PAGE  
- 5 -


RTG/1078/1 

	
	
	УТВЕРЖДАЮ:

Председатель ФГУ «Государственная 

комиссия Российской Федерации по испытанию и охране селекционных достижений»

                                 В.В. Шмаль

21.09.2009 №  12-06/21



МЕТОДИКА ПРОВЕДЕНИЯ ИСПЫТАНИЙ

НА ОТЛИЧИМОСТЬ, ОДНОРОДНОСТЬ И СТАБИЛЬНОСТЬ

ШИИТАКЕ (ПИЛОЛИСТНИК СЪЕДОБНЫЙ)
(Lentinus edodes (Berk.) Sing.)*
I. Общие рекомендации


Данная методика применима ко всем штаммам вида Lentinus edodes (Berk.) Sing. Одновременно следует руководствоваться документом RTG/01/2 "Общее введение по испытанию на отличимость, однородность и стабильность и составлению описаний" от 22.07.2002 г. №12-06/52 (Официальный бюллетень Госкомиссии № 6, 2002 г.). 

II. Требуемый материал

1. На весь цикл испытания необходим исходный материал:

а) мицелий в 2-х пробирках на сусло-агаре или на картофельно-глюкозном агаре;

б) посевной мицелий на зерновом субстрате в 2-х стерильных упаковках по 200-300 г;

в) 50 типичных плодовых тел на стадии уборочной спелости.

2. Зерно зернового субстрата не должно быть обработано ядохимикатами, если на то нет разрешения или требования Госкомиссии. Если обработка имела место, то необходимо дать подробное описание обработки.

3. Заявитель, высылающий штаммы на агаризованной и зерновой средах и плодовые тела из другой страны, должен полностью соблюдать все таможенные правила. 

III. Проведение испытаний
1. Опыты проводят в одном месте. 

2. Оценивают заявленный и похожий штаммы из коллекции. В опыт включают эталонные штаммы.

3. Опыт проводят в трехкратной повторности (3 чашки Петри, 3 блока).

4. Для специальных целей могут быть назначены дополнительные испытания.

IV. Методы и наблюдения

1. Если не указано иное, морфолого-культуральные признаки колонии штамма оценивают при росте на агаризованной среде. 

2. Морфологию плодового тела оценивают на стадии уборочной спелости.

3. Наблюдения за формированием единой грибницы (признак 14) проводят методом встречного выращивания в случае, когда испытуемый штамм по результатам испытаний отличается от какого-либо общеизвестного только по одному количественному признаку. 

V. Группирование сортов

Испытываемые штаммы и штаммы реферативной коллекции должны быть разбиты на группы для облегчения оценки на отличимость. Для группировки используют такие признаки, которые, исходя из практического опыта, не варьируют или варьируют незначительно в пределах штамма, и их варьирование в пределах коллекции распределено равномерно. 

Рекомендуется использовать следующие признаки: 

1) Шляпка: форма (признак 9);

2) Шляпка: окраска (признак 10);

3) Ножка: наличие утолщения в нижней части (12);

4) Ножка: место прикрепления к шляпке (признак 13).

VI. Признаки и обозначения

Признаки, используемые для оценки отличимости, однородности и стабильности, и степени их выраженности приведены в таблице VII. Отметка (*) указывает на то, что данный признак следует отмечать каждый раз для оценки всех штаммов и всегда включать в описание штамма, за исключением случаев, когда степень выраженности предыдущего признака указывает на его отсутствие. Отметка (+) означает, что описание признака сопровождают в методике дополнительными объяснениями. 

По каждому признаку указан метод его учета:

М – непосредственное измерение;

VG – визуальная однократная оценка группы плодовых тел;

VS – визуальная оценка колоний мицелия, выращенных на трех чашках, и частей 10 плодовых тел;

С – специальные испытания.

Значениям выраженности признака даны индексы (1 – 9) для электронной обработки результатов. По некоторым значениям выраженности признаков указаны эталонные штаммы.

VII. Таблица признаков 
	Признак
	Порядок учета
	Индекс
	Степень выраженности

	1.
(*)
(+)
	Колония штамма: диаметр на 7-е сутки
	М

(а, б)
	1
	очень маленький 

	
	
	
	3
	маленький

	
	
	
	5
	среднего диаметра

	
	
	
	7
	большой

	
	
	
	9
	очень большой

	
	
	
	
	

	2.

(*)
	Колония штамма: текстура
	VS
(а, б, в)
	1
	ворсистая

	
	
	
	2
	войлочная

	
	
	
	3
	мучнистая

	
	
	
	4
	творожистая

	
	
	
	5
	вихревая

	
	
	
	6
	другая

	
	
	
	
	

	3.

(*)
	Колония штамма: окраска воздушного мицелия
	VS
(а, б, в)
	1
	белый

	
	
	
	2
	окрашенный

	
	
	
	
	

	4.
	Колония штамма: интенсивность развития воздушного мицелия
	VS
(а, б, в)
	3
	слабая

	
	
	
	5
	средняя

	
	
	
	7
	сильная

	
	
	
	
	

	5.

(*)
	Колония штамма: Неоднородность плотности мицелия: концентрическая
	VS
(а, б, в)
	1
	отсутствует

	
	
	
	9
	имеется

	
	
	
	
	

	6.

(*)
	Колония штамма: Неоднородность плотности мицелия: радиальная  
	VS
(а, б, в)
	1
	отсутствует

	
	
	
	9
	имеется

	
	
	
	
	

	7.
(*)
(+)
	Колония штамма: диаметр на 7-е сутки
	M
(а, г)
	3
	маленький

	
	
	
	5
	среднего диаметра

	
	
	
	7
	большой

	
	
	
	
	

	8. (+)
	Плодовое тело: масса
	M

(д)
	1
	очень низкая 

	
	
	
	3
	низкая

	
	
	
	5
	средняя

	
	
	
	7
	высокая 

	
	
	
	9
	очень высокая

	
	
	
	
	

	9.

(*)

(+)
	Шляпка: форма 
	VG
(д)
	1
	конусообразная

	
	
	
	2
	вогнутая

	
	
	
	3
	плоская

	
	
	
	4
	другая

	
	
	
	
	

	10.

(*)
	Шляпка: окраска
	VG
(д)
	1
	белая

	
	
	
	2
	желтовато-коричневая

	
	
	
	3
	коричневая

	
	
	
	4
	красновато-коричневая

	
	
	
	5
	другая (указать) 

	
	
	
	
	

	11.

(+)
	Шляпка: наличие чешуек
	VG
(д)
	1
	отсутствуют 

	
	
	
	2
	слабовыраженные

	
	
	
	3
	имеются

	
	
	
	
	

	12. (+)
	Ножка: наличие утолщения в нижней части
	VS
(д)
	1
	отсутствует

	
	
	
	9
	имеется

	
	
	
	
	

	13.
(*) (+)
	Ножка: место прикрепления к шляпке
	VS
(д)
	1
	центральное

	
	
	
	2
	эксцентрическое

	
	
	
	
	

	14. (+)
	Срастание колоний: демаркационная линия
	C
(б, г)
	1
	отсутствует

	
	
	
	9
	имеется

	
	
	
	
	


VIII. Объяснения и методы проведения учетов

8.1 Объяснения по нескольким признакам

Признаки, содержащие обозначения (a)-(б)-(в)-(г)-(д) в третьей колонке Таблицы признаков, следует наблюдать следующим образом:
(a) колония штамма: проводят сравнительное изучение заявляемой культуры из полученного материала и после проведения её через 5 последовательных пересевов (режим каждого пассажа: длительность выращивания 7 суток при температуре 25º С, 3 суток при - 2º С, последующий пересев с краевых участков колонии);
б) колония штамма: признаки штамма изучают при росте на агаризованной питательной среде: морфолого-культуральные признаки колонии вегетативного мицелия при росте на среде Чапека-Докса с добавлением 1% дрожжевого экстракта (фирмы Серва) и 2% агар-агара. Культуры выращивают в чашках Петри при температуре 25 ºС в темноте;
в) колония штамма: наблюдают при достижении колонией диаметра на 0,5 см меньше, чем диаметр чашки Петри;
г) колония штамма: наблюдают при выращивании штаммов на лигноцеллюлозном субстрате: лигноцеллюлозный субстрат: стерильная измельченная солома озимой пшеницы (относительная влажность 68-70%). Культуры выращивают в чашках Петри при температуре 25 ºС в темноте;
д) плодовое тело: штамм гриба выращивают по стандартной технологии: морфологию и биометрические показатели плодового тела изучают на стадии уборочной спелости при выращивании на твердом субстрате, в состав которого входят зерно пшеницы и измельченная солома в соотношении 50:50 по объему с добавлением 1–1,5% мела (68-74% влажности), при температуре 17-19 ºС и освещении 100 люкс на поверхности блока при 12-часовом световом дне, относительной влажности воздуха 75-85%, содержании СО2 – 0,05%. Наблюдения проводят на стадии уборочной спелости плодовых тел первой волны плодоношения по 10 плодовых тел с каждого плодоносящего блока.


8.2 Объяснения по отдельным признакам
К 1. Колония штамма: диаметр на 7-е сутки


Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, мм:

	степень выраженности


	диаметр
	индекс

	очень маленький
	менее 55
	1

	маленький
	55-65
	3

	среднего диаметра
	65-75
	5

	большой
	75-85
	7

	очень большой
	более 85
	9

	
	
	


К 7. Колония штамма: диаметр на 7-е сутки

Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, мм:

	степень выраженности


	диаметр
	индекс

	маленький
	менее 18
	3

	среднего диаметра
	18-24
	5

	большой
	более 24
	7

	
	
	


К 8. Плодовое тело: масса 

Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, г:

	степень выраженности


	масса
	индекс

	очень низкая
	менее 15
	1

	низкая
	15-30
	3

	средняя
	30-45
	5

	высокая
	45-60
	7

	очень высокая
	более 60
	9

	
	
	


К 9. Шляпка: форма

	

	
	
	
	

	
	

	1
	
	2
	
	3
	
	

	конусообразная
	
	вогнутая
	
	плоская
	
	

	
	
	
	
	
	
	


К 12. Ножка: наличие утолщения в нижней части 

	

	
	

	1
	
	9

	отсутствует
	
	имеется

	
	
	


К 13. Ножка: место прикрепления к шляпке

	


	
	
[image: image1]

	1
	
	2

	центральное
	
	эксцентрическое

	
	
	


К 14. Срастание колоний: демаркационная линия 

Наблюдают при выращивании штаммов на агаризованной питательной среде и на лигноцеллюлозном субстрате. Испытываемый штамм и похожий (по результатам испытаний) попарно высевают в чашку Петри с указанными средами на расстоянии 1 см от края. Оценивают результаты через 3 суток после смыкания колоний.
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* Подготовлена в НИИ по изысканию новых антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе РАМН. Использована японская национальная методика по проведению испытаний на отличимость, однородность и стабильность штаммов шиитаке.





