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МЕТОДИКА ПРОВЕДЕНИЯ ИСПЫТАНИЙ

НА ОТЛИЧИМОСТЬ, ОДНОРОДНОСТЬ И СТАБИЛЬНОСТЬ

ЯЧМЕНЬ

(Hordeum vulgare L. sensu lato.)*
I. Общие рекомендации

Данная методика применима ко всем сортам Hordeum vulgare L. sensu lato. Одновременно следует руководствоваться документом RTG/01/3 "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 образец семян массой 4 кг и 130 колосьев по яровым и 180 - по озимым сортам. 

2. Семена по сортовым и посевным качествам должны соответствовать требованиям ГОСТа: по посевным качествам - 1-му классу, по сортовой чистоте – 1-ой категории. Колосья должны быть хорошо развитыми, без видимых повреждений болезнями и вредителями.

3. Семена не должны быть обработаны ядохимикатами и другими химическими препаратами.

4. Заявитель, высылающий семена из другой страны, должен соблюдать все таможенные правила.

III. Проведение испытаний

1. Полевые опыты проводят в одном месте, в условиях, обеспечивающих нормальное развитие культуры, в течение двух вегетационных периодов. При необходимости испытание продолжают на третий год.

2. По каждому оцениваемому сорту в первый год закладывают три типа делянок: ’’А’’ - рядового посева не менее 2000 растений в двух повторениях (размещение сортов систематическое); ’’В’’ – 100 рядов с посевом в каждом из них семян одного колоса; ”Г” - по озимым сортам при весеннем севе 50 рядов с посевом в каждом из них семян одного колоса. 

На второй год закладывают два типа делянок: “А”- семенами исходного образца и ’’Д’’ – семенами сомнительных по типичности рядов, выделенных в первый год испытания на делянке ’’В’’.

3. Оцениваемый и похожие на него сорта размещают на смежных делянках. В опыте размещают и делянки эталонных сортов.

IV. Методы и наблюдения

1. Для определения отличимости и стабильности обследуют 20 растений или их частей.

2. При оценке однородности признаков на делянке в целом количество отклоняющихся растений не должно превышать 5 на 2000.

3. При оценке однородности признаков на колосо-рядах количество отклоняющихся рядов не должно превышать 3 на 100. 

4. Семена с сомнительных рядов растений (семьи), выделенные в первый год наблюдений, высевают на второй год на делянке ’’Д’’ для выяснения причин неоднородности. Для контроля высевают семена типичных растений. 

V. Группировка сортов

Оцениваемые сорта разбивают на группы. Для группировки используют такие признаки, которые, исходя из практического опыта, не варьируют или варьируют незначительно в пределах сорта и степени их выраженности в коллекции распределены равномерно. 

Рекомендуется использовать следующие признаки:

1) нижние листья: опушение листовых влагалищ (признак 2);

2) ости: антоциановая окраска кончиков (признак 8);

3) колос: количество рядов (признак 13);

4) зерновка: тип опушения основной щетинки (признак 23);

5) зерновка: опушение брюшной бороздки (признак 27);

6) тип развития (признак 30).

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 вегетационный период для оценки всех сортов и всегда включать в описание сорта за исключением случаев, когда степень выраженности предыдущего признака указывает на его отсутствие, или когда условия окружающей среды делают это невозможным. Отметка (+) означает, что описание признака сопровождается в методике дополнительными объяснениями и (или) иллюстрациями. 

Оптимальное время учета признака указано во второй колонке кодом стадий развития зерновых культур (Приложение 1). По каждому признаку указан метод его учета:

М 
- непосредственное измерение определенного количества растений или частей растений;

VG 
- визуальная однократная оценка группы растений или их частей;

VS 
- визуальная индивидуальная оценка определенного количества колосо-рядов, растений или частей растений.

Значениям выраженности признака указаны индексы (1 - 9) для электронной обработки результатов. По большинству значений выраженности признаков в колонке «Сорт-эталон» указаны озимые и яровые сорта. 

VII. Таблица признаков

	NN UPOV
	Признак
	Порядок учета
	Индекс
	Степень выраженности
	Сорт-эталон

	
	
	
	
	
	озимый
	яровой

	1. (*) (+)
	1. (*) (+)
	Растение: тип куста
	25-29

VG
	1
	прямостоячий
	Михайло
	Ача, Никита

	
	
	
	
	3
	полупрямостоячий
	Marinka, Ларец 
	Klaxon, Сигнал, Раушан

	
	
	
	
	5
	промежуточный
	Plaisant, Павел
	Alexis, Биос 1, Омский 91

	
	
	
	
	7
	полустелющийся
	Pastoral, Прикумский 50
	Digger, Кедр, Маргарет

	
	
	
	
	9
	стелющийся
	Celtic
	Grit

	
	
	
	
	
	
	
	

	2. (*)
	2. (*)
	Нижние листья: опушение листовых влагалищ
	25-29

VS
	1
	отсутствует
	Marylin, Хуторок
	Alexis, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	9
	имеется
	Pastoral, Козырь
	Ceres

	
	
	
	
	
	
	
	

	3. (*)
	3. (*)
	Флаговый лист: антоциановая окраска ушек
	45-49

VG
	1
	отсутствует
	Flika, Хуторок
	Comtesse, Зевс

	
	
	
	
	9
	имеется
	Barberousse, Павел
	Alexis, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	
	
	
	

	4. (*)
	4. (*)
	Флаговый лист: интенсивность антоциановой окраски ушек
	45-49

VG
	1
	очень слабая
	Noveta, Михайло
	Добрый

	
	
	
	
	3
	слабая
	Reinette, Павел
	Auto, Эльф

	
	
	
	
	5
	средняя
	Catania
	Atem, Раушан, Сигнал

	
	
	
	
	7
	сильная
	Barberousse
	Prisma, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	9
	очень сильная
	Melusine
	Кедр

	
	
	
	
	
	
	
	

	5. (+)
	5. (+)
	Растение: встречаемость растений с наклоненным флаговым листом
	47-51

VG
	1
	отсутствует или очень низкая
	Козырь
	Icare, Эльф

	
	
	
	
	3
	низкая
	Rebelle, Хуторок
	Atem, Лель, Омский 90

	
	
	
	
	5
	средняя
	Pastoral, Прикумский 50
	Alexis, Рахат

	
	
	
	
	7
	большая
	Krimhild, Добрыня 3
	Grit, Ача, Раушан

	
	
	
	
	9
	очень большая
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	6.
	6.
	Флаговый лист: восковой налет на влагалище
	50-60

VG
	1
	отсутствует или очень слабый
	
	

	
	
	
	
	3
	слабый
	Хуторок
	Лель, Стимул

	
	
	
	
	5
	средний
	Brunhild, Павел
	Marielle, Эльф

	
	
	
	
	7
	сильный
	Marylin, Ларец
	Alexis, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	9
	очень сильный
	Sereia
	Pompadour, Кедр

	
	
	
	
	
	
	
	

	7. (*)
	7. (*)
	Время колошения (первый колосок виден у 50% растений)
	50-52

VG
	1
	очень раннее
	Sereia
	

	
	
	
	
	3
	раннее
	Barberousse
	Sewa, Ача, Дина, Стимул

	
	
	
	
	5
	среднее
	Venus, Павел
	Alexis, Зевс, Кедр, Лель

	
	
	
	
	7
	позднее
	Borwina
	Canut

	
	
	
	
	9
	очень позднее
	Brunhild
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	8. (*)
	8. (*)
	Ости: антоциановая окраска кончиков
	60-65

VG
	1
	отсутствует
	Pastoral, Силуэт
	Dobla, Зевс

	
	
	
	
	9
	имеется
	Barberousse, Павел
	Alexis, Ача, Раушан

	
	
	
	
	
	
	
	

	9. (*)
	9. (*)
	Ости: интенсивность антоциановой окраски кончиков
	60-65

VG
	1
	очень слабая
	Monika, Хуторок
	Одесский 22

	
	
	
	
	3
	слабая
	Rebelle, Павел
	Berenice, Челябинский 99

	
	
	
	
	5
	средняя
	Fedora, Мастер
	Alexis, Омский 90, Суздалец

	
	
	
	
	7
	сильная
	Susi
	Atem, Ача, Чакинский 221

	
	
	
	
	9
	очень сильная
	Frolic, Сармат
	Beate, Биос 1, Сигнал

	
	
	
	
	
	
	
	

	10. (*)
	10. (*)
	Колос: восковой налет
	65-75

VG
	1
	отсутствует или очень слабый
	Caline, Павел
	Auto, Раушан, Стимул

	
	
	
	
	3
	слабый
	Brunhild, Добрыня 3
	Grit, Ача, Зевс

	
	
	
	
	5
	средний
	Clarine
	Alexis, Биос 1, Сигнал

	
	
	
	
	7
	сильный
	Puffin
	Volga, Дина, Муссон

	
	
	
	
	9
	очень сильный
	Sereia
	Mette, Аннабель

	
	
	
	
	
	
	
	

	11. (+)
	11. (+)
	Колос: положение
	70

VG
	1
	прямостоячий
	Sigra, Павел
	Volga, Челябинский 99

	
	
	
	
	3
	полупрямостоячий
	Jana, Ларец
	Digger, Ача, Зевс

	
	
	
	
	5
	горизонтальный
	Jaidor
	Nomad, Ратник

	
	
	
	
	7
	полупониклый
	Melusine
	Sissi, Биос 1

	
	
	
	
	9
	пониклый
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	12. (*)
	12. (*)
	Растение: длина (стебель, колос и ости) 
	80-92

М
	1
	очень короткое
	Fedora
	Meltan

	
	
	
	
	3
	короткое
	Pastoral
	Triumph, Лель

	
	
	
	
	5
	среднее
	Rebelle, Павел
	Omega, Биос 1, Дина, Стимул

	
	
	
	
	7
	длинное
	Frances, Прикумский 50
	Ida, Сигнал

	
	
	
	
	9
	очень длинное
	
	Aura

	
	
	
	
	
	
	
	

	13. (*)
	13. (*)
	Колос: количество рядов
	80-92

VS
	1
	два
	Pastoral, Сармат
	Aramir, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	2
	больше двух
	Rebelle, Хуторок
	Dobla, Зевс

	
	
	
	
	
	
	
	

	14. (+)
	14. (+)
	Колос: форма
	80-92
VS
	3
	пирамидальный
	Intro
	Prisma, Горинский, Омский 90

	
	
	
	
	5
	цилиндрический
	Rebelle, Павел
	Nomad, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	7
	веретеновидный
	Criter
	Pamela, Зерноградец 770

	
	
	
	
	
	
	
	

	15. (*)
	15. (*)
	Колос: плотность
	80-92

VS или М
	1
	очень рыхлый
	
	

	
	
	
	
	3
	рыхлый
	Express, Сармат
	Teo, Биос 1, Омский 90

	
	
	
	
	5
	средний
	Susi, Мастер
	Alexis, Сигнал, Эльф

	
	
	
	
	7
	плотный
	Catinka, Павел
	Pompadeur, Зерноградский 813

	
	
	
	
	9
	очень плотный
	Criter
	Dobla

	
	
	
	
	
	
	
	

	16.
	16.
	Колос: длина (исключая ости)
	80-92

М
	1
	очень короткий
	
	


	
	
	
	
	3
	короткий
	Krimhild
	Nancy

	
	
	
	
	5
	средний
	Barberousse
	Alexis

	
	
	
	
	7
	длинный
	Pastoral
	Nomad

	
	
	
	
	9
	очень длинный
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	17. (*) (+)
	17. (*) (+)
	Ости: длина по сравнению с колосом 
	80-92

VS или М
	3
	короткие
	Puffin
	Menuet, Муссон

	
	
	
	
	5
	средние
	Fiction, Мастер
	Nomad, Аннабель

	
	
	
	
	7
	длинные
	Jana, Павел
	Troubadour, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	18. 
	Ости: зазубренность краев 
	80-92

VS
	1
	отсутствует
	
	Омский 88

	
	
	
	
	9
	имеется
	
	Сигнал, Эльф

	
	
	
	
	
	
	
	

	18.
	19.
	Стержень колоса: длина первого членика
	92

VS
	3
	короткий
	Barberousse, Хуторок
	Triumph, Биос 1, Сигнал

	
	
	
	
	5
	средний
	Marinka, Михайло
	Volga, Ратник, Эльф

	
	
	
	
	7
	длинный
	Jaidor, Полет
	Michka, Хаджибей

	
	
	
	
	
	
	
	

	19. (+)
	20. (+)
	Стержень колоса: изгиб первого членика
	92

VS
	1
	отсутствует или очень слабый
	Sigra, Полет
	Prisma, Зевс

	
	
	
	
	3
	слабый
	Barberousse, Павел
	Alexis, Биос 1

	
	
	
	
	5
	средний
	Pastoral, Мастер
	Aramir, Ача, Эльф

	
	
	
	
	7
	сильный
	Giga
	Berenice, Челябинский 99

	
	
	
	
	9
	очень сильный
	
	Cameo, Михайловский

	
	
	
	
	
	
	
	

	20. (*) (+)
	21. (*) (+)
	Стерильный колосок: расположение (в средней трети колоса)
	92

VS
	1
	параллельный
	Target
	Baronesse, Анна

	
	
	
	
	2
	от параллельного до слегка отклоненного
	Susi
	Libelle, Биос 1, Омский 90

	
	
	
	
	3
	отклоненный
	Pastoral
	Alexis, Ача, Раушан

	
	
	
	
	
	
	
	

	21. (+)
	22. (+)
	Средний колосок: длина колосковой чешуи и ости по отношению к зерновке
	92

VS
	1
	короче
	Alpha, Мастер
	Ceres, Эльф

	
	
	
	
	2
	равна
	Rebelle, Прикумский 50
	Alexis, Биос 1, Сигнал

	
	
	
	
	3
	длиннее
	Manitou, Павел
	Steffi, Ача, Зевс

	
	
	
	
	
	
	
	

	22. (*) (+)
	23. (*) (+)
	Зерновка: тип опушения основной щетинки


	80-92

VS
	1
	короткое
	Barberousse, Хуторок
	Atem, Ача, Стимул

	
	
	
	
	2
	длинное
	Pastoral, Полет
	Alexis, Биос 1, Сигнал

	
	
	
	
	
	
	
	

	23. (*)
	24. (*)
	Зерновка: пленчатость
	92

VS
	1
	отсутствует
	Rondo
	Taiga, Омский голозерный 1

	
	
	
	
	9
	имеется
	Marinka, Михайло
	Alexis, Биос 1, Стимул

	
	
	
	
	
	
	
	

	24.
	25.
	Зерновка: антоциановая окраска нервов наружной цветковой чешуи
	80-85

VS
	1
	отсутствует или очень слабая
	Express, Павел
	Troubadour, Зевс, Омский 90

	
	
	
	
	3
	слабая
	Rebelle, Силуэт
	Prisma, Рахат, Омский 87

	
	
	
	
	5
	средняя
	Baraka
	Lenka, Раушан, Омский 88

	
	
	
	
	7
	сильная
	Susi
	Teo, Московский 3, Челябинский 99

	
	
	
	
	9
	очень сильная
	
	Биос 1, Омский 91

	
	
	
	
	
	
	
	

	25. (+)
	26. (+)
	Зерновка: зазубренность внутренних боковых нервов наружной цветковой чешуи
	92

VS
	1
	отсутствует или очень слабая
	Sonja
	Alexis, Раушан, Сигнал

	
	
	
	
	3
	слабая
	Colombo, Павел
	Nomad, Омский 88, Эльф

	
	
	
	
	5
	средняя
	Venus, Михайло
	Perun, Биос 1

	
	
	
	
	7
	сильная
	Barberousse, Полет
	Volga, Лель

	
	
	
	
	9
	очень сильная
	Noveta
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	26. (*) (+)
	27. (*) (+)
	Зерновка: опушение брюшной бороздки
	92

VS
	1
	отсутствует
	Pastoral, Павел
	Alexis, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	9
	имеется
	Plaisant, Прикумский 50
	Cheri, Зевс

	
	
	
	
	
	
	
	

	27. (+)
	28. (+)
	Зерновка: расположение лодикул
	92

VS
	1
	фронтальное
	Reinette, Сармат
	Prisma, Лель, Ратник

	
	
	
	
	2
	охватывающее
	Rebelle, Полет
	Nomad, Ача, Биос 1

	
	
	
	
	
	
	
	

	28. (+)
	29. (+)
	Зерновка: окраска алейронового слоя
	85-87

VG или 92

VS
	1
	белая
	Express, Михайло
	Alexis, Ача, Раушан

	
	
	
	
	2
	слабоокрашенная
	Angora
	

	
	
	
	
	3
	сильноокрашенная
	Pastoral
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	29. (*) (+)
	30. (*) (+)
	Тип развития
	VG
	1
	озимый
	Target, Михайло
	

	
	
	
	
	2
	двуручка
	Novetta, Мастер
	

	
	
	
	
	3
	яровой
	
	Alexis, Биос 1

	
	
	
	
	
	
	
	


VIII. Объяснения и методы проведения учетов

К 1. Растение: тип куста

	[image: image1.png]



	1 – прямостоячий;

3 – полупрямостоячий;

5 – промежуточный;

7 – полустелющийся;

9 – стелющийся.


Тип куста оценивают визуально по расположению листьев и побегов. Используют угол, образованный между внешними листьями и побегами с воображаемой вертикальной осью.
К 5. Растение: встречаемость растений с наклоненным флаговым листом

1. Все листья прямолинейные

3. Около 1/4 растений с наклоненными листьями

5. Около 1/2 растений с наклоненными листьями

7. Около 3/4 растений с наклоненными листьями

9. Все растения с наклоненными листьями

К 11. Колос: положение

[image: image2.png]



	1
	
	3
	
	5
	
	7
	
	9

	прямостоячий
	
	полупрямостоячий
	
	горизонтальный
	
	полупониклый
	
	пониклый


К 14. Колос: форма
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	3
	
	5
	
	7

	пирамидальный
	
	цилиндрический
	
	веретеновидный


К 17. Ости: длина по сравнению с колосом
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	3
	
	5
	
	7

	короткие
	
	средние
	
	длинные


К 20. Стержень колоса: изгиб первого членика

          [image: image5.png]



	3
	
	5
	
	7

	слабый
	
	средний
	
	сильный


К 21. Стерильный колосок: расположение (в средней трети колоса)
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	1
	
	2
	
	3

	параллельный
	
	от параллельного до слегка отклоненного
	
	отклоненный


К 22. Средний колосок: длина колосковой чешуи и ости по отношению к зерновке 
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	1
	
	2
	
	3

	короче
	
	равна
	
	длиннее


К 23. Зерно: тип опушения основной щетинки
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	1
	
	2

	короткое
	
	длинное


К 26. Зерновка: зазубренность внутренних боковых нервов наружной цветковой чешуи

	Зубцы отсутствуют или имеются один или два маленьких зубца
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	1
	3
	

	
	отсутствует или очень слабая
	слабая
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	10 или более широких и равномерно расположенных зубцов

	5
	7
	9
	

	средняя
	сильная
	очень сильная
	


К 27. Зерновка: опушение брюшной бороздки

[image: image11.png]



	1
	
	9

	отсутствует
	
	имеется


К 28. Зерновка: расположение лодикул

[image: image12.png]



	1
	
	2

	фронтальное
	
	охватывающее


К 29. Зерновка: окраска алейронового слоя

Окраску алейронового слоя оценивают визуально после 12-ти часового замачивания зерновок без оболочки в воде. Если необходимо, используют лупу.

К 30. Тип развития
Изучают при весеннем посеве семян из 50 колосьев. Обязательно высевают эталонные сорта. Наблюдения проводят в стадии полной спелости самых позднеспелых яровых сортов (стадия 91/92). Если к этому времени изучаемый сорт достигнет максимум стадии соответственно коду 45, то тип развития определяют как озимый, если стадии с кодом от 75 до 90, то - двуручка, яровые в стадии, превышающей код 90. 

Приложение 1

КОД СТАДИЙ РАЗВИТИЯ ЗЕРНОВЫХ КУЛЬТУР( 
	Код
	Основные фазы развития
	Дополнительное примечание для пшеницы, ячменя, ржи, овса, риса

	
	Прорастание
	

	00
	сухие семена 
	

	01
	начало набухания (семена нормальной величины, но влажные)
	

	02
	-
	

	03
	полное набухание (семена разбухшие, но не проросшие)
	

	04
	-
	

	05
	появление корешков у зерновки
	

	06
	-
	

	07
	появление колеоптиле из зерновки
	

	08
	-
	

	09
	лист появляется в кончике колеоптиле
	

	
	Всходы
	

	10
	появление первого листа из колеоптиле
	

	11
	развертывание первого листа (1)
	второй лист виден (менее 1 см)

	12
	развертывание 2 листа
	

	13
	развертывание 3 листа
	

	14
	развертывание 4 листа
	

	15
	развертывание 5 листа
	50% листовых 

	16
	развертывание 6 листа
	пластинок развернуто

	17
	развертывание 7 листа
	

	18
	развертывание 8 листа
	

	19
	развертывание 9 или более листьев
	

	
	Кущение
	

	20
	только главный стебель
	

	21
	главный стебель и 1 боковой
	

	22
	главный стебель и 2 боковых
	

	23
	главный стебель и 3 боковых
	показатели используются

	24
	главный стебель и 4 боковых
	дополнительно к показа-

	25
	главный стебель и 5 боковых
	телям таблицы: параллель-

	26
	главный стебель и 6 боковых
	ные коды

	27
	главный стебель и 7 боковых
	

	28
	главный стебель и 8 боковых
	

	29
	главный стебель и 9 или более боковых
	

	
	Рост стебля
	

	30
	выпрямление псевдостебля (2)
	рис: вегетативная лаг фаза

	31
	образование 1 узла
	одновременные

	32
	образование 2 узла
	стадии

	33
	образование 3 узла
	

	34
	образование 4 узла
	узлы выше розетки

	35
	образование 5 узла
	

	36
	образование 6 узла
	

	37
	появление флагового листа
	

	38
	-
	стадия перед выходом в трубку

	39
	видны язычок и воротничок флагового листа
	

	
	Выход в трубку
	

	40
	-
	небольшое утолщение соцветия, ранняя стадия выхода в трубку

	41
	вытягивание влагалища флагового листа
	

	42
	-
	

	43
	трубка имеет слабовидимое утолщение
	середина стадии выхода в трубку

	44
	-
	

	45
	трубка утолщена
	поздняя стадия выхода в

	46
	-
	трубку

	47
	влагалище флагового листа раскрыто
	

	48
	-
	

	49
	появление остей
	только у остистых форм

	
	Колошение
	

	50(
	появление кончика соцветия
	(N
	

	51(
	
	(S
	

	52(
	появление 1/2 соцветия
	(N
	N - перекрестники

	53(
	
	(S
	S – самоопылители

	54(
	появление 1/4 соцветия
	(N
	

	55(
	
	(S
	

	56(
	появление 2/3 соцветия
	(N
	

	57(
	
	(S
	

	58(
	полное появление соцветий
	(N
	

	59(
	
	(S
	

	
	Цветение
	

	60(
	начало цветения
	(N
	трудно определить у 

	61(
	
	(S
	ячменя; у риса: обычно

	62
	-
	
	начинается сразу после

	63
	-
	
	выметывания

	64(
	середина цветения
	(N
	

	65(
	
	(S
	

	66
	-
	
	

	67
	-
	
	

	68(
	конец цветения
	(N
	

	69(
	
	(S
	

	
	Молочная спелость
	

	70
	-
	

	71
	водянистое состояние
	

	72
	-
	

	73
	ранняя стадия молочной спелости
	

	74
	-
	

	
	
	

	
	
	

	75
	середина молочной спелости
	затвердевание заметно,

	76
	-
	если раздавить зерновку

	77
	конец молочной спелости
	между пальцами

	78
	-
	

	79
	-
	

	
	Восковая спелость
	

	80
	-
	

	81
	-
	

	82
	-
	

	83
	ранняя восковая спелость
	

	84
	-
	не остается следа после

	85
	мягкая восковая спелость
	надавливания ногтем

	86
	-
	

	87
	твердая восковая спелость
	след остается

	88
	-
	хлорофилл пропадает

	89
	-
	

	
	Полная спелость
	

	90
	-
	рис: созрели верхушечные колоски

	91
	зерно твердое (трудно режется ногтем) (3)
	рис: 50% колосков созрело

	92
	зерно твердое (трудно режется ногтем) (4)
	рис: более 90% колосков созрело (5)

	93
	зерновки свободны в дневное время
	риск потерь зерна от осыпания

	94
	сверхспелость, солома стареет и разрушается
	

	95
	семена находятся в состоянии покоя
	

	96
	жизнеспособные семена дают 50% всхожесть
	

	97
	семена не в состоянии покоя
	

	98
	наступление вторичного покоя
	

	99
	окончание вторичного покоя
	


Пояснения к таблице

(1)  Стадии инокуляции проростка ржавчиной в теплице.

(2)  Применяется только к зерновым со стелющимся или полустелющимся типом роста на ранних стадиях развития.

(3)  Зрелость для двухфазной уборки (влажность 16%). Хлорофилл в соцветии в основном отсутствует.

(4)  Зрелость для уборки прямым комбайнированием (влажность зерна менее 16%).

(5)  Оптимальное времени уборки.
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Приложение 2

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ К МЕТОДИКЕ

Приложение содержит признаки, оцениваемые при использовании электрофореза и описания используемых методов. UPOV решил поместить эти признаки в приложении к методике, посредством этого создать специальную категорию признаков, т.к. большинство стран-членов UPOV имеет мнение, что не возможно основывать отличимость только на основе различий. Эти признаки должны использоваться только в дополнение к другим отличиям по морфологическим или физиологическим признакам. UPOV обращает внимание, что эти признаки считаются полезными, но они не могут сами по себе быть достаточными для установления отличимости. Они не должны использоваться в повседневной практике, а лишь при запросе или с согласия заявителя сорта.

Для анализа гордеинов рекомендуется электрофорез с полиакриламидным гелем в присутствии натрий-додесульфата (SDS PAGE). Гордеины кодируются тремя сложными локусами, известными как Hor-1, Hor-2 и Hor-3 на коротком (Hor-1 и Hor-2) и длинном (Hor-3) плече хромосомы 5. В каждом локусе имеется ряд аллелей и анализ гордеинов – основа признания этих аллелей посредством белков, которые появляются в геле серией различных полос или моделей полос. Локусы кодируют различные группы электрофоретически разделяемых белков, известных как В-, С- и Д- гордеины в отобранных сериях подвижных рядов. Аллели в каждом локусе можно обозначить буквами или цифрами, или комбинацией из них. Относительная электрофоретическая подвижность отдельных полос можно установить точно также.

Если интересны только С- (Hor-1) и В- (Hor-2) гордеины, то можно применить рекомендуемый стандартный метод Acid-PAGE Международной Ассоциации ISTA.

Таблица

	Признак
	Степень выраженности
	Сорт-эталон
	Индекс

	30. (+)
	Состав Д- гордеина: выражение аллели в локусе Hor-3
	полоса 34

полоса 33

полоса 35

полосы 32, 5

полоса 32


	Atem

Natalie

Franka

Iris

Princesse
	1

2

3

4

5

	31. (+)
	Состав Д- гордеина: выражение аллели в локусе Hor-1
	полосы 62+65+68

полосы 62+65+66+68

полосы 65+68

полосы 66,7+71

полосы 61,5+66,5+71

полоса 65

полосы 60+67,5+68,5

полосы 61+65+68+73

полосы 69+72

полосы 64+66,5

полосы 67+71

полосы 65+68+69+70

полосы 61,5+68+71

полосы 65+67,5


	Atem

Regatta

Pirate

Athos

Norka

Birka

Pamela

Igra

Goelette

Catinka

Ombelle

Albacete

Borwina

Kendo
	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

	32. (+)
	Состав Д- гордеина: выражение аллели в локусе Hor-2
	полосы 79+86+88+100

полосы 79+88+91+95+97+101

полосы 79+91+92+95+97+101

полосы 75+82+87+91+97

полосы 79+86+88+97+101

полосы 78+84+95+101

полосы 79+90+91+94+100

полосы 78+86+91+95+100

полосы 79+82+88+91+92+101

полосы 76+79+86+88+100

полосы 79+86+89+92+95+101

полосы 79+95+101

полосы 78+89+92+101

полосы 75+78+79+81+89+101

полосы 75+78+79+81+83+86+88+94+95+100

полосы 81+84+88+90+101

полосы 75+78+79+81+83+86

полосы 82+88+100

полосы 81+100

полосы 75+79+83+89+91

полосы 79+84+92 
	Atem

Aramir

Valerie

Carina

Piroline

Catinka

Regatta

Igra

Grit

Birka

Sigma

Midas

Griter

Ditta

Caresse

Reseda

Baronesse

Albacete

Digger

Camargue

Marko


	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21


Описание к применяемым методам

Состав Д- гордеина: выражение аллели в локусе Hor-3 (30), Hor-1 (31) и Hor-2 (32)

SDS-PAGE метод для анализа гордеинов в Hordeum vulgare

1. Приборы и оборудование

Можно применять любую вертикальную систему электрофореза, обеспечивающую постоянную температуру геля. Рекомендуемая толщина слой геля – не более 1,5 мм. Применяемые источники энергии должны поставлять не только постоянную силу тока, но и постоянное напряжение.

2. Реактивы

Все применяемые реактивы должны быть уровня "аналитическая чистота" или лучше.

Акриламид (специального качества для электрофореза)

Бисакриламид (специального качества для электрофореза)

Трис (гидроксиметил) метиламин (ТРИС)

Натрий додецилсульфат (SDS)

Аммоний персульфат (APS)

2-меркаптоэтанол

NNN'N'-тетраметилэтилендиамид (TEMED)

Трихлоруксусная кислота (ТХУ)

Соляная кислота

Уксусная кислота

Глицин

n-бутанол

Пиронин G

Глицерин (d-1,256)

Метанол

Диметилформанид (DMF)

Coomassie Brilliant Blue R-250 ( или эквивалентный) (краситель)

Coomassie Brilliant Blue G-250 ( или эквивалентный) (краситель)

3. Растворы

3.1  Растворы для экстракции 

Основной раствор:

6,25 мл накопительного гелевого буфера (смотри 3.3.2)

12,05 мл дистиллированной воды

2 г SDS

10 мг пиронина G

10 мл глицерина

Этот раствор можно хранить 2 месяца при 4 оС.

Раствор для экстракции готовят непосредственно перед применением.

28, мл основного раствора, 7,91 мл 2-меркаптоэтанола и 15 мл DMF доводят дистиллированной водой до 100 мл. Этот раствор готовят непосредственно перед употреблением и не хранят.

3.2  Буфер для электрофореза

Основной раствор:

141,1 г глицина

30,0 г ТРИС

10,0 г SDS

растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 1 л. Непосредственно перед применением основной раствор разбавляют дистиллированной водой в соотношении 1:10. Основной раствор можно хранить 2 месяца при комнатной температуре. Разбавленный буфер хранят не более недели. Значение рН буфера должно быть 8,3.

3.3  Раствор для приготовления геля

3.3.1  Буфер разделяющего геля (1 М TRIS-HCI, рН 8,8)

121,14 TRIS и примерно 20 мл НСI (d = 1,19) растворить в дистиллированной воде и довести ею до 1 л. Этот буфер можно хранить 2 месяца при 4 оС.

3.3.2  Буфер накопительного геля (1 М TRIS-HCI, рН 6,8)

121,14 TRIS и примерно 78 мл НСI (d = 1,19) растворить в дистиллированной воде и довести ею до 1 л. Этот буфер можно хранить 2 месяца при 4 оС.

3.3.3  10% (w/v) SDS раствор
10 г SDS растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 100 мл. Этот раствор можно хранить 2 месяца при 4 оС. Перед применением раствор в данном случае осторожно перемешать и подогреть, чтобы SDS растворить снов. 

3.3.4  1% (w/v) раствор аммония персульфата
1 г аммония персульфата растворить в дистиллированной воде и довести ею до 10 мл. Этот раствор готовят непосредственно перед применением. 

3.3.5  Основной раствор акриламида
51,98 г акриламида растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 100 мл.

3.3.6  Основной раствор бисакриламида
0,3185 г бисакриламида растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 130 мл.

3.4  Окрашивающие растворы
3.4.1  0,25 г Coomassie Brilliant Blue G-250 и 0,75 г Coomassie Brilliant Blue R-250 растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 100 мл.

3.4.2  55 г трихлоруксусной кислоты, 65 г уксусной кислоты, 180 мл метанола и 25 мл раствора 3.4.1 доводят до 1 л дистиллированной водой.

4. Метод

4.1  Экстракция белков
Отдельные семена перед проведением экстракции разбивают молотком. Растолченные семена суспендируют в растворе для экстракции (3.1) в трехмиллилитровых трубочках для гемолиза из пропилена или подобного материала с винтовым запором. Соотношение семена/раствор для экстракции – 50 мг/0,75 мл. Пробы экстрагируют при комнатной температуре 2 часа, несколько раз встряхивают на миксере Vortex и затем нагревают на кипящей водяной бане. После этого пробы охлаждают и центрифугируют их при 18000 g в течение 5 минут.

В зависимости от толщины геля и размера сумки (?, кармана) геля можно менять объем полученного экстракта. Обычно достаточно от 10 до 25 (л.

4.2  Подготовка геля

Собирают чистые и охлажденные кассеты в соответствии с руководством по применению оборудования. Для запечатывания кассет применяют клеющие полосы, так советуют, кассеты, по меньшей мере, составлять за один день до применения, т. к. клеющая полоса «стареет» и лучше склеивает.

4.2.1  Разделяющий гель (10% акриламид, рН 8,8)

Чтобы подготовить два геля формата 180х160х1,5 мм нужно подготовить следующую смесь:

20 мл основного раствора акриламида (3.3.5)

26 мл основного раствора бисакриламида (3.3.6)

30 мл буфера разделительного геля (3.3.1)

Температура должна быть 4 оС. Из смеси удаляют газ в течение 10 минут в 100 мл колбе Бюхнера. Потом добавляют:

2 мл раствора аммония персульфата (3.3.4)

0,8 мл раствора SDS (3.3.3)

40 (л ТЕМЕ(.

Затем гель осторожно разливают, стараясь избежать образования воздушных пузырьков, и полимеризацию проводят при комнатной температуре.

Кассеты наполняют гелем не полностью, чтобы оставить еще место (3-4 см) для накопительного геля. Потом осторожно наносят на середину поверхности геля n-бутанол (или дистиллированную воду). Если полимеризация закончена (примерно через 30 минут), поверхность геля осторожно споласкивают дистиллированной водой и подсушивают фильтровальной бумагой.

4.2.2  Накопительная гель (3,5% акриламид, рН 6,8)

В 50-и миллилитровой колбе Бюхнера перемешать:

1,35 основного раствора акриламида (3.3.5)

3,17 мл основного раствора бисакриламида (3.3.6)

2,5 мл буфера накопительного геля (3.3.2) и 

12,3 мл дистиллированной воды.

Затем удаляют газ и добавляют:

0,875 мл раствора аммония персульфата

0,233 мл раствора SDS (3.3.3)

17,5 (л ТЕМЕ(
Смесь осторожно и немедленно наливают на разделительную гель. Поместите хорошо формирующуюся «гребенку», избегая образования воздушных пузырьков. Нужно выждать 2 часа. Затем удаляют «гребни» из гелевых кассет и хорошо ополаскивают гелевые сумки (карманы) буфером для электрофореза (3.2)

4.3  Электрофорез
Резервуар заполняют соответствующим объемом охлажденного до 15 оС буфером для электрофореза. Экстрактом белков (4.1 или 4.2) заполняют гелевые сумки (карманы) и проводят электрофорез при постоянном токе 8 мА/см2 гелевого профиля. Когда маркер пиронин G перейдет в накопительный гель, силу тока увеличивают до 16 мА/см2 гелевого профиля (максимум до 300 V). Поддерживают температуру 15 оС. По достижении маркером пиронином G дна геля электрофорез останавливают. 
4.4  Фиксация и окраска
Кассеты достают из камер электрофореза и открывают. Гель фиксируют в 250 мл 15% (w/v) трихлоруксусной кислоте 30 минут. Гели ополаскивают дистиллированной водой и окрашивают при комнатной температуре раствором красителя 250 мл всю ночь. Нет необходимости в обесцвечивании. Прежде чем положить на хранение в запечатанном полиэтиленовом мешке гель промывают в дистиллированной воде.

Для окрашивания применяют и другие красители (например, Coomassie Brilliant Blue G-250 или подобный, только растворенный в трихлоруксусной кислоте). Критерий для качественного окончательного контроля не только подготовки геля, но и окраски геля должен состоять в том, чтобы испытать соответствующие образцы эталонных сортов в каждой партии гелей. Разделение полученных полос и их относительная электрофоретическая подвижность (молекулярный вес) должны быть отчетливо ясны, чтобы можно было удовлетворительно обсудить результаты.

Распознавание гордеиновых аллелей

Образцы полос представлены схематично в таблице для В-, С- и Д-гордеинов и различия в интенсивности были в ней исключены.

В-, С- и Д-гордеины: перечень отдельных полос и распознавание соответствующих аллелей (SDS-PAGE)

Признак 30: локус Hor-3
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Признак 31: локус Hor-1
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Признак 32: локус Hor-2
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ACID-PAGE метод для анализа гордеинов в Hordeum vulgare

Если интересны только С- (Hor-1) и В- (Hor-2) гордеины, то можно применить метод Acid-PAGE. Следующий метод –  стандартный метод, рекомендуемый Международной Ассоциации ISTA.

1. Приборы и оборудование
Можно с успехом применять различные модели вертикальных систем электрофореза, включая Biometra, Bio-Rad, Desaga и Pharmacia-LKB. Применяемые источники энергии должны поставлять не только постоянную силу тока, но и постоянное напряжение.

2. Реактивы

Все применяемые реактивы должны быть уровня "аналитическая чистота" или лучше.

Акриламид (специального качества для электрофореза)

Бисакриламид (специального качества для электрофореза)

Мочевина

Уксусная кислота

Глицин

Сульфат железа

Аскорбиновая кислота

Перекись водорода

Monothioglycerol
Пиронин G
Трихлоруксусная кислота (ТХУ)

Метанол

2-хлорэтанол

Coomassie Brilliant Blue R-250 ( или эквивалентный) (краситель)

Coomassie Brilliant Blue G-250 ( или эквивалентный) (краситель)

3. Растворы

3.1  Растворы для экстракции 

Пиронин G (0,05%) (w/v) в 2-хлорэтаноле (20%) v/v, который содержит мочевину (18% w/v) и Monothioglycerol (1% v/v) (хранить в холодном месте или свежеприготовленный).

3.2  Буфер для электрофореза
Уксусную кислоту (4 мл) и глицин (0,4 г) растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 1 л, хранить в холодном месте.

3.3  Буфер разделяющего геля
Уксусную кислоту (20 мл) и глицин (1,0 г) растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 1 л, хранить в холодном месте.

3.4  Окрашивающие растворы
3.4.1  0,25 г Coomassie Brilliant Blue G-250 и 0,75 г Coomassie Brilliant Blue R-250 растворяют в дистиллированной воде и доводят ею до 100 мл.

3.4.2  55 г трихлоруксусной кислоты, 65 мл уксусной кислоты, 180 мл метанола и 25 мл раствора 3.4.1 доводят до 1 л дистиллированной водой.

4. Метод

Отдельные семена перед проведением экстракции разбивают щипцами и помещают в полипропиленовые пробирки центрифуги или на пластинки для микротитрования, 0,3 мл раствора для экстракции (3.1), пробирки или пластинки оставляют при комнатной температуре на всю ночь. В случае необходимости пробирки центрифугируют при 18000 g и экстракт используют для электрофореза.

4.2  Подготовка геля
Собирают чистые и охлажденные кассеты в соответствии с руководством по применению оборудования. Обработка стеклянных пластин силиконом до их использования может позднее облегчить удаление геля. Кассеты могут содержать фольгу-носитель (например, “Gel Bond Pag”, FMC Corporation). Тем самым гель поддерживается в течение последующих операций. Чтобы подготовить 100 мл среду геля, используют буфер геля при 4 оС (3.3) (примерно 60 мл) и добавить следующее: акриламид (10 г), бисакриламид (0,4 г), мочевину (6 г), аскорбиновую кислоту (0,1 г), сульфат железа (0,005 г). Раствор перемешивают и доводят до 100 мл буфером разделяющего геля (3.3) охлажденным до 4 оС. Добавляют свежеприготовленный раствор перекиси водорода 0,6% (v/v) (0,35 мл на 100 мл среды геля), быстро перемешивают и гель заливают. «Гребень» из акрила наносят для образования гелевых сумок (карманов) на верху геля в кассете. Полимеризация проходит при комнатной температуре и должна завершиться за 5-15 минут. С другой стороны, при необходимости можно корректировать объем добавлением перекиси водорода. Смесью геля наполнить кассету с верхом, или наполнить водой, чтобы гарантировать удовлетворительную полимеризацию верхней поверхности геля.

4.3  Электрофорез
«Гребенки» из акрила удаляют из геля, и наполняют гелевые сумки (карманы) буфером для электрофореза (3.2). Гелевые камеры заполняют соответствующим объемом буфера (3.2) (в зависимости от применяемого оборудования). Пробы (10-20 ul) наполняют гелевые сумки (карманы) и гель помещают в камеру для электрофореза, где гарантированно, что пробы полностью заполнят гелевые сумки (карманы). Температура более низкой буферной камеры 15 оС. Электрофорез проводят при постоянном токе не более, чем 60 V/см2 гелевого профиля(что соответствует силе тока 500 V для двух гелей шириной 16 см и толщиной 0,15 см и которая необходима для двойного промежутка, который проходит маркер пиронин G до конца геля. Надо помнить о том, что анодом (положительный электрод) при этой системе является точка исхода электрофореза (верхняя поверхность геля).

4.4  Фиксация и окраска
Кассеты достают из камер электрофореза и открывают. Гель кладут в пластиковые боксы с 200 мл красителя (3.4.2) и окрашивают при комнатной температуре всю ночь. В случае необходимости в обесцвечивания гель кладут в воду на 2-3 часа при комнатной температуре. Гели можно высушить и хранить при 4 оС в запечатанных полиэтиленовых пакетах.

Нужно заметить, что также другие методы – как применение повышенных температур или смесь Coomassie Brilliant Blue G-250 и трихлоруксусной кислоты дают удовлетворительную окраску гелей. Критерий для качественного окончательного контроля не только подготовки геля, но и окраски геля должен состоять в том, чтобы испытать соответствующие образцы эталонных сортов в каждой партии гелей. Разделение полученных полос и их относительная электрофоретическая подвижность (молекулярный вес) должны быть отчетливо ясны, чтобы можно было удовлетворительно обсудить результаты.

Выражение аллелей сортов-эталонов с помощью Acid-PAGE метода

Представленная таблица имеет REM-значения важнейших имеющихся полос В- и С-гордеиновых аллелей сортов-эталонов из таблицы признаков при применении Acid-PAGE метода. При сравнении Acid-PAGE- и SDS- методов нужно знать, что сорта-эталоны и индексы для отдельных выражений аллелей одинаковы.

	Признак
	Степень выраженности
	Сорт-эталон
	Индекс

	31. (+)
	Состав Д- гордеина: выражение аллели в локусе Hor-1
	полосы 27+30+32+37+39

полосы 27+30+32+34+37+39

полосы 27+30+32+37

полосы 32+37+41

полосы 27+30+32+37+39+41

полосы 32+37+38

полосы 35+38

полосы 32+37+39+41

полосы 38+41+42

полосы 30+32+37

полосы 34+37

полосы 34+39+41+42

полосы 31+34+37+38+41

полосы 32+37+41+43


	Atem

Regatta

Pirate

Athos

Norka

Birka

Pamela

Igra

Goelette

Catinka

Ombelle

Albacete

Borwina

Kendo


	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

	32. (+)
	Состав Д- гордеина: выражение аллели в локусе Hor-2
	полосы 71+79+83+86+94+100

полосы 71+82+89+100

полосы 76+82+83+86+100

полосы 66+71+76+86+93+100

полосы 71+78+79+90+94

полосы 76+81+94

полосы 71+72+75+82+85+86+100

полосы 72+76+79+90+94

полосы 71+76+79+86

полосы 71+78+83+86+94+100

полосы 71+79+83+86+90

полосы 71+76+79

полосы 71+89

полосы 79+83+86+90

полосы 67+69+71+72+78+79+85+89+94

полосы 71+79+83+88+94

полосы 69+76+79+83+93

полосы 71+72+79+85+86+91+100

полосы 72+76+100

полосы 61+71+76+79+83

полосы 76+81+94+100
	Atem

Aramir

Valerie

Carina

Piroline

Catinka

Regatta

Igra

Grit

Birka

Sigma

Midas

Griter

Ditta

Caresse

Reseda

Baronesse

Albacete

Digger

Camargue

Marko


	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21


Распознавание гордеиновых аллелей

В-, С- и Д-гордеины: перечень отдельных полос и распознавание соответствующих аллелей: (Acid-PAGE)








С-гордеины


Сорт-эталон

отпечаток



(ATEM)
 1
 2
 3
 4
 5
 6
 7
 8
 9
10
11
12
13
14



---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------


25
















25


27
 --
--
--
--

--










27


30
 --
--
--
--

--




--





30


31













--


31


32
 --
--
--
--
--
--
--

--

--



--

32


34


--








--
--
--


34


35







--








35


37
 --
--
--
--
--
--
--

--

--
--

--
--

37


38






--
--

--



--


38


39
 --
--
--


--


--



--



39


41




--
--


--
--


--
--
--

41


42









--


--



42


43














--

43




10
10A
 1
11
17
 6
19
 2
 4
 5
18
14
 8
 3




--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------








В-гордеины


Сорт-эталон

отпечаток


(ATEM)



 1
 2
 3
 4
 5
 6
 7
 8
 9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21


------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

61




















--

66




--

67















--

69















--

--

71
 --
--
--

--
--

--

--
--
--
--
--

--
--

--

--

72







--
--






--


--
--

75







--

76



--
--

--

--
--


--




--

--
--
--

78





--




--




--

79
 --
--



--


--
--

--
--

--
--
--
--
--

--

81






--














--

82


--
--



--

83
 --
--








--
--


--

--
--


--

85







--







--


--

86
 --
--

--
--


--

--
--
--


--



--

88
















--

89


--










--

--

90





--


--


--


--

91


















--

93




--












--

94
 --
--



--
--

--

--




--
--




--

100
 --
--
--
--
--


--


--







--
--

--

104



 3
 4
13
14
 -
 9
 1
 7
 6
 -
 -
11
16
 -
18
 -
19
 8
15
12
10

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

* Взамен RTG/0003/1. Вводится с 2006 года для новых сортов. Использован документ УПОВ TG/19/10 "GUIDELINES FOR THE CONDUCT ОF TESTS FOR DISTINCTNESS, HOMOGENEITY AND STABILITY". Оригинал на английском языке от 04.11.94.


( Воспроизведено с Eucarpia Bulletin №.7, 1974, стр. 49-52, с разрешения авторов.





