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l. Anwendung der Richtlinien

Diese Richtlinien gelten fir alle Sorten von Trifolium subterraneum (ssp. subterraneum,
spp. yanninicum und ssp. brachycalycinum).

Il.  Anforderungen an das Vermehrungsmaterial

1. Die zustdndigen Behérden bestimmen, wann, wohin und in welcher Menge und
Beschaffenheit das fur die Priifung der Sorte erforderliche Vermehrungsmaterial zu liefern ist.
Anmelder, die Material von auBerhalb des Staates einreichen, in dem die Prifung
vorgenommen wird, mussen sicherstellen, daR alle Zollvorschriften erfullt sind. Folgende
Mindestmenge an Vermehrungsmaterial wird empfohlen:

100g.
Die Mindestanforderungen an die Keimfahigkeit, den Feuchtigkeitsgehalt und die Reinheit
sollten nicht niedriger sein als die in dem betreffenden Land bestehende Vermarktungsnorm
flr zertifiziertes Saatgut. Die Keimféhigkeit sollte so hoch wie maéglich sein.
2.  Das Vermehrungsmaterial darf keiner Behandlung unterzogen worden sein, es sei denn,

dal’ die zustdndigen Behorden eine solche Behandlung gestatten oder vorschreiben. Soweit es
behandelt worden ist, mussen die Einzelheiten der Behandlung angegeben werden.

I1l. Durchfilhrung der Priifung

1.  Die Mindestpriifungsdauer sollte in der Regel zwei gleichartige Wachstumsperioden
betragen.

2.  Die Prufungen sollten in der Regel an einer Stelle durchgefiihrt werden. Wenn einige
wichtige Merkmale an diesem Ort nicht festgestellt werden kdnnen, kann die Sorte an einem
weiteren Ort geprift werden.

3.  Die Feldprifungen sollten unter Bedingungen durchgefiihrt werden, die eine normale
Pflanzenentwicklung  sicherstellen. Das Saatgut sollte mit dem  geeigneten
Kndllchenbakterienstamm inokuliert werden. Die Parzellengrof3e ist so zu bemessen, dal? den
Bestdnden die fur Messungen und Z&hlungen benétigten Pflanzen oder Pflanzenteile
entnommen werden kdnnen, ohne dal} dadurch die Beobachtungen, die bis zum Abschluf3 der
Vegetationsperiode durchzufiihren sind, beeintrachtigt werden. Jede Prifung sollte
30 Einzelpflanzen und kann auBerdem 4 Meter Reihen umfassen. Getrennte Parzellen fur
Erfassungen einerseits und Messungen andererseits konnen nur bei Vorliegen ahnlicher
Umweltbedingungen verwendet werden.

4.  Parzellen mit Einzelpflanzen: Jede Prifung sollte je Sorte 30 auf 2, 3 oder
5 Wiederholungen verteilte Einzelpflanzen, d.h. Parzellen mit 15, 10 oder 6 Pflanzen,
umfassen. Die grofiere Anzahl Wiederholungen ist bei einer geringen Anzahl von Sorten in
der Prifung normalerweise besser.




TG/170/2(proj.)
Bodenfrichtiger Klee, 2001-01-09
-4-

5. Parzellen in Reihen: Jede Prifung mit Parzellen in Reihen sollte mindestens eine
Reihenldnge von 4 m, verteilt auf zwei Wiederholungen von je 2 m, umfassen. Die
Parzellengrofe ist so zu bemessen, dal? den Bestdanden die fiir Beobachtungen bendtigten
Pflanzen oder Pflanzenteile enthnommen werden konnen, ohne dal? dadurch die visuellen
Erfassungen, die bis zum AbschluR der Vegetationsperiode durchzufiihren sind, beeintréchtigt
werden. Die Aussaatstarke sollte so bemessen sein, dal etwa 150 Pflanzen je Meter erwartet
werden konnen.

6.  Zusatzliche Prifungen fir besondere Erfordernisse kdnnen durchgeftihrt werden.

V. Methoden und Erfassungen

1.  Alle Erfassungen fur die Bestimmung der Unterscheidbarkeit und der Bestandigkeit
sollten an 30 Pflanzen oder Teilen von 30 Pflanzen erfolgen.

2.  Fur die Bestimmung der Homogenitat sollte ein Populationsstandard von 1% mit einer
Akzeptanzwahrscheinlichkeit von mindestens 95% angewandt werden. Bei einer Probengrofie
von 30 Pflanzen wiirde die hdchste zulassige Anzahl von Abweichern 1 betragen.

3. Sofern nicht anders angegeben, sollten alle Erfassungen am Blatt an neuen, vollsténdig
ge6ffneten Blattern im Bllhstadium von 50% (50% der Pflanzen mit mindestens einer Bliite)
erfolgen. Die Erfassungen an den Bliuten sollten 2 Wochen nach dem Bluhstadium von 50%
erfolgen. Erfassungen an der Frucht und an den Samen sollten an vollentwickelten, gealterten
Pflanzen erfolgen.

V. Gruppierung der Sorten

1. Das Prufsortiment sollte zur leichteren Herausarbeitung der Unterscheidbarkeit in
Gruppen unterteilt werden. Fir die Gruppierung sind solche Merkmale geeignet, die
erfahrungsgemal innerhalb einer Sorte nicht oder nur wenig variieren. Die verschiedenen
Auspragungsstufen sollten in der Vergleichssammlung ziemlich gleichmalRig verteilt sein.

2. Zunéchst sollte die Vergleichssammlung nach Unterarten unterteilt werden:

- subterraneum
—  yanninicum oder
- brachycalycinum.

3. Den zustandigen Behorden wird empfohlen, die nachstehenden Merkmale fur die
Gruppierung der Sorten innerhalb jeder Unterart heranzuziehen:

a)  Fiederblatt: Verteilung der Markierung (Merkmal 6)

b)  Nebenbléatter: Stérke der Anthocyanfarbung (im beschatteten Teil des Laubes)
(Merkmal 29)

c)  Zeitpunkt des Blihbeginns (Merkmal 30)

d)  Kelchhohle: Verteilung der Farbung (Merkmal 34)

e) Auslaufer: Auspragung der Behaarung (Internodium zwischen dem 3. und
4. Knoten des langsten Hauptzweiges) (Merkmal 36)
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f)  Samen: Brechen von hartem Samen wahrend vier Monaten (Merkmal 43).

VI. Merkmale und Symbole

1.  Zur Beurteilung der Unterscheidbarkeit, der Homogenitat und der Bestandigkeit sollten
die Merkmale mit ihren Auspragungsstufen, wie sie in der Merkmalstabelle aufgefiihrt sind,
verwendet werden.

2. Hinter den Auspragungsstufen fir jedes Merkmal stehen Noten (Zahlen) fir eine
elektronische Datenverarbeitung.

3. Legende:

(*) Merkmale, die fiir alle Sorte in jedem Priifungsjahr, in dem Priifungen vorgenommen
werden, herangezogen werden und in jeder Sortenbeschreibung enthalten sein sollten, sofern
die Ausprégungsstufe eines vorausgehenden Merkmals oder regionale Umweltbedingungen
dies nicht ausschlie3en.

(+) Siehe Erklarungen zu der Merkmalstabelle in Kapitel VIII.

D Zuerfassen an A = Einzelpflanzen

B = Parzellen in Reihen
C = besonderen Priifungen

M: tatséchliche Messung.

VG: visuelle Erfassung durch eine einzige Beobachtung einer Gruppe von Pflanzen oder
Pflanzenteilen

VS: :visuelle Erfassungen durch Beobachtung einer Anzahl einzelner Pflanzen oder
Pflanzenteile.
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VIII. Erklarungen zu der Merkmalstabelle

Zu. 4: Fiederblatt: allgemeine Form

1 2 3
dreieckig dreieckig bis rund rund

Zu 7,10, 16: Fiederblatt: Verteilung der Markierung

Nur fiir Sorten mit Streifen: Fiederblatt: Breite der Streifen (Merkmal 7)

< e

3 5 7
schmal mittel breit
(A1) (A2) (A3)

Nur fir Sorten mit Bandern: Fiederblatt: Breite der Bander (Merkmal 10)

SR v >

3 5 7
schmal mittel breit
(B1) (B2)
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Nur fir Sorten mit Halbmond: Fiederblatt: Basis des Halbmonds (Merkmal 16 )

o @ @ @

1 2 3 4
(C1) (C2) (C3) (C4)

Zu 26 bis 28: Blatt: Anteil an Isoflavonen (Formononetin, Genistein, Biochanin A) vor
Beqginn der Bliite (Prozentsatz von Trockensubstanz)

Schétzung des Anteils an Isoflavonen. Das Verfahren ist im wesentlichen wie bei Francis und
Millington (1965) dokumentiert. Zusammenfassend ist das Verfahren wie folgt:

Proben

Frische Blattproben werden gesunden, kirzlich ausgebildeten Blattern vor der Blite
entnommen. Zwolf Blattscheiben je Sorte werden als Proben fir die chemische Analyse
entnommen. Eine Zweitprobe von je 12 Blattscheiben wird fir die Berechnungen des
Trockengewichts entnommen.

Extraktion von Isoflavonen

Die Blattproben fir die chemische Analyse werden in Reagenzgldsern mazeriert.
Nachdem sie 15 Minuten stehengelassen wurden, um die Hydrolyse der gebundenen
Isoflavone zu erméglichen, wird 1 ml Ethanol (handelstibliche Qualitét, absolut) beigegeben.
Die Proben werden 10 Minuten lang in ein Schuttelwasserbad von 60° C gelegt und das
Extrakt in saubere Reagenzglaser umgefiillt. Das Extraktionsverfahren wird am Probenrest
wiederholt, um weitere Isoflavone zu extrahieren. Die Losung wird zur ersten umgefillten
Ldsung hinzugeflgt und das Gesamtvolumen nach Bedarf mit Ethanol auf 2 ml erganzt. Um
die Probe zu konzentrieren, wird eine Unterprobe von 0,5 ml in kleine Reagenzglaser
pipettiert und in einen Warmeschrank mit 40 C gestellt, bis das Ethanol vollstdndig verdunstet
ist. Die Unterprobe wird sodann erneut in 0,2 ml Ethanol von handelsiblicher Qualitat
aufgelost.

Chromatographie

Eine Aliquote von 5-pL von jeder Probe wird auf Dinnschichtchromatographie-Platten
mit Silikagel 60 Fs4 gesprenkelt. Standardlosungen, die bekannte Konzentrationen der drei
Isoflavone enthalten, werden ebenfalls auf jede Platte gesprenkelt. Die Chromatographie wird
sodann in einer Losung von Chloroform/Methanol im Verhéltnis 90:10 durchgefiihrt. Die
Intensitat der Isoflavonbanden wird bei Ultraviolettlicht mit 254 nm durch Vergleich mit der
Intensitat der Standardlésungen gemessen.
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Trockengewichtproben

Die fir die Trockengewichtberechnungen entnommenen Zweitproben werden wéhrend
48 Stunden bei 60° C getrocknet und sodann gewogen.

Berechnungen

Der Anteil jedes Isoflavons wird als Prozentsatz des Trockengewichts berechnet.

Zu 43: Samen: Geschwindigkeit des Brechens von hartem Samen wéahrend sechs Monaten

Samenproben

Voll ausgebildete Frichte sollten von kirzlich gealterten Pflanzen gewonnen werden.
Die Samenerzeugung sollte unter angemessener, jedoch nicht GbermaRig langer Bewdasserung
oder Regenmenge erfolgt sein. Die Samen werden vorsichtig aus den Friichten gerieben,
wobei darauf zu achten ist, dal} die Samenoberflache nicht zerkratzt wird.

Laborverfahren

Vierhundert Samen von jeder Probe werden mit Wasser benetzt und wéhrend
48 Stunden in einen Schrank mit 15° C gelegt. Die gekeimten Samen werden gezéhlt und
ausgeschieden. Die verbleibenden harten Samen werden fur die Bestimmung der
Brechgeschwindigkeit verwendet. Sie werden 4 Monate lang in einen Schrank gelegt, dessen
Temperatur Uber einen Zeitraum von 24 Stunden zwischen 15° C und 60° C schwankt. Die
Proben werden sodann mit Wasser benetzt und wéhrend 48 Stunden in einen Schrank mit
15° C gelegt. Die gekeimten Samen werden gezahlt. Der Anteil der verbleibenden harten
Samen wird als Prozentsatz der Anzahl harter Samen in der urspringlichen Probe berechnet.
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X.  Technischer Fragebogen
Referenznummer
(nicht vom Anmelder auszufillen)
TECHNISCHER FRAGEBOGEN
in Verbindung mit der Anmeldung zum Sortenschutz auszufillen
1.1 Art Trifolium subterraneum
BODENFRUCHTIGER KLEE
1.2 Unterarten subterraneum [1
yanninicum []
brachycalycinum [1
sonstige (bitte angeben) [1
2. Anmelder (Name und Anschrift)
3. Vorgeschlagene Sortenbezeichnung oder Anmeldebezeichnung
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4.

Informationen Gber Ursprung, Erhaltung und Vermehrung der Sorte
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5. Anzugebende Merkmale der Sorte (die in Klammern angegebene Zahl verweist auf das
entsprechende Merkmal in den Prufungsrichtlinien; die Ausprégungsstufe, die derjenigen der

Sorte am né&chsten kommt, bitte ankreuzen).

Merkmale
5.1 Fiederblatt: Verteilung der Markierung
(6)

nur ein Paar Streifen

nur ein einzelnes transversales Band

nur eine einzelne halomondférmige Markierung

ein Paar Streifen und ein Halbmond

5.2 Nebenbléatter: Starke der Anthocyanfarbung (im beschatteten Teil
(29) des Laubes)

fehlend oder sehr gering
schwach

mittel

stark

sehr stark

5.3 Zeitpunkt des Bliihbeginns
(30)

sehr frih
frih
mittel
spat

sehr spat

Beispielssorten

Yarloop
Nungarin
Mt Barker

Seaton Park

Junne

Dalkeith, Goulburn
Denmark, York
Daliak, Woogenellup

Yarloop

Nungarin
Dalkeith

Riverina, York

Goulburn, Mt Barker

Tallarook

Note

1]
2[]
3[]
4[]

1]
3[1]
5[]
1]
o]

1]
3[]

5[]
]
o ]
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5.4
(34)

5.5
(36)

5.6
(43)

Merkmale

Kelchhdhle: Verteilung der Farbung

im oberen Viertel des Kelches

an der oberen Hélfte des Kelches
am oberen Dreiviertel des Kelches
am ganzen Kelch

Ausléufer: Auspragung der Behaarung (Internodium zwischen
dem 3. und 4. Knoten des langsten Hauptzweiges)

fehlend oder sehr gering

schwach
mittel

stark

sehr stark

Samen: Brechen von hartem Samen wahrend vier Monaten

sehr langsam
langsam
mittel
schnell

sehr schnell

Beispielssorten

Goulburn
Mt Barker, Nungarin, York

Daliak

Denmark, Gosse, Goulburn,
Riverina

Nuba
Daliak, Leura, York

Dalkeith, Nungarin,
Seaton Park

Geraldton, Northam
Dalkeith, Nungarin, York
Junee, Seaton Park
Gosse, Goulburn

Mt Barker, Woogenellup

Note

1]

3[]
5[]
1]

o]

1]
3[1]
5[]
]
91
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6. Ahnliche Sorten und Unterschiede zwischen diesen Sorten

Bezeichnung der Merkmal, in dem die  Auspragungsstufe der  Auspragungsstufe der
ahnlichen Sorte ahnliche Sorte ahnlichen Sorte Kandidatensorte
unterschiedlich ist®

°) Sofern die Auspragungsstufen der beiden Sorten identisch sind, bitte die GroRe des
Unterschieds angeben.

7. Zusatzliche Informationen zur Erleichterung der Unterscheidung der Sorte

7.1 Resistenz gegen Schadorganismen

7.2 Besondere Bedingungen fir die Prufung der Sorte

7.3 Sonstige Informationen
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Genehmigung zur Freisetzung

a)

b)

Ist es erforderlich, eine vorherige Genehmigung zur Freisetzung der Sorte geman
der Gesetzgebung fur Umwelt, Gesundheits- und Tierschutz zu erhalten?

Ja [] Nein []
Wurde eine solche Genehmigung erhalten?

Ja [] Nein [1]

Sofern die Frage mit “ja” beantwortet wurde, bitte eine Kopie der Genehmigung beiftigen.

[Ende des Dokuments]
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