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	УТВЕРЖДАЮ:

Председатель ФГУ «Государственная 

комиссия Российской Федерации по испытанию и охране селекционных достижений»

                                 В.В. Шмаль

20.12.2007 г. №  12-06/54



МЕТОДИКА ПРОВЕДЕНИЯ ИСПЫТАНИЙ

НА ОТЛИЧИМОСТЬ, ОДНОРОДНОСТЬ И СТАБИЛЬНОСТЬ

МАК МАСЛИЧНЫЙ
(Papaver somniferum L.)*
I. Общие рекомендации

Данная методика применима ко всем сортам Papaver somniferum L., исключая декоративные сорта. 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 образец семян массой 100 г. 

2. Семена должны соответствовать требованиям ГОСТа: по посевным качествам - 1-му классу, по сортовой чистоте - не ниже I-ой категории. 

3. Семена не должны быть обработаны ядохимикатами, если на то нет разрешения или требования Госкомиссии. Если обработка имела место, то необходимо дать её подробное описание.

4. Заявитель, высылающий семена из другой страны, должен полностью 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. Если в данном месте не могут быть определены какие-либо важные признаки сорта, то он может быть испытан в дополнительном месте. При необходимости испытание продолжают на третий год. 

2. Размер делянок должен быть таким, чтобы при отборе растений или их частей для измерений не наносилось ущерба наблюдениям, которые продолжают до конца вегетационного периода.

3. Как минимум каждое испытание должно включать в общем 200 растений, разделенных на два повторения. Отдельные делянки для наблюдений и измерений могут быть использованы лишь в том случае, если они находятся в сходных климатических условиях.
4. Оцениваемый и похожий на него сорта высевают на смежных делянках. В опыте размещают и делянки эталонных сортов.

5. Для специальных целей могут быть назначены дополнительные испытания.

IV. Методы и наблюдения

1. Все наблюдения, связанные с измерением или подсчетом, проводят на 40 растениях или частях, взятых от каждого из 40 растений. 

2. Для оценки однородности используют популяционный стандарт 2% при доверительной вероятности 95%. В образце из 200 растений максимальное число нетипичных растений не должно превышать 7 растений. 

3. Все наблюдения на стебле проводят на главном стебле отдельно стоящих растений.

4. Все наблюдения на коробочке проводят на коробочке главного стебля.

V. Группирование сортов

Испытываемый сорт и похожие сорта 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 сорта, и их варьирование в пределах коллекции распределено равномерно. 

Рекомендуется использовать следующие признаки:

1) лепесток: окраска (признак 11);

2) лепесток: окраска пятна (признак 15);

3) коробочка: раскрывание (признак 26);

4) семена: окраска (признак 31).

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 сопровождают в методике дополнительными объяснениями и (или) иллюстрациями. 

Оптимальное время проведения учета признака указано кодом стадий роста мака в третьей колонке. Шкала фенотипических стадий роста и соответствующий код приведены в конце раздела «Объяснения к таблице признаков».

Значениям выраженности признака присвоены индексы (1 - 9) для электронной обработки результатов. 

VII. Таблица признаков
	Признак
	Стадия
	Индекс
	Степень выраженности
	Сорт-эталон

	1.
	Растение: диаметр розетки
	2
	3
	маленький
	Kompolti törpe

	
	
	
	5
	среднего диаметра
	Edel-Rot, Marianne

	
	
	
	7
	большой
	

	
	
	
	
	
	

	2.
(*)
	Розеточный лист: опушенность
	2
	1
	отсутствует
	Cote d’or

	
	
	
	9
	имеется
	Marianne

	
	
	
	
	
	

	3.
(*)
	Розеточный лист: белые пятна
	2
	1
	отсутствуют
	Marianne

	
	
	
	9
	имеются
	

	
	
	
	
	
	

	4.
(*)
(+)
	Стебель: ветвление 
	6
	1
	1-го порядка 
	Kompolti törpe

	
	
	
	2
	2-го порядка
	Edel-Rot

	
	
	
	3
	3-го порядка
	

	
	
	
	
	
	

	5.
(+)
	Стебель: длина 
	6
	1
	очень короткий
	Kompolti törpe

	
	
	
	3
	короткий
	

	
	
	
	5
	средней длины
	Monako

	
	
	
	7
	длинный
	

	
	
	
	9
	очень длинный
	Niebieski

	
	
	
	
	
	

	6.
(*)
	Стебель: антоциановая окраска (между коробочкой и верхним листом стебля)
	5
	1
	отсутствует
	Kozmosz, Marianne

	
	
	
	9
	имеется
	Kompolti törpe

	
	
	
	
	
	

	7.
	Стебель: опушение (между коробочкой и верхним листом)
	4
	1
	отсутствует или очень слабое
	Santa flora

	
	
	
	3
	слабое
	Kompolti törpe

	
	
	
	5
	среднее
	

	
	
	
	7
	сильное
	Edel-Weiss

	
	
	
	9
	очень сильное
	Edel-Rot

	
	
	
	
	
	

	8.
	Стеблевой лист: оттенок зеленой окраски верхней стороны
	3
	1
	отсутствует
	Magik

	
	
	
	2
	желтоватый
	Rosemarie

	
	
	
	3
	синеватый
	Kozmosz

	
	
	
	
	
	

	9.
	Стеблевой лист: восковой налет
	3
	1
	отсутствует или очень слабый
	

	
	
	
	3
	слабый
	Rosemarie

	
	
	
	5
	средний
	Edel-Weiss

	
	
	
	7
	сильный
	

	
	
	
	9
	очень сильный
	Kozmosz

	
	
	
	
	
	

	10.
(*)

(+)
	Стеблевой лист: тип надрезанности края
	3
	1
	зубчатый
	Monako

	
	
	
	2
	двоякозубчатый
	Keops

	
	
	
	
	
	

	11.
(*)
	Лепесток: окраска
	4
	1
	белый
	Marianne

	
	
	
	2
	розовый
	Rosemarie

	
	
	
	3
	красный
	Edel-Rot

	
	
	
	4
	фиолетовый
	Kozmosz

	
	
	
	
	
	

	12.
	Лепесток: интенсивность окраски (исключая белые сорта)
	4
	3
	светлая
	

	
	
	
	5
	средняя
	

	
	
	
	7
	темная
	

	
	
	
	
	
	

	13.
(*)
	Лепесток: пятно
	4
	1
	отсутствует
	

	
	
	
	9
	имеется
	Marianne

	
	
	
	
	
	

	14.
(+)
	Лепесток: тип пятна
	4
	1
	однородное пятно
	Marianne, Rosemarie

	
	
	
	2
	полоса
	

	
	
	
	3
	радиальные полосы
	

	
	
	
	
	
	

	15.
(*)
	Лепесток: окраска пятна
	4
	1
	белое
	

	
	
	
	2
	красное
	

	
	
	
	3
	фиолетовое
	Kozmosz, Marianne

	
	
	
	
	
	

	16.
	Лепесток: интенсивность фиолетовой окраски пятна
	4
	3
	светлая
	Rosemarie

	
	
	
	5
	средняя
	Marianne

	
	
	
	7
	темная
	Keops

	
	
	
	
	
	

	17.
(*)
	Лепесток: надрезанность
	4
	1
	отсутствует
	Marianne

	
	
	
	9
	имеется
	

	
	
	
	
	
	

	18.
(*)

(+)
	Лепесток: тип надрезанности
	4
	1
	выемчатая
	

	
	
	
	2
	зубчатая
	

	
	
	
	3
	дольчатая
	

	
	
	
	
	
	

	19.
(*)
	Тычиночная нить: окраска
	4
	1
	белая
	Marianne

	
	
	
	2
	светло-фиолетовая
	

	
	
	
	3
	черноватая
	Zeno

	
	
	
	
	
	

	20.
	Коробочка: восковой налет
	5
	1
	отсутствует или очень слабый
	Gerlach, Opal

	
	
	
	3
	слабый
	

	
	
	
	5
	средний
	Edel-Rot, Edel-Weiss

	
	
	
	7
	сильный
	

	
	
	
	9
	очень сильный
	Kozmosz

	
	
	
	
	
	

	21.
(+)
	Коробочка: форма продольного сечения
	6
	1
	уплощенная
	

	
	
	
	2
	прямоугольная
	Kék Gemona

	
	
	
	3
	округлая
	

	
	
	
	4
	эллиптическая
	Kompolti törpe, Santa flora

	
	
	
	5
	широкоэллиптическая
	Monako

	
	
	
	6
	грушевидная
	Opal

	
	
	
	
	
	

	22.
(*)
(+)
	Коробочка: форма основания
	6
	1
	острое
	Kompolti törpe

	
	
	
	2
	плоское
	Kék Gemona

	
	
	
	3
	вдавленное
	Edel-Rot

	
	
	
	
	
	

	23.
(+)
	Коробочка: длина (от основания до рыльцевого диска)
	6
	1
	очень короткая
	

	
	
	
	3
	короткая
	Kompolti törpe

	
	
	
	5
	средней длины
	Edel-Rot

	
	
	
	7
	длинная
	

	
	
	
	9
	очень длинная
	Órias Kék

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	24.
	Коробочка: диаметр
	6
	1
	очень маленькая
	Kompolti törpe

	
	
	
	3
	маленькая
	

	
	
	
	5
	среднего диаметра
	BC-2

	
	
	
	7
	большая
	

	
	
	
	9
	очень большая
	Órias Kék

	
	
	
	
	
	

	25.
	Коробочка: жилкование
	6
	1
	отсутствует или очень слабое
	Kompolti M

	
	
	
	3
	слабое
	

	
	
	
	5
	среднее
	Monako

	
	
	
	7
	сильное
	

	
	
	
	9
	очень сильное
	Gerlach, Magik

	
	
	
	
	
	

	26.
(*)

(+)
	Коробочка: раскрывание
	6
	1
	нераскрывающаяся
	Kék Gemona

	
	
	
	2
	раскрывающаяся
	Edel-Rot

	
	
	
	
	
	

	27.
(*)
(+)
	Рыльцевый диск: форма
	6
	1
	сосудообразный
	Edel-Rot, Órias Kék

	
	
	
	2
	чашевидный
	

	
	
	
	3
	плоский
	Kompolti M

	
	
	
	4
	конический
	Kompolti törpe

	
	
	
	5
	пагодообразный
	BC-2

	
	
	
	
	
	

	28.
	Рыльцевой диск: число лучей
	6
	3
	мало
	Kompolti törpe

	
	
	
	5
	среднее число
	Rosemarie

	
	
	
	7
	много
	Órías Kék

	
	
	
	
	
	

	29.
(*)

(+)
	Рыльцевый диск: поверхность лучей
	6
	1
	гладкая
	

	
	
	
	2
	ребристая
	Órias Kék

	
	
	
	
	
	

	30.
(*)
(+)
	Рыльцевый диск: вершина лучей
	6
	1
	острая
	

	
	
	
	2
	округлая
	

	
	
	
	3
	прямоугольная
	BC-2, Magik

	
	
	
	
	
	

	31.
(*)
	Семена: окраска
	6
	1
	белые
	Albin

	
	
	
	2
	охряные
	

	
	
	
	3
	коричневые
	

	
	
	
	4
	розовые
	

	
	
	
	5
	серые
	Kompolti törpe

	
	
	
	6
	синеватые
	Rosemarie

	
	
	
	
	
	

	32.
	Время цветения
	3
	1
	очень раннее
	Kompolti törpe

	
	
	
	3
	раннее
	Monako

	
	
	
	5
	среднее
	Edel-Weiss

	
	
	
	7
	позднее
	Lazur

	
	
	
	9
	очень позднее
	Libra

	
	
	
	
	
	

	33.
(+)
	Коробочка: содержание морфина
	6
	1
	очень низкое
	Przemko

	
	
	
	3
	низкое
	Marianne

	
	
	
	5
	среднее
	Kompolti M.

	
	
	
	7
	высокое
	Lomadon

	
	
	
	9
	очень высокое
	

	
	
	
	
	
	

	34.

(+)
	Коробочка: содержание кодеина
	6
	1
	очень низкое
	Kompolti M., Marianne

	
	
	
	3
	низкое
	Lomadon

	
	
	
	5
	среднее
	

	
	
	
	7
	высокое
	Monako

	
	
	
	9
	очень высокое
	

	
	
	
	
	
	

	35.
(+)
	Коробочка: содержание тебаина
	6
	1
	отсутствует или очень низкое
	Kompolti M., Marianne

	
	
	
	3
	низкое
	Monako

	
	
	
	5
	среднее
	Lomadon

	
	
	
	7
	высокое
	

	
	
	
	9
	очень высокое
	

	
	
	
	
	
	

	36.
(+)
	Коробочка: содержание наркотина
	6
	1
	отсутствует или очень низкое
	Kompolti M., Lomadon, Mariane

	
	
	
	3
	низкое
	Gödi N

	
	
	
	5
	среднее
	

	
	
	
	7
	высокое
	Kék Gemona

	
	
	
	9
	очень высокое
	

	
	
	
	
	
	


VIII. Объяснения и методы проведения учетов

К 4. и 5. Стебель: ветвление (4) и длина (5)
	

главный стебель




3-го порядка
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длина главного стебля
(до узла цветоложа главного стебля)


К 10. Стеблевой лист: тип надрезанности края
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	2

	зубчатый
	двоякозубчатый


К 14. Лепесток: тип пятна
	1

однородное пятно
	[image: image3.png]




	
	

	2 

полоса
	[image: image4.png]





	3 

радиальные полосы
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К 18. Лепесток: тип надрезанности
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	зубчатая
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К 21. Коробочка: форма продольного сечения
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	4
	
	5
	
	6

	эллиптическая
	
	широкоэллиптическая
	
	грушевидная


К 22. и 23. Коробочка: форма основания (22) длина (от основания до рыльцевого диска) (23)
	длина
	[image: image10.png]




	
	    1
	
	2
	
	3

	
	      острое
	
	плоское
	
	вдавленное


К 26. Коробочка: раскрывание

Наклонить коробочку вниз и потрясти. Если семена не высыпаются, коробочка нераскрывающаяся (1), если высыпаются – раскрывающаяся (2).
К 27. Рыльцевый диск: форма
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	2

	сосудообразный
	чашевидный
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	3

	плоский
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	4
	5

	конический
	пагодообразный


К 29. Рыльцевый диск: поверхность лучей
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	гладкая
	ребристая


К 30. Рыльцевый диск: вершина лучей
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	острая
	округлая
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	3
	

	прямоугольная
	

	
	


К 33-36. Коробочка: определение содержания алкалоидов: морфина, кодеина, тебаина и наркотина
1. Предподготовка

Анализируемый образец должен включать не менее 20 главных коробочек без стебля. Коробочки освобождают от семян, высушивают до постоянной массы при температуре 80°C, размалывают с помощью мельницы до состояния тонкой муки (крупиц размером 1,0-1,5 мм), после чего тщательно перемешивают и отбирают среднюю пробу.

2. Определение алкалоидов (морфина и кодеина, тебаина и наркотина) методом количественной газожидкостной хроматографии (ГЖХ)
2.1 Экстракция алкалоидов

Образец каждого сорта анализируют в трёхкратной повторности: 0,3 г тонкой муки помещают в 25 мл колбу, добавляют 1 мл 5% раствора бикарбоната калия и оставляют для набухания на 15 мин. По истечении указанного времени добавляют 15 мл хлороформа и проводят экстракцию алкалоидов в течение 30 мин при непрерывном встряхивании. Хлороформенный экстракт сливают, а к осадку добавляют 15 мл хлороформа и проводят повторную экстракцию. Объединенные экстракты фильтруют через ватный фильтр. 20 мл суммарного экстракта упаривают до полного удаления растворителя на роторном испарителе. Сухой остаток, содержащий сумму алкалоидов, растворяют в 2,5 мл хлороформа, содержащего 0,1% метилстеарата (внутренний стандарт).
2.2. Газохроматографическое определение

Проводят на хроматографе с программированием температуры. Детектор-пламенно-ионизационный, чувствительностью 1,6х10-9.

2.3 Условия хроматографирования

Колонка капиллярная Zcbron-5 длиной 30 м, внутренний диаметр 0,25 мм. Жидкая фаза – 5% phenil- и 95% dimethylpolysiloxane. Газоноситель – азот, давление на входе в колонку 3,5 атмосфер, на выходе – атмосферное. Скорость газа-носителя – 50 мл/мин. Программирование температуры – от 190 до 260°C со скоростью 10°/мин. Температура детектора - 290°С. Объем анализируемой пробы 1 мкл. Длительность анализа 50 мин.
2.4 Идентификация алкалоидов


Проводят по времени удерживания. Содержание алкалоидов определяют методом внутреннего стандарта по площади пиков. В качестве внутреннего стандарта используют метилстеарат.

Шкала фенологических стадий роста
1.
проросток (5-10 дней после появления всходов);
2.
стадия 10-12 настоящих листьев (предшествующая удлинению междоузлия);
3.
начало цветения (раскрыт первый цветок на главном стебле у 30% растений);
4.
массовое цветение (первые цветки на главном стебле цветут у 80% растений);
5.
10-14 дней после опадания лепестков коробочки на главном стебле;
6.
спелость (стадия сухой коробочки).
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