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[bookmark: _Toc327254652][bookmark: SectionMark2]前    言
本指南依据GB/T 1.1—2009给出的规则起草。
本指南由中华人民共和国农业部种子管理局提出。
本指南由全国植物新品种测试标准化技术委员会(SAC/TC277)归口。
本指南起草单位：浙江泛亚生物医药股份有限公司、上海市农业科学院、农业部科技发展中心。
本指南主要起草人：闫文娟、纪伟、董建飞、谭悠久、陈祝安、孙长胜、李传华。

植物品种特异性、一致性和稳定性测试指南  蝉花
[bookmark: _Toc327254653]范围
本指南规定了蝉花（Isaria cicadae Miq.）品种特异性、一致性和稳定性测试的技术要求和结果判定的一般原则。
本指南适用于蝉花品种特异性、一致性和稳定性的测试和评价。
[bookmark: _Toc327254654]规范性引用文件
下列文件对于本指南的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本指南。凡是不注日期的引用文件，其最新版本(包括所有的修改单)适用于本指南。
GB/T19557.1  植物新品种特异性、一致性和稳定性测试指南 总则
NY/T 528  食用菌菌种生产技术规程
NY/T 1846  食用菌菌种检验规程
NY/T 1731  食用菌菌种良好作业规范
NY/T 2279  食用菌中岩藻糖、阿糖醇、海藻糖、甘露醇、甘露糖、葡萄糖、半乳糖、核糖的测定 离子色谱法
NY/T 2116  虫草制品中腺苷的测定 高效液相色谱法
NY/T 1676  食用菌中粗多糖含量的测定
GB 5009.4  食品中灰分的测定
GB/T 25221-2010  粮食中麦角甾醇的测定
GB/T 12728  食用菌术语
[bookmark: _Toc327254655]术语和定义
GB/T 19557.1	和GB/T 12728确定的以及下列术语和定义适用于本指南。
3.1
个体  individual
指菌丝体或子实体。
3.2 
群体测量  single measurement of a group of individuals or parts of individuals
对一批个体或个体的某特定部位进行测量，获得一个群体记录。 
3.3 
个体测量 measurement of a number of individuals or parts of individuals
对一批个体或个体的某特定部位进行逐个测量，获得一组个体记录。

3.4
群体目测  visualassessment by a single observation of a group of individuals or parts of individuals
对一批个体或个体的某特定部位进行目测，获得一个群体记录。
3.5 
个体目测  visual assessment by observation of individuals or parts of individuals
对一批个体或个体的某特定部位进行逐个目测，获得一组个体记录。
[bookmark: _Toc327254656]符号
下列符号适用于本文件：
MG：群体测量
MS：个体测量
VG：群体目测
VS：个体目测
QL：质量性状
QN：数量性状
PQ：假质量性状
(a)：标注内容在B.2中进行了详细解释。
(+)：标注内容在B.3中进行了详细解释。
[bookmark: _Toc187142116][bookmark: _Toc327254657][bookmark: _Toc25454994][bookmark: _Toc25454995]繁殖材料的要求
繁殖材料的提供形式：以母种形式提供。
提交的菌种数量
每个品种至少提交3支试管母种。母种试管规格（长度×外口径）：（180 -200 mm）×（18 -20 mm），使用PDA培养基，25±1℃培养，菌龄10-14d，菌种标准参照NY/T 1846食用菌菌种检验规程。
待测品种菌种的保存
测试单位收到菌种后，应立即扩繁留存菌种，并按标准NY/T1731保存，如有特殊保藏要求，应提供保藏详细说明。
除非审批机关允许或要求进行处理，提交的繁殖材料一般不进行任何影响品种性状正常表达的处理。如果已处理，应提供处理的详细说明。
提交的繁殖材料应符合中国植物检疫的有关规定。
技术问卷及待测品种特殊要求说明
申请测试者，除了递交繁殖材料外还应按附录C填写“技术问卷”。如菌种保存和培养需要特殊处理的、对营养条件或栽培条件等有特殊要求的，需提供相关详细说明。特殊要求不得超出当前食用菌栽培技术的能力范围。

[bookmark: _Toc277142144][bookmark: _Toc277021366][bookmark: _Toc327254658]测试方法
测试周期
测试周期至少为2个独立的生长周期。
测试地点
测试通常在一个地点进行。如果某些性状在该地点不能充分表达，可在其他符合条件的地点对其进行观测。
栽培试验
6.3.1试验设计
测试应在能保证蝉花正常生长、性状正常表达以及有利于观测的条件下进行。
菌丝、菌落的性状测试采用PDA培养基进行平板培养。
原种为液体种，培养基配方：蔗糖35g，酵母抽提物10g，大豆浓缩蛋白粉0.2g，水1000ml。
每瓶栽培基质配方：小麦40g，水52ml。
培养容器为罐头瓶（120mm×40mm）。
待测品种和近似品种相邻摆放，在一致的环境下发菌、出草。每个小区至少100瓶，共设2个重复。
6.3.2 田间管理
按当地主栽品种栽培模式和管理方式进行。
6.4 性状观测
6.4.1观测时期
性状观测应按照表A.1和表A.2列出的生育阶段进行。生育阶段描述见表B.1。
6.4.2观测方法
性状观测应按照表A.1和表A.2规定的观测方法(VG、VS、MG、MS)进行。部分性状观测方法见附录B的B.2和B.3。
6.4.3观测数量
除非另有说明，个体观测性状(VS、MS)取样数量，子实体不少于60个，在观测个体某个特定部位时，每个个体取样数量应为1个。群体观测性状(VG、MG)应观测整个小区或规定大小的混合样本。
6.5 附加测试
必要时，可选用表A.2中的性状或本指南未列出的性状进行附加测试。
[bookmark: _Toc277142146][bookmark: _Toc277021368][bookmark: _Toc25454997][bookmark: _Toc327254659]特异性、一致性和稳定性结果的判定
7.1 总体原则
特异性、一致性和稳定性的判定按照GB/T19557.1确定的原则进行。

7.2 特异性的判定
待测品种应明显区别于所有已知品种。在测试中，当待测品种至少在一个性状上与最为近似品种具有明显且可重现的差异时，即可判定待测品种具备特异性。
7.3 一致性的判定
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]对于测试品种，一致性判定时，采用2％的群体标准和至少95%的接受概率。当样本大小为60个时，最多可以允许有2个异型株。
7.4 稳定性的判定
如果一个品种具备一致性，则可认为该品种具备稳定性。一般不对稳定性进行测试。
必要时，可以栽培该品种的下一批菌种，与以前提供的繁殖材料相比，若性状表达无明显变化，则可判定该品种具备稳定性。
[bookmark: _Toc327254660]性状表
8.1 概述
根据测试需要，将性状分为基本性状、选测性状，基本性状是测试中必须使用的性状，选测性状是测试性状中选择使用的性状。基本性状见附录A表A.1，选择测试的性状见附录A表A.2。
性状表列出了性状名称、表达类型、表达状态及相应的代码和标准品种、观测时期和方法等内容。
8.2 表达类型
根据性状表达方式，性状分为质量性状、假质量性状和数量性状3种类型。
8.3 表达状态和相应代码
每个性状划分为一系列表达状态，以便于定义性状和规范描述；每个表达状态赋予一个相应的数字代码，以便于数据记录、处理和品种描述的建立与交流。
所有表达状态都应全部列出。
8.4 标准品种
性状表中列出了部分性状有关表达状态可参考的标准品种，以助于确定相关性状的不同表达状态和校正环境因素引起的差异。
[bookmark: _Toc462826932][bookmark: _Toc463881138][bookmark: _Toc462826898][bookmark: _Toc462826341][bookmark: _Toc462826593][bookmark: _Toc264807012][bookmark: _Toc212280096][bookmark: _Toc249153631][bookmark: _Toc462826855]8.5 性状表的解释
附录B对性状表中的观测时期、部分性状观测方法进行了补充解释。
[bookmark: _Toc277142150][bookmark: _Toc277021374][bookmark: _Toc277142151][bookmark: _Toc277142149][bookmark: _Toc277142152][bookmark: _Toc277021375][bookmark: _Toc277021371][bookmark: _Toc277021373][bookmark: _Toc277021372][bookmark: _Toc277142157][bookmark: _Toc277021376][bookmark: _Toc277142153][bookmark: _Toc277021379][bookmark: _Toc277142156][bookmark: _Toc277021378][bookmark: _Toc277021377][bookmark: _Toc277142155][bookmark: _Toc277142154][bookmark: _Toc327254661]分组性状
本文中，品种分组性状如下：
a）形状分支状态（表A.1中性状7）；
b）子实体：颜色深浅（表A.1中性状8）。

[bookmark: _Toc327254662]技术问卷
[bookmark: _Toc327254663]申请人应按附录C格式填写蝉花技术问卷。

1. 
(规范性附录)
蝉花性状表
A.1蝉花基本性状见表A.1。
表A.1蝉花基本性状表
	序号
	性状
	观测时期
和方法
	表达状态
	标准品种
	代码

	1
	菌丝：10℃生长速度
QN
(+)
	01
MS
	慢
	BAIC1236
	1

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	快
	
	3

	2
	菌丝：20℃生长速度
QN
(+)
	01
MS
	极慢
	BAIC1236
	1

	
	
	
	慢
	
	2

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	3

	
	
	
	快
	
	4

	
	
	
	极快
	
	5

	3
	菌丝：25℃生长速度
QN
(+)
	01
MS
	极慢
	
	1

	
	
	
	慢
	BAIC1236
	2

	
	
	
	中
	
	3

	
	
	
	快
	泛亚蝉花1号
	4

	
	
	
	极快
	
	5

	4
	菌丝：30℃生长速度
QN
(+)
	01
MS
	极慢
	
	1

	
	
	
	慢
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	中
	
	3

	
	
	
	快
	
	4

	
	
	
	极快
	
	5

	5
	液体种：颜色深浅
QN
(+)
	00
VG
	浅
	BAIC1236
	1

	
	
	
	中
	
	2 

	
	
	
	深
	泛亚蝉花1号
	3

	6
	菌落：分生孢子
QL 
(+)
	01
VG
	无
	泛亚蝉花1号
	1 

	
	
	
	有
	BAIC1236
	9

	7
	子实体：分支状态
PQ
(+)
	22
VG
	无或基部分支
	泛亚蝉花1号
	1

	
	
	
	中部分支
	
	2

	
	
	
	中上部分支
	
	3

	
	
	
	上部分支
	
	4

	
	
	
	鸡冠花状分支
	
	5

	8
	子实体：颜色深浅
QN
(+)
	22
VG
	浅
	BAIC0046
	1

	
	
	
	中
	
	2

	
	
	
	深
	泛亚蝉花1号
	3



表A.1（续）
	序号
	性状
	观测时期
和方法
	表达状态
	标准品种
	代码

	9
	子实体：长度
QN
(+)
	22
MS
	极短
	BAIC0814
	1

	
	
	
	短
	
	2

	
	
	
	中
	BAIC0061
	3

	
	
	
	长
	
	4

	
	
	
	极长
	泛亚蝉花1号
	5

	10
	子实体：直径
QN
(+)
	22
MS
	小
	BAIC0061
	1

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	大
	BAIC0814
	3

	11
	原基形成时间
QN
(a)
	10
MG
	早
	BAIC0814
	1

	
	
	
	中
	
	2

	
	
	
	晚
	泛亚蝉花1号
	3

	12
	子实体采收时间
QN
(a)
	22
MG
	早
	
	1

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	晚
	BAIC1236
	3



















A.2蝉花选测性状见表A.2。
表A.2蝉花选测性状表
	序号
	性状
	观测时期
和方法
	表达状态
	标准品种
	代码

	13
	虫草酸含量
QN
(+)
	23
MG
	低
	BAIC1236
	1

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	高
	BAIC0814
	3

	14
	腺苷含量
QN
(+)
	23
MG
	低
	BAIC1128
	1

	
	
	
	中
	BAIC0078
	2

	
	
	
	高
	泛亚蝉花1号
	3

	15
	虫草多糖含量
QN
(+)
	23
MG
	低
	BAIC0814
	1

	
	
	
	中
	BAIC1128
	2

	
	
	
	高
	泛亚蝉花1号
	3

	16
	灰分含量
QN
(+)
	23
MG
	低
	BAIC0814
	1

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	高
	BAIC0201
	3

	17
	麦角甾醇含量
QN
(+)
	23
MG
	低
	BAIC0046
	1

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	高
	BAIC1236
	3

	18
	N6-(N2-羟乙基)腺苷（HEA）含量
QN
(+)
	23
MG
	低
	BAIC1128
	1

	
	
	
	中
	泛亚蝉花1号
	2

	
	
	
	高
	BAIC0078
	3




[bookmark: _Toc277021384][bookmark: _Toc327254664][bookmark: _Toc277142162][bookmark: _Toc40143787][bookmark: _Toc25455000]
(规范性附录)
蝉花性状表的解释

B.1 蝉花生育阶段
见表B.1。
表B.1 蝉花生育阶段表
	代码
	名称
	描述

	00
	 菌丝阶段
	母种接种于500ml的三角摇瓶后2d

	01
	
	母种接种于直径90mm培养皿后10d

	02
	
	发菌结束

	03
	
	转色

	10
	原基阶段
	原基出现

	22
	子实体阶段
	子实体到达瓶颈80-90%

	23
	
	子实体采后干燥水分含量小于9%



B.2 涉及多个性状的解释
菌丝体和子实体性状解释涉及所用培养基为小麦培养基（小麦与水料液比1：1.3）。
（a）观测七到八分熟的第一潮子实体。
七到八分熟：见子实体生长各阶段，图B.1。
	[image: ]
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	发菌结束
	转色完全
	原基形成
	七到八分熟
	子实体长至瓶顶

	图B.1  子实体生长各阶段



B.3 涉及单个性状的解释
性状分级和图中代码见表A.1。
性状1  菌丝：10℃生长速度
性状2  菌丝：20℃生长速度
性状3  菌丝：25℃生长速度
性状4  菌丝：30℃生长速度
用打孔器定量(3mm)将待测品种接种于直径90mm的培养皿中，PDA培养基，在上述各设定温度下，避光培养，10d后测量菌落最大直径见图B.2，3个重复，每个重复3个平板。







	[image: ]










	 菌落最大直径

	图B.2  菌丝生长速度测量



性状5  液体种：颜色深浅
将待测品种定量接种于500ml的三角摇瓶中，培养温度25±1℃，避光培养。培养2d后观察液体菌种色素差异，见图B.3。 
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	浅
	中
	深

	1
	2
	3

	图B.3  液体种颜色



性状6  菌落：分生孢子
用打孔器定量(3mm)将待测品种接种于直径90mm的培养皿中，PDA培养基，培养温度25±1℃，避光培养，10d后观察培养基表面有无孢子，见图B.4。
	[image: ]
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	 无产孢
	 有产孢

	1
	 2

	图B.4  菌落：产孢





性状7 子实体：分支状态，见图B.5。 
	[image: ]
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	无或基部分支
	中部分支
	中上部分支
	上部分支
	鸡冠花状分支

	1
	2
	3
	4
	5

	图B.5  子实体：分支状态


性状8  子实体：颜色深浅，见图B.6。
	[image: ]
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	浅
	中
	 深

	1
	2
	 3

	图B.6  子实体：颜色



性状9  子实体：长度，见图B.7。
性状10  子实体：直径，见图B.7。
本指南中测量子实体直径，具体指测定子实体中间位置直径。
	[image: ]














	图B.7  子实体长度、直径


性状11  原基形成时间
    记录从接种到原基出现时间。
性状12  子实体采收时间
采收是指大部分子实体被采收第一潮。记录从接种到子实体第一潮采收时间。
性状13  虫草酸（甘露醇）含量
测定方法见NY/T 2279-2012。
性状14  腺苷含量
测定方法见NY/T 2116-2012。
性状15  虫草多糖含量
测定方法见NY/T 1676-2008。
性状16  灰分含量
测定方法见GB 5009.4-2016。
性状17  麦角甾醇含量
测定方法见GB/T 25221-2010。
性状18  N6-(N2-羟乙基)腺苷（HEA）含量
测定方法为高效液相色谱法。

[bookmark: _Toc277021389][bookmark: _Toc277142168][bookmark: _Toc25455057][bookmark: _Toc277142167][bookmark: _Toc277142169][bookmark: _Toc277021390][bookmark: _Toc277021391][bookmark: _Toc327254665]

附录C
(规范性附录)
蝉花技术问卷
[bookmark: _Toc40143844] (
申请号：            
申请日：
    [由审批机关填写]
)


(申请人或代理机构签章)

C.1品种暂定名称：________________________________
C.2 申请测试人信息
	姓    名：
	
	
	
	
	

	地    址：
	
	
	
	
	

	电话号码：
	
	传真号码：
	
	手机号码：
	

	邮箱地址：
	
	
	
	
	

	 育种者姓名：
	
	
	
	
	



C.3 植物学分类
中文名：  蝉花                   
拉丁名：Isaria cicadae Miq.         
[bookmark: _Toc40143846]
C.4品种来源
在相符的类型 [   ]  中打√。
野外采集驯化 []系统选育 []杂交选育 []
其他（） []

C.5 待测品种的具有代表性彩色照片






｛品种照片粘贴处｝
(如果照片较多，可另附页提供)
[bookmark: _Toc40143848]C.6 采集地点及环境特点的说明



C.7 品种适于生长的区域或环境以及栽培技术的说明



C.8 其他有助于辨别申请品种的信息
(如品种用途、品质和抗性，请提供详细资料)



C.9 品种种植或测试是否需要特殊条件？
在相符的 [   ]  中打√。
是[   ]           否[   ]
(如果回答是，请提供详细资料)

C.10 品种繁殖材料保存是否需要特殊条件？
在相符的 [   ]  中打√。
是[   ]           否[   ]
(如果回答是，请提供详细资料)

C.11待测品种需要指出的性状
在表C.1中相符的代码后[   ]中打√，若有测量值，请填写在表C.1中。
表C.1待测品种需要指出的性状
	序号
	性状
	表达状态
	代码
	测量值

	1
	液体种：色素（表A.1中性状5）
	浅
中
深
	1  [   ]
2  [   ]
3  [   ]
	

	2
	菌落：分生孢子 （表A.1中性状6）
	无
有
	1  [   ]
2  [   ]
	

	3
	子实体：分支状态（表A.1中性状7）
	无或基部分叉
中部分叉
中上部分叉
上部分叉
鸡冠花状
	1  [   ]
2  [   ]
3  [   ]
4  [   ]
5  [   ]
	

	4
	子实体：颜色（表A.1中性状8）
	浅
中
深
	1  [   ]
2  [   ]
3  [   ]
	


C.12 待测品种与近似品种的明显差异性状表
在自己知识范围内，请申请测试人在表C.2中列出待测品种与其最为近似品种的明显差异。
表C.2 待测品种与近似品种的明显差异性状表
	待测品种名称
	性状名称
	近似品种表达状态
	待测品种表达状态

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	备注：（有助于待测品种特异性测试的信息）



申请人员承诺：技术问卷所填写的信息真实！
签名
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