorce rugueuse et cloquie) 
Pyrus A20 (3/-/3 y) (bark rough with blisterslecorce rugueuse et cloquie) 

Beurri Hardy (3/-/3c) (stony pits on fruitdmarques pierreuses sur les fruits) 
Durondeau (3/-/3c) (stony pits on fruits/marques pierreuses sur les fruits) 

See/voir apple stem-pitting foveavirus 

Malus platycarpa (3/-/2 y) (bark roughened and scaly, trees often dwarfedlicorce plus 
rugueuse et icailleuse, arbres souvent rabougris) 
Other tests as for apple stem-pitting foveavirudAutres tests comme pour I'apple stem pitting 
foveavirus 
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252 Certification schemes 

Table 5 (continued) 
- 

Quince sooty ringspot (apple stem-pitting?) 
Woody tests (field)/Tests ligneux (plein champ) C 7/1 (3/-/2 y) (severe leaf epinasty, sooty ringspots on leaf, often die-back of shootdipinastie 

serieuse des feuilles, taches annulaires noires sur les feuilles, souvent dtpenssement des 
pousses) 

Quince yellow blotch (see apple rubbery wood disease) 
Woody tests (field) Tests ligneux (plein champ) C 7/l (3/-/2y) (diffuse yellow blotches on leaf, longitudinal flat depression on stemltaches 

jaunes diffuses sur les feuilles, depressions plates et longitudinales sur la tige) 
Testing as for apple stem-pitting foveavirus/M&mes tests que pour l’apple stem pitting 
foveavirus 

$Spy epinasty and decline 

~ ~ ~ ~ 

*May be caused by the same agent as apple green crinkle disease/Peut itre cause par le mCme agent qu’apple green crinkle disease. 
t May be caused by the same agent as apple rubbery wood diseasepeut Ctre cause par le mime agent qu’apple rubbery wood disease. 
$There is some evidence to indicate that Golden Delicious may not detect all strains/Des donnees suggkrent que Golden Delicious ne peut pas detecter 
toutes les souches. 

May be caused by apple stem-pitting foveavirusPeut &re cause par apple stem-pitting virus. 

methods. Normally, heat treatment is the preferred method for the 
removal of viruses. Where viroid infections are involved, in virro 
methods should be applied, as viroids in general are not susceptible to 
heat treatment. A general method is described by Zimmerman (1989). 
The normal procedure typically includes the following steps: 

dissection of a meristem from lateral buds, preferably 0.3-0.5 mm; 

shoot development for 6-12 weeks; 
root development with a 3- to 4-week interval on fresh medium; 

acclimatization of the explants in the glasshouse for several weeks; 
retesting for virus and viroid infections after at least 1 year of 

growth, allowing the viruses and viroids present to develop; 

6 retesting of pomological and dendrological characters. 

Cultures can be stored at 4 “C for several months without subcultur- 
ing. Apices can be freeze dried in liquid N2 at - 176°C after dimethyl 
sulphoxide (DMSO) treatment or included in alginate pellets. 
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par des viroides, des methodes in virro doivent itre appliqukes car les 
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chaleur. 
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2 dtveloppement des pousses pendant 6-12 semaines; 
3 developpement des racines avec 3 ou 4 semaines d’intervalle sur 
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European and Mediterranean Plant Protection Organization 
Organisation Europeenne et Mediterraneenne pour la Protection des Plantes 

PM 4/27(supplement) 

Schemes for the production of healthy plants for planting 
Schemas pour la production de vegetaux sains destines a la plantation 

Certification scheme for Malus, Pyrus and Cydonia 
Certification sanitaire de Malus, Pyrus et Cydonia 

Specific scope Champ d’application specifique 
This supplement to EPPO Standard PM 4/27 corrects and replaces 
Fig. 2. Fig. 2. 

Ce suppl6ment B la nonne OEPP PM 4/27 comg6 et remplace sa 

Specific approval and amendment Approbation et amendement specifiques 
Figure 2 corrected by the EPPO Panel on Certification Pathogen- 
tested Fruit crops in 2000. 

Figure 2 comg& par le Groupe d‘experts de I’OEPP sure la 
certification sanitaire des cultures fruitikres en 2000. 
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446 Certification scheme for Malus, Pyrus and Cydonin 

Fig. 2 Diagram of the stages in  the certification scheme for Mdirs, f y r m  and Cydonirr: rootstocks. 
Fig. 2 Diagramme des stade5 du schema de certification de Malus. Pyrirs el Cydorlonirr: porte-greffe. 
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