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 Apstiprinājums un grozījumi

Šajā standartā ir aprakstīti izmēģinājumi, ko veic, lai novērtētu fungicīdu iedarbības efektivitāti attiecībā uz sēklām, kas apstrādātas pret dīgstu slimībām (kontrolētos apstākļos).

Pirmo reizi apstiprināts 1987. gada septembrī.
Saskaņots ar pārstrādāto standarta tekstu 1996. gadā. 

Labojums apstiprināts 1999. gada septembrī.

_____________________________

Šis standarts attiecas uz fungicīdu iedarbības novērtējumu attiecībā uz sēklām, kas apstrādātas, lai apkarotu dīgstu slimības. Tas galvenokārt ir domāts lielākiem apsētiem laukiem vai sakņu kultūrām un to dīgstu puves slimībām, ko izraisījušas augsnē dzīvojošas sēnītes. Izmēģinājumus veic kontrolētos apstākļos tāpēc, ka ir grūtības veikt pārbaudi uz lauka. Īpaši sīka informācija sniegta par trīs dažādiem kultūraugiem: cukurbietēm, kukurūzu un pākšaugiem, bet metodes pamatprincipu var viegli piemērot citiem kultūraugiem. Lai gan metode pamatā domāta augsnes sēnīšu slimībām, to var attiecināt arī uz dažām sēklu slimībām (piemēram, Pleospora betae uz bietēm). Uz graudaugu sēklu slimībām attiecas EAAO standarts PP 1/19 – Sēņu ierosinātas graudaugu slimības, kuru infekcijas avots ir sēkla, un uz dekoratīvo augu dīgstu puvi attiecas pamatā līdzīga pieeja EAAO standartā PP 1/40 – Augsnē dzīvojošās sēnes, kas inficē dekoratīvos augus. Uz augsnes apstrādi pret Pythium spp. attiecas EAAO standarts PP 1/148 – Augsnes apstrāde Pythium spp. ierobežošanai.
1. Izmēģinājuma apstākļi
1.1. Pārbaudāmais organisms, kultūraugu un šķirņu izvēle 
Pārbaudāmais organisms:
Dīgstu puves slimības ierosinātāji, piemēram Pythium spp. (PYTHSP), Aphanomyces cochlioides (APHACO), Pleospora betae (PLEOBJ) un Gibberella fujikuroi (anamorfa Fusarium moniliforme) (GIBBFU).
Kultūraugi:
Attiecībā uz cukurbietēm Beta vulgaris (BEAVX) (jebkurai ieņēmīgai šķirnei) apstrādātās sēklas jāiegūst no piegādātāja vai nu parastai rindsējai, precīzai izsējai (ģenētiski viendīgsta sēklas), vai arī granulētu sēklu veidā. Attiecībā uz kukurūzu Zea mays (ZEAMX), zirņiem Pisum sativum (PIBST), dārza pupiņām Phaseolus vulgaris (PHSVX), rapsi Brassica napus (BRSNN), saulespuķēm Helianthus annuus (HELAN), spinātiem Spinacia oleracea (SPQOL) vai citiem kultūraugiem jāizmanto jebkuras ieņēmīgas šķirnes sertificētas sēklas. Jāzina sēklu dīdzība procentos.
Izmēģinājums jāveic ar pārbaudāmo(-ajiem) kaitīgo(-ajiem) organismu(-iem) un kultūraugu (-iem), kurus paredzēts izmantot.
1.2. Izmēģinājuma apstākļi
Izmēģinājums jāveic segtās platībās (siltumnīcā, vēsā telpā vai auga augšanas kamerā) tādā temperatūrā, kas ir tuva pārbaudāmā auga sugas minimālai pieļaujamai temperatūrai. Šādu temperatūru parasti uztur 10-14 dienas pēc sēšanas.
Parasti izmanto mākslīgi inficētu substrātu (sk. I pielikumu). Var izmantot arī dabīgi inficētu tīruma augsni ar augstu humusa saturu, kas ņemta no tīruma virsējā slāņa (līdz 20 cm), kur iepriekš audzēts attiecīgais kultūraugs. Pirms izmēģinājuma jāpārbauda, vai tajā nav dīgstu slimības ierosinātāja, vai arī izmēģinājuma augu bojāejas cēloņus nosaka, piemēram, izstādot inficēto materiālu trauciņā (sk. 3.2.1.).
Eksperimentālā vienība ir sēklu plate vai līdzīgs trauks, kurā var iesēt vismaz 50 (vēlams 100) sēklas vai granulas vismaz 3 cm attālumā augsnē aptuveni 6 cm dziļumā (piemēram, sēklu plates izmēri 28x45 cm). Plati vispirms piepilda ar viegli presētu nolīdzinātu augsni, kuras kārta ir 3 cm bieza. Sēklas iesēj un pārklāj ar papildu 3 cm biezu slāni. Cita iespēja – sēklu plati piepilda ar 6 cm biezu augsnes kārtu un, ievērojot pareizas atstarpes, ar dēstāmo mietiņu veido 3 cm dziļas bedrītes sēklām. Sēklas sēj ar pinceti un bedrītes viegli piepilda. Izmēģinājuma laikā augsnei jābūt mēreni mitrai.
Šim izmēģinājumam jābūt vienam no izmēģinājumu sērijas (sk. EAAO standartu PP 1/181 – Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu izpilde un pārskata sagatavošana, iekļaujot labu pētniecības praksi).
1.3. Izmēģinājuma plānošana un iekārtošana
Izmēģinājumi, kuros pētījumu objekti sēklu platē ir pārbaudāmais(-ie) preparāts(-i), etalonpreparāts un neapstrādātais kontrolparaugs, iekārtoti pēc statistiski piemērota plānojuma.
Lauciņa platība (novērojamā): viena sēklu plate (vismaz 50 sēklas).
Atkārtojumu skaits:  vismaz četri. Parasti katrā izmēģinājuma variantā jāizsēj vismaz 200 sēklas.
Sīkākai informācijai par izmēģinājuma plānu sk. EAAO standartu PP 1/152 – Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu plānošana un analīze.
2. Apstrādes veikšana
2.1. Pārbaudāmais(-ie) preparāts (-i)
Pārbaudāmajam(-iem) preparātam(-iem) jābūt preparātam(-iem), kuram(-iem) dots nosaukums (sk. EAAO standartu PP 1/181  – Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu izpilde un pārskata sagatavošana, iekļaujot labu pētniecības praksi).
2.2. Etalonpreparāts 
Etalonpreparātam jābūt preparātam, kas izrādījies derīgs lietojumam paredzētās platības lauksaimniecības, fitosanitārajos un vides (tostarp klimatiskajos) apstākļos.  Iedarbības veidam, apstrādes laikam un apstrādes metodei pēc iespējas jāatbilst pārbaudāmā preparāta attiecīgajiem raksturlielumiem.
2.3. Preparāta lietošanas veids
2.3.1. Apstrādes veids 
Apstrādes veidam jābūt tādam, kāds noteikts atbilstoši paredzētajai izmantošanai. Sēklu apstrādi parasti veic ar laboratorijas tehniku (sk. 2.3.2.), bet var tikt piegādātas apstrādātas sēklas (kopā ar neapstrādātām sēklām), īpaši tad, ja sēklas ir granulētas. Ja tiek piegādātas apstrādātas sēklas, jāsniedz pietiekama informācija par sēklu izcelsmi un apstrādes veidu.
2.3.2.  Apstrādes tehnika
Sēklas jāapstrādā aparātā, kas nodrošina preparāta vienmērīgu izkliedi, atbilstoši labas ražošanas prakses prasībām, piemēram, šādi:
- sausā apstrāde – sēklas jāsajauc ar preparātu īpašā apstrādes cilindrā vismaz 5 min.;
- mitrā apstrāde – lietotajām sēklām nepieciešamo šķidruma daudzumu sadala trīs daļās. Tad trīs reizes veic šādu darbību: ar vienu daļu šķidruma vienmērīgi apsmidzina apstrādes cilindra sieniņas, pievieno visas sēklas un sakrata, līdz lielākā daļa šķidruma ir izzudusi no stikla sieniņas, sēklas atdala;
- pusšķidrā apstrāde – attiecīgo koncentrāta daudzumu uzlej uz sašķiebtā apstrādes cilindra augšējās malas un ar pipeti pievieno attiecīgo ūdens daudzumu. Pagaida, lai preparāts pārtop suspensijā, pēc tam cilindru rotē, lai preparāts vienmērīgi sadalās uz stikla sieniņas. Pievieno sēklas un krata, līdz preparāts ir pilnīgi atdalījies no sieniņām.
2.3.3. Apstrādes laiks un biežums
Apstrādes biežumam un katras apstrādes laikam jābūt tādam, kāds noteikts atbilstoši paredzētajai izmantošanai. Parasti viena apstrāde jāveic tieši pirms sēšanas.
2.3.4.  Devas un  tilpums
Parasti preparātu lieto tādās devās, kādas paredzēts izmantot (sk. 2.3.2.).  Devas, kas ir lielākas vai mazākas par paredzēto devu, var pārbaudīt, lai noteiktu to efektivitātes robežu un nekaitīgumu kultūraugam. Apstrādei lietojamo devu parasti izsaka formulētā preparāta kilogramos (vai litros) uz vienu kilogramu vai vienību sēklas. Var arī būt lietderīgi devu reģistrēt, izsakot darbīgo vielu gramos uz kilogramu sēklas. Jāuzskaita atkāpes no paredzētās devas.
2.3.5. Dati par citiem augu aizsardzības līdzekļiem
Nelietot citas ķīmiskas vielas.
3. Novērtēšanas, reģistrācijas un mērījumu veikšanas veids 
3.1. Meteoroloģiskie un edafiskie dati
3.1.1. Meteoroloģiskie dati
Izmēģinājuma laikā jāreģistrē vidējā temperatūra (°C ) (sk. 1.2.).
3.1.2. Edafiskie dati
Nav vajadzīgi.
3.2. Novērtēšanas veids, laiks un biežums
3.2.1. Veids
1. un 2. novērtējumā jāsaskaita visi sadīgušie dīgsti katrā sēklu platē. 3. novērtējumā jāsaskaita visi dīgsti katrā sēklu platē, kuriem vizuāli ir veselīga virszemes daļa. Attiecībā uz katru slimo augu jāidentificē slimības izraisītājs (izņemot gadījumus, kad substrāts ir mākslīgi inficēts), uzsējot inficēto materiālu uz atbilstošas barotnes vai attiecībā uz Oomycetes  ievietojot sterilā ūdenī uz 24-36 stundām.
3.2.2. Laiks un biežums
1. novērtējums -  pārbaudot etalonpreparātu, kad platēs aptuveni puse no dīgstiem ir uzdīguši.
2. novērtējums - 2-3 nedēļas pēc 1. novērtējuma.
3. novērtējums - kad, platēs, pārbaudot etalonpreparātu, aptuveni 10 % augu ir viens pāris īsto lapu 1-2 cm lielumā (cukurbietēm) vai 2-3 nedēļas vēlāk.
Var būt lietderīgi veikt papildu novērtējumus, jo īpaši laikā starp pirmo un otro novērtējumu.
3.3. Tiešā ietekme uz kultūraugu
Dēsti ir jāpārbauda, lai noteiktu fitotoksisko ietekmi gan uz lapām, gan saknēm. Turklāt jāuzskaita jebkura labvēlīgā ietekme. Jāreģistrē šādas iedarbības veids un apjoms uz kultūraugu un jāreģistrē arī tas, ja iedarbības nav.
Fitotoksiskums jānovērtē šādi:
1) ja iedarbību var saskaitīt vai izmērīt, tā jāizsaka absolūtos skaitļos;
2) pārējos gadījumos jānovērtē kaitējuma biežums un intensitāte. To var veikt divējādi: katrā lauciņā nosaka fitotoksiskumu atbilstīgi skalai vai katru apstrādāto lauciņu salīdzina ar neapstrādāto lauciņu un fitotoksiskumu novērtē procentos.
Visos gadījumos augu bojājumu pazīmes (aizkavēta augšana, hloroze, deformācijas u. c.) precīzi jāapraksta. Sīkāka informācija – EAAO standartā PP 1/135 – Fitotoksiskuma novērtējums, kas ietver sadaļas par atsevišķiem kultūraugiem. 
3.4. Ietekme uz sugām, kurām apstrāde nav paredzēta 
Nav būtiska.
3.5. Ražas kvantitatīvā un kvalitatīvā uzskaite
Nav vajadzīga.
4. Rezultāti
Pārskatā jābūt sistematizētiem rezultātiem, kā arī to analīzei un vērtējumam. Jābūt pieejamiem sākotnējiem (izejas) datiem. Parasti izmanto statistisko analīzi ar attiecīgajām metodēm, kuras jānorāda. Ja statistisko analīzi neizmanto, tas jāpamato. Sk. EAAO standartu – 1/152 Efektivitātes novērtēšanas izmēģinājumu plānošana un analīze.
I pielikums
Cukurbiešu mākslīgās inficēšanas metožu piemēri
A. Inficēšana ar Pythium
Pythium spp., tādas kā P. ultimum (PYTHUL), P. intermedium (PYTHIN), P. irregulare (PYTHIR), P. aphanidermatum (PYTHAP), ir izolētas no slimajiem cukurbiešu dīgstiem un uzturētas atbilstošā barotnē, piemēram, Schmidthenner barotnē (0,12 grami asparagīna, 0,41 grams saharozes, 30 mg KH2 PO4, 30 mg K2HPO4, 20 mg MgSO4, 11,6 mg EDTA, 0,04 mg tiamīna, 20 grami Difco agara, 50 mg streptomicīna un 1000 ml destilēta ūdens).
Infekcijas avots (inokulāts) tiek sagatavots šādi. No 10 litriem smilšu, 10 litriem komposta, 5 litriem kūdras un 250 gramiem auzu miltu pagatavo pilnīgu maisījumu, ko samitrina līdz drupatainai struktūrai (ne pārāk mitru) un sadala divlitru Erlenmeijera kolbās. Divas reizes secīgās dienās tās stundu karsē autoklāvā 120°C. Kolbas inficē ar Pythium spp. no tīrkultūras un iztur 4-5 nedēļas aptuveni 20°C temperatūrā, kura laikā micēlijs ir uzkrājis visu kolbas saturu un ir bagātīgi veidojušās oosporas. Inokulātu tad rūpīgi samaisa ar deviņām daļām sterilizēta komposta. Saskaņā ar izmēģinājuma mērķiem var būt derīgi šajā brīdī sajaukt vienādu daudzumu ar vairāku Pythium spp. atšķaidītiem inokulātiem.
Sēklu plates daļēji piepilda ar četrām daļām viegli presēta komposta, sēklas novieto uz šī slāņa un plates piepilda ar pusotru daļu atšķaidīta inokulāta.
B. Inficēšanas metode ar Aphanomyces cochlioides
Uz Biomalz agara barotnes uztur Aphanomyces cochlioides, kas izolētas no slimajiem cukurbiešu dīgstiem. Inokulātu sagatavo, audzējot sēnītes bagātīgā peptona barotnē (1 grams bakterioloģiskā peptona, 1 grams bakterioloģiskā rauga ekstrakta, 0,5 grami KH2PO4, 0,5 grami MgSO4, 2 grami glikozes un 100 ml destilēta ūdens) 20-22°C temperatūrā, kas nodrošina bagātīgu micēlija veidošanos. Kad ir vajadzīgs inokulāts, A. cochlioides micēliju 4 reizes skalo sterilā ūdenī, lai atdalītu peptona atlikumus, un visbeidzot iztur 24 stundas 20°C temperatūrā sterilā ūdenī tā, lai veidotos zoosporangiji un zoosporas. Attiecībā uz zoosporu daudzumu un darbību ļoti svarīga ir lietotā sterilā ūdens kvalitāte. Destilēts ūdens vai ūdens, kas satur hloru vai fluoru, nav piemērots; parasti piemērots ir nepiesārņots strauta vai lietus ūdens vai negāzēts minerālūdens.
Sterilizētus veģetācijas traukus (14 cm diametrā) piepilda ar aptuveni 300 ml smilšu-komposta maisījuma (1:1) un divas reizes pa stundai karsē autoklāvā 120°C temperatūrā divas dienas pēc kārtas. Parasti vienā veģetācijas traukā iestāda 100 sēklas (granulētas vai negranulētas) un ļauj tām dīgt 18-20°C temperatūrā, pārmērīgi nemitrinot.
Pēc 7-10 dienām dīgstus retina, atstājot 50 dīgstus veģetācijas traukā, un veģetācijas traukus ievieto ar ūdeni pildītās platēs, lai nodrošinātu ūdens uzsūkšanos (tikai šādos apstākļos jānodrošina zoosporu brīva pārvietošanās augsnē un inficēšanās pirmsdīgļlapu līmenī). Trīs dienas pēc kārtas tikko sagatavoto zoosporu suspensiju laista ar 50 ml katram veģetācijas traukam. Infekcijai optimāli apstākļi ir temperatūra  – 20°C  un relatīvais mitrums – 60%. 
C. Inficēšanas metode ar Pleospora betae
Uz atbilstošas barotnes, piemēram, kartupeļu-dekstrozes agara (PDA), uztur Pleospora betae, kas izolēta no slimajām cukurbietēm. Inficēšanai sēnītes audzē barotnē 9 cm Petri trauciņos 14 dienas 20°C temperatūrā.
Tieši pirms inficēšanas kultūras materiālu ļoti rūpīgi homogenizē maisītājā ar vismazāko ātrumu (ir būtiski izvairīties no piknīdu un sēņotnes šūnu iznīcināšanas), lai iegūtu aptuveni 250 ml micēlija suspensijas no 3-5 Petri trauciņiem. Tad laistot šo daudzumu lieto vienai sēklu platei (sk. turpmāk).
Sēklu plati vispirms piepilda ar četrām daļām autoklāvā izkarsēta komposta (divas reizes pa stundai 120°C temperatūrā divas dienas pēc kārtas);

sēklas rūpīgi iestāda, ievērojot atbilstošas atstarpes (var izmantot rāmi, lai atzīmētu sēšanas punktus);

pēc inokulāta aplaistīšanas sēklas pārklāj ar papildu puostru daļu autoklāvā karsēta komposta.
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