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Ievads
Sambucus ģints pieder pie Adoxaceae augu dzimtas. Iepriekš literatūrā plūškoku attiecināja uz Caprifoliaceae vai šaurāku – Sambucaceae – augu dzimtu. Sambucus racemosa (sarkanais plūškoks jeb Eiropas sarkanais plūškoks), Kanādas plūškoks S. canadensis (saldkoksnes plūškoks jeb Amerikas plūškoks) un S. nigra (melnais plūškoks) ir sugas, ko visplašāk izmanto lauksaimnieciskos nolūkos.  Sambucus ebulus, Sambucus sieboldiana un Sambucus pubens izmanto izejvielu iegūšanai medicīnā. Plaši audzētas Sambucus dekoratīvās formas ir S. nigra f. alba, S. nigra f. aurea, S. nigra f. laciniata un S. nigra f. pendula. Plūškoka augļus iegūst galvenokārt Ziemeļamerikas austrumos (no vietējās sugas S. canadensis) un Viduseiropas valstīs (no vietējās sugas S. nigra). Tradicionāli vietējām vajadzībām tika izmantotas savvaļā atlasītas labākās formas, bet no 1960. gada līdz 1980. gadam ASV un Eiropā no S. canadensis izveidoja arī augstas kvalitātes šķirnes. Eiropā biežāk audzē šķirni ‘Haschberg’, kas ir S. nigra savvaļas izlase, kuras izcelsme vieta Vīnes reģionā Austrijā. Sambucus augļus izmanto pārstrādē konservējot un vīna ražošanā. Dažādas Sambucus daļas izmanto farmaceitiskos nolūkos. Sambucus antocianīna pigmenti ir stabils pamats visu veidu pārstrādāto pārtikas produktu krāsai. Sambucus saturošais antocianīns ir krāsviela, kuru plaši izmanto dažādos pārstrādātos pārtikas produktos. 
Shēma ir aprakstīta saskaņā ar vispārējo secību, ko ieteikusi EAAO uz patogēniem testētu augļaugu sertifikācijas apakškomisija un apstiprinājusi EAAO padome (OEPP/EAAO, 1992). Sertifikācijas shēma attiecas gan uz augļus ražojošajām, gan uz dekoratīvajām sugām un izlasēm.
Shēmas apraksts
Sertificētu un uz patogēniem testētu Sambucus augu audzēšanā secīgi jāizpilda šādas darbības:
1. atbilstība pomoloģiskajām īpašībām: ņem atsevišķus augus no katras šķirnes, kas jāiekļauj shēmā;

2. etalonaugu audzēšana: etalonaugu kandidātus testē vai arī tiem veic termoterapiju vai meristēmu audzēšanu, pēc tam testējot attiecībā uz patogēniem, kas iekļauti 1. tabulā. Tikai tie etalonaugu kandidāti, kas atbilst visām prasībām, kļūst par etalonaugiem;
3. etalonaugu turēšana: etalonaugus tur tādos apstākļos, kuros tie nevar tikt inficēti ar pārnēsātājiem pa gaisu vai ar augsni, un atbilstoši veic atkārtotu testēšanu; 
4. mātesaugu audzēšana: mātesaugus iegūst no etalonaugu materiāla tādos apstākļos, kuros tas nevar inficēties, un atbilstoši prasībām atkārtoti testē;
5. sertificētu augu audzēšana: lai iegūtu sertificētus augus (pilnībā apsakņotus augus vai spraudeņus, kurus izplata augļu ražošanai), lapainos vai koksnainos spraudeņus, kas ņemti no mātesaugiem, audzē tādos apstākļos, kuros līdz minimumam samazināts inficēšanās risks.
Visa procesa laikā jāsaglabā sākotnēji atlasīto augu pomoloģiskās īpašības. Jāparedz pārbaudes uz iespējamām mutācijām. Shēma parādīta 1. attēlā. Sertifikācijas shēma jāīsteno oficiālai organizācijai vai oficiāli reģistrētai specializētai stādaudzētavai vai laboratorijai, kas atbilst noteiktiem kritērijiem (sk. EAAO standartu PM 4/7). Visi testi un pārbaudes jādokumentē. Ja sertifikācijas shēmas stadijas veic reģistrēta stādaudzētava, sertifikāciju piešķir oficiālā organizācija, pamatojoties uz audzēšanas laikā veikto testu un pārbaužu ierakstiem, kā arī vizuālās augu pārbaudes rezultātiem, lai apstiprinātu materiāla veselīguma stāvokli.
1. tabula. Sambucus patogēni EAAO reģionā
	Kaitīgais organisms
	Ģeogrāfiskā izplatība
	Izplatīšanās veids

	A. Patogēni, attiecībā uz kuruem jāveic testi, audzējot etalonaugu
	

	 Arabis mosaic virus (Nepovirus, ArMV)
	Eiropa, Amerika, Japāna, Jaunzēlande
	Xiphinema diversicaudatum


	 Cherry leafroll virus (Nepovirus, CLRV)
	Visa pasaule
	Xiphinema spp., sēklas, putekšņi

	 Elderberry latent virus (karmovīruss, ElLV)
	Eiropa, Amerika
	Ar augsni bez vektora starpniecības 

	 Elderberry symptomless virus (Carlavirus, ESLV)*
	Eiropa, Amerika
	Laputis

	Elderberry vein clearing virus†
	Eiropa, Amerika, Japāna
	

	 Strawberry latent ringspot virus (Sadwavirus; SLRSV) ‡ 
	Amerika
	Xiphinema diversicaudatum

	 Verticillium dahliae 
	Visā pasaulē
	

	B. Citi patogēni, kas ir mazāk nozīmīgi vai reti inficē Sambucus
	
	

	Xylella fastidiosa
	Amerika
	Spraudeņi, potzari un potcelmi, kukaiņi 


*Sinonīmi: plūškoka augļu carlavirus, plūškoka augļu A vīruss.
† Sinonīms: Sambucus dzīslu vīruss.
‡ Attiecībā uz Sambucus sastopams tikai Ziemeļamerikā.
1. Etalonaugu kandidātu atlase 
Atlase jāveic katrai šķirnei dažādos stādījumos vai savvaļā. Šādos stādījumos nedrīkstētu būt vīrusu un verticilārās vītes (izraisa Verticillium dahliae) simptomu. Atlasa labi attīstītus ražojošus augus, kuriem ir konkrētajai šķirnei raksturīgās pazīmes un kuriem nav būtisku kaitīgo organismu bojājumu pazīmju vai ar pavairojamo materiālu pārnēsājamu slimību simptomu1. Sertificētu izejmateriālu var ievest arī no citām valstīm. Tā kā faktiski ir zināms, ka Sambucus izlases ne vienmēr ir ģenētiski noturīgas, visus etalonaugu kandidātus, kas uzskatāmi par derīgiem iekļaušanai etalonaugos, ieteicams pārbaudīt attiecībā uz to pomoloģiski un morfoloģiski raksturīgām pazīmēm, īpaši, ja ir veikta termoterapija vai meristēmu audzēšana.
2. Etalonaugu audzēšana
Vispārējā procedūra

Lapainus spraudeņus ņem intensīvas augšanas periodā vasarā. Spraudeņus apstrādā ar indoletiķskābi un apsakņo smiltīs. Pēc tam apsakņotos spraudeņus izstāda konteineros. Alternatīvi rudenī ņem koksnainos spraudeņus un tos var tieši izstādīt konteineros. Jālieto sterilizēts audzēšanas substrāts. Konteineri nedrīkst tieši saskarties ar augsni, lai izvairītos no jebkāda veida inficēšanās iespējām. Lai novērstu bakteriālās puves attīstību uz jaunā stādmateriāla, nedrīkst lietot plastmasu, apmiglot vai apsmidzināt. Dekoratīvo veidu Sambucus pavairošanā spraudeņu vietā var izmantot potēšanu. Potēšanai izmanto sējeņus (ieteicams Sambucus nigra), kuri ir brīvi no patogēniem, kas norādīti 1. tabulā. Pēc viena audzēšanas gada apsakņotie vai uzpotētie augi, izmantojot 1. papildinājumā noteiktās metodes, jātestē uz patogēniem, kas norādīti 1. tabulā.
Augus, kam visos testos ir negatīvi rezultāti, var ieskaitīt etalonaugos un pārnest uz etalonaugu repozitoriju vai arī no tiem var pavairot etalonaugus. Tādējādi radušies etalonaugi ir vecākaugi turpmākajai pavairošanai.
Patogēnu eliminācija
Ja visiem šķirnes etalonaugu kandidātiem ir pozitīvi testēšanas rezultāti, var izmantot termoterapiju kā atveseļošanas procedūru (3. papildinājums). Pēc tam apstrādātie etalonaugu kandidātaugi atkārtoti jātestē, lai pārliecinātos, vai tie ir brīvi  no patogēniem.
Pārbaude uz citiem kaitīgiem organismiem
Etalonaugu kandidātu vizuālā pārbaude attiecībā uz citiem kaitīgiem organismiem jāveic uzmanīgi, īpaši attiecībā uz vēzi (Botryosphaeria spp.), dzinumu galu kalšanu (Nectria cinnaberina un Valsa sordida), īsto miltrasu (Phyllactinia guttata) un Nectriella vēžiem (Nectriella pironii). Sambucus specifiska slimība, kas skar ziedošus zarus, ir vīte, kuru izraisa Fusarium sambucinum un Phoma sambuci-nigrae. Visās pavairošanas vienībās jāizmanto piemērota un efektīva augu aizsardzības programma.
3. Etalonaugu turēšana
Etalonaugi jātur repozitorijā tādos apstākļos, kuros tie nevar inficēties ar kaitīgiem organismiem. Augi jāaudzē attiecīgi veidotās, pret kukaiņiem drošās siltumnīcās vai tīkla mājās, izolēti no augsnes konteineros, kuros ir augsni nesaturošs vai sterilizēts audzēšanas substrāts. Etalonaugu repozitorijā katrs augs jātestē ne retāk kā reizi 2 gados (ja iespējams, katru gadu) uz Cherry leaf roll virus (Nepovirus) un Elderberry latent virus (Carmovirus), ja tie ir valstī sastopami. Katru gadu vairākas reizes jāveic vizuālā pārbaude attiecībā uz šiem vīrusiem un citiem kaitīgiem organismiem.

Visā procesā jāsaglabā sākotnēji atlasīto augu pomoloģiskās īpašības. Jāparedz pārbaudes attiecībā uz iespējamām mutācijām vai atgriezeniskām mutācijām.
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1. attēls. Sambucus sertifikācijas shēmas stadijas
4. Mātesaugu audzēšana
Mātesaugus parasti audzē uz lauka. Augus, kas izaudzēti no apsakņotiem spraudeņiem, kuri ņemti no etalonaugiem, izstāda izolētos laukumos klajā laukā (izolējošais attālums ir, piemēram, 25 m) un testē. Augsne jātestē uz vīrusu vektoru nematodēm (t. i., Xiphinema – sk. EAAO Standartu PM 4/xx, sagatavošanā) un Verticillium dahliae (2. papildinājums), un augsnei jābūt brīvai no šiem patogēniem. Matesaugus nedrīkstētu audzēt ilgāk par 5 gadiem, jo to kvalitāte pasliktinās, bet, ja iegūta infekcija, atjaunināšana jāveic pirms šā perioda beigām. Pirms jaunu mātesaugu izstādīšanas no etalonaugiem augsne vienmēr jātestē atkārtoti. Regulāri jāveic mātesaugu vizuālā pārbaude uz 1. tabulā norādīto kaitīgo organismu simptomiem un citiem kaitīgiem organismiem.
5. Sertificētu augu audzēšana
Ar vairākām alternatīvām pavairošanas metodēm sertificētu materiālu var izaudzēt no mātesaugiem. Vasarā ņem lapainos spraudeņus vai rudenī – koksnainos spraudeņus, bet ziemā veic potēšanu uz S. nigra sējeņiem. Lapainos spraudeņus vasaras sākumā apsakņo smiltīs un vēlāk vasarā, kad tie ir iesakņojušies, tos stāda augsnē vai, ieteicams, konteineros konteineru laukā. Koksnainos spraudeņus ņem rudenī un stāda tieši augsnē vai konteineros. Potēšanu veic ziemā uz potcelmiem, kas parasti jau ir izstādīti konteineros. Parasti sertificētu stādāmo materiālu pārdod pēc gadu ilgas audzēšanas. Augšanas sezonā jāveic vizuālā pārbaude un pārbaudes uz vietas, lai noteikto kaitīgo organismu simptomu, kā tas aprakstīts 4. papildinājumā par kaitīgajiem organismiem, kas iekļauti 3. tabulā, un citiem kaitīgajiem organismiem. Ieteicamie sertifikācijas standarti ir norādīti 4. papildinājumā. Ja infekciju līmenis nepārsniedz šīs pielaides, partiju var sertificēt pēc tam, kad ir iznīcināti visi augi, kuriem ir kādu kaitīgu organismu simptomi.
6. Sertifikācijas shēmas pārvaldība
Shēmas monitorings
Par shēmas pārvaldību un monitoringu jāatbild oficiālai organizācijai. Ja shēmas dažādās stadijas realizē oficiāli reģistrētas stādaudzētavas, oficiālajai organizācijai jāapstiprina, ka audzēšanas laikā ir veikti visi vajadzīgie testi un vizuālā pārbaude, un jānovērtē shēmā audzēto augu vispārējais veselīguma stāvoklis, vizuāli kontrolējot. Citādi sertifikāciju nepiešķir un/vai attiecīgos augus neatļauj turpmāk izmantot sertifikācijas shēmā.
Sertificēta materiāla izmantošanas un stāvokļa kontrole
Visā sertifikācijas shēmā katra auga izcelsmei jābūt zināmai, lai var izsekot jebkurām veselības problēmām vai atbilstībai šķirnei. Pavairošanas materiāla izmantošana audzētavās sertificētu augu audzēšanai jāpārbauda oficiālai vai oficiāli pilnvarotai organizācijai, kas pārbauda šāda materiāla veselīgumu, izcelsmi un daudzumu, pamatojoties uz lauka vizuālo pārbaudi, ierakstiem un dokumentiem, kurus uzrāda audzētava. Audzētavas augu aizsardzības programmā un vizuālajā pārbaudē jāņem vērā arī citi nozīmīgi kaitīgie organismi, kas var ietekmēt kvalitāti, lai sertificētajiem augiem, kurus piegādā Sambucus audzētājam, nebūtu šo kaitīgo organismu. Sertificētam materiālam, kas audzēts eksportam, jāatbilst importētājvalstu fitosanitārajiem noteikumiem. Shēmas noslēgumā sertificētiem augiem jābūt oficiālam sertifikātam (tā var būt uzlīme), kurā norādīta sertifikācijas iestāde, augu audzētājs un augu sertifikācijas statuss.
1. papildinājums
Metodes testēšanai attiecībā uz vīrusiem
Sambucus vīrusus, kas iekļauti 1. tabulā, var atklāt, ja inokulē uz lakstaugu indikatoraugiem, izmantojot ELISA, PĶR un uzpotējot uz kokaugu indikatoraugiem (2. tabula). 
Indikatoraugu inokulācija
 Sambucus etalonaugu kandidātmateriālu pārbauda, inokulējot Chenopodium quinoa ar standarta fosfāta buferi, kurā ir polietilēnglikols, molekulmasa 6000, 20 g/l ekstrakcijas buferī. Jāizvairās no testēšanas vasaras sezonā, jo karsta laika periodos vīrusu koncentrācija augos var būt ļoti zema. Indikatoraugu inokulēšanu var izmantot arī etalonaugu regulārajā atkārtotajā testēšanā.
2. tabula. Metodes Sambucus vīrusu testēšanai
	Patogēns
	ELISA
	 Lakstaugu indikatoraugi
	Citas

	 Arabis mosaic virus (Nepovirus, ArMV)
	+
	+
	

	 Cherry leafroll virus (Nepovirus, CLRV)
	+
	+
	

	 Elderberry latent virus (karmovīruss, ElLV)
	
	+
	

	 Elderberry symptomless virus (Carlavirus, ESLV)
	
	+
	

	 Elderberry vein clearing virus 
	
	
	Vizuāla pārbaude un/vai kokaugu indeksācija uz S. nigra sējeņiem

	Strawberry latent ringspot virus (Sadwavirus; SLRSV) 
	+
	+
	


3. tabula. Sambucus sertifikācijas standarti
	
	
	% augu
	

	
	Etalonaugs
	 Mātesaugi
	Sertificētais pavairošanas materiāls

	Vīrusu izraisīto slimību simptomi
	0 
	0
	0

	Verticillium dahliae 
	0
	0
	1

	Xylella fastidiosa
	0
	0
	0

	Citi kaitīgi organismi
	Faktiski nav
	Faktiski nav
	Faktiski nav


Potēšana uz kokaugu indikatoriem
 Elderberry vein clearing virus noteikšanai nav pieejamas laboratorijas vai siltumnīcas metodes. Aprakstīta ir tikai vizuāla noteikšana. Daudzām Sambucus sugām un šķirnēm Elderberry vein clearing virus simptomi nav viegli pamanāmi. Šajā nolūkā ieteicams testēt visus etalonaugu kandidātus, indeksējot uz vīrusbrīviem S. nigra sējeņiem, attiecībā uz kuriem ir zināms, ka tiem izpaužas redzami simptomi. Šo testu var veikt siltumnīcas apstākļos, kamēr temperatūra nepārsniedz 25 °C.
ELISA
 Lai noteiktu ArMV, CLRV un SLRSV inokulēšanu uz indikatoraugiem var aizstāt ar ELISA testu, īpaši etalonaugu regulāras testēšanas nolūkā. Var izmantot ELISA vispārējo procedūru, kas paredzēta daudzgadīgām kultūrām (Barbara et al., 1990).
RT-PĶR
Noteiktos gadījumos (piemēram, atlasīto materiālu ievedot no Amerikas) varētu būt jāpārbauda Xylella fastidiosa klātbūtne. Šajā nolūkā ieteicama RT-PĶR metode (Rodrigues et al., 1993).
2. papildinājums
Metodiski norādījumi augsnes paraugu ņemšanai Verticillium dahliae noteikšanai
Augsnes paraugus izžāvē gaisa sausus 1–2 nedēļās 25 °C temperatūrā, sijā caur 2 mm sietu un labi sajauc, pēc tam ņem vairākus atkārtojumus pa 10 g turpmākai apstrādei. Parauga atkārtojumus mazgā caur sietiem, kuru poru izmēri ir 125 mm un 37 mm. Atlikumam 37 mm sietā 10 s veic virsmas dezinfekciju ar 0,525 % NaOCl, skalo un mazgā 50 ml vārglāzē (atlikuma un ūdens kopējais tilpums 15–20 ml). Ar karoti šo masu sadala uz 10 Petri trauciņu (diametrs 10 cm) virsmas, kuros ir etanola, streptomicīna, agara barotne, kas gatavota, pievienojot 1,6 g agara 200 ml destilēta ūdens, un maisījumu autoklavē 20 min (Nadakavukaren & Horner, 1959). Kad agara maisījums ir atdzisis līdz 50 °C, pievieno 27 mg streptomicīna sulfāta (75 %). Šo maisījumu kopā ar ūdens agaru salej 10 trauciņos. Pēc 7–10 inkubācijas dienām 22 °C temperatūrā tumsā augsni no agara virsmas nomazgā ar ūdeni.
Traukus inkubē vēl 2–3 dienas un pēc tam pārbauda sēņu kolonijas identitāti. Lai uzskaitītu Verticillium populācijas augsnē, katrā agara trauciņu komplektā saskaitīto koloniju summai jābūt vienādai ar mikrosklerociju skaitu 10 g augsnes (Butterfield & De Vay, 1977; Goud & Termorshuizen, 2003).
3. papildinājums
Vīrusu eliminācija no inficētiem Sambucus augiem
Efektīvākā procedūra vīrusu eliminācijai ir termoterapija, lai gan iepriekšēja pieredze ar meristēmu audzēšanu pierādīja, ka tā varētu būt vēl viena iespēja. Lai eliminētu visus 1. tabulā iekļautos vīrusus, inficētos augus audzē 37–39 °C temperatūrā 6–8 nedēļas un pēc tam izgriež aptuveni 2–3 mm garus dzinumu galus. Šos dzinumu galus potē aiz mizas jauniem S. nigra sējeņiem, kas aug sterilizētā substrātā (Jongedijk, 2000).
4. papildinājums
Ieteicamās pielaides vizuālās pārbaudes laikā audzēšanas sezonā
Visi vienas partijas augi, kas iegūti no viena auga iepriekšējā sertifikācijas stadijā, var palikt shēmā ar nosacījumu, ka inficēšanās līmenis nepārsniedz pieļaujamo slieksni, kas norādīts 3. tabulā, un ar nosacījumu, ka visiem augiem, kas uzrāda kādas slimības pazīmes, tās tiek novērstas. Augstākas kategorijas materiālam parasti nedrīkst būt attiecīgā organisma simptomi un faktiski jābūt brīvam no citiem kaitīgiem organismiem.
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