PŘÍLOHA č. 1
Prohlídka partií a odběr vzorků při zjišťování výskytu původce kroužkovitosti a hnědé hniloby bramboru (karanténních bakterióz)
I. Příznaky napadení rostlin bramboru a rajčete karanténními bakteriózami
A. Příznaky napadení bramboru původcem bakteriální kroužkovitosti, karanténní bakterií Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
Příznaky na rostlinách:

Příznaky patrné na infikovaných rostlinách jsou často variabilní. Na nadzemních částech infikovaných rostlin se první příznaky choroby mohou objevit na začátku kvetení v podobě vadnutí lístků nebo celých listů v nejteplejší části dne. Během noci se však turgor listů opět obnoví. Častěji se příznaky slabého vadnutí projevují v druhé polovině vegetace, zpravidla až koncem srpna, případně i později.

Listy napadených trsů jsou zpočátku světle zelené. Při silnějším napadení pletivo v mezižilkových polích žloutne a nekrotizuje. Poté následuje okrajová nekróza lístků a jejich lžícovité svinování okolo střední žilky. Diskolorace bývá intenzivnější na vrcholových lístcích než na bazální části složeného listu. Nakonec celý stonek odumře. Příznaky vadnutí a odumírání se mohou projevit pouze na některých stoncích infikovaného trsu. Na povrchu stonku nejsou žádné nápadné příznaky. Na příčném řezu napadenými stonky je někdy patrné zhnědnutí cév. Když se báze stonku se zhnědlými cévami stiskne, obvykle z nich vytéká krémově zbarvený exsudát. V letech, kdy je jaro chladné a léto teplé, se může v trsu objevit jeden nebo více zakrnělých stonků, zatímco zbývající jsou normálně vysoké. Většinou jsou však vnější příznaky na nadzemních orgánech infikovaných rostlin velmi vzácné, choroba se zpravidla vyskytuje latentně.

Příznaky na hlízách:

Poměrně charakteristické jsou příznaky patrné na podélném řezu hlízami. Objevují se na hlízách buď před anebo až po sklizni. Mohou se vyskytovat jen na některých hlízách infikované rostliny. Prvním příznakem je slabá sklovitost či průsvitnost pletiv okolo vodivého systému, zejména poblíž pupku, aniž by tato pletiva byla změklá. Vaskulární pletiva poblíž pupku mohou být o něco tmavší než je normální zbarvení. Dalším snadno identifikovatelným příznakem je krémově žluté až slabě hnědé zbarvení části nebo celého vaskulárního prstence. Při slabém stisku rozpůlené hlízy lze pak z této diskolorované a změklé zóny vytlačit mléčně bílý sliz nebo smetanově sýrovitou hmotu. V pokročilé fázi choroby mohou být pletiva v blízkosti cévních svazků rozložena a mezi korovou částí a dření hlízy vznikají trhliny či dutiny a zhnědlé léze sahají až ke slupce. V některých případech se lokální rozklad pletiva a vznik dutin v místě cévních svazků projeví také na povrchu hlíz, a to v podobě prasklin nebo nehlubokých jamek, které jsou často na okrajích načervenale hnědé. Mírné projevy choroby náchylných i tolerantních odrůd mohou způsobovat tzv. latentní infekce dceřiných hlíz, které lze rozpoznat jen speciálními detekčními metodami.

B. Příznaky napadení bramboru původcem bakteriální hnědé hniloby, karanténní bakterií Ralstonia solanacearum
Příznaky na rostlinách:

První symptomy se objevují v nejteplejším období dne v podobě vadnutí směrem od vrcholu rostliny dolů, přičemž okraje listů jsou mírně svinuté. Rostlina zpočátku obvykle přes noc regeneruje, pokud ne, rychle hyne. Listy jsou často bronzově zbarvené. Později jsou na částech stonků patrné sklovité až hnědé pruhy, zvláště u mladých rostlin. Nakonec stonky polehnou. Na řezu stonků po zmáčknutí dochází obvykle z napadených cévních svazků k výronu bělavého až hnědě zbarveného bakteriálního slizu. Pokud se vloží takovýto stonek do nádoby s vodou, bakteriální sliz vytékající z napadených cévních svazků na řezu stonku tvoří efekt „obráceného cigaretového dýmu“ na rozdíl od jiných bakterióz, u kterých se bakteriální sliz rozplývá ve vodě do všech stran jako mlhovina.

Příznaky na hlízách:

Symptomy na hlíze závisí na stadiu vývoje choroby. Charakteristický je bakteriální sliz, který často vystupuje z poněkud vpadlého, někdy šedočerně zbarveného pupku hlízy a také z oček. Po omytí hlíz jsou pak zřetelné barevné diskolorace kolem oček. V místech, kde bakteriální sliz na hlíze zaschne, jsou přilepené částečky půdy. Při podélném řezu hlízou má prstenec cévních svazků a okolní pletivo (do vzdálenosti až 5 mm od cévního svazku) matné, sklovitě žluté až hnědé zbarvení. Z takto zbarvených cévních svazků často samovolně (bez tlaku na hlízu) vystupuje krémový nebo špinavě hnědý, slizovitý bakteriální exsudát. V pokročilém stadiu napadení může docházet k sekundární infekci dalšími mikroorganismy způsobujícími hnilobu, která mění napadenou tkáň v páchnoucí hmotu.

C. Příznaky napadení rajčete původcem hnědé hniloby

Prvním příznakem na rostlině je povadlý vzhled nejmladších listů. Za podmínek příznivých pro patogen (teplota půdy asi 25°C při nasycené vzdušné vlhkosti) je jedna strana rostliny nebo celá rostlina během několika dnů postižena epinastií (ohnutí části rostliny směrem dolů způsobené rychlejším růstem pletiv horní strany orgánu) a vadnutím, což vede k úplnému odumření rostliny. Za méně příznivých podmínek (teplota půdy pod 21°C) se na stonku může tvořit velké množství postranních výhonů. Na stonku je možno pozorovat slizovitý pás, což je viditelným znakem nekrózy cévního systému. Na příčném řezu stonku je vidět hnědě zbarvené vodivé pletivo, z něhož vytékají kapky bílého nebo žlutavého bakteriálního slizu.

D. Možnost záměny s jinými příčinami poškození bramboru 

1. Příznaky na listech a stoncích:

- vadnutí nepatogenního původu - vadnutí, žloutnutí, později hnědnutí a usychání nejprve listů, pak stonků a celých rostlin, a to hromadně na větší ploše;

- nedostatek hořčíku - stejnoměrná chloróza a následná nekróza pletiv mezi listovými žilkami bez vadnutí rostlin;

- svinutka bramboru (Potato leafroll virus) – primární příznaky se projevují od července do konce vegetace na horních a středních listech, lístky se mírně svinují nahoru a jsou obvykle světlejší, okraje bývají načervenalé. Sekundární příznaky se vyskytují u trsů, které vzešly z napadených hlíz. Spodní listy se nápadně svinují od okrajů nahoru podél hlavního nervu, jsou tužší a při stisknutí jsou křehké a nápadně praskají. Listy na stonku jsou více vzpřímené, rostlina je v dalším vývoji opožděná a mívá méně stonků.
- černání stonku (Erwinia sp.) - vadnutí a žloutnutí jednotlivých stonků nebo celých rostlin; tmavě zbarvená a hnijící báze stonků; na podélném řezu patrné zhnědlé nebo hnijící pletivo dřeně stonků;

- žlutá skvrnitost (cerkosporióza) - žluté a nekrotické skvrny na listech, zpravidla nejdříve na spodních, působené houbou Mycovellosiella concors (anamorfa Cercospora concors); skvrny se nevyskytují na okrajích listů, ale po obou stranách hlavních listových žilek; na spodní straně listu je často patrné světle šedé až hnědavé mycelium;

- kořenomorka bramboru (Thanatephorus cucumeris (anamorfa Rhizoctonia solani) - na nadzemní části stonků hnědavé jizvy, stonky se následně zbarvují žlutozeleně a vrcholové listy se svinují; někdy uhnívá spodní část stonku;

- koletotrichové vadnutí (Colletotrichum coccodes) - stáčení špiček listů nahoru, jejich žloutnutí až červenání, později prosychání a vybarvování se do světle hnědé barvy; uschlé listy neopadávají, ale visí dolů na rovně stojících výhonech; typické je časné zetlení kořenů a podélné rýhování nebo vrásčitost spodní části stonku; vadnutí postihuje téměř vždy všechny stonky napadené rostliny;

- plíseň bramboru (Phytophthora infestans) - na listech a výjimečně i na stoncích vodnaté, pak šedobílé, hnědé až černé skvrny, lemované naspodu listů bělavým myceliem;

- háďátko bramborové (Globodera rostochiensis, G.pallida) - vadnutí rostlin v ohniscích, na kořenech zjistitelné cysty háďátka.

2. Příznaky na hlízách:
- zhnědnutí cévních svazků neparazitického původu - může být způsobeno např. předávkováním desikantu nebo jeho aplikací za sucha;

- napadení houbovými původci vadnutí (Verticillium, Fusarium) - oblast cévních svazků červenohnědě až hnědě zbarvená, pletivo nekašovatí.

Příznaky na hlízách, povrchové hnilobné léze s výronem bakteriálního slizu, mohou být způsobeny také původci bakteriálních měkkých hnilob, pektinolytickými bakteriemi z rodu Pectobacterium (P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum) a Dickeya (D. chrysanthemi). Hnilobné léze způsobené pektinolytickými bakteriemi těchto rodů mají počátek v místě lenticel, mechanických poškození při sklizni a v případě systémové infekce rostliny těmito bakteriemi i v okolí pupku v místě připojení hlízy ke stolonu. V tomto případě pektinolytické bakterie na podélném řezu hlízou způsobují diskoloraci cévních svazků hlízy.

II. Průzkum výskytu patogenů v porostech bramboru a rajčete – vizuální kontrola rostlin a odběr vzorků
1) sadbové a nesadbové porosty bramboru 
 Prohlídka se v porostech provádí v období 80 až 100 dní po výsadbě do desikace nebo jiného zničení natě.
Při průchodu porostem se vyhledávají a k laboratornímu testování odebírají pouze podezřelé rostliny bramboru vykazující příznaky napadení. Tyto příznaky jsou uvedeny v bodě I. (u sadbových brambor se prakticky jedná o soustavnou rostlinolékařskou kontrolu, která je u sadbových brambor povinná a provádí se přednostně během vegetace v porostech; u nesadbových brambor se vizuální kontrola /průzkum/ v porostech provádí namátkově). 
V případě původce hnědé hniloby bramboru se vyhledávají a vzorkují také rostliny dalších hostitelských druhů s příznaky choroby (lilek potměchuť - Solanum dulcamara L. a ostatní rostliny z čeledi lilkovitých). Diagnózu lze předběžně stanovit i v terénu následujícím způsobem: Stonek odříznutý nízko nad zemí se vloží do nádoby s vodou, bakteriální sliz vytékající z napadených cévních svazků na řezu stonku tvoří efekt „obráceného cigaretového dýmu“ – tento příznak nevykazuje žádná jiná bakterie napadající brambory.

2) rostliny rajčete 
Prohlídka se provádí u rostlin určených k pěstování  1x za měsíc v době vegetace, prohlíží se minimálně 20 % rostlin. K laboratornímu testování se odebírají pouze rostliny s příznaky hnědé hniloby.
3) porosty v karanténním území (porosty v území s prokázaným výskytem patogenu)

V karanténním území se navíc vyhledávají planě rostoucí rostliny bramboru, v případě původce hnědé hniloby bramboru i rostliny dalších hostitelských druhů. Vzorky planě rostoucích rostlin bramboru se odebírají i s hlízkami, zvlášť ze všech pozemků v karanténním území kde byly nalezeny, a to i bez příznaků choroby. Vzorky rostlin dalších hostitelských druhů původce hnědé hniloby bramboru se odebírají pouze, pokud vykazují příznaky choroby.
Odběr a označování vzorků rostlin:

Při odběru vzorků rostlin bramboru při zjištění příznaků napadení původcem kroužkovitosti bramboru nebo hnědé hniloby se nadzemní část rostliny očištěná od zeminy (napadené výhony nebo celá rostlina) vloží do papírového sáčku, hlízy z této rostliny, očištěné od zeminy, se vloží do jiného sáčku, oba sáčky se označí shodně, aby bylo zřejmé, že pocházejí ze stejné rostliny. Z jedné partie se odebírají souhrnné vzorky skládající se nejlépe z 2 - 4 dílčích vzorků. Každý dílčí vzorek se balí zvlášť a označuje se čitelně číslem protokolu a číslem vzorku shodně s IS Monitoring, lomeným  čísly 01 až 04 podle počtu dílčích vzorků. Pro přepravu se takto připravené vzorky vkládají do pevného obalu (lepenková krabice) a v něm se fixují do prostorově stabilní polohy pomocí dřevité vaty, papíru apod.

Při odběru vzorků rostlin rajčete při zjištění příznaků napadení původcem hnědé hniloby se z jednoho porostu odebere jeden vzorek tvořený jednou až třemi celými rostlinami s příznaky napadení. Při odběru je třeba zabalit kořenový bal tak, aby zemina nekontaminovala nadzemní část (nevysypala se).
Vzorky se uchovávají ve tmě a chladu, protože je nutné předejít velkému kolísání teplot. Vzorky nesmí být vystaveny přímému slunečnímu záření a též je nezbytné zabránit jejich zapaření, proto se nesmí balit mokré.
III. Průzkum výskytu ve skladech - vizuální kontrola hlíz a odběr vzorků
Ve skládkách hlíz bramboru se provádějí prohlídky namátkově, a to od naskladnění do konce března. Z každých 25 tun hmotnosti partie se odebere nejméně 1000 ks hlíz (na 10 místech 100 hlíz), podrobně se prohlédne povrch každé hlízy a nejméně u 50 hlíz se provede podélné rozkrojení hlízy v pupkové části. Příznaky napadení jsou uvedeny v bodě I. 
U partií mikrohlízek z tkáňových kultur a partií rozmnožovacího materiálu malých hmotností určené pro šlechtitelské účely a povinné testy lze počet prohlížených hlíz snížit podle reálných možností.
Pokud nejsou zjištěny příznaky napadení bakteriózami, prohlížené hlízy se vrátí zpět.

Při zjištění hlíz s příznaky napadení se z celé partie odeberou standardní vzorky, tj. na každých 25 tun 1 x 220 hlíz. Hlízy s příznaky (i rozkrojené) se vloží do papírového a následně do polyetylenového sáčku a přiloží se do obalu ke standardně odebraným hlízám.
Při vzorkování se používají jednorázové rukavice vždy nové pro jednotlivé vzorkované partie. Pokud je nutné vstupovat na hlízy, používají se jednorázové návleky na boty.
Použité pomůcky a podložku je nutné důkladně vyčistit a vydezinfikovat nebo vyměnit po ukončení prohlídky každé partie. Používané nádoby lze vyložit jednorázovou folií.
IV. Postup při odběru vzorků hlíz prováděném v rámci systematického průzkumu výskytu v rozsahu dle § 3 vyhlášky č. 331  
a) z porostů bramboru
Odběr vzorků se provádí až v době ukončení vegetace porostu, kdy jsou hlízy vyzrálé s pevnou slupkou nebo nejdříve 14 dní po provedení desikace nebo jiného zničení natě.
Standardní vzorek tvoří 220 hlíz, odebírá se po jedné hlíze z každé rostliny, a to vždy z 11 rostlin po sobě jdoucích na 20 místech šachovnicovitě rozmístěných po celém porostu, respektive dle schématu uvedeného níže. Pro snadnější manipulaci lze vzorek rozdělit na dvě části po 110 hlízách, které se vloží do samostatných obalů a správně se označí.

Porosty určené k produkci rozmnožovacího materiálu bramboru (tzn. předstupňů, základního a certifikovaného rozmnožovacího materiálu bramboru), farmářské sadby i porosty určené k produkci nesadbových brambor se vzorkují podle schématu:
Plocha porostu (ha)




Počet vzorků
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1 x 220 hlíz

2,1 – 4






2 x 220 hlíz

4,1 – 6






3 x 220 hlíz

atd.
Vzorky z předstupňů, základního a certifikovaného rozmnožovacího materiálu bramboru odebírají inspektoři odboru osiv a sadby ÚKZÚZ. Testování na karanténní bakteriózy je součástí posklizňových zkoušek v rámci uznávacího řízení množitelského porostu. Rozsah testování se stanovuje v závislosti na aktuální situaci ve výskytu původce kroužkovitosti nebo hnědé hniloby.
b) ze skladů brambor

Vzorky se odebírají od naskladnění do konce března. Při odběru z boxů, palet, big bagů nebo brambor skladovaných volně na hromadě se odebírá standardní vzorek 220 hlíz na každých 25 tun hmotnosti partie.
Při odběru z pytlů se namátkově vybere 10 pytlů na každých 25 tun hmotnosti partie. Z každého vybraného pytle se odebere přibližně stejný počet hlíz tak, aby vznikl standardní vzorek o 220 hlízách. Pytlem se rozumí jakýkoliv druh obalu obsahující 25 kg brambor. V případě jiných obalů se jich vybere úměrný počet.
Při vzorkování se používají jednorázové rukavice, vždy nové pro jednotlivé vzorkované partie. Pokud je nutné vstupovat na hlízy, používají se jednorázové návleky na boty.

Použité pomůcky a podložku je nutné důkladně vyčistit a vydezinfikovat nebo vyměnit po ukončení prohlídky každé partie. Používané nádoby lze vyložit jednorázovou folií.
c) z partií o malé hmotnosti

Z partií rozmnožovacího materiálu pro šlechtitelské účely a povinné testy o malé hmotnosti se vzorky odebírají následovně (pokud se nejedná o partii podezřelou z výskytu choroby):
Hmotnost partie (v kg)




Velikost vzorku (počet hlíz)
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Balení a označování vzorků hlíz bramboru:
Hlízy se uloží do hustě tkaného polypropylenového nebo jutového pytle, který se vně i uvnitř opatří bílou etiketou se shodně vyplněnými údaji podle IS Monitoring, tj. č. protokolu, č. vzorku (v případě dělených vzorků po 110 hlízách lomeným A a B), odrůda. Etiketa se rovněž označí kontaktní adresou vzorkovatele (razítkem na zadní části). Vzorek se proti neoprávněnému otevření zabezpečí zelenou plastovou plombou s logem SRS uprostřed kruhového textu STÁTNÍ ROSTLINOLÉKAŘSKÁ SPRÁVA nebo bílou samolepící páskou s potiskem „ logo SRS – ÚŘEDNÍ VZOREK SRS“.
Vzorky pocházející z karanténního území se opatří oranžovou etiketou (nebo bílou s výrazným označením BK nebo HH).

V. Odběr vzorků vody

Odběr z vodního toku povrchových vod

Vzorky se odebírají z hloubky asi 30 - 40 cm ve vzdálenosti 2 m od okraje toku, a to nejdříve po dosažení teploty vody nejméně 15°C (v období od 15.8. do 15.10. a v období           květen-červen).
Odběr odpadních a oplachových vod

Vzorky se odebírají z jímky nebo v místě vstupu vody do jímky. Teplota vody není v tomto případě standardizována. Odběry se provádí v období říjen–prosinec a únor–duben.

Z  každého odběrního místa se během sezóny odebírají dva vzorky zpravidla v rozmezí alespoň dvou měsíců. Vzorky vody se odebírají do sterilních plastových, polypropylenových nebo skleněných nádob se šroubovým uzávěrem. Vzorek tvoří dva dílčí vzorky s doporučeným objemem 500 ml (nejméně 30 ml). Odběrové nádoby by měly být plné až po uzávěr, označují se voděodolným popisovačem shodně s číslem vzorku v IS Monitoring, v informacích o odběru vzorku v IS Monitoring se uvede rovněž hodina odběru. Nádoby je třeba na povrchu omýt a dezinfikovat (SAVO, SONET DEZON AKTIV) a zabezpečit proti samovolnému otevření. Vzorky se uchovávají v přepravních obalech v chladných a temných podmínkách (4 – 10°C) a do 24 hod. se dopraví do určené laboratoře. 
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