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| )&Jbupyj2014m‘;)u\ul\m%ducg_\m;ﬂh deul:h/(m)
MUM\UJJAY\ ;u)d\ju.u.\d\ ;\)JAJ\J¢LAQY‘}JMM\MAJMJ

ALl daal) ulait A gall putaad) laie) 2.8

da yiiall Al dsall ulal el el & g e e 103G DY) Cu e
laalaic Y

Lipgll 5 yalall 5y all el (ya Lo gy 14 U Asaney cilial jie) Al Aing]) LY caall
ol Gl gall o bl e (2015)

aadgly  (004- 2005) ol Clibh 4 jdial) padl] Lilw ol LSl S sl
.(CPM 2015/06_03 4&s 5ll) (029-2006) i3S L pal) 4S als (CPM 2015/06_02
= d.\mu.\ == Lg‘)a\ .JSJ LA@A“\JJS J.U\JLAS\ M;J L;‘ u\)w\ u\JA .J\.Lu.nj
1 mdie (S Aaans )l Cilial i Y

djﬂ/dﬂ/uc L;J‘m )L\MJ\ t}‘).uu\ UJ‘““A‘“ u\ );\ J8lx'ia LJJL J.\.\.C\J
(029 2006) uLwA/U
AAS.LJ\ﬁ@\uwu@uﬁwm;ﬂw\a&@ﬁu\w#u\ ‘).15\‘5

Lexas ‘“.-’)LJ

) sl Jlmdll e o daludl uladll daal Ao salaiall al ) asl ani
c\al\.u@o\h\uca_uc\} (Cu/JI/UJJJIULxJ/uJMIMI.ﬂjafLm;l) 15
Adaiall Jelsdll Lo Y ((Saa b Gl A dalall uleally daleiall Jiloall
o=l yie) 25 Ledany (029-2006) ‘_!L.UA_/L/‘LL/}JJ/ S ol e Al gall el & 5 _rha
aaly) MMBJ&M\U)H\&L\LAMJ Aell Al 5 ) al) el J8 aile can )
U\C}s\ ‘QJJAS‘(_ALL@Auﬁuj‘dw\G&M\Jﬂ‘)ﬂu\m?u\‘:ﬁ&\uﬂ}‘
u&udw\a&@)mﬁw\mﬂmuwawdﬂm@\};ﬁ
md“ﬁ\.u@aj‘_guaswd\

139]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

CPM 2015/CRP/06 &5 s 509-01 ailazall 5 CPM 2015/06 484 1) 20
CPM 2015/INF/15 4&i I} 11
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A.GJAAAS M\mg\scqu\ﬁw\ }@AALJ;JoJJJm‘_AQw\usSJU [47]
L;’JJJY\ J\AJY\}\Jﬁju\ﬂ\jumJY\ésjmm@\o‘)}quL_;r_a)m

M&L\AJJA:J\A.GJAMHULALAAA\udhdﬁjw\‘;\u‘}\ﬁmw\u:ﬁ‘)} /48]

M}ﬂ&b}db“ﬂ\é\u\ﬂ\} (4@)43\)24\)@\)44@\?}@

*MLSBUS&‘\SJM&M\&MAD}QJHMM\MIAY\E_XMJ\}M\@)AM
u\J\)ﬂ\@mm@\ﬁjwu\ujdw"w}cié;\ﬁ

Gl oY) Claabioe aeny 58 A5 Lale) oSl calla BAES 5 L) Cun e 5 /797
Apell Aal) 5y gal) 8 saaieall julaall pa g dplee 8 o) puad) s Cilalaiall 5 il
(5 &)

e glias)) 15 by A sall Sleall dpmpm i) 425 gl Gl Al LY calil sl /507
LA‘;L@.MMM\M\ﬂ}@mdﬁﬁ(@bﬂdjﬂ/ajhﬂ@w/wf
Jalal) Asaall A4 gall 40) gl

OS5 A8l llia & Laalaie Y Aigl) e G e 8 CulS jplad) (g 8 Ly /577
(2015) el 5 ladl 3l o Cumye a8 dgle dpew lal el @y
‘L‘SIJJ/ ‘dh ..L?.JA.! U"G (.s-/.}"’j/ JLMJ/&}JMA (_][A aM &_\.115} c_u}.;a.\n_i LQ.JLA.\.CY
lasgat 335 5ally Cilallaa o liie 4535 (031-2006) (Tephritidae) 4g-SLl/ Lbdf 4LLel/

28 ) (sl Jlmally 3a3laS Ll )2y

s 1Y) & sl all uleal) slaie) 55 i ) saleiall il LYY e 220 Hlils /52y
Jilsall Ja Mgy an)l) Ul sie¥) calia Al ae daal i) cpuad ) 2alal)

S oabaall 2 o (55 el (e 4l Loyl saflacial u\)LY\ S el s A g shadl
Aidl) 4alil e ilial i Y) dsBlia 5 a3 o 5 alal

ol sl JL\M” & s ie b phi ) gal e e alatiall Cal Y ol Sl /53
Cﬂma.o plasinl 4a® (031-2006) (Tephritidae ) 4eSll/ LS Lilel] 4gSL6l) Lls paay
Jw\&j‘)‘mu\_)m\j "L)M\d.ﬁu\"cjkmucbaﬁ Gu.\l:l\md.d.d\"
uau;u\i\a\u‘\ﬁ)’.du)@\;\ﬁ\mﬁdp;wu@;yﬁg;kucjﬂ.d\
&JM\ Ol el ASW AL Suile ()\...a;j\ 5\) 4.@5135\ t\}a\
L@.ML-\A.\‘S_\ML})-HJ\ JPMM\MDM\cJu)JuL@JA}JLS\GLuY
daddiiead) Clallaiall OLE e Aaalat Gle) jay U\a.d\@djb.mh ci...d\ Lad)
UJSJJSJ\&M\MB&&\)E}@ALQJJJMJL\MCAUAJMLJJLULA\\JA@
usg_,\ﬁu

CPM 2015/CRP/08 4igi sll 12

CPM 2015/CRP 07 4&fi 5l %2

https://www.ippc.int/en/core- :‘,._.,,Jm‘ Ol sl &f— dalic 4l dasall Hulal 4 ) el doasa il (S5 ) U‘ H
activities/standards-setting/explanatory-documents-international-standards-phytosanitary-measures/

CPM 2015/CRP /04 &5 5l 15
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& bl \m@d)\s meﬁ\u_u&yu\mu\g\M\ sl /sy

Ul il 4.».4)3 pa8lxiall u\)k)\j Cpat ?& 4 (_A\J 2014 L;a\_ﬁ\ C S/ yaad o
(2015) Auell 3 il 55 Al e aua je Ji g 5 piiall

Jyanll ) o alaall o3a e o gl oo Jads Aiggl) G Bl 381 35 /537
8l JYA e i) Aaall ulail A sall ulaad) o3a slaic) o Al 488 e o

RN

o o Gl (B e A ESBN Bl Alal) daall Cilallas Sy /557
1OV 6 s laalaic Y Al ) calial a8 (i saailly Walaie Y (2015) Laugdl 3 kel

LSl DL Alilel) 48l dla doai i I Sledl g ogyie Lad OS5 /577

(Tephritidae )

S dial By el salaie Y Al ch Ja‘ﬁ\ Ay e e <A (031-2006)
g_qjla.o 4_133 d\).i Y Culs sadlaiall u\)k\}[\ J;\ U\ e c\JY\ d&\}u salaicty ‘\_\.\.@J\
«_u}ha.d\ ed.c L_Ar_ dﬂ\}\ﬂ_a 4.\.1.@J\ Caags) suj;d\ XYY JJJ.\.’JJ Jl_uuj\ Jaa ;\J\ 4.\.13.1
bl Zaad ) atalel s jladd) 138 e

&cwt@;\‘;h\ﬂwﬂu\@ajmu\_a‘u.i.@J\M.u)u)SJj /58]
) cdslat Al Ll aea Gl 2015 Jb\/}\u‘_gdﬁm&ﬂ\ )uud\m;ﬂw\
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Al Aanall s i s

DL Al 40 Al yoni o o) xal) g5 sile) o il (17)
4aal ) cPM 2015/06_01 485l (A& 3 WS (037-2006) (Tephritidae) 4¢-SLd/
o) e el el

DL Gl cldY) o DllR (Ghlia o L) 26 85 o) Jlaalls 3 Galall Cinaie/ (18)
Sl A soly Anlall dsall @lel a) Jss ((Tephritidae) 4gSLal/
(Tephritidae)
(13 384l1) (010-2005)

Liluil) daial) Clalhiaa 3 a5 a8 5 Aol Hladll e 2013 @Obaa Cineic/ (19)
(13 G4) (001-1994)

Clad LoLil) dauall Glalleg) 28 A8, Al el 16 Galall Cnaic/ (20)
Citrus sinensis J&i il Aallaa e (/s Leaalsd) o gall Jon sl drals)
38 ll) (2007-206E) Bactrocera tryoni 235k oS 4gSW 44LS (e ualéﬂ 82 9l
13

deal) clid 4olill daall ‘_;bJLu) 28 Ad) ‘;ﬁl\ Dbl 17 u_).f.u:/ (21)
Citrus sinensis (xltial/ dallee e e (sl Lol o gall Joa sl
2y oS dgSlE Db o palSill 339 b Citrus reticulate _sois)/ dh-u,-'-//j

(13 8 ) (2007-206F ) Bactrocera tryoni
Cldd Ll daaall thLu) 28 A8 ngql\ Dbeall 18 Galddl Chaaied (22)

Citrus LJA.ABJ/ U}A.LU/ 4AJLM oe (CU/}'U Mw/ ..)/jaj/ J}A CU/}'U el
38 <)) (2007-206G ) Bactrocera tryoni ity ¢S Ll (o (alRill 53 9 ulls limon
13

Cldd Ll daaall thLu) 28 A8 ngql\ Dbl 19 Galad) uJA(.xc\ (23)
A3y g LY dallaall dalleal] e (] sl LenslSdl o sall S il olf dnaial S
(011-2012) Planococcus minor_s Planococcus lilacinus_s Dysmicoccus neobrevipes
(13 @8l

el Y S gig g dgdl e Alall adie) juledl d3al uh Lle Cublaf (24)
Clid | pans il GYsSsig ) 27 B (Aol el GlaaleS A 00l A5
(gl sl] dnaals )

5_yaill e Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa .
Xanthomonas citri subsp. citri <luaas]) C)ﬂf' da gl ya i

s dalee Gl il e @laade elay) ) saslasial) a_q\)la‘ﬁ\ Ced (25)
2015 DN/ 27 J8 julaal) 34l = leiloacy " julall

el e}@_q.aub.ouljmd.ns @Wuham\uk; Cuddf g g Cuia pril (26)
(4 3l Aalld)

Mixil dia Laalll 1y 08 Al juleall daad 8 clael) Clalue e il (27)

daud) de gana &Lu;\ da L palana il (2014) Aell 42l 3 ) 5all
(5 Al 8 Aladall A 3 1) 2015 L/ sl 2 onbeall sl Zayl)

4l Aaual) paail A gal) yulaall day 5 A& cobaadl) o g3aY) 3.8
(2014) Anulil) Lg5 ) 90 A 40U daall gl Ada Lgladdie) Al
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A jall g Apipall GG daal je le gena o cabaaY g 19485 N ALY Cua e /607

(2014) danill L3y 50 = Al Lhadic ) ‘_,_d\ Al gall Hulzall Caca pri) 28 Al

de ganal (Buwia dsag day Loayf Wade @daf S8 5l (gl daa il (.\Lu\‘.‘.\ e Ostaall
oAl sl 8 %%)ﬂ‘ Aalll Aan) al e sane 25 5 pae 5 dgu 5l Aalll daa) e

A yad) all) dxa) jal e sane QD s Janl ol Aingl) ctlil 85 /577

Al dasall pulaidia Gl /627

Llill dswall Cfoled sl 12 A8 ‘_A}AS\ Dbl 1 38 el GU Lale ik (28)
d;l.d\} (JJLLJ/uLJUaJA}AJ/w}AJ/JuJJ/uLJU‘: c_rL‘»}.Lf.Aj odai g iSTY)
u}JLuS// dafles) 15 A8 Aol daall AAJLMJ (deSLall lad 4_;L;_> alsf
Lld (g paliill JM/ 5 ) s (‘—L“-“j/ ,AL“-W-” Cucumismelo var. reticulatus
8 (Tilletia indica Mitra) 4 o8 a8l J S 3 9 1 5 (Bactocera cucurbitae fedas//
Al 5 A Al 5 Aipall GG Aral je Cle sene JB e daal jall Ciad
skl gal daa il e\.ua\j

Gl Y] Camadip A pad) Aadll daal jal e gene 4f QS sy Lol i/ (29)
Azl a&m\ﬂmwm&mﬂ\d\emg\ pa8laal

mbadl s A s )l Axlll Axal e de el W (Baie HUEA) pamy Lale <_:.u/(3())
4all) dxa) e de gana Leaal 3 Al Al 4llal) 3 ) gal) Q;mum\ﬁfs\ aal 5all
A 5 )l

F3U s (e i Ao daws N Al aadiid ) sadlaiall GilLY) Cieadd (31)
L@Jd\.’_}u\ a1l 4.&;\‘).0 4c gana d.ud.ﬁ cJ\.c\j MLAY\

\).\;\ u\.ma LA‘; Cilalll AM\J.A u\.c)m Lﬁ u}SJLuJ u.ml\ L«Scl...ac\ Cuia (32)
L;d\ GLelll dxal je Ale gana Aalall ddaall ) 4l soasal) 40ia 31 Jgall
Badaal) el gally Al g Al Lgdaaie )

Al dsall il ddgall Huleal e Al Fadll e e cudd/y (33)
Ja) e BLY) eleiil g g Wde Lalaall saaall il i dalain)
Cilad ol & vl <l il
.CPM 2015/07 485 sl 11 ) 1 ¢

Lucien K. Jﬁ.-‘*‘j\} (‘\:‘-‘:’*43‘) Liu HUI J.-.‘-*-d\ ) :\-’Q.\)“ u\.:;)m Lﬁ“—"“ UJS"" (34)
(35LYY) Beatriz MELCHO 3l 5 (A JAll) KOUAME

2 clallhiad) aladin) 8 eUadY) oaiail da lal) 4 pad) cobaedll 4.8
Baainall julaall

Lol daual) Clatbias 3 posa - 5 4y Liludl) dneaall yulsil Lol lmall

CPM 2015/07 4as 4l 16
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Ml;\ﬂ\ ;Ua;\ﬁ\ C_\;..a.\l 4AJ.\$.AM M)JAJ\ u)ujauj\ d}hﬁ Lfd\ E }S\ MLA\J\ k_\.»..aﬁ [63]

Tl e a0

wleall pe Gudal) pfasic) — Libuill daall Uis pelbhaa

"Ll daall U mlhiae JlaieY da gl A pall cobaadl LY clial sy
Ll 4_;Lu./ 4_uLuJ/ daall feolie 1 a8 ) ‘_A}ﬂ\ JL\MM ‘_,’A qu By u_ﬂéﬂam.u
J\.}:.AS\} cALileil] daall u/..)[g_w 12 ?SJ ‘_’J}ﬂ\ J\_u.ql\j ;4_:.:&.:.// inall «.:/.JLK_M.//
21 ?U ‘:JJJS\ Dbzl g ¢ gaalf Lol c_;Le/UuEY/JLb.A JLB_; 11 eﬁ) QJJJ\
4_15_13‘;.1.// .LJLAJ/ 23 ?SJ é}ﬂ\ JL:MJ\} ‘ulﬁ/UuaM JL.u.u/ <l &LLIA ;L.u.;/
Y g Lliil) Aaall poai sl Lig s 4ilf Lo gl 04 eﬁ) s bl 5 o plidilf
4,5131/ ‘um ULM uEY/ o 4_J1A dALM oLl 26 pd sl el g ‘Lg_/..ﬁlx_u
JL«.«I.U/ Lg_lﬁu.asa.ud.éb.a ;:Luu/j’OeSJ ‘_AJJ\ J\.uud\} uBY/JLw.u/ Lg_ﬁu.asa.u‘fl.//

28 (Tephritidac ) 4g-SL// L3 <ls/

Al daall julxidia Gl /657

CPM 2015/09 4355 51} (e 1-all J saal) 8 dasiall 4, JAJ\ m,._,su Lale ‘_,z,g/ (35)
(@LLJ/MJ/ NI

A Libil) daual Uls mlasas Jlagiul Jal (e 4_1)4;3\ Ol Lale cublaf (36)
L@;\Ja\ LY (e culhs cPM 2015/11 A& SlL (6)ul\ (1)ul\ Jgaall g
Alall @la 4] all el =

2252151251157555 1 r‘.s)‘uqul\ bl Ay juall ARl ol La.[cuéh/(37)
plbaall (5 HAY) Ay alll il B o 53 an S Cagas 305 295 265 245 239
Aaliad) ) gall oy

soall A8l e it ol Jaeall Bl gl a8 o Sl il (38)
A pall SOl el gulaty LY 2Ll ) 68 g Lale Jaladl)

dalain) g Afll) daval) pulail 4 gl puleal) Cpa dapall) ) slad) 5.8

PR
Dnbacall Al el Jlasind lacal Aa el 4V Jlaii ) 488 5l LlY) cum e /667
1995, 1) U e Lo Lale AlaY) ol cdlaedl) slaie) sal L) 5 sapal) el 23052l

HJ&AJJSOJL.LL\ 4.\.\.@.3\ é\uéjajwc_mﬁemu;;ﬂ\ﬂd‘ﬁ\ Y g g
‘LS,)A\}“ 4.\5_535\ _).u\.z.ql\‘_gé_gﬂ\ Jw\ Sl ‘_A\ ub@‘i\@«u—_@u\ t_w\).u:_\j\

CPM 2015/09 4&5 51l 7
CPM 2015/11 435 511 & (6)ll - (1)l Jsland) 28
CPM 2015/05 4&si ¢l 19
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gl (e allay caiiall L) dlaie) saly @l ) dalall caea 13 4y s cDLaniS
L 3adizall dadiall Al Lellagin) g Jsall jleall d3,L000 23l o12)

d;\u,a‘\_ﬂ\;l\ MJJ\ ‘).ul.sud\ua:uér_d.iuu\ ()MM‘\.A.\ASS\ C.uul\ QJ\ &_\\JLM:‘X.\
il el 2300 S 3y Lol el i il Ll o
AALMA\_:)LL:A\AJ\)A\MUAMJ}AJ\)MM&PY\MJJ\

dsf;\.d\‘_,’.uucu‘)ﬂd\ ub.u:.d\ MLAY\@.\L.\LAU\:—)MM\ L..a.a\ GA.AJTJ
Lde Lladl of saciadll el L@\m\j (Cladl)l areny) A sall ulaall mb.d\ gl
26esjéjﬂ\Jw\j5@JQJJ\JMmMMLm\ e Jod ady Bas L
dus‘i\d}a;wzgM\‘_\M‘A@MM\U}J\JAWFJM\%
APch\_dlaj\L@_UJA@L&:m@\ukh\ujqﬁumu@udlﬁdhw}

ducy\djhw“mn_mtg_\hmﬁamm

Sl 1 (3 salls 27 by sl Jlnalls 2 (38 5al) it 581 3 58 adf ol Tyl
daan )l QAL Legdadla g cplnall (pda s Jasad e saclull 28 a8 (sl
el d )

Lade cabalady Adsall el L) oul) oLl s8laiall (ol JhY) (any (o S8

Jsan 25k e Cpaing Gl GO Gava Agl) L) Caed a8 & pall Sl ol
Al (e 2 jall lanal Jatusall 8 Lee <anil) @lli aas s 58 Iy

Al daal i A

28 ad ) sl Sl 1 38 sall s 27 o) (Joall Jlmally 2 (38 sall slal) Caic/ (39)
4\_\&‘53&\@“}\3\‘5&:5 Mu}&d&“b)}mdd}j\u@y‘@u\@m&ﬂ\)

Dol o calia ¥y (@il 3ae s llasind GSRYL zraas o ) sl aal
(3 ada (Sl ddila GBIl Glaiadan 28 (Jdsall Hjlmallg 27 A8 Agall
iyl

(CPM 2015/05 485 sl 1 (38 yall) 4y puadl SOl Lale bl (40)

C...u.\]\ JS et oo aJ}SJA\ <l il aly) d.\L.\ Lalls ¢l ér_ <24 (41)
L Lade Lalaall i aaiaall ol Lie (ymbativnnns s e Y 2l sall laall 280
Chas

CL\LAJM\J&Y-MUJ#MJ&)@'AJ 6-8
el o L gial ) cdnlly julaall ) é@juszoag;mw\ Cin ye

(i e 51 Gl "l 28D ) il o) L) Bl 31l
Lty e d8lia exind 8 L sl 5 ubadll Elade

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

CPM 2015/19 4asi 4l 20
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el el b Cumy il il ) Al LA s3ilatall Gl LYY ey B /73

Al gall A8laY) Jae geali g_al_bdjwj k_i\)z_d\ A.m;_dwa\q\c_awu\ Latill

s idal) A W/}JﬂﬁbuﬂMd}d\Mu\yM\wwM\uﬂbj
Al e Ml 58 il 5 Dol oY cans g 4

Al daaall pulxidia O /74

dalaiall y A3RD) ) ginal) Aia ae Al e lall A laii o) WY e culh (42)
O 3 ezt (s a ) AS ikl JLaia¥) c¥lae Gl ol gl Al dudllal)
G.aﬁa&\iu:).u\a.d\ jd.qr_c.qh‘).u.k.ﬂ).adh

25l Jiloa 5 aaallal) 48U dagl) 3 ) 9 Aaas) (Al Gl gl janadd e iy (43)
4.1}3}‘)“ ‘\J\Jd\ d.ﬂ.m.d\ \..u..u: YJ (Bdlizall J.LIL’.AS‘ j\ )JJL&AS\ @J\.u.u dalaidl)
Sl el ) )
aﬁw\u\kﬂcw\ d}\wu\&u\ﬂ\dmdh_uu@mu&d
a_a\.J\.u)‘}”uAAP}d\ jd);)d\ud)muh

@Lﬂ\ A.as.ul\j J.u\.xd\ JLL:\ ‘ﬁ ).u\.xd\ &J)wu u.éléj\ e mll Ll AN (45)
DY o ) 5mie CPM 2015/10 48550 1 (38 sall & aniall A gal) A8l
(2016) uegll 5 pdiall dpalall 5 gal) ) 2y o gu dal) g bl ea sl Ja)
aJLA.\Q\ d;\ )

(6 da)d\) ‘L!}ij/;umlg_l.u‘).!j‘fé‘).lﬁ&// W/JJJJJJ.:JLM&.\JA.\Q\ (46)

ey Ll S salie ) cade Ll uleal JLA/ iy off Jle iy (47)
Al ﬁs\ a8y ol Jee

CiliLl) 408 ol 4 gal) ABEN) julaal audlga  7-8
Ciliaill 44 gf Ll gutl) LALETY) pleal puds) galf daild 4 COseil) 1.7.8

ol @ Ry P lilil) Dl o) L gl LLGY) yulea) gu) sell Lail DY) Caase /757
Dbl Raald Lale il y Al ccdanil) @l (g a \yd\ ey o i el 4]
Lale &\A)d‘tu.@j‘\_d\aj\ oJ}ﬂ\ GJ\ GJLJL\ Cradd 23 M.u.gﬂ a};‘ﬁ\ aJ‘jﬂ\ Aaxd) dia
s L

Jaaﬂ_as.u.d\u.\.uﬂ\c\).\:l\d.a_)s;ubuac‘).ﬁ\Mb)mydmu\duuY\&_\L;\}! [76]
15@)&}&3\\)\.&.«5\41M\@M%d&u\)@\&@)ﬂ\

L%J.C}A s Al @..4\543\ A& A3 seall de ga ela ) 32825l ubl:.‘){\ N c A /777
b B (LSaa e (S al ()5 sl g el Ul slaie ) oy o I 2015 ale S
M\JﬁM\J&j&;Q@m\ﬂ\m\ﬁgﬁ

ple (b anal sall a5 5o olay) o2l oe 3alaiall ol Yl (e el By /79y
Lg\ PULy) 44.:313.1‘21\ aly hiuall Jazll Jal e anal sall pand dua 8 la Jliel 2015

Oyl o dalie bl LUs) Lhod LAGY) pled guslsell 4ol scPM 201510 43550 o) *
https://www.ippc.int/core-activities/standards-setting/list-topics-ippc-standards
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Ay Of Gy Sl sY) a3 LEY) ae Ol ) Al age mlaall (e
oY e sl

e all jlaall g g pie e Jaall dn\.a ailifae A saslaial) VAN 8l
Al aual sall Jsa glaial dac L (2008 001) 4l b gl <@yl e
(2016) Al 3 yde aualall 3 ) 5all JUA & guia sall 28 anl

LY sl g ol sy s sV AaIY) 2l 5 jkan Jee Ao sene JiSE Agll culla
Al dallaad daliall cl Hlald) A8l gl 5 ) 90 Mixil oL a2l g 48 1Y) 3aaal)
.(2008-001) A3l iy sladly aY) JWs) (e aall Jon jlina & 5 e

5 el by 5 ad) de ganall o3 ililia L) ulad) il i, ki
Y g sl 138 ) Al (U1 i St Lo saLal el o s = e gl
Gyl a8y Alkal) Gl ghadll Ja Al sliac] u ¢l YY) ‘_g sl Gba J)
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ARGELIA -ALGERIE -ALGERIA

Représentant
M Mahfoud MEZNER
Sous Directeur des Controles Techniques

de la Protection des Végétaux et Direction

des Controles Techniques au Ministére de
I'Agriculture et du Développement Rural
Boulevard du Colonel Amirouche ,12
Alger, Algeria 16000

Suppléant(s)

Mme Karima BOUBEKEUR
Secrétaire des Affaires Etrangéres

la République algérienne Ambassade de
démocratique et populaire
Via Bartolomeo Eustachio, 12

Italie -Rome 00161

Phone: (+39) 06 44202533

Fax: (+39) 06 44292744

Email: embassy@algerianemnassy.it

-ANTIGUA -ANTIGUA AND BARBUDA
ANTIGUA Y BARBUDA -BARBUDA -ET

ativeRepresent

FRANCIS-Ms Janil GORE

Plant Protection Officer

IPPC Contact Point
Ministry of Agriculture, Lands, Fisheries
and Barbuda Affairs
francis@antigua.gov.ag -Email: janil.gore
francis@antigua.gov.org-janil.gore

C)..'\SJW\;\.ASIE_03L§§JA§‘

MEMBER COUNTRIES
(CONTRACTING PARTIES)
PAYS MEMBRES (PARTIES

CONTRACTANTES)
PAISES MIEMBROS (PARTES
CONTRATANTES)

ARGENTINE -ARGENTINA

Representante
Sr Diego QUIROGA
Director Nacional de Proteccion Vegetal
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
(Agroalimentaria (SENASA
Piso 4 -Av Paseo Col6n, 315
Buenos Aires, Argentina
Phone: (+54) 11 4121 5176
Fax: (+54) 11 4121 5179
Email: dquiroga@senasa.gov.ar

(Suplente(s
Sr Ezequiel FERRO
Técnico Referente de Temas
Multilaterales Internacionales Bilaterales y
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
(Agroalimentaria (SENASA
Piso 4 -Av Paseo Colén, 315
Buenos Aires, Argentina
Phone: (+54) 11 4121 5091
Email: eferro@senasa.gov.ar

Sra Andrea Silvina REPETTI

Consejera

a ante la Representante Permanente Altern

FAO
Embajada de la Republica Argentina
(Representacion Permanente ante la FAO)
Piazza dell'Esquilino 2

Italia -Roma 00185

Phone: (+39) 06 48073300

Email: emfao@mrecic.gov.ar
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Page 47 of 127



CPM-10 Report Appendix 03

ARMENIE -ARMENIA -AZERBAIDJAN -AZERBAIJAN

AZERBAIYAN
Representative

Mr Artur NIKOYAN Representative

tosanitary InspectionHead of the Phy Mr Taleh SHAMIYEV

State Service for Food Safety Head of Plant Quarantine Expertise
Ministry of Agriculture of Armenia Laboratory

Erebuni 12 street State Phytosanitary Control Service
Yerevan, Armenia 0039 Ministry of Agriculture

Phone: (+374) 10 435125
Fax: (+374) 10 450960
Email: nikoyanartur@rambler.ru

AUSTRALIE -AUSTRALIA

Representative
RITMAN Mr Kim
Chief Plant Protection Officer
Department of Agriculture
Marcus Clarke Street 18
Canberra ACT 2601, Australia
Email: kim.ritman@agriculture.gov.au

Alternate(s)
Ms Lois RANSOM
Assistant Secretary
Plant Import Operations
Department of Agriculture
Marcus Clarke Street 18
Canberra ACT 2601, Australia
Email: lois.ransom@agriculture.gov.au

Mr Jan Bart ROSSEL

Director

International Plant Health Program
Plant Health Policy

Department of Agriculture

Marcus Clarke Street 18

Canberra ACT 2601, Australia

Email: Bart.Rossel@agriculture.gov.au

N. Narimanov 7a

nAZ1106 Baku, Azerbaija
Phone: (+994) 12 5628308
Email: taleshami@mail.ru

BAHAMAS

Representative

Mr Simeon PINDER

Director of Agriculture

Ministry of Agriculture

Marine Resources and Local Government
Manx Building, West Bay Street

Nassau, Bahamas

Phone: (+242) 3640548

3257502 (242+) :Fax

Email: simeonpinder@bahamas.gov.bs

BANGLADESH

Representative

Mr Mahammad Bazlur RASHID
Agricultural Director

Plant Quarantine Wing

Department of Agricultural Extension
(DAE)

Khamarbari, Farmgate

Dhaka, Bangladesh

Email: dpgw@dae.gov.bd

BARBADE -RBADOS BA

Representative

Mr Michael JAMES

Officer in Charge

Plant Pathology Unit

Ministry of Agriculture, Food, Fisheries
and Water Resource Management
Graeme Hall, Christ Church

BB15003, Barbados

Phone: (+1) 4345112/5112

Fax: (+1) 4287777

pathology mar@caribsurf.com :Email
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BELARUS -BELARUS -BELARUS

Representative
Mr Leanid PLIASHKO
Director of Main State Inspectorate for
Seed Production, Quarantine and Plant
Protection
Quarantine and Plant Protection
Krasnozvezdnaya st 8
sMinsk, Belaru 220034
Phone: (+375) 17 2844061
Fax: (+375) 17 2845357
Email: labgbel@tut.by

BELGICA -BELGIQUE -BELGIUM

Représentant

M Lieven VAN HERZELE

Attaché

Ministére de la Santé publique, de la
Sécurité de la chalne alimentaire et de
I'Environnement

Végétaux et Alimentation ,DG4: Animaux
Service de la Politique sanitaire des
Animaux et des Plantes

Division de la Protection des Plantes
Place Victor Horta 40 bte -Eurostation 11
B 1060 Bruxelles, Belgique - 10

Phone: (+32) 2 5247323

Fax: (+32) 2 5247349
Email:
VanHerzele@gezondheid.belgie.be.Lieven

BELICE -BELIZE

Representative
Mr Francisco GUTIERREZ
Technical Director
Belize Agricultural Health Authority
Belmopan City, Belize
Phone: (+501) 8244899
Fax: (+501) 8243773
Email: frankpest@yahoo.com

BHUTAN - BHOUTAN -BHUTAN

Representative
Ms Barsha GURUNG
Senior Regulatory and Quarantine Officer
Bhutan Agriculture and Food Regulatory

Authority

Ministry of Agriculture and Forests
P.O. Box 1071, Thimphu
Bhutan
Phone: (+975) 02 327031
Fax: (+975) 02 327032
barshagrng@gmail.com :Email

Alternate(s)
Ms Kinlay TSHERING
Chief Horticulture Officer
Department of Agriculture
Ministry of Agriculture and Forests
P.O. Box 392, Thimphu
Bhutan
Email: kinlaytshering@moaf.gov.bt

BOLIVIA (PLURINATIONAL STATE
PLURINATIONAL BOLIVIE (ETAT -OF)
BOLIVIA (ESTADO -DE)
(PLURINACIONAL DE

Representante
Sr Antolin AYAVIRI GOMEZ
Embajador
Representante Permanente ante la FAO
Embajada del Estado Plurinacional
de Bolivia
Via Brenta 2a
Italia -Roma 00198
Phone: (+39) 06 8841001
8840740 06 (39+) :Fax
Email: antolinayaviri@hotmail.com

(Suplente(s
Sr Remi CASTRO AVILA
Jefe Nacional de Sanidad Vegetal
Ministerio de Desarrollo Rural y Tierras
Av. José Natuch Esq. Felix Sattori
N° 15724, Bolivia
Phone: (+591) 3 4628683 int 1151
mitok@yahoo.comEmail: re
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Sra Roxana OLLER CATOIRA
Segundo Secretario
Representante Permanente Alterno ante la
FAO
Embajada del Estado Plurinacional de
Bolivia
Via Brenta 2a
Italia -Roma 00198
Phone: (+39) 06 8841001
Fax: (+39) 06 8840740
roxoller@yahoo.com :Email

BRASIL -BRESIL -BRAZIL

Representative
Mr Luis Eduardo PACIFICI RANGEL
Director of Plant Health Department
IPPC Official Contact Point
Ministry of Agriculture, Livestock and
Food Supply
Esplanada dos Ministérios, Bloco D
310 Anexo B, Sala
Brasilia DF 70043900, Brazil
Phone: (+55) 61 32182675
Fax: (+55) 61 3224 3874
Email: luis.rangel@agricultura.gov.br

Alternate(s)
Mr Alexandre MOREIRA PALMA
Chief of Phytosanitary Certification
Division
Ministry of Agriculture, Livestock and
lyFood Supp
Esplanada dos Ministerios
Brasilia DF 70043900, Brazil
Phone: (+55) 61 32182850
Fax: (+55) 61 3224 3874
Email: alexandre.palma@agricultura.gov.br

BURKINA FASO

Représentant

M Lucien SAWADOGO
Directeur

Direction de la Protection des Végétaux et
(du Conditionnement (DPVC

B.P. 5362 Ouagadougou 01

Burkina Faso

Phone: (+226) 25361915

Fax: (+226) 25375805

Email: sawadogolucien12@yahoo.fr

(Suppléant(s
Mme Mariam SOME DAMOUE
Ingénieur Agronome
role PhytosanitaireChargée du Cont
Direction de la Protection des Végétaux
B.P. 5362 Ouagadougou 01
Burkina Faso
Phone: (+226) 25361915
Fax: (+226) 25375805
Email: mariamsome@yahoo.fr

BURUNDI

Représentant
M Eliakim SAKAYOYA
Directeur
Végétaux Direction de la Protection des
Ministere de I'Agriculture et de 'Elevage
B.P. 114 Gitega, Burundi
Phone: (+257) 22402036/79976214
Fax: (+257) 22402104
Email: sakayoyaeliakim@yahoo.fr /
dpbdi@yahoo.fr

-CAMEROUN -CAMEROON
CAMERUN

Représentant
M Francis LEKU AZENAKU
de la Réglementation et du Directeur
Controle de Qualité des Intrants et Produits
Agricoles
Ministére de I'Agriculture et du

Développement Rural

P.O Box 2201, Messa, Yaounde
Cameroun
Phone: (+237) 22316670
Email: francislekuazenaku@ymail.com

Suppléant(s)
ce NDIKONTARMme Ali
Coordonnateur de Projet
Ministere de I'Agriculture et du
(Développement Rural (MINADER
P.O Box 2201, Messa, Yaounde
Cameroun
Phone: (+237) 77561240
Email: ndikontarali@yahoo.co.uk
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CANADA -CANADA

Representative

Mr Gregory WOLFF

Health Officer Chief Plant

Director

Plant Protection Division

Canadian Food Inspection Agency
Camelot Drive Ottawa 59

Ontario, Canada K1A 0Y9

Phone: (+1) 613 773 7727

Email: greg.wolff@inspection.gc.ca

Alternate(s)

Claude FOREST-Ms Marie

tional National Manager and Interna
Standards Advisor

Plant Protection Division
Canadian Food Inspection Agency
Camelot Drive, Ottawa 59
Ontario, Canada K1A 0Y9

Phone: (+1) 613 773 7235

Fax: (+1) 613 773 7204

-Email: Marie
Claude.Forest@inspection.gc.ca

Pierre MIGNEAULT-Ms Marie
Senior Plant Standards Officer
Trade Policy Division

Canadian Food Inspection Agency
Merivale Road, Tower 1 1400
Ottawa, Ontario

Canada K1A 0Y9

Phone: (+1) 613 773 6456

-Email: marie
pierre.mignault@inspection.gc.ca

Mr Brian DOUBLE

Senior Specialist

t Protection DivisionPlan
Canadian Food Inspection Agency
Camelot Drive, Ottawa 59
Ontario, Canada K1A 0Y9

Phone: (+1) 613 773 7246

Email: brian.double@inspection.gc.ca

Mr Eric ALLEN

Research Scientist

Natural Resources Canada
Canadian Forest Service
Burnside Road West 506
Victoria, BC

Canada V8Z 1M5

Phone: (+1) 250 298 2350
Email: eallen@nrcan.gc.ca

Mr Eric ROBINSON

Counsellor

Alternate Permanent Representative to
FAO

Canadian Embassy

Via Zara 30

Italy -Rome 00198

Phone: (+39) 06 85 444 2554

2930 85444 Fax: (+39) 06

Email: eric.robinson@jinternational.gc.ca

TCHAD -CHAD

Représentant

M Moussa Abderaman ABDOULAYE

Directeur de la Protection des Végétauz et
du Conditionnement

Direction de Protection des Végétaux et du
(Conditionnement (DPVC

culture et de Ministere de I'Agri
l'environnement

B.P. 1551, N'Djamena, Tchad

Phone: (+235) 6632 5252

Fax: (+235) 9932 5252

Email: charafa2009@gmail.com

CHILI -CHILE

Representante

Sr Rodrigo ASTETE ROCHA

Jefe de la Division de Proteccion Agricola
(y Forestal (DPAF

Servicio Agricola y Ganadero

Av. Presidente Bulnes 140

Santiago de Chile, Chile

Phone: (+56) 2 23451201

Email: rodrigo.astete@sag.gob.cl
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Suplente(s)

Sra Alejandra GUERRA

Consejera

Representante Permanente Adjunta ante la
FAO
ileEmbajada de la Republica de Ch
Viale Liegi, 21

Italia -Roma 00198

Phone: (+39) 06 844091

Fax: (+39) 06 8841452

Email: aguerra@minrel.gov.cl

Sr Marco MUNOZ FUENZALIDA
Jefe Subdepartamento Sanidad Vegetal
(Servicio Agricola y Ganadero (SAG
Ministerio de Agricultura

Piso 3 ,Av. Bulnes 140

Santiago de Chile, Chile

Phone: (+56) 223451201

Email: marco.munoz@sag.gob.cl

Sr Alvaro SEPULVEDA LUQUE
Encargado Temas Agricolas Multilaterales
DPAF

Division Proteccion Agricola y Forestal
Servicio Agricola y Ganadero

Av. Presidente Bulnes 140

ntiago de Chile, ChileSa

Phone: (+56) 2 2345 1454

Email: alvaro.sepulveda@sag.gob.cl

Sra Margarita VIGNEAUX
Asesora

Embajada de la Republica de Chile
Viale Liegi, 21

Italia -Roma 00198

Phone: (+39) 06 844091

Fax: (+39) 06 8841452
gov.cl.Email: mvigneaux@minrel

CHINE -CHINA

Representative

Mr Dapeng HANG

Director General

Tech Extension and Service -National Agro
Centre

Ministry of Agriculture

No.20 Mai Zi Dian Street

Beijing 100125, China

Phone: (+86) 10 59194756

Fax: (+86) 10 59194517
hangdapeng@agri.gov.cn :Email

Alternate(s)

Mr Jiangiang WANG

Deputy Division Director

Crop Production Department
Ministry of Agriculture

No.11 Nongzhanguan Nanli
Beijing 100125, China

Phone: (+86) 10 59191835

Fax: (+86) 10 59193376

cn.Email: wangjianqiang@agri.gov

Mr Lifeng WU

Division Director

Tech Extension and Service -National Agro
Centre

Ministry of Agriculture

No.20 Mai Zi Dian Street

Beijing 100125, China

Phone: (+86) 10 59194524

Fax: (+86) 10 59194726

Email: wulifeng@agri.gov.cn

Mr Xiangwen KONG

Division Director Deputy

Ministry of Foreign Affairs

No. 2, Chaoyangmen Nandajie
Chaoyang District

Beijing 100701, China

Phone: (+86) 10 65963299

Fax: (+86) 10 65963257

Email: kong_ xiangwen@mfa.gov.cn

Ms Xingxia WU

Senior Agronomist

onal Standard Research Center for Internati
and Technical Regulation

Department for Supervision on Animal and
Plant Quarantine

General Administration of Quality
Supervision, Inspection and Quarantine
No.18 Xibahe Dongli, Chaoyang District
Beijing 100028, China

Phone: (+86) 10 84603962

Fax: (+86) 10 84603817

Email: wuxx@aqsiq.gov.cn
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Mr Guang LU COMORAS -COMORES -COMOROS
Section Chief

Exit Inspection and -Beijing Entry
Quarantine Bureau

No.6 Tianshuiyuan Street
Chaoyang District

Beijing 100026, China

Phone: (+86) 13810436278

Fax: (+86) 10 82260157
com.163@Email: lug_aqgsiq

Ms Shuang QIU

Section Chief

Department of Afforestation and Greening
State Forestry Administration

No.18 Hepingli Dongjie

Beijing 100714, China

Phone: (+86) 10 84238513

Fax: (+86) 10 84238559

Email: xiaozhuzhu0733@sina.cn

Ki LAU-Mr Clive Siu

Senior Agricultural Officer
Agriculture, Fisheries and Conservation
Department

The Government of the Hong Kong
Special Administrative Region

Rm 627, Cheung Sha Wan Government
Offices

Cheung Sha Wan Road 303

Kowloon, Hong Kong

Phone: (+852) 21507039

21520319 (852+) :Fax

Email: clive sk lau@afcd.gov.hk

Mr Yonghua PAN

Head of Department

Department of Gardens and Green Areas
Civic and Municipal Affairs Bureau
Seac Pai Van Park

Coloane Macao

Phone: (+853) 66884157

Fax: (+853) 28870271

Email: wingp@iacm.gov.mo

Représentant
M Issimaila Mohamed ASSOUMANI
Chef de service de la protection des
végétaux
Institut National de Recherche pour
I'Agriculture la Peche et I'Environnement
(INRAPE)
B.P. 289, Moroni, Comores
Phone: (+269) 3331102
Fax: (+269) 7750003
Email: issimaila2002@yahoo.fr

CONGO

Représentant
Mme Alphonsine LOUHOUARI
TOKOZABA
Chef de Service de la Protection des
Végétaux
Point de contact de la CIPV
Ministére de I'Agriculture et de 1'Elevage
(MAE)

rue Louis Tréchot ,6

Brazzaville, Congo 453B.P. 2
Phone: (+242) 04 005 5705
Email: louhouari@yahoo.fr

ISLAS -iLES COOK -COOK ISLANDS
COOK

Representative
Mr Ngatoko NGATOKO
Director
Biosecurity Quarantine Service
Ministry of Agriculture
P.O.Box 96
Rarotonga, Cook Islands
28711 (682+) :Phone
Fax: (+682) 21881
Email: nngatoko@agriculture.gov.ck
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COSTA RICA CUBA
Representante Representante
Sr Marco Vinicio VARGAS PEREIRA Sr Gilberto Hilario DIAZ LOPEZ

Embajdor

Representante Permanente ante la FAO
Embajada de la Republica de Costa Rica
Largo Ecuador 6

Italia -Roma 00198

80660390 06 (39+) :Phone

Fax: (+39) 06 80660390
fao@rree.go.cr-Email: miscr

Suplente(s)

Sr Marco ALFARO CORTES

Jefe Departamento Control Fitosanitario
Servicio Fitosanitario del Estado
Ministerio de Agricultura y Ganaderia
Sabana Sur, Antiguo Edificio La Salle
San José, Costa Rica

Email: malfaro@sfe.go.cr

Sra Estela BLANCO SOLIS
Ministra Consejera
Representante Permanente Adjunta ante la
FAO
Embajada de la Republica de Costa Rica
Largo Ecuador 6
Italia -Roma 00198
Phone: (+39) 06 80660390
90Fax: (+39) 06 806603
Email: misfao2005@yahoo.it

CROACIA -CROATIE -CROATIA

Representative

Ms Sandra ANDRLIC

Senior Adviser
Directorate for Food Quality and
Phytosanitary Policy

Ministry of Agriculture

Ulica grada Vukovara 78
Zagreb, Croatia 10000

Phone: (+385) 1 6109702

Fax: (+385) 1 6109789

Email: sandra.andrlic@mps.hr

Director General

Centro Nacional de Sanidad Vegetal
Ministerio de Agricultura
Ayuntamiento No. 231

Plaza de la Revolucion

La Habana, Cuba

Suplente(s)

Sra Alba Beatriz SOTO PIMENTEL
Embajadora

Representante Permanente ante la FAO
Embajada de la Republica de Cuba
Via Licinia, 13a

Italia -Roma 00153

Phone: (+39) 06 571724222

Fax: (+39) 06 5745445

Email: embajada@ecuitalia.it

ROSSELL Sra Silvia Maria ALVAREZ
Primer Secretario
Representante Permanente Adjunto ante la
FAO
Embajada de la Republica de Cuba
Via Licinia, 13a
Italia -Roma 00153
Phone: (+39) 06 571724304
Fax: (+39) 06 5745445
Email: adjuntocuba@ecuitalia.it

Sr Luis Alberto MARIN LLANES
cer SecretarioTer
Representante Permanente Alterno ante la
FAO
Embajada de la Republica de Cuba
Via Licinia, 13a
Italia -Roma 00153
Phone: (+39) 06 571724308
Fax: (+39) 06 5745445
Email: alternocuba@ecuitalia.it
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CHIPRE -CHYPRE -CYPRUS

Representative
r George POULIDESM
Ambassador
Permanent Representative to FAO
Embassy of the Republic of Cyprus
Piazza Farnese, 44
Italy -Rome 00186
Phone: (+39) 06 6865758
Fax: (+39) 06 68803756
Email: faoprcyp@tin.it

Alternate(s)
Mr Spyridon ELLINAS
Attaché Agricultural
Alternate Permanent Representative
to FAO
Embassy of the Republic of Cyprus
Piazza Farnese, 44
Italy -Rome 00186
Phone: (+39) 06 6865758
Fax: (+39) 06 68803756
Email: saellinas@hotmail.com

REPU’BLIQUE -CZECH REPUBLIC
REPUBLICA CHECA -TCHEQUE

Representative
Mr Michal HNIZDIL
Expert
Plant Commodities Department
Ministry of Agriculture
Tesnov 17
Prague 1, Czech Republic 05 117
Email: Michal.Hnizdil@mze.cz

Alternate(s)
Ms Dita VRBOVA
Director
Central Institute for Supervising and
(Agriculture (UKZUZ Testing in
Ztracena 1099/10
Prague 6, Czech Republic 00 161
Phone: (+420) 235 010306
Fax: (+420) 235 010363
Email: dita.vrbova@ukzuz.cz

COTE D'IVOIRE

Représentant
M Lucien KOUAME KONAN
Inspecteur
Direction de la Protection des Végétaux, du
Ole et de la QaualitéContr
Ministére de I'Agriculture
B.P. V7 Abidjan, Cote d'Ivoire
Phone: (+225) 07 903754
Fax: (+225) 20 212032
Email: | kouame@yahoo.fr

-DANEMARK -DENMARK
DINAMARCA

Representative
Mr Ebbe NORDBO
Head of Section
Ministry of Food, Agriculture and Fisheries
Danish AgriFish Agency Centre for Seeds,
Plant Health & Agricultural Holdings
Copenhagen V 1780-Nyropsgade 30, DK
Denmark
Phone: (+45) 45263891
Fax: (+45) 33958000
Email: eno@naturerhverv.dk

Alternate(s)
arlotte Raae TEODONIOMs Ch
Economic Attaché
Alternate Permanent Representative
Royal Danish Embassy
Via dei Monti Parioli 50
Italy -Rome 00197
Phone: (+39) 06 9774 8330
Email: chateo@um.dk

DOMINIQUE -DOMINICA

Representative
Mr Ryan ANSELM
Head
Protection and Quarantine Services Plant
Ministry of Agriculture and Forestry
Roseau, Dominica
Phone: (+767) 2663803
Fax: (+767) 4488632
Email: anselmpope@hotmail.com
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-DOMINICAN REPUBLIC
-REPUBLIQUE DOMINICAINE
REPUBLICA DOMINICANA

Representante
ELOSr Mario ARV
Embajador
Representante Permanente ante la FAO
Representacion Permanente de la Republica
Dominicana ante la FAO
Via Aventina, 18
Italia -Roma 00153
Phone: (+39) 06 5745160
Email: mario@marioarvelo.com

Suplente(s)

Sra Julia VICIOSO

Ministra Consejera

Representante Permanente Alterno ante la
FAO

Representacion Permanente de la Republica
Dominicana ante la FAO
2-Via Marco Aurelio, 42 int. B

Italia -Roma 00184

Phone: (+39) 380 2504006

Email: rdfao@rdfao.com

Sr Rawell TAVERAS ARBAJE

Consejero

tante Permanente Alterno ante la Represen
FAO

Representacion Permanente de la Republica
Dominicana ante la FAO
2-Via Marco Aurelio, 42 int. B

Italia -Roma 00184

Phone: (+39) 380 2504006

Email: rdfao@rdfao.com

Sra Maria Cristina LAUREANO

Primera Secretaria

sentante Permanente Alterno ante la Repre
FAO

Representacion Permanente de la Republica
Dominicana ante la FAO
2-Via Marco Aurelio, 42 int. B

Italia -Roma 00184

Phone: (+39) 380 2504006

Email: rdfao@rdfao.com

EQUATEUR -ECUADOR

Representante
ALMEIDA Sr Patricio
Coordinador General de Sanidad Vegetal
Agrocalidad
Av. Eloy Alfaro N30 350 y Amazonas
Edificio MAGAP, Piso 9, Quito
Ecuador
Email:
patricio.almeida@agrocalidad.gob.ec

Suplente(s)
Sra Ménica GALLO
Directora de Vigilancia Fitosanitaria
Agrocalidad
Av. Eloy Alfaro N30 350 y Amazonas
Edificio MAGAP, Piso 9, Quito
Ecuador
Phone: (+593) 2 2567 232 ext.127
Email: monica.gallo@agrocalidad.gob.ec

Sra Andrea BASTIDAS

Analista de Relaciones Internacionales de
Agrocalidad

Av. Eloy Alfaro N30 350 y Amazonas
Edificio MAGAP, Piso 9, Quito

Ecuador

Email: andrea.bastidas@agrocalidad.gob.ec

Sr David TROYA ESQUIVEL

Tercero Secretario

Representante Permanente Alterno ante la
FAO
Embajada de la Republica del Ecuador
Via Antonio Bertoloni, 8

Italia -Roma 00197

il: troya.ecu@gmail.comEma

EGIPTO -EGYPTE -EGYPT

Representative
Mr Magdy Abdelaziz ELESSAWY
Central Administration of Plant Quarantine
Ministry of Agriculture and Land
Reclamation
said st., Dokki, Giza-Nadi EI 1
Egypt
Phone: (+202) 37608575/33351625
37608574 (202+) :Fax
Email: ippc.egypt@gmail.com
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Alternate(s)
Mr Abdelbaset Ahmed SHALABY
Counsellor
Deputy Permanent Representative to FAO
Embassy of the Arab Republic of Egypt
Via Salaria, 267
Italy -Rome 00199
Phone: (+39) 06 8548956
8542603 Fax: (+39) 06
Email: egypt@agrioffegypt.it

EL SALVADOR

Representante
Sr Douglas ESCOBAR
Director de la Direccion General de
Sanidad Vegetal
Final 1a. Avenida Norte y 13 Calle Oriente
Avenida Manuel Gallardo
Santa Tecla, La Libertad, El Salvador
escobar@mag.gob.sv.Email: douglas

Suplente(s)
Sra Maria Eulalia IMENEZ ZEPEDA
Ministra Consejera
Representante Adjunta ante la FAO
Embajada de la Republica de El Salvador
Via Gualtiero Castellini, 13
Italia -Roma 00197
Phone: (+39) 06 8076605
Fax: (+39) 06 8079726
Email: embasalvaroma@tiscali.it

ERYTHREE -ERITREA

Representative
Mr Tekleab MESGHENA
Director General
Regulatory Service Department
Ministry of Agriculture
P.O. Box 1048, Asmara, Eritrea
Phone: (+291) 1 120395
Fax: (+291) 1 181415
ail.comEmail: tekleabmsgna@ym

ESTONIE -ESTONIA

Representative
Ms Olga LAVRENTJEVA
Chief Specialist of Plant Protection Bureau
Plant Health Department
Ministry of Agriculture
Lai Street 41/39
Tallinn, Estonia 15056
Phone: (+372) 6256535
Email: olga.lavrentjeva@agri.ce

ETIOPiA -ETHIOPIE -ETHIOPIA

Representative
Mr Belete Moges HAILE
Senior Plant Quarantine Expert
Ministry of Agriculture
Bole KK, Woreda 6
P.O. Box 62347
Addis Ababa, Ethiopia
Email: belete_moges@yahoo.com

Alternate(s)
Mr Tarekegn Tseigie HAILE
ster CounsellorMini
Alternate Permanent Representative to
FAO
Via Andrea Vesalio,16
Italy -Rome 00161
Phone: (+39) 06 4416161
Fax: (+39) 06 4403676
Email: info@ethiopianembassy.it

EUROPEAN UNION (MEMBER
UNION -ORGANIZATION)
EUROPEENNE (ORGANISATION
UNION EUROPEA - (MEMBRE
(ORGANIZACION MIEMBRO)

Representative

Mr Harry ARIJS
Deputy Head of Unit
Plant Health

General Health and Food -Directorate
(Safety (SANTE

European Commission

Rue de la Loi, 149 Brussels

Belgium

Email: harry.arijs@ec.europa.eu
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Alternate(s)

PISTRE-Ms Laurence ARGIMON

Ambassador

Permanent Representative to FAO

Delegation of the European Union to the
Holy See, to the

Order of Malta and to the UN Agencies in
Rome
Via IV Novembre, 149

Italy -Rome 00187

Phone: (+39) 06 6782672

6797830 06 (Fax: (+39

-Email: Laurence.Argimon

Pistre@eeas.europa.cu

Mr Roman VAGNER

Policy Officer

Plant Health

General Health and Food -Directorate
(Safety (SANTE

European Commission in Brussels
Rue de la Loi, 149 Brussels

Belgium

Phone: (+32) 02 2959664

2969399 02 (Fax: (+32

Email: Roman.Vagner@ec.europa.eu

Ms Estefania RONCERO FERNANDEZ
Policy Officer

(General Trade (DG TRADE-Directorate
European Commission

Rue de la Loi, 149 Brussels

Belgium

-Email: Estefania.Roncero
Fernandez@ec.curopa.eu

Mr Willem OLTHOF

Counsellor First

Deputy Permanent Representative to FAO
Delegation of the European Union to the
Holy See, to the Order of Malta and to the
UN Organisations

Via IV Novembre, 149

Italy -Rome 00187

Phone: (+39) 06 6782672

Fax: (+39) 06 6797830
Willem.Olthof@eeas.europa.eu :Email

Ms Ana Margarita FRAILE VASALLO
Advisor

Delegation of the European Union to the
Holy See, to the Order of Malta and to the
UN Organisations

Via IV Novembre, 149

Italy -Rome 00187
Vasallo@eeas.curopa.eu-Email: Ana.Fraile

FINLANDIA -FINLANDE -AND FINL

Representative
Mr Ralf LOPIAN
Senior Advisor
Food Department
Ministry of Agriculture and Forestry
Mariankatu 23, Helsinki, Finland
Governement 00023-PO Box 30, FI
Phone: (+358) 295 162329
Fax: (+358) 9 16052443
n@mmm.fiEmail: ralf.lopia

FRANCIA -FRANCE

Représentant
Mme Emmanuelle SOUBEYRAN
Chef du service des actions sanitaires en
production primaire
Direction générale de 1'alimentation
Ministére de I'Agriculture, de

I'Agroalimentaire et de la Forét

rue de Vaugirard ,251
Paris Cedex 15, France 75732
Phone: (+33) 1 49554256
Email:
emmanuelle.soubeyran@agriculture.gouv.f
r

Suppléant(s)
DELDUC -Mme Laurence BOUHOT
Chargée des affaires internationales en
santé des végétaux
Bureau des semences et de la santé des
végétaux
ion générale de 'alimentationDirect
Ministére de I'Agriculture, de

I'Agroalimentaire et de la Forét

rue de Vaugirard 251
Paris Cedex 15, France 75732
Phone: (+33) 1 49558437
Fax: (+33) 1 49555949
-Email: laurence.bouhot
delduc@agriculture.gouv.fr

L) 408 ol A gal) ABLASY)

Page 58 of 127



Appendix 03

CPM-10 Report

AFQUIHM Rachid BENL

Chargg¢ d'études au bureau de l'exportation
pays tiers, dossier phytosantiraires et pays
du Maghreb

Direction générale de I'alimentation
Ministére de I'Agriculture

Email:
rachid.benlafquih@agriculture.gouv.fr

Mme Maryse SABOULARD

Chef d'unité Appui aux Exportateurs
Mission des affaires européennes et
internationales
France AgriMer (établissement national des
produits de l'agriculture et de la mer sous
(tutelle de I'Etat

Tanguy, TSA 20002-rue Henri Rol 12
Montreuil cedex 93555

Caroline LEMAITRE Mme

Chargée de mission a I'Unité d'appui aux
exportateurs

Mission des affaires européennes et
internationales

France AgriMer (établissement national des
produits de l'agriculture et de la mer sous
(tutelle de 1'Etat

GABON -GABON

antReprésent
M Séraphin Eris NDJIBILA
Directeur de 1'inspection et contrdles
sanitaires et phytosanitaires a I'’Agence
Gabonaise de Sécurité Alimentaire
(AGASA)
BP: 2735 Libreville, Gabon
Phone: (+241) 06630867
Email: ndjibil@yahoo.fr

-ALLEMAGNE -GERMANY
ALEMANIA

Representative

Mr Thomas WRIESSNIG
Ambassador
Permanent Representative to FAO
Permanent Representation of the Federal
Republic of Germany to FAO
Via S. Martino della Battaglia, 4
Italy -Rome 00185
Phone: (+39) 06 49213280
Fax: (+39) 06 49213281
io@rom.diplo.de-1 :Email

Alternate(s)

Georg UNGER-Mr Jens
Institut-Julius Kiihn

Institute for National and International
Plant Health

Messeweg 11/12

D 38104 Braunschweig, Germany
Phone: (+49) 531 2993370

Fax: (+49) 531 2993007

Email: ag@jki.bund.de

HERMENING Ms Christine

Federal Ministry for Food and Agriculture
Plant Health Department

Rochusstr. 1

Bonn, Germany 53123-D

Phone: (+49) 228 995294484

Email: 512@bmelv.bund.de

Mr Georg Friedel CRAMER

Minister

Deputy Permanent Representative to FAO
Representation of the Federal Permanent
Republic of Germany to FAO

Via S. Martino della Battaglia, 4

Italy -Rome 00185

Phone: (+39) 06 49213292
io@rom.diplo.de-Email: v
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GHANA

Representative
BOAMAH-Ms Milly Ezeria KYOFA
Director
rvices Plant Protection and Regulatory Se
Directorate
Ministry of Food and Agriculture
Box M37
Accra, Ghana-Ministries
Phone: (+233) 208120721
Fax: (+233) 302663036
Email: mkyofaboamah@yahoo.co.uk

Alternate(s)
Ms Ruth WOODE
Director of Agriculture
Plant Health and Quarantine Management
Plant Protection and Regulatory Services
Directorate
Ministry of Food and Agriculture
P. O. Box M37
Accra, Ghana-Ministries
Phone: (+233) 244507687
Fax: (+233) 302663250
Email: wooderuth@yahoo.com

KUMAH-Mr Nii QUAYE

Minister

ative to Alternate Permanent Represent
FAO

Embassy of the Republic of Ghana
Via Ostriana 4

Italy -Rome 00199

Phone: (+39) 389 0165333

Fax: (+39) 06 86325762

Email: nii.quaye. kumah@gmail.com

GRECIA -GRECE -GREECE

Representative
Ms Stavroula IOANNIDOU
Regulatory Expert
of Phytosanitary Control Department
Ministry of Rural Development and Food
Sygrou Avenue 150
Kallithea, Greece 17671
Phone: (+302) 10 9287133
Fax: (+302) 10 9212090
Email: syg041@minagric.gr

Alternate(s)
Mr Christos ARAMPATZIS
Regulatory Expert on Plant Health
tment of Phytosanitary ControlDepar
Ministry of Rural Development and Food
Sygrou Avenue 150
Kallithea, Greece 17671
Phone: (+30) 210 9287235
Fax: (+30) 210 9212090
Email: syg051@minagric.gr

GRANADA -GRENADE -GRENADA

Representative
Mr Paul GRAHAM
Pest Management Officer
IPPC Contact Point
Ministry of Agriculture, Lands, Forestry,
Fisheries and the Environment
Botanical Gardens St. George's
Grenada
Phone: (+473) 416 2908
Fax: (+473) 440 4191
Email: paulgraham1957@gmail.com

GUATEMALA

Representante

Sra Sylvia WOHLERS DE MEIKE
Ministro Consejero

Representante Permanente Adjunto ante la
FAO
Embajada de la Republica de Guatemala
Via Giambattista Vico, 20

Italia -Roma 00196

Phone: (+39) 06 36381143

Fax: (+39) 06 3291639

Email: swohlers@minex.gob.gt

Suplente(s)
Sr Nelson Rafael OLIVERO GARCIA
Primer Secretario y Céonsul
Representante Permanente Alterno ante la
FAO
Embajada de la Reptiblica de Guatemala
Via Giambattista Vico, 20
Italia -Roma 00196
Phone: (+39) 06 36381143
Fax: (+39) 06 36381143
Email: nolivero@minex.gob.gt
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GUYANA Mr Jean Bony ALEXANDRE
Ministre Conseiller
Representative Représentant permanent suppléant aupres
Mr Brian SEARS de la FAO

Chief Plant Protection Officer
National Plant Protection Organisation

National Agricultural Research &
Extension Institute

Guyana School of Agriculture
Compound Mon Repos

rara, GuyanaEast Coast Deme

Phone: (+592) 699 0479

Fax: (+592) 220 5858

Email: nppogy@gmail.com

HAITI -HAITI -HAITI

Représentant
M Pierre Charles CHARLEMAGNE
Directeur Quarantaine
Ministére de 'agriculture, des ressources
naturelles et du développement rural
Nationale No. 1 Route
Prince-au-Port -Damien
Prince, Haiti-au-Port

Suppléant(s)
M Laurore Pierre GUITO
Directeur Protection des Végétaux
Ministere de 'agriculture, des ressources
naturelles et du développement rural
Route Nationale No. 1
cePrin-au-Port -Damien
Prince, Haiti-au-Port
Email: giutolaurore@yahoo.fr

M Clerveus Jean FRISNER

Chef de Service 4 la Direction de
Protection des Végétaux

Ministére de 'agriculture, des ressources
naturelles et du développement rural
Route Nationale No. 1

Prince-au-Port -Damien

Prince, Haiti-au-Port

Email: clerveusje3@yahoo.fr

Ambassade de la République d'Haiti
A7 -Via di Villa Patrizi 7

Italie -Rome 00161

7/44254106 Phone: (+39) 06

Fax: (+39) 06 44254208

Email: segreteria@ambhaiti.it

HONDURAS

Representante
Sr Edgar Saady SANTAMARIA
OSEGUERA
Subdirector Técnico de Sanidad Vegetal
Secretaria de Agricultura y Ganaderia
Boulevard Miraflores, Ave. La FAO
Tegucigalpa, Honduras
Phone: (+504) 2235 8425
Fax: (+504) 2235 8425
sag.gob.hn-Email: esantamaria@senasa

HUNGRIA -HONGRIE -HUNGARY

Representative
Mr Gabor SZALKAI
Chief Plant Health Officer
Department of Food Chain Control
Ministry of Rural Development
Kossuth Lajos tér 11 ,Budapest 1055
Hungary
Phone: (+36) 1 7952393
Fax: (+36) 1 7950094
Email: gabor.szalkai@fm.gov.hu

Alternate(s)
Mr Lajos SZABO
Plant Health Officer
Department of Food Chain Control
Ministry of Rural Development
Budapest, Kossuth Lajos tér 11 1055
garyHun
Phone: (+36) 1 7953792
Fax: (+36) 1 7950094
Email: lajos.szabo@fm.gov.hu
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INDE -INDIA IRAN -IRAN (ISLAMIC REPUBLIC OF)
IRAN -REPUBLIQUE ISLAMIQUE D'"))

Representative (REPUBLICA ISLAMICA DEL)

Mr Satya Nand SUSHIL

Plant Protection Advisor Representative

Directorate of Plant Protection Quarantine Mr Mohammad Ali BAGHESTANI

and Storage MEYBODI

Department of Agriculture and Cooperation Director

Ministry of Agriculture National Plan Protection Organization

IV, Faridabad 121001, India-NH
Phone: (+91) 129 2410056/2413985
Fax: (+91) 129 2412125

Email: ppa@nic.in

.No.2, Yaman (Tabnak) Ave
mran Highway, Tehran, IranCha
Phone: (+98) 21 22402712

Fax: (+98) 21 22403197

Email: director@ppo.ir
INDONESIE -INDONESIA

Alternate(s)
Representative Mr Majid DEHGHAN SHOAR
Mr Antarjo DIKIN Ambassador
Director of Plant Quarantine and Biosafety Permanent Representative to FAO
Ministry of Agriculture Permanent Representation of the Islamic

Republic of Iran to FAO
Via Aventina, 8

Italy -Rome 00153
Phone: (+39) 06 5780334
Fax: (+39) 06 5747636

RM. Harsono, No3 .J1

E Building, 5 floor, Ragunan
Jakarta Selatan 12550, Indonesia
Email: antarjo.dikin@yahoo.com

Mr Yusral TAHIR Email: missiranfao@missiranfao.191.it
Agriculture Attaché

Alternate Permanent Representative to Ms Maryam JALILI MOGHADAM
FAO Manager of Phytosanitary Standards

Development and Pest Control Program
National Plant Protection Organization
.No.2, Yaman (Tabnak) Ave

Chamran Highway, Tehran, Iran

Email: marypaya@yahoo.com

Embassy of the Republic of Indonesia
Via Campania, 55

Italy - Rome 00187

Phone: (+39) 06 42009101

Fax: (+39) 06 4880280

Email: indorom@indonesianembassy.it

Mr Ali FERYEDONI
Mr Hermawan HERMAWAN Attaché
Managerr of Plant Quarantine Import Seed Alternate Permanent Representative to
Ministry of Agriculture FAO

Permanent Representation of the Islamic
Republic of Iran to FAO

Via Aventina, 8

Italy -Rome 00153

Phone: (+39) 06 5780334

Fax: (+39) 06 5747636

Email: missiranfao@missiranfao.191.it

J1. RM. Harsono, No3

E Building, 5 floor, Ragunan
esialJakarta Selatan 12550, Indon
Email: hermawan1961@gmail.com
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IRLANDA -IRLANDE -IRELAND

Representative
Mr Gabriel ROE
Chief Plant Health Officer
Department of Agriculture, Food and the
Marine
ckweston CampusBa
Youngs Cross Celbridge
Co Kildare, Ireland
Phone: (+353) 1 5058759
Email: Gabriel. Roe@agriculture.gov.ie

ISRAEL -ISRAEL

Representative
Mr David OPATOWSKI
Counsellor Agricultural Affairs-Minister
Permanent Mission to the UN
erlandGeneva, Switz
Phone: (+41) 0 22 7160529
Fax: (+41) 0 22 7160555
Email: agriculture@Geneva.mfa.gov.il

ITALIA -ITALIE -ITALY

Representative
Mr Federico SORGONI
Central Phytosanitary Service
General Directorate for Rural Development
Ministry of Agriculture, Food and Forestry
Policy
Via XX Settembre, 20
Rome, Italy
Phone: (+39) 06 46651/4824702
Fax: (+39) 06 4746178/4742314
Email: f.sorgoni@mpaaf.gov.it

Alternate(s)
Mr Carlo Francesco CESARONI
Central Phytosanitary Service
rectorate for Rural DevelopmentGeneral Di
Ministry of Agriculture, Food and Forestry
Policy
Via XX Settembre, 20
Rome, Italy
Phone: (+39) 06 46651/4824702
Fax: (+39) 06 4746178/4742314
Email: cf.cesaroni@mpaaf.gov.it

Mr Danilo MORELLI

Central Phytosanitary Service

General Directorate for Rural Development

Ministry of Agriculture, Food and Forestry
Policy

Via XX Settembre, 20

Rome, Italy

Phone: (+39) 06 46651/4824702

Fax: (+39) 06 4746178/4742314

Ms Sabrina PINTUS

Central Phytosanitary Service

for Rural Development General Directorate

Ministry of Agriculture, Food and Forestry
Policy

Via XX Settembre, 20

Rome, Italy

Phone: (+39) 06 46651/4824702

Fax: (+39) 06 4746178/4742314

Email: s.pintus@mpaaf.gov.it

Mr Michele GHEZZI

Central Phytosanitary Service

ctorate for Rural DevelopmentGeneral Dire

Ministry of Agriculture, Food and Forestry
Policy

Via XX Settembre, 20

Rome, Italy

Phone: (+39) 06 46651/4824702

Fax: (+39) 06 4746178/4742314

JAMAIQUE -JAMAICA

Representative

tanya RICHARDS-Ms La
Entomologist

Export Complex Montego Bay Agricultural
Ministry of Agriculture and Fisheries
Plant Quarantine/Produce Inspection
Branch

Sangster International Airport
Montego Bay, St. James, Jamaica
Phone: (+1) 876 3492994/876 9404146
Fax: (+1) 876 9401038

hoo.comEmail: latanya richards@ya
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JAPON -JAPON -JAPAN

Representative
Mr Yukio YOKOI
Senior Advisor
Plant Protection Division
Food Safety and Consumer Affairs Bureau
Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries
,ku-Kasumigaseki, Chiyoda ,1-2-1
Tokyo, Japan
yukio_yokoi@nm.maff.go.jp :Email

Alternate(s)
Mr Manabu SUZUKI
Deputy Director
Plant Protection Division
Food Safety and Consumer Affairs Bureau
Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries
Jku-Kasumigaseki, Chiyoda ,1-2-1
Tokyo, Japan
1Phone: (+81) 3 3502811
Email: manabu_suzuki@nm.maff.go.jp

Mr Masahiro AOKI

Section Chief

Food Safety and Consumer Policy Division
Food Safety and Consumer Affairs Bureau
Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries

Jku-Kasumigaseki, Chiyoda ,1-2-1

Tokyo, Japan

35028732 3 (Phone: (+81

Email: masahiro aoki@nm.maff.go.jp

Mr Kunihiko YAMADA
Section Chief
Plant Protection Division
Food Safety and Consumer Affairs Bureau
Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries
Jku-Kasumigaseki, Chiyoda ,1-2-1
Tokyo, Japan
kunihiko yamada@nm.maff.go.jp :Email

Mr Hiroaki SHIRATO

Plant Protection Officer

Research Division

Yokohama Plant Protection Station

Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries

ku-dori, Naka-Kitanaka 57-5
Yokohama, Japan

JORDANIA -JORDANIE -JORDAN

sentativeRepre
Mr Fiesal Rasheed Salamh AL ARGAN
Agricultural Attaché
Deputy Permanent Representative to FAO
Embassy of the Hashemite Kingdom of
Jordan
Via Giuseppe Marchi, 1 B
Italy -Rome 00161
Phone: (+39) 06 86205303
Fax: (+39) 06 8606122
embroma@jordanembassy.it :Email

KENYA

Representative
Ms Esther KIMANI
General Manager Phytosanitary Services
Kenya Plant Health Inspectorate Service
(KEPHIS)
P.O. Box 49592
Nairobi, Kenya 00100
Phone: (+254) 020 56171
Fax: (+254) 020 356175
s.orgEmail: ekimani@kephi

Alternate(s)

Ms Hellen CHEPNGENO LANGAT
Senior Inspector
Technical Personal Assistant to the
Managing Director
Kenya Plant Health Inspectorate Service
(KEPHIS)

P.O. Box 49592

GPO Nairobi, Kenya 00100

Phone: (+254) 020 3536171/2
hmwarey@kephis.org :Email
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Mr Bernard ONDANIJE

Assistant Director

Ministry of Agriculture

Box 30028, Nairobi, Kenya
Phone: (+254) 729 469 702
Email: bondanje2011@gmail.com

Mr Fabian Sumba MUY A
Agricultural Attaché
Alternate Permanent Representative to
FAO
of the Republic of Kenya Embassy
Viale Luca Gaurico, 205
Italy -Rome 00143
Phone: (+39) 06 8082714
Fax: (+39) 06 8082707
Email: kenroma@rdn.it

-KIRGHIZISTAN -KYRGYZSTAN
KIRGUISTAN

Representative
Mr Samir OSMONALIEV
Director
and State Inspectorate on Veterinary

Phytosanitary Safety under Government of

the Kyrgyz Republic
"Kievska k.96 "b

Bishkek, Kyrgyzstan 720040
Phone: (+996) 312 624420
Fax: (+996) 312 900122
Email: gvfi.gov.kg@mail.ru

LAO PEOPLE'S DEMOCRATIC
REPUBLIQUE -REPUBLIC

-AO DEMOCRATIQUE POPULAIRE L
REPUBLICA DEMOCRATICA
POPULAR LAO

Representative
Mr Siriphonh PHITHAKSOUN
Director
Plant Protection Center
Department of Agriculture
Ministry of Agriculture and Forestry
Nahai village, Hatsaiphong District
P.O.Box: 811 VTE, Vientiane
Laos
99960735 20 (856+) :Phone
Email: syriphonh@gmail.com

Alternate(s)

Mr Khanxay SOMCHANDA

Head of Entomologist Unit

Plant Protection Ceter

Department of Agriculture

Ministry of Agriculture and Forestry

Km 13, Thadeau Rd. Salakham Village
Hadsayfong District, Vientaine

Laos

Phone: (+856) 21 812164

Email: khbombay2004(@yahoo.com

Mr Sitthiphone PHOMMASAK
Head of Planning and Coopeartion Unit
Plant Protection Ceter
Department of Agriculture
Ministry of Agriculture and Forestry
u Rd. Salakham VillageKm 13, Thadea
Hadsayfong District, Vientaine
Laos
Phone: (+856) 21 812164
Email: psitthiphone@yahoo.com

LETONIA -LETTONIE -LATVIA

Representative

Mr Ringolds ARNITIS

State Plant Protection Service
Lielvardes iela 36/38

Latvia ,1981-Riga, LV

Phone: (+371) 767027406

Fax: (+371) 67027302

Email: ringolds.arnitis@hotmail.com

Alternate(s)

Ms Astra GARKAJE

Deputy Chairperson of European Union
Council

IPPC/CPM - Working Party on Plant Health
Affairs

Lielvardes str. 36/38

LV 1010 Riga, Latvia

29427634 (371+) :Phone

Email: astra.garkaje@vaad.gov.lv

Mr Guido SALA CHIRI

Political Administrator

Council of the European Union

Rue de la Loi 175

Brussels, Belgium 1048

Phone: (+32) 2 2815734

Email:
guido.salachiri@consilium.europa.eu
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LIBANO -LIBAN -LEBANON

Représentant
Mme Rania EL HAYEK
Chef du Service d'Importation,
d'Exportation et de la Quarantaine Agricole
Ministére de I'Agriculture
Rue des Ambassades
Bir Hassan, Henri Chehab Caserne
Beyrouth, Liban
Phone: (+961) 3319671
r.hayek@arigulture.gov.lb :Email

Suppléant(s)
M Charles ZARZOUR
Chef du Departement d'Exportation et
d'Importation Agricole
Ministére de I'Agriculture
Rue des Ambassades
Bir Hassan, Henri Chehab Caserne
Beyrouth, Liban
Phone: (+961) 3 666676
culture.gov.lbEmail: czarzour@agri

LESOTHO

Representative
Mme Lefulesele LEBESA
Director Plant Protection
Department of Agricultural Research
Ministry of Agriculture and Food Security
P.O. Box 829
Maseru 100, Lesotho
Phone: (+266) 22 312395/22 320786
Fax: (+266) 22 310362
Email: lefulesele@gmail.com

LIBIA -LIBYE -LIBYA

Representative

Mr Haroun SALEM

Agricultural Expert

Alternate Permanent Representative to
FAO

Permanent Representation of Libya to the
United Nations Agencies in Rome

Via Nomentana 13
Italy -Rome 00161

Email: simharoun@yahoo.com

LITUANIA -LITUANIE -LITHUANIA

Representative
Mr Sergejus FEDOTOVAS
Director of the State Plant Service
Ministry of Agriculture
Ozo street 4A
Vilnius, Lithuania 08200-LT
Phone: (+370) 5 237 5630
sergejus.fedotovas@vatzum.lIt :Email

Alternate(s)
Mr Kestutis TARNAUSKAS
Agricultural Attaché
Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of Lithuania
Viale di Villa Grazioli, 9
Italy -Rome 00198
Phone: (+39) 06 8559052
rnauskas@zum.ItEmail: kestutis.ta

MALAWI

Representative

Mr David KAMANGIRA

Senior Deputy Director

Department of Agricultural Research
Services

IPPC Contact Point
P.O. Box 30779

Lilongwe 3, Malawi

Phone: (+265) 1 707378

Fax: (+256) 888342712

davidkamangiral @gmail.com :Email

MALASIA -MALAISIE -MALAYSIA

Representative
Ms Faridah Aini MUHAMMAD
Director
Plant Biosecurity Division
Department of Agriculture
Wisma Tani Kuala Lumpur
Jalan Sultan Salhuddin
Kuala Lumpur, Malaysia 50632
1402/1400Phone: (+603) 2030
Fax: (+603) 26913550
Email: faridah@doa.gov.my
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MALI -MALI

Représentant

M Biramou SISSOKO

Directeur Général de I'Office de Protection
(des Végétaux (OPV

BP: E/281

Quartier du Fleuve, Rue 305/Porte 82
Bamako, Mali

Phone: (+223) 20 22 24 04

12 48 22 20 (223+) :Fax

Email: biramou.sissoko1@gmail.com

Suppléant(s)

M Bah KONIPO

Deuxiéme Conseiller

Représentant permanent adjoint aupres de
la FAO
Ambassade de la République du Mali
Via Antonio Bosio, 2

Italie -Rome 00161

Phone: (+39) 06 4425406

44254029 06 (39+) :Fax

Email: bahkonipo@gmail.com

MALTE -MALTA

Representative
Ms Marica GATT
Director General
Veterinary and PhytosanitaryRegulation
Department
,Ministry of Sustainable Development
the Environment and Climate Change
Casa Leone
,h RoadSt. Joseph Hig
St Venera SVR 1012, Malta
Email: marica.gatt@gov.mt

MAURITANIE -MAURITANIA

Représentant
M Moussa Mamadou SOW
Point de Contact de la CIPV
Editeur National du PPI
Inspecteur Interne
Ministere de I'Agriculture
BP 180 Nouakchott, Mauritanie
46463939 (222+) :Phone
Fax: (+222) 5241992
Email: sowmoussa635@yahoo.fr

MEXICO -MEXIQUE -MEXICO

Representante
Sr Francisco Javier TRUJILLO ARRIAGA
Director General de Sanidad Vegetal
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria
Mexico ,Sagarpa
Phone: (+52) 55 59051000
Email: trujillo@senasica.gob.mx

Suppléant(s)
Sra Ana Lilia MONTEALEGRE LARA
Jefe del Departimento de Organismos
Internacionales de Proteccion Fitosanitaria
Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Alimentacion Desarrollo Rural, Pesca y
Guillermo Perez Valenzuela n 127
DF 04100 -Col.del Carmen Coyocan
Mexico
Phone: (+52) 55 59051000 ext 51341
Email: ana.montealegre@senasica.gob.mx

Sr Benito JIMENEZ SAUMA
Segundo Secretario
Representante Permanente Alterno ante la
FAO
da de los Estados Unidos Embaja
Mexicanos
Via Lazzaro Spallanzani, 16
Italia -Roma 00161
Phone: (+39) 06 4416061/06441606220
Fax: (+39) 06 44292703
Email: ofna.fao@emexitalia.it

MONGOLIE -MONGOLIA

Representative

Ms Erdenetsetseg GUNCHINJAV
Senior Officer

epartment for Crop Production Policy D

Implementation and Coordination
Ministry of Food and Agriculture

Government building IX, Enkhtaivan
Avenue 16A

Ulaanbaatar 13381, Mongolia

Phone: (+976) 51263408

Email: gtsetseg 0912@yahoo.com
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Alternate(s)
Byambasuren MIJIDSUREN Ms
Director
Plant Protection Research Institute
Government building IX, Enkhtaivan

Avenue 16A

Ulaanbaatar 210153, Mongolia
Phone: (+976) 99264062
Email: byamba0730@yahoo.com

MARRUECOS -MAROC -MOROCCO

Représentant
HELM Amal Mohamed RA
Chef de la Division de la Protection des

Végétaux

Office National de Sécurité Sanitaire des
(Produits Alimentaires (ONSSA
Ministere de I'Agriculture et de la Péche
Maritime
Point focal CIPV
B.P. 1308 Rabat, Maroc
Phone: (+212) 537 676538
682049 537 (Fax: (+212
Email:
mohammedamal.rahel@onssa.gov.ma

MOZAMBIQUE

Representative
Ms Antonia VAZ TOMBOLANE
Head of Plant Protection Section
National Directorate of Agrarian Services
Ministry of Agriculture and Food Security
Av. das FPLM, c.postal 3658
Mozambique ,Maputo
Phone: (+258) 21 462036
Email: avaz5099@gmail.com

MYANMAR

Representative
Mr Thein NAING SOE
Deputy Staff Officer
Plant Protection Division
Department of Agriculture
Ministry of Agriculture and Irrigation
Bayintnaung Road, West Gyogon
Post Office 11011, Yangon Insein
Myanmar
Phone: (+95) 1 644214
Email: theinnaing4@gmail.com

NAMIBIE -NAMIBIA

Representative

Mr Erich PETRUS

Chief

Agricultural Scientific Officer

Ministry of Agriculture, Water and Forestry
P/Bag 13184

Windhoek, Namibia

2087488 61 (264+) :Phone

Fax: (+264) 61 2087786

Email: petrusE@mawf.gov.na

Alternate(s)

Mr Edward TJIHURO

Senior Agricultural Extension Technician
Phytosanitary Section

Government Office Park

Luther Street

Private Bag 13184, Windhoek

Namibia

7498Phone: (+264) 61208

Email: edwardt@mawf.gov.na

NEPAL -NEPAL

Representative

Mr Dilli Ram SHARMA

Program Director

Plant Protection Directorate
National IPM Coordinator
Hariharbhawan, Lalitpur

Nepal

Phone: (+977) 1 5521597/5535844
Fax: (+977) 1 5010512
sharmadilli@yahoo.com :Email

PAISES -BAS -PAYS -NETHERLANDS
BAJOS

Representative

Mr Corné VAN ALPHEN

Senior Staff Officer Phytosanitary Affairs
Ministry of Economic Affairs

P.O. Box 20401

The Hague -EK 2500

Netherlands

Phone: (+31) 70 3785552
c.a.m.vanalphen@minez.nl :Email
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Alternate(s) Alternate(s)

Mr Nico HORN Mr Peter THOMSON

Senior Officer Plant Health Affairs Director

Plant Protection Service

Netherlands Food and Consumer Product
Safety Authority

Ministry of Economic Affairs
Netherlands

Phone: (+31) 65 1998151

Email: n.m.horn@nvwa.nl

WIELARD-Ms Mennie GERRITSEN

Senior Staff Officer Phytosanitary Affairs

Plant Supply Chain and Food Quality
Department

Ministry of Economic Affairs

P.O. Box 20401

The Hague -EK 2500

Phone: (+31) 70 3785782

Email: m.j.gerritsen@minez.nl

RMr Meeuwes BROUWE

Chief Plant Health Officer

Plant Supply Chain and Food Quality
Department

Ministry of Economic Affairs

P.O. Box 20401

The Hague -EK 2500

Netherlands

Phone: (+31) 70 3784187

Email: m.y.brouwer@minez.nl

Ms Anita CONIJN

Head of Unit Phytosanitary Affairs
Ministry of Economic Affairs

P.O. Box 20401

The Hague -EK 2500

Netherlands

Email: a.conijn@minez.nl

-NOUVELLE -NEW ZEALAND
NUEVA ZELANDIA -ZELANDE

Representative
Mr John HEDLEY
Head of Delegation
Principal Adviser
International Policy Branch
for Primary Industries Ministry
PO Box 2526 Wellington
New Zealand
Phone: (+64) 29 8940428
Email: john.hedley@mpi.govt.nz

Plant, Food and Environment Branch
Ministry for Primary Industries

PO Box 2526 Wellington

New Zealand

Phone: (+64) 29 894 0353

Email: peter.thomson@mpi.govt.nz

NICARAGUA

Representante

Sr Hugo José ORDONEZ TORRES
Director de Sanidad Vegetal y Semillas

Instituto de Proteccion y Sanidad
(Agropecuaria (IPSA

Ministerio Agropecuario y Forestal
aguaMAGFOR), Nicar)

Phone: (+505) 22784235

Fax: (+505) 22781320

Email: hugo.ordonez@ipsa.gob.ni

Suplente(s)
Sra Monica ROBELO RAFFONE
Embajadora
Representante Permanente ante la FAO

Representacion Permanente de la

Republica de Nicaragua ante la FAO
Via Ruffini, 2/A
Italia -Roma 00195
Phone: (+39) 06 32110020
Fax: (+39) 06 3203041
Email: embanicfao@cancilleria.gob.ni

Sr Junior ESCOBAR FONSECA
Agregado

Representante Permanente Alterno ante la
FAO

Representacion Permanente de la
Republica de Nicaragua ante la FAO
a Ruffini, 2/AVi
Italia -Roma 00195
Phone: (+39) 06 32110020
Fax: (+39) 06 3203041
Email: embanicfao@cancilleria.gob.ni
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NiGER -NIGER

Représentant

M Mamane Sani MOUDY

Directeur Général

Direction Générale de la Protection des
Végétaux

'Agriculture Ministére de

B.P. 323 Niamey, Niger

Phone: (+227) 20 742556

Fax: (+227) 20 742556

Email: moudymamanesani@yahoo.fr

Suppléant(s)

Mme Alimatou Douki ABDOU
Directrice de la Réglementation
Phytosanitaire et du Suivi Environmental
ection des Direction Générale de la Prot
Végétaux

Ministére de I'Agriculture

BP. 323 Niamey, Niger

Phone: (+227) 20 742556

Email: douki_a@yahoo.fr

NORUEGA -NORVEGE -NORWAY

Representative

Ms Hilde PAULSEN

Senior Advisor

Norwegian Food Safety Authority
P.O. Box 383

Norway ,Brumunddal 2381-N
Phone: (+47) 23216800/64944346
Email: hilde.paulsen@mattilsynet.no

Alternate(s)

Ms Eva GRENDSTAD
Deputy Director General
Norwegian Ministry of Agriculture and
Food
Department of Food Policy
.P.O. Box 8007 Dep
Oslo, Norway 0030-N
22249417/22249250 (Phone: (+47
Email: eva.grendstad@lmd.dep.no

Ms Tone Holthe SVENSEN
Senior Adviser

Ministry of Agriculture and Food
Departement of Food Policy

P.O. Box 8007 Dep

Oslo, Norway 0030-N

Phone: (+47) 22249250/22249415

holthe.svensen@lmd.dep.no-Email: tone

OMAN -OMAN

Representative
SHAMSI-Mr Nasr Seif Abdullah AL
Assistant Director General
General Directorate of Agricultural
Development
Ministry of Agriculture and Fisheries
Oman
Phone: (+968) 99206543
Email: nalshamsi74@gmail.com

PAKISTAN -PAKISTAN

Representative

Mr Ahmad FAROOQ

Counsellor

Alternate Permanent Representative to
FAO

Embassy of the Islamic Republic of
Pakistan
Via della Camilluccia, 682

Italy -Rome 00135

Phone: (+39) 3291437781

Email: ahmadlahori@gmail.com
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PANAMA -PANAMA

anteRepresent
Sr Yuri HUERTA VASQUEZ
Administrador General de la Autoridad
Panameifia de Seguridad de Alimentos
(AUPSA)
Sun Towers Mall, Panama
Phone: (+507) 522 0005
Email: yhuerta@aupsa.gob.pa

Suplente(s)
Sra Judith Ivette VARGAS
Laboratorio Jefa del Departamento de
Fitosanitario
Ministerio de Desarrollo Agropecuario
01611-Apartado Postal 0816
Zona 5, Panama
Email: jvargas@mida.gob.pa

PARAGUAY

Representante
Sra Mirian Cristina GALEANO
MARTINEZ
Jefa del Departamento de Cuarentena
Vegetal
-Proteccion Vegetal Direccion de
SENAVE
Humaita 145 casi Nuetra Sefiora de la
Asuncién
Piso 3 -Edificio Planeta
Asuncion, Paraguay
Phone: (+595) 21 441549 interno 2056
Email: cristina.galeano@senave.gov.py

Suplente(s)

Sra Patricia MALDONADO GALEANO
Tecnica del INAN

Instituto Nacional de Alimentacion y
Nutricion

Ministerio de Salud Publica y Bienestar
Social

Asuncion, Paraguay

Email: elpamaga@gmail.com

Sr Mirko SOTO SAPRIZA
Consejero
Representante Permanente Alterno ante la
FAO
Embajada de la Republica del Paraguay
Via Firenze, 43 Scala A, int 17
Italia -Roma 00184
Phone: (+39) 06 4741715
Fax: (+39) 06 4741753
Email: msotosapriza@mre.gov.py

PERU -PEROU -PERU

Representante
Sra Stella Maris CHIRINOS LLERENA
Consejera
Representante Permanente Alterna ante la
FAO
Embajada de la Republica del Pera
Via Francesco Siacci, 2/B, int. 5
Italia -Roma 00197
Phone: (+39) 06 80691510/534
Email: embperu@ambasciataperu.it

FILIPINAS -PHILIPPINES

Representative
Ms Merle Bautista PALACPAC
Agricultural Center Chief I1I
OiC of Bureau of Plant Industry (BPI)
Post Entry Quarantine Station
Los Banos, Laguna
Philippines
Phone: (+632) 521 1080
Email: merle.palacpac@gmail.com

Alternate(s)
Mr Lupino LAZARO
Agricultural Attaché
Deputy Permanent Representative to FAO
epublic of the PhilippinesEmbassy of the R
114-Viale delle Medaglie d'Oro, 112
Italy -Rome 00136
Phone: (+39) 06 39746717
Fax: (+39) 06 39740872
Email: jolaz7@yahoo.com

Page 71 of 127

L) A8 ol A gal) ABLETY)



CPM-10 Report

Appendix 03

Ms Maria Luisa GAVINO
Agricultural Assistant
Embassy of the Republic of the Philippines
114-Viale delle Medaglie d'Oro, 112
Italy -Rome 00136
Phone: (+39) 06 39746717
Fax: (+39) 06 39740872
Email: maris.gavino@gmail.com

POLONIA -POLOGNE -POLAND

Representative
Mr Piotr WLODARCZYK
Wojewaddzki Inspektor
ictwalnspektorat Ochrony Roslin i Nasienn
Lublin 447-20
Ul. Diamentowa 6, Poland
Phone: (+48) 81 744 0326
Email: p.wlodarczyk@piorin.gov.pl

PORTUGAL

Representative
Mr Carlos SAO SIMAO DE CARVALHO
Agriculture Adviser
Directorate General for Food and
Veterinary
Sea Ministry of Agriculture and
Portugal
Phone: (+351) 213613252
Email: saosimao@dgav.pt

REPQBLIQUE -REPUBLIC OF KOREA
REPUBLICA DE COREA -DE COREE

Chairperson
Ock YIM-Ms Kyu
Senior Researcher
Export Management Division
Department of Plant Quarantine
gencyAnimal and Plant Quarantine A
Ministry of Agriculture, Food and Rural
Affairs
gu-ro Manan-Anyang 178
do-Anyang city, Gyunggi
Republic of Korea
Phone: (+82) 31 4207665
Fax: (+82) 31 4207605
Email: koyim@Kkorea.kr

Alternate(s)
Han BAEK-Mr Sang
Assistant Director
Division Export Management
Department of Plant Quarantine
Animal and Plant Quarantine Agency
Ministry of Agriculture, Food and Rural
Affairs
gu-ro Manan-Anyang 178
do-Anyang city, Gyunggi
Republic of Korea
Email: ignis@korea.kr

Ms Ok Kyoung JUN
Researcher
nt QuarantineDepartment of Pla
Animal and Plant Quarantine Agency
Ministry of Agriculture, Food and Rural
Affairs
gu-ro Manan-Anyang 178
do-Anyang city, Gyunggi
Republic of Korea
Email: plantclinic@korea.kr

-REPUBLIC OF MOLDOVA
-REPUBLIQUE DE MOLDOVA
AREPUBLICA DE MOLDOV

Representative

Mr Ghenadie ONCEANU

Deputy Director General
National Food Safety Agency of the
Republic of Moldova

Square of the Great National Assembly 1
Chisinau, MD 2033, Republic of Moldova
Email: ghenadieonceanu@yahoo.com

Alternate(s)
VASILICA Mr Tudor
Counsellor
Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of Moldova
Via Francesco Cherubini 27
Italy -Rome 00135
Phone: (+39) 06 47881092
Email: roma@mfa.md
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-SAINT -SAINT KITTS AND NEVIS
SAINT KITTS Y -NEVIS -ET-KITTS
NEVIS

Representative
Ms Jeanelle KELLY
Quarantine Officer
Secretary and Registrar
Pesticides and Toxic Chemicals Control
Board
Department of Agriculture
P.O. Box 39
La Guerite, Basseterre
Saint Kitts and Nevis
Phone: (+1) 869 4652335 Ext. 247
4652928 Fax: (+1) 869
Email: quarantinedoastk@hotmail.com

SANTA -LUCIE -SAINTE -SAINT LUCIA
LUCIA

Representative
ROMAIN-Ms Hannah DUPAL
Agronomist
Research and Development Division
Ministry of Agriculture, Food Production,
operatives and Rural -Fisheries, Co
ntDevelopme
Sir Stanislaus James Building Waterfront
Castries, Saint Lucia
Phone: (+1) 758 7256335
Fax: (+1) 758 4501185
Email: hanadee24@yahoo.com

SAINT VINCENT AND THE
-ET-VINCENT-SAINT -GRENADINES
SAN VICENTE Y -LES GRENADINES
LAS GRANADINAS

Representative
Michael DELPECHE Mr
Agricultural Officer
Plant Quarantine Unit
Mainistry of Agriculture, Forestry and
Fisheries
Saint Vincent and the Grenadines
Phone: (+784) 4571283
Email: michaeldelpy@yahoo.com

SAMOA

Representative
Mr Lupeomanu Pelenato FONOTI
Chief Executive Officer Assistant
Quarantine Division
Ministry of Agriculture and Fisheries
P.O. Box 1874
Apia, Samoa
Phone: (+685) 20924
Fax: (+685) 20103
Email: aceo@samoaguarantine.gov.ws

SAO -SAO TOME AND PRINCIPE
SANTO TOME Y -PRINCIPE -ET-TOME
PRINCIPE

présentantRe
Mme Idalina Jorge PAQUETE DE SOUSA
Chef de Service d'Entomologie
Centre d'Investigation Agronomique et
Technologique
BP 375 Sao Tomé
Phone: (+239) 222 3343
Email: idaquete@gmail.com

-ARABIE SAOUDITE -SAUDI ARABIA
ARABIA SAUDITA

Representative
Mr Abdelhakim AbdelRahman AL
YOUSSEF
General-Deputy Director
Animal and Plant Quarantine Department
Ministry of Agriculture Airport Road

Riyadh 11195

Kingdom of Saudi Arabia

Alternate(s)
Mr Mansour bin AbdelRaahman
ALBULAYKHI
Officer
Protection Department Plant
Ministry of Agriculture Airport Road

Riyadh 11195

Kingdom of Saudi Arabia
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Mr Abdallah bin Mohammed AL
DAWOOD

Researcher

Plant Protection Department

Ministry of Agriculture Airport Road
Riyadh 11195

Kingdom of Saudi Arabia

SENEGAL - SENEGAL

Représentant
M Abdoulaye NDIAYE
Chef de la Division Législation
phytosanitaire et Quarantaine des plantes
(DLQ)
Direction de la Protection des Végétaux
Ministére de I'Agriculture et de
I'Equipement Rural
Km 15, Route de Rufisque
Thiaroye ,BP 20054
Dakar, Senegal
Phone: (+221) 77 6111175
Email: layedpv@yahoo.fr

SINGAPUR -SINGAPOUR -SINGAPORE

Representative
Ms Ai Khim ONG
Senior Executive Manager
Food and Veterinary Authority-Agri
Singapore
Sembawang Research Station
Singapore 9194Lorong Chencharu, 76
Phone: (+65) 97489034/67530658
Fax: (+65) 67520170
Email: Ong_Ai_Khim@ava.gov.sg

ESLOVENIA -SLOVENIE -SLOVENIA

Representative
Ms Vlasta KNAPIC
Secretary
Administration for Food Safety
Veterinary Sector and Plant Protection
Ministry of Agriculture and Environment
Dunajska cesta 22
Ljubljana, Slovenia 1000-SI
Phone: (+386) 1 3001318
Fax: (+386) 1 3001356
Email: vlasta.knapic@gov.si

-AFRIQUE DU SUD -SOUTH AFRICA
SUDAFRICA

Representative
Ms Alice BAXTER
Health Director Plant
NPPOZA
Department of Agriculture, Forestry and
Fisheries
Private Bag X14, 0031 Gezina
Pretoria, South Africa
Phone: (+27) 12 3196529
Fax: +27 12 319 6193
Email: AliceB@daff.gov.za

(Alternate(s
Ms Moshibudi Priscilla RAMPEDI
(Affairs Counsellor (Agricultural
Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of South Africa
Via Tanaro, 14
Italy -Rome 00198
Phone: (+39) 06 85254239
Fax: (+39) 06 85300373
Email: agriculture(@sudafrica.it

ESPANA -ESPAGNE -SPAIN

Representante
en MARTINEZ MARTINEZSra Bel
Jefe de Area
Subdireccion de Sanidad e Higiene Vegetal
y Forestal
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente, Espana
Phone: (+34) 91 3478256
Fax: (+34) 91 3090154
Email: bmartin@magrama.es

SRI LANKA

Representative
M Wasantha CHITHRAL Dr G
Director
Seed Certification and Plant Protection
(Center (SCPPC
P.O. Box 74, Gannoruwa
Peradeniya, Sri Lanka
Phone: (+94) 773 318 670
Fax: (+94) 812 388 077
Email: gmwchithral@hotmail.com
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SUDAN -SOUDAN -SUDAN

Representative
a DAOUD HASSAN GORNASSMs Amir
Ambassador
Permanent Representative to FAO
Embassy of the Republic of the Sudan
Via Panama 48
Italy -Rome 00198
Phone: (+39) 06 33220465
Fax: (+39) 06 3340841
Email:
ambassador.office@sudanembassy.it

(Alternate(s
USAMTr Khidir Gibril M
Director General
Plant Protection Directorate
Ministry of Agriculture and Irrigation
Khartoum North, P.O Box 14
Sudan
Phone: (+249) 912138939
Email: khidrigme@outlook.com

SURINAME

Representative
Mr Radjendrekoemar DEBIE
Coordinator
and Quality Control Plant Protection
Department
Ministry of Agriculture, Animal Husbandry
and Fisheries
10-Letitia Vriesdelaan 8
Paramaribo, Suriname
Phone: (+597) 402040/8720686
Email: radabie@hotmail.com

SUECIA -SUEDE -SWEDEN

Representative
Ms Karin NORDIN
icer of Plant HealthChief Off
Swedish Board of Agriculture
Vallgatan 8
Jonkoping, Sweden 82 551
Phone: (+46) 706943732
Email: karin.nordin@jordbruksverket.se

Alternate(s)
Mr Tobias OLSSON
Senior Administrative Officer
Ministry for Rural Affairs
Fredsgatan 8
Stockholm, Sweden 33 103
Phone: (+46) 703801126
Email: tobias.olsson@regeringskansliet.se

SUIZA -SUISSE -SWITZERLAND

Représentant
M Hans DREYER
Responsable du secteur Santé des végétaux
et variétés
Unité de direction Systémes de production
relleset ressources natu
Office fédéral de I'agriculture OFAG
Mattenhofstrasse 5
Berne, Suisse 3003
Phone: (+41) 58 462 26 92
Email: hans.dreyer@blw.admin.ch

-SYRIAN ARAB REPUBLIC
-REPUBLIQUE ARABE SYRIENNE
REPUBLICA ARABE SIRIA

Representative
Mr Fiher ALMOUSHREF
Protection Officer Plant
Plant Protection Directorate
Ministry of Agriculture and Agrarian
Reform
Syrian Arab Republic
Email: Fhrr955@hotmail.com

TAILANDIA -THAILANDE -THAILAND

Representative
Ms Surmsuk SALAKPETCH
General-Deputy Director
(Iture (DOADepartment of Agricu
Ministry of Agriculture and Cooperatives
(MOAC)
Phaholyothin Rd. Ladyao 50
Chatuchak, Bangkok 10900
Thailand
Email: Surmsuk.s@doa.in.th
salakpetch@gmail.com
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Alternate(s)
Ms Manita KONGCHUENSIN
Director
Plant Protection Research and

Development Office

(Department of Agriculture (DOA
Ministry of Agriculture and Cooperatives
(MOAC)
Phaholyothin Rd. Ladyao 50
Chatuchak, Bangkok 10900
Thailand
Email: manitathai@gmail.com

Ms Srivisess KESSANK

Director

Quarantine Research Group Plant
Plant Protection Research and
Development Office

(Department of Agriculture (DOA
Ministry of Agriculture and Cooperatives
(MOAC)

Phaholyothin Rd. Ladyao 50
Chatuchak, Bangkok 10900
Thailand

Email: taewkess@yahoo.com

ADYABUMRUNGMs Tasanee PR
Senior Expert

Office of Standard Development
National Bureau of Agricultural
(Commodity and Food Standards (ACFS
Ministry of Agriculture and Cooperatives
(MOAC)

Phaholyothin Rd. Ladyao 50

Chatuchak, Bangkok 10900

Thailand

Phone: (+66) 2 5612277

Fax: (+66) 2 5612277

Email: tasanee@acfs.go.th

orn PANYAKIT-Ms Ing

Standards Officer

Senior Professional Level

Office of Standard Development
National Bureau of Agricultural
(Commodity and Food Standards (ACFS
Ministry of Agriculture and Cooperatives
(OACM)

Phaholyothin Rd. Ladyao 50

Chatuchak, Bangkok 10900

Thailand

Email: ingorn2011(@gmail.com

TOGO

Représentant
M Yawo Sefe GOGOVOR
Ingénieur Agronome
Directeur de la Protection des Végétaux
BP 1347 Lomé, Togo
Phone: (+228) 22 514404
gogovor@yahoo.fr :Email

TURQUIA -TURQUIE -TURKEY

Representative
Mr Nevzat BIRISIK
Deputy Director General of Food and
Control Directorate
Plant Health and Quarantine Department
Ministry of Food Agriculture and Livestock
Eskisehir Yolu 9 km. Lodumlu
rkeyAnkara, Tu
Phone: (+90) 312 2587613
Fax: (+90) 312 2587789
Email: nevzat.birisik@tarim.gov.tr

Alternate(s)

Mr Hilmi Ergin DEDEOGLU
(Counsellor (Agriculture

Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of Turkey
Via Palestro, 28

Italy - Rome 00185

Phone: (+39) 06 445941

Fax: (+39) 06 4941526

Email: ambasciata.roma@mfa.gov.tr

Mr Sefa OZTURK
Second Secretary
Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of Turkey
Via Palestro, 28
Italy -Rome 00185
445941 Phone: (+39) 06
Fax: (+39) 06 4941526
Email: sefa.ozturk@mfa.gov.tr
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Mr Hasan CELEN Ms Jane CHARD
General Directorate of Plant Production Head of Branch

Ministry of Food, Agriculture and
Livestock

Eskisehir Yolu 9 km. Lodumlu
Ankara, Turkey

Phone: (+90) 312 2588438
tr.Email: hasan.celen@tarin.gov

OUGANDA -UGANDA

Representative
Mr Robet SABIITI
First Secretary
Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of Uganda
Viale Giulio Cesare 71
Italy -Rome 00192
Phone: (+39) 06 32252220
Fax: (+39) 06 3213688
info@embassyofuganda.it :Email

-UNI -ROYAUME -UNITED KINGDOM

REINO UNIDO

Representative
Ms Nicola SPENCE
Chief Plant Health Officer
Plant and Animal Health
Department for The Environment, Food
and Rural Affairs
Sand Hutton, York, YO41 1LZ
United Kingdom
904406658 1 (44+) :Phone
Email: nicola.spence@defra.gsi.gov.uk

Alternate(s)
Mr Sam BISHOP
Plant Health Specialist
Office of the Chief Plant Health Officer
Department for Environment, Food and
Rural Affairs
Sand Hutton, York, YO41 1LZ
United Kingdom
904462738 1 (Phone: (+44
Fax: (+44) 1 904455198
Email: sam.bishop@defra.gsi.gov.uk

Plant Biosecurity and Inspections
Science and Advice for Scottish
(Agriculture (SASA

Roddinglaw Road, Edinburgh
EHI12 9F]

United Kingdom

448863Phone: (+44) 1312

Email: jane.chard@sasa.gsi.gov.uk

-UNITED REPUBLIC OF TANZANIA
-UNIE DE TANZANIE -REPUBLIQUE
REPUBLICA UNIDA DE TANZANIA

Representative

Mr Ayoub MNDEME

Agricultural Attaché

Alternate Permanent Representative to
FAO

of Embassy of the United Republic
Tanzania
Via Cortina D'ampezzo, 185

Italy -Rome 00135

Phone: (+39) 06 33485801

Fax: (+39) 06 33485828

Email: info@embassyoftanzaniarome.info

-UNITED STATES OF AMERICA
ESTADOS -UNIS D'AMERIQUE -ETATS
UNIDOS DE AMERICA

Representative
LISSY-EL Mr Osama
Deputy Administrator
Plant Protection and Quarantine
Animal and Plant Health Inspection Service
US Department of Agriculture
th Street and Independence Avenuel4
Washington, DC 20250
United States
Email: osama.a.el-lissy@aphis.usda.gov
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Alternate(s)
Mr John GREIFER
Assistant Deputy Administrator
Plant Protection and Quarantine
Animal and Plant Health Inspection Service
Department of Agriculture
Independence Ave., South Building 1400
Washington DC 20250
United States
Phone: (+1) 202 7207677
john.k.greifer@aphis.usda.gov :Email

Mr Marc GILKEY

APHIS Attaché

U.S. Mission to the European Union
International Services

US Department of Agriculture

Animal and Plant Health Inspection Service
Brussels, Belgium

Phone: (+32) 2 811 5182
phis.usda.govEmail: Marc.C.Gilkey@a

Ms Stephanie DUBON

IPS Deputy Technical Director

Plant Protection and Quarantine

Animal and Plant Health Inspection Service
Department of Agriculture

River Road 4700

Riverdal, MD 20737 USA

United States

vEmail: stephanie.m.dubon@aphis.usda.go

URUGUAY

Representante
Sra Inés ARES
Asesora Técnica
Direccion General de Servicios Agricolas
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca
Millan 4703
Montevideo, Uruguay 12300
Phone: (+598) 23098410
Fax: (+598) 2309840
Email: mares@mgap.gub.uy

Suplente(s)

Sr Oscar PINEYRO

Consejero

Representante Permanente Alterno ante la

FAO
Embajada de la Republica Oriental
del Uruguay
Via Vittorio Veneto, 183

Italia -Roma 00187

Phone: (+39) 06 4821776/7

Fax: (+39) 06 4823695

y.itEmail: uruit@ambasciataurugua

VENEZUELA (BOLIVARIAN REPUBLIC
VENEZUELA (REPUBLIQUE -OF)
VENEZUELA -BOLIVARIENNE DU)
(REPUBLICA BOLIVARIANA DE)

Representante
Sr Raul FERNANDEZ
Director de Salud Vegetal Integral
Instituto de Salud Agricola Integral
(INSAI)
Popular para la Ministerio del Poder
Agricultura y Tierras
Torre oeste Parque Cristal, piso 2
Caracas -Altamira ,3-Oficina 2
Venezuela
Phone: (+58) 426 5136996
Email:
saludvegetalintegral.nuevoinsai@insai.gob.
ve

Suplente(s)
Sra Gladys URBANEJA DURAN
Embajadora
Permanente ante la FAO Representante
Representacion Permanente de la Republica
Bolivariana de Venezuela ante la FAO
Via G. Antonelli, 47
Italia -Roma 00197
Phone: (+39) 06 8081407
Fax: (+39) 06 80690022
Email: embavenefao@iol.it
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Sr Luis ALVAREZ FERMIN Alternate(s)
Consejero Ministro Mr Haytham SHOJA'AADIN
Representante Permanente Alterno ante la Counsellor

FAO

Representacion Permanente de la Republica
Bolivariana de Venezuela ante la FAO

Via G. Antonelli, 47

Italia -Roma 00197

Phone: (+39) 06 8081407

Fax: (+39) 06 80690022

Email: embavenefao@iol.it

anuel CLAROS OVIEDOSr M

Segundo Secretario

Representante Permanente Alterno ante la
FAO

Representacion Permanente de la Republica
Bolivariana de Venezuela ante la FAO
Via G. Antonelli, 47

Italia -Roma 00197

Phone: (+39) 06 8081407

Fax: (+39) 06 80690022

ail: embavenefao@iol.itEm

VIET NAM

Representative

Mr Nguyen Xuan HONG

Director General

Plant Protection Department MARD
Ho Dac Di Street 149

Hanoi, Viet Nam

Phone: (+844) 35335054

Fax: (+844) 844 35330043

Email: hongnx.bvtv@mard.gov.vn

YEMEN -YEMEN

Representative

Mr Gamel Anwar RAMADHAN

Head of Plant Quarantine Department
(Director)

IPPC Contact Point

General Department of Plant Protection
Ministry of Agriculture and Irrigation
P.O Box 2805 Sana'a, Yemen

Phone: (+ 967) 1 282966

Fax: (+967) 1 289509

Email: anvar.gamel@mail.ru

Deputy Permanent Representative to FAO
Embassy of the Republic of Yemen

Via Antonio Bosio, 10

Italy -Rome 00161

Phone: (+39) 06 44231679

Fax: (+39) 06 44234763

segreteria@yemenembassy.it :Email

NA'AMI-Mr Abdullah AL
Second Secretary
Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of Yemen
Via Antonio Bosio, 10
Italy -Rome 00161
Phone: (+39) 06 44231679
Fax: (+39) 06 44234763
nembassy.itEmail: segreteria@yeme

ASHWAL-Mr Mahmoud AL

Third Secretary

Alternate Permanent Representative to
FAO

Embassy of the Republic of Yemen
Via Antonio Bosio, 10

Italy -Rome 00161

Phone: (+39) 06 44231679

Fax: (+39) 06 44234763

Email: segreteria@yemenembassy.it

Tarig HATEM Mr

Alternate Permanent Representative to

FAO
Embassy of the Republic of Yemen
Via Antonio Bosio, 10

Italy -Rome 00161

Phone: (+39) 06 44231679

Fax: (+39) 06 44234763

Email: segreteria@yemenembassy.it
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ZAMBIE -ZAMBIA

Representative
MSISKA Mr Kenneth
Prinicpal Agriculture Research Officer
Plant Quarantine And Phytosanitary
Service Zambia Agriculture Research
Institute
P/B 07
Mount Makulu Research Station
PIB7 Chilanga, Zambia
Phone: (+260) 211 278141/130
Fax: (+260) 211 278141/130
msiskal2@yahoo.co.uk :Email

Alternate(s)

Mr Kayoya MASUHWE

First Secretary

Alternate Permanent Representative to
FAO
Embassy of the Republic of Zambia
Via Ennio Quirino Visconti, 8

Italy -Rome 00193

Phone: (+39) 06 3221655

Fax: (+39) 06 97613035
zamrome(@rdn.it :Email

ZIMBABWE

Representative
Mr Godfrey MAGWENZI
Ambassador
Permanent Representative to FAO
Embassy of the Republic of Zimbabwe
Via Virgilio 8
Italy -Rome 00193
Phone: (+39) 06 68308282
Fax: (+39) 06 68308324
wolit@tiscali.it-Email: zimrome

Alternate(s)
Mr Nhamo MUDADA
Chief Plant Quarantine Officer
Plant Quarantine Services Institute
Department of Research & Specialist
Services
Research Services Divison

Ministry of Agriculture

P. Bag 2007, Mazowe
Zimbabwe
Phone: (+263) 716 800596
mudadan@gmail.com :Email

Mr Shephard Shingirai GWENZI
Minister Counsellor
Alternate Permanent Representative to
FAO

Embassy of the Republic of Zimbabwe
Via Virgilio, 8

Italy -Rome 00193

Phone: (+39) 06 68308282

Fax: (+39) 06 68308324
li.itwolit@tisca-Email: zimrome
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-OBSERVER COUNTRIES (NON
(CONTRACTING PARTIES

PAYS OBSERVATEURS (PARTIES NON
(CONTRACTANTES

PAISES OBSERVADORES (PARTES NO
(CONTRATANTES

DEMOCRATIC REPUBLIC OF THE
REPUBLIQUE -CONGO
-DEMOCRATIQUE DU CONGO
DEMOCRATICA DEL REPUBLICA
CONGO

Représentant
M Damas MAMBA MAMBA
Point de contact CIPV
Chef de Division chargé de la Protection
des Végétaux a la DPPV
Ministere de 'agriculture et développement
rural
Croisement Blvd du 30 Juin et Batetela
Gombe-Kinshasa B.P. 8722
République Démocratique du Congo
Phone: (+243) 812959330
Email: damasmamba(@yahoo.fr

Suppléant(s)
M Justin CISHUGI MURHULA
Inspecteur Semencier au SENASEM
Ministere de I'agriculture et développement
rural
elaCroisement Blvd du 30 Juin et Batet
Gombe-B.P. 8722 Kinshasa
République Démocratique du Congo
Phone: (+243) 998264227
Email: jeishugim@gmail.com
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REGIONAL PLANT PROTECTION
ORGANIZATIONS

ORGANISATIONS REGIONALES DE
PROTECTION DES VEGETAUX
ORGANIZACIONES REGIONALES DE
NITARIAPROTECCION FITOSA

ASIA AND PACIFIC PLANT
PROTECTION COMMISSION
COMMISSION PHYTOSANITAIRE
POUR L'ASIE ET LE PACIFIQUE
COMISION DE PROTECCION
VEGETAL PARA ASIA Y EL PACIFICO

Mr Yongfan PIAO

Senior Plant Protection Officer

(FAO Regional Office for Asia (RAP
Atit Road Phra 39

Bangkok 10200, Thailand

Phone: (+66) 2 6974628

Fax: (+66) 2 6974445

Email: yongfan.piao@fao.org

EUROPEAN AND MEDITERRANEAN
PLANT PROTECTION ORGANIZATION
ORGANISATION EUROPEENNE POUR
LA PROTECTION DES PLANTES
ORGANIZACION EUROPEA Y

E PROTECCION DE MEDITERRANEA D
LAS PLANTAS

Mr Martin WARD
General-Director

European and Mediterranean Plant
Protection Organization

boulevard Richard Lenoir 21
France -Paris 75011

Email: hg@eppo.int

INTER AFRICAN PHYTOSANITARY
COUNCIL

CONSEIL PHYTOSANITAIRE
INTERAFRICAIN

CONSEJO FITOSANITARIO
INTERAFRICANO

Gerard MEZUI M'ELLA-Mr Jean
Director

African Phytosanitary Council of the -Inter
African Union

P.O. Box. 4170 Nlongkak

Cameroun -Youndé

Phone: (+237) 94899340

Fax: (+237) 22211967

la@yahoo.frEmail: jeangerardmezuimel

NEAR EAST PLANT PROTECTION
ORGANIZATION

ORGANISATION POUR LA
PROTECTION DES VEGETAUX AU
ORIENT-PROCHE

ORGANIZACION DE PROTECCIONADE
LAS PLANTAS DEL CERCANO
ORIENTE

Mr Mekki CHOUIBANI

Executive Director

Near East Plant Protection Organization
c/o ONSSA

Avenue Haj Ahmed Cherkaoui

Rabat 10090 -Agdal

Morocco

Phone: (+212) 537 676 536

Fax: (+212) 537 776 598

Email: hg.neppo@gmail.com
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NORTH AMERICAN PLANT
PROTECTION ORGANIZATION
ORGANISATION NORD AMERICAINE
POUR LA PROTECTION DES PLANTES
ORGANIZACION NORTEAMERICANA
DE PROTECCION A LAS PLANTAS

Ms Rebecca Ann LEE

Acting Executive Director

North American Plant Protection
Organization

Merivale rd, 3d floor, rm 140 1431
Ottawa, Ontario, K2B 0B9 Canada
Phone: (+613) 773 8176
nappo.org@Email: rebecca.lee

REGIONAL INTERNATIONAL
0RGANIZATION FOR pLANT
PROTECTION AND ANIMAL HEALTH
ORGANISME INTERNATIONAL
REGIONAL CONTRE LES AMALADIES
DES PLANTES ET DES ANIMAUX
ORGANISMO INTERNACIONAL
REGIONAL DE SANIDAD
AGROPECUARIA

Mr Carlos Ramon URIAS MORALES
Regional Director Plant Health

Organismo Internacional Regional de
Sanidad Agropecuaria

Calle Ramon Belloso, Final Pasaje Isolde
Colonia Escaléon

San Salvador, El Salvador

Phone: (+503) 2209 9222

Fax: (+503) 2263 1128

Email: curias@oirsa.org

PROTECTION PACIFIC PLANT
ORGANISATION

ORGANISATION DE PROTECTION DES
VEGETAUX POUR LE PACIFIQUE
ORGANIZACION DE PROTECCION
FITOSANITARIA DEL PACIFICO

Mr Josua WAINIQOLO

ordinator Biosecurity and Trade-Co
Land Resources Division

Secretariat of the Pacific Community
vate Mail Bag, SuvaPri

Fiji Islands

Phone: (+679) 3379310 ext 35231
Fax: (+679) 3370021

Email: JosuaW@spc.int
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UNITED NATIONS AND SPECIALIZED
AGENCIES

NATIONS UNIES ET INSTITUTIONS
SPECIALISEES

NACIONES UNIDAS Y ORGANISMOS
ESPECIALIZADOS

NTION ON BIOLOGICAL CONVE
DIVERSITY

CONVENTION SUR LA DIVERSITE
BIOLOGIQUE

CONVENIO SOBRE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA

Ms Junko SHIMURA
Programme Officer
Secretariat of the Convention on Biological
Diversity
Jacques Street, Suite 800-St 413
Montreal QC H2Y 1N9
Canada
Phone: (+1) 514 287 8706
Fax: (+1) 514 288 6588
Email: junko.shimura@cbd.int

FAO REGIONAL OFFICES
BUREAUX REGIONAUX DE LA FAO
OFICINA REGIONALES DE LA FAO

DOBAI-Mr Shoki AL

Crop Protection Officer

FAO Regional Office for Near East (RNE)
Dokki 2223 P.O. Box

Cairo, Egypt

Phone: (+20) 2 33316007 ext. 2812
Fax: (+20) 2 7495981/337419

Email: shoki.aldobai@fao.org

Ms Tania SANTIVANEZ

Plant Protection Officer

FAO Regional Office for Latin America
and Carribean (RLC)

Av. Dag Hammarskjold 3241

Vitacura

Chile -tiago San

Phone: (+56) 2 9232146

Fax: (+56) 2 9232101

Email: tania.santivanez@fao.org

Ms Zsuzsanna HAJDU

Plant Production and Protection
Junior Technical Officer
FAO Regional Office for Europe and
(Central Asia (REU

Benczur utca 34

Hungary ,Budapest 1068-H

Phone: (+36-1) 814 1254

Fax: (+36-1) 351 7029

Email: zsuzsanna.hajdu@fao.org

Ms Joshi PRIYAMBADA

Junior Professional Officer (Crops)
(FAO Regional Office for Africa (RAF
Gamel Abdul Nasser Road

P.O. Box 1628

Accra, Ghana

Phone: (+233) 243875900

ail: Priyambada.Joshi@fao.orgEm
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AMERICAN INSTITUTE FOR -INTER
COOPERATION ON AGRICULTURE
INSTITUT INTERAMERICAIN DE
COOPERATION POUR
L'AGRICULTURE

INSTITUTO INTERAMERICANO DE
COOPERACION PARA LA
AGRICULTURA

Mr Robert AHERN

Head

Safety Agricultural Health and Food
Program

Vazquez de Coronado, San Isidro 11101,
Costa Rica

Phone: (+506) 2216 0184

Fax: (+506) 2216 0221

Email: robert.ahern@jiica.int

INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY
AGENCY

AGENCE INTERNATIONALE DE
L'ENERGIE ATOMIQUE
ORGANISMO INTERNACIONAL DE
TOMICAENERGIA A

Mr Rui CARDOSO PEREIRA
(Entomologist (PhD

Insect Pest Control Section

Joint FAO/IAEA Division of Nuclear
Techniques in Food and Agriculture
Wagramerstrasse 5, P.O. Box 100
Vienna, Austria 1400-A

Phone: (+43) 1 2600/26077

Fax: (+43) 1 26007

Email: r.cardoso-pereira@iaea.org
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OBSEVERS FROM INTERGOVERNMENTAL ORGANIZATIONS

OBSERVATEURS D'ORGANISATIONS INTERGOUVERNEMENTALES
OBSERVADORES DE ORGANIZACIONES INTERGUBERNAMENTALES

CAB INTERNATIONAL

Mr Roger DAY

Deputy Director, Development
Africa, Canary Bird CABI
Limuru Road, Muthaiga 673
00621-PO Box 633

Nairobi, Kenya

Phone: (+254) 20 7224450
Fax: (+254) 20 7122150
Email: r.day@cabi.org

WORLD TRADE ORGANIZATION
ORGANISATION MONDIALE DU COMMERCE
ORGANIZACION MUNDIAL DEL. COMERCIO

CALAMTr Rolando AL

Economic Affairs Officer

Sanitary and Phytosanitary Measures Section
Agriculture and Commodities Division
World Trade Organization

Rue de Lausanne 154

Geneva 21 1211

Switzerland

Phone: (+41) 22 7396583

Fax: (+41) 22 7395760
rolando.alcala@wto.org :Email

Ms Kenza LE MENTEC
Economic Affairs Officer

World Trade Organisation

Rue de Lausanne, 154

CH 1211 Genéve 21

Switzerland

Phone: (+41) 22 7396538

Fax: (+41) 22 7395760

Email: Kenza.LeMentec@wto.org
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GOVERNMENTAL ORGANIZATIONS-NON
ORGANISATIONS NON GOUVERNMENTALES
ORGANIZACIONES NO GUBERNAMENTALES

ASIA AND PACIFIC SEED ASSOCIATION

Mr Narendra Kumar DADLANI
Director Technical Affairs

The Asia & Pacific Seed Association
P.O. Box 1030, Kasetsart

Bangkok 10903, Thailand

5464-940 2 0 (Phone: (+66
5467-Fax: (+66) 0 2 940

INTERNATIONAL INSTITUTE OF TROPICAL AGRICULTURE
INSTITUT INTERNATIONAL D'AGRICULTURE TROPICALE
INSTITUTO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL

Mr Lava KUMAR

Head

Germplasm Health Unit

International Institute of Tropical Agriculture (IITA)
PMB 5320, Oyo Road

Ibadan, Nigeria

INTERNATIONAL SEED FEDERATION
FEDERATION INTERNATIONALE DES SEMENCES

Mr Richard DUNKLE

Senior Director

Seed Health and Trade

American Seed Trade Association
,Duke Street, Suite 275 1701
Alexandria, VA 22314 USA
Phone: (+1) 703 837 8140

Fax: (+1) 703 837 9365

Email: RDunkle@amseed.org

Ms Radha RANGANATHAN
Technical Director
International Seed Federation
Chemin du Reposoir 7

Nyon, Switzerland 1260
Phone: (+41) 22 365 4420
4421 365 Fax: (+41) 22
Email: isf@worldseed.org
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Mr Dave CAREY

Manager, Policy Initiatives
Canadian Seed Trade Association
Robertson Road, Suite 505 2039
Ottawa, ON K2H 8R2

Phone: (+1) 613 829 9527

Email: dcarey@cdnseed.org

EINTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATUR
UNION INTERNATIONALE POUR LA CONSERVATION DE LA NATURE
UNION INTERNACIONAL PARA LA CONSERVACION DE LA NATURALEZA

Mr Piero GENOVESI

Chair of the IUCN

Invasive Species Specialist Group

Protection and Research ISPRA Institute for Environmental -Head of Wildlife Service
Via V. Brancati 48

Rome, Italy 00144

Phone: (+39) 06 50072645

Email: piero.genovesi@isprambiente.it

UNIVERSITIES

Ms Megan QUINLAN

Centre for Environmental Policy
Imperial College London
Silwood Park Campus

Y Ascot, Berkshire, SL5 7P
United Kingdom

Phone: (+44) 0 20 7594 2496
Email: m.quinlan@imperial.ac.uk

Observers

ARROYO Ms Magda GONZALEZ
Capacity Development Committee member
Head of the Department of Standards

and Regulations

Plant Protection Service

Ministry of Agriculture

San Jose, Costa Rica

Phone: (+506) 22605024

Fax: (+506) 83993527

Email: mgonzalez@sfe.go.cr
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Anastrepha fraterculus (Wiedemann)
Anastrepha grandis (Macquart)
Anastrepha ludens (Loew)
Anastrepha obliqua (Macquart)
Anastrepha sepentina (Wiedemann)
Anastrepha striata (Schiner)
Anastrepha suspensa (Loew)

Bactrocera carambolae (Drew & Hancock)
Bactrocera caryeae (Kapoor)

Bactrocera correcta (Bezzi)

Bactrocera dorsalis (Hendel)*

Bactrocera invadens (Drew, Tsuruta, & White)
Bactrocera kandiensis (Drew & Hancock)
Bactrocera occipitalis (Bezzi)

Bactrocera papayae (Drew & Hancock)
Bactrocera philippinensis (Drew & Hancock)
Bactrocera umbrosa (Fabricius)

Bactrocera zonata (Saunders)

Bactrocera cucurbitae (Croquillet)
Bactrocera tryoni (Froggatt)

Bactrocera neotumeralis (Hardy)

Bactrocera tau (Walker)

Bactrocera citri (Chen) (B. minax, Endertein)
Bactrocera cucumis (French)

Bactrocera jarvis (Tryon)

Bactrocera latifrons (Hendel)

Bactrocera oleae (Gmelin)

Bactrocera tsuneonis (Miyake)

Ceratitis capitata (Wiedemann)
Ceratitis cosyra (Walker)
Ceratitis rosa (Karsh)

Dacus ciliatus (Loew)

Myopardalis pardalina (Bigot)

Rhagoletis cerasi (Linnaeus)
Rhagoletis cingulat (Loew)
Rhagoletis pomonella (Walsh)

Toxotrypana curvicauda (Gerstaecker)
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LS LS U3 4983 b gud SSlasy wlils (1) 2 Jgandl

sl LS Sl glgsl (ol ymizmald 2Usl 3T biladly S5Lall

TML/CE ME CUE
cc CH ET JT LT MM ST SE TP YP VARs |CH ET JT LT MM ST TP YP |  CH ET JT LT MM ST TP YP

Anastrepha fraterculus
Anastrepha ludens

Anastrepha obliqua

Anastrepha striata
Anastrepha suspensa
Bactrocera carambolae X X X X X X
Bactrocera caryeae X X X X X X
Bactrocera citri (B. minax)
Bactrocera correcta X X X X X X X X
Bactrocera cucumis

Bactrocera cucurbitae X X X X X X X X
Bactrocera dorsalis X X X X X X X X

Bactrocera invadens X X X X X X

Bactrocera kandiensis X X X X X X X X

Bactrocera latifrons
Bactrocera occipitalis X X X X X X X X
Bactrocera oleae
Bactrocera papayae
Bactrocera philippinensis
Bactrocera tau X X X X X X X X
Bactrocera tryoni X X X X X X X X
Bactrocera tsuneonis
Bactrocera umbrosa X X X X X X
Bactrocera zonata X X X X X X
Ceratitis capitata X X X X X X X X X X
Ceratitis cosyra
Ceratitis rosa X X X X X X X X X X
Dacus ciliatus
Myiopardalis pardalina
Rhagoletis cerasi
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Rhagoletis cingulata
Rhagoletis pomonella
Toxotrypana curvicauda
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PA
ET McP

MLT

SK+AC
CH YP

AS (AA, AC)
RB RS YP PALz

BuH
RS YP

PALz

MVP
GS

Anastrepha fraterculus
Anastrepha grandis

Anastrepha ludens
Anastrepha obliqua
Anastrepha striata
Anastrepha suspensa
Bactrocera carambolae
Bactrocera caryeae
Bactrocera citri (B. minax)
Bactrocera correcta
Bactrocera cucumis
Bactrocera cucurbitae
Bactrocera dorsalis
Bactrocera invadens
Bactrocera kandiensis
Bactrocera latifrons
Bactrocera occipitalis
Bactrocera oleae
Bactrocera papayae
Bactrocera philippinensis
Bactrocera tau
Bactrocera tryoni
Bactrocera tsuneonis
Bactrocera umbrosa
Bactrocera zonata
Ceratitis capitata
Ceratitis cosyra
Ceratitis rosa

X X X X

X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X Xx

x

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X Xx
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ET SE MLT OBDT LT MM TP |ET MLT LT MM TP | MLT |ET McP MLT |CH YP|RB RS YP PALz | RS YP PALz| GS
Dacus ciliatus X X X
Myiopardalis pardalina X X
Rhagoletis cerasi X X X X
Rhagoletis cingulata
Rhagoletis pomonella X X X X
Toxotrypana curvicauda X
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This diagnostic protocol was adopted by the Standards Committee on behalf of the Commission on Phytosanitary Measures

in January 2015.

The annex is a prescriptive part of ISPM 27.
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Diagnostic protocols for regulated pests DP 7

1. Pest Information

Viroids are unencapsidated, covalently closed circular single-stranded RNA molecules, 239-401
nucleotides in length that are replicated by host enzymes (Hammond & Owens, 2006). Potato spindle
tuber viroid (PSTVd; genus Pospiviroid) is commonly 359 nucleotides in length but PSTVd isolates
consisting of 341-364 nucleotides have been reported (Wassenegger etal., 1994; Shamloul et al.,
1997; Jeffries, 1998). Mild and severe strains have been described based on symptoms produced in
sensitive tomato cultivars; for example, Solanum lycopersicum L. (tomato) cv. Rutgers (Fernow,
1967).

The natural host range of PSTVd is relatively narrow. The primary natural hosts are stolon- and tuber-
forming Solanum spp.; for example, Solanum tuberosum L. (potato) and S. lycopersicum (tomato).
PSTVd has been found also in Capsicum annuum, Persea americana and S. muricatum. PSTVd has
been detected in mainly vegetatively propagated ornamental plant species in the family Solanaceae —
namely, Brugmansia spp., Cestrum spp., Datura sp., Lycianthes rantonetti, Petunia spp., Physalis
peruviana, Solanum spp. and Streptosolen jamesonii — but also in Chrysanthemum sp. and
Dahlia x hybrida in the family Asteraceae (for natural host details, see CABI (n.d.)). The experimental
host range of PSTVd is wide and includes species in the family Solanaceae, but also some species in at
least nine other families. Most hosts express few or no disease symptoms (Singh, 1973; Singh et al.,
2003)

PSTVd has been found infecting S. tuberosum in some countries or states in Africa, Asia, Eastern
Europe, North America (EPPO/CABI, 1997), Central America (Badilla et al., 1999), South America
and the Middle East (Hadidi etal., 2003) However, it has a wider geographical distribution in
ornamental plant species and other hosts (see CABI (n.d.) for geographical distribution).

In Solanum tuberosum the main means of spread of PSTVd is vegetative propagation. It is also spread
by contact, mainly by machinery in the field and by cutting seed potato tubers (Hammond & Owens,
2006). PSTVd is transmitted in true potato seed — up to 100% of the seed may be infected (Fernow
et al., 1970; Singh, 1970) — and also in pollen (Grasmick & Slack, 1985; Singh et al., 1992). De Bokx
and Pirone (1981) reported a low rate of transmission of PSTVd by the aphid Macrosiphum
euphorbiae but not by the aphids Myzus persicae or Aulacorthum solani. However, experimental
acquisition and transmission of PSTVd by M. persicae from plants co-infected with PSTVd and
Potato leafroll virus (PLRV) have been reported (Salazar et al., 1995; Singh & Kurz, 1997). PSTVd
was subsequently shown to be heterologously encapsidated within particles of PLRV (Querci et al.,
1997), a phenomenon that may have important implications for the epidemiology and spread of
PSTVd under field conditions.

In Solanum lycopersicum , PSTVd is easily spread by contact and has been shown to be transmitted by
pollen and seed (Kryczynski etal., 1988; Singh, 1970). Transmission via tomato seeds has been
shown to contribute to the international spread of PSTVd (van Brunschot et al., 2014). It is possible
that PSTVd is also spread in infected capsicum seeds (Lebas et al., 2005).

Infected ornamental plant species may act as an inoculum source if they are handled before touching
other susceptible plants, and they have been shown to be a pathway for the international spread of
PSTVd (Navarro et al., 2009; Verhoeven et al., 2010). No transmission of PSTVd was shown with
Apis mellifera, Bombus terrestris, Frankliniella occidentalis or Thrips tabaci (Nielsen et al., 2012).

PSTVd is the only viroid known to naturally infect cultivated species Solanum. However, Mexican
papita viroid (MPVd) infects the wild species S. cardiophyllum (Martinez-Soriano et al., 1996).
Experimentally, other viroid species in the genus Pospiviroid infect S. tuberosum (Verhoeven et al.,
2004).

In addition to PSTVd, other pospiviroids have been found infecting S. lycopersicum naturally,
including Citrus exocortis viroid (CEVd; Mishra etal., 1991), Columnea latent viroid (CLV(d;
Verhoeven et al., 2004), Mexican papita viroid (MPVd; Ling & Bledsoe, 2009), Pepper chat fruit viroid
(PCFVd; Reanwarakorn etal., 2011) Tomato apical stunt viroid (TASVd; Walter, 1987), Tomato
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chlorotic dwarf viroid (TCDVd; Singh etal., 1999) and Tomato planta macho viroid (TPMV(d,;
Galindo et al., 1982).

2. Taxonomic Information
Name: Potato spindle tuber viroid (acronym PSTVd)

Synonyms: potato spindle tuber virus, potato gothic virus, tomato bunchy top virus
Taxonomic position:  Pospiviroidae, Pospiviroid

Common names: potato spindle tuber

3. Detection

Symptom appearance and severity depend on PSTVd strain, cultivar and environment. In
S. tuberosum, infection may be symptomless or produce symptoms ranging from mild to severe
(reduction in plant size and uprightness and clockwise phyllotaxy of the foliage when the plants are
viewed from above; dark green and rugose leaves). Tubers may be reduced in size, misshapen,
spindle- or dumbbell-shaped, with conspicuous prominent eyes that are evenly distributed (EPPO,
2004). In S. lycopersicum, symptoms include stunting, epinasty, rugosity and lateral twisting of new
leaflets, leaf chlorosis, reddening, brittleness, necrosis, reduction in fruit size, and fruit not fully
ripening (Mackie et al., 2002; Hailstones et al., 2003; Lebas et al., 2005). In C. annuum, symptoms are
subtle, with leaves near the top of the plant showing a wavy-edged margin (Lebas et al., 2005). All
ornamental plant species investigated to date do not show symptoms (Verhoeven, 2010).

Because PSTVd infections may be asymptomatic, tests are required for detection and identification of
the viroid. Detection of PSTVd can be achieved using the biological and molecular tests shown as
options in Figure 1, but for identification, the polymerase chain reaction (PCR) product must be
sequenced as the tests are not specific for PSTVd and will detect other viroids. Sequencing will also
contribute to preventing the reporting of false positives. If pathogenicity is considered to be important,
biological indexing may be done. If the identification of PSTVd represents the first finding for a
country, the laboratory may have the diagnosis confirmed by another laboratory.

Appropriate controls should be included in all tests to minimize the risk of false positive or false
negative results.
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Detection for asymptomatic and symptomatic samples

Option 1 Option 2 Option 3
Generic molecular tests for Higher specificity molecular Biological detection
pospiviroids (section 3.3.3) methods for detection of (section 3.2)
R(eturn)-PAGE PSTVd (section 3.3.4)
Hybridization DIG cRNA probe Conventional and real-time RT-PCR
Conventional and real-time RT-PCR (also detects some other viroids) l

— Typical
Positive test Positive test symptoms

l Ontional ¢
. Viroid
Viroid 4 \:'rot'dd* / suspected
detected* etecte
N v

Identification
Conventional RT-PCR (if not done previously)
and sequence analysis (section 4)

Figure 1. Minimum requirements for the detection and identification of Potato spindle tuber viroid (PSTVd)

* |dentification may not be needed for every viroid-positive sample in certain situations; for example, when dealing
with a PSTVd outbreak.

Note: If a viroid is suspected in a sample (i.e. typical symptoms are present) but a test gives a negative result,
another of the tests should be carried out for confirmation of the result.

This annex is for the detection of PSTVd; it has not been developed for the detection and identification
of other pospiviroid species. However, the possible presence of other viroids needs to be considered
when choosing a detection and an identification method. Therefore, this annex describes non-specific
detection methods that will detect all known viroids; including pospiviroids such as PSTVd. For
identification, the PCR product will need to be sequenced.

Protocols for the detection of PSTVd in leaf, tuber and botanical (true) seed tissue are described,
however, reliable detection in seed tissue is particularly challenging.

In this diagnostic protocol, methods (including reference to brand names) are described as published,
as these defined the original level of sensitivity, specificity and/or reproducibility achieved. Use of
names of reagents chemicals or equipment in these diagnostic protocols implies no approval of them
to the exclusion of others that may also be suitable. Laboratory procedures presented in the protocols
may be adjusted to the standards of individual laboratories, provided that they are adequately
validated. Recommendations on method validation in phytodiagnostics are provided by EPPO (2014).

The performance of a molecular test is determined by both the matrix to be tested and the choice of
subsequent sample preparation, nucleic acid extraction, and detection and identification methods.
Table 1 provides an overview of validation data that are available for different matrices and
combinations of methods. Details of these methods are described in the corresponding paragraphs or
indicated references.
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3.1 Sampling

General guidance on sampling methodologies is described in ISPM 31 (Methodologies for sampling of
consignments).

S. tuberosum microplants and glasshouse-grown S. tuberosum plants For microplants the whole
plant should be used as the sample or the top two-thirds of the plant should be sampled under aseptic
conditions so as to enable the rest of the plant to continue growing. Microplants should be four to six
weeks old with stems of about 5cm in length and with well-formed leaves. For glasshouse-grown
plants a fully expanded leaflet from each plant should be used. Viroid concentration is lower at low
temperature and low light levels, so plants should be grown at a temperature of at least 18 °C and with
a photoperiod of at least 14 h. Microplants or leaves may be bulked; the bulking rate will depend on
the test method used and must be validated.

Field-grown S. tuberosum plants A fully expanded non-senescing terminal leaflet from the top of
each plant should be used. Leaves may be bulked together for testing; the bulking rate will depend on
the test method used and must be validated.

S. tuberosum tubers PSTVd is systemically distributed in infected S. tuberosum tubers (Shamloul
et al., 1997). It also occurs in almost equal amounts in different parts of both primarily and secondarily
infected tubers (Roenhorst et al., 2006). The highest concentration is found immediately after harvest.
In tubers stored at 4 °C the concentration does not decrease significantly for up to three months but
after six months of storage, it may decrease by more than 10* times. A single core from any part of the
tuber can be used as a sample and may be bulked; the bulking rate will depend on the test method used
and must be validated.

Leaves of other crops and ornamental plant species Fully expanded young leaves are used. Leaves
may be bulked together for testing; the bulking rate will depend on the test method used and must be
validated. Note that the viroid concentration is influenced by the age/maturity of the plants, and there
are often seasonal fluctuations. In addition, some species contain biochemicals that may inhibit
transmission to test plants (e.g. Brugmansia spp.) or RT-PCR (e.g. Calibrachoa spp., Solanum
jasminoides and S. jamesonii).

Seed Viroid concentration may vary greatly between seeds and the level of infection may vary from
less than 1 to 100%. This makes it very difficult to recommend a sample size and bulking rate
(EUPHRESCO, 2010). For S. lycopersicum, bulking rates of 100-1 000 have been used for a single
test. The bulking rate will depend on the test method used and must be validated.

Potato seeds may be sown in growing medium (e.g. compost) in trays and the seedlings/plants tested
non-destructively using the same procedure described for glasshouse-grown plants (EPPO, 2006).

3.2 Biological detection

Inoculation of S. lycopersicum plants (cultivars Rutgers, Moneymaker or Sheyenne) will allow the
detection of many but not all viroids (e.g. tomato is not a host of the pospiviroid Iresine viroid 1
(IrvVd-1; Spieker, 1996; Verhoeven et al., 2010)) and will provide visual evidence of pathogenicity.
However, some isolates may not be detected because of the absence of symptoms. Moreover,
symptoms may not be diagnostic for PSTVd. Biological indexing may require a great deal of
greenhouse space, it is labour intensive, and several weeks or more may be needed before the test is
completed. No work has been done to compare the sensitivity of this method with other methods
described in this protocol. If it is less sensitive than the molecular methods, it might be less suitable for
testing seed. However, it is possible that the viroid may be amplified in biological indexing to a level
that allows detection by other methods.

Approximately 200-500 mg leaf, root or tuber tissue is ground in a small quantity of 0.1 M phosphate
inoculation buffer (a 1:1 dilution is adequate) containing carborundum (400 mesh). Phosphate buffer
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(pH 7.4) is made by combining 80.2 ml of 1 M K,HPQO,4 with 19.8 ml of 1 M KH,PO, and adjusting
the volume to 1 litre with distilled water.

Young tomato plants with one or two fully expanded leaves are inoculated. Using a gloved finger, a
cotton bud, or a cotton swab dipped into the inoculum, the leaf surface is gently rubbed with the
inoculum and then the leaves are immediately rinsed with water until the carborundum has been
removed. The plants are grown with a diurnal temperature fluctuation of 24-39 °C under a
photoperiod of 14 h supplemented with sodium vapour illumination of approximately 650 pE/m?/s
(Grassmick & Slack, 1985). Lower temperatures and less illumination may reduce the sensitivity of
the assay. The plants are inspected weekly for symptoms for up to six weeks after inoculation.
Symptoms of PSTVd infection include stunting, epinasty, rugosity and lateral twisting of new leaflets,
leaf chlorosis, reddening, brittleness and necrosis.

A Dbioassay on tomato will allow detection of many pospiviroids (except Ir\VVd-1, see above); therefore,
RT-PCR should be carried out on the nucleic acid extracted from symptomatic indicator plants and the
PCR product should be sequenced for identification.

3.3 Molecular detection
3.3.1 Sample preparation

Microplants, leaf material and roots Mortars and pestles or homogenizers (e.g. Homex 6 (Bioreba))
with extraction bags (Bioreba) have been used successfully to grind material. Adding a small quantity
of water or lysis buffer (the composition of which depends on the method used for nucleic acid
extraction) or freezing the sample (e.g. in liquid nitrogen) may facilitate homogenization.

The following procedure has been validated (see Table 1) in combination with nucleic acid extraction
using the magnetic bead extraction method 2 and the real-time RT-PCR GenPospi assay described in
this annex. About 1 g tissue is homogenized in an extraction bag using a Homex 6 or handheld
homogenizer (Bioreba) with 3.5 ml (range 1:2-1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer (6 M guanidine
hydrochloride; 0.2 M sodium acetate, pH 5.2; 25 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA); 2.5%
polyvinylpyrrolidone (PVP)-10). Samples are then incubated for 10 min at 65 °C at 850 r.p.m. in a
thermomixer (or by shaking (invert the tube 3 times) and additional centrifugation for 2 min at
16 000 g) before nucleic acid extraction.

S. tuberosum tubers Tuber cores are thoroughly homogenized in water or lysis buffer (the
composition of which depends on the method used for nucleic acid extraction; 1 ml per g tuber core).
A grinder such as the Homex 6 with extraction bags has been used successfully. Freezing the cores
(e.g. at —20°C) before adding the water or lysis buffer facilitates homogenization.

Seeds For small numbers of seeds (<100), a tissue lyser (e.g. Retsch TissueLyser (Qiagen)) may be
used. For larger numbers of seeds, a paddle blender (e.g. MiniMix (Interscience)) or homogenizer (e.g.
Homex 6) with a minimum quantity of lysis buffer (the composition of which depends on the method
used for nucleic acid extraction) may be used. Seeds may also be crushed with a hammer (Bertolini
et al., 2014b) or by using a mortar and pestle. The latter may not be practical for routine use as cross-
contamination may be difficult to control. Alternatively, liquid nitrogen may be used to freeze the
sample, after which it is ground in a cell mill (this method can also be used for other tissue types).

The following procedure has been validated (see Table 1) in combination with nucleic acid extraction
using the magnetic bead extraction method 2 and the real-time RT-PCR assay of Boonham et al.
(2004) described in this annex. Each of three subsamples of 1 000 seeds are soaked in 20 ml GH plus
lysis buffer in a 100 ml BagPage (Interscience) for 30-60 min at room temperature, homogenized for
90 s using a BagMixer (Interscience) and incubated (or shaken and centrifuged as described for
microplants, leaf material and roots) before nucleic acid extraction

Tissue print and/or squash Leaf pedicels or detached shoots are pressed onto nylon membranes.
Several partially overlapping imprints or squashes from different leaves and/or detached shoots may
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be made on approximately 0.5 cm® nylon membrane according to Bertolini et al. (2008, 2014a). The
membrane containing the immobilized sample is cut and inserted into a micro tube. The immobilized
sample should be handled with clean tweezers. The tissue-printed or squashed samples can be stored at
room temperature in a dark and dry environment for at least three months. For extraction of target
RNA from the membranes, 100 pl glycine buffer is added to each micro tube containing an
immobilized sample, which is then vortexed and placed on ice until PCR amplification.

3.3.2 Nucleic acid extraction

A wide range of nucleic acid extraction methods may be used, from commercial kits to methods
published in scientific journals. The following nucleic acid extraction kits, buffers and procedures
have been used successfully for the detection of PSTVd.

Commercial kits Commercial extraction kits such as RNeasy (Qiagen), MasterPure (Epicentre) and
Sheadex maxi plant kit (LGC Genomics) may be used according to the manufacturer’s instructions.
RNeasy was evaluated for the extraction of PSTVd RNA from different matrices as part of the
EUPHRESCO Detection and Epidemiology of Pospiviroids (DEP) project (EUPHRESCO, 2010).

Method described by Mackenzie etal. (1997) Plant tissue is homogenized (1:10 (w/v)) in lysis
buffer (4 M guanidine isothiocyanate, 0.2 M sodium acetate, 25 mM EDTA, 2.5% PVP-40 (w/v, and
1% 2-mercaptoethanol (v/v) added just before use). One millilitre of homogenate is then mixed with
100 pl of 20% sarkosyl (w/v) and incubated at 70 °C for 10 min in a thermomixer, with agitation at
1 200 r.p.m.. This method can be used to extract quality RNA from a wide range of plant species.

Method using EDTA buffer Plant tissue may be homogenized (1:4 (w/v)) in a simple lysis buffer
(50 MM NaOH, 25 mM EDTA) and then incubated (at approximately 25°C for 15 min) or
centrifuged (at 12 000 g at 4 °C for 15 min). The supernatant can then, depending on the level of
sensitivity required, either be used directly for RT-PCR (less sensitive) or spotted onto a nitrocellulose
membrane and eluted using sterile distilled water (more sensitive) (Singh et al., 2006). Although the
concentration of viroid is lower for the EDTA method than for the other extraction methods described,
this should not be a limiting factor when the method is used with RT-PCR or the digoxigenin (DIG)
probe. The method has been used with S. lycopersicum and S. tuberosum and a range of ornamental
plant species.

Phenol-chloroform and two-step PEG extraction Plant tissue is homogenized and nucleic acid
extracted as described by EPPO (2004). This method has been used in combination with return (R)-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), DIG-RNA probe and the conventional RT-PCR methods
described in this diagnostic protocol for a wide range of plant species and tissue types (e.g. leaves and
potato tubers).

CTAB extraction Plant tissue is homogenized and nucleic acid extracted as described in EPPO
(2004). The cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) method has been used with real-time RT-
PCR for a wide range of plant species and tissue types (e.g. leaves and tomato seeds; EUPHRESCO,
2010).

Magnetic bead extraction method 1 The following automated procedure is based on use of the
KingFisher mL Magnetic Particle Processor (Thermo Scientific). With appropriate adjustment of
volumes, other KingFisher models may be used.

For each sample, at least 200 mg leaf or tuber tissue or up to 100 seeds are macerated, and then
extraction buffer is added immediately at a ratio of 1g leaf or tuber tissue to 10 ml buffer and 1 g seed
to 20 ml buffer. Maceration is continued until a clear cell lysate with minimal intact tissue debris is
obtained. Extraction buffer consists of 200 ul of 8.39% (w/v) tetrasodium pyrophosphate (TNaPP)
solution (pH 10.0-10.9) and 100 ul Antifoam B Emulsion (Sigma) added to 9.8 ml guanidine lysis
buffer (GLB). GLB consists of: 764.2 g guanidine hydrochloride, 7.4 g disodium EDTA dehydrate,
30.0 g PVP-10, 5.25 g citric acid monohydrate, 0.3 g tri-sodium citrate, 5 ml Triton X-100, 250 ml
absolute ethanol and 750 ml water.
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Approximately 2 ml lysate is decanted into a fresh microcentrifuge tube, which is centrifuged at
approximately 5 000 g for 1 min. One millilitre of supernatant is removed and placed in the first tube
(A) of the KingFisher mL rack, to which 50 pl vortexed MAP Solution A magnetic beads (Invitek) are
added. Tube B has 1 ml GLB added to it; tubes C and D, 1 ml of 70% ethanol; and tube E, 200 pl
water or 1x Tris-EDTA buffer.

The tube strip is placed in the KingFisher mL and the programme (see Figure 2) is run. After 20 min,
the machine will pause to allow a heating step. The tube strip is placed in an oven at 65-70 °C for
5 min and then returned to the KingFisher mL, and the programme is resumed. Other models may
have a heating or holding evaporation step built in. On completion, the eluted nucleic acids are
transferred to a new microcentrifuge tube.

This method has been used for a wide range of plant species as well as for potato tubers and tomato
seeds. The method has been used with two of the real-time RT-PCR assays described in this annex
(see sections 3.3.3.4 and 3.3.4.2). Cycle threshold (Ct) values several cycles higher than those for the
other extraction methods described in this annex may be expected using the magnetic bead extraction
method 1, but the increased throughput of samples that is achievable makes it a valuable extraction
method (Roenhorst et al., 2005).

Plate layout Default: Plate type = KingFisher tubestrip 1000 pl; Plate change message = Change Default

A: volume = 1000, name = Cell lysate or tissue homogenate; volume = 50, name = Magnetic particles;

B: volume = 1000, name = Washing buffer 1 (Various); C: volume = 1000, name = Washing buffer 2 (Various);
D: volume = 1000, name = Washing buffer 3 (Various); E: volume = 200, name = Elution buffer (VVarious)
STEPS COLLECT BEADS Step parameters: Name = Collect Beads; Well = A, Default; Beginning of step:
Premix = No; Collect parameters: Collect count = 1. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default;
Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time = 4min
0Os, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default;
Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix Bind; Bind parameters: Bind time =
4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A,
Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time
= 4min Os, speed = Slow; End of step: Collect beads = Yes, count = 4. WASH Step parameters: Name =
Washing, Well = B, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters:
Wash time = 3min Os, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. WASH Step
parameters: Name = Washing, Well = C, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast;
Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3.
WASH Step parameters; Name = Washing, Well = D, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = Os,
speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads =
Yes, count = 3. ELUTION Step parameters; Name = Elution, Well = E, Default; Beginning of step: Release =
Yes, time = 10s, speed = Fast; Elution parameters: Elution time = 20s, speed = Bottom very fast; Pause
parameters: Pause for manual handling = Yes, message = Heating, Post mix time = 30s, speed = Bottom very
fast; Remove beads: Remove beads = Yes, collect count = 4, disposal well = D

Figure 2. Programme for the KingFisher mL Magnetic Particle Processor (Thermo Scientific)

Magnetic bead extraction method 2 This automated procedure uses the Sheadex maxi plant kit
(LGC Genomics) with the KingFisher 96 system (Thermo Scientific). The manufacturer’s instructions
should be followed except that GH plus lysis buffer is used instead of lysis buffer PN that is part of the
kit.

3.3.3 Generic molecular methods for pospiviroid detection

3.3.3.1 R-PAGE

R-PAGE has been recommended as a detection method for PSTVd infecting S. tuberosum leaves
(EPPO, 2004), but it was less sensitive (limit of detection (LOD) 87 893 pg PSTVd) than the other
molecular methods evaluated (LOD at least 17 pg PSTVd) in a ring test with DIG-labelled cRNA
probe, two-step conventional RT-PCR using the primers of Shamloul et al. (1997) and the real-time
method of Boonham et al. (2004) (Jeffries & James, 2005; see also Table 1).
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This method has also been used successfully with other host plants; for example, C.annuum,
S. tuberosum (tubers) and S. lycopersicum. Because of its low sensitivity, bulking of samples would
need to be validated.

R-PAGE will detect all known pospiviroids; therefore, for identification of PSTVd, RT-PCR on the
nucleic acid followed by sequencing of the PCR product must be carried out.

3.3.3.2 Hybridization with a DIG-labelled cRNA probe

This method has been recommended for detection of PSTVd infecting S. tuberosum leaves (EPPO,
2004). Sensitivity for the detection of PSTVd in S. tuberosum leaves was at least 17 pg PSTVd
(Jeffries & James, 2005). Other hosts have been tested successfully, including Petunia spp.,
S. jasminoides, S. lycopersicum and S. tuberosum (tubers).

The probe used is based on a full-length monomer of PSTVd produced by Agdia, Inc.’ (cat. no. DLP
08000/0001). This probe should be used according to the manufacturer’s instructions, or refer to EPPO
(2004) for details of the method. In addition to the Ames buffer (EPPO, 2004), polyethylene glycol
(PEG) and other extraction buffers may be used for nucleic acid extraction.

This DIG-labelled cRNA probe method will detect all known pospiviroids, therefore, for identification
of PSTVd, RT-PCR on the nucleic acid followed by sequencing of the PCR product must be carried
out.

3.3.3.3 Conventional RT-PCR using the primers of Verhoeven et al. (2004)

The primers used in this assay are the Pospil and Vid primers of Verhoeven et al. (2004). The Pospil
primers will detect CEVd, Chrysanthemum stunt viroid (CSVd), Irvd-1, MPVd, PCFVd, PSTVd,
TASVd, TCDVd and TPMVd. The Vid primers will detect PSTVd, TCDVd and, additionally, CLVd.
Using the Pospil and Vid primers in two separate reactions will allow detection of all pospiviroids.
However, sequence mismatch at critical positions of the primer target site may prevent the detection of
some pospiviroid isolates (e.g. an isolate of CLVd was not detected using these primers; Steyer et al.,
2010) and additional primers to detect these isolates will be required. In silico studies have shown that
the following PSTVd isolates may not be detected because of primer—sequence mismatch at critical
positions: Pospil primers: EU879925, EU273604, EF459697, AJ007489, AY372398, AY372394,
FM998551, DQ308555, E00278; Vid primers: EU273604%. The Pospil primers are much more
sensitive than the Vid primers for the detection of PSTVd.

Primers

Pospil-FW: 5"-GGG ATC CCC GGG GAA AC-3" (nucleotide (nt) 86-102)
Pospil-RE: 5-AGC TTC AGT TGT (T/A)TC CAC CGG GT-3" (nt 283-261)
Vid-FW: 5-TTC CTC GGA ACT AAA CTC GTG-3" (nt 355-16)

Vid-RE: 5-CCA ACT GCG GTT CCA AGG G-3" (nt 354-336)

Reaction conditions

The One-Step RT-PCR Kit (Qiagen) has been shown to be reliable when used for the detection of
PSTVd, CEVd, CLVd, CSVd, TASVd and TCDVd in individual samples (EUPHRESCO, 2010) and
for other pospiviroids listed at the start of this section. It is not necessary to use the Q-solution
described by EUPHRESCO (2010). Although various RT-PCR kits and reaction conditions may be
used, they should be validated to check that they are fit for the purpose intended, with all relevant
pospiviroids detected.

Two microlitres of template is added to 23 pul master mix comprising 1.0 pl each of forward and
reverse primer (10 pM), 5 pl of 5% One-Step RT-PCR buffer, 1.0 ul One-Step RT-PCR enzyme mix,
1.0 ul ANTPs (10 mM each dNTP) and 14 pl water. The thermocyling programme is as follows: 50 °C
for 30 min; 95 °C for 15 min; 35 cycles of 94 °C for 30 s, 62 °C for 60 s and 72 °C for 60 s; and a final
extension step of 72 °C for 7 min.
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Gel electrophoresis

After RT-PCR, the PCR products (approximately 197 bp and 359 bp for the Pospil and Vid primers,
respectively) should be analysed by gel electrophoresis (2% agarose gel) and the PCR amplicons of
the correct size sequenced to identify the viroid species. In practice, sequencing the 197 bp product has
always resulted in the same identification as sequencing the complete viroid genome.

3.3.3.4 Real-time RT-PCR using the GenPospi assay (Botermans et al., 2013)

The GenPospi assay uses TagMan real-time RT-PCR to detect all known species of the genus
Pospiviroid. It consists of two reactions running in parallel: the first (reaction mix 1) targets all
pospiviroids except CLVd (Botermans et al., 2013); the second (reaction mix 2) specifically targets
CLVd (Monger et al., 2010). To monitor the RNA extraction a nad5 internal control based on primers
developed by Menzel etal. (2002) to amplify mRNA from plant mitochondria (the mitochondrial
NADH dehydrogenase gene) is included. Method validation (see Table 1) on tomato leaves showed
that the GenPospi assay detected isolates from all the known pospiviroid species up to a relative
infection rate of 0.13% (which equals a 1:770 dilution). The assay was specific as no cross-reactivity
was observed with other viroids, viruses or nucleic acid from host plants. Repeatability and
reproducibility were 100% and the assay appeared robust in an inter-laboratory comparison. The
GenPospi assay has been shown to be a suitable tool for large-scale screening for pospiviroid species.
The assay will need to be validated for matrices other than tomato leaves.

Primers

TCR-F 1-1: 5-TTC CTG TGG TTC ACA CCT GAC C-3" (Botermans et al., 2013)
TCR-F 1-3: 5-CCT GTG GTG CTC ACC TGA CC-3" (Botermans et al., 2013)

TCR-F 1-4: 5°-CCT GTG GTG CAC TCC TGA CC-3" (Botermans et al., 2013)

TCR-F PCFVd: 5°-TGG TGC CTC CCC CGA A-3" (Botermans et al., 2013)

TCR-F IrVd: 5"-AAT GGT TGC ACC CCT GAC C-3” (Botermans et al., 2013)

TR-R1: 5-GGA AGG GTG AAA ACC CTG TTT-3" (Botermans et al., 2013)

TR-R CEVd: 5-AGG AAG GAG ACG AGC TCC TGT T-3" (Botermans et al., 2013)
TR-R6: 5"-GAA AGG AAG GAT GAA AAT CCT GTT TC-3" (Botermans et al., 2013)

CLVd-F: 5-GGT TCA CAC CTG ACC CTG CAG-3" (Monger et al., 2010)
CLVd-F2: 5-AAA CTC GTG GTT CCT GTG GTT-3" (Monger et al., 2010)
CLVd-R: 5-CGC TCG GTC TGA GTT GCC-3" (Monger et al., 2010)

nads5-F: 5"-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3" (Menzel et al., 2002)
nad5-R: 5°-CTC CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3" (Menzel et al., 2002)

Probes

pUCCR: 6FAM-5"-CCG GGG AAA CCT GGA-3"-MGB (Botermans et al., 2013)

CLVd-P: 6FAM-5"-AGC GGT CTC AGG AGC CCC GG-3"-BHQ1 (Monger et al., 2010)

nad5-P: VICr-5-AGG ATC CGC ATA GCC CTC GAT TTA TGT G-3"-BHQ1 (Botermans et al.,
2013)

The two reaction mixes are based on the TagMan RNA to Ct 1-Step Kit (Applied Biosystems).

Reaction mix 1 (all pospiviroids except CLVd + nad5)

The reaction mix consists of 12.5 pl of 2x TagMan RT-PCR mix, 0.6 pl of 1x TagMan RT enzyme
mix, 0.75 pl (10 uM) forward primers (TCR-F 1-1, TCR-F 1-3, TCR-F 1-4, TCR-F IrvVd, TCR-F
PCFVd and nad5-F) and reverse primers (TR-R1, TR-R CEVd, TR-R6 and nad5-R) (final
concentration 0.3 uM each), 0.25 ul (10 pM) TagMan probe pUCCR (final concentration 0.1 uM) and
0.5 ul (10 uM) TagMan probe nad5-P (final concentration 0.2 uM). Molecular grade water and 2 pl
RNA template are added to make a final volume of 25 pl.
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Reaction mix 2 (CLVd + nadb)

The reaction mix consists of 12.5 pl of 2x TagMan RT-PCR mix, 0.6 ul of 1x TagMan RT enzyme
mix, 0.75 pl (10 pM) forward primers (CLVd-F, CLVd-F2 and nad5-F) and reverse primers (CLVd-R
and nad5-R) (final concentration 0.3 uM each), 0.25 pl (10 uM) TagMan probe CLVd-P (final
concentration 0.1 uM) and 0.5 ul (10 uM) TagMan probe nad5-P (final concentration 0.2 uM).
Molecular grade water and 2 pul RNA template are added to make a final volume of 25 pl.

Thermocycling conditions for both reaction mixes are 48 °C for 15 min, 95 °C for 10 min, followed by
40 cycles of (95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min).

For this method, Botermans et al. (2013) interpreted Ct values <32 as positive; those between 32 and
37 as inconclusive, requiring confirmation; and those >37 as negative. However, these values may
exclude low levels of infection in some tissues, and Will need to be defined in each laboratory.

3.3.4 Higher specificity molecular methods for the detection of PSTVd
3.3.4.1 Conventional RT-PCR using the primers of Shamloul et al. (1997)

The RT-PCR primers used in this assay are those of Shamloul et al. (1997), which are also described
by Weidemann and Buchta (1998). The primers will detect MPVd, PSTVd, TCDVd and TPMVd. In
silico studies have shown that the following PSTVd isolates may not be detected because of primer—
sequence mismatch at critical positions: AY 372394, DQ308555, EF459698 for the reverse primer. If

RNA was not amplified using these primers, the Vid primers may be used.

Primers
3H1-F: 5"-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGC GAA C-3" (nt 89-113)
2H1-R: 5"-CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG-3" (nt 88-69)

Method 1 (SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen))

For each reaction, 1 pl template RNA is added to 24 pl master mix consisting of 1.7 pl each of
forward and reverse primer (15 uM), 12.5 pl of 2x Reaction Buffer, 0.5 pl RT/Platinum Taq and
7.6 Ul water. The thermocycling programme is as follows: 43 °C for 30 min, 94 °C for 2 min, then 10
cycles of 94 °C for 30 s, 68 °C for 90 s and 72 °C for 45 s, followed by 20 cycles of 94 °C for 30,
64 °C for 90 s and 72 °C for 45 s, with a final extension of 72 °C for 10 min and 20 °C for 1 min.

Method 2 (two-step RT-PCR)

Using the two-step RT-PCR, the sensitivity for the detection of PSTVd in S. tuberosum is at least
17 pg PSTVd - the lowest concentration tested, but the sensitivity achieved varies between
laboratories, with most laboratories detecting at least 89 pg PSTVd (Jeffries & James, 2005). See
EPPO (2004) for a description of method 2.

After RT-PCR, the PCR products (approximately 360 bp) are analysed by gel electrophoresis as
described and PCR amplicons of the correct size are sequenced to identify the viroid species.

An internal control assay using nad5 primers (Menzel et al., 2002) has been used with this method in a
simplex (separate) reaction (Seigner et al., 2008). Primers are used at a final concentration of 0.2 uM.
The amplicon is 181 bp.

nad> sense: 5-GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT-3" (nt 968-987 and 1836-1838)
nad5 antisense: 5'-CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA-3" (nt 1973-1995)

3.3.4.2 Real-time RT-PCR using the primers of Boonham et al. (2004)

The primers and probe used for this assay are those described by Boonham et al. (2004). However,
neither this assay nor any of the published real-time assays will specifically identify PSTVd. If a
positive is obtained by real-time RT-PCR, the identity of the viroid will need to be determined using
conventional RT-PCR and sequencing.
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The assay will detect PSTVd, MPVd, TCDVd and TPMVd. Sensitivity for the detection of PSTVd in
S. tuberosum using the CTAB extraction method was at least 17 pg PSTVd, the lowest concentration
tested (Jeffries & James, 2005). By testing variants of PSTVd and synthetic oligonucleotides it has
been shown that this assay detects all known sequence variants. These were identified from in silico
studies as primer—sequence mismatches with the potential for failure of detection (Boonham et al.,
2005). However, the divergent isolates VIR-06/7L and VIR-06/10L described recently by Owens et al.
(2009) may not be detected because of the insertion of (an) additional base(s) at the probe binding site
(W. Monger, personal communication, 2011)".

Primers

PSTV-231-F: 5°-GCC CCC TTT GCGCTG T-3" (nt 232-247)

PSTV-296-R: 5"-AAG CGG TTC TCG GGA GCT T-3" (nt 297-279)

PSTV-251T: FAM-5"-CAG TTG TTT CCA CCG GGT AGTAGC CGA-3" TAMRA (nt 278-252)

The internal control COX primers amplify the cytochrome oxidase 1 gene found in plant mitochondria
(Weller et al., 2000).

COX-F: 5-CGT GCG ATT CCA GAT TAT CCA-3’
COX-R:5-CAA CTA CGG ATA TAT AAG RRC CRR ACC TG-3
COXso0l-1511T: VIC-5"-AGG GCA TTC CAT CCA GCG TAA GCA-3° TAMRA

The reaction mix is for a 96-well plate and is a modification of the EPPO method (EPPO, 2004) as it
incorporates a duplex reaction for detection of PSTVd and COX and a simplex reaction for detection
of PSTVD (Roenhorst et al., 2005).

The reaction mix consists of 13.75 ul water, 25 ul of 2x Master Mix (Applied Biosystems), 1.25 pul of
40x MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems), 1.5 pl of each primer PSTV-231-F and
PSTV-296-R (10 uM) and 1.0 pl probe PSTV-251T (5 uM). This reaction mix is divided equally into
two volumes of 22 ul, A and B. Two microlitres of water is added to A and to B is added 0.75 pl of
each COX primer (10 uM) and 0.5 pl of the probe COXsol-1511T (5 uM). One microlitre of RNA
target is added to each of A and B to make a final reaction mix of 25 pl for each well of the reaction
plate. With reaction mix A, PSTVd will be detected and with reaction mix B, PSTVd and COX will be
detected in a duplex reaction.

Thermocycling conditions are 48 °C for 30 min, 95 °C for 2 min and 40 cycles of 95 °C for 15 s and
60 °C for 1 min.

3.3.4.3 Real-time RT-PCR (Plant Print Diagnostics kit)

The primers and probe used in this assay are those described by Bertolini et al. (2010) and they are
available as a kit from Plant Print Diagnostics (Ref. PSTVd/100). The assay will detect CLVd, PSTVd
and TCDVd. All 327 PSTVd isolates present in GenBank should be detected because in silico studies
showed that all primer—sequence mismatches were in non-critical positions (N. Duran-Vila, personal
communication, 2014).

Validation data are provided in Table 1.

Primers

PSTVd-F: 5’-CCT TGG AAC CGC AGT TGG T-3’ (nt 339-357)

PSTVd-R: 5°-TTT CCC CGG GGA TCC C-3’ (nt 87-102)

PSTVdP: FAM-5"-TCCTGTGGTTCACACCTGACCTCCTGA-3" TAMRA (nt 19-45)

The PCR cocktail contains lyophilized primers and probe (provided in the kit) to which any
commercial RT-PCR master mix can be added. For each reaction, 3 pl template RNA is added to 9 pl

! As of 1 March 2010 (W. Monger, personal communication, 2011)
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PCR cocktail consisting of 6 pl commercial 2x RT-PCR buffer, 0.6 pl of each of forward and reverse
primer (10 pM), 0.36 pl TagMan probe (5 M), 0.5 pl of 25% RT-PCR enzyme mix and 0.94 pl water
to make a final reaction volume of 12 pl.

Thermocycling conditions are 45 °C for 10 min, 95 °C for 10 min and 40 cycles of (95 °C for 15 s and
60 °C for 1 min).

For this method a sample is considered positive when it produces a Ct value of <40 and negative
controls are negative (no amplification). A sample is considered negative when it produces a Ct value
of >40 and the positive controls show amplification.

3.4 Controls for molecular tests

For the test result obtained to be considered reliable, appropriate controls — which will depend on the
type of test used and the level of certainty required — should be considered for each series of nucleic
acid isolation and amplification of the target pest or target nucleic acid. For RT-PCR, a positive
nucleic acid control, an internal control and a negative amplification control (no template control) are
the minimum controls that should be used.

Positive nucleic acid control This control is used to monitor the efficiency of the assay (apart from
the extraction). Pre-prepared (stored) viroid nucleic acid, whole genome amplified DNA or a synthetic
control (e.g. cloned PCR product) generated using the same primer pair as used for detection may be
used. A limit of detection control (not mandatory) may also be used.

Internal control For conventional and real-time RT-PCR, a plant housekeeping gene (HKG) such as
COX or NAD should be incorporated into the RT-PCR protocol to eliminate the possibility of false
negatives due to nucleic acid extraction failure or degradation or the presence of PCR inhibitors.
Preferably, the internal control primers should be wused in a duplex reaction with the
pospiviroid/PSTVd primers. However, as this may be difficult to achieve without reducing the
sensitivity of the test for the viroid, it is recommended, where practical, to run a duplex reaction of the
pospiviroid/PSTVd primers with the HKG primers and also a simplex reaction with only
pospiviroid/PSTVd primers.

The nad5 mitochondrial NADH dehydrogenase 5 gene fragment has been shown to be a reliable
indicator of the performance of the extraction procedure and RT step for conventional RT-PCR
(Menzel et al., 2002). It has been tested against many plant species, including S. tuberosum and other
Solanum species (S. bonariensis, S.dulcamara, S.jasminoides, S.nigrum, S. pseudocapsicum,
S. rantonnetii and S. sisymbrifolium), Acnistus arborescens, Atropa belladonna, Brugmansia spp.,
Capsicum spp., Cestrum spp., Lochroma cyanea, Nicotiana spp. and Physalis spp. (Seigner et al.,
2008). The nad5 primers span an intron and will therefore not amplify from DNA. RNA is amplified
after the intron is removed.

Although COX has been used as an internal control in this protocol, COX primers will amplify RNA
and DNA. It therefore provides only an indication of the quality of amplifiable DNA rather than RNA
alone and does not control the RT step.

When the internal control COX or nad5 is not mentioned in the description of a PCR method, the
laboratory should choose an internal control and validate it.

Negative amplification control (no template control) This control is necessary for conventional and
real-time RT-PCR to rule out false positives due to contamination during preparation of the reaction
mixture. PCR-grade water that was used to prepare the reaction mixture is added at the amplification
stage.

Positive extraction control This control is used to ensure that target viroid nucleic acid extracted is of
sufficient quantity and quality for RT-PCR and that the target viroid is detectable. Viroid nucleic acid
is extracted from infected host tissue or healthy plant tissue that has been spiked with the viroid.
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The positive control should be approximately one-tenth of the amount of leaf tissue used per plant for
the RNA extraction. If bulking of samples is done then the quantity of positive control should be
adjusted accordingly (e.g. 10 lots of 20 mg sample bulked for RNA extraction, 2 mg infected leaf +
198 mg healthy potato tissue). If this is not detected then the test should be repeated or the bulking rate
reduced until reliable detection is achieved.

For RT-PCR, care needs to be taken to avoid cross-contamination due to aerosols from the positive
control or from positive samples. The positive control used in the laboratory should be sequenced so
that this sequence can be readily compared with the sequence obtained from PCR amplicons of the
correct size. Alternatively, synthetic positive controls can be made with a known sequence that, again,
can be compared with PCR amplicons of the correct size.

Negative extraction control This control is used to monitor contamination during nucleic acid
extraction and/or cross-reaction with the host tissue. The control comprises nucleic acid that is
extracted from uninfected host tissue and subsequently amplified. Multiple controls are recommended
to be included when large numbers of positive samples are expected.

3.5 Interpretation of results from conventional and real-time RT-PCR
3.5.1 Conventional RT-PCR

The viroid-specific PCR will be considered valid only if:
- the positive nucleic acid control produces the correct size product for the viroid; and

- no amplicons of the correct size for the viroid are produced in the negative extraction control
and the negative amplification control.

If the COX and/or nad5 internal control primers are also used, then the negative (healthy plant tissue)
control (if used), positive nucleic acid control, and each of the test samples must produce a 181 bp
band (nad5). Failure of the samples to amplify with the internal control primers suggests, for example,
that the nucleic acid extraction has failed, the nucleic acid has not been included in the reaction
mixture, the RT step has failed, compounds inhibitory to PCR are present in the nucleic acid extract,
or the nucleic acid has degraded.

A sample will be considered positive if it produces an amplicon of the correct size. For identification
of the viroid species the PCR product must be sequenced.

3.5.2 Real-time RT-PCR

The real-time RT-PCR will be considered valid only if:

- the positive nucleic acid control produces an amplification curve with the viroid-specific
primers; and

- no amplification curve is seen (i.e. Ct value is 40 or other Ct value defined by the laboratory
after validation) with the negative extraction control and the negative amplification control.

If the COX and nad5 internal control primers are also used, then the negative control (if used),
positive nucleic acid control, and each of the test samples must produce an amplification curve.
Failure of the samples to produce an amplification curve with the internal control primers suggests, for
example, that the nucleic acid extraction has failed, the nucleic acid has not been included in the
reaction mixture, compounds inhibitory to PCR are present in the nucleic acid extract, or the nucleic
acid has degraded.

A sample will be considered positive if it produces a typical amplification curve. Specific information
on the Ct cut-off value for two methods is provided in sections 3.3.3.4 and 3.3.4.3.
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4, Identification

PSTVd should be identified by sequencing the product obtained from the conventional RT-PCR
methods using the Shamloul or Vid primers described in sections 3.3.4.1 and 3.3.3.3, respectively, and
by searching for a sequence match on the public genetic sequence databases. Sequence analysis
specialists may be needed to assist in identification. If the PCR product is weakly amplified or if the
sample is infected by more than one pospiviroid, cloning the PCR product may be effective in
enabling a sequence to be obtained.

A positive sample detected by real-time RT-PCR, should, if required for confirmation, be retested
using conventional RT-PCR to enable the product to be sequenced and identified. Sequencing the real-
time PCR product directly will give sequence information that does not allow reliable identification. It
will allow the PCR product to be identified as a viroid but will not allow species identification or
discrimination from the positive control used. However, because of the increased sensitivity of the
real-time RT-PCR, a product may not be obtained with conventional RT-PCR. In the case of bulked
samples, retesting smaller subsamples might increase the reliability of amplification by conventional
RT-PCR. Alternatively, samples may be inoculated in tomato plants to increase the concentration of
the viroid to levels that may be detectable by conventional RT-PCR. However, this approach has not
been evaluated and if results are inconclusive then resampling and testing may be required.

4.1 Sequencing and sequence analysis

Sequence analysis should only be done by an experienced person. If facilities are not available for
sequencing to be done in-house, a commercial company should be used. The company will specify
their requirements for the sequencing of PCR products. The purified product (and forward and reverse
primers if requested) is sent to the company to carry out the sequencing. Some companies may also
purify the product if required.

If sequencing is done in-house, the methods should be established and followed. Each strand of the
PCR product should be sequenced, using the PCR primers as the sequencing primers. The two
independently sequenced DNA strands (from using forward and reverse primers) should be assembled
into a single contig, confirming the base call (identity) of each nucleotide site. It is preferable to use
assemblers (e.g. Geneious, CLC Genomics Workbench or Lasergene software) that use
electropherograms (trace files) for the analysis. Disagreements between the two strands should be
coded as ambiguous bases in the edited sequence. The edited consensus sequence (determined by
comparing the two strands) can then be compared with pospiviroid sequences in a relevant database.
In the case of a mixed infection, the chromatogram may not be readable and the PCR product should
be cloned and sequenced.

Careful alignment is required for pospiviroids where a few nucleotide differences may be critical in
identifying the viroid as a regulated or a non-regulated pest. For initial identification of PSTVd, the
primer sequences (Shamloul or Vid primers) in the consensus sequence may be kept because these
primers are located in the most conserved regions of the viroid genome and are not likely to influence
identification. A-overhangs built in by the polymerase during elongation have to be removed if
observed. For identification, it is advisable to use an edited consensus sequence starting at position 1
of the viroid genome for comparison with one of the comprehensive nucleotide databases. The search
should be done in the GenBank non-redundant nucleotide database at the website of the National
Centre for Biotechnology Information (NCBI) or the European Nucleotide Archive at the website of
the European Molecular Biology Laboratory (EMBL) by using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). In addition, identification should be based on specific clustering of BLAST hit results
in (neighbour joining) tree view.

According to the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) the main criterion for
species identification is more than 90% sequence identity (Owens et al., 2011). However, if the
sequence obtained shows identity close to 90%, additional parameters should be included, such as
biological properties. The ICTV Viroid Study Group is currently discussing the viroid classification
and the criteria for species demarcation.
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When 100% sequence accuracy is required, for example when a sequence is to be submitted to a
database or when a new viroid species is suspected, it is necessary to perform a second PCR. This
PCR will cover the region of the primer sequences used for the first PCR as well as any ambiguous
bases from the first PCR. Design of a new set of primers from the initial sequence may be required for
this purpose, but the use of the Shamloul and Vid primer-pairs may be sufficient.

5. Records

Records and evidence should be retained as described in ISPM 27 (Diagnostic protocols for regulated
pests).

In instances where other contracting parties may be affected by the results of the diagnosis, in

particular in cases of non-compliance and where PSTVd is found in an area for the first time, the

following additional material should be kept in a manner that ensures complete traceability:

- the original sample (if still available) should be kept frozen at —80°C or freeze-dried and kept at
room temperature

- if relevant, RNA extractions should be kept at —80°C
- if relevant, RT-PCR amplification products should be kept at —20°C to —80°C

- the DNA sequence trace files used to generate the consensus sequence for identification of
samples.

If the isolate is shown to have different molecular or biological characteristics to previously recorded
isolates, it should be offered to a recognized plant pest collection/archive (e.g. Q-bank
(Comprehensive Database on Quarantine Plant Pests and Diseases), DSMZ (Leibniz Institute-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures).

If there is evidence of any of the tests described failing to detect an isolate of PSTVd, isolate details
(preferably the GenBank accession number) should be sent to the IPPC Secretariat.

6. Contact Points for Further Information

Further information on this protocol can be obtained from:

Science and Advice for Scottish Agriculture (SASA), Roddinglaw Road, Edinburgh EH12 9F],
Scotland, UK (Dr C.J. Jeffries, e-mail: colin.jeffries@sasa.gsi.gov.uk).

National Plant Protection Organization, PO Box 9102, 6700 HC Wageningen, The Netherlands (Dr
JW. Roenhorst, e-mail: j.w.roenhorst@nvwa.nl; Dr J.ThJ. Verhoeven, e-mail:
j.th.j.verhoeven@nvwa.nl).

Department of Environment and Primary Industries, Biosciences Research Division, AgriBio, 5 Ring
Road, La Trobe University, Bundoora, Victoria 3083, Australia (Dr B. Rodoni, e-mail:
brendan.rodoni@depi.vic.gov.au).

Canadian Food Inspection Agency (CFIA), Charlottetown Laboratory, 93 Mt Edward Road,
Charlottetown, PE, C1A 5T1, Canada (Dr H. Xu, e-mail: huimin.xu@inspection.gc.ca).

Conselleria de Agricultura de la Generalitat VValenciana, Centro de Proteccion Vegetal y Biotecnologia
(IVIA), 46113 Moncada (Valencia), Spain (Dr N. Duran-Vila, e-mail: duran_nur@gva.es).

USDA-APHIS, Plant Germplasm Quarantine Program BARC-E, BLD 580, Powder Mill Road,
Beltsville, MD 20705, USA (Dr J.A. Abad, e-mail: jorge.a.abad@aphis.usda.gov).

Laboratorios Bioldgicos, Direccion General de Servicios Agricolas, Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca, Millan 4703, Montevideo, Uruguay (Dr A. Etchevers, e-mail:
anitaetchevers@hotmail.com).

A request for a revision to a diagnostic protocol may be submitted by national plant protection
organizations (NPPOs), regional plant protection organizations (RPPOs) or Commission on
Phytosanitary Measures (CPM) subsidiary bodies through the IPPC Secretariat (ippc@fao.org), which
will be forward it to the Technical Panel on Diagnostic Protocols (TPDP).
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Table 1. Overview of and validation data for protocols used to detect Potato spindle tuber viroid in different types of host material

Matrix Sa’.“P'e Samplg el _aC|d Dz Remarks on validation
size preparation extraction method

Tomato leaves 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (w/v)) RNeasy Plant Mini Kit Real-time reverse Limit of detection: detection of all pospiviroid species up to a relative infection
GH plus lysis buffer (Qiagen) or Sheadex transcription- rate' of 0.13% (equals 770 times dilution) with 99.7% certainty for dilution of
with Homex 6 maxi plant kit (LGC polymerase chain infected tomato leaves in healthy tomato
(Bioreba) Genomics) on reaction (RT-PCR): Analytical specificity: highly specific for pospiviroid species

KingFisher 96 system GenPospi assay, Selectivity: no influence of tomato leaves
(Thermo Scientific) Botermans et al. Repeatability and reproducibility: 100%
(2013) (Naktuinbouw, 2012a; Botermans et al., 2013; NPPO-NL, 2013d)

Tomato leaves 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (w/v)) RNeasy Plant Mini Kit Real-time RT-PCR: Limit of detection: detection up to 10 000 times dilution of infected tomato leaves
GH plus lysis buffer Boonham et al. in healthy tomato
with Homex 6 (2004) Analytical specificity: detection of Mexican papita viroid (MPVd), Potato spindle

tuber viroid (PSTVd) Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd), Tomato planta macho
viroid (TPMVd) (some isolates)

Selectivity: no influence of tomato leaves

Repeatability and reproducibility: 100%

(Naktuinbouw, 2012b)

Tomato leaves 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (w/v)) RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR: Pospil-FW | Limit of detection: detection of all pospiviroid species (except Columnea latent
GH plus lysis buffer Pospil-RE primers, viroid (CLVd)) up to at least a relative infection rate of 2.5% for dilution of infected
with Homex 6 Verhoeven et al. tomato leaves in healthy tomato

(2004) Analytical specificity: detection of Hop latent viroid (HpLVd, genus Cocadviroid)
and PSTvd
Selectivity: no influence of tomato leaves
Repeatability and reproducibility: 100%
(NPPO-NL, 2013a)

Tomato leaves 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (wiv)) RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR: Limit of detection: detection of CLVd, Potato spindle tuber viroid (PSTVd) and
GH plus lysis buffer Vid-FW/Vid-RE TCDVd up to at least a relative infection rate of 100% (10% for CLVd*) for dilution
with Homex 6 primers, Verhoeven of infected tomato leaves in healthy tomato

et al. (2004) * Primers originally designed to detect CLVd complementary to the Pospil-
FW/Pospil-RE RT-PCR (Verhoeven et al., 2004)
Analytical specificity: detection of CLVd, PSTVd and TCDVd
Selectivity: no influence of tomato leaves
Repeatability and reproducibility: 100%
(NPPO-NL, 2013b)
Tomato leaves 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (w/v)) RNeasy Plant Mini Kit RT-PCR: Shamloul Limit of detection: detection up to at least a relative infection rate of 10% for

GH plus lysis buffer
with Homex 6

et al. (1997)

dilution of infected tomato leaves in healthy tomato

Analytical specificity: detection of MPVd, PSTVd, TCDVd, TPMVd (some
isolates)

Selectivity: no influence of tomato leaves

Repeatability and reproducibility: 100%

(NPPO-NL, 2013c)
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Matrix Sample Sample NIEIELS Gl Detection Remarks on validation
size preparation extraction method
Tomato seeds 3000 seeds | 20 ml (1:2-1:5 Sheadex maxi plant kit Real-time RT-PCR: Performance characteristics assay as for tomato leaves
(tested as (W/V))GH plus lysis on KingFisher 96 system | Boonham et al. Probability of detection of one infected seed in a sample of 1 000 is >95% when
three times | buffer with BagMixer (2004) testing three subsamples each of 1 000 seeds. Owing to rapid cross-contamination
1 000) (Interscience) of PSTVd from infected fruits to healthy seeds during processing (using
fermentation and pectinase treatment) of the seeds there is a high probability that
more contaminated seeds will be present in a sample (Naktuinbouw, 2012c).
Potato leaves 200 mg 20 pL of 10% sodium Phenol—chloroform and Return (R)- Limit of detection: 2 465 pg PSTVd; this was the least sensitive of the molecular
(growth room dodecyl sulphate two-step polyethylene polyacrylamide gel methods in an international ring test
grown) and in (SDS), 180 pL LiCl glycol (PEG) extraction electrophoresis Analytical specificity: detection of all known pospiviroids
vitro potato extraction buffer, (PAGE)® Selectivity: no influence of potato variety, potato leaves or in vitro plants
plants 400 pL phenol- Repeatability and reproducibility: reproducibility 51% at 87 893 pg PSTVd (the
chloroform with mortar highest concentration of PSTVd tested) and 42% at the limit of detection
and pestle
Potato leaves 200 mg 1:1.5 (w/v) Ames Immobilization on Digoxigenin (DIG) Limit of detection: at least 17 pg PSTVd (the lowest concentration tested)
(growth room buffer (EPPO, 2004) membrane (Agdia, Inc.) probe2 Analytical specificity: detection of all known pospiviroids
grown) and in with mortar and pestle | phenol-chloroform and Selectivity: no influence of potato variety, potato leaves or in vitro plants
vitro potato two-step PEG extraction Repeatability and reproducibility: reproducibility 100% at 87 893 pg PSTVd and
plants 23% at 17 pg PSTVd
Potato leaves 50-500 mg | 1:9 (w/v) RH buffer RNeasy Plant Mini Kit Two-step® Limit of detection: at least 17 pg PSTVd
(growth room (Qiagen) with conventional RT- Analytical specificity: detection of MPVd, PSTVd, TCDVd and TPMVd
grown) and in microcentrifuge tube PCR using the Selectivity: no influence of potato variety, potato leaves or in vitro plants
vitro potato and micropestle or primers of Shamloul | Repeatability and reproducibility: reproducibility 78% at 87 893 pg PSTVd (the
plants Homex 6 et al. (1997) highest concentration of PSTVd tested) and 44% at 17 pg PSTVd
Potato leaves 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (wiv)) Sheadex maxi plant kit Real-time RT-PCR: Performance characteristics assay as for tomato leaves
(growth room GH plus lysis buffer on KingFisher 96 system | GenPospi assay, . - . . . Lo
grown) and in with Homex 6 Botermans et al. Analytical specificity: no cross-reaction with viruses commonly occurring in
vitro potato (2013) potato . o
plants Selectivity: no influence of potato leaves and in vitro plants
Validated for bulking rates up to 100 (100% detection in sample composed of 1
infected and 99 healthy leaves; NAK, 2011)
Potato leaves, 1.5 g leaves | Approximately 600 pl RNeasy Plant Mini Kit, Real-time RT-PCR: Limit of detection: detection up to 10 000 times dilution of infected tissue in

(growth room
grown) in vitro
potato plants
and tubers

or 5 g tubers

buffer for leaves or
approximately 3 ml
buffer for tubers
(buffer choice
depending on method
used for extraction)

cetyl
trimethylammonium
bromide (CTAB)
extraction or Purescript
RNA isolation kit (Gentra
Systems; note that this
kit is not available
anymore)

Boonham et al.
(2004)

healthy tissue

Analytical specificity: detection of MPVd, PSTvd, TCDVd, TPMVd (some
isolates); no cross-reaction with viruses commonly occurring in potato

Selectivity: no influence of potato leaves, in vitro plants or tubers

Repeatability and reproducibility: 100% (ring test of four laboratories)

Validated for bulking rates up to 100 (100% detection in sample composed of 1
infected and 99 healthy leaves; Roenhorst et al., 2005, 2006)
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. Sample Sample Nucleic acid Detection R
Matrix . ) ; Remarks on validation
size preparation extraction method
Ornamental 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (wiv)) RNeasy Plant Mini Kit or | Real-time RT-PCR: Performance characteristics assay as for tomato leaves
plant species GH plus lysis buffer Sbeadex maxi plant kit GenPospi assay, Analytical sensitivity: concentration of pospiviroids and selectivity (inhibitory
(leaves) with Homex 6 on KingFisher 96 system | Botermans et al. components) in leaf sap dependent on plant species
(2013) Validated for bulking rates up to 25 for Brugmansia, Calibrachoa, Cestrum, Dabhlia,
Nematanthus, Petunia, Solanum jasminoides and Streptosolen jamesonii. Note
that for Calibrachoa, S.jasminoides and S.jamesonii matrix effects have been
observed at dilutions of more than 100. For some crops, such as Dabhlia, only the
summer period seems suitable for (reliable) testing (Naktuinbouw, 2012a).
Ornamental 1g 3.5 ml (1:2-1:5 (w/v)) RNeasy Plant Mini Kit or | Real-time RT-PCR: Performance characteristics assay as for tomato leaves
plant species GH plus lysis buffer Sbeadex maxi plant kit Boonham et al. Analytical sensitivity: concentration of pospiviroids and selectivity (inhibitory
(leaves) with Homex 6 on KingFisher 96 system | (2004) components) in leaf sap dependent on plant species
Validated for bulking rates up to 25 for Brugmansia, Calibrachoa, Dahlia, Petunia,
S. jasminoides and S. jamesonii. Note that for Calibrachoa, S.jasminoides and
S. jamesonii matrix effects have been observed at dilutions of more than 100. For
some crops, such as Dabhlia, only the summer period seems suitable for (reliable)
testing (Naktuinbouw, 2012b).
Tomato leaves, 1gleavesor | 10 ml (1:10 (w/v)) Direct methods (tissue Real-time RT-PCR: Limit of detection: detection up to 10 000 times dilution of infected S. jasminoides
potato leaves, potato phosphate-buffered print), RNeasy Plant Bertolini et al. (2010) | leaves in healthy leaves of S. jasminoides and tomato
tubers and tubers or saline (PBS) with Mini Kit or PowerPlant Analytical specificity: detection of CLVd, PSTVd and TCDVd
seeds, and leaf prints on | Homex 6 RNA Isolation Kit (Mo Selectivity: no influence of potato leaves, tubers or tomato seeds
ornamental nylon Bio) Repeatability and reproducibility: 100% (ring test of three laboratories)
plant species membranes The diagnostic sensitivity was 100%, the diagnostic specificity was 100% and the
(leaves) relative accuracy compared with a molecular hybridization method (Murcia et al.,

2009) was 100%. Validation of the test was performed with 208 field samples of
S. jasminoides, Brugmansia spp., Datura spp., Petunia spp., Dendrathema spp.,
potato and tomato. Of the 208 samples, 43 were true positive and 150 true
negative by both techniques. Fifteen samples were false positive by hybridization
in which Tomato apical stunt viroid (TASVd) and Citrus exocortis viroid (CEVd)
were detected. No samples were false negative.

! Because viroid concentration in the original test material is not known, for some of the assays the limit of detection (sensitivity) is expressed as a relative value. Undiluted
infected leaf sap is considered 100% infected (at a ratio of 1 g leaf material : 3 ml buffer). The relative limit of detection was determined by testing eight serial dilutions of
infected leaf sap in healthy leaf sap. The relative limit of detection is defined as the average of the lowest relative infection rate of each isolate that could still be detected (cycle
threshold (Ct) <32), and three standard deviations were added to give a conservative measure with 99.7% certainty (Botermans et al., 2013).

% The three methods, R-PAGE, DIG probe and two-step conventional RT-PCR using the primers of Shamloul et al. (1997), were compared in an international ring test (Jeffries
and James, 2005).
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	اعتُمد هذا المعيار خلال الدورة الأولى لهيئة تدابير الصحة النباتية في أبريل/نيسان 2006. وتمّ اعتماد مراجعة المرفق 1 بشأن اصطياد ذبابة الفاكهة فقد اعتمد أثناء الدورة السادسة لهيئة تدابير الصحة النباتية في مارس/آذار 2011. وتمّ اعتماد الملحق 2 خلال الدورة التاسعة لهيئة تدابير الصحة النباتية في أبريل/نيسان 2014. تمّ اعتماد الملحق 3 خلال الدورة العاشرة لهيئة تدابير الصحة النباتية في مارس/آذار 2015.
	المقدمة
	النطاق
	يقدم هذا المعيار خطوطاً توجيهية لإنشاء مناطق خالية من الآفات لذباب ثمار الفاكهة (فصيلة Tephritidae) ذات الأهمية الاقتصادية والحفاظ على حالتها كمناطق خالية من تلك الآفات.
	المراجع
	الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات، 1997. روما، الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات،منظمة الأغذية والزراعة للأمم المتحدة. 
	يشير هذا المعيار أيضا إلى معايير دولية أخرى لتدابير الصحة النباتية تتوفر على البوابة IPP https://www.ippc.int/core-activities/standards-setting/ispms.
	تعاريف
	يمكن العثور على تعاريف مصطلحات الصحة النباتية المستخدمة في هذا المعيار تحت المعيار رقم 5 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية (مسرد مصطلحات الصحة النباتية)
	خلاصة المتطلبات:
	تشمل المتطلبات العامة لإنشاء منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة:
	- تحضير برنامج توعية جماهيري
	- عناصر الإدارة للنظام (نظم التوثيق والمراجعة، حفظ السجلات)
	- أنشطة الإشراف.
	إن العناصر الرئيسة للمنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة هي:
	- توصيف المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	- إنشاء المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة والحفاظ عليها.
	وتشمل هذه العناصر أنشطة مراقبة الاصطياد وجمع عينات الثمار، والمراقبة الرسمية على حركة البنود الخاضعة للوائح. وترد توجيهات مفصلة عن أنشطة المراقبة وجمع عينات الثمار في المرفقين 1 و2.
	وتشمل العناصر الإضافية: تخطيط الأعمال التصحيحية، وتعليق وفقد حالة الخلو من آفة واستئنافها (إن كان ذلك ممكناً) بالنسبة إلى المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة. ويرد في الملحق رقم 1 وصف لتخطيط الأعمال التصحيحية.
	الخلفية
	يعد ذباب ثمار الفاكهة مجموعة مهمّة من الآفات لعديد من البلدان نظراً لإمكانيته إحداث ضرر في الثمار و تقييد وصول المنتجات النباتية إلى الأسواق العالمية. ويؤدي الاحتمال العالي لدخول ذباب ثمار الفاكهة المترافق مع نطاق واسع من العوائل وتوطنه إلى قيود تضعها عديد من البلدان المستوردة على قبول الثمار من مناطق تتوطن فيها هذه الآفات. ولهذه الأسباب، هناك حاجة لمعيار دولي يتيح توجيهات محددة لإنشاء مناطق خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة والحفاظ عليها.
	وتعرف المنطقة الخالية من آفة بعينها كونها " منطقة لا تظهر فيها آفة بعينها كما يستدل من الأدلة العلمية مع المحافظة رسمياً على خلوها على النحو المناسب " (المعيار رقم 5 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية). ويمكن للمناطق الخالية من ذباب ثمار الفاكهة منذ البداية أن تبقى خالية طبيعياً منه نظراً لوجود حواجز أو شروط مناخية، و/أو الحفاظ على خلوها من خلال قيود على الحركة والتدابير المرافقة (رغم أن لذباب ثمار الفاكهة إمكانية على التوطن هناك)، أو يمكن جعلها خالية من خلال برنامج استئصال (المعيار رقم 9 (خطوط توجيهية بشأن برامج استئصال الآفـــات) في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية). كما يصف المعيار رقم 4 (متطلبات إنشاء المناطق الخالية من الآفـات) في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية أنماطاً مختلفة من المناطق الخالية من الآفات ويقدم توجيهات عامة حول إنشاء هذه المناطق. على أنه تم الاعتراف بالحاجة لتوجيهات إضافية حول إنشاء المناطق الخالية من الآفات والحفاظ عليها وبخاصة لذباب ثمار الفاكهة (مناطق خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة). ويصف هذا المعيار المتطلبات الإضافية لإنشاء مناطق خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة والحفاظ عليها. وتشمل الآفات المستهدفة التي طوًر هذا المعيار لأجلها حشرات تتبع رتبة ذات الجناحين (Diptera) وفصيلة/عائلة ذباب ثمار الفاكهة (Tephritidae)، من أجناسAnastrepha, Bactrocera ، Ceratitis،Dacus ، "Rhagoletis Toxotrypana".
	ويتضمن انشاء مناطق خالية من الآفات والحفاظ عليها، عدم ضرورة اتخاذ تدابير خاصة للصحة النباتية للأنواع المستهدفة بالنسبة الى السلع فى المناطق الخالية من الآفات.
	المتطلبات
	1 - متطلبات عامة

	تطبق مفاهيم واحتياطات المعيار الدولي لتدابير الصحة النباتية رقم 4 على إنشاء المناطق الخالية من الآفات والحفاظ عليها لكل الآفات بما في ذلك ذباب ثمار الفاكهة وعليه يراعى العزو. للمعيار رقم 4 باقتران مع هذا المعيار.
	يمكن أن تكون تدابير الصحة النباتية وإجراءات محددة كما هي موصوفة لاحقاً في هذا المعيار مطلوبة لإنشاء مناطق خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة والحفاظ عليها. ويمكن أن يتخذ القرار بإنشاء منطقة رسمية خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة بالاستناد إلى العوامل الفنية المقدمة في هذا المعيار. وتشمل هذه العوامل بيولوجية الآفة، مساحة المنطقة، مستويات عشائر الآفة وطريق انتشارها، الشروط الإيكولوجية، العزل الجغرافي وتوافر طرائق لاستئصال الآفات.
	ويمكن إنشاء مناطق خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة بتوافق مع هذا المعيار الدولي لتدابير الصحة النباتية تحت مدى من حالات مختلفة. يتطلب بعضها تطبيق نطاق واسع من العناصر التي يتيحها هذا المعيار، في حين يتطلب بعضها الآخر تطبيق بعضٍٍ من هذه العناصر فقط.
	وفي المناطق التي لا يتمكن ذباب ثمار الفاكهة فيها من التوطن لأسباب مناخية أو جغرافية أو غيرها ،  يُراعى ينبغي أن لا يكون هناك تسجلات لوجود الأفة ، ولكنه قد يكون من المعقول أن نستنتج أنها غير موجودة  8(تحديد حالة الآفات فى منطقة ما). وفي حال كشف ذباب ثمار الفاكهة وكان بإمكانه إحداث ضرر إقتصادي أثناء الموسم (المادة 7 الفقرة 3 من الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات)، ينبغي تطبيق أعمال تصحيحية للسماح بالحفاظ على منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	وفي المناطق التي يستطيع ذباب ثمار الفاكهة التوطن فيها ولكنه معروف أنه غائب، فإن المراقبة العامة بتوافق مع المعيار رقم 8 تكون كافية عادة لغرض تحديد وإنشاء منطقة خالية من آفة بعينها. ويمكن أن يتطلب الأمر، وحيثما كان ذلك مناسباً، متطلبات استيراد و/أو قيود على الحركة الداخلية لمنع دخول الأنواع المهمة من ذبابة ثمار الفاكهة إلى المنطقة بغية الحفاظ على خلوً ها من تلك الآفة.
	1-1 التوعية الجماهيرية
	يعدً برنامج التوعية الجماهيرية عظيم الأهمية في المناطق التي يتزايد فيها خطر دخول الآفة. ويعدً دعم الجمهور (خصوصاً المجتمع المحلي) ومشاركته في المناطق القريبة من المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة والأشخاص الذين يسافرون إلى المنطقة أو عبرها، بما في ذلك الأطراف ذات الاهتمامات المباشرة أو غير المباشرة، عنصراً مهماً في إنشاء مناطق خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة والحفاظ عليها. ويُراعى أن يكون الجمهور والمعنيون على علم بأهمية إنشاء المنطقة والحفاظ على وضع الخلو من الآفة فيها، وبأهمية تفادي إدخال أو إعادة إدخال مادة عائل قد تكون مصابة، وذلك بالتوعية من خلال أشكال مختلفة من وسائل الإعلام (المكتوبة، المذياع، التلفزيون). ويمكن لهذا الإعلام أن يسهم في تحسين التقيّد بتدابير الصحة النباتية للمنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة. ويُراعى أن يكون برنامج التوعية الجماهيرية والتعليم الصحي النباتي مستمراً، ويمكن أن يتضمن معلومات عن:
	- نقاط التفتيش الدائمة أو العشوائية
	- وضع شاخصات/لوحات في نقاط الدخول وممرات العبور
	- وضع أكياس قمامة، تستعمل لمرة واحدة، لمواد العائل
	- توزيع وريقات أو مطويًات تضم معلومات عن الآفة والمنطقة الخالية من آفة بعينها
	- مطبوعات (مطبوعة أو وسائط الكترونية)
	- نظم لتنظيم حركة الثمار
	- العوائل غير التجارية
	- أمان المصائد
	- غرامات عدم التقيّد، عند الاقتضاءً
	1-2 التوثيق وحفظ السجلات
	يُراعى توثيق تدابير الصحة النباتية المستخدمة لإنشاء منطقة خالية من ذباب ثمار الفاكهة على نحو كاف كجزء من اجراءات الصحة النباتية. كما يُراعى مراجعة هذه التدابير وتحديثها بانتظام، بما في ذلك الأعمال التصحيحية، إذا كانت مطلوبة (أنظر أيضا المعيار رقم 4 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية).
	ويُراعى الإبقاء على سجلات المسوحات، والكشوفات، وحدوث وتفشي الآفة ونتائج التدابير التطبيقية/التنفيذية لـ 24 شهراً على الأقل. ويُراعى إتاحة هذه السجلات للمنظمة القطرية لوقاية النباتات في البلد المستورد عند الطلب.
	1-3 أنشطة الإشراف
	2- المتطلبات الخاصة

	يُراعى أن يتقيّد برنامج المنطقة الخالية من ذباب ثمار الفاكهة، بما في ذلك المكافحة التنظيمية، وإجراءات المراقبة (من ذلك على سبيل المثال، الاصطياد وجمع عينات الثمار) وضرورة تطابق تخطيط العمل التصحيحي مع الإجراءات المصادق عليها.
	و يُراعى أن تتضمن هذه الإجراءات تفويضاً رسمياً بالمسؤولية لموظفين أساس، على سبيل المثال:
	- شخص ذو سلطة ومسؤولية محددة لضمان أن تكون النظم/الإجراءات مطبقة ومحافظ عليها بشكل مناسب؛
	- إخصائي/إخصائيي حشرات تقع على عاتقهم مسئولية التحديد الموثوق/الرسمي لذباب ثمار الفاكهة إلى مستوى النوع
	ويُراعى على المنظمة القطرية لوقاية النباتات في البلد المصدر رصد فاعلية البرنامج بشكل دوري، من خلال إجراءات المراجعة والتوثيق.
	2-1 توصيف المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	تشمل المواصفات المحددّة للمنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة:
	- الأنواع المستهدفة من ذبابة ثمار الفاكهة وتوزيعها ضمن المنطقة أو في جوارها.
	- أنواع العوائل التجارية وغير التجارية
	- تحديد المنطقة (خرائط مفصلة أو إحداثيات نظام الموقع الشامل (GPS) الذي يظهر الحدود، والحواجز الطبيعية، ونقاط الدخول وأماكن منطقة العائل، والمناطق الواقية، حيثما كان ذلك ضرورياً)
	- المناخ، كالهطل المطري، الرطوبة النسبية، الحرارة، سرعة الريح السائدة واتجاهها.
	ويتيح المعيار رقم 4 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية توجيهات إضافية لإنشاء منطقة خالية من الآفات ووصفها.
	2-2 إنشاء المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	يُراعى تطوير البنود التالية وتطبيقها:
	- أنشطة المراقبة لإنشاء المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	- تحديد المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	- تدابير الصحة النباتية ذات العلاقة بحركة مادة العائل أو البنود الخاضعة للوائح
	- تقاني تقليص الآفة إذا كان مناسباً.
	قد يكون من الضروري أيضاً إنشاء مناطق واقية (كما هي موصوفة في الفقرة 2-2-1) وقد يكون من المفيد جمع معلومات فنية إضافية أثناء إنشاء المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	2-2-1 المنطقة الواقية
	2-2-2 أنشطة المراقبة قبل إنشاء المنطقة
	2-2-2-1   إجراءات الاصطياد
	2-2-2-2   إجراءات جمع عينات الثمار

	يُراعى إنشاء منطقة واقية في المناطق حيث لا يعتبر العزل الجغرافي كافياً لمنع الدخول إلى أو إعادة إصابة منطقة خالية من آفة ما أو حيث لا توجد سبل أخرى لمنع حركة ذباب ثمار الفاكهة إلى المنطقة الخالية من آفة ما. وتتضمن العوامل التي يُراعى اعتبارها في إنشاء وفاعلية المنطقة الواقية ما يلي:
	- تقاني تقليص الآفة التي يمكن استعمالها لخفض عشائر ذبابة الفاكهة، بما في ذلك:
	 استخدام طعم معين بمبيد حشرات 
	 الرش
	 تقنية  الحشرات العقيمة
	 تقنية إتلاف الذكر
	 المكافحة البيولوجية
	 المكافحة الميكانيكية، إلخ.
	- توافر العائل، النظم المحصولية، الغطاء الأخضر الطبيعي،
	- الظروف المناخية
	- جغرافية المنطقة
	- المقدرة على الانتشار الطبيعي عبر مسارات محددة
	- المقدرة على تطبيق نظام لرصد فعالية إنشاء المنطقة الواقية (مثل شبكة الاصطياد).
	ضرورة إنشاء واستخدام برنامج رصد نظامي وتنفيذه، وقد يكون الاصطياد هو الخيار المفضل لتحديد غياب ذبابة الفاكهة أو وجودها في منطقة ما بالنسبة للأنواع المستجيبة للطعوم/المواد الجاذبة. على أن أنشطة جمع العينات قد تكون مطلوبة أحياناً كي تتمم برنامج الاصطياد، ومن ذلك مثلا الأنواع المستجيبة بدرجة أقل لجاذبات نوعية.
	ويُراعى القيام بالمراقبة، قبل إنشاء منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، لفترة تحددها المواصفات المناخية للمنطقة، ولمدة لا تقل عن 12 شهراً متتاليا،ً إذا كان ذلك مناسب فنياً، في المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة في كافة مناطق النباتات العائلة التجارية وغير التجارية لإيضاح أن الآفة غير موجودة في المنطقة. وينبغي عدم وجود عشائر كشف عنها أثناء أنشطة المراقبة قبل إنشاء المنطقة. ويمكن أن يؤدي كشف ذبابة واحدة بالغة، تبعاً لحالة المنطقة (وفقاً للمعيار رقم 8 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية) إلى عدم استبعاد منطقة ما من تعينيها لاحقاً كمنطقة خالية من ذباب ثمار الفاكهة. ولتأهيل المنطقة كمنطقة خالية من آفة ما، ينبغي ألاً يكشف فيها وجود نموذج غير بالغ، بالغتين خصبتين أو أكثر، أو أنثى ملقحة من النوع المستهدف أثناء فترة المسح. وتوجد نظم مختلفة للاصطياد وجمع عينات الثمار للأنواع المختلفة من ذبابة الفاكهة. و يُراعى القيام بالمسوحات باستعمال الخطوط التوجيهية المحددة في المرفقين 1 و2. ويمكن مراجعة هذه الخطوط التوجيهية عند تحسن فاعليات المصيدة، والجاذب وجمع عينات الثمار.
	يتضمن هذا القسم معلومات عامة عن إجراءات الاصطياد للأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة. وقد تتباين ظروف الاصطياد اعتمادا على عوامل منها مثلا الذبابة المستهدفة والظروف البيئية السائدة. وتوجد في المرفق رقم 1 معلومات أكثر تفصيلاً، بما في ذلك توصيات اصطياد خاصة بالآفة. وعند التخطيط للقيام بعمليات الاصطياد، يُراعى اعتبار الأمور التالية:
	نمط المصيدة والمواد الجاذبة
	تم، على مدى عقود، تطوير عدة أنماط من المصائد والمواد الجاذبة لمسح عشائر ذباب ثمار الفاكهة. ويختلف عدد الحشرات الممسوكة تبعاً لأنماط المادة الجاذبة المستعملة. ويتوقف نمط المصيدة المختارة للمسح على النوع/الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة وطبيعة الجاذب. وتشمل المصائد الأكثر استعمالاً مصائد Jackson ، McPhail ، Steiner والمصيدة الجافة المفتوحة القعر (OBDT) والمصائد ذات الصفيحة الصفراء، والتي يمكن أن تستعمل مواد جاذبة نوعية (جاذبات بارافيرمونية أو فيرمونية خاصة بالذكور)، أو روائح الغذاء أو العائل ( بروتين سائل أو مصنع جاف) ويستخدم البروتين السائل لمسك مدى واسع من أنواع ذباب ثمار الفاكهة ويمسك الذكور والإناث على حد سواء، مع نسبة مئوية أعلى للإناث الممسوكة. 
	على أن تحديد هوية ذباب ثمار الفاكهة قد يكون صعباً نظراً للتحلل في الطعم السائل. وفي مصائد كمصيدة McPhail، يمكن إضافة غليكول الإيثيلين لتأخير التحلل. وتكون الطعوم المكونة من بروتين مصنّع متحيزة لإناث الحشرة، وتمسك عدداً أقل من الكائنات غير المستهدفة، وعند استخدام هذه الطعوم في مصائد جافة، يمكن أن تمنع التحلل المبكر للنماذج الممسوكة.
	كثافة المصائد
	تعدً كثافة المصائد (عدد المصائد في وحدة المساحة) عاملاً مهماً في المسوحات الفعًالة لذبابة الفاكهة و يُراعى أن تصمم بالاستناد إلى النوع المستهدف من ذبابة الفاكهة، فاعلية المصيدة، ممارسات الزراعة والعوامل الأحيائية واللاأحيائية، ويمكن أن تتغير الكثافة تبعاً لطور البرنامج.مع كثافات مختلفة مطلوبة أثناء إنشاء منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة وطور الحفاظ عليها. كما تتوقف كثافة المصائد أيضاً على المخاطر المترافقة مع نقاط الدخول الممكنة، الى المناطق المحددة الخالية من الذبابة.
	ترتيب المصائد (تحديد المكان الخاص للمصائد)
	يُراعى، في برنامج إنشاء منطقة خالية من ذباب ثمار الفاكهة، ترتيب شبكة اصطياد في كامل المنطقة. ويتوقف مخطط شبكة الاصطياد على مواصفات المنطقة، وتوزيع العائل، وبيولوجية ذبابة الفاكهة موضع الاهتمام. إن اختيار مكان مناسب للمصيدة وموقع المصيدة ضمن النبات العائل هو إحدى أبرز السمات المهمة لوضع المصائد. ويعدّ استخدام نظام الموقع الشامل (GPS) ونظم المعلومات الجغرافي (GIS) مفيداً لإدارة شبكة الاصطياد.
	ويُراعى أن يأخذ المكان بعين الاعتبار وجود العوائل المفضلة (عوائل أولية، عوائل ثانوية وعوائل عَرَضية) للأنواع المستهدفة. ونظراً لأن الآفة تكون مترافقة مع الثمرة أثناء نضجها، يُراعى أن يتبع المكان بما في ذلك تبديل المصائد تتالي نضج الثمار في النباتات العائلة. ويُراعى إعطاء الاعتبار لممارسات الإدارة التجارية في المنطقة التي يتم فيها اختيار أشجار العائل. فقد يكون للتطبيق النظامي لمبيدات الحشرة (و/ أو غيرها من المواد الكيميائية) على أشجار العائل المختارة، على سبيل المثال، تأثير سلبي كاذب في برنامج الاصطياد.
	خدمة المصائد
	يُراعى أن يعتمد تكرار خدمة المصائد (المحافظة على المصائد وإعادة تجهيزها) خلال فترة الاصطياد على:
	- طول عمر الطعوم (مثابرة الجاذب)
	- طاقة الاحتجاز
	- معدل المسك
	- موسم نشاط ذبابة الفاكهة
	- وضع المصائد
	- بيولوجية النوع
	- الظروف البيئية.
	تفتيش المصايد (فحص المصائد بحثاً عن ذباب ثمار الفاكهة)
	يُراعى أن يعتمد تكرار التفتيش النظامي أثناء فترة الاصطياد على:
	- النشاط المتوقع لذبابة ثمار الفاكهة (بيولوجية النوع)؛
	- استجابة ذبابة ثمار الفاكهة المستهدفة فيما يخص حالة العائل في أوقات مختلفة من العام؛
	- العدد النسبي لذباب ثمار الفاكهة المستهدف وغير المستهدف المتوقع مسكه في مصيدة ما؛
	- نمط المصيدة المستعمل؛
	- الظرف الفيزيائي للذباب في المصيدة (وفيما إذا كان يمكن تحديد هويته).
	وفي مصائد معينة، يمكن أن تتلف النماذج بسرعة على نحو يجعل عملية تحديد هويتها صعبة أو مستحيلة إلا إذا فحصت المصائد على نحو متكرر.
	تحديد المقدرة:
	يُراعى أن تمتلك المنظمة القطرية لوقاية النباتات بنية تحتية سابقة التجهيز، أو بنية يسهل الوصول إليها،  وموظفين مدربين لتحديد النماذج الممسوكة من النوع/الأنواع المستهدفة على نحو سريع، يفضل أن يكون ضمن 48 ساعة. وقد يكون الوصول المستمر إلى الخبرة ضرورياً أثناء طور الإنشاء أو عند تطبيق الأعمال التصحيحية.
	يمكن استخدام طريقة جمع عينات الثمار كنهج فى الرقابة الى جانب الاصطياد وحيثما يكون الأخير أقل استجابة. ويُراعى ملاحظة أن جمع العينات طريقة فاعلة لمسوحات تعيين الحدودد على مستو صغير في منطقة تفشّي. على أنها تتطلب عملاً مكثفاً، ووقتاً طولياً وهي مكلفة نظراً لإتلاف الثمار. ومن المهم حفظ عينات الثمار في ظرف مناسب للحفاظ على حيوية كافة الأطوار غير الناضجة من ذبابة الفاكهة في ثمرة مصابة لغرض تحديد هويتها.
	التفضيل العائلي
	يُراعى أن يأخذ جمع عينات الثمار في الاعتبار وجود عوائل أولية وثانوية وعَرَضية للنوع المستهدف. كما عليه أن يأخذ بالحسبان نضوج الثمرة، والعلامات الظاهرة للإصابة فيها، والممارسات التجارية (كاستخدام مبيدات الحشرات) في المنطقة.
	التركيز على مناطق عالية المخاطر
	يُراعى أن يستهدف جمع العينات مناطق محتملة لوجود ذباب ثمار الفاكهة مثل:
	- المناطق المدنية
	- البساتين المهجورة
	- الثمار المرفوضة في أماكن التعبئة
	- أسولق الثمار
	- المواقع التي توجد فيها العوائل الأولية بتركيزات عالية
	- نقاط الدخول إلى منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، حيثما كان ذلك مناسباً.
	يُراعى استعمال تتالي العوائل التي من المحتمل أن تصاب بالأنواع المستهدفة من ذبابة الفاكهة كمناطق لأخذ عينات الثمار.
	حجم العينة والانتخاب
	وتتضمن العوامل الواجب اعتبارها:
	- مستوى الثقة المطلوب
	- توافر مادة العائل الأولي في الحقل
	- الثمار التي تبدي أعراضاً على الأشجار أو، الثمرة الساقطة أو المستبعدة (في أماكن التعبئة مثلاً)، وحيثما كان ذلك مناسباً.
	إجراءات معاملة الثمار المأخوذة كعينات للتفتيش
	يُراعى جلب عينات الثمار المجموعة في الحقل إلى منطقة من أجل حفظها وتقطيع الثمرة إلى شرائح، واسترداد الآفة و تحديد هويتها. و يُراعى وضع لصاقة على الثمرة، ونقلها وحفظها بأسلوب مضمون لاجتناب خلط الثمار من عينات مختلفة.
	تحديد المقدرة
	يُراعى أن تمتلك المنظمة القطرية لوقاية النباتات، بنية تحتية سابقة التجهيز، أو بنية يسهل الوصول إليها، وموظفين مدربين لتحديد الأطوار غير الناضجة لذبابة الفاكهة والبالغات المنبثقة للنوع المستهدف بطريقة سريعة.
	2-2-3    مراقبات على حركة البنود الخاضعة للوائح
	يُراعى تطبيق مراقبات على حركة البنود الخاضعة للوائح لمنع دخول الآفات المستهدفة إلى داخل المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة. وتتوقف هذه المراقبات على المخاطر المُقيَّمة (بعد تحديد الطرق الممكنة والبنود الخاضعة للوائح) ويمكن أن تشمل:
	- تسجيل النوع المستهدف من ذبابة الفاكهة على قائمة آفة حجرية
	- تنظيم  الطرق والبنود التي تتطلب مراقبة للحفاظ على المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة 
	- القيود المحلية لمراقبة حركة البنود الخاضعة للوائح إلى داخل المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	- تفتيش البنود الخاضعة للوائح، وفحص التوثيق المناسب، على نحو سليم، وحيثما كان ضرورياً لحالات عدم التقيّد، وتطبيق إجراءات صحة نباتية مناسبة (كالمعالجة، أو الرفض أو الإتلاف).
	2-2-4 معلومات فنية إضافية لإنشاء منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	قد تكون المعلومات الإضافية مفيدة أثناء طور إنشاء المناطق الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة. وهذه تشمل:
	- السجلات التاريخية للكشف، بيولوجيا وديناميكيات عشائر الآفة/الآفات المستهدفة، وأنشطة المسح للآفة/الآفات المستهدفة المعنية في المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	- نتائج تدابير الصحة النباتية المتخذة كجزء من أعمال عقب كشوف ذباب ثمار الفاكهة في المنطقة الخالية منها
	- سجلات الإنتاج التجاري للمحاصيل العائلة في المنطقة، وتقديراً للإنتاج غير التجاري ووجود مادة عائل بري
	- قوائم أنواع ذباب ثمار الفاكهة الأخرى المهمة اقتصادياً والتي يمكن أن توجد في المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	2-2-5 الإعلان المحلي بالخلو من الآفة
	يُراعى على المنظمة القطرية لوقاية النباتات أن تتأكد من حالة خلو المنطقة من ذبابة الفاكهة (وفق المعيار رقم 8 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية) على نحو محدًد بتأكيد التقيّد مع الإجراءات الموضوعة وفق هذا المعيار ( المراقبة والمكافحات) ويُراعى أن تصرًح المنظمة الإقليمية لوقاية النباتات وأن تعلم بإنشاء المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، كما هو مناسب. 
	وبغية التمكًن من تأكيد حالة خلو المنطقة من ذبابة الفاكهة لأغراض الإدارة الداخلية،  يُراعى فحص استمرارية حالة الخلوً من آفات ذباب ثمار الفاكهة بعد أن تكون المنطقة الخالية من آفة ما قد أنشئت ووضعت أية تدابير صحية نباتية قيد التنفيذ للحفاظ على المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	2-3 الحفاظ على المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	بغية الحفاظ على المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، يُراعي على المنظمة القطرية لوقاية النباتات أن تستمر في رصد عمليات المراقبة والمكافحة، مؤكدة  باستمرار حالة الخلو من الآفة.
	2-3-1 المراقبة للحفاظ على المنطقة الخالية من ذباب ثمار الفاكهة
	بعد التأكد والتصريح بالمنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، يُراعى أن يستمر البرنامج الرسمي للمراقبة عند مستو مقدّر بأنه ضروري للحفاظ على المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة. و يُراعى إصدار التقارير الفنية لأنشطة المسح بشكل منتظم (شهرياً على سبيل المثال). وتكون متطلبات ذلك مماثلة أساساً لمتطلبات إنشاء المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة (انظر القسم 2-2) ولكن مع اختلافات في كثافة المصائد وأماكنها تبعاً لمستوى الخطر المُقيم  لدخول النوع المستهدف. 
	2-3-2 مراقبات على حركة البنود الخاضعة للوائح
	وهذه مماثلة لتلك المذكورة في الفقرة 2-2-3 لإنشاء منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	2-3-3 الأعمال التصحيحية (بما في ذلك الاستجابة لتفشي)
	يُراعى على المنظمة القطرية لوقاية النباتات أن تكون قد أعدت خططاً للأعمال التصحيحية التي يمكن وضعها حيز التنفيذ عند كشف الآفة/الآفات المستهدفة في المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة أو في مادة العائل من تلك المنطقة، أو عند وجود إجراءات خاطئة (ويتيح الملحق 1 خطوطاً توجيهية مفصلة) ويُراعى أن تتضمن هذه الخطة عناصر أو نظماً لتغطي:
	- التصريح بالتفشي وفقاً للمعايير الموجودة في المعيار رقم 8 والإعلام عنه
	- إجراء مراقبة تحديديه (الاصطياد وجمع عينات الثمار) لتحديد المنطقة الموجودة تحت الأعمال التصحيحة
	- تطبيق تدابير المكافحة
	- إجراء مراقبة إضافية
	- معايير لاستئناف خلو المنطقة االمتأثرة بالتفشي
	- الاستجابات لاعتراضات الآفة.
	ويُراعى البدء بخطة عمل تصحيحية بالسرعة الممكنة وفي أي حالة خلال 72 ساعة (من اكتشاف ذبابة بالغة واحدة أو أطوار غير ناضجة للآفة المستهدفة).
	2-4 تعليق أو استئناف حالة منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة أو فقدها
	2-4-1 التعليق
	يُراعى أن يتم تعليق حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة عند حدوث تفشي بالآفة المستهدفة أو الجزء المتضرر منها بالاستناد إلى واحد أو أكثر بالدليل العلمى من الأسباب التالية: كشف نموذج غير ناضج، أو بالغتين مخصبتين أو أكثر أو أنثى ملقحة ضمن فترة محددة. كما يمكن أن يطبق تعليق الحالة إذا ما وجد أن الإجراءات كانت خاطئة (على سبيل المثال اصطياد غير كاف، مراقبات حركة العائل أو معاملات).
	وعند توافر المعايير لمواجهة تفشي، يُراعى أن يؤدي ذلك إلى تطبيق خطة العمل التصحيحية كما هي محددة في هذا المعيار والإعلام المباشر للمنظمات القطرية لوقاية النباتات صاحبة الشأن في البلدان المستوردة المعنية (انظر المعيار رقم  17(الإبلاغ عن الآفات) في المعايير الدولية للصحة النباتية). ويمكن أن يتم تعليق كل أو جزء من المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة أو إلغائها. وفى معظم الحالات سيؤدى التعليق الى حصر الجزء المصاب من المنطقة الخالية. ويعتمد ذلك على بيولوجية وايكولوجية الذبابة المستهدفة وأن تكون المعايير لرفع التعليق واضحة. ويُراعى أن يتم إعلام المنظمات القطرية لوقاية النباتات في البلدان المعنية المستوردة بأي تغيير في حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	2-4-2 الاستئناف
	ضرورة أن يستند الاستئناف الى مستلزمات الانشاء وفقا للظروف التالية:
	- عدم ظهور دلائل جديدة عن الأنواع المستهدفة من الآفات لفترة تتقرر وفقا لبيولوجية الأنواع ونمط الظروف المناخية السائدة وذلك استنادا الى التأكيدات الرقابية أو فى حالة مثل الاجراءات ما لم يتسنى تصحيحها؛
	- في حال حدوث خطأ ما في الإجراءات، فقط عندما يتم تصحيح الخطأ.
	2-4-3 فقد حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	الملحق 1: خطوط توجيهية لخطط العمل التصحيحية
	الملحق 2: تدابير مكافحة تفشي الأمراض ضمن منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة (2014)
	الملحق 3: إجراءات الصحة النباتية لإدارة ذبابة الفاكهة (Tephritidae) (2015)
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	إذا لم تكن  تدابير المكافحة فاعلة وأصبحت الآفة متوطنة في المنطقة بأكملها (المنطقة المعروفة كمنطقة خالية من آفة)، فإن وضع المنطقة ينبغي أن يفقد. وبغية الوصول ثانية إلى وضع المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، ينبغي إتباع إجراءات الإنشاء والحفاظ المحددة المبينة في هذا المعيار.
	هذا الملحق هو جزء واجب الاتباع من المعيار
	إن كشف ذبابة فاكهة واحدة (بالغة أو غير ناضجة) من النوع المستهدف في المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، ينبغي أن يكون منطلقا وضع خطة العمل التصحيحية حيز التنفيذ.
	وفي حالة حدوث تفشي، فإن الغاية من خطة العمل التصحيحية هو ضمان استئصال الآفة بغية السماح باستئناف حالة الآفة في المساحة المتأثرة داخل المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	وينبغي أن تعد خطة العمل التصحيحية بحيث تأخذ في اعتبارها بيولوجية النوع المستهدف من ذبابة الفاكهة وجغرافية المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، والظروف المناخية وتوزيع العائل ضمن المنطقة.
	وتشمل العناصر المطلوبة لتطبيق خطة العمل التصحيحية:
	- الإطار القانوني الذي يمكن بموجبه تطبيق خطة العمل التصحيحية
	- معايير إعلان تفشي الآفة
	- الجدول الزمني للاستجابة المبدئية
	- المعايير الفنية للاصطياد التحديدي، وأخذ عينات الثمار، وتطبيق أعمال الاستئصال وإنشاء تدابير تنظيمية
	- توافر مصادر تنفيذية/تطبيقية كافية
	- تحديد المقدرة
	- الاتصال الفاعل ضمن المنظمة القطرية لوقاية النباتات والمنظمة/المنظمات القطرية في البلد/البلدان المستوردة، بما في ذلك توفير تفصيلات الاتصال لكل الأطراف المعنية.
	التدابير المعتمدة لتطبيق خطة العمل التصحيحية
	1 - تحديد حالة الكشف من منظور الأفة (يمكن الاستناد إليه في العمل أم لا)
	1-1 إذا كان الكشف حدثاً وقتياً عارضا لا يمكن الاستناد إليه كمنطلق للعمل (المعيار رقم 8 في المعايير الصحية لتدابير الصحة النباتية)، فلا توجد حاجة لأي عمل إضافي.
	1-2 إذا كان كشف آفة ما مستهدفة يمكن أن يكون منطلقا للعمل، ينبغي تنفيذ مسح لتعيين الحدود، يتضمن وضع مصائد إضافية، وعادة جمع عينات ثمار، وزيادة في معدل تفتيش المصائد، وتطبيق ذلك مباشرة بعد الكشف لتقدير فيما إذا كان الكشف يمثل تفشًٍ ما، ويحدد أعمال الاستجابة الضرورية. وعند تفشي الآفة، يمكن أيضاً استخدام هذه التدابير أيضاً لتحديد حجم المنطقة المتأثرة.
	2 - تعليق حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة
	إذا ما تم بعد الكشف تحديد أن تفش ما قد حدث أو تم الوصول إلى أي من الأسباب المحددة في الفقرة2-4-1، فإن حالة المساحة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة في المنطقة المتأثرة ينبغي أن تعلّق. ويمكن أن تكون المساحة المتأثرة محدودة في أجزاء من المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة ويمكن أن تكون كل هذه المنطقة.
	3 - تطبيق تدابير المكافحة في المنطقة المتأثرة
	طبقاً لما هو مذكور في المعيار رقم 9 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية، يُراعى تطبيق أعمال تصحيحية محددة أو أعمال استئصال مباشرة في المنطقة/المناطق المتأثرة وأن يتم إيصال ذلك إلى ساكني/قاطني المجتمع في المنطقة بشكل كاف. ويمكن أن تشمل أعمال الاستئصال:
	- معاملات بطعوم تستخدم مبيد حشرات انتخابي
	- إطلاق حشرات عقيمة
	- قطف جميع الثمار من الأشجار
	- تقنية إتلاف  الذكور
	- إتلاف الثمرة المصابة
	- معالجة التربة (كيماويا) أو فيزيائيا)
	- استخدام المبيدات.
	و يُراعى تنفيذ  تدابير الصحة النباتية بصرامة، لمراقبة حركات السلع التى قد تعيل ذباب الفاكهة. وقد تشمل هذه الاجراءات إلغاء شحنات سلع الفاكهة من المنطقة المصابة، وإقامة حواجز الطرق لمنع حركة الثمار المصابة من المساحة المتأثرة إلى بقية المنطقة الخالية من الآفات، على نحو مناسب. كما يمكن تبني تدابير أخرى، إذا وافق البلد المستوردة عليها، مثل المعاملة، وزيادة المسوحات، والاصطياد الإضافي.
	4 - معايير لاستئناف تحديد منطقة خالية من الآفات بعد التفشي، والأعمال الواجب اتخاذها
	ترد معايير نجاح الاستئصال ًفى القسم 2-4-2، وينبغى أن تشمل خطة الاجراءات التصحيحية لمعالجة ذباب الفاكهة المستهدف. وتتوقف الفترة الزمنية على بيولوجية النوع والظروف البيئية السائدة. وعندما يتم الوفاء بهذه المعايير، يُراعى الأخذ بالأعمال التالية:
	- إعلام المنظمات القطرية لوقاية النباتات في البلدان المستوردة
	- استئناف المستويات الطبيعية للمراقبة
	- استئناف المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	5 - إعلام الهيئات المعنية
	يُراعى أن تبقى المنظمات القطرية لوقاية النباتات وغيرها من الهيئات ذات الصلة على علم دائم بأية تغييرات تطرأ على حالة المناطق الخالية، كما ينبغي أن تراعى التزامات الإبلاغ عن الآفات التي نصت عليها الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات ( المعيار رقم 17 في المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية).
	اعتمدت هيئة تدابير الصحة النباتية هذا الملحق في دورتها التاسعة في أبريل/نيسان 2014.
	هذا الملحق جزء ملزم لهذا المعيار
	إن حالة تفشي ذباب ثمار الفاكهة (Tephritidae) التي تمّ اكتشافها في منطقة خالية من ذباب ثمار الفاكهة قد تشكّل خطراً على البلدان المستوردة التي تعتبر فيها  أنواع ذباب ثمار الفاكهة آفة حجرية. ويصف هذا الملحق تدابير المكافحة الواجب اتخاذها في منطقة لاستئصال ذباب ثمار الفاكهة أُقيمت ضمن منطقة خالية من ذباب ثمار الفاكهة في حال التفشي.
	ويغطي هذا المعيار التدابير التصحيحية وغيرها من تدابير الصحة النباتية التي يمكن استخدامها في منطقة استئصال الآفة ضمن منطقة خالية من ذباب ثمار الفاكهة.
	تُقام منطقة الاستئصال وتدابير المكافحة ذات الصلة بهدف استئصال الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة، وإعادة حال المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، وحماية المنطقة المحيطة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، والاستجابة إلى متطلبات الاستيراد التي يضعها البلد المستورد في مجال الصحة النباتية، حيثما تنطبق. وبخاصة، إن تدابير المكافحة ضرورية لأن حركة البنود الخاضعة للوائح التي تدخل إلى منطقة استئصال الآفة وتخرج منها تطرح خطراً محتملاً على انتشار الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة.
	يتعيّن على المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر أن تصرّح عن التفشي وفقاً لهذا المعيار ولمعايير دولية أخرى ذات الصلة بتدابير الصحة النباتية. وحين يتمّ اكتشاف حالة تفشي للأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة ضمن منطقة خالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، ينبغي إقامة منطقة لاستئصال الآفات استناداً إلى تقييم فني. وتُعلَّق حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب الثمار. وفي حال عدم التمكن من تطبيق تدابير مكافحة لإقامة منطقة لاستئصال الآفة، تُلغى حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة وفقاً لهذا المعيار.
	ويجب أن تضم منطقة استئصال الآفة المنطقة المصابة. وإضافةً إلى ذلك، ينبغي إقامة منطقة واقية تماشياً مع هذا المعيار، ووفقاً لما يرد في مسوحات تحديد مناطق الآفات، مع الأخذ في الاعتبار قدرة الانتشار الطبيعية للأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة، وخصائصه البيولوجية ذات الصلة، وغيرها من العوامل الجغرافية والبيئية. 
	ويجب رسم دائرة تحدّد المساحة الدنيا لمنطقة استئصال الآفة، على أن تركّز على اكتشاف الأنواع الحالية المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة وضمن قطر واسع بما فيه الكفاية ليتطابق مع الاعتبارات أعلاه، وفقاً لما تحدّده المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر. وفي حال اكتشاف عدة آفات، يجب أن تُرسَم عدة دوائر (قد تكون متداخلة)، كما يبينه الشكل 1.
	وإذا اقتضى ذلك التنفيذ العملي لمنطقة استئصال الآفة، قد تقرر المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر تعديل هذه المنطقة لتتطابق مع الحدود الإدارية أو  مع التوبوغرافيا، أو مقاربة الدائرة بمضلّع
	ويمكن استخدام جهاز للإسناد الجغرافي (مثل النظام العالمي لتحديد المواقع) أو خريطة تتضمن إحداثيات جغرافية لتحديد منطقة استئصال الآفة وتمكين التعرّف عليها. كما يمكن وضع علامات إرشادية على طول الحدود والطرقات لتحذير العامة، ونشر إشعارات لتسهيل توعية الناس.
	كل مرحلة من مراحل سلسلة الإنتاج (مثل الزراعة، والفرز، والتعليب، والنقل، والإرسال) قد تؤدي إلى انتشار الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة من منطقة استئصال الآفة إلى المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة. ولا ينطبق هذا على أي منشآت موجودة في المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة ومناولة الفاكهة القابلة للإصابة فقط في هذه المنطقة. كما ينبغي تطبيق تدابير مكافحة ملائمة لإدارة خطر الآفات في المنطقة المحيطة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة والبلد المستورد. 
	يمكن تنفيذ تدابير المكافحة المستخدمة في المناطق المصابة بذباب ثمار الفاكهة في منطقة استئصال الآفة.
	يمكن أن تدقّق المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المستورد في تدابير المكافحة، تماشياً مع متطلبات المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر.
	يرد وصف تدابير المكافحة المطبَّقة في كل مرحلة من مراحل سلسلة الإنتاج في  الأجزاء التالية.
	إن حركة المواد الخاضعة للوائح (مثل التربة، النباتات القابلة للإصابة، والفاكهة القابلة للإصابة) إلى منطقة استئصال الآفة، أو منها، أو عبرها، أو داخلها يجب أن تتطابق مع تدابير المكافحة للحؤول دون انتشار الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة، ويجب أن تترافق بالوثائق الضرورية للإشارة إلى منشأ المواد ووجهتها. وهذا يتعلق أيضاً بنقل المواد الخاضعة للوائح من أجل إصدار شهادات الصحة النباتية. 
	يمكن أن تتواجد منشآت تعليب الفاكهة داخل منطقة استئصال الآفات وخارجها، ويمكن تعليب الفاكهة القابلة للإصابة المزروعة داخل هذه المنطقة أو خارجها. وينبغي أن تؤخذ في الاعتبار في كل حالة تدابير المكافحة التي تحول دون انتشار الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة .
	يتعين على المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر أن تقوم بما يلي:
	- تسجيل المنشأة
	- طلب وضع تدابير مكافحة للحؤول دون دخول الأنواع المستهدفة من ذباب الفاكهة إلى المنشأة أو الهروب منها، كما هو ملائم.
	- طلب وضع أساليب للفصل المادي بين مختلف مجموعات الفاكهة القابلة للإصابة (من قبيل استخدام حزم مانعة للحشرات) لتلافي التلوث المتبادل بينها، والموافقة على هذه الأساليب.
	- طلب وضع تدابير ملائمة للحفاظ على الفصل بين الفاكهة القابلة للإصابة والآتية من مناطق ذات حالات مختلفة للآفات (مثل إقامة مواقع منفصلة لتلقّي الفاكهة، وتجهيزها، وتخزينها، وإرسالها).
	- طلب وضع تدابير ملائمة في ما يخصّ مناولة الفاكهة القابلة للإصابة وحركتها عبر المنشأة لتلافي الخلط بين الفاكهة القادمة من مناطق ذات حالات مختلفة للآفات (مثل المخططات الانسيابية، والإشارات، وتدريب الموظفين)
	- طلب وضع أساليب للتخلّص من الفاكهة القابلة للإصابة القادمة من منطقة استئصال الآفة والمرفوضة، والموافقة على هذه الأساليب.
	- رصد الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة في المنشأة، وعند الضرورة، في المنطقة المتاخمة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	- التحقق من أن مواد التعليب مانعة للحشرات ونظيفة.
	- طلب وضع تدابير مكافحة ملائمة لاستئصال أنواع مستهدفة من ذباب الفاكهة في المنشأة عند اكتشافها.
	يمكن أن تتواجد منشآت التخزين في مواقع داخل منطقة استئصال الآفة وخارجها. ويجب أن تكون هذه المنشآت مسجلة لدى المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر، وأن تتطابق مع تدابير المكافحة للحؤول دون انتشار الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة؛ ويتعين عليها على سبيل المثال أن تقوم بما يلي:
	- الحفاظ على التمييز والفصل بين الفاكهة القابلة للإصابة والقادمة من منطقة استئصال الآفة، ومن المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	- استخدام أسلوب موافَق عليه للتخلّص من الفاكهة القابلة للإصابة والقادمة من منطقة استئصال الآفة، والتي رُفضت نتيجة عملية تفتيش أو أنشطة لمراقبة الجودة.
	- رصد الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة في المنشأة، وعند الضرورة، في المنطقة المتاخمة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة.
	- اتخاذ تدابير مكافحة ملائمة لاستئصال أنواع مستهدفة من ذباب الفاكهة في المنشأة عند اكتشافها.
	إذا كانت منشأة التجهيز واقعة داخل منطقة استئصال الآفة، فإن الفاكهة القابلة للإصابة والمعدّة للتصنيع (من قبيل الفاكهة المعدة لإنتاج العصير، أو للتعليب، أو إنتاج العجينة) لا تشكل خطراً إضافياً على المنطقة من حيث ذباب ثمار الفاكهة.
	إذا كانت المنشأة واقعة خارج منطقة استئصال الآفة، يتعيّن على المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر أن تطلب وضع تدابير داخل المنشأة للحؤول دون هروب الأنواع المستهدفة من ذباب الفاكهة، من خلال مناطق تلقّي وتخزين وتجهيز مانعة للحشرات.
	يمكن رصد الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة في المنشأة، وعند الضرورة، في المنطقة المتاخمة الخالية من ذباب  ثمار الفاكهة. وينبغي اتخاذ تدابير مكافحة ملائمة لاستئصال أنواع مستهدفة من ذباب الفاكهة في المنشأة لدى اكتشافها.
	ويتعين على المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر أن تطلب اعتماد أسلوب موافَق عليه للتخلّص من اللفاكهة القابلة للإصابة ومن نفايات المصنع في منطقة استئصال الآفة. وينبغي التخلّص من الفاكهة القابلة للإصابة والمرفوضة بحيث لا تكون الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة قابلة للحياة. 
	يجب أن تكون منشآت المعالجة مسجّلة لدى المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر.
	ويمكن طلب المعالجة بعد الحصاد (من قبيل المعالجة بالبرودة، أو المعالجة بالحرارة، أو التبخير، أو  الإشعاع)، أو في بعض الحالات المعالجة قبل الحصاد (مثل رش الطعم، أو إحاطة الفاكهة بأكياس) لنقل الفاكهة القابلة للإصابة من المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة أو لدى تصديرها من البلدان حيث تخضع الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة إلى لوائح على أنها آفة حجرية.
	قد يُطلَب وضع تدابير مكافحة للحؤول دون هروب الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة في منشآت المعالجة الواقعة داخل المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة، إذا كانت تقوم بمعالجة مواد خاضعة للوائح قادمة من منطقة استئصال الآفة. وقد تطلب المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر العزل المادي داخل المنشأة.
	يتعيّن على المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المصدّر أن توافق على أسلوب التخلّص من الفاكهة المرفوضة القابلة للإصابة والقادمة من منطقة استئصال الآفة، من أجل تقليص خطر انتشار الأنواع المستهدفة لذباب ثمار الفاكهة. وقد تضم أساليب التخلّص استخدام أكياس مزدوجة يتبعها الدفن العميق أو الحرق.
	قد تكون الفاكهة القابلة للإصابة والتي يتم بيعها داخل منطقة استئصال الآفة معرّضة لخطر الإصابة قبل بيعها (قد تكون معروضة مثلاً في سوق في الهواء الطلق)، وبالتالي ينبغي حمايتها مادياً، عند الإمكان، لتلافي انتشار الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة لدى عرضها أو تخزينها.
	يجب أن تكون تدابير المكافحة، بما في ذلك الإجراءات التصحيحية، المستخدمة في منطقة استئصال الآفة موثقة، ومراجعة، ومحدَّثة بصورة ملائمة (أُنظر أيضاً المعيار الدولي 4). ويجب أن تُتاح هذه الوثائق إلى المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المستورد عند الطلب.
	يجب أن تستجيب عملية استئصال الأنواع المستهدفة من ذباب الفاكهة في منطقة استئصال الآفة إلى متطلبات إعادة استئناف حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة بعد التفشي، تمشياً مع هذا المعيار. ويجب أن يستند إعلان الاستئصال إلى توقّف اكتشاف الأنواع المستهدفة من ذباب الفاكهة لفترة محددة بتكوينها البيولوجي والشروط البيئية السائدة، كما تؤكده الرقابة المُشار إليها في هذا المعيار.
	يجب أن تبقى تدابير المكافحة سارية إلى حين الإعلان عن استئصال الآفة. إذا نجح الاستئصال، يمكن إنهاء تدابير المكافحة الخاصة في منطقة استئصال الآفة، ويمكن استئناف حالة المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة. وأمّا إذا فشل الاستئصال، فينبغي تعديل حدود المنطقة الخالية من آفات ذباب ثمار الفاكهة وفقاً لذلك، على أن تبلَّغ بذلك المنظمة الوطنية لوقاية النباتات في البلد المستورد، كما هو ملائم. 
	تم اعتماد هذا الملحق خلال الدورة العاشرة لهيئة تدابير الصحة النباتية في مارس/آذار 2015.
	وهذا الملحق جزء إلزامي من المعيار
	يوفّر هذا الملحق خطوطاً توجيهية لتطبيق إجراءات الصحة النباتية لإدارة ذباب الفاكهة.
	تُستخدم إجراءات صحية نباتية متنوّعة للقضاء على ذباب الفاكهة، واحتوائه، واستئصاله واستبعاده. ويمكن تطبيق هذه الإجراءات لإقامة مناطق خالية من ذباب الفاكهة والحفاظ عليها (هذا المعيار) ومناطق ينخفض فيها انتشار آفات ذباب الفاكهة (المعيار الدولي رقم 30 لتدابير الصحة النباتية (إنشاء مناطق ينخفض فيها انتشار آفات ذباب الفاكهة (Tephritidae))، ووضع نهج نظم  لذباب الفاكهة (المعيار الولي لتدابير الصحة النباتية 35 (نهج نظم لإدارة مخاطر ذباب الفاكهة (Tephritidae)).
	تتضمن إجراءات الصحة النباتية المكافحة الميكانيكية والزراعية، وتقنية تطبيق طعم معيّن بمبيد حشرات، ومحطات الطعوم، وتقنية إتلاف الذكر، والاصطياد الكتلي، وتقنية الحشرات العقيمة، والمكافحة البيولوجية، ومراقبات على حركة البنود الخاضعة للوائح. ويمكن أن تشكل العديد من هذه الإجراءات بدائل مراعية للبيئة لوضع مبيدات الحشرات من أجل إدارة ذباب الفاكهة.
	الاستراتيجيات الأربع المستخدمة في إدارة مجموعات ذباب الفاكهة المستهدفة هي القضاء، والاحتواء، والاستئصال والاستبعاد. ويمكن استخدام إحدى هذه الاستراتيجيات أو أكثر حسب الظروف والأهداف. وإجراءات الصحة النباتية المطابقة والمستخدمة لإدارة ذباب الفاكهة يجب أن تأخذ في الاعتبار متطلبات الصحة النباتية الخاصة بواردات البلد المستورد، وحالة ذبابة الفاكهة في المنطقة المستهدفة، والعوائل، ومظهرية العوائل ودرجة حساسيتها، وبيولوجيا الآفات، والجدوى الاقتصادية والفنية لإجراءات الصحة النباتية المتاحة، حسبما هو ملائم.
	يمكن تطبيق استراتيجيات القضاء لأغراض مثل:
	- خفض مجموعات ذباب الفاكهة المستهدفة إلى المستوى المقبول أو أدنى منه
	- إنشاء مناطق ينخفض فيها انتشار آفات ذباب الفاكهة (المعيار الدولي رقم 22 لتدابير الصحة النباتية - اشتراطات إنشاء مناطق الانتشار المنخفض للآفات)؛ المعيار الدولي رقم 30)
	- تنفيذ تدبير تصحيحي في منطقة ينخفض فيها انتشار الآفات حين يكون قد تمّ تجاوز المستوى المحدد للانتشار المنخفض للآفات (المعيار الدولي رقم 22؛ المعيار الدولي رقم 30)
	- تقليل أعداد مجموعات ذباب الفاكهة المستهدفة لبلوغ مستوى محدد من مجتمع الآفة يمكن استخدامه كجزء من نهج النظم (المعيار الدولي رقم 14: استخدام التدابير المتكاملة في نهج للنظم من أجل إدارة مخاطر الآفات)؛ المعيار الدولي رقم 35)
	- القيام أولاً، في إطار العملية، باستئصال مجموعات ذباب الفاكهة المستهدفة من أجل إنشاء مناطق خالية من آفات ذباب الفاكهة (المعيار رقم 4: اشتراطات إنشاء مناطق خالية من آفات ذباب الفاكهة).
	يمكن تطبيق استراتيجيات الاحتواء لأغراض مثل:
	- منع انتشار ذبابة الفاكهة المستهدفة من منطقة مصابة بالآفة إلى منطقة متاخمة خالية من آفات ذباب الفاكهة
	- احتواء دخول ذبابة فاكهة مستهدفة إلى مناطق غير موبوءة
	- حماية فرادى المناطق، كتدبير مؤقت، حين يكون قد تمّ استئصال ذباب الفاكهة المستهدفة كجزء من برنامج مستمر للاستئصال في منطقة أوسع نطاقاً.
	يمكن تطبيق استراتيجيات الاستئصال لأغراض مثل:
	- القضاء على مجموعات ذباب الفاكهة من أجل إنشاء منطقة خالية من آفات ذباب الفاكهة (المعيار رقم 4)
	- القضاء على دخول ذباب فاكهة خاضعة للحجر قبل أن يتم إنشاء هذه المنطقة (قد يكون هذا جزءاً من خطة تدابير تصحيحية في منطقة خالية من آفات ذباب الفاكهة إذا تم اكتشاف الأنواع المحددة من ذباب الفاكهة).
	يمكن تطبيق استراتيجيات الاستبعاد للحؤول دون دخول ذبابة الفاكهة إلى منطقة خالية من آفات ذباب الفاكهة
	ينبغي النظر في الاشتراطات التالية لدى تطبيق إجراءات الصحة النباتية في مجال إدارة ذباب الفاكهة:
	ينبغي ضمان تعرّف محدّد على الأنواع المحدّدة لذباب الفاكهة بحيث يمكن اختيار الاستراتيجيات وإجراءات الصحة النباتية الملائمة وتطبيقها. ويجب أن تتمكن المنظمات الوطنية لحماية النباتات من الحصول على موظفين مدرّبين لتحديد عينات الحشرات البالغة التي تم الكشف عنها، وحيث ممكن، المراحل غير الناضجة من الأنواع المستهدفة لذباب الفاكهة على نحو سريع (المعيار رقم 6: الخطوط التوجيهية للمراقبة).
	ينبغي معرفة بيولوجيا الأنواع المستهدفة لذباب الفاكهة لتحديد الاستراتيجية الملائمة من أجل معالجة إدارتها واختيار إجراءات الصحة النباتية التي سوف تُطبّق. والمعلومات الأساسية بشأن الأنواع المستهدفة لذباب الفاكهة قد تتضمن دورة الحياة، والعوائل، وتتابع العوائل، وتوزيع العوائل ووفرتها، والقدرة على التكاثر، والتوزيع الجغرافي وديناميكية الأعداد. وقد تؤثر أيضاً الظروف المناخية على الاستراتيجية المعتمدة.
	ينبغي تحديد المنطقة التي سوف تُطبَّق فيها إجراءات الصحة النباتية. كما يجب أن تُعرَف الخصائص الجغرافية وتوزيع العوائل ضمن هذه المنطقة.
	التنفيذ الناجح لإجراءات الصحة النباتية الخاصة بذباب الفاكهة يتطلّب مشاركة ناشطة ومتسقة لمجموعات مهتمة ومتأثرة، بما في ذلك الحكومة، والمجتمعات المحلية والصناعة.
	ينبغي وضع برنامج للوعي العام المستمر من أجل توفير المعلومات لمجموعات مهتمة ومتأثرة عن مخاطر الآفات وإجراءات الصحة النباتية التي سوف تُنفَّذ كجزء من استراتيجية إدارة ذباب الفاكهة. وهكذا برنامج غاية في الأهمية في مناطق حيث يكون خطر دخول الأنواع المستهدفة لذباب الفاكهة مرتفعاً. وكي ينجح برنامج الإدارة، من الهام الحصول على دعم الجمهور ومشاركته (وبخاصة المجتمع المحلي) ضمن منطقة برنامج الإدارة والأفراد الذين يتوجهون إلى المنطقة ويتنقلون داخلها.
	ينبغي وضع خطة تشغيلية رسمية تحدّد إجراءات الصحة النباتية المطلوبة. وقد تتضمن هذه الخطة التشغيلية اشتراطات محددة لتطبيق إجراءات الصحة النباتية وتصف أدوار ومسؤوليات المجموعات المهتمة والمتأثرة (المعيار الدولي رقم 4؛ المعيار الدولي رقم 22).
	قد تنطوي استراتيجيات إدارة ذباب الفاكهة على استخدام أكثر من إجراء واحد للصحة النباتية.
	يمكن تطبيق إجراءات الصحة النباتية في منطقة محددة، في مكان الإنتاج أو في موقع الإنتاج؛ وخلال فترة ما قبل الحصاد وما بعده؛ وفي مكان التعليب؛ أو خلال شحن أو توزيع السلع. وأمّا المناطق الخالية من الآفات، وأماكن الإنتاج ومواقع الإنتاج فقد تتطلّب إنشاء منطقة واقية ملائمة والحفاظ عليها. ويمكن تطبيق إجراءات ملائمة للصحة النباتية في المنطقة الواقية عند الاقتضاء (هذا المعيار والمعيار رقم 10: اشتراطات إنشاء أماكن إنتاج خالية من الآفات ومواقع إنتاج خالية من الإنتاج).
	يمكن تطبيق إجراءات المكافحة الميكانيكية والزراعية من أجل التقليل من مستوى مجموعات ذباب الفاكهة. وقد تتضمن هذه المكافحة إجراءات الصحة النباتية من قبيل الصرف الصحي في البساتين والحقول، وتجريد الثمار، والتقليم، وإزالة النبات المضيف أو وضع الشباك، وإحاطة الفاكهة بأكياس، وفترات خالية من العوائل، واستخدام أصناف مقاومة، ووضع المصايد، وحرث الأرض وإغراقها بالماء.
	إن فعالية الصرف الصحي في الحقول تزداد حين تتركز عملية جمع الفاكهة الساقطة والتخلص منها على العوائل المفضلة، وتتمّ على نحو مستمر على نطاق المنطقة بكاملها. وللحصول على نتائج جيدة، يجب أن تتم عملية الجمع والتخلص من الفاكهة قبل الحصاد، وخلاله وبعده.
	الفاكهة التي تبقى على النباتات المضيفة، والفاكهة المرفوضة بسبب الجودة السيئة خلال الحصاد والتعليب، والفاكهة على النباتات المضيفة الموجودة في المنطقة المحيطة يجب أن تُجمَع وأن يتم التخلص منها على نحو آمن (مثلاً من خلال الدفن العميق).
	من شأن القضاء على الغطاء النباتي أو الحفاظ على مستوى منخفض منه أن يسهل عملية جمع الفاكهة الساقطة. وإضافةً إلى ذلك، حين يبقى الغطاء النباتي منخفضاً، قد تصبح الفاكهة بيرقات أكثر تعرضاً لأشعة الشمس المباشرة والأعداء الطبيعيين، وهو ما سوف يساهم في موت يرقات ذباب الفاكهة.
	وإحاطة الفاكهة في أكياس واستخدام شباك الاستبعاد قد يحول دون إصابة الفاكهة بذباب الفاكهة. ويجب تطبيق أسلوب الإحاطة بأكياس أو شباك الاستبعاد، لدى استخدامهما، قبل أن تصبح الفاكهة معرّضة للإصابة بذباب الفاكهة.
	ويمكن استهداف خادرات (Pupae) العديد من ذبابات الفاكهة عبر تعكير التربة التي تنمو فيها. ويمكن القيام بذلك من خلال إغراق الأرض بالمياه (ما يسبّب نقص الأكسجين للخادرات) أو حرث الأرض (ما يسبّب التلف المادي، وجفاف الخادرات وتعريضها إلى أعداء طبيعيين).
	تستخدم هذه التقنية مبيد حشرات ملائم يُمزَج مع طعم غذائي. والطعوم الغذائية الشائعة الاستخدام  تتضمن مواد جاذبة من قبيل البروتين المتحلل بالمياه، والشراب المركّز بنسبة عالية من الفروكتوز والدبس، المستخدمة بمفردها أو الممزوجة بمواد أخرى. وتشكل هذه التقنية أداة فعالة لمكافحة مجموعات ذباب الفاكهة البالغة، وتقلص الآثار السلبية على الحشرات غير المستهدفة والبيئة.
	يجب أن يبدأ وضع الطعوم من مبيدات الحشرات في الوقت المناسب لاستهداف الذبابات البالغة في طور النضج والحؤول دون إصابة الفاكهة بها. ولحماية الفاكهة، قد تمتد هذه الفترة حتى ثلاثة أشهر قبل بداية موسم حصاد الفاكهة المعدّة للتصدير، أو لدى اكتشاف الذبابات البالغة الأولى أو اليرقات في الحقل أو المنطقة الحضرية. وينبغي استهداف الذبابات البالغة في طور النضج إذ يكون عندها الطلب على البروتين في أعلى مستوياته. كما أن عدد عمليات رشّ الطعوم والفترات الفاصلة بينها سوف يعتمد على خصائص الأنواع المستهدفة من ذباب الفاكهة(البيولوجيا، والوفرة، والتصرف، والتوزّع، ودورة الحياة، إلخ.)، ومظهرية المضيف والظروف المناخية.
	يمكن رشّ الطعوم من مبيدات الحشرات من الأرض أو من الجوّ.
	يتم اللجوء عادة إلى الاستعمال الأرضي للطعوم من مبيدات الحشرات في مناطق الإنتاج الصغيرة نسبياً، من قبيل البساتين الفردية أو في المناطق الحضرية.
	ينبغي وضع الطعوم من مبيدات الحشرات عامة على الجزء المتوسط إلى الأعلى من ظلّة النبات العائل أو النبات الذي يؤمن مأوى لها أو داخل هذا الجزء، إنما يجب أن تتناسب هذه العملية مع طول النبات العائل. فبالنسبة إلى النباتات المضيفة القصيرة (مثل القرعيات، والطماطم، والفليفلة)، يجب وضع الطعم من مبيد الحشرات على نباتات أطول تحيط بالمنطقة المزروعة التي تشكل مأوى أو مصدر غذاء لها. وفي المناطق الخالية من آفات ذباب الفاكهة، وفي إطار خطة عمل طارئة للقضاء على تفشي الآفة، يمكن أيضاً وضع الطعم من مبيد الحشرات على النباتات غير المضيفة أو على غيرها من المساحات الملائمة حول موقع اكتشاف الآفة.
	يمكن اللجوء إلى الاستعمال الجوي للطعوم من مبيدات الحشرات في مناطق إنتاج أكبر وفي مناطق حيث النباتات المضيفة مبعثرة على مساحات واسعة من الأرض. وقد يكون الرش الجوي فعالاً من حيث الكلفة أكثر من الرش الأرضي في البرامج الواسعة النطاق، كما يمكن التوصل إلى تغطية أكثر اتساقاً للطعوم في المنطقة المستهدفة. لكن في بعض البلدان قد يخضع الرش الجوي لقيود نظراً لاعتبارات بيئية.
	بعد اختيار منطقة العلاج، يمكن تحديدها من خلال استخدام جهاز للإسناد الجغرافي وتسجيلها في خرائط رقمية باستخدام برنامج معلوماتي لنظم المعلومات الجغرافية من أجل ضمان رشّ فعال للطعوم وتقليص الأثر على البيئة.
	ولمعالجة المنطقة المستهدفة، قد لا يكون من الضروري استخدام الطعوم من مبيدات الحشرات كتغطية كاملة إنما فقط في بعض مناطق العلاج، كما في المنطقة الثانية أو الثالثة. وينبغي تكييف ارتفاع وسرعة الرش الجوي مع الظروف السائدة من قبيل لزاجة الطعم وخصائص خرطوم الرش، وسرعة الرياح، والحرارة، وغطاء السحب وطبوغرافيا الأرض.
	قد تشكل أجهزة الطعم وأجهزة القتل المعروفة باسم "محطات الطعم" إجراء مكافحة أكثر مراعاة للبيئة من الطعوم من مبيدات الحشرات للقضاء على ذباب الفاكهة. وتتألف محطات الطعم من مادة جاذبة ومادة قاتلة قد تكون موجودة في جهاز أو توضع مباشرة على السطح الملائم. وعلى عكس المصائد، لا تستبقي محطات الطعم ذباب الفاكهةالتي تجذبها.
	محطات الطعوم ملائمة الاستخدام مثلاً في العمليات التجارية لإنتاج الفاكهة، وبرامج إدارة ذباب الفاكهة على نطاق المنطقة، والمساحات العامة، وفي بعض الحالات، في بساتين عضوية. ويمكن استخدام محطات الطعم في مناطق خالية من آفات ذباب الفاكهة للقضاء على الأعداد في حالات التفشي المحلية والمعزولة جيداً. وفي المناطق الموبوءة والمعروفة بأنها خزّاناً لذباب الفاكهة ومصادر دخولها إلى مناطق ينخفض فيها انتشار ذباب الفاكهة والمناطق الخالية من آفات ذباب الفاكهة، ينبغي نشر محطات الطعوم بكثافة مرتفعة.
	يوصى بأن تكون المادة الجاذبة المستخدمة متحيزة لإناث الحشرات فتقلّص بصورة مباشرة إصابة الفاكهةالإجمالية بالآفة.
	تتعلق تقنية إتلاف الذكر باستخدام كثافة عالية من محطات الطعوم التي تتألف من طعم ذكر ممزوج مع مبيد للحشرات لتقليص أعداد الذكور في ذباب الفاكهة المستهدف إلى مستوى متدنّ بحيث ليس من المحتمل أن يحصل التزاوج(الفاو، 2007).
	ويمكن استخدام تقنية إتلاف الذكر لمكافحة أنواع ذباب الفاكهة من فصيلتي Bactrocera و Dacus اللتين تنجذبان بطعوم ذكرية (كيولور أو ميثيل يوجينول). والميثيل يوجينول أكثر فعالية من الكيولور لإتلاف الذكور في الأنواع التي تجذبها هذه الطعوم.
	يستخدم الاصطياد الكتلي نظم اصطياد بكثافة عالية للقضاء على مجموعات ذباب الفاكهة. وبصورة عامة، فإن إجراءات الاصطياد الكتلي هي الإجراءات ذاتها المستخدمة لأغراض المسح (المرفق 1). وينبغي نشر المصائد في مكان الإنتاج في وقت مبكر من الموسم حين تنتقل الذبابات البالغة الأولى إلى الحقل، وحين تكون الأعداد لا تزال بمستويات متدنية، كما يجب تشغيلها على نحو ملائم.
	يجب أن تستند كثافة المصائد على عوامل من قبيل كثافة ذباب الفاكهة، والمرحلة الفيزيولوجية لذباب الفاكهة، وكفاءة المواد الجاذبة والمواد القاتلة، ومظهرية النبات المضيف وكثافته. وأمّا التوقيت، والمخطط، ونشر المصائد فيجب أن يستند على الأنواع المستهدفة من ذباب الفاكهة وعلى بيانات إيكولوجية عن النبات المضيف.
	تقنية الحشرات العقيمة هي تقنية خاصة بالأنواع ومراعية للبيئة يمكنها أن توفّر مكافحة فعالة لمجموعات ذباب الفاكهة المستهدفة (منظمة الأغذية والزراعة، 2007).
	تقنية الحشرات العقيمة فعالة فقط في مستويات متدنية من أعداد الأنواع المستهدفة وقد تُستخدَم من أجل:
	- القضاء على ذبابة الفاكهة، حيث قد تكون تقنية الحشرات العقيمة إجراءً وحيداً للصحة النباتية أو ممزوجاً مع إجراءات أخرى للصحة النباتية للوصول إلى مستويات متدنية من الأعداد والمحافظة على هذه المستويات.
	- احتواء ذبابة الفاكهة، حيث قد تكون تقنية الحشرات العقيمة فعالة بصورة خاصة في مناطق خالية إلى حد بعيد من الآفات (من قبيل المناطق العازلة) إنما تخضع لدخول منتظم للآفات من مناطق موبوءة.
	- استئصال ذبابة الفاكهة، حيث يمكن تطبيق تقنية الحشرات العقيمة حين تكون مستويات الأعداد متدنية لاستئصال الأعداد الباقية.
	- استبعاد ذبابة الفاكهة، حيث يمكن تطبيق تقنية الحشرات العقيمة في مناطق معرّضة للخطر تخضع لضغوطات عالية من آفات تأتي من مناطق مجاورة.
	يمكن إطلاق ذباب الفاكهة العقيم من الأرض إلى الجو. ويجب أن تكون الفترات الفاصلة بين عمليات إطلاقه معدّلة وفقاً لطول حياة الحشرة. ويُطلق عامة ذباب الفاكهة العقيم مرة أو مرتين في الأسبوع إنما قد يتأثر تواتر إطلاقه بظروف من قبيل عدد الخادرات، والحالة الطارئة لوجود ذباب بالغ، ومناخ غير مؤاتٍ. ولتحديد كثافة إطلاق الذباب العقيم، ينبغي النظر في جودة ذباب الفاكهة العقيم، ومستوى الأعداد البرية والنسبة المرغوب فيها من ذباب الفاكهة البري إلى ذباب الفاكهة العقيم.
	بعد إطلاق ذباب الفاكهة العقيم، ينبغي البدء بالاصطياد وتحديد الذباب العقيم والبري من أجل تقييم فعالية إجراء الإطلاق والحؤول دون تدابير تصحيحية غير ضرورية. ثم ينبغي إعادة التقاط الذباب العقيم الذي تمّ إطلاقه في المصائد ذاتها التي استُخدمت لاكتشاف الأعداد البرية إذ قد يوفّر ذلك معلومات مسترجعة عمّا إذا تمّ بلوغ الكثافة المرغوب فيها من ذباب الفاكهة العقيم ونسبة الذباب العقيم إلى الذباب البري (منظمة الأغذية والزراعة، 2007).
	يمكن استخدام الإطلاق الأرضي حين لا يكون الإطلاق الجوي فعالاً من حيث الكلفة أو كفوءاً (أي توزيع متقطع أو منطقة صغيرة نسبياً)، أو حين تكون عمليات إطلاق إضافية ضرورية لتوفير كثافة أعلى من ذباب الفاكهة لسبب معيّن (مثلاً في مناطق يتم فيها تجاوز مستوى محدد من انتشار الآفة).
	الإطلاق الجوي أكثر فعالية من حيث الكلفة مقارنةً بالإطلاق الأرضي في البرامج الواسعة النطاق، ويوفّر توزيعاً أكثر اتساقاً لذباب الفاكهة العقيم من الإطلاق الأرضي، وهذا ما قد يجمع ذباب الفاكهة العقيم في مواقع محددة أو على طول مسارات الإطلاق. بعد اختيار منطقة الإطلاق، يمكن تحديدها باستخدام جهاز للإسناد الجغرافي وتسجيلها في خرائط رقمية باستخدام برنامج معلوماتي لنظم المعلومات الجغرافية: هذا قد يساعد في ضمان توزيع كفوء للذباب العقيم. والأساليب الأكثر شيوعاً للإطلاق الجوي هي نظم الذباب البالغ المبرد والأكياس الورقية (منظمة الأغذية والزراعة، 2007).
	ولتحديد ارتفاع الإطلاق، ينبغي النظر في عدة عوامل، بما في ذلك سرعة الرياح، والحرارة، وغطاء السحب، وطوبوغرافيا الأرض، والغطاء النباتي، وما إذا كانت المنطقة المستهدفة حضرية أو ريفية. وتتراوح ارتفاعات الإطلاق بين 200 و600 متر فوق سطح الأرض. غير أنه ينبغي تفضيل ارتفاعات الإطلاق المتدنية، وبخاصة في المناطق التي تتعرض لرياح قوية (لمنع انتشار ذباب الفاكهة العقيم المفرط أو انحراف الكيس) وفي مناطق يكون فيها الافتراس من جانب الطيور مرتفعاً وغالب الحصول. ومن المفضل لأن يحصل الإطلاق في وقت مبكر من الصباح، حين تكون الرياحوالحرارة معتدلة.
	ينبغي إجراء اختبارات روتينية ودورية لمراقبة الجودة من أجل تحديد تأثير التربية الجماعية، والإشعاع، والمناولة، ومدة الشحن، واستبقاء ذباب الفاكهة العقيم أو إطلاقه، وفقاً لبارامترات الجودة المرغوب فيها (الفاو/ الوكالة الدولية للطاقة الذرية/ وزارة الزراعة الأمريكية، 2014).
	يمكن اللجوء إلى المكافحة البيولوجية الكلاسيكية لتقليص مجموعات ذباب الفاكهة. وللتمكن من القضاء عليها على نحو أكبر، يمكن استخدام الإطلاق الكثيف. وخلال هذا الإطلاق الكثيف، فإن أعداداً كبيرة من الأعداء الطبيعيين، ولا سيما الطفيليات المفيدة، تجري تربيتها جماعةً وإطلاقها خلال فترات حاسمة لتقليص أعداد الآفات. واستخدام المكافحة البيولوجية الكثيفة محدود بمواد المكافحة البيولوجية التي تتوفر لها تكنولوجيا التربية الجماعية. كذلك، يجب أن يكون الأعداء الطبيعيون الذين يخضعون للتربية الجماعية ذات جودة عالية بحيث يمكن التوصل إلى القضاء على مجموعات ذباب الفاكهة المستهدف على نحو فعال. ويجب أن يتوجه إطلاق مواد المكافحة البيولوجية إلى المناطق الهامشية التي يصعب الوصول إليها والتي فيها كثافة عالية من النباتات المضيفة، والمعروفة بأنها تشكل خزاناً لذباب الفاكهة ومصادر إصابة إنتاج الفاكهة التجاري أو المناطق الحضرية بالآفة.
	بالنسبة إلى المناطق الخالية من آفات ذباب الفاكهة، وفي بعض الظروف، المناطق التي ينخفض فيها انتشار آفات ذباب الفاكهة، ينبغي تنفيذ المراقبة على حركة المواد الخاضعة للوائح للحؤول دون دخول أو انتشار أنواع مستهدفة من ذباب الفاكهة.
	ينبغي أن يكون أداء المواد المستخدمة في إجراءات الصحة النباتية عند مستوى مقبول من الفعالية والموثوقية لفترة ملائمة من الوقت. ويجب المحافظة على سلامة الأجهزة والمعدات طوال فترة انتشارها في الحقل. كما يجب أن تكون المواد الجاذبة والكيميائية مجازة أو مقيَمة بيولوجياً لمستوى مقبول من الأداء.
	يجب أن تتحقق المنظمة الوطنية لحماية النباتات من فعالية الاستراتيجيات المختارة (القضاء على ذباب الفاكهة، واحتواؤه، واستئصاله، واستبعاده) وإجراءات الصحة النباتية ذات الصلة. وإجراء الصحة النباتية الرئيسي المستخدم للتحقيق هو مراقبة الذباب البالغ واليرقات، كما يجري وصفه في المعيار الدولي رقم 6 لتدابير الصحة النباتية.
	يجب أن تضمن المنظمات الوطنية لحماية النباتات حفظ سجلات المعلومات التي تدعم جميع مراحل استراتيجيات القضاء على ذباب الفاكهة، واحتوائه، واستئصاله، واستبعاده لمدة سنتين على الأقل.
	FAO. 2007. Guidance for packing, shipping, holding and release of sterile flies in area-wide fruit fly control programmes, ed. W. Enkerlin. Joint FAO/IAEA Programme of Nuclear Techniques in Food and Agriculture. FAO Plant Production and Protection Paper 190. Rome. 145 + vii pp. 
	FAO/IAEA/USDA. 2014. Product quality control for sterile mass-reared and released tephritid fruit flies. Version 6.0. Vienna, International Atomic Energy Agency. 164 pp. 
	اعتمدت هيئة تدابير الصحة النباتية هذا المرفق في دورتها السادسة في مارس/آذار 2011.
	إن هذا المرفق هو لغايات مرجعية فقط وليس جزءاً ملزماً لهذا المعيار.
	يؤمّن هذا المرفق معلومات تفصيلية لاصطياد ذباب ثمار الفاكهة (فصيلة Tephritidae) ذي الأهمية الاقتصادية تحت حالات مختلفة للآفة. يتعيّن استخدام نظم اصطياد محددة تبعاً لإمكانية تطبيقها، نوع ذبابة ثمار الفاكهة وحالة الصحة النباتية للمناطق المحددة، التي قد تكون إما منطقة مصابة، منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستوى منخفض (FF-ALPP)، أو منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة (FF-PFA). يصف المرفق نظم الاصطياد الأوسع استعمالاً، بما في ذلك المواد كالمصائد والجاذبات، كثافات الاصطياد ومسوحات التحديد، إضافة لإجراءات تشمل التقويم، تسجيل البيانات وتحليلها.
	هناك خمسة أنماط لحالات الآفة يمكن فيها تطبيق المسوحات:
	(أ) الآفة موجودة بدون مكافحة. مجتمع الآفة موجود لكنه غير خاضع لأية تدابير مكافحة
	(ب) الآفة موجودة تحت التقليص. مجتمع الآفة موجود ويخضع لتدابير مكافحة، تشمل منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستوى منخفض.
	(ج) الآفة موجودة تحت الاستئصال. مجتمع الآفة موجود ويخضع لتدابير مكافحة
	(د) الأفة غير موجودة وتتم المحافظة على المنطقة التي تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستوى منخفض الآفة غائبة (مثل مستأصلة، لا تسجيلات للآفة، لم تعد موجودة) والتدابير للمحافظة على غياب الآفة مطبقة.
	(هـ) الآفة عابرة. قابلة للعمل، تحت المراقبة وقابلة للعمل، تحت الاستئصال
	الأنماط الثلاث لمسوحات الاصطياد، والأهداف الموافقة لها هي:
	- مسوحات رصدية لتدقيق المواصفات المميزة لمجتمع الآفة.
	- مسوحات تعيين الحدود لإرساء حدود منطقة معتبرة مصابة أو خالية من الآفة.
	- مسوحات كشفية لتحديد فيما إذا كانت الآفة موجودة في منطقة ما.
	تكون المسوحات الرصدية ضرورية في الحالات الثلاثة الأولى (أ، ب وجـ) للتحقّق من مواصفات مجتمع الآفة قبل الشروع أو أثناء تطبيق تدابير التقليص والاستئصال للتحقّق من مستويات المجتمع ولتقويم فاعلية تدابير المكافحة. تطبّق مسوحات تعيين الحدود لتحديد حدود منطقة منشأة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستوى منخفض وكجزء من خطة عمل تصحيحي عندما تتجاوز الآفة مستويات الانتشار المنخفض (الحالة ب) (المعيار الدولي 30) أو في منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة كجزء من خطة عمل تصحيحي عندما يحدث كشف ما (الحالة هـ)  .المسوحات الكشفية ضرورية لبيان غياب الآفة (الحالة د) ولكشف دخولٍ محنملٍ للآفة إلى المنطقة الخالية من ذبابة ثمار الفاكهة ( الآفة عابرة قابلة للعمل) (المعيار 8)
	يمكن العثور على معلومات إضافية عن كيف ومتى يمكن تطبيق أنماط محددة من المسوحات في معايير دولية أخرى ذات صلة تتناول موضوعات محددة مثل حالة الآفة، الاستئصال، المناطق الخالية من الآفات أو المناطق التي تنتشر فيها الآفات بمستو منخفض.
	تبعاً لحالة الآفة المستهدفة، هناك سيناريوهين يمكن أن يتقدما تدريجياً باتجاه السيناريوهات التالية:
	- الآفة موجودة- بدءاً من مجتمع متوطّن بدون مكافحة (الحالة أ)، يمكن تطبيق تدابير الصحة النباتية، ومن المحتمل أن تقود باتجاه منطقة تنتشر فيها ذبابة تمار الفاكهة بمستوى منخفض (الحالة ب وجـ) أو منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة (الحالة د). 
	- الآفة غير موجودة/غائبة. بدءاً من منطقة خالية من ذابة ثمار الفاكهة (الحالة د)، حالة الآفة إما محافظ عليها أو حدث كشفٌ لها (الحالة هـ)، أو عندما قد يتم تطبيق تدابير بهدف استعادة المنطقة الخالية من ذبابة ثمار الفاكهة.
	يتوقف الاستخدام الفاعل للمصائد في فهم مسوحات ذباب ثمار الفاكهة على المقدرة على الجمع بين المصائد، الجاذبات وعوامل القتل لجذب الأنوع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة ومسكها ومن ثمّ قتلها وحفظها لتحديد هوياتها على نحو فاعل، جمع بيانات العدّ وتحليلها. تستخدم نظم الاصطياد لمسوحات ذباب ثمار الفاكهة المواد التالية:
	- أجهزة للاصطياد 
	- جاذبات (فرمونات، بارافرمونات أو جاذبات غذائية)
	- عوامل قتل في المصائد الرطبة والجافة (بفعل فيزيائي أو كيميائي)
	- مواد الحفظ (رطبة أو جافة)
	يعرض الجدول رقم 1 الأنواع الرئيسة لذباب ثمار الفاكهة ذات الأهمية الاقتصادية والجاذبات المستخدمة عادة لجذبها. إن وجود أو غياب نوع ما في هذا الجدول لا يشير إلى إنجاز تحليل خطر الآفة كما أنه ليس مؤشراً، بأي حال، للحالة التنظيمية لنوع ما من ذبابة ثمار الفاكهة.
	الجدول رقم 1: الأنواع الرئيسة لذباب ثمار الفاكهة ذات الأهمية الاقتصادية والجاذبات الشائع استخدامها  
	الاسم العلمي
	(1) الجاذب

	جاذب بروتيني (PA)
	Anastrepha fraterculus (Wiedemann)
	Anastrepha grandis (Macquart)
	جاذب بروتيني (PA)
	Anastrepha ludens (Loew)
	جاذب بروتيني 2C-11 (PA)
	Anastrepha obliqua (Macquart)
	جاذب بروتيني 2C-11 (PA)
	Anastrepha sepentina (Wiedemann)
	Anastrepha striata (Schiner)
	جاذب بروتيني
	Anastrepha suspensa (Loew)
	جاذب بروتيني 
	جاذب بروتيني 2C-11 (PA)
	Bactrocera carambolae (Drew & Hancock)
	Bactrocera caryeae (Kapoor)
	ميثيل يوجينول (ME)
	Bactrocera correcta (Bezzi)
	Bactrocera dorsalis (Hendel)4
	ME
	Bactrocera invadens (Drew, Tsuruta, & White)
	ME
	Bactrocera kandiensis (Drew & Hancock)
	ME
	Bactrocera occipitalis (Bezzi) 
	ME, 3C2
	Bactrocera papayae (Drew & Hancock) 
	ME
	Bactrocera philippinensis (Drew & Hancock)
	ME
	Bactrocera umbrosa (Fabricius)
	ME
	Bactrocera zonata (Saunders)
	ME
	Bactrocera cucurbitae (Croquillet)
	ME
	Bactrocera tryoni (Froggatt)
	ME, 3C2 ، خلات الأمونيوم (AA)
	Bactrocera neotumeralis (Hardy)
	Cuelure (CUE), 3C-2, AA
	Bactrocera tau (Walker)
	CUE 
	CUE
	Bactrocera citri (Chen) (B. minax, Endertein) 
	CUE
	Bactrocera cucumis (French)
	Bactrocera jarvis (Tryon)
	PA
	Bactrocera latifrons (Hendel) 
	PA
	Bactrocera oleae (Gmelin)
	PA
	Bactrocera tsuneonis (Miyake)
	PA
	PA، بيكربونات الأمونيوم،  Spiroketal
	Ceratitis capitata (Wiedemann)
	Ceratitis cosyra (Walker)
	PA
	Ceratitis rosa (Karsh)
	Trimedlure (TML), Capilure, PA, 3C2, 2C-23 
	Dacus ciliatus (Loew)
	PA, 3C2, 2C-23
	TML, PA, 3C2, 2C-23
	Myopardalis pardalina (Bigot)
	PA, 3C2, AA
	Rhagoletis cerasi (Linnaeus)
	Rhagoletis cingulat (Loew)
	PA
	Rhagoletis pomonella (Walsh)
	) أملاح أمونيوم (AS)، ِِAA ، ِAC
	Toxotrypana curvicauda (Gerstaecker)
	AS, AA, AC
	BuH هسكانويت البوتيل (BuH, AS  )، AS
	2-ميثيل - فينيل – بيرازين (MVP)
	1 مكونين (2C-1) جاذب غذائي مركّب من خلات الأمونيوم والبوتريسين، لمسك الإناث بشكل رئيس.
	2 ثلاثة مكونات (3C) جاذب غذائي مركّب، لمسك الإناث بشكل رئيس (خلات الأمونيوم، بوتريسين، تراي ميثيل أمين).
	3 مكونين (2C-2) جاذب غذائي مركب من خلات الأمونيوم والتراي ميثيل أمين، لمسك الإناث بشكل رئيس.
	4 إن الوضع التصنيفي لبعض الأعضاء المدرجة في معقد Bactrocera dorsalis غير مؤكّد.
	تحتوي معظم المصائد المستعملة بشكل واسع جاذبات فرمونية أو بارافرمونية متخصصة للذكور. ويمسك البارافرمون تراي ميدلور (TML) أنواع من الجنس Ceratitis (بما في ذلك C. capitata و C. rosa). ويمسك البارافرمون ميثيل يوجينول (ME) عدداً كبيراً من أنواع الجنس Bactrocera (بما في ذلك B. dorsalis, B. zonata,B. invadens, B. carambolae, B. philippinensis و B. musae). يمسك البارافرمون cuelure (CUE) عدداً كبيراً من الأنواع الأخرى للجنس Bactrocera بما في ذلك B. cucurbitae و B. tryoni. تكون البارافرمونات عامة عالية التطاير، ويمكن استعمالها في عديد من المصائد (جدول 2 أ). وتوجد مستحضرات ُمحكمة الإطلاق لـ TML, CUE, ME، مؤمنة جاذباً يدوم مفعوله لفترة أطول للاستعمال الحقلي. ومن المهم الحذر بأن بعض الظروف البيئية الأصيلة قد تؤثر في طول عمر الجاذبات الفرمونية والبارافرمونية
	لاتتوافر الفرمونات/البارافرمونات المتخصصة بالإناث على نحو تجاري عادة (باستثناء، على سبيل المثال، 2-ميثيل- فينيل بيرازين). وعليه فإن الجاذبات المتحيّزة للإناث (طبيعية، تركيبية، سائلة أو جافة) التي يشيع استخدامها ترتكز على الغذاء، أو روائح العائل (طبيعية، تركيبية، سائلة أو جافة) (جدول 2 ب). ومن وجهة نظر تاريخية، تم استخدام الجاذبات البروتينية السائلة لمسك مدى واسع من أنواع ذباب ثمار الفاكهة. تمسك الجاذبات البروتينية السائلة الذكور والإناث على حد سواء. على أن الجاذبات السائلة تكون عموماً أقل حساسية من البارافرمونات. وبالإضافة لذلك، يؤدي استخدام الجاذبات السائلة إلى مسك أعداد عالية من الحشرات غير المستهدفة. 
	تم تطوير عدة جاذبات مصنعة مرتكزة على الغذاء باستخدام الأمونيا ومشتقاتها. وهذا قد يقلل من عدد الحشرات غير المستهدفة الممسوكة. فبغية مسك C. capitata، على سبيل المثال، يتم استعمال جاذب تركيبي مؤلف من ثلاث مكونات (خلات الأمونيوم، بوتريسين وتراي ميثيل أمين). ويمكن إزالة تراي ميثيل أمين لمسك أنواع Anastrepha. يستمر مفعول الجاذب التركيبي حوالي 4-10 أسابيع حسب الظروف المناخية. ويمسك الجاذب عدداً قليلاً من الحشرات غير المستهدفة وعدداً أقل معنوياً من ذكور الذباب، وهذا يجعل استخدام هذا الجاذب مناسباً للاستخدام في برامج إطلاق ذباب ثمار الفاكهة العقيم. وتتوافر تقنيات جديدة للجاذبات الغذائية التركيبية للاستخدام، بما في ذلك الخلائط ثلاثية المكونات المديدة والخلائط ثنائية المكونات المحتواة في البطاقة نفسها، بالإضافة إلى الخلائط ثلاثية المكونات المضمنة في سدادة مفردة مخروطية الشكل (الجدول 1 و3) 
	وإضافة لما تقدم، ونظراً لأن ذكور وإناث ذباب ثمار الفاكهة الباحثة عن غذاء تستجيب للجاذبات الغذائية التركيبية في مرحلة البالغة غير الناضجة جنسياً، فإن لهذه الأنماط من الجاذبات المقدرة على كشف إناث ذباب ثمار الفاكهة بشكل مبكر وعند مستويات أخفض للمجتمع مقارنة بالجاذبات البروتينية السائلة.
	الجدول 2 (أ). جاذبات ومصائد لمسوحات ذكور ذباب ثمار الفاكهة
	(أنظر أدناه للمختصرات)المصائد والجاذبات
	أنواع ذباب ثمار الفاكهة
	CUE
	ME
	TML/CE
	YP
	TP
	ST
	MM
	LT
	JT
	ET
	CH
	YP
	TP
	ST
	MM
	LT
	JT
	ET
	CH
	VARs
	YP
	TP
	SE
	ST
	MM
	LT
	JT
	ET
	CH
	CC
	Anastrepha fraterculus
	Anastrepha ludens
	Anastrepha obliqua
	Anastrepha striata
	Anastrepha suspensa
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera carambolae
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera caryeae
	Bactrocera citri (B. minax)
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera correcta
	Bactrocera cucumis
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera cucurbitae
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera dorsalis
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera invadens
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera kandiensis
	Bactrocera latifrons
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera occipitalis
	Bactrocera oleae
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera papayae
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera philippinensis
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera tau
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera tryoni
	Bactrocera tsuneonis
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera umbrosa
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera zonata
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Ceratitis capitata
	Ceratitis cosyra
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Ceratitis rosa
	Dacus ciliatus
	Myiopardalis pardalina
	Rhagoletis cerasi
	تابع الجدول 2 (أ). جاذبات ومصائد لمسوحات ذكور ذباب ثمار الفاكهة
	 (أنظر أدناه للمختصرات)المصائد والجاذبات 
	أنواع ذباب ثمار الفاكهة 
	CUE
	ME
	TML/CE
	YP
	TP
	ST
	MM
	LT
	JT
	ET
	CH
	YP
	TP
	ST
	MM
	LT
	JT
	ET
	CH
	VARs
	YP
	TP
	SE
	ST
	MM
	LT
	JT
	ET
	CH
	CC
	Rhagoletis cingulata
	Rhagoletis pomonella 
	Toxotrypana curvicauda
	مختصرات المصائد
	مختصرات الجاذبات
	TP مصيدة تفري
	LT مصيدة لينقيلد
	CC مصيدة كوك وكوننغهام
	TML ترايميدلور
	VARs مصيدة القمع المعدل
	MM المصيدة المغربية المتوسطية 
	CH مصيدة شام ب
	CE كابيلور
	YP مصيدة اللوحة الصفراء
	ST مصيدة ستاينر
	ET المصيدة السهلة
	ME ميثيل يوجينول
	SE مصيدة سنسوس
	JT مصيدة جاكسون
	CUE كيولور
	الجدول 2 (ب). الجاذبات والمصائد للمسوحات المتحيّزة لإناث ذباب ثمار الفاكهة 
	أنظر أدناه للمختصرات (المصائد والجاذبات)
	أنواع ذباب ثمار الفاكهة 
	MVP
	BuH
	AS (AA, AC)
	SK+AC
	PA
	2C-2
	2C-1
	3C
	GS
	PALz
	YP
	RS
	PALz
	YP
	RS
	RB
	YP
	CH
	MLT
	McP
	ET
	MLT
	TP
	MM
	LT
	MLT
	ET
	TP
	MM
	LT
	OBDT
	MLT
	SE
	ET
	x
	x
	Anastrepha fraterculus
	x
	x
	Anastrepha grandis 
	x
	x
	x
	Anastrepha ludens
	x
	x
	x
	Anastrepha obliqua
	x
	x
	Anastrepha striata 
	x
	x
	x
	Anastrepha suspensa
	x
	x
	Bactrocera carambolae
	x
	x
	Bactrocera caryeae
	x
	x
	Bactrocera citri (B. minax)
	x
	x
	Bactrocera correcta
	x
	x
	Bactrocera cucumis 
	x
	x
	x
	Bactrocera cucurbitae
	x
	x
	Bactrocera dorsalis
	x
	x
	x
	Bactrocera invadens 
	x
	x
	Bactrocera kandiensis 
	x
	x
	Bactrocera latifrons 
	x
	x
	Bactrocera occipitalis
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Bactrocera oleae 
	x
	x
	Bactrocera papayae
	x
	x
	Bactrocera philippinensis 
	x
	x
	Bactrocera tau 
	x
	x
	Bactrocera tryoni
	x
	x
	Bactrocera tsuneonis 
	x
	x
	Bactrocera umbrosa 
	x
	x
	x
	Bactrocera zonata 
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Ceratitis capitata 
	x
	x
	x
	x
	Ceratitis cosyra 
	x
	x
	x
	x
	x
	Ceratitis rosa 
	تابع الجدول 2 (ب). الجاذبات والمصائد للمسوحات المتحيّزة لإناث ذباب ثمار الفاكهة
	 (أنظر أدناه للمختصرات)المصائد والجاذبات 
	أنواع ذباب ثمار الفاكهة 
	MVP
	BuH
	AS (AA, AC)
	SK+AC
	PA
	2C-2
	2C-1
	3C
	GS
	PALz
	YP
	RS
	PALz
	YP
	RS
	RB
	YP
	CH
	MLT
	McP
	ET
	MLT
	TP
	MM
	LT
	MLT
	ET
	TP
	MM
	LT
	OBDT
	MLT
	SE
	ET
	x
	x
	x
	Dacus ciliatus 
	x
	x
	Myiopardalis pardalina 
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	x
	Rhagoletis cerasi 
	x
	x
	x
	x
	Rhagoletis cingulata
	x
	x
	x
	x
	Rhagoletis pomonella 
	x
	Toxotrypana curvicauda
	مختصرات المصائد
	مختصرات الجاذبات
	RS Red sphere trap
	3C  (AA+Pt+TMA)
	McP  مصيدة ماكفيل
	CH مصيدة شام ب
	AS  أملاح أمونيوم
	SE Sensus trap
	2C-1 (AA+TMA)
	MLT  المصيدة متعددة الطعوم 
	ET المصيدة السهلة
	AA  خلات أمونيوم
	TP Tephri trap
	OBDT المصيدة الجافة المفتوحة من الأسفل 
	2C-2 (AA+Pt)
	GS الكرة الخضراء
	BuH هكسانوين بيوتيل
	YP Yellow panel trap
	PALz المصيدة اللاصقة الصفراء المومضة
	LT مصيدة لينفيلد
	MVP فرمون ذبابة ثمار الباباظ
	PA جاذب بروتيني
	RB مصيدة روبل
	MM المصيدة المغربية المتوسطية
	(2 ميثيل فينيل بيرازين)
	Pt بوتريسين
	SK  سبيوكيتالl
	TMA تراي ميثيل أمين
	AC بيكربونات الأمونيوم
	الجدول 3: قائمة بالجاذبات
	المدّة العمرية في الحقل1
	المستحضر
	مختصر الجاذب
	الاسم الشائع
	(بالأسابيع)
	بارافرمونات
	4-10
	سدادة بوليميرية
	TML
	ترايميدلور
	3-6
	صفيحة رقيقة
	1-4
	سائل
	4-5
	كيس بلاستيكي
	4-10
	سدادة بوليميرية
	ME
	ميثيل يوجينولl
	4-8
	سائل
	4-10
	سدادة بوليميرية
	CUE
	كيولور
	4-8
	سائل
	CE
	12-36 
	سائل
	كابيلور (TML وممدد)
	فرمونات
	بطاقات
	MVP
	من ذابابة ثمار الباباظ (T. curvicauda)
	4-6
	(2 ميثيل فينيل بيرازين)
	4-6
	بوليمير
	SK
	من ذبابة الزيتون (spiroketal)
	جاذبات مرتكزة على الغذاء
	1-2
	أقراص
	PA
	خميرة تورولا/بوراكس
	1-2
	سائل
	PA
	مشتقات بروتينية
	AA
	4-6
	بطاقات
	خلات أمونيوم
	1
	سائل
	بوليمير
	2-4
	بطاقات
	AC
	(بيـ) كربونات الأمونيوم
	4-6
	1
	سائل
	1-4
	بوليمير
	1
	ملح
	AS
	أملاح أمونيوم
	6-10
	بطاقات
	Pt
	بوتريسين
	6-10
	بطاقات
	TMA
	تراي ميثيل أمين
	2
	BuH
	قارورة صغيرة
	هكسانويت البوتيل
	3C
	6-10
	بطاقات/مخروط
	تراي ميثيل أمين
	3C
	18-26
	بطاقات مديدة البقاء
	خلات أمونيوم
	 بوتريسين
	تراي ميثيل أمين
	6-10
	بطاقات
	2C-1
	خلات أمونيوم 
	تراي ميثيل أمين
	بطاقات
	2C-2
	خلات أمونيوم 
	6-10
	بوتريسين
	AA/AC
	3-4
	كيس بلاستيكي مع غطاء الومينيوم
	خلات أمونيوم + بيكربونات الأمونيوم
	1 بالارتكاز على نصف العمر. إن طول عمر الجاذب مؤشر فقط. يتعيّن دعم العمر الفعلي باختبار وتصديق حقليين  
	يتم احتجاز الذباب المنجذب في عدد من المصائد من خلال استخدام عوامل قتل وحفظ. وتكون عوامل القتل في بعض المصائد الجافة مادة لاصقة أو سامة. ويمكن لبعض مركبات الفوسفور العضوية أن تعمل كمادة طاردة عند جرعات أعلى. يخضع استخدام مبيدات الحشرات في المصائد إلى تسجيل المُنتج واعتماده في التشريع القطري الموافق.
	وفي مصائد أخرى، يعدّ السائل هو عامل القتل. وعند استخدام جاذبات بروتينية سائلة، أخلط البوراكس بتركيز 3% لحفظ ذباب ثمار الفاكهة الممسوك. وتوجد جاذبات بروتينية محضّرة مع البوراكس، وبالتالي لا يطلب وضع بوراكس إضافي. وعند استخدام الماء في المناخات الحارة، يضاف بروبلين غليكول بتركيز 10% لمنع تبخّر الجاذب ولحفظ الذباب الممسوك.
	يصف هذا القسم مصائد ذباب ثمار الفاكهة شائعة الاستخدام. على أن قائمة المصائد ليست شاملة؛ وقد تتمكن أنماط أخرى تحقيق نتائج معادلة ويمكن استخدامها لاصطياد ذباب ثمار الفاكهة 
	هناك ثلاثة أنماط من المصائد المستعملة عادة، بالارتكاز على عوامل القتل:
	- المصائد الجافة: ُيمسك الذباب على لوحة من مواد لاصقة أو يقتل بعامل كيميائي. وبعض من المصائد الجافة الأكثر استعمالاً هي مصيدة كوك وكوننغهام (C & C)، شام ب، جاكسون/دلتا، لينفيلد، المصيدة الجافة المفتوحة من الأسفل (OBDT) أو الطور الرابع، الكرة الحمراء، ستاينر واللوحة الصفراء/مصيدة Rebelle.
	- المصائد الرطبة: تمسك الذبابة وتغطس في محلول الجاذب أو في الماء المضاف إليه خافض توتر سطحي. وتعدّ مصيدة ماكفيل واحدة من المصائد الأوسع استخداماً. كما تعدّ مصيدة هاريس مصيدة رطبة أيضاً مع استخدام أكثر تحديداً.
	- المصائد الجافة أو الرطبة: يمكن استخدام هذه المصائد إما جافة أو رطبة. وبعض من المصائد الأكثر استخداماً المصيدة السهلة، المصيدة متعددة الطعوم ومصيدة تفري.
	مصيدة كوك وكوننغهام (C&C)
	الوصف العام 
	تتكون مصيدة كوك وكوننغهام من ثلاثة صفائح قابلة للإزالة كريمية بيضاء، تبعد كل واحدة عن الأخرى حوالي 2.5 سم. وتصنّع الصفيحتان الخارجيتان من ورق مقوّى مستطيل الشكل بأبعاد 22.8×14.0 سم. تغطى إحدى الصفائح أو كلتيهما بمادة لاصقة (شكل 1). ولصفيحة اللاصق ثقب واحد أو أكثر يسمح بمرور الهواء من خلاله. تستعمل المصيدة مع ألواحٍ بوليميرية تحتوي على جاذب ذي رائحة (تراي ميدلور عادة)، يتم وضعه ما بين الصفيحتين الخارجيتين. وتأتي الصفائح البوليميرية بحجمين قياسي ونصف حجم. تحوي الصفيحة القياسية (15.2×15.2 سم)على 20 غ من التراي ميدلور. في حين تحتوي الصفيحة ذات الحجم النصفي (7.5×15.2 سم) على 10 غرامات. وتمسك الوحدة الكاملة مع بعضها البعض بوساطة ملاقط، وتعلّق في ظلة الشجرة بوساطة علاّقة من السلك.
	الاستعمال
	نتيجة الحاجة لاصطياد تعيينٍ للحدود اقتصادي وعالي الحساسية لـ C. copitata، تم تطوير الصفائح البوليميرية للإطلاق المحكوم لكميات أعظم من التراي ميدلور.وهذا يُبقي معدل الإطلاق ثابتاً لمدة زمنية أطول خافضاً بذلك العمل اليدوي مع زيادة الحساسية. ولمصيدة كوك وكوننغهام مع هيكلها متعدد الصفائح سطح لاصق كبير لمسك الذباب.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ لمعرفة الأنواع التي تُستخدم المصيدة لمسكها 
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدول 4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	الوصف العام
	مصيدة شام ب هي مصيدة مجوفة، ذات لوحة صفراء مع لوحتين مثقبتين ولاصقتين من الوجهين. وعند فرد اللوحتين، تبدو المصيدة مستطيلة الشكل (18×15 سم)، مع حجرة داخلية مخصصة لوضع الجاذب (شكل 2). توضع علاًقة من السلك على قمة المصيدة لوضعها على الأغصان.
	الاستعمال
	يمكن لمصيدة شام ب استخدام بطاقات، صفائح بوليميرية وسدادات. وهي مكافئة في حساسيتها لمصيدة اللوحة الصفراء/مصيدة Rebell.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ و 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها 
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 د و4 جـ للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	المصيدة السهلة (ET)
	الوصف العام 
	تتألف المصيدة السهلة من وعاء بلاستيكي مستطيل الشكل ذي جزأين مع علاّقة مبنيّة داخلياً. يبلغ ارتفاع المصيدة 14.5 سم، وعرضها 9.5 سم، وعمقها 5 سنتيمترات ويمكن أن تتسع لـ 400 مل من السائل (شكل 3). يكون الجزء الأمامي للمصيدة شفافاً والجزء الخلفي أصفراّ معزّزاً مقدرة المصيدة على مسك ذباب ثمار الفاكهة. وهي تجمع ما بين تأثيرات الرؤية مع البارافرمونات والجاذبات المرتكزة على الغذاء.
	الاستعمال 
	المصيدة متعددة الأغراض. إذ يمكن استعمالها جافة بعد وضع طعم فيها من البارافرمونات (مثل ME, TML, CUE) أو جاذبات غذائية تركيبية (مثل الجاذبات ثنائية 2C وثلاثية المكونات 3C ) ونظام احتجاز مثل داي كلورفوس. كما يمكن استعمالها أيضاً مع الطعوم الرطبة للجاذبات البروتينية السائلة حيث تتسع حتى 400 مل من الخليط. وعند استخدام جاذبات الغذاء التركيبية، فإن واحداً من الموزّعات (ذاك الذي يحتوي البوتريسين) يكون موصولاً من الداخل مع الجزء الأصفر من المصيدة في حين تبقى الموزعات الأخرى حرّة. 
	تعد المصيدة واحدة من المصائد المتاحة تجارياً الأكثر اقتصادية. فهي سهلة الحمل، سهلة المناولة والخدمة، مؤمنة الفرصة لخدمة عدد أعظم من المصائد لكل ساعة عمل-رجل مقارنة مع بعض المصائد الأخرى.
	- يمكن العودة إلى الجدولين 2 أ و 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها 
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدول 4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	المصيدة الصفراء اللاصقة المومضة مصيدة "cloak" (PALz) 
	الوصف العام 
	يتم إعداد المصيدة الصفراء اللاصقة المومضة من صفائح صفراء بلاستيكية  (36 سم x 23 سم). يغطى أحد جوانبها بمادة لاصقة، وعند وضعها بشكل قائم، توضع الصفيحة اللاصقة حول غصن عمودي أو عمود (شكل 4)، مع الجانب اللاصق بمواجهة الخارج، في حين تربط الزوايا الخلفية معاً بوساطة ملقط
	الاستعمال
	تستخدم المصيدة التوليفة الفضلى من الجاذبات البصرية  (أصفر مومض) والكيميائية (طعم مركب 
	من ذبابة ثمار الكرز). يمكن الإبقاء على المصيدة في مكانها بقطعة سلك متصلة مع غصن أو 
	عمود  يتم تثبيت موزع الطعم في حافة القمة الأمامية للمصيدة، ويكون الطعم  معلقاً أمام الصفيحة
	اللاصقة. للسطح اللاصق المقدرة على مسك حوالي 500-600 ذبابة ثمار فاكهة. تنجذب 
	الحشرات من العمل المتحد لهذين الحاثين وتمسك على السطح اللاصق.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها )
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم
	.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدول 4 هـ للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	مصيدة جاكسون (JT) أو مصيدة دلتا
	الوصف العام 
	تكون مصيدة جاكسون مجوفة بشكل دلتا ومصنوعة من الورق المقوّى المشمّع الأبيض. يبلغ 
	ارتفاعها 8 سنتيمترات، طولها 12.5 سم وعرضها 9 سنتيمترات (شكل 5). وتتضمن الأجزاء 
	الأخرى الإضافية إدخالاً أبيض أو أصفر اللون من الورق المقوّى المستطيل المشمّع المغطى بطبقة رقيقة من لاصق معروف باسم "المادة اللاصقة" تستعمل لمسك الذباب عند هبوطه في داخل جسم المصيدة؛ وتستخدم سدادة بوليميرية أو فتيل قطني في سلّة بلاستيكية أو على حامل سلكي، مع علاّقة من السلك موضوعة على قمة جسم المصيدة.
	الاستعمال
	تستخدم هذه المصيدة أساساً مع الجاذبات البارفرمونية لمسك ذكور ذباب ثمار الفاكهة. والجاذبات المستعملة في مصيدة جاكسون/دلتا هي TML، ME أو CUE. وعند استعمال  MEو CUE ينبغي إضافة مادة سامة.
	استخدمت هذه المصيدة لعدة سنوات في برامج الاستبعاد والاستئصال لأغراض متعددة، بما في ذلك دراسة بيئة المجتمع (الوفرة الموسمية، التوزيع، تتالي العوائل، الخ.)؛ في الاصطياد الكشفي واصطياد تعيين الحدود؛ مسح مجتمعات ذباب ثمار الفاكهة العقيم في مناطق تخضع لإطلاقات كتلية لذباب ثمار الفاكهة العقيم. قد لا تكون مصيدة جاكسون/دلتا ملائمة لبعض الظروف المناخية (مثل المطر والغبار).
	تعد مصائد جاكسون/دلتا واحدة من أكثر المصائد المتاحة تجارياً اقتصادية. فهي سهلة الحمل، المناولة والخدمة، مؤمنة فرصة خدمة عدد أعظم من المصائد بالنسبة لساعة- رجل مقارنة مع بعض المصائد الأخرى. 
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها 
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 أ و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 ب و4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	مصيدة لينفيلد (LT)
	الوصف العام 
	تتألف مصيدة لينفيلد التقليدية من مرطبان بلاستيكي يستعمل لمرة واحدة فقط، بارتفاع 11.5 سم، وقطر 10 سم عند القاعدة و 9 سم عند القمة الحلزونية للغطاء. يوجد في جسم المرطبان البلاستيكي أربعة ثقوب دخول موزعة بتجانس حول جدران المصيدة (الشكل 5). وتعدّ المصيدة المغربية المتوسطية نسخة أخرى لمصيدة لينفيلد (الشكل 6).
	الاستعمال 
	تستخدم المصيدة جاذباً ونظاماً لمبيد حشري لجذب وقتل ذباب ثمار الفاكهة المستهدف. وغالباً ما يرمّز الغطاء الحلزوني لونياً لنمط الجاذب المستعمل (أحمر، CAP/TML؛ أبيض ME وأصفر CUE). ولمسك الجاذب، يستعمل خطاف حلزوني القمة ببعد 2.5 سم(الفتحة مغلقة بشدة) يشدّ خلال الغطاء من الأعلى. تستعمل المصيدة جاذبات من البارافرمونات المتخصصة على الذكور CUE، كابيلور (CE)، TML و ME.
	يخلط الجاذبان CUE و ME اللذان تبتلعهما ذكور ذباب ثمار الفاكهة مع المالاثيون. على أنه ونظراً لأن CE و TML لا يبتلعان من أي من C. capitata و C. rosae، توضع مصفوفة مشبعة بالدايكلوروفوس داخل المصيدة لقتل حشرات الذباب الداخلة. 
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها 
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 ب و4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	نمط مصيدة ماكفيل (MCP)
	الوصف العام 
	تتألف مصيدة ماكفيل التقليدية (McP) من وعاءٍ مُحتوى على شكل كأس زجاجي أو بلاستيكي شفاف، إجاصي الشكل، يبلغ ارتفاع المصيدة 17.2 سم وعرضها 16.5 سم عند القاعدة وتتسع لـ 500 مل من المحلول (شكل 8) وتضم أجزاء المصيدة سدادة مطاطية أو غطاء بلاستيكيا يُغلق الجزء العلوي من المصيدة وخطافاً من السلك لتعليق المصائد على أفرع الشجرة. توجد نسخة بلاستيكية من مصيدة ماكفيل بارتفاع 18 سم وعرض 16 سم عند القاعدة وتتسع لـ 500 مل من المحلول (شكل 9). يكون الجزء القمي شفافاً والقاعدي أصفر اللون.
	الاستعمال 
	كي تعمل المصيدة بشكل مناسب، من الضروري أن يبقى جسم المصيدة نظيفاً. ولبعض التصاميم جزأين يمكن فيها فصل الجزء العلوي عن قاعدة المصيدة للسماح بخدمة أيسر (إعادة وضع الطعم) وتفتيش الممسوكات من ذباب ثمار الفاكهة.
	تستعمل المصيدة جاذباً غذائياً سائلاً، يرتكز على البروتين المماه أو حبوب خميرة تورولا/بوراكس. وتعدّ حبوب تورولا أكثر كفاءة من البروتين المماه مع مرور الوقت لأن درجة الحموضة تكون ثابتة عند 9.2. وُيسهم مستوى درجة الحموضة في الخليط بدور مهم في جذب ذباب ثمار الفاكهة. حيث تنجذب حشرات الذباب أقل للخليط عندما تضحي درجة الحموضة  (pH)أكثر حامضية.
	لوضع طعم من حبوب الخميرة، أخلط ثلاثة إلى خمسة حبوب خميرة تورولا في 500 مل من الماء. حرّك لتذويب الحبوب. ولوضع طعم من البروتين المماه، إخلط هيدروزيلات البروتين مع البوراكس (إذا كان لم يكن مضافاً مسبقاً إلى البروتين) في الماء لتصل إلى تركيز 5-9% بالنسبة لهيدروليزات البروتين و 3% للبوراكس.
	إن طبيعة الجاذب المستخدم في هذه المصيدة يعني أنها أكثر كفاءة في مسك الإناث. فالجاذبات الغذائية عامة/غير متخصصة بطبيعتها، وعليه تميل مصيدة ماكفيل إلى مسك مدى واسع من الذباب غير المستهدف التابع لفصيلة Tephritidae وغير التابع لها بالإضافة للأنواع المستهدفة.
	تستخدم مصائد نمط ماكفيل في برامج إدارة ذباب ثمار الفاكهة بتوليفة مع مصائد أخرى. وتستخدم هذه المصائد، في المناطق الخاضعة لأعمال تقليص واستئصال، لرصد مجتمعات الإناث بشكل رئيس. ويعدّ مسك الإناث حاسماً في تقدير كمية العقم المدخلة إلى مجتمع برّي باستخدام برنامج تقنية الحشرات العقيمة. وفي البرامج التي تطلق ذكوراً عقيمة فقط او في برنامج تقنية إبادة الذكر، تستخدم مصائد ماكفيل كأداة لكشف مجتمع ما باستهدافها عدداً قليلاً من الإناث البرية، في حين ان مصائد أخرى (مثل مصائد جاكسون)، التي ُتستعمل مع جاذبات متخصّصة على الذكور، تمسك الذكور العقيمة المطلقة، ويجدر تحديد استخدامها في البرامج التي يدخل فيها مكوّن تقنية الحشرات العقيمة. وإضافة لما تقدّم، تعدّ مصائد ماكفيل، في المناطق الخالية من الآفات، جزءاً مهماً من شبكة اصطياد ذباب ثمار الفاكهة الغريب نظراً لمقدرتها على مسك أنواع ذباب ثمار الفاكهة ذي الأهمية الحجرية والتي لا يوجد لها جاذبات محددة.
	تتطلب مصائد ماكفيل مع جاذب بروتيني سائل عمالة مكثفة. إذ أن عملية الخدمة وإعادة وضع الطعم تستغرق وقتاً، وعدد المصائد التي يمكن خدمتها في يوم عمل اعتيادي يعادل نصف العدد لبعض المصائد الأخرى الموصوفة في هذا الملحق.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة 
	لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة 
	- وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 أ، 4 ب،4 د و4 هـ للاستعمال تحت 
	سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	مصيدة القمع المعدل (VARs)
	الوصف العام
	تتألف مصيدة القمع المعدل من قمع بلاستيكي ووعاء مسك أخفض (شكل 10) للسطح في القمة ثقب واسع (بقطر 5 سم)، يوضع فوقه وعاء مسك علوي (من البلاستيك الشفاف)
	الاستعمال
	نظراً لكونها تصميم مصيدة غير لاصقة، فهي تمتلك مقدرة غير محددة على 
	المسك وعمر طويل جداً في الحقل. يتصل الطعم بالسقف، بحيث يكون موزع 
	الطعم متوضعاً في وسط الثقب الواسع على السطح. وتوضع قطعة صغيرة من مصفوفة مشبعة 
	بعامل القتل داخل وعاءي المسك العلوي والسفلي لقتل ذباب ثمار الفاكهة الذي يدخل 
	المصيدة
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة
	وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل) 
	- كما يرجى العودة إلى الجدول 4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	المصيدة متعددة الطعوم (MLT)
	الوصف العام 
	المصيدة متعددة الطعوم (MLT) هي نسخة من مصيدة ماكفيل الموصوفة سابقاً. يبلغ ارتفاع المصيدة 18 سم، وعرضها عند القاعدة 15 سم، وتتسع حتى 750 مل من السائل (شكل رقم 11). تتألف المصيدة من وعاء ذي قطعتين بلاستيكيتين اسطوانيتي الشكل محتواتين. يكون الجزء القمي شفافاً والقاعدي أصفر اللون. الجزء العلوي مفصول عن قاعدة المصيدة، للسماح بخدمة المصيدة وإعادة وضع الطعم. ويتباين الجزء العلوي الشفاف مع القاعدة الصفراء مما يزيد من مقدرة المصيدة على مسك ذباب ثمار الفاكهة. وتستخدم علاّقة من السلك، موضوعة على قمة جسم المصيدة، لتعليق المصيدة على أغصان الشجرة.
	الاستعمال 
	تتبع هذه المصيدة المبادئ ذاتها لمصائد ماكفيل، على أن جاذب المصيدة متعددة الطعوم المستعمل مع جاذب تركيبي جاف أكثر كفاءة وانتخابية من المصيدة متعددة الطعوم أو مصيدة ماكفيل المستعملتين مع جاذب بروتيني سائل. والفارق المهم الآخر هو أن المصيدة متعددة الطعوم مع جاذب تركيبي جاف تسمح بخدمة أنظف وتتطلب عمالة أقل بكثير من مصيدة ماكفيل. وعند استخدام جاذبات غذائية، تربط الموزّعات إلى الجدران الداخلية للجزء الأسطواني الأعلى من المصيدة أو تعلّق بوساطة ملقط من القمّة. وحتى تؤدي هذه المصيدة وظيفتها بشكل مناسب، من الضروري أن يبقى الجزء العلوي شفافاً.
	عندما تستخدم المصيدة متعددة الطعوم كمصيدة رطبة، يتعين إضافة خافض توتر سطحي للماء. وفي المناخات الحارة يمكن استعمال بروبلين غليكول بتركيز 10% لتقليل تبخّر الماء وتحلّل الذباب الممسوك.
	عندما تستخدم المصيدة متعددة الطعوم كمصيدة جافة، يتم وضع مبيد حشري مناسب (غير طارد عند التركيز المستخدم) مثل دايكلوروفوس أو شريط دلتا مثرين داخل المصيدة لقتل ذباب ثمار الفاكهة. ويطبق الدلتا مثرين على شريط من البولي إثيلين موضوع على المنصّة البلاستيكية العليا داخل المصيدة. وعلى نحو مناوب، قد يستعمل الدلتا مثرين في دائرة من شبكة للبعوض مشبعة وسيحتفظ بتأثيره القاتل لمدة ستة أشهر على الأقل في الظروف الحقلية. ويتعيّن تثبيت الشبكة على السقف ضمن المصيدة باستعمال مادة لاصقة.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 أ، 4 ب و4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	المصيدة الجافة مفتوحة الأسفل (OBDT) أو مصيدة (الطور الرابع)
	الوصف العام
	هي مصيدة جافة اسطوانية مفتوحة من الأسفل يمكن أن ُتصنّع من بلاستيك أخضر معتم أو ورق مقوّى أخضر مطلي بالشمع. يبلغ ارتفاع الأسطوانة 15.2 سم وقطرها 9 سم عند القمة و 10 سم عند القاعدة (شكل رقم 12). للمصيدة قمة شفافة، ثلاثة ثقوب (كل بقطر 2.5 سم) متجانسة التباعد حول جدار الأسطوانة عند منتصف المسافة بين النهايتين، وقاعدة مفتوحة، وتستخدم مع مدخل لاصق. وتستخدم علاّقة من السلك موضوعة على قمة جسم المصيدة لتعليق المصيدة على أغصان الشجرة. 
	الاستعمال 
	يمكن استعمال جاذب كيميائي تركيبي غذائي الأساس متحيز لللإناث لمسك C. capitata. على أنه يمكن استخدامها أيضاً لمسك الذكور. وتربط الجاذبات التركيبية لذباب ثمار الفاكهة إلى الجدران الداخلية للأسطوانة. إن خدمة المصيدة سهلة لأن الإدخال اللاصق يسمح بإزالةٍ وتبديلٍ سهلين، بطريقة مشابهة للإدخالات المستعملة في مصيدة جاكسون. كما أن هذه المصيدة أقل تكلفة من مصائد نمط ماكفيل البلاستيكية أو الزجاجية.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 ب و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة
	وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدول 4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	مصيدة الكرة الحمراء (RS)
	الوصف العام
	المصيدة هي كرة حمراء قطرها 8 سم (شكل 13). تحاكي المصيدة حجم وشكل تفاحة ناضجة. كما قد تستخدم أيضاً نسخة من المصيدة بلون أخضر. تغطّى المصيدة بمادة لاصقة وتطعّم بمادة هكسانوات البوتيل التي تمتلك رائحة تشبه رائحة الثمرة الناضجة. ويتصل مع قمة الكرة علآقة من السلك تستخدم لتعليق الكرة على أغصان الشجرة.
	الاستعمال
	يمكن استعمال مصيدة الكرة الحمراء بدون طُعم، ولكنها أكثر كفاءة في مسك الذباب عند وضع طُعم فيها. تنجذب حشرات الذباب الناضجة جنسياً والجاهزة لوضع البيض عادة لهذه المصيدة.
	يتم مسك أنماط عديدة من الحشرات بهذه المصائد. ومن الضروري تحديد هوية الذبابة المستهدفة إيجابياً من الحشرات غير المستهدفة التي يحتمل وجودها في المصائد.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 ب و3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 هـ للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	مصيدة سنسوس (SE)
	الوصف العام 
	تتألف مصيدة سنسوس من جردل بلاستيكي عامودي ارتفاعه 12.5 سم وقطره 11.5 سم (شكل 14). وتمتلك جسماً شفافاً وغطاءً أزرق معلق فوقه مزوّد بثقب في أسفله. ويستعمل سلك معلّق يوضع على قمة جسم المصيدة لتعليق المصيدة على اغصان الأشجار. 
	الاستعمال
	المصيدة جافة وتستخدم بارافرمونات متخصصة للذكور أو، بالنسبة للمسك المتحيّز للإناث، جاذبات غذائية تركيبية. وتوضع قطعة دايكلوروفوس في المشط على الغطاء لقتل الذباب.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدول 4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	مصيدة ستاينر (ST)
	الوصف العام 
	هي مصيدة اسطوانية الشكل أفقية من البلاستيك الشفاف مع فتحات عند كل نهاية. وتبلغ أبعاد مصيدة ستاينر التقليدية 14.5 سم طولاً وقطرها 11 سم (شكل 15). والنسخ الأخرى من مصائد ستاينر يبلغ طولها 12 سم وقطرها 10 سم (شكل 16) و 14 سم طول وقطر 8.5 سم (شكل 17). تيستعمل علاّقة من السلك موضوعة في قمة جسم المصيدة لتعليق المصيدة على أغصان الشجرة. 
	الاستعمال 
	تستخدم هذه المصيدة جاذبات بارافرمونية منخصصة للذكور TML، ME  و CUE. ويعلّق الجاذب من مركز داخل المصيدة. قد يكون الجاذب فتيلاً قطنياً منقوعاً في 2-3 مل من خليط من البارافرمونات أو موزع مع جاذب ومبيد حشرات (عادة مالاثيون، داي بروم أو ديلتا مثرين) كعامل قتل.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 أ و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 ب و4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	مصيدة Tephri (TP) 
	الوصف العام 
	تشبه مصيدة تفري مصيدة ماكفيل. وهي أسطوانة عامودية ارتفاعها 15 سم وقطرها 12 سم عند القاعدة وتتسع حتى 450 مل من السائل (شكل 18). تمتلك قاعدة صفراء وغطاء فاتحاً، يمكن فصله لتيسير الخدمة. توجد ثقوب دخول حول قمة محيط القاعدة الصفراء، وفتحات محاطة القعر. وتوجد داخل القمة منصة لمسك الجاذبات. وتستعمل علاّقة من السلك، توضع على قمة جسم المصيدة لتعليقها على أغصان الشجرة. 
	الاستعمال
	يوضع في المصيدة طعم من البروتين المماه بتركيز 9%. على أنه يمكن استعمالها مع جاذبات بروتينية أخرى كما جاء وصفه في مصيدة ماكفيل الزجاجية التقليدية أو مع جاذب غذائي تركيبي جاف للإناث ومع TML في سدادة أو سائل كما جاء وصفه في مصيدة جاكسون/دلتا ذات اللوحة الصفراء. وعند استعمال المصيدة مع الجاذبات البروتينية السائلة أو مع جاذبات تركيبية جافة مع نظام احتجاز السائل بدون الثقوب. الجانبية، لن يكون مبيد الحشرات ضرورياً. على أنه عند استخدامها كمصيدة جافة وبوجود ثقوب جانبية، فهناك حاجة لمحلول مبيد حشرات (مثل مالاثيون) منقوع في فتيل قطني أو أي عوامل قتل أخرى لاجتناب هرب الحشرات الممسوكة. ومن مبيدات الحشرات المناسبة الأخرى شرائط داي كلوروفس أو الدلتا مثرين موضوعة داخل المصيدة لقتل ذباب ثمار الفاكهة. ويستخدم الدلتامثرين في شريط من البولي إيثيلين يوضع على منصة بلاستيكية داخل قمة المصيدة. وعلى نحو مناوب، يمكن استعمال الدلتا مثرين في دائرة شبكة للبعوض مشبعة تحتفظ بالتأثير القاتل لمدة ستة أشهر على الأقل تحت الظروف الحقلية. وينبغي تثبيت الشبكة على السقف داخل جسم المصيدة باستعمال مادة لاصقة.
	يمكن العودة إلى الجدول 2 أ و2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 أ و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجدولين 4 ب و 4 د للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	المصيدة ذات اللوحة الصفراء (YT)/مصيدة Rebell (RB)
	الوصف العام 
	تتألف المصيدة ذات اللوحة الصفراء من لوحة صفراء اسطوانية من الورق المقوّى (23×14 سم) مغطاة بالبلاستيك (شكل 19). ويغطي المستطيل من جانبيه بطبقة رقيقة من مادة لاصقة. ومصيدة Rebell هي مصيدة ثلاثية الأبعاد (15×20 سم) من نمط اللوحة الصفراء مصنوعة من البلاستيك (بولي بروبلين) الذي يجعلها شديدة الديمومة (شكل 20). تغطى المصيدة أيضاً بطبقة رقيقة من مادة لزجة من كلا الجانبين لكلتا اللوحتين. وتستعمل علاّقة من السلك، توضع على قمة جسم المصيدة لتعليق المصيدة على أغصان الشجرة. 
	الاستعمال 
	تستخدم هذه المصائد كمصائد رؤية بمفردها أو بوضع طعم من التراي ميدلور، سبيروكيتا أو أملاح الأمونيوم (خلات الأمونيوم). يمكن احتواء الجاذبات في موزّعات محكمة الإطلاق مثل سدادة بوليميرية. تربط الجاذبات إلى وجه المصيدة. كما يمكن خلط الجاذبات في طبقة غطاء الورق المقوّى. ويجعل التصميم ثنائي الأبعاد والسطح الأعظم للاتصال هذه المصائد أكثر كفاءةً، فيما يخص مسك الذباب، مقارنة مع مصائد جاكسون ومصائد من نمط ماكفيل. ومن المهم مراعاة أن هذه المصائد تتطلب إجراءات خاصة للنقل، التقديم وطرائق غربلة الحشرات كونها لاصقة إلى درجة يمكن فيها تلف العينات أثناء المناولة. ورغم أنه يمكن استعمال هذه المصائد في معظم أنماط استخدامات برنامج المكافحة، إلا أنه يوصى باستخدامها في طور ما بعد الاستئصال وللمناطق الخالية من الآفات، حيث تكون الحاجة إلى مصائد عالية الحساسية مطلوبة. ويجدر عدم استعمال هذه المصائد في مناطق خاضعة إلى إطلاق كتلي لذباب ثمار الفاكهة العقيم نظراً للعدد الكبير من ذباب ثمار الفاكهة الذي قد يتم مسكه. ومن المهم ملاحظة أن لونها الأصفر وتصميمها المفتوح يسمح لها بمسك حشرات غير مستهدفة أخرى بما في ذلك الأعداء الطبيعية لذباب ثمار الفاكهة والحشرات الملقحة.
	- يمكن العودة إلى الجدول 2 أ و 2 ب لمعرفة الأنواع التي تستخدم المصيدة لمسكها
	- يرجى العودة إلى الجدولين 2 و 3 فيما يخص الجاذبات المستخدمة وإعادة وضع الطعم.(المدة العمرية في الحقل)
	- كما يرجى العودة إلى الجداول 4 ب،4 د و4 هـ للاستعمال تحت سيناريوهات مختلفة والكثافات الموصى بها.
	يُوجّه تخطيط شبكة الاصطياد بالغاية من المسح، الصفات الجوهرية للمنطقة، المواصفات البيولوجية لذبابة ثمار الفاكهة وتآثرها مع عوائلها، إضافة إلى كفاءة الجاذب والمصيدة. وفي المناطق التي توجد فيها قطع متراصّة من البساتين التجارية وفي مناطق المدن والضواحي حيث توجد العوائل، تُنشر المصائد عادة في نظام شبكة قد يكون لها توزع متجانس.
	تكون مصفوفات شبكة المصائد، في المناطق حيث تكون البساتين التجارية متفرقة، المناطق الريفية مع عوائل ثمرية وفي المناطق الهامشية حيث توجد عوائل، موزعة عادة على طول الطرقات التي تؤمن وصولاً إلى مادة العائل.
	توضع شبكات الاصطياد أيضاً كجزء من برامج الكشف المبكّر لذباب ثمار الفاكهة المستهدف. وفي هذه الحالة، توضع المصائد في المناطق العالية الخطر مثل نقاط الدخول، أسواق الفاكهة ومكبّات قمامة المناطق المدنية، حسب المناسب. ويمكن دعم هذه أكثر بمصائد توضع على طول جوانب الطرقات لتشكل مقاطع وفي مناطق الإنتاج القريبة أو المجاورة لتخوم الأرض، بوابات الدخول والطرق القطرية.
	يشمل نشر المصائد الوضع الفعلي للمصائد في الحقل. ويعدّ اختيار الموقع المناسب واحدأ من العوامل الآكثر أهمية في نشر المصائد. ومن الأهمية بمكان امتلاك قائمة بالعوائل الأولية، الثانوية والعرضية لذباب ثمار الفاكهة، مظهريتها/فينولوجيتها، توزّعها ووفرتها. ومن الممكن، مع هذه المعلومات الأساسية، وضع المصائد وتوزيعها في الحقل بشكل مناسب، كما يسمح هذا أيضاً بتخطيط فاعل لبرنامج إعادة وضع المصائد. ويتعيّن تبديل وضع المصائد انسجاماً مع مظهرية/فينولوجية العوائل.
	وحيثما أمكن، يتعيّن وضع المصائد الفرمونية في مناطق التزاوج، حيث يحدث تزاوج ذباب ثمار الفاكهة عادة في تاج النباتات العائلة أو بالقرب منه، اختيار بقع شبه مظللة وفي الجانب من التاج عكس الريح. وتعدّ مناطق الاستراحة والتغذية في النباتات التي تؤمن مأوى من الرياح القوية والمفترسات وتحمي حشرات لذباب ثمار الفاكهة مواقع ملائمة أخرى للمصائد. وفي حالات محددة قد تدعو الحاجة إلى تغليف علاّقات المصائد بمبيد حشرات مناسب لمنع النمل من أكل ذباب تمار الفاكهة الممسوك
	يجدر أن تنشر المصائد البروتينية في المناطق الظليلة من النباتات العائلة. يراعى، في مثل هذه الحالة، نشر المصائد في نباتات العائل الأولي أثناء فترة نضج ثمارها. في حالة غياب نباتات العائل الأولي، يتعيّن استخدام نباتات العائل الثانوي. وفي المناطق التي لم يتم فيها تحديد عوائل نباتية، يراعى نشر المصائد في النباتات التي توفر المأوى، الحماية والغذاء لذباب ثمار الفكهة البالغ.
	يتعيّن أن تنشر المصائد في الجزء المتوسط إلى القمي من ظلّة النبات العائل، تبعاً لارتفاع النبات العائل، وموجهّة نحو الجانب عكس الريح. ويتعيّن عدم تعريض المصائد إلى أشعة الشمس المباشرة، الرياح العاتية أو الغبار. ومن الأهمية بمكان أن تكون بوابة المصيدة خالية من الأغصان، الأوراق والسادّات الأخرى مثل شبكات العنكبوت للسماح بانسياب هوائي مناسب ووصول ذباب ثمار الفاكهة إليها بشكل سهل.
	يتعيّن اجتناب وضع المصائد في شجرة واحدة بها طعوم من جاذبات مختلفة لأن ذلك يسبب تداخلاً بين الجاذبات ونقصاً في كفاءة المصيدة. فوضع مصيدة لـ C. capitata مع جاذب ترايمدلور TML المتخصّص للذكور وجاذب بروتيني في الشجرة ذاتها، يسبب نقصاً في مسك الإناث في المصائد ذات الجاذبات البروتينية لأن ترايمدلور يعمل كطارد للإناث.
	ينبغي إعادة وضع المصائد بعد النضج المظهري/الفينولوجي للعوائل الأولية لذباب ثمار الفاكهة الموجود في المنطقة وبيولوجية نوع ذبابة ثمار الفاكهة. ومن الممكن، بإعادة وضع المصائد، متابعة مجتمع ذبابة ثمار الفاكهة خلال كامل العام وزيادة عدد المواقع التي يتم فحصها لذباب ثمار الفاكهة.
	بعد وضع المصائد في مواقع مختارة بحرص وعند الكثافة والتوزيع المناسبين في مصفوفة كافية، ينبغي تسجيل موقع المصائد. ويوصى بالعزو إلى المواقع جغرافياً باستعمال جهاز نظام الموقع الجغرافي (GPS). ويجدر تحضير خريطة أو مخطط لموقع المصيدة والمنطقة المحيطة بالمصائد.
	وقد أثبت استعمال نظامي الموقع الجغرافي ونظم المعلومات الجغرافي (GIS) أنهما أداتان قويتان في إدارة شبكة الاصطياد. إذ يسمح نظام الموقع الجغرافي بالعزو جغرافياً لكل مصيدة من خلال إحداثيات جغرافية، يمكن استعمالها فيما بعد كمدخلات في نظام المعلومات الجغرافي.
	بالإضافة إلى بيانات الموقع الجغرافي أو إذا لم تتوافر بيانات الموقع الجغرافي لمواقع المصائد، يتعيّن أن يتضمن العزو إلى موقع المصيدة علامات أرضية مرئية، وفي حالة المصائد الموضوعة في النباتات العائلة الموجودة في مناطق الضواحي والمدن، يتعيّن أن يضم العزو العنوان الكامل للملكية التي وضعت فيها المصيدة. ويجدر أن يكون العزو للمصيدة واضحاً بدرجة كافية للسماح للعمال الذين يقومون بخدمة المصائد، فرق المكافحة والمشرفين بالعثور على المصيدة بسهولة.
	يتم حفظ قاعدة بيانات أو كتاب الاصطياد لجميع المصائد مع إحداثياتها الموافقة، مع سجلات خدمات المصيدة، إعادة وضع الطعم، وما تمسكه المصيدة من ذباب الخ. ويؤمن نظام المعلومات الجغرافي خرائط بدقة عالية تُظهر الموقع الدقيق لكل مصيدة ومعلومات قيّمة أخرى مثل الموقع الدقيق لكشوفات ذباب ثمار الفاكهة، لمحات تاريخية عن أنماط التوزّع الجغرافي للآفة الحجم النسبي للمجتمع في مناطق معينة،  وانتشار مجتمع ذباب ذبابة ثمار الفاكهة في حالة حدوث فاشية وتعدّ هذه المعلومات مفيدة جداً في تخطيط أنشطة المكافحة، ضمان أن تكون رشات الطعوم وإطلاقات ذباب ثمار الفاكهة العقيم موضوعة بدقة واستخدامها مجدي التكلفة.
	تكون الفواصل الزمنية للخدمة محددة لكل نظام اصطياد وترتكز على نصف عمر الجاذب (أنظر جدول 3). ويتوقف مسك الذباب، جزئياً، على الجودة التي تُخدم بها المصيدة. وتشمل خدمة المصائد إعادة وضع الطعم والمحافظة على المصيدة في حالة نظيفة وظرف تشغيل جيد. كما يتعيّن أن تكون المصائد في ظرف للقتل المستمر والمحافظة على أي نوع مستهدف من ذباب ثمار الفاكهة الذي تمّ مسكه في ظرف جيد.
	ينبغي استعمال الجاذبات بالحجوم والتركيزات المناسبة واستبدالها في الفترات الموصى بها. وتختلف معدلات إطلاق الجاذبات بشدة مع الظروف المناخية. يكون معدّل الإطلاق عالٍ بشكل عام في المناطق الحارة الجافة، ومنخفضاً في المناطق الباردة الرطبة. وعليه، قد يكون إعادة وضع الطعوم في المصائد في المناخات الباردة أقل غالباً مقارنة بالظروف الحارة.
	يتعيّن تعديل الفواصل الزمنية للتفتيش (مثل فحص الممسوك من ذباب ثمار الفاكهة) تبعاً للظروف البيئية السائدة وحالات الآفة  وبيولوجية ذباب ثمار الفاكهة. ويمكن أن يتراوح الفاصل من يوم واحد إلى 30 يوماً. مع أن فترة التفتيش الأكثر شيوعاً هي سبعة أيام في المناطق التي توجد فيها مجتمعات ذباب ثمار الفاكهة و14 يوماً في المناطق الخالية من الذباب. وقد يكون فاصل التفتيش أكثر تردداً في حالة مسوحات تعيين الحدود، وفي هذه الحالة يعد الفاصل يومين إلى 3 أيام الفاصل الأكثر شيوعاً.
	يتعين اجتناب مناولة أكثر من نمط للجاذب في الوقت ذاته عندما يتم استخدام أكثر من نمط واحد. ذلك أن التلوث المتبادل بين مصائد ذات أنماط مختلفة من الجاذبات (مثل Cue وME) يقلل كفاءة المصيدة ويجعل التحديد المختبري صعباً بدون موجب. ومن المهم أثناء تغيير الجاذبات اجتناب انسكابها أو تلويث السطح الخارجي لجسم المصيدة أو الأرض بها. إذ قد يقلل انسكاب الجاذب أو تلوّث المصيدة من فرص دخول ذباب ثمار الفاكهة إلى المصيدة. وبالنسبة للمصائد التي تستخدم إدخالاً لاصقاً لمسك ذباب ثمار الفاكهة ، من المهم اجتناب المناطق الملوثة من المصيدة غير المخصصة لمسك ذباب ثمار الفاكهة بالمادة اللاصقة. وهذا ينطبق أيضاً على الأوراق والأغصان الموجودة في جدار المصيدة. فالجاذبات، بطبيعتها، عالية التطاير ويتعين بذل العناية أثناء خزنها، تعبئتها، مناولتها والتخلص من الجاذبات لاجتناب مساومة الجاذب او أمان العامل
	يختلف عدد المصائد الُمخدّمة في اليوم/شخص حسب نمط المسح، والظروف البيئية والطوبوغرافية وخبرة العاملين.
	ينبغي تضمين المعلومات التالية بغية حفظ سجلات اصطياد مناسبة كونها تتيح ثقة في نتائج المسوحات: موقع المصيدة، النبات الذي تم فيه وضع المصيدة، نمط المصيدة والجاذب، تواريخ الخدمة والتفتيش، ومسك ذبابة ثمار الفاكهة المستهدفة. ويمكن إضافة أية معلومات أخرى معتبرة ضرورية إلى سجلات الاصطياد. ويتعين حفظ سجلات الاصطياد لمدة 24 شهراً على الأقل وإتاحتها للمنظمة القطرية لوقاية النباتات في البلد المستورد عند الطلب.
	يعدّ عدد الذباب في المصيدة في اليوم (FTD) مؤشراً للمجتمع يشير إلى متوسط عدد ذباب النوع المستهدف الممسوك في المصيدة في اليوم خلال فترة محددة كانت خلالها المصيدة معرّضة في الحقل.
	إنّ وظيفة هذا المؤشر المجتمعي هو الحصول على قياس نسبي لحجم مجتمع بالغات الآفة في مكان وزمان محددين.
	وهو يستخدم كمعلومات أساسية لمقارنة حجم المجتمع قبل، أثناء وبعد تطبيق برنامج مكافحة ذبابة ثمار الفاكهة. ويتعيّن استعمال قيمة FTD في كل تقارير مسوحات الاصطياد.
	إن قيمة FTD قابلة للمقارنة ضمن البرنامج؛ على أنه لإجراء مقارنات معنوية ما بين البرامج، يتعيّن أن ترتكز هذه القيمة على نوع ذبابة ثمار الفاكهة ذاته، نظام الاصطياد وكثافة المصيدة ذاتها.
	وفي المناطق التي يتم فيها إطلاق ذباب ثمار الفاكهة العقيم، تستعمل هذه القيمة لقياس الوفرة النسبية لذباب ثمار الفاكهة العقيم والبرّي.
	يمكن الحصول على قيمة FTD بقسمة العدد الكلي للذباب الممسوك على الناتج المتحصل عليه من حاصل جداء العدد الكلي للمصائد المفتشة بمتوسط عدد الأيام التي كانت فيها المصائد معرّضة. والمعادلة هي كالتالي: 
	F
	FTD = 
	T × D
	حيث 
	F= العدد الكلي للذباب
	T= عدد المصائد المفتشة
	D= متوسط عدد الأيام التي كانت فيها المصائد معرضة. 
	إن إنشاء  كثافة اصطياد مناسبة للغاية من المسح أمر بالغ الأهمية ويدعم الثقة في نتائج المسح وتحتاج كثافات المصيدة إلى تعديل بالاستناد إلى عوامل عديدة تشمل نمط المسح، كفاءة المصيدة، الموقع (نمط العائل ووجوده، المناخ، والطوبوغرافية)، حالة الآفة ونمط الجاذب. وفيما يخصّ نمط العوائل ووجودها، بالإضافة للخطر المشمول، فإن الأنماط التالية من المواقع هي موضع اهتمام:
	- مناطق الإنتاج
	- المناطق الهامشية
	- المناطق الحضرية
	- نقاط الدخول (وغيرها من المناطق عالية الخطورة كأسواق ثمار الفاكهة).
	ويجب ان تختلف كثافات المصائد حسب تدريج ما من مناطق الإنتاج إلى المناطق الهامشية، المناطق الحضرية ونقاط الدخولل. ففي منطقة خالية من الآفات، على سبيل المثال، تكون الكثافة الأعلى من المصائد مطلوبة عند نقاط الدخول عالية الخطورة والكثافة الأخفض في البساتين التجارية. أو، في منطقة يتم فيها التقليص، كما هو الحالة في منطقة تنتشر فيها الآفة بمستو منخفض أو منطقة تحت منهج النظم حيث يكون النوع المستهدف موجوداً، يحدث العكس، ويتعين أن تكون كثافات الاصطياد، لتلك الآفة أعلى في حقل الإنتاج وتنخفض باتجاه نقاط الدخول. كما يتعيّن مراعاة حالات أخرى مثل المناطق الحضرية عالية الخطورة عند تقدير كثافة المصائد.
	تظهر الجداول من  4 آ إلى 4 و كثافات المصائد الموصى بها للأنواع المختلفة من ذباب ثمار الفاكهة استناداً إلى ممارسة شائعة. وقد تم تحديد هذه الكثافات بمراعاة نتائج البحوث، قابلية التطبيق وجدوى التكلفة. كما تتوقف كثافات المصائد أيضاً على أنشطة المسح المرافقة، مثل نمط وشدة جمع عينات الثمار لكشف الأطوار غير الناضجة من ذباب ثمار الفاكهة. في تلك الحالات حيثما يتم إكمال برامج مسح الاصطياد بأنشطة جمع مكافئة لجمع عينات الثمار، يمكن ان تكون كثافات المصائد أخفض من الكثافات الموصى بها المعروضة. 
	تم عمل توصيات الكثافة المعروضة في الجداول من 4 أ – 4 و مع مراعاة العوامل الفنية التالية:
	- الأهداف المختلفة للمسح وأوضاع الآفة
	- نوع ذبابة ثمار الفاكهة المستهدف (جدول 1)
	- خطر الآفة المرتبط بمناطق العمل (مناطق الإنتاج وغيرها من المناطق).
	وضمن المنطقة المحددة، يتعيّن تطبيق الكثافة الموصى بها مع فرصة مهمة لمسك ذباب ثمار الفاكهة كمناطق العوائل الأولية والطرق المحتملة (مثل مناطق إنتاج إزاء مناطق صناعية.
	الجدول 4 (أ). كثافات المصيدة لأنواع Anastrepha spp.
	الاصطياد
	نمط المصيدة 1
	الجاذب
	كثافة المصيدة/كم2 (2)
	منطقة إنتاج
	هامشية
	حضرية
	نقاط دخول 3
	مسح رصدي، بدون مكافحة
	MLT/McP
	2C/PA
	1-0.25
	1-0.25
	0.25 – 0.5
	0.25 – 0.5
	مسح رصدي للتقليص
	MLT/McP
	2C/PA
	2-4
	1-2
	0.25 – 0.5
	0.25 – 0.5
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد زيادة متوقعة في المجتمع 
	MLT/McP
	2C/PA
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	مسح رصدي للاستئصال
	MLT/McP
	2C/PA
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	مسح كشفي في منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة للتحقق من غياب الآفة وللاستبعاد
	MLT/McP
	2C/PA
	1-2
	2-3
	3-5
	5-12
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد كشف بالإضافة للمسح الكشفي
	MLT/McP
	2C/PA
	450–20
	50–20
	50–20
	50–20
	1 يمكن جمع مصائد مختلفة للوصول إلى العدد الإجمالي. 
	(2) تعزو إلى العدد الكلي للمصائد.
	3 أيضاً مواقع أخرى عالية الخطورة.
	4 يشمل هذا المدى الاصطياد عالي الكثافة في المنطقة المباشرة للكشف (منطقة القلب) ويتناقص باتجاه مناطق الاصطياد المحيطة.
	الجاذب
	نمط المصيدة
	2C (AA+Pt) 
	McP مصيدة ماكفيل
	PA جاذب بروتيني 
	MLT المصيدة متعددة الطعوم 
	الجدول 4 (ب) كثافات المصيدة لأنواع Bactrocera spp. المستجيبة لمثيل يوجينول (ME)، Cuelure (CUE) والجاذبات الغذائية1 (PA= جاذبات بروتينية)
	الاصطياد
	الجاذب
	نمط المصيدة 2
	كثافة المصيدة/كم2 (2)
	منطقة إنتاج
	هامشية
	حضرية
	نقاط دخول 4
	مسح رصدي، بدون مكافحة
	0.5-1
	0.2-0.5
	0.2-0.5
	0.2-0.5
	JT/ST/TP/LT/MLT/McP/TP
	ME/CUE/PA
	مسح رصدي للتقليص
	JT/ST/TP/LT/MM/MLT/McP/TP
	2-4
	1-2
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	ME/CUE/PA
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد زيادة متوقعة في المجتمع 
	JT/ST/TP/MLT/LT/MM//McP/YP
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	ME/CUE/PA
	مسح رصدي للاستئصال
	JT/ST/TP/MLT/LT/MM/McP//YP
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	ME/CUE/PA
	مسح كشفي في منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة للتحقق من غياب الآفة وللاستبعاد
	CH/ST/LT/MM/MLT/McP//TP/YP
	1-5
	3-12
	ME/CUE/PA
	1
	1
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد كشف بالإضافة للمسح الكشفي4
	JT/ST/TP/MLT/LT/MM/McP/TP
	20-450
	20-50
	20-50
	20-50
	ME/CUE/PA
	1 يمكن جمع مصائد مختلفة للوصول إلى العدد الإجمالي.
	2 تعزو إلى العدد الكلي للمصائد.
	3 أيضاً مواقع أخرى عالية الخطورة.
	4 يشمل هذا المدى الاصطياد عالي الكثافة في المنطقة المباشرة للكشف (منطقة القلب) ويتناقص باتجاه مناطق الاصطياد المحيطة.
	نمط المصيدة
	ST مصيدة ستاينر
	McP مصيدة ماكفيل
	CH مصيدة شام ب
	TP مصيدة تفري
	MLT المصيدة متعددة الطعوم 
	JT مصيدة جاكسون
	YP مصيدة اللوحة الصفراء
	MM      المصيدة المغربية المتوسطية 
	LT مصيدة لينفيلد
	الجدول 4 (جـ) كثافات المصيدة لـ Bactrocera oleae
	الاصطياد
	نمط المصيدة 1
	الجاذب
	كثافة المصيدة/كم2 (2)
	منطقة إنتاج
	هامشية
	حضرية
	نقاط دخول 3
	مسح رصدي، بدون مكافحة
	MLT/CH/YP
	AC+SK/PA
	0.5-1
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	مسح رصدي للتقليص
	MLT/CH/YP
	AC+SK/PA
	2-4
	1-2
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد زيادة متوقعة في المجتمع 
	MLT/CH/YP
	AC+SK/PA
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	مسح رصدي للاستئصال
	MLT/CH/YP
	AC+SK/PA
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	مسح كشفي في منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة للتحقق من غياب الآفة وللاستبعاد
	MLT/CH/YP
	AC+SK/PA
	1
	1
	2-5
	3-12
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد كشف بالإضافة للمسح الكشفي4
	MLT/CH/YP
	AC+SK/PA
	20-450
	20-50
	20-50
	20-50
	الجدول 4 (د).كثافة المصائد لأنواع Ceratitis spp
	الاصطياد
	نمط المصيدة 2
	الجاذب
	كثافة المصيدة/كم2 (3)
	منطقة إنتاج
	هامشية
	حضرية
	نقاط دخول 4
	مسح رصدي، بدون مكافحة
	JT/ JT/MLT/McP/OBDT/ST/SE/ET/LT/TP/VARs+
	TML/CE/3C/2C/PA
	0.5-1
	0.2-0.5
	0.2-0.5
	0.2-0.5
	مسح رصدي للتقليص
	JT/MLT/McP/OBDT/ST/SE/ET/LT/MM/TP/VARs+
	TML/CE/3C/2C/PA
	2-4
	1-2
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد زيادة متوقعة في المجتمع 
	JT/YP/McP/OBDT/ST/ET/LT/MM/TP/VARs+
	TML/CE/3C/2C/PA
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	مسح رصدي للاستئصال5
	JT/MLT/McP/OBDT/ST/ET/LT/MM/TP/VARs+
	TML/CE/3C/2C/PA
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	مسح كشفي في منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة للتحقق من غياب الآفة وللاستبعاد
	JT/MLT/McP/ ST/ET/LT/MM/CC/VARs+
	TML/CE/3C/2C/PA
	1
	1
	1-5
	3-12
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد كشف بالإضافة للمسح الكشفي6
	JT/YP/MLT/McP/OBDT/ST/ET/LT/MM/TP/VARs+
	TML/CE/3C/2C/PA
	20-650
	20-50
	20-50
	20-50
	1  يمكن جمع مصائد مختلفة للوصول إلى العدد الإجمالي. (2)  تعزو إلى العدد الكلي للمصائد.
	3 أ يضاً مواقع أخرى عالية الخطورة.
	4يشمل هذا المدى الاصطياد عالي الكثافة في المنطقة المباشرة للكشف (منطقة القلب) ويتناقص باتجاه مناطق الاصطياد المحيطة.
	الجاذب
	نمط المصيدة
	AC بيكربونات الأمونيوم
	CH مصيدة شام ب
	PA جاذبات بروتينية
	MLT المصيدة متعددة الطعوم 
	SK Spiroketal
	YP مصيدة اللوحة الصفراء
	1  يمكن جمع مصائد مختلفة للوصول إلى العدد الإجمالي.
	 (2) تعزو إلى العدد الكلي للمصائد.
	 3 أ يضاً مواقع أخرى عالية الخطورة.
	4 نسبة 1:1 (مصيدة إناث لكل مصيدة ذكور).
	5 نسبة 1.3 (مصيدة إناث لكل مصيدة ذكور)
	6 يشمل هذا المدى الاصطياد عالي الكثافة في المنطقة المباشرة للكشف (منطقة القلب) ويتناقص باتجاه مناطق الاصطياد المحيطة  (نسبة 1:5، 5مصائد إناث لكل مصيدة ذكور).
	الجاذب
	نمط المصيدة
	2C (AA+TMA)
	CC  CC     مصيدة كوك وكوننغهام (مع تريمدلور لمسك الذكور ) 
	3C (AA+Pt+TMA)
	ET ET      المصيدة السهلة (مع طعوم 2C   و3C للمسك المتحيّز للإناث )
	AA خلات أمونيوم
	LT JT       مصيدة جاكسون ( مع طعم ترايمدلور لمسك الذكور)
	CE كابيلور
	JT LT       مصيدة لينفيلد ( مع طعم ترايمدلور لمسك الذكور)
	PA جاذب بروتيني
	MLT McP    مصيدة ماكفيل
	MLT   المصيدة متعددة الطعوم (مع طعوم 2C   و3C للمسك المتحيّز للإناث )
	Pt بوتريسين
	TMA تراي ميثيل أمين
	MM    المصيدة المغربية المتوسطية
	TML تريمدلور
	ST OBDT المصيدة الجافة مفتوحة الأسفل (مع طعوم 2C   و3C للمسك المتحيّز للإناث ) 
	SE SE    مصيدة سنسوس (مع طعوم CE   لمسك الذكور و3C للمسك المتحيّز للإناث )
	TP ST      مصيدة ستينر (مع TML لمسك الذكور )
	YP TP      مصيدة تفري (مع طعوم 2C   و3C للمسك المتحيّز للإناث )
	VARs+ مصيدة القمع المعدل
	YP      مصيدة اللوحة الصفراء
	الجدول 4 (هـ) كثافات المصيدة لأنواع Rhagoletis spp.
	الاصطياد
	نمط المصيدة 1
	الجاذب
	كثافة المصيدة/كم2 (2)
	منطقة إنتاج
	هامشية
	حضرية
	نقاط دخول 3
	مسح رصدي، بدون مكافحة
	RB/RS/PALz/YP/McP
	BuH/As
	0.5-1
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	مسح رصدي للتقليص
	RB/RS/PALz/YP/McP
	2-4
	1-2
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	BuH/As
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد زيادة متوقعة في المجتمع 
	RB/RS/PALz/YP/McP
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	BuH/As
	مسح رصدي للاستئصال
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	RB/RS/PALz/YP/McP
	BuH/As
	مسح كشفي في منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة للتحقق من غياب الآفة وللاستبعاد
	RB/RS/PALz/YP/McP
	0.4-3
	3-5
	4-12
	BuH/As
	1
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد كشف بالإضافة للمسح الكشفي4
	RB/RS/PALz/YP/McP
	20-450
	20-50
	20-50
	20-50
	BuH/As
	1 يمكن جمع مصائد مختلفة للوصول إلى العدد الإجمالي. 
	(2) تعزو إلى العدد الكلي للمصائد.
	3 أيضاً مواقع أخرى عالية الخطورة.
	4 يشمل هذا المدى الاصطياد عالي الكثافة في المنطقة المباشرة للكشف (منطقة القلب) ويتناقص باتجاه مناطق الاصطياد المحيطة
	نمط المصيدة
	الجاذب
	McP  مصيدة ماكفيل
	AS   ملح أمونيوم
	RB    مصيدة Rebell
	BuH هكسانويت بوتيل
	RS     مصيدة الكرة الحمراء
	CE   كابيلور
	PALz المصيدة الصفراء اللاصقة المومضة
	AA  خلات الأمونيوم
	YP     المصيدة ذات اللوحة الصفراء
	الجدول 4 (و). كثافات المصيدة لـ Toxotrypana curvicauda
	الاصطياد
	نمط المصيدة 1
	الجاذب
	كثافة المصيدة/كم2 (2)
	منطقة إنتاج
	هامشية
	حضرية
	نقاط دخول 3
	مسح رصدي، بدون مكافحة
	0.5-1
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	GS
	MVP
	مسح رصدي للتقليص
	GS
	MVP
	2-4
	1
	0.25-0.5
	0.25-0.5
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد زيادة متوقعة في المجتمع 
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	GS
	MVP
	مسح رصدي للاستئصال
	3-5
	3-5
	3-5
	3-5
	GS
	MVP
	مسح كشفي في منطقة خالية من ذبابة ثمار الفاكهة للتحقق من غياب الآفة وللاستبعاد
	GS
	MVP
	2
	2-3
	3-6
	5-12
	مسح تعيين الحدود في منطقة تنتشر فيها ذبابة ثمار الفاكهة بمستو منخفض بعد كشف بالإضافة للمسح الكشفي4
	20-450
	20-50
	20-50
	20-50
	GS
	MVP
	1 يمكن جمع مصائد مختلفة للوصول إلى العدد الإجمالي. 
	(2) تعزو إلى العدد الكلي للمصائد.
	3 أيضاً مواقع أخرى عالية الخطورة.
	4 يشمل هذا المدى الاصطياد عالي الكثافة في المنطقة المباشرة للكشف (منطقة القلب) ويتناقص باتجاه مناطق الاصطياد المحيط
	الجاذب
	نمط المصيدة
	MVP MVP    فرمون ذبابة ثمار الباباظ (2--ميثيل فينيل بيرازين)
	GS الكرة الخضراء
	يشمل الإشراف على أنشطة الاصطياد تقدير نوعية المواد المستعملة ومراجعة كفاءة استعمال هذه المواد وإجراءات الاصطياد.
	يتعيّن أن تؤدي المواد المستعملة دورها بفاعلية ومصداقية عند مستوى مقبول من الفترة الزمنية الموصوفة. ويتعيّن أن تحافظ المصائد بذاتهاعلى تكاملها لكامل الفترة التي يتوقع أن تبقى فيها في الحقل. ويجدر أن تكون الجاذبات مصدقة ومختبرة حيوياً لمستوى مقبول من الأداء بالاستناد إلى استعمالها المتوقّع.
	يتعيّن عمل تقويم فني بشكل دوري من قبل أشخاص غير مشاركين مباشرة بتطبيق البرنامج. يتوقف توقيت التقويم حسب البرنامج، ولكن يوصى بإنجازه مرتين على الأقل في العام في البرامج التي تستمر لمدة ستة أشهر أو أكثر. ويتعيّن أن يعالج التقويم كافة النواحي المتعلقة بمقدرة برنامج الاصطياد على كشف الآفات المستهدفة في إطار الفترة الزمنية المحددة للوفاء بمخرجات البرنامج مثل الكشف المبكر لدخول ذبابة ثمار فاكهة ما. تشمل نواحي التقويم نوعية مواد الاصطياد، حفظ السجلات، تخطيط شبكة الاصطياد، رسم الخرائط للمصائد، وضع المصائد، ظروف المصيدة، خدمة المصيدة، تردّد تفتيش المصيدة والمقدرة على تحديد هوية ذباب ثمار الفاكهة.
	يجدر تقويم نشر المصائد لضمان أن تكون الأنماط الموصوفة للمصائد وكثافاتها موضوعة في المكان. ويتم الوصول إلى الإثباتات الحقلية من خلال تفتيش الدروب الفردية. 
	يتعيّن تقويم وضع المصائد لضمان أن تكون الأنماط والكثافات الموصوفة من المصائد في المكان. ويتم الوصول إلى الإثبات الحقلي من خلال تفتيش الدروب الفردية.
	يتعيّن تقويم وضع المصائد لاختيار العائل المناسب، توقيت إعادة وضع المصائد، الارتفاع، التوازن ضوء/ظل، وصول ذبابة ثمار الفاكهة إلى المصيدة، والقرب من مصائد أخرى. ويمكن تقويم اختيار العائل، إعادة وضع المصائد والقرب من مصائد أخرى من السجلات الخاصة بكل درب للمصيدة. كما يمكن تقويم اختيار العائل، التوضّع والقرب إضافيا بفحص حقلي ً.
	يعدّ الحفظ المناسب للسجلات أساسياً لعمل برنامج الاصطياد بشكل مناسب. ويتعيّن تفتيش السجلات لكل درب مصيدة لضمان أنها كاملة ومحدثة. يمكن بعدئذ استعمال الإثبات الحقلي للمصادقة على دقة السجلات. 
	يجدر تقويم المصائد للظرف الإجمالي، الجاذب الصحيح، الخدمة المناسبة للمصائد، الفواصل الزمنية المناسبة للتفتيش، علامات التحديد الصحيحة (مثل تحديد المصائد وتاريخ وضعها)، الدليل عن التلوّث ولصاقات التحذير المناسبة. ويتم إنجاز ذلك في الحقل في كل موقع يتم فيه وضع المصيدة. 
	يمكن حدوث التقويم والقابلية على تحديد الهوية من خلال ذباب ثمار الفاكهة المستهدف الذي تم تعليمه ببعض الطرق بغية تمييزه عن ذباب ثمار الفاكهة البرّي الممسوك. يوضع ذباب ثمار الفاكهة المعلّم في المصائد بغية تقويم مقدرة الصيّاد على خدمة المصائد، كفاءته في التعرّف على الأنواع المستهدفة من ذباب ثمار الفاكهة، ومعرفته بإجراءات الإبلاغ المناسبة عند العثور على ذبابة ثمار فاكهة. ومن نظم التعليم الشائعة الأصبغة المومضة و/أو قص الأجنحة. 
	وفي بعض البرامج التي يتم فيها المسح للاستئصال للمحافظة على المناطق الخالية من الآفات، يمكن تعليم الذباب أيضاً باستعمال ذباب ثمار فاكهة عقيم مشعّع بغية تقليل فرص الخطأ في تحديد هوية ذبابة ثمار الفاكهة المعلّمة على أنها ذبابة ثمار فاكهة بريّة وما يترتب على ذلك من أعمال غير ضرورية من قبل البرنامج. وهناك ضرورة لطريقة مختلفة قليلاً في شروط برنامج إطلاق لذباب ثمار الفاكهة العقيم لتقويم مقدرة الموظفين على تمييز ذباب ثمار الفاكهة البرّي عن ذباب ثمار الفاكهة العقيم الذي تم إطلاقه بدقة. حيث يكون ذباب ثمار الفاكهة المعلّم عقيماً ولكنه يفتقر إلى الصبغة المومضة، لكنه معلم فيزيائياً بقص الأجنحة أو بطريقة أخرى. ويوضع هذا الذباب في عينات المصائد بعد جمعها من الحقل ولكن قبل تفتيشها من قبل المشغلين.
	يتعين تلخيص التقويم في تقرير يفصّل عدد المصائد المفتشة في كل درب التي وجد أنها تمتثل للمعايير المقبولة مثل، رسم الخرائط للمصائد، مكان وضعها، الظرف، الخدمة والفاصل الزمني للتفتيش. ويتعيّن تحديد النواحي التي وجدت ناقصة، كما يجدر عمل توصيات محددة لإصلاح هذه النواقص. 
	ومسك السجلات على نحو ملائم حاسم الأهمية لحسن عمل المصائد. وينبغي إجراء تفتيش لسجلات كل مسار مصيد لضمان أن تكون كاملة ومحدّثة. ويمكن أيضاً استخدام التأكيد الميداني للمصادقة على دقة السجلات. كما يوصى بالحفاظ على نماذج لقسائم خاصة بالأنواع المجمعة من أنواع ذباب الفاكهة الخاضعة للوائح. 
	ترد هذه القائمة لأغراض مرجعية فحسب وليست شاملة. 
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	1. Pest Information
	Viroids are unencapsidated, covalently closed circular single-stranded RNA molecules, 239–401 nucleotides in length that are replicated by host enzymes (Hammond & Owens, 2006). Potato spindle tuber viroid (PSTVd; genus Pospiviroid) is commonly 359 nucleotides in length but PSTVd isolates consisting of 341–364 nucleotides have been reported (Wassenegger et al., 1994; Shamloul et al., 1997; Jeffries, 1998). Mild and severe strains have been described based on symptoms produced in sensitive tomato cultivars; for example, Solanum lycopersicum L. (tomato) cv. Rutgers (Fernow, 1967). 
	The natural host range of PSTVd is relatively narrow. The primary natural hosts are stolon- and tuber-forming Solanum spp.; for example, Solanum tuberosum L. (potato) and S. lycopersicum (tomato). PSTVd has been found also in Capsicum annuum, Persea americana and S. muricatum. PSTVd has been detected in mainly vegetatively propagated ornamental plant species in the family Solanaceae – namely, Brugmansia spp., Cestrum spp., Datura sp., Lycianthes rantonetti, Petunia spp., Physalis peruviana, Solanum spp. and Streptosolen jamesonii – but also in Chrysanthemum sp. and Dahlia × hybrida ﻿in the family Asteraceae (for natural host details, see CABI (n.d.)). The experimental host range of PSTVd is wide and includes species in the family Solanaceae, but also some species in at least nine other families. Most hosts express few or no disease symptoms (Singh, 1973; Singh et al., 2003)
	PSTVd has been found infecting S. tuberosum in some countries or states in Africa, Asia, Eastern Europe, North America (EPPO/CABI, 1997), Central America (Badilla et al., 1999), South America and the Middle East (Hadidi et al., 2003) However, it has a wider geographical distribution in ornamental plant species and other hosts (see CABI (n.d.) for geographical distribution). 
	In Solanum tuberosum the main means of spread of PSTVd is vegetative propagation. It is also spread by contact, mainly by machinery in the field and by cutting seed potato tubers (Hammond & Owens, 2006). PSTVd is transmitted in true potato seed – up to 100% of the seed may be infected (Fernow et al., 1970; Singh, 1970) – and also in pollen (Grasmick & Slack, 1985; Singh et al., 1992). De Bokx and Pirone (1981) reported a low rate of transmission of PSTVd by the aphid Macrosiphum euphorbiae but not by the aphids Myzus persicae or Aulacorthum solani. However, experimental acquisition and transmission of PSTVd by M. persicae from plants co-infected with PSTVd and Potato leafroll virus (PLRV) have been reported (Salazar et al., 1995; Singh & Kurz, 1997). PSTVd was subsequently shown to be heterologously encapsidated within particles of PLRV (Querci et al., 1997), a phenomenon that may have important implications for the epidemiology and spread of PSTVd under field conditions. 
	In Solanum lycopersicum , PSTVd is easily spread by contact and has been shown to be transmitted by pollen and seed (Kryczynski et al., 1988; Singh, 1970). Transmission via tomato seeds has been shown to contribute to the international spread of PSTVd (van Brunschot et al., 2014). It is possible that PSTVd is also spread in infected capsicum seeds (Lebas et al., 2005). 
	Infected ornamental plant species may act as an inoculum source if they are handled before touching other susceptible plants, and they have been shown to be a pathway for the international spread of PSTVd (Navarro et al., 2009; Verhoeven et al., 2010). No transmission of PSTVd was shown with Apis mellifera, Bombus terrestris, Frankliniella occidentalis or Thrips tabaci (Nielsen et al., 2012).
	PSTVd is the only viroid known to naturally infect cultivated species Solanum. However, Mexican papita viroid (MPVd) infects the wild species S. cardiophyllum (Martinez-Soriano et al., 1996). Experimentally, other viroid species in the genus Pospiviroid infect S. tuberosum (Verhoeven et al., 2004).
	In addition to PSTVd, other pospiviroids have been found infecting S. lycopersicum naturally, including Citrus exocortis viroid (CEVd; Mishra et al., 1991), Columnea latent viroid (CLVd; Verhoeven et al., 2004), Mexican papita viroid (MPVd; Ling & Bledsoe, 2009), Pepper chat fruit viroid (PCFVd; Reanwarakorn et al., 2011) Tomato apical stunt viroid (TASVd; Walter, 1987), Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd; Singh et al., 1999) and Tomato planta macho viroid (TPMVd; Galindo et al., 1982).
	2. Taxonomic Information
	Name:    Potato spindle tuber viroid (acronym PSTVd) 
	Synonyms:  potato spindle tuber virus, potato gothic virus, tomato bunchy top virus 
	Taxonomic position:  Pospiviroidae, Pospiviroid 
	Common names:  potato spindle tuber 
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	3.3.3.4 Real-time RT-PCR using the GenPospi assay (Botermans et al., 2013)
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	Symptom appearance and severity depend on PSTVd strain, cultivar and environment. In S. tuberosum, infection may be symptomless or produce symptoms ranging from mild to severe (reduction in plant size and uprightness and clockwise phyllotaxy of the foliage when the plants are viewed from above; dark green and rugose leaves). Tubers may be reduced in size, misshapen, spindle- or dumbbell-shaped, with conspicuous prominent eyes that are evenly distributed (EPPO, 2004). In S. lycopersicum, symptoms include stunting, epinasty, rugosity and lateral twisting of new leaflets, leaf chlorosis, reddening, brittleness, necrosis, reduction in fruit size, and fruit not fully ripening (Mackie et al., 2002; Hailstones et al., 2003; Lebas et al., 2005). In C. annuum, symptoms are subtle, with leaves near the top of the plant showing a wavy-edged margin (Lebas et al., 2005). All ornamental plant species investigated to date do not show symptoms (Verhoeven, 2010). 
	Because PSTVd infections may be asymptomatic, tests are required for detection and identification of the viroid. Detection of PSTVd can be achieved using the biological and molecular tests shown as options in Figure 1, but for identification, the polymerase chain reaction (PCR) product must be sequenced as the tests are not specific for PSTVd and will detect other viroids. Sequencing will also contribute to preventing the reporting of false positives. If pathogenicity is considered to be important, biological indexing may be done. If the identification of PSTVd represents the first finding for a country, the laboratory may have the diagnosis confirmed by another laboratory. 
	Appropriate controls should be included in all tests to minimize the risk of false positive or false negative results. 
	Figure 1. Minimum requirements for the detection and identification of Potato spindle tuber viroid (PSTVd) 
	* Identification may not be needed for every viroid-positive sample in certain situations; for example, when dealing with a PSTVd outbreak. 
	Note: If a viroid is suspected in a sample (i.e. typical symptoms are present) but a test gives a negative result, another of the tests should be carried out for confirmation of the result. 
	This annex is for the detection of PSTVd; it has not been developed for the detection and identification of other pospiviroid species. However, the possible presence of other viroids needs to be considered when choosing a detection and an identification method. Therefore, this annex describes non-specific detection methods that will detect all known viroids; including pospiviroids such as PSTVd. For identification, the PCR product will need to be sequenced. 
	Protocols for the detection of PSTVd in leaf, tuber and botanical (true) seed tissue are described, however, reliable detection in seed tissue is particularly challenging.
	In this diagnostic protocol, methods (including reference to brand names) are described as published, as these defined the original level of sensitivity, specificity and/or reproducibility achieved. Use of names of reagents chemicals or equipment in these diagnostic protocols implies no approval of them to the exclusion of others that may also be suitable. Laboratory procedures presented in the protocols may be adjusted to the standards of individual laboratories, provided that they are adequately validated. Recommendations on method validation in phytodiagnostics are provided by EPPO (2014).
	The performance of a molecular test is determined by both the matrix to be tested and the choice of subsequent sample preparation, nucleic acid extraction, and detection and identification methods. Table 1 provides an overview of validation data that are available for different matrices and combinations of methods. Details of these methods are described in the corresponding paragraphs or indicated references.
	General guidance on sampling methodologies is described in ISPM 31 (Methodologies for sampling of consignments). 
	S. tuberosum microplants and glasshouse-grown S. tuberosum plants For microplants the whole plant should be used as the sample or the top two-thirds of the plant should be sampled under aseptic conditions so as to enable the rest of the plant to continue growing. Microplants should be four to six weeks old with stems of about 5 cm in length and with well-formed leaves. For glasshouse-grown plants a fully expanded leaflet from each plant should be used. Viroid concentration is lower at low temperature and low light levels, so plants should be grown at a temperature of at least 18 °C and with a photoperiod of at least 14 h. Microplants or leaves may be bulked; the bulking rate will depend on the test method used and must be validated. 
	Field-grown S. tuberosum plants A fully expanded non-senescing terminal leaflet from the top of each plant should be used. Leaves may be bulked together for testing; the bulking rate will depend on the test method used and must be validated. 
	S. tuberosum tubers PSTVd is systemically distributed in infected S. tuberosum tubers (Shamloul et al., 1997). It also occurs in almost equal amounts in different parts of both primarily and secondarily infected tubers (Roenhorst et al., 2006). The highest concentration is found immediately after harvest. In tubers stored at 4 °C the concentration does not decrease significantly for up to three months but after six months of storage, it may decrease by more than 104 times. A single core from any part of the tuber can be used as a sample and may be bulked; the bulking rate will depend on the test method used and must be validated.
	Leaves of other crops and ornamental plant species Fully expanded young leaves are used. Leaves may be bulked together for testing; the bulking rate will depend on the test method used and must be validated. Note that the viroid concentration is influenced by the age/maturity of the plants, and there are often seasonal fluctuations. In addition, some species contain biochemicals that may inhibit transmission to test plants (e.g. Brugmansia spp.) or RT-PCR (e.g. Calibrachoa spp., Solanum jasminoides and S. jamesonii).
	Seed Viroid concentration may vary greatly between seeds and the level of infection may vary from less than 1 to 100%. This makes it very difficult to recommend a sample size and bulking rate (EUPHRESCO, 2010). For S. lycopersicum, bulking rates of 100–1 000 have been used for a single test. The bulking rate will depend on the test method used and must be validated.
	Potato seeds may be sown in growing medium (e.g. compost) in trays and the seedlings/plants tested non-destructively using the same procedure described for glasshouse-grown plants (EPPO, 2006). 
	Inoculation of S. lycopersicum plants (cultivars Rutgers, Moneymaker or Sheyenne) will allow the detection of many but not all viroids (e.g. tomato is not a host of the pospiviroid Iresine viroid 1 (IrVd-1; Spieker, 1996; Verhoeven et al., 2010)) and will provide visual evidence of pathogenicity. However, some isolates may not be detected because of the absence of symptoms. Moreover, symptoms may not be diagnostic for PSTVd. Biological indexing may require a great deal of greenhouse space, it is labour intensive, and several weeks or more may be needed before the test is completed. No work has been done to compare the sensitivity of this method with other methods described in this protocol. If it is less sensitive than the molecular methods, it might be less suitable for testing seed. However, it is possible that the viroid may be amplified in biological indexing to a level that allows detection by other methods. 
	Approximately 200–500 mg leaf, root or tuber tissue is ground in a small quantity of 0.1 M phosphate inoculation buffer (a 1:1 dilution is adequate) containing carborundum (400 mesh). Phosphate buffer (pH 7.4) is made by combining 80.2 ml of 1 M K2HPO4 with 19.8 ml of 1 M KH2PO4 and adjusting the volume to 1 litre with distilled water. 
	Young tomato plants with one or two fully expanded leaves are inoculated. Using a gloved finger, a cotton bud, or a cotton swab dipped into the inoculum, the leaf surface is gently rubbed with the inoculum and then the leaves are immediately rinsed with water until the carborundum has been removed. The plants are grown with a diurnal temperature fluctuation of 24–39 °C under a photoperiod of 14 h supplemented with sodium vapour illumination of approximately 650 μE/m2/s (Grassmick & Slack, 1985). Lower temperatures and less illumination may reduce the sensitivity of the assay. The plants are inspected weekly for symptoms for up to six weeks after inoculation. Symptoms of PSTVd infection include stunting, epinasty, rugosity and lateral twisting of new leaflets, leaf chlorosis, reddening, brittleness and necrosis. 
	A bioassay on tomato will allow detection of many pospiviroids (except IrVd-1, see above); therefore, RT-PCR should be carried out on the nucleic acid extracted from symptomatic indicator plants and the PCR product should be sequenced for identification. 
	Microplants, leaf material and roots Mortars and pestles or homogenizers (e.g. Homex 6 (Bioreba)) with extraction bags (Bioreba) have been used successfully to grind material. Adding a small quantity of water or lysis buffer (the composition of which depends on the method used for nucleic acid extraction) or freezing the sample (e.g. in liquid nitrogen) may facilitate homogenization.
	The following procedure has been validated (see Table 1) in combination with nucleic acid extraction using the magnetic bead extraction method 2 and the real-time RT-PCR GenPospi assay described in this annex. About 1 g tissue is homogenized in an extraction bag using a Homex 6 or handheld homogenizer (Bioreba) with 3.5 ml (range 1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer (6 M guanidine hydrochloride; 0.2 M sodium acetate, pH 5.2; 25 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA); 2.5% polyvinylpyrrolidone (PVP)-10). Samples are then incubated for 10 min at 65 (C at 850 r.p.m. in a thermomixer (or by shaking (invert the tube 3 times) and additional centrifugation for 2 min at 16 000 g) before nucleic acid extraction. 
	S. tuberosum tubers Tuber cores are thoroughly homogenized in water or lysis buffer (the composition of which depends on the method used for nucleic acid extraction; 1 ml per g tuber core). A grinder such as the Homex 6 with extraction bags has been used successfully. Freezing the cores (e.g. at –20oC) before adding the water or lysis buffer facilitates homogenization. 
	Seeds For small numbers of seeds (<100), a tissue lyser (e.g. Retsch TissueLyser (Qiagen)) may be used. For larger numbers of seeds, a paddle blender (e.g. MiniMix (Interscience)) or homogenizer (e.g. Homex 6) with a minimum quantity of lysis buffer (the composition of which depends on the method used for nucleic acid extraction) may be used. Seeds may also be crushed with a hammer (Bertolini et al., 2014b) or by using a mortar and pestle. The latter may not be practical for routine use as cross-contamination may be difficult to control. Alternatively, liquid nitrogen may be used to freeze the sample, after which it is ground in a cell mill (this method can also be used for other tissue types). 
	The following procedure has been validated (see Table 1) in combination with nucleic acid extraction using the magnetic bead extraction method 2 and the real-time RT-PCR assay of Boonham et al. (2004) described in this annex. Each of three subsamples of 1 000 seeds are soaked in 20 ml GH plus lysis buffer in a 100 ml BagPage (Interscience) for 30–60 min at room temperature, homogenized for 90 s using a BagMixer (Interscience) and incubated (or shaken and centrifuged as described for microplants, leaf material and roots) before nucleic acid extraction
	Tissue print and/or squash Leaf pedicels or detached shoots are pressed onto nylon membranes. Several partially overlapping imprints or squashes from different leaves and/or detached shoots may be made on approximately 0.5 cm2 nylon membrane according to Bertolini et al. (2008, 2014a). The membrane containing the immobilized sample is cut and inserted into a micro tube. The immobilized sample should be handled with clean tweezers. The tissue-printed or squashed samples can be stored at room temperature in a dark and dry environment for at least three months. For extraction of target RNA from the membranes, 100 μl glycine buffer is added to each micro tube containing an immobilized sample, which is then vortexed and placed on ice until PCR amplification.
	A wide range of nucleic acid extraction methods may be used, from commercial kits to methods published in scientific journals. The following nucleic acid extraction kits, buffers and procedures have been used successfully for the detection of PSTVd. 
	Commercial kits Commercial extraction kits such as RNeasy (Qiagen), MasterPure (Epicentre) and Sbeadex maxi plant kit (LGC Genomics) may be used according to the manufacturer’s instructions. RNeasy was evaluated for the extraction of PSTVd RNA from different matrices as part of the EUPHRESCO Detection and Epidemiology of Pospiviroids (DEP) project (EUPHRESCO, 2010). 
	Method described by Mackenzie et al. (1997) Plant tissue is homogenized (1:10 (w/v)) in lysis buffer (4 M guanidine isothiocyanate, 0.2 M sodium acetate, 25 mM EDTA, 2.5% PVP-40 (w/v, and 1% 2-mercaptoethanol (v/v) added just before use). One millilitre of homogenate is then mixed with 100 μl of 20% sarkosyl (w/v) and incubated at 70 oC for 10 min in a thermomixer, with agitation at 1 200 r.p.m.. This method can be used to extract quality RNA from a wide range of plant species. 
	Method using EDTA buffer Plant tissue may be homogenized (1:4 (w/v)) in a simple lysis buffer (50 mM NaOH, 2.5 mM EDTA) and then incubated (at approximately 25° C for 15 min) or centrifuged (at 12 000 g at 4 °C for 15 min). The supernatant can then, depending on the level of sensitivity required, either be used directly for RT-PCR (less sensitive) or spotted onto a nitrocellulose membrane and eluted using sterile distilled water (more sensitive) (Singh et al., 2006). Although the concentration of viroid is lower for the EDTA method than for the other extraction methods described, this should not be a limiting factor when the method is used with RT-PCR or the digoxigenin (DIG) probe. The method has been used with S. lycopersicum and S. tuberosum and a range of ornamental plant species. 
	Phenol–chloroform and two-step PEG extraction Plant tissue is homogenized and nucleic acid extracted as described by EPPO (2004). This method has been used in combination with return (R)-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), DIG-RNA probe and the conventional RT-PCR methods described in this diagnostic protocol for a wide range of plant species and tissue types (e.g. leaves and potato tubers). 
	CTAB extraction Plant tissue is homogenized and nucleic acid extracted as described in EPPO (2004). The cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) method has been used with real-time RT-PCR for a wide range of plant species and tissue types (e.g. leaves and tomato seeds; EUPHRESCO, 2010). 
	Magnetic bead extraction method 1 The following automated procedure is based on use of the KingFisher mL Magnetic Particle Processor (Thermo Scientific). With appropriate adjustment of volumes, other KingFisher models may be used. 
	For each sample, at least 200 mg leaf or tuber tissue or up to 100 seeds are macerated, and then extraction buffer is added immediately at a ratio of 1g leaf or tuber tissue to 10 ml buffer and 1 g seed to 20 ml buffer. Maceration is continued until a clear cell lysate with minimal intact tissue debris is obtained. Extraction buffer consists of 200 μl of 8.39% (w/v) tetrasodium pyrophosphate (TNaPP) solution (pH 10.0–10.9) and 100 μl Antifoam B Emulsion (Sigma) added to 9.8 ml guanidine lysis buffer (GLB). GLB consists of: 764.2 g guanidine hydrochloride, 7.4 g disodium EDTA dehydrate, 30.0 g PVP-10, 5.25 g citric acid monohydrate, 0.3 g tri-sodium citrate, 5 ml Triton X-100, 250 ml absolute ethanol and 750 ml water. 
	Approximately 2 ml lysate is decanted into a fresh microcentrifuge tube, which is centrifuged at approximately 5 000 g for 1 min. One millilitre of supernatant is removed and placed in the first tube (A) of the KingFisher mL rack, to which 50 µl vortexed MAP Solution A magnetic beads (Invitek) are added. Tube B has 1 ml GLB added to it; tubes C and D, 1 ml of 70% ethanol; and tube E, 200 µl water or 1× Tris-EDTA buffer. 
	The tube strip is placed in the KingFisher mL and the programme (see Figure 2) is run. After 20 min, the machine will pause to allow a heating step. The tube strip is placed in an oven at 65–70 °C for 5 min and then returned to the KingFisher mL, and the programme is resumed. Other models may have a heating or holding evaporation step built in. On completion, the eluted nucleic acids are transferred to a new microcentrifuge tube.
	This method has been used for a wide range of plant species as well as for potato tubers and tomato seeds. The method has been used with two of the real-time RT-PCR assays described in this annex (see sections 3.3.3.4 and 3.3.4.2). Cycle threshold (Ct) values several cycles higher than those for the other extraction methods described in this annex may be expected using the magnetic bead extraction method 1, but the increased throughput of samples that is achievable makes it a valuable extraction method (Roenhorst et al., 2005). 
	Plate layout Default: Plate type = KingFisher tubestrip 1000 µl; Plate change message = Change Default 
	A: volume = 1000, name = Cell lysate or tissue homogenate; volume = 50, name = Magnetic particles; 
	B: volume = 1000, name = Washing buffer 1 (Various); C: volume = 1000, name = Washing buffer 2 (Various); D: volume = 1000, name = Washing buffer 3 (Various); E: volume = 200, name = Elution buffer (Various) 
	STEPS COLLECT BEADS Step parameters: Name = Collect Beads; Well = A, Default; Beginning of step: Premix = No; Collect parameters: Collect count = 1. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time = 4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix Bind; Bind parameters: Bind time = 4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = No. BIND Step parameters: Name = Lysing, Well = A, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 1min 0s, speed = Fast dual mix; Bind parameters: Bind time = 4min 0s, speed = Slow; End of step: Collect beads = Yes, count = 4. WASH Step parameters: Name = Washing, Well = B, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. WASH Step parameters: Name = Washing, Well = C, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. WASH Step parameters; Name = Washing, Well = D, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 0s, speed = Fast; Wash parameters: Wash time = 3min 0s, speed = Fast dual mix; End of step: Collect beads = Yes, count = 3. ELUTION Step parameters; Name = Elution, Well = E, Default; Beginning of step: Release = Yes, time = 10s, speed = Fast; Elution parameters: Elution time = 20s, speed = Bottom very fast; Pause parameters: Pause for manual handling = Yes, message = Heating, Post mix time = 30s, speed = Bottom very fast; Remove beads: Remove beads = Yes, collect count = 4, disposal well = D 
	Figure 2. Programme for the KingFisher mL Magnetic Particle Processor (Thermo Scientific)
	Magnetic bead extraction method 2 This automated procedure uses the Sbeadex maxi plant kit (LGC Genomics) with the KingFisher 96 system (Thermo Scientific). The manufacturer’s instructions should be followed except that GH plus lysis buffer is used instead of lysis buffer PN that is part of the kit.
	R-PAGE has been recommended as a detection method for PSTVd infecting S. tuberosum leaves (EPPO, 2004), but it was less sensitive (limit of detection (LOD) 87 893 pg PSTVd) than the other molecular methods evaluated (LOD at least 17 pg PSTVd) in a ring test with DIG-labelled cRNA probe, two-step conventional RT-PCR using the primers of Shamloul et al. (1997) and the real-time method of Boonham et al. (2004) (Jeffries & James, 2005; see also Table 1). 
	This method has also been used successfully with other host plants; for example, C. annuum, S. tuberosum (tubers) and S. lycopersicum. Because of its low sensitivity, bulking of samples would need to be validated. 
	R-PAGE will detect all known pospiviroids; therefore, for identification of PSTVd, RT-PCR on the nucleic acid followed by sequencing of the PCR product must be carried out. 
	This method has been recommended for detection of PSTVd infecting S. tuberosum leaves (EPPO, 2004). Sensitivity for the detection of PSTVd in S. tuberosum leaves was at least 17 pg PSTVd (Jeffries & James, 2005). Other hosts have been tested successfully, including Petunia spp., S. jasminoides, S. lycopersicum and S. tuberosum (tubers). 
	The probe used is based on a full-length monomer of PSTVd produced by Agdia, Inc.9 (cat. no. DLP 08000/0001). This probe should be used according to the manufacturer’s instructions, or refer to EPPO (2004) for details of the method. In addition to the Ames buffer (EPPO, 2004), polyethylene glycol (PEG) and other extraction buffers may be used for nucleic acid extraction. 
	This DIG-labelled cRNA probe method will detect all known pospiviroids, therefore, for identification of PSTVd, RT-PCR on the nucleic acid followed by sequencing of the PCR product must be carried out. 
	The primers used in this assay are the Pospi1 and Vid primers of Verhoeven et al. (2004). The Pospi1 primers will detect CEVd, Chrysanthemum stunt viroid (CSVd), IrVd-1, MPVd, PCFVd, PSTVd, TASVd, TCDVd and TPMVd. The Vid primers will detect PSTVd, TCDVd and, additionally, CLVd. Using the Pospi1 and Vid primers in two separate reactions will allow detection of all pospiviroids. However, sequence mismatch at critical positions of the primer target site may prevent the detection of some pospiviroid isolates (e.g. an isolate of CLVd was not detected using these primers; Steyer et al., 2010) and additional primers to detect these isolates will be required. In silico studies have shown that the following PSTVd isolates may not be detected because of primer–sequence mismatch at critical positions: Pospi1 primers: EU879925, EU273604, EF459697, AJ007489, AY372398, AY372394, FM998551, DQ308555, E00278; Vid primers: EU2736042. The Pospi1 primers are much more sensitive than the Vid primers for the detection of PSTVd. 
	Pospi1-FW: 5´-GGG ATC CCC GGG GAA AC-3´ (nucleotide (nt) 86–102) 
	Pospi1-RE: 5´-AGC TTC AGT TGT (T/A)TC CAC CGG GT-3´ (nt 283–261) 
	Vid-FW: 5´-TTC CTC GGA ACT AAA CTC GTG-3´ (nt 355–16) 
	Vid-RE: 5´-CCA ACT GCG GTT CCA AGG G-3´ (nt 354–336) 
	The One-Step RT-PCR Kit (Qiagen) has been shown to be reliable when used for the detection of PSTVd, CEVd, CLVd, CSVd, TASVd and TCDVd in individual samples (EUPHRESCO, 2010) and for other pospiviroids listed at the start of this section. It is not necessary to use the Q-solution described by EUPHRESCO (2010). Although various RT-PCR kits and reaction conditions may be used, they should be validated to check that they are fit for the purpose intended, with all relevant pospiviroids detected.
	Two microlitres of template is added to 23 μl master mix comprising 1.0 μl each of forward and reverse primer (10 µM), 5 μl of 5× One-Step RT-PCR buffer, 1.0 μl One-Step RT-PCR enzyme mix, 1.0 μl dNTPs (10 mM each dNTP) and 14 μl water. The thermocyling programme is as follows: 50 °C for 30 min; 95 °C for 15 min; 35 cycles of 94 °C for 30 s, 62 °C for 60 s and 72 °C for 60 s; and a final extension step of 72 °C for 7 min. 
	After RT-PCR, the PCR products (approximately 197 bp and 359 bp for the Pospi1 and Vid primers, respectively) should be analysed by gel electrophoresis (2% agarose gel) and the PCR amplicons of the correct size sequenced to identify the viroid species. In practice, sequencing the 197 bp product has always resulted in the same identification as sequencing the complete viroid genome. 
	The GenPospi assay uses TaqMan real-time RT-PCR to detect all known species of the genus Pospiviroid. It consists of two reactions running in parallel: the first (reaction mix 1) targets all pospiviroids except CLVd (Botermans et al., 2013); the second (reaction mix 2) specifically targets CLVd (Monger et al., 2010). To monitor the RNA extraction a nad5 internal control based on primers developed by Menzel et al. (2002) to amplify mRNA from plant mitochondria (the mitochondrial NADH dehydrogenase gene) is included. Method validation (see Table 1) on tomato leaves showed that the GenPospi assay detected isolates from all the known pospiviroid species up to a relative infection rate of 0.13% (which equals a 1:770 dilution). The assay was specific as no cross-reactivity was observed with other viroids, viruses or nucleic acid from host plants. Repeatability and reproducibility were 100% and the assay appeared robust in an inter-laboratory comparison. The GenPospi assay has been shown to be a suitable tool for large-scale screening for pospiviroid species. The assay will need to be validated for matrices other than tomato leaves.
	Primers 
	TCR-F 1-1: 5´-TTC CTG TGG TTC ACA CCT GAC C-3´ (Botermans et al., 2013) 
	TCR-F 1-3: 5´-CCT GTG GTG CTC ACC TGA CC-3´ (Botermans et al., 2013) 
	TCR-F 1-4: 5´-CCT GTG GTG CAC TCC TGA CC-3´ (Botermans et al., 2013) 
	TCR-F PCFVd: 5´-TGG TGC CTC CCC CGA A-3´ (Botermans et al., 2013) 
	TCR-F IrVd: 5´-AAT GGT TGC ACC CCT GAC C-3´ (Botermans et al., 2013) 
	TR-R1: 5´-GGA AGG GTG AAA ACC CTG TTT-3´ (Botermans et al., 2013) 
	TR-R CEVd: 5´-AGG AAG GAG ACG AGC TCC TGT T-3´ (Botermans et al., 2013) 
	TR-R6: 5´-GAA AGG AAG GAT GAA AAT CCT GTT TC-3´ (Botermans et al., 2013) 
	CLVd-F: 5´-GGT TCA CAC CTG ACC CTG CAG-3´ (Monger et al., 2010) 
	CLVd-F2: 5´-AAA CTC GTG GTT CCT GTG GTT-3´ (Monger et al., 2010) 
	CLVd-R: 5´-CGC TCG GTC TGA GTT GCC-3´ (Monger et al., 2010) 
	nad5-F: 5´-GAT GCT TCT TGG GGC TTC TTG TT-3´ (Menzel et al., 2002) 
	nad5-R: 5´-CTC CAG TCA CCA ACA TTG GCA TAA-3´ (Menzel et al., 2002) 
	Probes 
	pUCCR: 6FAM-5´-CCG GGG AAA CCT GGA-3´-MGB (Botermans et al., 2013) 
	CLVd-P: 6FAM-5´-AGC GGT CTC AGG AGC CCC GG-3´-BHQ1 (Monger et al., 2010) 
	nad5-P: VICr-5´-AGG ATC CGC ATA GCC CTC GAT TTA TGT G-3´-BHQ1 (Botermans et al., 2013)
	The two reaction mixes are based on the TaqMan RNA to Ct 1-Step Kit (Applied Biosystems). 
	Reaction mix 1 (all pospiviroids except CLVd + nad5) 
	The reaction mix consists of 12.5 µl of 2× TaqMan RT-PCR mix, 0.6 µl of 1× TaqMan RT enzyme mix, 0.75 µl (10 µM) forward primers (TCR-F 1-1, TCR-F 1-3, TCR-F 1-4, TCR-F IrVd, TCR-F PCFVd and nad5-F) and reverse primers (TR-R1, TR-R CEVd, TR-R6 and nad5-R) (final concentration 0.3 µM each), 0.25 µl (10 µM) TaqMan probe pUCCR (final concentration 0.1 µM) and 0.5 µl (10 µM) TaqMan probe nad5-P (final concentration 0.2 µM). Molecular grade water and 2 µl RNA template are added to make a final volume of 25 µl. 
	Reaction mix 2 (CLVd + nad5) 
	The reaction mix consists of 12.5 µl of 2× TaqMan RT-PCR mix, 0.6 µl of 1× TaqMan RT enzyme mix, 0.75 µl (10 µM) forward primers (CLVd-F, CLVd-F2 and nad5-F) and reverse primers (CLVd-R and nad5-R) (final concentration 0.3 µM each), 0.25 µl (10 µM) TaqMan probe CLVd-P (final concentration 0.1 µM) and 0.5 µl (10 µM) TaqMan probe nad5-P (final concentration 0.2 µM). Molecular grade water and 2 µl RNA template are added to make a final volume of 25 µl. 
	Thermocycling conditions for both reaction mixes are 48 ºC for 15 min, 95 ºC for 10 min, followed by 40 cycles of (95 ºC for 15 s and 60 ºC for 1 min). 
	For this method, Botermans et al. (2013) interpreted Ct values <32 as positive; those between 32 and 37 as inconclusive, requiring confirmation; and those ≥37 as negative. However, these values may exclude low levels of infection in some tissues, and will need to be defined in each laboratory. 
	The RT-PCR primers used in this assay are those of Shamloul et al. (1997), which are also described by Weidemann and Buchta (1998). The primers will detect MPVd, PSTVd, TCDVd and TPMVd. In silico studies have shown that the following PSTVd isolates may not be detected because of primer–sequence mismatch at critical positions: AY372394, DQ308555, EF459698 for the reverse primer. If RNA was not amplified using these primers, the Vid primers may be used.
	Primers 
	3H1-F: 5´-ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGC GAA C-3´ (nt 89–113) 
	2H1-R: 5´-CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG-3´ (nt 88–69) 
	Method 1 (SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen)) 
	For each reaction, 1 µl template RNA is added to 24 µl master mix consisting of 1.7 µl each of forward and reverse primer (15 µM), 12.5 µl of 2× Reaction Buffer, 0.5 µl RT/Platinum Taq and 7.6 µl water. The thermocycling programme is as follows: 43 °C for 30 min, 94 °C for 2 min, then 10 cycles of 94 °C for 30 s, 68 °C for 90 s and 72 °C for 45 s, followed by 20 cycles of 94 °C for 30 s, 64 °C for 90 s and 72 °C for 45 s, with a final extension of 72 °C for 10 min and 20 °C for 1 min. 
	Method 2 (two-step RT-PCR) 
	Using the two-step RT-PCR, the sensitivity for the detection of PSTVd in S. tuberosum is at least 17 pg PSTVd – the lowest concentration tested, but the sensitivity achieved varies between laboratories, with most laboratories detecting at least 89 pg PSTVd (Jeffries & James, 2005). See EPPO (2004) for a description of method 2. 
	After RT-PCR, the PCR products (approximately 360 bp) are analysed by gel electrophoresis as described and PCR amplicons of the correct size are sequenced to identify the viroid species. 
	An internal control assay using nad5 primers (Menzel et al., 2002) has been used with this method in a simplex (separate) reaction (Seigner et al., 2008). Primers are used at a final concentration of 0.2 μM. The amplicon is 181 bp. 
	nad5 sense: 5´-GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT-3´ (nt 968–987 and 1836–1838) 
	nad5 antisense: 5´-CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA-3´ (nt 1973–1995) 
	The primers and probe used for this assay are those described by Boonham et al. (2004). However, neither this assay nor any of the published real-time assays will specifically identify PSTVd. If a positive is obtained by real-time RT-PCR, the identity of the viroid will need to be determined using conventional RT-PCR and sequencing. 
	The assay will detect PSTVd, MPVd, TCDVd and TPMVd. Sensitivity for the detection of PSTVd in S. tuberosum using the CTAB extraction method was at least 17 pg PSTVd, the lowest concentration tested (Jeffries & James, 2005). By testing variants of PSTVd and synthetic oligonucleotides it has been shown that this assay detects all known sequence variants. These were identified from in silico studies as primer–sequence mismatches with the potential for failure of detection (Boonham et al., 2005). However, the divergent isolates VIR-06/7L and VIR-06/10L described recently by Owens et al. (2009) may not be detected because of the insertion of (an) additional base(s) at the probe binding site (W. Monger, personal communication, 2011). 
	Primers 
	PSTV-231-F: 5´-GCC CCC TTT GCGCTG T-3´ (nt 232–247) 
	PSTV-296-R: 5´-AAG CGG TTC TCG GGA GCT T-3´ (nt 297–279) 
	PSTV-251T: FAM-5´-CAG TTG TTT CCA CCG GGT AGTAGC CGA-3´ TAMRA (nt 278–252) 
	The internal control COX primers amplify the cytochrome oxidase 1 gene found in plant mitochondria (Weller et al., 2000). 
	COX-F: 5´-CGT GCG ATT CCA GAT TAT CCA-3´ 
	COX-R: 5´-CAA CTA CGG ATA TAT AAG RRC CRR ACC TG-3´ 
	COXsol-1511T: VIC-5´-AGG GCA TTC CAT CCA GCG TAA GCA-3´ TAMRA 
	The reaction mix is for a 96-well plate and is a modification of the EPPO method (EPPO, 2004) as it incorporates a duplex reaction for detection of PSTVd and COX and a simplex reaction for detection of  PSTVD (Roenhorst et al., 2005). 
	The reaction mix consists of 13.75 µl water, 25 µl of 2× Master Mix (Applied Biosystems), 1.25 µl of 40× MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems), 1.5 µl of each primer PSTV-231-F and PSTV-296-R (10 μM) and 1.0 µl probe PSTV-251T (5 µM). This reaction mix is divided equally into two volumes of 22 µl, A and B. Two microlitres of water is added to A and to B is added 0.75 µl of each COX primer (10 µM) and 0.5 µl of the probe COXsol-1511T (5 µM). One microlitre of RNA target is added to each of A and B to make a final reaction mix of 25 µl for each well of the reaction plate. With reaction mix A, PSTVd will be detected and with reaction mix B, PSTVd and COX will be detected in a duplex reaction. 
	Thermocycling conditions are 48 °C for 30 min, 95 °C for 2 min and 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min. 
	The primers and probe used in this assay are those described by Bertolini et al. (2010) and they are available as a kit from Plant Print Diagnòstics (Ref. PSTVd/100). The assay will detect CLVd, PSTVd and TCDVd. All 327 PSTVd isolates present in GenBank should be detected because in silico studies showed that all primer–sequence mismatches were in non-critical positions (N. Duran-Vila, personal communication, 2014).
	Validation data are provided in Table 1.
	Primers 
	PSTVd-F: 5’-CCT TGG AAC CGC AGT TGG T-3’ (nt 339–357)
	PSTVd-R: 5’-TTT CCC CGG GGA TCC C-3’ (nt 87–102)
	PSTVdP: FAM-5’-TCCTGTGGTTCACACCTGACCTCCTGA-3’ TAMRA (nt 19–45)
	The PCR cocktail contains lyophilized primers and probe (provided in the kit) to which any commercial RT-PCR master mix can be added. For each reaction, 3 µl template RNA is added to 9 µl PCR cocktail consisting of 6 µl commercial 2× RT-PCR buffer, 0.6 µl of each of forward and reverse primer (10 µM), 0.36 µl TaqMan probe (5 µM), 0.5 µl of 25× RT-PCR enzyme mix and 0.94 µl water to make a final reaction volume of 12 µl.
	Thermocycling conditions are 45 °C for 10 min, 95 °C for 10 min and 40 cycles of (95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min).
	For this method a sample is considered positive when it produces a Ct value of <40 and negative controls are negative (no amplification). A sample is considered negative when it produces a Ct value of ≥40 and the positive controls show amplification. 
	For the test result obtained to be considered reliable, appropriate controls – which will depend on the type of test used and the level of certainty required – should be considered for each series of nucleic acid isolation and amplification of the target pest or target nucleic acid. For RT-PCR, a positive nucleic acid control, an internal control and a negative amplification control (no template control) are the minimum controls that should be used. 
	Positive nucleic acid control This control is used to monitor the efficiency of the assay (apart from the extraction). Pre-prepared (stored) viroid nucleic acid, whole genome amplified DNA or a synthetic control (e.g. cloned PCR product) generated using the same primer pair as used for detection may be used. A limit of detection control (not mandatory) may also be used. 
	Internal control For conventional and real-time RT-PCR, a plant housekeeping gene (HKG) such as COX or NAD should be incorporated into the RT-PCR protocol to eliminate the possibility of false negatives due to nucleic acid extraction failure or degradation or the presence of PCR inhibitors. Preferably, the internal control primers should be used in a duplex reaction with the pospiviroid/PSTVd primers. However, as this may be difficult to achieve without reducing the sensitivity of the test for the viroid, it is recommended, where practical, to run a duplex reaction of the pospiviroid/PSTVd primers with the HKG primers and also a simplex reaction with only pospiviroid/PSTVd primers. 
	The nad5 mitochondrial NADH dehydrogenase 5 gene fragment has been shown to be a reliable indicator of the performance of the extraction procedure and RT step for conventional RT-PCR (Menzel et al., 2002). It has been tested against many plant species, including S. tuberosum and other Solanum species (S. bonariensis, S. dulcamara, S. jasminoides, S. nigrum, S. pseudocapsicum, S. rantonnetii and S. sisymbrifolium), Acnistus arborescens, Atropa belladonna, Brugmansia spp., Capsicum spp., Cestrum spp., Lochroma cyanea, Nicotiana spp. and Physalis spp. (Seigner et al., 2008). The nad5 primers span an intron and will therefore not amplify from DNA. RNA is amplified after the intron is removed. 
	Although COX has been used as an internal control in this protocol, COX primers will amplify RNA and DNA. It therefore provides only an indication of the quality of amplifiable DNA rather than RNA alone and does not control the RT step. 
	When the internal control COX or nad5 is not mentioned in the description of a PCR method, the laboratory should choose an internal control and validate it. 
	Negative amplification control (no template control) This control is necessary for conventional and real-time RT-PCR to rule out false positives due to contamination during preparation of the reaction mixture. PCR-grade water that was used to prepare the reaction mixture is added at the amplification stage. 
	Positive extraction control This control is used to ensure that target viroid nucleic acid extracted is of sufficient quantity and quality for RT-PCR and that the target viroid is detectable. Viroid nucleic acid is extracted from infected host tissue or healthy plant tissue that has been spiked with the viroid. 
	The positive control should be approximately one-tenth of the amount of leaf tissue used per plant for the RNA extraction. If bulking of samples is done then the quantity of positive control should be adjusted accordingly (e.g. 10 lots of 20 mg sample bulked for RNA extraction, 2 mg infected leaf + 198 mg healthy potato tissue). If this is not detected then the test should be repeated or the bulking rate reduced until reliable detection is achieved. 
	For RT-PCR, care needs to be taken to avoid cross-contamination due to aerosols from the positive control or from positive samples. The positive control used in the laboratory should be sequenced so that this sequence can be readily compared with the sequence obtained from PCR amplicons of the correct size. Alternatively, synthetic positive controls can be made with a known sequence that, again, can be compared with PCR amplicons of the correct size. 
	Negative extraction control This control is used to monitor contamination during nucleic acid extraction and/or cross-reaction with the host tissue. The control comprises nucleic acid that is extracted from uninfected host tissue and subsequently amplified. Multiple controls are recommended to be included when large numbers of positive samples are expected. 
	The viroid-specific PCR will be considered valid only if: 
	- the positive nucleic acid control produces the correct size product for the viroid; and 
	- no amplicons of the correct size for the viroid are produced in the negative extraction control and the negative amplification control. 
	If the COX and/or nad5 internal control primers are also used, then the negative (healthy plant tissue) control (if used), positive nucleic acid control, and each of the test samples must produce a 181 bp band (nad5). Failure of the samples to amplify with the internal control primers suggests, for example, that the nucleic acid extraction has failed, the nucleic acid has not been included in the reaction mixture, the RT step has failed, compounds inhibitory to PCR are present in the nucleic acid extract, or the nucleic acid has degraded. 
	A sample will be considered positive if it produces an amplicon of the correct size. For identification of the viroid species the PCR product must be sequenced. 
	The real-time RT-PCR will be considered valid only if: 
	- the positive nucleic acid control produces an amplification curve with the viroid-specific primers; and 
	- no amplification curve is seen (i.e. Ct value is 40 or other Ct value defined by the laboratory after validation) with the negative extraction control and the negative amplification control. 
	If the COX and nad5 internal control primers are also used, then the negative control (if used), positive nucleic acid control, and each of the test samples must produce an amplification curve. Failure of the samples to produce an amplification curve with the internal control primers suggests, for example, that the nucleic acid extraction has failed, the nucleic acid has not been included in the reaction mixture, compounds inhibitory to PCR are present in the nucleic acid extract, or the nucleic acid has degraded. 
	A sample will be considered positive if it produces a typical amplification curve. Specific information on the Ct cut-off value for two methods is provided in sections 3.3.3.4 and 3.3.4.3. 
	4. Identification
	4.1 Sequencing and sequence analysis

	PSTVd should be identified by sequencing the product obtained from the conventional RT-PCR methods using the Shamloul or Vid primers described in sections 3.3.4.1 and 3.3.3.3, respectively, and by searching for a sequence match on the public genetic sequence databases. Sequence analysis specialists may be needed to assist in identification. If the PCR product is weakly amplified or if the sample is infected by more than one pospiviroid, cloning the PCR product may be effective in enabling a sequence to be obtained. 
	A positive sample detected by real-time RT-PCR, should, if required for confirmation, be retested using conventional RT-PCR to enable the product to be sequenced and identified. Sequencing the real-time PCR product directly will give sequence information that does not allow reliable identification. It will allow the PCR product to be identified as a viroid but will not allow species identification or discrimination from the positive control used. However, because of the increased sensitivity of the real-time RT-PCR, a product may not be obtained with conventional RT-PCR. In the case of bulked samples, retesting smaller subsamples might increase the reliability of amplification by conventional RT-PCR. Alternatively, samples may be inoculated in tomato plants to increase the concentration of the viroid to levels that may be detectable by conventional RT-PCR. However, this approach has not been evaluated and if results are inconclusive then resampling and testing may be required.
	Sequence analysis should only be done by an experienced person. If facilities are not available for sequencing to be done in-house, a commercial company should be used. The company will specify their requirements for the sequencing of PCR products. The purified product (and forward and reverse primers if requested) is sent to the company to carry out the sequencing. Some companies may also purify the product if required.
	If sequencing is done in-house, the methods should be established and followed. Each strand of the PCR product should be sequenced, using the PCR primers as the sequencing primers. The two independently sequenced DNA strands (from using forward and reverse primers) should be assembled into a single contig, confirming the base call (identity) of each nucleotide site. It is preferable to use assemblers (e.g. Geneious, CLC Genomics Workbench or Lasergene software) that use electropherograms (trace files) for the analysis. Disagreements between the two strands should be coded as ambiguous bases in the edited sequence. The edited consensus sequence (determined by comparing the two strands) can then be compared with pospiviroid sequences in a relevant database. In the case of a mixed infection, the chromatogram may not be readable and the PCR product should be cloned and sequenced. 
	Careful alignment is required for pospiviroids where a few nucleotide differences may be critical in identifying the viroid as a regulated or a non-regulated pest. For initial identification of PSTVd, the primer sequences (Shamloul or Vid primers) in the consensus sequence may be kept because these primers are located in the most conserved regions of the viroid genome and are not likely to influence identification. A-overhangs built in by the polymerase during elongation have to be removed if observed. For identification, it is advisable to use an edited consensus sequence starting at position 1 of the viroid genome for comparison with one of the comprehensive nucleotide databases. The search should be done in the GenBank non-redundant nucleotide database at the website of the National Centre for Biotechnology Information (NCBI) or the European Nucleotide Archive at the website of the European Molecular Biology Laboratory (EMBL) by using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). In addition, identification should be based on specific clustering of BLAST hit results in (neighbour joining) tree view.
	According to the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) the main criterion for species identification is more than 90% sequence identity (Owens et al., 2011). However, if the sequence obtained shows identity close to 90%, additional parameters should be included, such as biological properties. The ICTV Viroid Study Group is currently discussing the viroid classification and the criteria for species demarcation. 
	When 100% sequence accuracy is required, for example when a sequence is to be submitted to a database or when a new viroid species is suspected, it is necessary to perform a second PCR. This PCR will cover the region of the primer sequences used for the first PCR as well as any ambiguous bases from the first PCR. Design of a new set of primers from the initial sequence may be required for this purpose, but the use of the Shamloul and Vid primer-pairs may be sufficient. 
	5. Records
	Records and evidence should be retained as described in ISPM 27 (Diagnostic protocols for regulated pests).
	In instances where other contracting parties may be affected by the results of the diagnosis, in particular in cases of non-compliance and where PSTVd is found in an area for the first time, the following additional material should be kept in a manner that ensures complete traceability: 
	- the original sample (if still available) should be kept frozen at −80oC or freeze-dried and kept at room temperature 
	- if relevant, RNA extractions should be kept at −80oC 
	- if relevant, RT-PCR amplification products should be kept at −20oC to −80oC 
	- the DNA sequence trace files used to generate the consensus sequence for identification of samples. 
	If the isolate is shown to have different molecular or biological characteristics to previously recorded isolates, it should be offered to a recognized plant pest collection/archive (e.g. Q-bank (Comprehensive Database on Quarantine Plant Pests and Diseases), DSMZ (Leibniz Institute-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures). 
	If there is evidence of any of the tests described failing to detect an isolate of PSTVd, isolate details (preferably the GenBank accession number) should be sent to the IPPC Secretariat. 
	6. Contact Points for Further Information
	Further information on this protocol can be obtained from: 
	Science and Advice for Scottish Agriculture (SASA), Roddinglaw Road, Edinburgh EH12 9FJ, Scotland, UK (Dr C.J. Jeffries, e-mail: colin.jeffries@sasa.gsi.gov.uk). 
	National Plant Protection Organization, PO Box 9102, 6700 HC Wageningen, The Netherlands (Dr J.W. Roenhorst, e-mail: j.w.roenhorst@nvwa.nl; Dr J.Th.J. Verhoeven, e-mail: j.th.j.verhoeven@nvwa.nl). 
	Department of Environment and Primary Industries, Biosciences Research Division, AgriBio, 5 Ring Road, La Trobe University, Bundoora, Victoria 3083, Australia (Dr B. Rodoni, e-mail: brendan.rodoni@depi.vic.gov.au). 
	Canadian Food Inspection Agency (CFIA), Charlottetown Laboratory, 93 Mt Edward Road, Charlottetown, PE, C1A 5T1, Canada (Dr H. Xu, e-mail: huimin.xu@inspection.gc.ca). 
	Conselleria de Agricultura de la Generalitat Valenciana, Centro de Proteccion Vegetal y Biotecnologia (IVIA), 46113 Moncada (Valencia), Spain (Dr N. Duran-Vila, e-mail: duran_nur@gva.es). 
	USDA-APHIS, Plant Germplasm Quarantine Program BARC-E, BLD 580, Powder Mill Road, Beltsville, MD 20705, USA (Dr J.A. Abad, e-mail: jorge.a.abad@aphis.usda.gov). 
	Laboratorios Biológicos, Dirección General de Servicios Agrícolas, Ministerio de Ganadería, Agricultura y Pesca, Millán 4703, Montevideo, Uruguay (Dr A. Etchevers, e-mail: anitaetchevers@hotmail.com). 
	A request for a revision to a diagnostic protocol may be submitted by national plant protection organizations (NPPOs), regional plant protection organizations (RPPOs) or Commission on Phytosanitary Measures (CPM) subsidiary bodies through the IPPC Secretariat (ippc@fao.org), which will be forward it to the Technical Panel on Diagnostic Protocols (TPDP).
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	Table 1. Overview of and validation data for protocols used to detect Potato spindle tuber viroid in different types of host material
	Detection method
	Nucleic acid extraction
	Sample preparation
	Sample size
	Remarks on validation
	Matrix
	Limit of detection: detection of all pospiviroid species up to a relative infection rate1 of 0.13% (equals 770 times dilution) with 99.7% certainty for dilution of infected tomato leaves in healthy tomato
	Real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR): GenPospi assay, Botermans et al. (2013)
	RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) or Sbeadex maxi plant kit (LGC Genomics) on KingFisher 96 system (Thermo Scientific)
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6 (Bioreba)
	1 g
	Tomato leaves
	Analytical specificity: highly specific for pospiviroid species
	Selectivity: no influence of tomato leaves
	Repeatability and reproducibility: 100%
	(Naktuinbouw, 2012a; Botermans et al., 2013; NPPO-NL, 2013d)
	Limit of detection: detection up to 10 000 times dilution of infected tomato leaves in healthy tomato
	Real-time RT-PCR: Boonham et al. (2004)
	RNeasy Plant Mini Kit
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6
	1 g
	Tomato leaves
	Analytical specificity: detection of Mexican papita viroid (MPVd), Potato spindle tuber viroid (PSTVd) Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd), Tomato planta macho viroid (TPMVd) (some isolates)
	Selectivity: no influence of tomato leaves
	Repeatability and reproducibility: 100%
	(Naktuinbouw, 2012b)
	Limit of detection: detection of all pospiviroid species (except Columnea latent viroid (CLVd)) up to at least a relative infection rate of 2.5% for dilution of infected tomato leaves in healthy tomato
	RT-PCR: Pospi1-FW Pospi1-RE primers, Verhoeven et al. (2004)
	RNeasy Plant Mini Kit
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6
	1 g
	Tomato leaves
	Analytical specificity: detection of Hop latent viroid (HpLVd, genus Cocadviroid) and PSTVd
	Selectivity: no influence of tomato leaves
	Repeatability and reproducibility: 100%
	(NPPO-NL, 2013a)
	Limit of detection: detection of CLVd, Potato spindle tuber viroid (PSTVd) and TCDVd up to at least a relative infection rate of 100% (10% for CLVd*) for dilution of infected tomato leaves in healthy tomato
	RT-PCR: 
	RNeasy Plant Mini Kit
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6
	1 g
	Tomato leaves
	Vid-FW/Vid-RE primers, Verhoeven et al. (2004)
	* Primers originally designed to detect CLVd complementary to the Pospi1-FW/Pospi1-RE RT-PCR (Verhoeven et al., 2004)
	Analytical specificity: detection of CLVd, PSTVd and TCDVd
	Selectivity: no influence of tomato leaves
	Repeatability and reproducibility: 100%
	(NPPO-NL, 2013b)
	Limit of detection: detection up to at least a relative infection rate of 10% for dilution of infected tomato leaves in healthy tomato
	RT-PCR: Shamloul et al. (1997)
	RNeasy Plant Mini Kit
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6
	1 g
	Tomato leaves
	Analytical specificity: detection of  MPVd, PSTVd, TCDVd, TPMVd (some isolates)
	Selectivity: no influence of tomato leaves
	Repeatability and reproducibility: 100%
	(NPPO-NL, 2013c)
	Performance characteristics assay as for tomato leaves
	Real-time RT-PCR: Boonham et al. (2004)
	Sbeadex maxi plant kit on KingFisher 96 system
	20 ml (1:2–1:5 (w/v))GH plus lysis buffer with BagMixer (Interscience) 
	3 000 seeds (tested as three times 1 000)
	Tomato seeds
	Probability of detection of one infected seed in a sample of 1 000 is >95% when testing three subsamples each of 1 000 seeds. Owing to rapid cross-contamination of PSTVd from infected fruits to healthy seeds during processing (using fermentation and pectinase treatment) of the seeds there is a high probability that more contaminated seeds will be present in a sample (Naktuinbouw, 2012c).
	Limit of detection: 2 465  pg PSTVd; this was the least sensitive of the molecular methods in an international ring test 
	Return (R)-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)2
	Phenol–chloroform and two-step polyethylene glycol (PEG) extraction 
	20 µL of 10% sodium dodecyl sulphate (SDS), 180 µL LiCl extraction buffer, 400 µL phenol–chloroform with mortar and pestle
	200 mg
	Potato leaves (growth room grown) and in vitro potato plants
	Analytical specificity: detection of all known pospiviroids
	Selectivity: no influence of potato variety, potato leaves or in vitro plants
	Repeatability and reproducibility: reproducibility 51% at 87 893 pg PSTVd (the highest concentration of PSTVd tested) and 42% at the limit of detection
	Limit of detection: at least 17 pg PSTVd (the lowest concentration tested)
	Digoxigenin (DIG) probe2
	Immobilization on membrane (Agdia, Inc.) phenol–chloroform and two-step PEG extraction
	1:1.5 (w/v) Ames buffer (EPPO, 2004) with mortar and pestle
	200 mg
	Potato leaves (growth room grown) and in vitro potato plants
	Analytical specificity: detection of all known pospiviroids
	Selectivity: no influence of potato variety, potato leaves or in vitro plants
	Repeatability and reproducibility: reproducibility 100% at 87 893 pg PSTVd and 23% at 17 pg PSTVd
	Limit of detection: at least 17 pg PSTVd 
	Two-step2 conventional RT-PCR using the primers of Shamloul et al. (1997)
	RNeasy Plant Mini Kit
	1:9 (w/v) RH buffer (Qiagen) with microcentrifuge tube and micropestle or Homex 6
	50–500 mg
	Potato leaves (growth room grown) and in vitro potato plants
	Analytical specificity: detection of MPVd, PSTVd, TCDVd and TPMVd
	Selectivity: no influence of potato variety, potato leaves or in vitro plants
	Repeatability and reproducibility: reproducibility 78% at 87 893 pg PSTVd (the highest concentration of PSTVd tested) and 44% at 17 pg PSTVd 
	Performance characteristics assay as for tomato leaves 
	Real-time RT-PCR: GenPospi assay, Botermans et al. (2013)
	Sbeadex maxi plant kit on KingFisher 96 system
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6
	1 g
	Potato leaves (growth room grown) and in vitro potato plants
	Analytical specificity: no cross-reaction with viruses commonly occurring in potato
	Selectivity: no influence of potato leaves and in vitro plants
	Validated for bulking rates up to 100 (100% detection in sample composed of 1 infected and 99 healthy leaves; NAK, 2011)
	Limit of detection: detection up to 10 000 times dilution of infected tissue  in healthy tissue
	Real-time RT-PCR: Boonham et al. (2004)
	RNeasy Plant Mini Kit, cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) extraction or Purescript RNA isolation kit (Gentra Systems; note that this kit is not available anymore)
	Approximately 600 μl buffer for leaves or approximately 3 ml buffer for tubers (buffer choice depending on method used for extraction)
	1.5 g leaves or 5 g tubers
	Potato leaves, (growth room grown) in vitro potato plants and tubers
	Analytical specificity: detection of MPVd, PSTVd, TCDVd, TPMVd (some isolates); no cross-reaction with viruses commonly occurring in potato
	Selectivity: no influence of potato leaves, in vitro plants or tubers
	Repeatability and reproducibility: 100% (ring test of four laboratories) 
	Validated for bulking rates up to 100 (100% detection in sample composed of 1 infected and 99 healthy leaves; Roenhorst et al., 2005, 2006)
	Performance characteristics assay as for tomato leaves
	Real-time RT-PCR: GenPospi assay, Botermans et al. (2013)
	RNeasy Plant Mini Kit or Sbeadex maxi plant kit on KingFisher 96 system
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6
	1 g
	Ornamental plant species (leaves)
	Analytical sensitivity: concentration of pospiviroids and selectivity (inhibitory components) in leaf sap dependent on plant species
	Validated for bulking rates up to 25 for Brugmansia, Calibrachoa, Cestrum, Dahlia, Nematanthus, Petunia, Solanum jasminoides and Streptosolen jamesonii. Note that for Calibrachoa, S. jasminoides and S. jamesonii matrix effects have been observed at dilutions of more than 100. For some crops, such as Dahlia, only the summer period seems suitable for (reliable) testing (Naktuinbouw, 2012a).
	Performance characteristics assay as for tomato leaves
	Real-time RT-PCR: Boonham et al. (2004)
	RNeasy Plant Mini Kit or Sbeadex maxi plant kit on KingFisher 96 system
	3.5 ml (1:2–1:5 (w/v)) GH plus lysis buffer with Homex 6
	1 g
	Ornamental plant species (leaves)
	Analytical sensitivity: concentration of pospiviroids and selectivity (inhibitory components) in leaf sap dependent on plant species
	Validated for bulking rates up to 25 for Brugmansia, Calibrachoa, Dahlia, Petunia, S. jasminoides and S. jamesonii. Note that for Calibrachoa, S. jasminoides and S. jamesonii matrix effects have been observed at dilutions of more than 100. For some crops, such as Dahlia, only the summer period seems suitable for (reliable) testing (Naktuinbouw, 2012b). 
	Limit of detection: detection up to 10 000 times dilution of infected S. jasminoides leaves in healthy leaves of S. jasminoides and tomato
	Real-time RT-PCR: Bertolini et al. (2010)
	Direct methods (tissue print), RNeasy Plant Mini Kit or PowerPlant RNA Isolation Kit (Mo Bio)
	10 ml (1:10 (w/v)) phosphate-buffered saline (PBS) with Homex 6
	1 g leaves or potato tubers or leaf prints on nylon membranes
	Tomato leaves, potato leaves, tubers and seeds, and ornamental plant species (leaves)
	Analytical specificity: detection of CLVd, PSTVd and TCDVd 
	Selectivity: no influence of potato leaves, tubers or tomato seeds
	Repeatability and reproducibility: 100% (ring test of three laboratories)
	The diagnostic sensitivity was 100%, the diagnostic specificity was 100% and the relative accuracy compared with a molecular hybridization method (Murcia et al., 2009) was 100%. Validation of the test was performed with 208 field samples of S. jasminoides, Brugmansia spp., Datura spp., Petunia spp., Dendrathema spp., potato and tomato. Of the 208 samples, 43 were true positive and 150 true negative by both techniques. Fifteen samples were false positive by hybridization in which Tomato apical stunt viroid (TASVd) and Citrus exocortis viroid (CEVd) were detected. No samples were false negative.
	1 Because viroid concentration in the original test material is not known, for some of the assays the limit of detection (sensitivity) is expressed as a relative value. Undiluted infected leaf sap is considered 100% infected (at a ratio of 1 g leaf material : 3 ml buffer). The relative limit of detection was determined by testing eight serial dilutions of infected leaf sap in healthy leaf sap. The relative limit of detection is defined as the average of the lowest relative infection rate of each isolate that could still be detected (cycle threshold (Ct) <32), and three standard deviations were added to give a conservative measure with 99.7% certainty (Botermans et al., 2013).
	2 The three methods, R-PAGE, DIG probe and two-step conventional RT-PCR using the primers of Shamloul et al. (1997), were compared in an international ring test (Jeffries and James, 2005).
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