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МЕЖДУНАРОДНЫЙ СОЮЗ ПО ОХРАНЕ НОВЫХ СОРТОВ РАСТЕНИЙ

ЖЕНЕВА

Сопроводительный документ
 к
Общему Введению к оценке 
отличимости, однородности и стабильности и 
разработке согласованных описаний новых сортов растений (документ TG/1/3)

ДОКУМЕНТ TGP/12
“Особые признаки”

Раздел TGP/12.1.3:  Признаки, выраженные в ответ на живые организмы: Устойчивость к насекомым-вредителям

Документ подготовлен экспертом  из Франции
подлежит обсуждению

Техническим Рабочим Органом по сельхозкультурам (TWA) на тридцать первой сессии, планируемой к проведению в Rio de Janeiro, Brazil, с 23 по 27 сентября, 2002 г.

РАЗДЕЛ 12.1.3
ПРИЗНАКИ, ВЫРАЖЕННЫЕ В ОТВЕТ НА ЖИВЫЕ ОРГАНИЗМЫ:

УСТОЙЧИВОСТЬ К НАСЕКОМЫМ-ВРЕДИТЕЛЯМ

1. Среди признаков, которые могут использоваться для установления отличимости сорт-кандидата, некоторые являются результатом взаимодействия с живыми организмами: сорт растения и грибы; бактерии; вирусы или насекомые (в настоящем документе обозначены как L.O. (living organisms – живые организмы)).

2. В подобных случаях из-за возможной вариации L.O., которые взаимодействуют с сортом, должны быть приняты во внимание определённые особые условия.

3. По сравнению с климатическими или почвенными факторами воздействие L.O. на сорт могут изменить дополнительные источники вариации:

· воздействие факторов, таких как температура, относительная влажность и освещение, могут повлиять на развитие или агрессивность L.O.

· генетическая изменчивость L.O. (различные расы или штаммы).
4. Из-за этих источников вариации протоколы, используемые для получения описания сорта-кандидата или сравнения похожих сортов, должны быть установлены с должным учётом этих источников вариации.

5. Следует рассмотреть разные случаи. В данном первом проекте документа в качестве примера описывается оценка устойчивости к насекомым-вредителям, основанная на генетической модификации сортов кукурузы.

Устойчивость к кукурузному мотыльку

у генетически изменённых сортов кукурузы

6. Процедура включает в себя две части:

(а) Проверка выраженности трансгена: Bioassay-тест

(б) Проверка присутствия трансгена

Порядок использования этих двух тестов может быть следующим:

Проверка выраженности трансгена: Bioassay-тест

7. Выраженность трансгена непосредственно наблюдается в испытании, в котором происходит взаимодействие растения и насекомого-вредителя с использованием молодых листьев и личинок кукурузного мотылька. Протокол описан в Приложении. 

8. Этот тест хорошо работает и позволяет оценить эффективность генетической трансформации. По сравнению с PCR-тестом или Elisa-тестом, которые лишь выявляют присутствие белка, Bioassay даёт информацию о реальном воздействии на насекомого-вредителя.

9. Опыт к настоящему моменту состоит в том, что полученные до сих пор трансгены являются эффективными, вне зависимости от происхождения кукурузного мотылька.

Проверка присутствия трансгена

10. Если о конкретном трансгенном событии
 собрано достаточно данных, и если не наблюдалось никакого взаимодействия – судя по выраженности трансгена – между трансгеном и генетическим фоном растения, то тест на проверку устойчивости к кукурузному мотыльку может быть выполнен с использованием метода PCR (protein chain reaction).

11. Предполагается, что в распоряжении имеется особый зонд
 для распознавания трансгенного события.

12. Каждый раз, когда разрабатывается новый трансген, должна быть подвергнута проверке его выраженность на разных генетических фонах, прежде чем можно было бы целиком положиться на метод PCR для оценки признака.

13. Важно также пояснить, что где бы ни использовался трансген или трансгенное событие, принимается во внимание только один признак для установления отличимости: устойчивость к кукурузному мотыльку. Это означает, что отличимость не зависит от различий в трансгенах или трансгенных событиях с одной и той же выраженностью.






[Приложение следует]

ПРИЛОЖЕНИЕ

ПРОТОКОЛ ПРОВЕДЕНИЯ ТЕСТА BIOASSAY
ДЛЯ ПРОВЕРКИ УСТОЙЧИВОСТИ К

КУКУРУЗНОМУ МОТЫЛЬКУ (OSTRINIA NUBILALIS HÜBNER)

ГЕНЕТИЧЕСКИ ИЗМЕНЁННЫХ СОРТОВ КУКУРУЗЫ

Протокол состоит в следующем:
Берутся:

· Растения на стадии роста с 8-ю – 10-ю листьями

· Личинки на стадии L1 (первая стадия развития)

Отбираются образцы листьев на 10-ти растениях каждого сорта.

Листья с каждого растения раскладываются в 5 пластиковых водонепроницаемых контейнеров диаметром 45 мм на диск из фильтровальной бумаги.

В каждый контейнер помещается шесть личинок; всего используется 50 контейнеров и 300 личинок на сорт.

В каждый bioassay-тест обязательно включается восприимчивый сорт.

Условия и наблюдения:

Контейнеры размещают в камере при температуре 25 °С с фотофазой 16:8 (16 часов освещения и 8 часов темноты) в течение 4-х дней при насыщенной влажности.

Смертность регистрируют после 4-х дней экспозиции. Выжившие личинки регистрируют на 5-ый день.

Представление результатов

Критерий для оценки устойчивости – смертность личинок.

Общее число погибших личинок выражают в виде процентного отношения.

Вычисляется средний процент по каждому сорту и стандартное отклонение.

           [Конец приложения и документа]

� Живые организмы (или какая-либо другая формулировка) – лучше, чем внешние факторы, потому что TGP имеют дело с другими факторами, в отличие от климатических или почвенных, которые также являются внешними.


� трансгенное событие = трансген, перенесённый в данное место в растительном геноме с использованием соответствующего метода.


� Особый зонд – это зонд, с помощью которого может быть точно установлена идентичность трансгенного события (трансген и его расположение в геноме).
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