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Предисловие

Цели, основные принципы и основной порядок проведения работ по межгосударственной 
стандартизации установлены ГОСТ 1.0—92 «Межгосударственная система стандартизации. Основные 
положения» и ГОСТ 1.2—2009 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты 
межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила 
разработки, принятия, применения, обновления и отмены»

Сведения о стандарте
1 ПОДГОТОВЛЕН Федеральным государственным унитарным предприятием «Всероссийский 

научно-исследовательский центр стандартизации, информации и сертификации сырья, материалов 
и веществ» (ФГУП «ВНИЦСМВ») на основе собственного аутентичного перевода на русский язык 
руководящего документа, указанного в пункте 4:

2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии

3 ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации 
(протокол от 20 октября 2014 г. №? 71-П)

За принятие проголосовали:
Краткое 

наименование 
страны no МК 

(ИСО 3166) 0 0 4 -9 7

Код страны по МК 
(ИСО 3166) 0 0 4 - 

97

Сокращенное наименование 
национального органа по 

стандартизации

Азербайджан AZ Азстандарт
Армения AM Минэкономики Республики Армения
Беларусь BY Госстандарт Республики Беларусь
Казахстан KZ Госстандарт Республики Казахстан
Киргизия KG Кыргызстандарт
Молдова MD Моддова-Стандарт
Россия RU Росстандарт
Таджикистан TJ Та джи кета н да рт

4 Настоящий стандарт идентичен международному документу OECD. No 208:2008 Terrestrial Plant 
Test: Seedling Emergence and Seedling Growth Test (ОЭСР. Тест No 208:2006 Наземные растения: тест на 
всхожесть семян и развитие проростков)

Перевод с английского языка (еп).
Степень соответствия -  идентичная (IDT)

5 Приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 25 
ноября 2014 г. № 1751-ст межгосударственный стандарт ГОСТ 33061-2014 введен в действие в 
качестве национального стандарта Российской Федерации с 1 августа 2015 г.
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Информация об изменениях к настоящему стандарту публикуется в ежегодном информационном 
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Введение

Руководства по тестированию химикатов периодически, по мере появления результатов новых 
научных исследований, пересматриваются в контексте их применимости в сфере законодательно
нормативного регулирования. Данное дополненное руководство разработано в целях оценки 
возможного влияния химических веществ на всхожесть семян и рост растений. Оно не 
предусматривает исследований возможных отдаленных (хронических) воздействий и воздействий на 
репродуктивное развитие (образование семян, цветков, созревание плодов). Для выбора 
оптимального метода тестирования требуется обязательный учет условий прорастания семян 
растений и свойств тестируемого вещества (например, при изучении влияния металлов и 
металлсодержащих компонентов необходимо учитывать влияние pH и ассоциированных 
противоионов [1]).

Руководство не применимо для изучения влияния на растения химических веществ в форме 
паров/газов. Руководство рекомендуется для тестирования влияния традиционных химических 
веществ, биоцидов, средств защиты урожая (также именуемых средствами защиты растений или 
пестицидами). Оно разработано на основе существующих методик [2-7]. Соответствующие 
данные содержатся в работах (8-10). Определения терминов приведены в разделе «Термины 
и определения».
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

МЕТОДЫ ИСПЫТАНИЙ ХИМИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ, ПРЕДСТАВЛЯЮЩЕЙ ОПАСНОСТЬ ДЛЯ
ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Наземные растения: Тест на всхожесть семян и развитио проростков

Testing of chemicals of environmental hazard 
Terrestrial Rant Test: Seedling Emergence and Seedling Growth Test

Дата введения -2015— 08—01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает метод оценки влияния химических веществ на всхожесть 
семян наземных растений и развитие проростков.

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применены следующие термины с соот-ветствующими определениями::
2.1 действующий ингредиент (или действующее вещество) (active ingredient (or active 

substance]:BeiuecTBO, предназначенное для оказания специфических биологических воздействий 
(например, контроля вредителей, заболеваемости растений, сорных растений на обрабатываемой 
территории), также может иметь наименование технический продукт действующего вещества, 
активное вещество.

2.2 средства защиты сельскохозяйственных культур (СЗСХК) или средства защиты 
растений (СЗР) или пестициды (crop protection products (CPPs) or plant protection product (PPPs) or 
pesticides): Вещества, обладающие специфической (избирательной) биологической активностью, 
целенаправленно используемые для защиты урожая от вредных организмов (грибных болезней, 
насекомых и сорняков).

2.3 ЕСх - эффективная концентрация (х % действия концентрации) или ERx -  
эффективная доза (х % действия дозы) (ЕСх х% effect concentration or ERx x% effect rate):
Концентрация/доза вещества, вызывающая неблагоприятные изменения измеряемого к концу опыта 
показателя в х % случаев относительно контрольной группы (например: в 25% или в 50% случаев 
наблюдается уменьшение всхожести, веса урожая, числа выживших растений, возрастание доли 
дефектов развития и иных признаков повреждения). Концентрация вещества, вызывающая такое 
действие, выражают величинами ЕС^ ( ER25) или ЕС50 (ERS0). соответственно).

2.4 всхожесть (прорастание) (emergence): Появление колеоптиля или котиледона над 
поверхностью почвы.

2.5 препарат (formulation): Коммерческий продукт, содержащий действующее вещество 
(действующий ингредиент), называемый также продуктом конечного использования .

2.6 наименьшая концентрация наблюдаемого влияния (LOEC) (lowest observed effect 
concentration (LOEC)): Минимальная концентрация, при которой проявляется эффект воздействия 
тестируемого вещества. В данном случае. LOEC соответствует величине воздействия (концентрации 
вещества), при которой проявляется статистически значимое (с вероятностью р < 0.5) изменение 
показателя состояния растения относительно контрольной группы в течение периода наблюдений; 
при этом данная величина выше величины NOEC -  недействующей концентрации.

2.7 нецелевые виды растений (non-target plants): Растения, произрастающие вне территории 
выращивания растений, являющихся объектом обработки. Для сельскохозяйственных растений -  
обычно это растения, растущие вне обрабатываемых площадей, занятых под сельскохозяйственное 
производство.

Издание официальное

1 Продукт конечного использования -  представленный на рынке промышленный продукт, содержащий 
действующее вещество

1



ГОСТ 33061-2014

2.8 NOEC (недействующая концентрация) (NOEC (no observed effect concentration): 
Максимальная концентрация испытуемого вещества, при которой не проявляются его воздействие на 
растения. В данном случае - это концентрация, при которой на протяжении периода наблюдений не 
выявляются какие-либо статистически значимые (с вероятностью р < 0,05) эффекты воздействия на 
обрабатываемые растения относительно контрольной группы.

2.9 фитотоксичность (phytotoxicity): Неблагоприятные отклонения (измеренные или
оцененные визуально) от нормального вида и роста растений, возникшие как ответная реакция на 
применение действующего вещества.

2.10 повторность (replicate): Единица наблюдения в эксперименте, представляющая собой 
контрольную и/или обработанную группу растений. В данном случае -  повторностью является 
вегетационный сосуд.

2.11 визуальная оценка (visual assessment): Ранжирование визуально наблюдаемых признаков 
нарушения развития растений -  густоты посева, жизненного статуса, уродств, хлороза, некроза, 
показателей общего внешнего вида относительно контрольной группы.

3 Сущность теста

3.1 При испытаниях исследуют эффекты влияния химического вещества на всхожесть и ранние 
стадии развития высших растений, являющиеся следствием внесения тестируемого вещества в почву 
(или иной субстрат для выращивания растений). Семена растений размешаются в почву, 
обработанную химическим веществом, после чего возможные воздействия анализируют в течение 
14-21 дней после прорастания 50% семян в контрольной группе. Конечными показателями являются: 
визуально проводимая оценка всхожести, сухая (мокрая) масса растений, в некоторых случаях -  
длина проростков и иные визуально регистрируемые негативные изменения в разных частях 
растений. Данные показатели сравнивают с показателями состояния растений в контрольной группе.

3.2 В зависимости от предполагаемого пути воздействия тестируемое химическое вещество 
заделывают в почву (искусственный субстрат) или вносят ее (его) на поверхность. Заделку 
производят путем внесения компонента в большой объем почвы, после чего почву размешают в 
сосуды, в которые высевают семяна. Поверхностное внесение осуществляют в почву, помещенную в 
вегетационные сосуды с уже посеянными семенами. Каждую испытуемую группу сосудов 
(контрольные и обработанные почвы с посеянными семенами) затем помещают в соответствующие, 
подобранные для опыта, одинаковые условия для наблюдений за прорастанием/ростом растений.

3.3 Опыты (в зависимости от задачи исследования) могут проводиться с целью определения 
кривой зависимости доза-эффект или (при изучении воздействия одной концентрации/дозы внесения 
вещества) для определения возможного предельного содержания. Если результаты тестирования 
одной концентрации/дозы внесения вещества превышают уровень токсичности (обнаруживаются 
воздействия, превышающие некоторый х% уровень), дополнительно ставят диапазонный тест с 
целью установления верхней и нижней границ токсичности, и далее -  опыт с рядом концентраций для 
построения кривой доза-эффект. Применяя подходящий метод статистического анализа по наиболее 
чувствительному параметру (параметрам) состояния растений, определяют эффективную 
концентрацию ЕС, или эффективную дозу (норма внесения) ER. (например. ЕС25. ER25. ЕС*,. ERM) 
Также определяют недействующую концентрацию (NOEC) и минимальную действующую 
концентрацию (LOEC).

4 Сведения о тестируемом веществе

Для определения путей воздействия вещества на растения и выбора условий проведения 
экспериментов необходима следующая информация о тестируемом химическом веществе: 
структурная формула, чистота, растворимость в воде, растворимость в органических растворителях, 
коэффициент распределения в системе октанол-вода, сорбционное поведение в почве, давление 
паров, устойчивость в воде и на свету, способность к биодеградации.

5 Достоверность теста

Для достоверности теста необходимо соблюдение следующих условий в контрольных группах 
растений:

- прорастание растений должно составлять не менее 70%;
- проростки не должны иметь внешних проявлений фитотоксичности (например, хлороз, некроз, 

завядание. деформации листьев и стеблей), кроме нормальных особенностей варьирования роста и
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морфологии, типичных для соответствующих видов растений;
- средняя выживаемость проросших растений в контрольной группе в течение всего опыта не 

должна быть ниже 90%;
- условия опыта, состав и количество грунта (субстрата) для каждого вида растений должны 

быть идентичными.

6 Вещество сравнения

Для контроля постоянства условий, особенностей проведения опытов и ответной реакции 
тестируемых растений должна регулярно проводиться проверка с использованием вещества 
сравнения. Также для оценки режима проведения опытов (поведения тест-систем) и в целях внутрипаборатормэго 
контроля качества экспериментов могут быть испотъэоеаны архивные (многолетние) данные по биэмаосе и показателям 
роста растений, полученные ранее в аналогичных опытах в соответствующих лабораториях.

6 Вещество сравнения
Для контроля постоянства условий, особенностей проведения опытов и ответной реакции 

тестируемых растений с регулярными интервалами должна проводиться проверка с использованием 
вещества сравнения. Также для оценки режима проведения опытов (поведения тест-систем) и в целях 
внутрипабораторного контроля качества экспериментов могут быть использованы архивные (многолетние) дайте по 
бисмасоо и показателям роста растений, полученные ранее в аналогичных опытах в соответствующих 
лабораториях.

7 Описание теста

7.1 Естественная почва -  искусственный субстрат
7.1.1 Растения могут выращиваться в вегетационных сосудах с использованием легкого 

суглинка, супеси или опесчаненного суглинка, содержащих до 1.5% органического углерода 
(примерно 3 % органического вещества). Могут также использоваться имеющиеся в продаже 
почвогрумты или синтетические почвосмеси, содержащие до 1.5% органического углерода. 
Глинистые почвы не рекомендуются, если тестируемое вещество имеет высокое сродство к глинам. 
Почву просеивают через сито с диаметром отверстий 2 мм для гомогенизации и удаления крупных 
частиц. В отчетах должны быть представлены следующие данные о почве: тип. текстура, содержание 
органического углерода. pH. содержание солей (по электропроводности). Название почвы приводят 
по стандартной классификации [11]. Допустима пастеризация или тепловая обработка почвы для 
снижения влияния почвенных патогенных организмов.

7.1.2 Использование природной почвы может затруднить интерпретацию результатов опыта и 
увеличивать разброс показателей из-за варьирования ее физико-химических свойств и особенностей 
популяций микроорганизмов. Эти свойства, в свою очередь, влияют на водоудерживающие 
характеристики почвы, емкость химического связывания веществ, условия аэрации, содержание 
питательных веществ и тяжелых металлов. Помимо физических свойств почв, также может 
варьироваться их pH. окислительно-восстановительный потенциал, что влияет на биодоступность 
испытуемых веществ [12] -  [14].

7.1.3 Искусственные субстраты, как правило, не используют при тестировании веществ, 
применяемых как средства защиты сельскохозяйственных культур, но их можно использовать при 
тестировании традиционных химических веществ или, если они специально разработаны для 
исключения влияния вариабельности, возникающей при использовании природных почв, в целях 
увеличения сопоставимости результатов. Эти субстраты должны состоять из инертных материалов, 
не вступающих во взаимодействие с тестируемым веществом, растворителем или ими обоими. 
Такими материалами могут быть кварцевый песок, промытый кислотой, минеральная вата или 
стеклянные шарики (0.35 -  0.85 мм в диаметре): они минимально сорбируют химические вещества [15], 
что обеспечивает максимальную доступность растениям веществ, поступающих через корневую 
систему. Неподходящими для опытов материалами являются вермикулит, перлит и иные 
адсорбирующие вещества. Растения должны быть обеспечены питательными веществами, чтобы 
избежать возможных негативных воздействий, связанных с их дефицитом; там. где это возможно, 
отсутствие такого дефицита должно быть подтверждено результатами химического анализа почв или 
визуальной оценкой состояния растений контрольной группы.

7.2 Критерии выбора растений
7.2.1 Выбираемые для тестирования виды растений должны быть разнообразными: для учета 

всех возможных типов ответных реакций нужно принимать во внимание таксономическое 
разнообразие растений, распространенность, обилие, специфические особенности жизненного цикла,
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зоны встречаемости в природе [8], [10], [16] -  [20]. При подборе видов, подходящих для 
тестирования, нужно основываться на следующих характеристиках:

- вид должен иметь однородные семена, легко доступные для получения из надежного 
источника хранения, обеспечивающие формирование устойчивых, жизнеспособных, однотипных 
проростков, с одинаковой скоростью роста;

- растения должны быть пригодны для тестирования в лабораторных условиях, обеспечивая 
надежность и воспроизводимость результатов в пределах отдельных опытов и между ними;

- чувствительность вида должна быть сопоставима с ответными реакциями растений, в 
естественных условиях подвергающихся воздействию испытуемого вещества;

- вид растений должен быть достаточно хорошо изучен ранее в разнообразных тестах на 
фитотоксичность; например, подверженность влиянию гербицидов, реакции на тяжелые металлы, 
засоление почвы, дефицит минерального питания и на аллелопатические взаимодействия, то есть 
должна иметься информация об их чувствительности к широкому ряду стресс-факторов;

- условия прорастания и развития вида в природе должны соответствовать выбранным 
условиям проведения опытов:

- особенности вида должны соответствовать условиям, предъявляемым для оценки 
достоверности теста.

7.2.2 Некоторые традиционно используемые виды тестируемых растений приведены в 
Приложении А: виды, не относящие к сельскохозяйственным культурам -  в Приложении В.

7.2.3 Число тестируемых видов зависит от требований соответствующих регламентов, поэтому 
данный вопрос здесь не рассматривается.

7.3 Внесение тестируемого вещества
Вещество следует вносить в почву в подходящем растворителе (вода, ацетон, этанол, 

полиэтиленгликоль, гуммиарабик) или с песком. Препарат или сложная смесь (рецептура), 
включающие различные дополнительные действующие вещества, также могут подвергаться 
тестированию.

7.4 Заделка в почву/искусствснныи субстрат
7.4.1 Вещества, вносимые в почву в виде водного раствора или водных суспензий, сначала 

добавляют в воду, а затем смешивают с почвой в подходящем устройстве. Такой вариант применяют, 
если химическое вещество попадает в растение из почвы или с почвенным раствором, то есть через 
корневое поступление. При внесении раствора с химическим веществом нельзя превышать 
водоудерживающую способность почвы. Объем раствора должен быть одинаковым для всех 
тестируемых концентраций вещества, при этом нужно избегать комкования почвы.

7.4.2 Плохо растворимые в воде вещества растворяют в подходящем летучем растворителе 
(например, ацетон, этанол) и смешивают с песком. Растворитель затем может быть удален из песка 
струей пара при постоянном перемешивании смеси, а песок смешан с почвой, выбранной для 
эксперимента. Также ставят второй контрольный опыт, где в почву вносят песок, содержащий только 
растворитель. При этом используют те же количества песка и растворителя, как и в вариантах опыта 
с веществом. Если тестируемые вещества твердые и нерастворимые, их смешивают с сухой почвой 
в подходящем для перемешивания устройстве, после чего почву размещают в вегетационные 
сосуды и немедленно проводят посев семян.

7.4.3 Если вместо почвы используют искусственный субстрат, вносимые водорастворимые 
тестируемые вещества могут быть растворены в растворе питательных веществ непосредственно 
перед началом опыта. Нерастворимые в воде вещества сначала растворяют в подходящем 
растворителе, а затем суспензируют также в питательном растворе. Нерастворимые вещества, для 
которых отсутствует нетоксичный растворитель, растворяют в летучем растворителе. Полученный 
раствор смешивают с песком или стеклянными гранулами, помещают в роторный испаритель и 
удаляют растворитель путем выпаривания, благодаря чему достигается равномерное распределение 
испытуемого вещества по поверхности частиц песка или стеклянных гранул. Перед заполнением 
вегетационных сосудов подготовленным субстратом определяют содержание в нем испытуемого 
вещества, взвешивая определенное количество песка (гранул) и извлекая вещество ранее 
использованным растворителем.

7.5 Поверхностное внесение
Для сельскохозяйственных растений поверхностное внесение средств защиты очень 

распространено. Все оборудование, используемое при проведении испытаний, в том числе и то, 
которое используют для приготовления и последующего внесения тестируемого вещества, должно 
обеспечивать аккуратность и точность проведения эксперимента и равномерное покрытие 
поверхности. Покрытие должно быть одинаковым по всей поверхности почвы. Должны быть приняты 
меры во избежание адсорбции тестируемого вещества и других используемых реагентов на 
поверхности оборудования (пластиковые трубки, липофильные компоненты, стальные части 
4
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оборудования и иные детали). Тестируемое вещество распрыскивают на поверхность почвы 
аналогично тому, как это делается в полевых условиях, используя подходящие опрыскиватели. В 
целом, вносимые количества и объемы должны соответствовать нормам внесения вещества, 
применяемым в соответствующей агрохимической практике (необходимо, например, указывать 
количество использованной воды и т.п.). Рекомендуется применять распылительные насадки, 
обеспечивающие равномерное смачивание поверхности почвы. Если для внесения тестируемого 
вещества применяют растворитель или иной носитель, требуется ставить отдельный контрольный 
опыт, где в почву вносят только данный растворитель/носитель. Если используют препарат, 
представляющий собой смесь компонентов, то в этом нет необходимости.

7.6 Контроль за точностью внесения концентрации/дозы тестируемого вещества
Точность внесения конкретной концентрации/дозы вещества должна подтверждаться 

соответствующим аналитическим контролем. Для растворимых веществ правильность всех 
тестируемых концентраций/доз может подтверждаться анализом наиболее концентрированного 
раствора тестируемого вещества, используемого в данном опыте, и документированием всех 
последующих разведений, которые должны осуществляться с помощью мерной посуды (мерная 
стеклянная посуда, калиброванные устройства для опрыскивания вещества). Точность внесения 
нерастворимых соединений необходимо оценивать, взвешивая определенные количества вещества, 
добавляемого к почве. Если требуется подтверждение однородности внесения, то дополнительно 
необходимо анализировать и саму почву.

8 Процедура теста

8.1 Описание теста
8.1.1 Семена растений одного вида высевают в вегетационные сосуды. Число семян на каждый 

сосуд зависит от вида растений, размеров сосуда и продолжительности опыта. Оно должны быть 
таким, чтобы обеспечить нормальные условия роста растений и избежать загущения посевов в ходе 
опыта. Максимальное число семян на 100 см 2 - 3-10 штук в зависимости от размера. Например, на 
контейнер (сосуд) площадью 15 см' рекомендуются примерные нормы: 1-2 шт. семян - для кукурузы, 
сои. помидоров, огурцов, сахарной свеклы; 3 шт. - для рапса, гороха; 5-10 шт. - для лука, пшеницы, 
других мелких семян. Число семян в сосуде и число самих сосудов (повторность эксперимента 
определяется числом сосудов, растения в сосуде не являются повторностями) должно позволять 
осуществить необходимый достоверный статистический анализ (21). Следует иметь в виду, что 
варьирование результатов опыта зависит от размера семян выращиваемой тест-культуры; оно выше 
в вариантах, где для каждой повторности (сосуда) используют меньшее количество семян более 
крупного размера по сравнению с вариантами, где взято большее количество семян мелкого 
размера. Снизить такое варьирование можно, высевая в каждый сосуд одинаковое количество семян.

8.1.2 Контрольный опыт ставят, чтобы удостовериться, что наблюдаемые эффекты связаны 
именно с влиянием тестируемого вещества. Соответствующий сосуд (сосуды с группой растений) 
должен быть во всех отношениях идентичен вариантам, где вносят действующее вещество. Все 
семена, используемые в одном опыте, должны быть из одного источника. Для предотвращения 
систематических отклонений сосуды для опыта и контрольной группы выбирают случайным образом.

8.1.3 Семена, обработанные инсектицидами или фунгицидами (семена «в оболочках»), 
использовать при тестировании не рекомендуется. Вместе с тем использование некоторых 
контактных фунгицидов несистемного действия (например, каптан и тиарам) в некоторых 
руководствах по испытаниям химических веществ (22) допускается. Если вероятно инфицирование 
семян патогенными микроорганизмами, семена нужно замочить в слабо концентрированном (5 %) 
растворе гипохлорита, после чего промыть интенсивно проточной водой и высушить. Никакие 
обработки семян другими средствами защиты растений не допускаются.

8.2 Условия проведения теста
8.2.1 Условия опыта должны обеспечивать нормальный рост видов и сортов используемых тест- 

растений (в Приложении В приведены возможные варианты условий постановки опытов). 
Прорастание растений должно осуществляться в хороших тепличных условиях в контролируемых 
климатических камерах, фитотронах или теплицах. Требуется контролировать и соблюдать условия 
среды: необходим контроль и достаточно частое (ежедневное) измерение температуры воздуха, 
влажности, концентрации углекислого газа, освещенности (интенсивность света, длина светового дня, 
количество фотосинтетически активной радиации) и т.п. для того, чтобы обеспечить благоприятные 
для роста растений условия, что должно подтверждаться состоянием растений в контрольной группе. 
Температура в теплицах должна поддерживаться за счет систем вентиляции и 
подогрева/охлаждения. Для тепличных тестов обычно рекомендуют следующие параметры:
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- температура: 22 С ± 10 С;
- влажность: 70 % ± 25 %;
- фотопериод: минимум 16-часовое освещение:
- интенсивность света: 350 ± 50 мкЕ/м2/с. Дополнительное освещение может понадобиться, 

если его интенсивность опускается ниже 200 мкЕ/м2/с (кроме видов, требующих более слабой 
освещенности); диапазон длин волн 400 -  700 нм.

8.2.2 Условия среды должны подлежать контролю и фиксироваться в отчете в ходе всего опыта. 
Растения выращивают в непористой пластиковой или глазурованной керамической посуде с 
поддонами или подставками под сосудами. Время от времени сосуды нужно менять местами во 
избежание варьирования скорости роста растений в разных сосудах из-за возможной разницы в 
условиях содержания. Размер сосудов должен быть достаточно большим, чтобы обеспечивать 
нормальное развитие растений.

8.2.3 По мере необходимости для поддержания хорошего жизненного статуса растений 
требуется их дополнительная подкормка питательными элементами. Необходимость и время таких 
подкормок устанавливают, наблюдая за состоянием растений в контрольной группе. Увлажнение 
почвы в сосудах рекомендуется проводить путем полива в поддоны или посредством использования 
стекловолоконных стержней. Однако для ускорения прорастания семян может быть рекомендован 
исходный предварительный полив почвы с поверхности, в случаях, когда тестируемое вещество 
вносят на поверхность, такой полив также облегчает распределение химического вещества в почве.

8.2.4 В зависимости от вида растения и тестируемого вещества для проращивания могут 
потребоваться и какие-либо специальные условия, которые должны быть созданы. Контрольные и 
обработанные варианты почвы нужно содержать в одинаковых условиях, принимая меры во 
избежание влияния на контрольную почву разных обработок растений (например, если применяются 
какие-либо летучие вещества) и следить, чтобы тестируемое вещество не попадало в контрольную 
группу.

8.3 Тестирование одной концемтрации/дозы внесения вещества
В целях подбора подходящей концентрации/дозы вещества для проведения опыта с этой 

концентрацией (тест с нагрузкой (провокация) или выявление предельной дозы) нужно принять во 
внимание следующее. Для обычных химических веществ - физико-химические свойства вещества. 
Для средств защиты растений -  физико-химические свойства вещества и способ его применения, 
максимальные нормы применения, число обработок за сезон, устойчивость (способность к 
накоплению) вещества (если необходимо). Если нужно установить возможное фитотоксическое 
действие химического вещества, его тестируют при концентрации максимум 1000 мг/кг сухой почвы.

8.4 Диапазонный тест
При необходимости можно провести диапазонный тест в целях получения кривой доза-эффект и 

выбора нужных уровней концентраций/дозы внесения для последующих опытов. Для таких опытов 
шаг опробывания должен быть достаточно большим (например, 0,1; 1,0; 10, 100 и 1000 мг/кг сухой 
почвы). Для средств защиты растений подбор испытуемых концентраций должен проводиться с 
учетом максимальной рекомендованной нормы применения (например. 1/100. 1/10, 1/1 от 
рекомендованной/максимальной концентрации/дозы применения).

8.5 Опыты с несколькими концентрациями/дозами внесения
8.5.1 Целью экспериментов с несколькими концентрациями/дозами внесения тестируемого 

вещества является получение кривой доза-эффект и установление значений эффективной 
концентрации/нормы применения EC*/ERX по показателям прорастания растений, биомассы и другим 
визуальным эффектам сравнительно с контрольной (необработанной) группой и в соответствии с 
конкретными рекомендациями руководств по испытаниям.

8.5.2 Количество тестируемых концентраций/доз внесения и шаг опробывания должны быть 
достаточными для того, чтобы построить надежную кривую доза-эффект, рассчитать уравнение 
регрессии и получить значения ЕС* и ER*. Выбор концентраций/доз зависит от значений величин ЕС* 
и ER*. которые требуется определить. Например, если нужно рассчитать значение ЕС*,, желательно 
протестировать диапазон воздействий, обеспечивающих 2 0 -8 0  % эффект. Рекомендуемое число 
тестируемых концентраций/доз составляет минимум 5 значений, возрастающих в геометрической 
прогрессии с коэффициентом не более 3. плюс необработанная контрольная группа. Для каждой 
группы (обработанной и контрольной) число повторностей должно составлять минимум 4. а общее 
количество семян -  не менее 20 шт. При использовании в тестах растений, имеющих низкую 
всхожесть или сильно варьирующие показатели роста, могут понадобиться дополнительные 
повторности для обеспечения статистической достоверности результатов эксперимента. Если 
тестируют большее число концентраций вещества (доз), то число повторностей можно уменьшить.
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Если нужно определить значение недействующей концентрации NOEC , напротив, требуется 
увеличение повторностей для обеспечения статистической достоверности [23].

8.6 Наблюдения
Во время наблюдений, то есть в течение 14 - 21 дн после прорастания 50 % семян растений в 

контрольной группе (группе с растворителем, если он использовался), оценку состояния растений 
проводят достаточно часто (минимум раз в неделю, а по возможности -  ежедневно), контролируя их 
рост, визуальные признаки проявления фитотоксичности и гибель. В конце эксперимента фиксируют 
число (в процентах) и биомассу выживших растений, а также все признаки угнетения в любых частях 
растений. Последние включают: аномалии развития, остановку роста, признаки хлороза, изменения 
окраски, гибель и другие. Окончательную величину биомассы вычисляют как среднее значение сухой 
массы выживших к концу опыта растений (высушивание проводят до постоянной величины массы 
навески при температуре 60 °С). Также можно вычислить и значение влажной массы. Высоту 
проростков также можно измерить к концу опыта, если того требуют соответствующие методические 
руководства. Для оценки наблюдаемых токсических эффектов следует применять единую оценочную 
систему. Примеры возможных шкал для количественных и качественных оценок приведены в [23] и 
[24].

9 Результаты и отчет

9.1 Статистический анализ
9.1.1 Опыт с одной концентрациеЙ|'дозой
Полученные в опыте данные для каждого вида тест-растений анализируют, применяя 

подходящий статистический метод [21]. Необходимо указывать величину результата (как 
положительного -  наличие влияния, так и отрицательного -  отсутствие воздействия), полученного 
при тестировании данной дозы вещества, например, следующим образом: при обработке «у» 
концентрацией/дозой вещества выявлено воздействие на уровне < х %.

9.1.2 Опыт с несколькими концентрациями/дозами
Зависимость доза-эффект выражают в виде уравнения регрессии. Для вычисления нужных 

величин применяют разные методы, например, для оценки величин ЕС* или ER, (ЕС», ER2S, ЕС50, 
ER50), определения их доверительных интервалов по таким количественным показателям как 
всхожесть, применимы логит- и пробит-анализы, модели распределения Вейбулла. Спирмена- 
Кербера. метод подгонки Спирмена-Кербера и другие приемы. Если значения ЕС» или ER, (и 
доверительные интервалы для них) вычисляют по показателям роста растений (масса и длина 
проростков), то есть непрерывным переменным, возможно применение регрессионных методов 
(например, нелинейный регрессионный анализ Брюса-Верстига [25]). По мере возможности в 
уравнении регрессии нужно обеспечить значения коэффициента детерминации R2 не менее 0.7, а 
для наиболее чувствительных видов растений и выше, при этом тестируемые концентрации должны 
обеспечивать проявление воздействия на уровне 20-80%. Если вычисляют значение NOEC, 
требуются наиболее мощный статистический способ обработки и критерии, которые подбирают в 
зависимости от типа распределения полученных величин [21, 26].

9.2 Отчет о тесте
Отчет должен представлять результаты опытов как в части подробного описания условий их 

постановки, так и обсуждения полученных результатов, включая анализ данных и полученные на его 
основании выводы. Необходимо представить данные в табличном виде и в виде краткого резюме. 
Отчет должен включать следующую информацию:

Тестируемое вещество:
- химическая формула, необходимые свойства (например, коэффициент распределения в 

системе п-октанол/еода, log P0w; растворимость в воде, давление пара, поведение в окружающей 
среде (при наличии);

- способы приготовления тестируемых растворов, а также способ проверки величин тестируемых 
концентраций согласно 7.6.

Тестируемые виды растений:
- информация о тестируемой культуре: вид/род (сорт), семейство, научное и бытовое название, 

источник и история получения семян, как можно подробнее (название поставщика, процент 
всхожести, класс размерности семян, номер серии; год или сезон получения семян; категория 
всхожести, жизнеспособность и т.д.);

- число видов однодольных и двудольных видов растений, взятых для теста;
- обоснование выбора конкретных видов;
- описание источника семян, способа их обработки и других манипуляций.
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Условия опыта:
- условия проведения опыта (климатическая камера, фитотрон, теплица);
- описание сосудов, в которых проводят опыт (размер и материал, количество почвы в сосуде):
- описание почвы (текстура, тип: размер частиц (гранулометрический состав),

классификационная принадлежность, физические и химические свойства, включая % органического 
вещества'органического углерода и pH);

- почва/субстрат (почва, искусственный грунт, песок и т.п.), подготовка их к опыту;
- описание питательной среды, если она используется;
- способ внесения тестируемого вещества: описание метода внесения, использованного 

оборудования, нормы применения и объемы, включая проверку точности дозировки, описание метода 
калибровки и условий окружающей среды в момент внесения;

- условия прорастания: интенсивность освещения (доля фотосинтетически активного 
излучения); период освещенности, диапазон колебаний температур, график и способы полива и 
внесения удобрений;

- число семян в сосуде, число растений, на которых тестируется каждая доза вещества; число 
повторностей опыта (сосудов) на каждую дозу;

- тип и число контрольных групп (отрицательные и/или положительные результаты в 
контрольной группе, контрольная группа с растворителем, если таковая использовалась);

- продолжительность опыта.
Результаты:
- таблицы со всеми конечными результатами по каждой повторности, тестируемой дозе и виду 

растений;
- число и доля выживших растений в сравнении с контрольной группой;
- показатели биомассы (сухая или влажная масса) растений в процентах относительно 

контрольной группы;
- длина растений в процентах относительно контрольной группы (если показатель измерялся);
- процентная доля (относительно контрольной группы) растений с визуальными дефектами 

развития, количественное и качественное описание таких дефектов (хлороз, некроз, завядание, 
деформации стебля и листьев, равно как и отсутствие каких-либо нарушений);

- описание шкалы, по которой осуществлялась количественная оценка дефектов развития, если 
ее проводили;

- для опытов с одной концентрацией нужно привести процентное количество растений с 
признаками нарушения развития;

- значения EC./ER* (например. ЕС50. ER^. ЕС^, ER25) с соответствующими доверительными 
интервалами. Если проводился регрессионный анализ, приводят стандартную ошибку уравнения 
регрессии и его коэффициентов (угол наклон, пересечения с осями);

- значения NOEC (или LOEC), если их вычисляли;
- описание статистического метода и сделанные допущения;
- графическое изображение материалов, а также иллюстрация кривой доза-отклик для 

тестируемых видов растений;
- отклонения от процедуры условий проведения теста, рекомендуемых данным стандартом и 

любые особенности, наблюдаемые в ходе проведения опытов.
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Приложение А 
(справочное)

ГОСТ 33061-2014

Перечень видов растений, традиционно используемых как тест-культуры

Семейство Вид Название

Двудольные
^piaceae (Umbelliferae) Daucus carota Иорковь
<\steraceae (Compositae) Helianthus annuus 1одсолнечник
<\steraceae (Compositae) .actuca sativa 1аттук посевной
3rassicaceae (Crudferae) Sinapis alba Зелая горчица
3rassicaceae (Crudferae) 3rassica campcsths var. chinensis (итайская капуста
3rassicaceae (Crudferae) 3rassica napus гапс
3rassicaceae (Crudferae) 3rassica oleracea var. capitata (апуста
3rassicaceae (Crudferae) 3rassica rapa эепа
3rassicaceae (Crudferae) .epidium sativum (ресс-салат
3rassicaceae (Crudferae) Raphanus sativus эедька
3henopodiaceao 3ota vulgaris Сахарная свекла
3ucurtHtaceae Cucumis sativus Эгурцы
rabaceae (Leguminosae) Glycine max (G. soja) Зоевые бобы
:abaceae (Leguminosae) Dhaseolus aureus Иаш (фасоль золотистая)
:abaceae (Leguminosae) °hasoolus vulqaris Расоль
:abaceae (Leguminosae) Disum sativum орох
rabaceae (Leguminosae) Trigonella foonum-graecum 1ажитник сенной
-abaceae (Leguminosae) .otus corniculatus Пядвенец рогатый
:abaceae (Leguminosae) Trifolium pretense (расный клевер
:abaceae (Leguminosae) Vicia sativa Зика посевная
.inaceae .inum usitatissimum Пен
3olygonaceae cagopyrum esculentum ‘речиха
Solanaceae Solanum lycopersicon Гоматы

Однодольные
.iliaceae (Amarylladaceae) Allium сера Пук
эоасеае (Gramineae) A vena sativa Эвес
эоасеае (Gramineae) Hordeum vulgare Зчмень
эоасеае (Gramineae) .olium perenne Пастбищный райграсе
эоасеае (Gramineae) Oryza sativa эис
эоасеае (Gramineae) Secale cereale эожь
эоасеае (Gramineae) Sorghum bicolor Зорго
’ oaceae (Gramineae) Triticum aestivum Пшеница
эоасеае (Gramineae) Zea mays (укуруза
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Приложение С 
(справочное)

Примеры условий, требуемых для нормального развития некоторых
видов растений

Условия, пригодные для проращивания в климатических камерах 10 видов растений (и ряда 
других), приведенные ниже, могут быть использованы в качестве основы:

- концентрация диоксида углерода -  350 ± 50 мг/л;
- относительная влажность - 70 ± 5 % во время светового дня и 90 ± 5 % - в ночное время;
- температура -  25 ± 3 °С -д н е в н а я , 20 ± 3 X  - н о ч н а я ;
- фотопериод - 1 6  ч освещения/8 ч темноты, считая, что длины волн излучения относятся к 

видимому диапазону 400-750 нм;
О

- освещение; интенсивность света 350 ± 50 рЕ/м /сек, измеряют на поверхности растений.
- виды растений:
томаты (Solarium lycopersicon); 
огурцы (Cucumis sativus); 
латтук (Lactuca sativa); 
соя (Glycine max);
капуста (Brassica oleracea var. capitata);
морковь (Daucus carota);
овес (Avena sativa);
райграсе (Lolium perenno);
кукуруза (Zea mays);
лук (Allium сора).

18
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