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l. Anwendung dieser Richtlinien

Diese Richtlinien gelten fur alle Sorten von Helianthus annuus L., einschlieBlich der
Inzuchtlinien, Hybriden und freiabbliihenden Sorten.

1. Anforderungen an das Vermehrungsmaterial

1. Die zustdndigen Behorden bestimmen, wann, wohin und in welcher Menge und
Beschaffenheit das fiir die Prifung der Sorte erforderliche Vermehrungsmaterial zu liefern ist.
Anmelder, die Material von auBerhalb des Staates, in dem die Priifung vorgenommen wird,
einreichen, mussen sicherstellen, dal? alle Zollvorschriften erfillt sind. Die vom Anmelder in
einer oder mehreren Stichproben einzusendende Mindestmenge an Vermehrungsmaterial sollte
betragen:

5000 Korner fir Inzuchtlinien
1 kg fur Hybriden und freiabbliihende Sorten

Im Falle von Hybridsorten sollten weitere 5000 Kérner jeder Komponente (z. B. Inzuchtlinie,
einschlieBlich der ménnlich sterilen und fertilen Form einer weiblichen Elternlinie,
Einfachhybride) vorgelegt werden. Im Falle mannlich steriler Linien sollten weitere 5000
Korner des Maintainers vorgelegt werden. Das Saatgut sollte wenigstens die
Mindestanforderungen an die Keimfahigkeit, den Feuchtigkeitsgehalt und die Reinheit fiir die
Vermarktung von Saatgut des Landes erfllen, in dem die Anmeldung eingereicht wurde. Die
Keimféhigkeit sollte moglichst hoch sein.

2. Das Vermehrungsmaterial darf keiner Behandlung unterzogen worden sein, es sei denn,

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

1. Durchfiihrung der Priifung

1. Die Mindestdauer der Prifung sollte in der Regel zwei gleichartige Wachstumsperioden
betragen.
2. Die Prifungen sollten in der Regel an einem Ort durchfiihrt werden. Wenn einige

wichtige Merkmale an diesem Ort nicht festgestellt werden kénnen, kann die Sorte an einem
weiteren Ort geprift werden.

3. Die Prifungen sollten unter Bedingungen durchgefuhrt werden, die eine normale
Pflanzenentwicklung sicherstellen. Die Parzellengréfe ist so zu bemessen, dal} den Bestdnden
die fur Messungen und Zahlungen benétigten Pflanzen oder Pflanzenteile entnommen werden
konnen, ohne dall dadurch die Erfassungen, die bis zum Abschluf? der Vegetationsperiode
durchzufiihren sind, beeintrdchtigt werden. Jede Prufung sollte insgesamt 40 Pflanzen
umfassen, die auf zwei oder mehr Wiederholungen verteilt werden sollten. Getrennte Parzellen
fiir Beobachtungen einerseits und Messungen andererseits konnen nur bei Vorliegen ahnlicher
Umweltbedingungen verwendet werden.
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4. Zusétzliche Prifungen fir besondere Erfordernisse koénnen durchgefiihrt werden,
beispielsweise Korb-Reihenprufungen im Falle, dal’ die zustandige Behorde die vom Anmelder
vor dem Datum der Anmeldung erzielten Prifungsergebnisse akzeptiert.

5. Im Falle, dal} die Formel der Hybriden mit Hilfe der Enzymelektrophorese Uberpruft
wird, sollte eine Priifung an mindestens 10 Keimlingen jeder Inzuchtlinie durchgefuhrt werden.
Mindestens 4 Keimlinge sollten bei Einfachhybriden und mindestens 10 Keimlinge bei
Dreiweghybriden analysiert werden. Im Zweifelsfall sollten zusétzliche Keimlinge analysiert
werden.

V. Methoden und Erfassungen

1. Die in Kapitel VII beschriebenen Merkmale sollten fur die Prifung der
Unterscheidbarkeit der Inzuchtlinien, der Hybriden und der freiabbliihenden Sorten verwendet
werden.

2. Zur Beurteilung der Unterscheidbarkeit von Hybriden kann jedoch ein Vorprifsystem
anhand der Elternlinien und der Formel nach folgenden Empfehlungen festgelegt werden:

a)  Beschreibung der Elternlinien geméaR den Prifungsrichtlinien;

b)  Uberpriifung der Eigenstandigkeit dieser Elternlinien im Vergleich zur
Vergleichssammlung, auf Grundlage der in Kapitel VII beschriebenen Merkmale, um die
ahnlichsten Inzuchtlinien zu ermitteln;

c)  Uberpriifung der Eigenstandigkeit der Formel der Hybriden im Vergleich zu jenen
der allgemein bekannten Hybriden unter Beriicksichtigung der &hnlichsten Inzuchtlinien;

d)  Beurteilung der Unterscheidbarkeit an der Hybride bei Sorten mit &hnlicher
Formel.

3. Alle Erfassungen zur Beurteilung der Unterscheidbarkeit und Homogenitét,
gegebenenfalls einschliel3lich der elektrophoretischen Merkmale, sollten an 40 Pflanzen oder
Teilen von 40 Pflanzen an jedem Priifungsort und in jeder Wachstumsperiode erfolgen.

4. Alle Erfassungen sollten am Haupttrieb erfolgen.

5. Alle Erfassungen am Blatt sollten an ausgewachsenen Blattern in 2/3 Hohe der Pflanze
nach dem Knospenstadium, jedoch vor dem Blitestadium, erfolgen. Die Knospe sollte eine
Grole von 4 to 5 cm erreichen.

6. Fur die Beurteilung der Homogenitat von Inzuchtlinien ist ein Populationsstandard von
2% mit einer Akzeptanzwahrscheinlichkeit von mindestens 95% anzuwenden. Aulerdem
sollten bei maénnlich sterilen Inzuchtlinien derselbe Populationsstandard und dieselbe
Akzeptanzwahrscheinlichkeit fur die Summe der eindeutig aus einer Fremdbefruchtung
stammenden Pflanzen und der isogenen fertilen Pflanzen gelten. Zur Beurteilung der
Homogenitdt von Einfachhybriden sollte ein Populationsstandard von 5% mit einer
Akzeptanzwahrscheinlichkeit von mindestens 95% angewandt werden. Fur jene Lénder, die bei
einer Anpassung ihres Systems an diese Regeln Schwierigkeiten voraussehen, besteht die
Maglichkeit einer Ubergangsfrist von zwei Jahren ab der Annahme der Priifungsrichtlinien,
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bevor sie die neuen Regeln Ubernehmen. Fiur Dreiweghybriden und freiabblihende Sorten
sollte die Variabilitadt innerhalb der Sorte die Variabilitdt bereits bekannter vergleichbarer
Sorten nicht Ubertreffen.

Zugelassene Anzahl Abweicher fiir verschiedene Félle und StichprobengréfRen

Abweicher Anzahl erfalter Zugelassene
Pflanzen Anzahl
Abweicher

Pflanzen aus 19- 41 2
Fremdbefruchtung 42 - 69 3
und isogene fertile 70- 99 4
Mannlich sterile Inzuchtlinie® Pflanzen 100 - 131 5
(Populationsstandard: 2%, [] 19- 41 2
Akzeptanzwahrscheinlichkeit Sonstige 42 - 69 3
95%) Abweicher 70- 99 4
100 - 131 5
Mannlich fertile Inzuchtlinie 19- 41 2
(Populationsstandard: 2%, Alle Typen von 42 - 69 3
Akzeptanzwahrscheinlichkeit Abweichern 70- 99 4
95%) 100 - 131 5
17- 28 3
29- 40 4
41 - 53 5
Einfachhybriden Alle Typen von 54 - 67 6
(Populationsstandard: 5%, Abweichern 68 - 81 7
Akzeptanzwahrscheinlichkeit 82- 95 8
95%) 96 - 110 9
111- 125 10

7. Wenn fir die Unterscheidbarkeitsprifung die Enzymelektrophorese eingesetzt wird,
sollten derselbe Populationsstandard und dieselbe Akzeptanzwahrscheinlichkeit wie fir
andere. Alle Pflanzen einer Inzuchtlinie, in denen zwei oder mehrere Loci mit einem Allel in

! Beispielsweise wird eine mannliche sterile Inzuchtlinie mit 2 Pflanzen aus Fremdbefruchtung

und 2 Abweichern fir die Merkmale der Bléatter an 40 erfaliten Pflanzen akzeptiert. Andererseits
wird eine ménnliche sterile Inzuchtlinie mit 3 Abweichern fir die Merkmale der Blétter an 40
erfal3ten Pflanzen zuriickgewiesen.
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jedem Locus von der Inzuchtlinie (z. B. AX) heterozygot sind, sollten als fremdbefruchtet
angesehen werden. Alle Gbrigen Falle von Heterozygositéat, sowie alle Félle, in denen zwei
fremde Allele in einem Locus vorhanden sind, sollten als Abweicher betrachtet werden.
Merkmale angewandt werden.

V. Gruppierung der Sorten

1. Das Priufsortiment 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 gleichmalig verteilt sein.

2.  Die Sorten sollten zundchst in Inzuchtlinien und sonstige Sorten aufgeteilt werden.
Danach wird den zustdndigen Behorden empfohlen, die nachstehenden Merkmale flr die
Gruppierung der Sorten heranzuziehen:

a)  Blatt: Grinfarbung (Merkmal 6)

b)  Blatt: Blasigkeit (Merkmal 7)

c)  Zeitpunkt der Blute (Merkmal 14)

d)  Pflanze: Natirliche Hohe (Merkmal 27)

e) Pflanze: Verzweigung (ohne umweltbedingte Verzweigung) (Merkmal 29)
f)  Korn: Streifen am Rand (Merkmal 39)

g)  Korn: Streifen zwischen dem Rand (Merkmal 40)

VI. Merkmale und Symbole

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

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

3. Legende

(*) Merkmale, die fir alle Sorten in jedem Prufungsjahr, in dem Prifungen vorgenommen
werden, herangezogen werden und in jeder Sortenbeschreibung enthalten sein sollten, sofern
die Auspragungsstufe eines vorausgehenden Merkmals oder regionale Umweltbedingungen
dies nicht ausschlie3en.

(+) Siehe Erklarungen zu der Merkmalstabelle in Kapitel VIII.
(1) Das optimale Entwicklungsstadium fur die Beurteilung jedes Merkmals wird durch eine

Zahl in der zweiten Spalte angegeben. Die durch die einzelnen Ziffern
gekennzeichneten Entwicklungsstadien sind am SchlufR des Kapitels V111 beschrieben.
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VII. Table of Characteristics/Tableau des caractéres/Merkmalstabelle/Tabla de caracteres

Stage ¥ Example Varieties
StadeY  English frangais deutsch espafiol Exemples
Stadium ¥ Beispielssorten
Estadio ¥ Variedades ejemplo
1. A2 Hypocotyl: antho- Hypocotyle: pig- Hypokotyl: An-  Hipocotilo: pig-
cyanin coloration mentation antho- thocyanfarbung mentacion anto-
cyanique cidnica
absent absente fehlend ausente HA 850
present présente vorhanden presente RHA 271
2 A2 Hypocotyl: inten- Hypocotyle: in-  Hypokotyl: Hipocotilo: inten-
sity of anthocya- tensité de la pig-  Intensitat der sidad de la pig-
nin coloration mentation antho- Anthocyan- mentacion anto-
cyanique farbung cianica
weak faible gering débil H 52.6.3
medium moyenne mittel media HA 290
strong forte stark fuerte RHA 271
3. E4 Leaf: size Feuille: taille Blatt: GroRe Hoja: tamafio
*)
small petite klein pequefia HA 124
medium moyenne mittel media HA 821
large grande grof} grande DK 3790
4 E4 Leaf: shape of Feuille: forme de Blatt: Formdes  Hoja: forma de la
+) distal part la partie distale  distalen Teiles parte distal
lanceolate lancéolée lanzettlich lanceolada
lanceolate to lancéolée a trian-  lanzettlich bis lanceolada a trian-
narrow triangular  gulaire étroite schmal dreieckig  gular estrecha
narrow triangular  triangulaire étroite schmal dreieckig  triangular estrecha  RHA 855
narrow triangular  triangulaire étroite schmal dreieckig  triangular estrecha
to broad triangular a triangulaire large bis breit dreieckig a triangular ancha
broad triangular ~ triangulaire large  breit dreieckig triangular ancha  HA 821
broad triangular to triangulaire large a breit dreieckig bis triangular ancha a
acuminate acuminée zugespitzt acuminada
broad triangular to triangulaire large a breit dreieckig bis triangular anchaa HA 303
rounded arrondie rundlich redondeada
acuminate acuminée zugespitzt acuminada HA 124
rounded arrondie rundlich redondeada HA 234
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples
Stadium V Beispielssorten
Estadio V Variedades ejemplo

5. E4 Leaf: auricules Feuille: oreilletes Blatt: Auricula  Hoja: auriculas

(*)

(+)

none or very small absentes ou trés fehlend oder sehr  ausentes 0 muy H52.9.1.1
petites klein pequefas
small petites klein pequefias HA 821
medium moyennes mittel medias
large grandes grof grandes
very large trés grandes sehr grof3 muy grandes HA 303
6. E4 Leaf: green color Feuille: couleur  Blatt: Griunfar-  Hoja: color verde
™ verte bung
light claire hell claro H52.9.1.1
medium moyenne mittel medio HA 821
dark foncée dunkel 0scuro HA 303
7. E4 Leaf: blistering  Feuille: gaufrure Blatt: Blasigkeit Hoja: abullonado
*)
absent or very absente ou trés fehlend oder sehr  ausente o muy
weak faible gering débil
weak faible gering débil HA 342, RHA 273
medium moyenne mittel medio HA 291
strong forte stark fuerte HA 303, RHA 361
very strong tres forte sehr stark muy fuerte

8. E4 Leaf: serration Feuille: denture  Blatt: Z&hnung  Hoja: dentado

(*)

(+)

very fine or
isolated

fine
medium
coarse

Very coarse

trés fine ou isolée

fine
moyenne
grossiére

trés grossiere

sehr fein oder
vereinzelt

fein
mittel
grob

sehr grob

muy fino o aislado

fino
medio
grosero

muy grosero

HA 393

HA 124

RHA 271

RHA 299
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English francais deutsch espafiol Exemples Note/
Stadium Beispielssorten Nota
Estadio Variedades ejemplo
9. E4 Leaf: shape of Feuille: forme de Blatt: Formdes Hoja: forma de la
cross section la section Querschnitts seccion
(+) transversale transversal
strongly concave  fortement concave stark konkav fuertemente concava 1
weakly concave  faiblement concave schwach konkav ~ débilmente RHA 273 2
coéncava
flat droite gerade plana H55.9.2.1.1 3
weakly convex faiblement convexe schwach konvex  débilmente con- HA 303 4
vexa
strongly convex  fortement convexe stark konvex fuertemente con- 5
vexa
10. E4 Leaf: wings Feuille: ailes Blatt: Flagel Hoja: alas
(+)
none or very absentes ou trées keine oder sehr ninguna 0 muy HA 89 1
weakly expressed  faiblement schwach ausge- débilmente defini-
marquées pragt das
weakly expressed  faiblement mar- schwach ausge- débilmente defini- 2
quées pragt das
strongly expressed fortement stark ausgepragt  fuertemente defini- RHA 274, RHA 348 3
marquées das
11. E4 Leaf: angle of Feuille: angle des Blatt: Winkel der Hoja: angulo de
™ lowest lateral nervures latérales untersten Seiten- los nervios latera-
(+) veins les plus basses nerven les
acute aigu spitz agudo HA 290, RHA 295 1
right angle or droit ou presque  rechtwinklig oder angulo recto o casi HA 89 2
nearly right angle  droit fast rechtwinklig  angulo recto
obtuse obtus stumpf obtuso HA 303 3
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Stage ¥ Example Varieties
StadeY  English frangais deutsch espafiol Exemples Note/
Stadium ¥ Beispielssorten Nota
Estadio ¥ Variedades ejemplo
12. E4 Leaf: height of the Feuille: hauteur  Blatt: Hohe der Hoja: altura de la
(+) tip of the blade  de I’extrémité du Blattspitze im punta del limbo
compared to limbe par rapport Verhéltnis zur en relacién con la
insertion of alinsertiondu  Ansatzstelle des  insercion del
petiole (at 2/3 pétiole (aux 2/3 de Stieles (in 2/3 der peciolo (a 2/3 de la
height of plants) la tige & partir du Pflanzenhdhe) alturade la
sol) planta)
low basse niedrig baja RHA 275 3
medium moyenne mittel media RHA 274 5
high haute hoch alta RHA 400 7
13. F1 Stem: hairiness at Tige: pilosité au  Stengel: Behaa-  Tallo: vellosidad
the top (last 5 cm) sommet (5 rung an der Spitze en el extremo
derniers cm) (obere 5 cm) (dltimos 5 cm)
absent or very nulle ou tres faible fehlend oder sehr  ausente o muy 1
weak gering débil
weak faible gering débil RHA 271 3
medium moyenne mittel media RHA 273 5
strong forte stark fuerte HA 303 7
very strong tres forte sehr stark muy fuerte 9
14. Time of flowering Epoque de flo- Zeitpunkt der Epoca de la flo-
*) raison Bliite racion
)
very early tres précoce sehr frih muy temprana HA 302, RHA 381 1
early précoce frih temprana RHA 273 3
medium moyenne mittel media RHA 274 5
late tardive spat tardia RHA 271 7
very late tres tardive sehr spét muy tardia RHA 361 9
15. F.3.2 Ray flowers: den- Fleurs ligulées: Zungenbliten: Flores liguladas:
sity densité Dichte densidad
sparse faible locker laxas HA 385 3
medium moyenne mittel medias HA 89 5
dense forte dicht densas 7
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples
Stadium V Beispielssorten
Estadio V Variedades ejemplo
16. F.3.2 Ray flower: shape Fleur ligulée: Zungenblite: Flor ligulada:
(+) forme Form forma
fusiform allongée spindelformig fusiforme H529.1.1
narrow ovate ovoide étroite schmal eiférmig  oval estrecha RHA 274
broad ovate ovoide large breit eiférmig oval ancha HA 821
rounded arrondie rundlich redondeada
17. F.3.2 Ray flower: dis-  Fleur ligulée: dis- Zungenblite: An- Flor ligulada: dis-
position position ordnung posicion
flat plane eben plana HA 89
longitudinal recourbée longitu- l&ngsseits nach recurvada longitu- HA 850
recurved dinalement aulen gebogen dinalmente
undulated ondulée gewellt ondulada HA 234
strongly recurved  fortement recour-  stark gebogen zur  fuertemente recur- CM 592
to back of head bée vers le dos du  Korbriickseite vada hacia la es-
capitule palda del capitulo
18. R.3.2 Ray flower: Fleur ligulée: lon- Zungenblite: Flor ligulada:
length gueur Lange longitud
short courte kurz corta RHA 361
medium moyenne mittel media HA 89
long longue lang larga H 52.6.3
19. F.3.2 Ray flower: color Fleur ligulée: Zungenblite: Flor ligulada:
™ couleur Farbe color
ivory ivoire elfenbein marfil
light yellow jaune pale hellgelb amarillo palido
medium yellow jaune moyen mittelgelb amarillo medio HA 89
orange yellow jaune orange orangegelb amarillo naranja ~ RHA 361
orange orangée orange naranja CM 587, RHA 295
purple pourpre purpur purpura
reddish brown brun rougeétre rotbraun marrén rojizo

multicolored

multicolore

mehrfarbig

multicolor
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples Note/
Stadium V Beispielssorten Nota
Estadio Variedades ejemplo
20. F.3.2 Disk flower: color Fleuron: couleur Ro6hrenblite: Flésculo (flor del
Farbe disco): color
yellow jaune gelb amarillo 1
orange orange orange naranja 2
purple pourpre purpurn parpura 3
21. F.3.2 Disk flower: an-  Fleuron: pigmen- Ro6hrenbliite: An- Floésculo (flor del
thocyanin colora- tation anthocya- thocyanfarbung disco): pigmenta-
(+) tion of stigma nique du stigmate der Narbe cién antocianica
del estigma
absent absente fehlend ausente HA 89 1
present présente vorhanden presente H55.9.2.1.1, HA 348 9
22. F32 Disk flower: in-  Fleuron: intensité Rohrenblite: Flésculo (flor del
tensity of antho- de la pigmenta-  Intensitat der disco): intensidad
(+) cyanin coloration tion anthocyani- Anthocy- de la pigmenta-
of stigma gue du stigmate  anfarbung der cién antocianica
Narbe del estigma
weak faible gering debil HA 290, HA 394 3
medium moyenne mittel media HA 60, HA 291 5
strong forte stark fuerte RHA 348 7
23. F.32 Disk flower: pro- Fleuron: produc- Réhrenblite: Flésculo (flor del
duction of pollen tion de pollen Pollenproduktion disco): produccién
de polen
absent absente fehlend ausente 1
present présente vorhanden presente 9
24. F.3.2 Bract: shape Bractée: forme Hallblatt: Form  Bréactea: forma
)
clearly elongated  nettement allongée deutlich langlich  claramente HA 379 1
elongada
neither clearly ni nettement weder deutlich ni claramente HA 292 2
elongated nor allongée ni langlich noch elongada ni
clearly rounded nettement arrondie deutlich rundlich  claramente
redondeada
clearly rounded nettement arrondie deutlich rundlich  claramente RHA 801 3

redondeada
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples
Stadium V Beispielssorten
Estadio Variedades ejemplo
25. F.3.2 Bract: length of  Bractée: longueur Hullblatt: Ldnge Bractea: longitud
tip du sommet der Spitze de la punta
)
very short trés court sehr kurz muy corta
short court kurz corta RHA 273, RHA 361
medium moyen mittel media HA 302
long long lang larga HA 292, HA 55.9.2.1.1
very long tres long sehr lang muy larga H 52.6.3
26. F.3.2 Bract: green color Bractée: couleur Hdullblatt: Grin- Bractea: color
of outer side verte de laface  farbung der Au- verde de la cara
externe Renseite externa
light claire hell claro H52.9.1.1
medium moyenne mittel medio HA 850
dark foncée dunkel 0scuro HA 303
27 MO Plant: natural Plante: hauteur  Pflanze: natiir-  Planta: altura
™ height liche Hoéhe natural
)
very short trés courte sehr kurz muy baja HA 379
short courte kurz baja HA 291
medium moyenne mittel media RHA 801
tall haute lang alta H52.9.1.1
very tall tres haute sehr lang muy alta
28. MO Bract: attitude in Bractée: port par Hdullblatt: Hal- Bractea: porte en
relation to head rapport au capi- tungzum Korb  relacién con el
tule capitulo
not embracing or  non enveloppante  nicht umfassend  no envolvente o H52.9.1.1

very slightly
embracing

slightly embracing

strongly embracing

ou tres faiblement
enveloppante

faiblement enve-
loppante

fortement enve-
loppante

oder sehr gering
umfassend

gering umfassend

stark umfassend

muy ligeramente
envolvente

ligeramente en-
volvente

fuertemente en-
volvente

HA 337, HA 343

RHA 234
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Stage ? Example Varieties

Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples Note/
Stadium V Beispielssorten Nota
Estadio Variedades ejemplo

29 MO - M2 Plant: branching Plante: ramifica- Pflanze: Verzwei- Planta: ramifica-

™ (excluding envi-  tion (a I’exclusion gung (chne cién (excluyendo
(+) ronmental de la ramification umweltbedingte la causada por el
branching) causée par I’en-  Verzweigung) medio ambiente)

vironnement)
absent absente fehlend ausente HA89 1

present présente vorhanden presente RHA 271 9

30 MO - M2 Plant: type of Plante: type de Pflanze: Art der Planta: tipo de

™ branching (as for ramification Verzweigung (wie ramificacion
(+) 29) (comme pour 29) unter 29) (como para 29)
only basal uniquement basale nur basal solo basal RHA 295 1
predominantly prédominance Uberwiegend basal predominantemen- 2
basal basale te basal
overall totale vollstandig total RHA 273 3
predominantly prédominance Uberwiegend apikal predominantemen- RHA 271 4
apical apicale te apical
only apical uniquement apicale nur apikal solo apical RHA 294 5
31. M3-M2 Plant: natural Plante: position  Pflanze: natlir-  Planta: posicién

position of highest naturelle du capi- liche Position des natural del capi-
lateral head to the tule le plus haut  hdchsten Seiten-  tulo lateral mas

central head par rapport au korbes zum alto en relacion
capitule central  Hauptkorb con el capitulo
central
below au-dessous unterhalb debajo RHA 361 1
same level au méme niveau  gleiche Hohe al mismo nivel RHA 857 2

above au-dessus oberhalb encima RHA 274 3
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples Note/
Stadium V Beispielssorten Nota
Estadio Variedades ejemplo
32. M3 Head: attitude Capitule: port Korb: Haltung Capitulo: porte
(*)
)
horizontal horizontal waagerecht horizontal
inclined incliné geneigt inclinado
vertical vertical senkrecht vertical RHA 395
half-turned down  demi-renversé avec halbliberhdngend semiinvertido con el
with straight stem  tige droite mit geradem Sten- tallo recto
gel
half-turned down  demi-renversé avec halbliberhdngend semiinvertido con el
with curved stem  tige arquée mit gebogenem tallo arqueado
Stengel
turned down with  renversé avec tige (iberhdngend mit invertido con el
straight stem droite geradem Stengel  tallo recto
turned down with  renversé avec tige (iberhdngend mit  invertido con el
slightly curved Iégérement arquée gering gebogenem tallo ligeramente
stem Stengel arqueado
turned down with  renversé avec tige Uberhdngend mit  invertido con el
strongly curved fortement arquée  stark gebogenem  tallo fuertemente
stem Stengel arqueado
over turned retourné zuriickgebogen retorcido
33. M3 Head: size Capitule: taille Korb: GroRe Capitulo: tamafio
*)
small petit klein pequefio RHA 273
medium moyen mittel medio RHA 271
large grand grol grande H52.9.1.1
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples
Stadium V Beispielssorten
Estadio V Variedades ejemplo
34, M3 Head: shape of  Capitule: forme  Korb: Formder Capitulo: forma de
™ grain side de la partie du Kornseite la parte del grano
(+) grain
strongly concave  fortement concave stark konkav fuertemente con-
cavo
weakly concave  faiblement concave schwach konkav ~ débilmente cdncavo
flat plan gerade plano RHA 273
weakly convex faiblement convexe schwach konvex  débilmente convexo HA 89
strongly convex  fortement convexe stark konvex fuertemente con-  CM 400
Vexo
deformed difforme verunstaltet deformado RHA 271
35. M4 Seed: size Grain: taille Korn: Grofie Semilla: tamafio
very small tres petit sehr Kklein muy pequefia
small petit klein pequefa RHA 801
medium moyen mittel media HA 89
large gros grol grande HA 292
very large treés gros sehr grof3 muy grande HA 316
36. M4 Seed: shape Grain: forme Korn: Form Semilla: forma
(*)
(+)
elongated allongé langlich elongada HA 60
narrow ovoid ovoide étroite schmal eiférmig  ovoide estrecha RHA 271
broad ovoid ovoide large breit eiformig ovoide ancha HA 89
rounded arrondi rundlich redondeada CM 447
37. M4 Seed: thickness ~ Grain: épaisseur Korn: Dickeim  Semilla: grosor
relative to with par rapportala Verhaltnis zur relativo al ancho
largeur Breite
thin mince dinn delgada RHA 274
medium moyen mittel media RHA 271
thick épais dick gruesa
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples
Stadium V Beispielssorten
Estadio Variedades ejemplo
38. M4 Seed: main color Grain: couleur Korn: Hauptfarbe Semilla: color
™ principale principal
(+)
white blanc weild blanca
whitish grey gris-blanchatre weillich grau gris blancuzca
grey gris grau gris TRISUN 860
light brown brun clair hellbraun marron clara
medium brown brun moyen mittelbraun marrén media RHA 273
dark brown brun foncé dunkelbraun marrén oscura
black noir schwarz negra HA 89
purple pourpre purpurn pUrpura
39. M4 Seed: stripeson  Grain: striessur  Korn: Streifen am Semilla: estrias en
™ margin le bord Rand el borde
(+)
none or very aucune ou trés keine oder sehr ninguna o muy RHA 273
weakly expressed  faiblement schwach ausge- débilmente defini-
marquées pragt das
weakly expressed  faiblement schwach ausge- débilmente defini- H 52.9.1.1
marquées pragt das
strongly expressed fortement stark ausgepragt ~ fuertemente defini- HA 89
marquées das
40. M4 Seed: stripes be-  Grain: stries entre Korn: Streifen Semilla: estrias
* tween margins les bords zwischen den entre los bordes
(+) Randenn
none or very aucune ou tres keine oder sehr ninguna o muy RHA 273
weakly expressed  faiblement schwach ausge- débilmente defini-
marquées pragt das
weakly expressed  faiblement mar- schwach ausge- débilmente defini- RHA 293
quées pragt das
strongly expressed fortement stark ausgepragt  fuertemente defini- HA 89

marquées

das
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Stage ? Example Varieties
Stade®  English frangais deutsch espafiol Exemples Note/
Stadium V Beispielssorten Nota
Estadio Variedades ejemplo
M4 Seed: color of Grain: couleur Korn: Farbe der Semilla: color de
stripes des stries Streifen las estrias
white blanches weild blanco RHA 295 1
grey grises grau gris HA 89 2
brown brunes braun marron HA 292 3
black noires schwarz negro Narval 30 4
Seed: spots on Grain: taches sur Korn: Flecken auf Semilla: manchas
pericap le péricarpe der Samenschale en el pericarpio
absent absentes fehlend ausentes 1

present présentes vorhanden presentes 9
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VIII. Erklarungen zu der Merkmalstabelle

Zu 4: Blatt: Form des distalen Teilen

d i 1

: \

1 3 5 8 9
lanzettlich schmal breit dreieckig zugespitzt rundlich
dreieckig

Ad. 5: Blatt: Airucula

VAVAVAY,

1 3 5 7 9
fehlend oder Klein mittel grof3 sehr grol}
sehr klein

Zu 8: Blatt: Zdhnung

e N G e

1 3 5 7 9

sehr fein oder fein mittel grob sehr grob
vereinzelt
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Zu 9: Blatt: Form des Querschnitts
(durch die Mitte des Blattes)

Querschnitt

1 2 3 4 5
stark konkav schwach gerade schwach konvex  stark konvex
konkav

Zu 10: Blatt: Fltgel
(Parenchym an der Basis der untersten Seitennerven)

NI RES

3

keine oder sehr schwach schwach ausgepréagt stark ausgepragt
ausgepragt

Zu 11: Blatt: Winkel der untersten Seitennerven

o

1 2 3

Spitz rechtwinklig oder fast stumpf
rechtwinklig
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Zu 12 Blatt: Hohe der Blattspitze im Verhaltnis zur Ansatzstelle des Stieles (in 2/3 der Pflanzenhdhe)

ke -

3 ) 7

niedrig mittel hoch

Zu 14: Zeitpunkt der Bliite

Der Zeitpunkt der Bllite ist erreicht, wenn 50% der Pflanzen blihen. Eine Pflanze wird
als bluhend angesehen, wenn sie wenigstens eine aufrechte und gefarbte Zungenblite
aufweist.

Zu 16: Zungenblite: Form

1 2 3 4

spindelformig schmall eiférmig breit eiférmig rundlich
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Zu 21 und 22: Rohrenbliite: Anthocyanfarbung der Narbe

Die Anthocyanféarbung sollte an Narben aus dem mittleren Drittel des Korbes erfalst
werden und zwar unmittelbar nach dem Erscheinen des Pollens an der Spitze der
Antheren.

Zu 24: Hullblatt: Form

]
T
-

N
"

1 2 3

deutlich langlich weder deutlich deutlich rundlich
langlich noch deutlich
rundlich
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Zu 25: Hillblatt: Lange der Spitze

Die Spitze beginnt dort, wo sich der
Kurvenverlauf andert

Zu 27: Pflanze: natiral HOohe

Unterschiedliche Umweltbedingungen kénnen getrennte Skalen fir Linien, Hybriden
und offen-abbliihende Sorten erfordern

Zu 30: Pflanze: Art der Verzweigung
(ohne umweltbedingte VVerzweigung)

1 2 3 4 5

nur basal uberwiegend vollstandig Uberwiegend nur apikal
basal apikal
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Zu 32: Korb: Haltung
Iy -~
=~ \ ‘{) ;ﬂ ,,%
¥ t ! {
i " 1 1 14
1 " I i1 i
! 1 1] 1t L
1 it (1 " I
1] ' i it ]
i B Ly i1 [
1 2 3 4 5
waagerecht geneigt senkrecht halbiiberhan- halbiberhan-
gend mit gera-  gend mit gebo-
dem Stengel genem Stengel
e I ~ -——
lldb -f':,..._ ~ ,rl"\‘ f;"'—"‘\\
i P e i e
1.. !. f Lt i %’
i ' T T
i 1 1 g
6 7 8 9
uberhdngend mit uberh&ngend mit uberhdngend mit zurlickgebogen
geradem Stengel gering gebogenem stark gebogenem

Stengel Stengel

Zu 34: Korb: Form der Kornseite

N =P o e A ar

1 2 3 4 5 6

stark konkav schwach gerade schwach stark konvex  verunstaltet
konkav konvex
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Zu 36: Korn: Form

0000

1 2 3 4

langlich schmal eiférmig breit eiférmig rundlich

Zu 38: Korn: Hauptfarbe

Die Hauptfarbe des Korns ist die Farbe mit der groten Flache. Bei Zweifeln bezlglich
der groBten Flache ist die dunkelste Farbe die Hauptfarbe.

Zu 39 und 40: Korn: Streifen

am Rand zwischen dem Rand
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ENTWICKLUNGSSTADIEN VON SONNENBLUME!
(Ein Stadium ist erreicht, wenn 50% der Pflanzen dieses Stadium aufweisen)

Keimung - Aufgang (A) Vegetative Phase (B)

Al A2 B3-B4
Erscheinen des Keimblatts als Erscheinen der Keimblatter und Das zweite Paar
Haken. erste Blatter sichtbar. gegenuberstehender Blatter

erscheint und hat eine L&nge von
ca. 4 cm; die Stiele sind von unten
her sichtbar.

Phase der Blutenknospenentwicklung (E)

E1l E2 E4
Erscheinen der Blltenknospe in Die Knospe steht von der Blattkrone Die Knospe ist deutlich frei von
der Mitte der eng anliegenden ab, die Hullblatter sind deutlich von den Bléttern, ihr Durchmesser
jungen Blatter: Stadium der den Blattern unterscheidbar. Der schwankt zwischen 5 und 8 cm,
Sternknospe. Durchmesser schwankt zwischen 0,5 sie bleibt horizontal. Ein Teil der
und 2 cm. Hullblatter ist entfaltet.

! Mit freundlicher Genehmigung von CETIOM (Frankreich) abgedruckt.



TG/81/5(proj.)
Sonnenblume, 2000-02-18
-27-

Blute (F) Reifezeit (M)

F1l F3.2 MO
Die Blutenknospe neigt sich, die Die Antheren der drei dulRersten Abfall der Zungenbliiten. Die
Zungenbliiten stehen aufrecht auf Reihen der Réhrenbliten sind Korbrickseite ist noch grin.
dem Korb. sichtbar und freistehend und ihre

Narben entfaltet.

Reifezeit (M)

M 2 M 3 M 4
Die Korbrickseite ist Die Korbriickseite ist braun Alle Organe der Pflanze sind
gelb. Die Hullblatter sind marmoriert. Die Hullblatter sind dunkelbraun. Die Feuchtigkeit
zu 3/4 braun. Die braun. Der Stengel trocknet aus. des Korns liegt bei ca. 10%.
Feuchtigkeit des Korns Die Feuchtigkeit des Korns liegt

betréagt ca. 20 bis 25%. bei ca. 15%.
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IX. Literatur

J.F. Miller: “Update on Inheritance of Sunflower Characteristics,” USDA - ARS, Northern
Crop Science Laboratory, Fargo, North Dakota 58105, USA
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Technischer Fragebogen

Referenznummer
(nicht vom Anmelder auszufillen)

TECHNISCHER FRAGEBOGEN
in Verbindung mit der Anmeldung zum Sortenschutz auszufillen

Art Helianthus annuus L.

SONNENBLUME

Anmelder (Name und Adresse)

Vorgeschlagene Sortenbezeichnung oder Anmeldebezeichnung
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4.1

4.2

NB:

4.3

4.4

Informationen Gber Ursprung, Erhaltung und Vermehrung der Sorte
Zuchtungsmaterial

a) Inzuchtlinie
- mannlich sterile Linie
mannlich fertile Linie

—r—
[T —

b) Hybride
- mannlich sterile Einfachhybride
- maéannlich fertile Einfachhybride
- Dreiweghybride

C) offen abblihende Sorte

d) sonstige (Formel angeben)

1 ————
[y S N S S—1

Formel (gegebenenfalls die Informationen gemaR den nachstehenden Kapiteln 5 bis 7
fur jede Komponente auf getrennten Blattern hinzufiigen).

Einfachhybride

weibliche Linie mannliche Linie

Dreiweghybride

- als weiblicher Elter verwendete Einfachhybride:

weibliche Linie mannliche Linie

- mannliche Elternlinie der Dreiweghybride: .........cccocviiiiiinieninnnnn,

Im Fall der Verwendung eines Systems mannlicher Sterilitat ist der Maintainer der
weiblichen Elternlinie anzugeben:

Genetische Herkunft (im Falle von Hybridsorten fur jede einzelne Komponente
auszufullen)

Komponentenname Genetische Herkunft Herkunft mit irgendeiner bereits
bekannten Komponente

Sonstige Informationen
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5.

néchsten kommt, bitte ankreuzen).

5.1
(6)

5.2
@

5.3
(14)

Anzugebende Merkmale der Sorte (die in Klammern angegebene Zahl verweist auf das
entsprechende Merkmal in den Prifungsrichtlinien; die Auspragungsstufe, die der Sorte am

Merkmale

Blatt: Grunfarbung

hell
mittel
dunkel

Blatt: Blasigkeit

fehlend oder sehr gering
gering

mittel

stark

sehr stark

Zeitpunkt der Blite

sehr friih
frih
mittel
spat

sehr spat

Beispielssorten

H52.9.1.1
HA 821
HA 303

HA 342, RHA 273
HA 291

HA 303, RHA 361

HA302, RHA 381
RHA 273
RHA 274
RHA 271
RHA 361

Note

3[]
5[]
]

1]
3]
5[]
]
o]

1]
3[]
5[]
]
o]
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5.4
(19)

55
(27)

5.6
(29)

5.7
(39)

Merkmale

Zungenblite: Farbe

elfenbein
hellgelb
mittelgelb
orangegelb
orange
purpur
rotbraun
mehrfarbig

Pflanze: naturliche Hohe (bei der Reife)

sehr kurtz
kurtz
mittel
lang

sehr lang

Pflanze: Verzweigung (ohne umweltbedingte Verzweigung)

fehlend
vorhanden

Korn: Streifen am Rand

keine oder sehr schwach ausgepragt
schwach ausgepragt

stark ausgepragt

Beispielssorten

HA 89
RHA 361

CM 587, RHA 295

HA 379
HA 291
RHA 801

H52.9.1.1

HA89

RHA 271

RHA 273
H52.9.1.1

HA 89

Note

1]
2[]
3[ ]
4]
5[]
6[ ]
]
8[ ]

1]
3[]
5[]
]
o]

1]
o]

1]
2[]
3[]
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Merkmale Beispielssorten Note
5.8 Kaorn: Streifen zwischen dem Rand
(40)
keine oder sehr schwach ausgepragt RHA 273 10 1
schwach ausgepragt RHA 293 2[ ]
stark ausgepragt HA 89 3]

6. Ahnliche Sorten und Unterschiede zu 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.
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7.  Zusatzliche Informationen zur Erleichterung der Unterscheidung der Sorte
7.1 Resistenz gegen Schédlinge und Krankheiten
a)  Mehltau [1
(die Rassen angeben)
b)  Rost [1
c)  Sonstige Schadlinge und Krankheiten [1
(erlautern)
7.2 Verwendung
a) Ol und Olkuchen [1]
b)  Vogelfutter und direkter menschlicher Verzehr []
C)  Zu Zierzwecken [ ]
c)  Sonstige Verwendung [1
7.3 Besondere Bedingungen fur die Prifung der Sorte
7.4 Sonstige Informationen
8.  Genehmigung zur Freisetzung

a) Istes erforderlich, eine vorherige Genehmigung zur Freisetzung der Sorte gemaf
der Gesetzgebung fur Umwelt-, Gesundheits- und Tierschutz zu erhalten?

Ja [] Nein [1]
b)  Wurde eine solche Genehmigung erhalten?
Ja [1] Nein [1]

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

[Anlage folgt]
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INHALT SEITE
Teil I Einfuhrung 2
Teil 1I: Merkmale, die sich bei Verwendung der

Elektrophorese ergeben 3

Teil 11l: ~ Beschreibung der zu verwendenden Methode 5
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Teil |

Einfihrung

Die folgende Anlage enthalt eine Liste der Merkmale, die sich bei Verwendung der
Elektrophorese ergeben, sowie eine Beschreibung der zu verwendenden Methode. Die
UPOV hat entschieden, diese Merkmale in einer Anlage zu den Prafungsrichtlinien
aufzufiihren und damit eine besondere Kategorie von Merkmalen zu bilden, da die Mehrheit
der UPOV Verbandsstaaten der Meinung ist, daR es nicht maoglich ist, die
Unterscheidbarkeit allein auf der Grundlage eines Unterschiedes zu begriinden, der in einem
mit Hilfe der Elektrophorese sich ergebenden Merkmal erfalst wurde. Solche Merkmale
sollten daher nur erganzend zu anderen Unterschieden in morphologischen oder
physiologischen Merkmalen verwendet werden. Die UPOV bestétigt, daR diese Merkmale
als nitzlich angesehen werden; es konnte aber sein, dal sie alleine flr sich genommen flr
die Erstellung der Unterscheidbarkeit nicht ausreichen. Sie sollten nicht als Routinemerkmal
verwendet werden, sondern nur auf Antrag oder mit Zustimmung des Anmelders der
Kandidatensorte.
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Teil 11

Merkmale, die sich bei der Verwendung der Elektrophorese ergeben

English francais deutsch espafiol Example Varieties
Exemples Note/
Beispielssorten Nota
Variedades ejemplo
43.  Allele expression Expression Allel-Auspragung Expression alélica
(+) atlocus Mel allélique au locus im Genlocus Mel del locus Me 1
Mel
Genotype 2/2 Génotype 2/2 Genotyp 2/2 Genotipo 2/2 HA89 1
Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 Genotipo 4/4 RHA274 2
Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Genotipo 2/4 Florence 3
44.  Allele expression Expression Allel-Auspragung Expression alélica
(+) atlocus Pgdi allélique au locus im Genlocus Pgdl del locus Pgdl
Pgdil
Genotype 2/2 Génotype 2/2 Genotyp 2/2 Genotipo 2/2 RHA274 1
Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 Genotipo 4/4 HA850 2
Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Genotipo 2/4 Santafe 3
45.  Allele expression Expression Allel-Auspragung Expression alélica
(+) atlocus Pgi2 allélique au locus im Genlocus Pgi2 del locus Pgi2
Pgi2
Genotype 2/2 Génotype 2/2 Genotyp 2/2 Genotipo 2/2 RHA274 1
Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 Genotipo 4/4 H559211 2
Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Genotipo 2/4 Santafe 3
46.  Allele expression Expression Allel-Auspragung Expression alélica
(+) atlocus Shdhl allélique au locus im Genlocus del locus Shdh 1
Shdhl Shdh1
Genotype 2/2 Génotype 2/2 Genotyp 2/2 Genotipo 2/2 HA89 1
Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 Genotipo 4/4 RHAB856 2
Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Genotipo 2/4 Florence 3
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English francais deutsch espafiol Example Varieties
Exemples Note/
Beispielssorten Nota
Variedades ejemplo
47.  Allele expression Expression Allel-Auspriagung Expression alélica
(+) atlocus Pgm4 allélique au locus im Genlocus del locus Pgm4
Pgm4 Pgm4
Genotype 2/2 Génotype 2/2 Genotyp 2/2 Genotipo 2/2 RHA274 1
Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 Genotipo 4/4 HA89 2
Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Genotipo 2/4 Florence 3
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Teil 111

Beschreibung der zu verwendenden Methode

Beschreibung der SGE-Methode fiir die
Analyse von Isoenzymen von Helianthus annuus L.

Anzahl der Keimlinge pro Prifung

zur Uberpriifung der Formel:

10 Keimlinge von jeder Inzuchtlinie
4 Keimlinge von Einfachhybriden
10 Keimlinge von 3-Weghybriden

fur die Prufung der Unterscheidbarkeit, Homogenitat und Bestandigkeit:

mindestens 40 Keimlinge fir Inzuchtlinien, Hybriden und freiabbliihende Sorten.

Gerate und Ausristung

Verwendet werden kann jedes geeignete horizontale Elektrophorese-System unter der

Voraussetzung, dal’ die Gele auf einer Temperatur von 4° C gehalten werden kdnnen. Die
Gele sollten eine Starke von 10 mm aufweisen. Die verwendete Energiequelle sollte sowohl
konstante Stromstarke als auch eine konstante Stromspannung liefern.

3.

3.1

3.2

3.3

Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien sollten mindestens Analysenreinheit aufweisen.

Chemikalien zur Enzym-Extraktion

R-Mercaptoethanol
Salzsaure (HCI)
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)

Chemikalien zur Elektrophorese

Bromphenolblau

Citronensaure-Monohydrat

L-Histidin

Hydrolysierte Starke fr Elektrophorese (Sigma S-4501 oder gleichwertig)

Chemikalien zur Enzymfarbung

DL-Aepfelséure
Dimethylthiazol-Diphenyl-Tetrazolium (MTT)
Ethanol 95 %

Ethylenediamin-Tetraessigsédure Na,-Salz (EDTA Nay)
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D-Fructose 6-Phosphat Na,-Salz
a-D-Glucose-1-Phosphat-Na,-Salz
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Sigma G5885)
Magnesium-Chlorid-Hexahydrat (MgCl, x 6H,0)
Natriumhydroxid (NaOH)
R-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP)
Nitro-Blue-Tetrazolium (NBT)
Phenazin-Methosulfat (PMS)
6-Phosphogluconséure Naz-Salz-Dihydrat

Salzséure (HCI)

Shikimisaure

Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)

4.,  LOsungen

4.1 Extraktionsldsung: 0,1 M Tris-HCI (pH 7,2) und 0,2 % 2-Mercaptoethanol (v/v).

4.2 Elektrophoresepuffer

4.2.1  Puffer fiir SGE pH 6,5

4.2.1.1 Stammldsung: 0,364 M L-Histidin-Citrat

50,44 g L-Histidin
8,34 g Citronensaure-Monohydrat,
mit entionisiertem Wasser auf 1 Liter aufgefullt

4.2.1.2 Elektrophoresepuffer: 0,072 M L-Histidin-Citrat pH 6,5 (Stammldsung, verdinnt 1
in 5)

400 ml Stammldsung (4.2.1.1),
mit entionisiertem Wasser auf 2 Liter aufgefullt

4.2.1.3 Gelpuffer: 0,024 M L-Histidin-Citrat(Stammldsung, verdiinnt 1 in 15)

80 ml Stammldsung (4.2.1.1),
mit entionisiertem Wasser auf 1200 ml aufgefullt

4.2.2  Puffer fir SGE pH 5,7

4.2.2.1 Elektrophoresepuffer: 0,067 M L-Histidin-Citrat pH 5,7:

20,18 g L-Histidin
8,34 g Citronenséure-Monohydrat,
mit entionisiertem Wasser auf 2 Liter aufgefullt
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4.2.2.2 Gelpuffer: 0,011 M L-Histidin-Citrat (Elektrophoresepuffer, verdiinnt 1 in 6)

100 ml Elektrophoresepuffer (4.2.2.1),mit entionisiertem Wasser auf 1200 ml
aufgefullt

50 mg Bromphenolblau, in 100 ml entionisiertem Wasser aufgeldst

4.3 Farblésungen

4.3.1 Stammldsungen

4311 1MTris-HCIpH 7,5

121,1 g Tris, mit entionisiertem Wasser auf 1 Liter aufgeftllt und mit 50 % HCI auf
pH 7,5 eingestellt

43.1.2 1M Tris-HCIl pH 8,5

121,1 g Tris, mit entionisiertem Wasser auf 1 Liter aufgefullt und mit 50 % HCI auf
pH 8,5 eingestellt

43.1.3 MTT-LOsung

1,0 g MTT, mit entionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefullt

4.3.1.3 NBT-L6sung

1,0 g NBT, mit entionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefullt

4.3.1.5 PMS-L6sung

200 mg PMS, mit entionisiertem Wasser auf 100 ml aufgeftillt
4.3.1.6 MqgCly-Lbsung
10 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat, mit entionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefullt

4.3.1.7 Aepfelsdure-LAsung

2,5 g DL-Aepfelsaure, mit entionisiertem Wasser auf 50 ml aufgeftllt und mit 1 M
NaOH auf pH 8,0 eingestellt

4.3.2 Farblésungen

4.3.2.1 ME-Farbl6sung

100 ml 0,1 M Tris HCI, pH 7,5 (4.3.1.1, verdunnt 1 in 10)
4 ml Aepfelséure-Losung (4.3.1.7)
1 ml NBT-L6sung (4.3.1.4)
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1 ml PMS-L6sung (4.3.1.5)
17,5 mg NADP
1,8 ml MgCl,-Ldsung (4.3.1.6)

4.3.2.2 PGl + PGD-Farblésung
100 ml 0,1 M Tris HCI, pH 7,5 (4.3.1.1, verdiinnt 1 in 10)
100 mg Fructose 6-Phosphat Na,-Salz
60 mg 6-Phosphogluconsaure Nas-Trihydrat-Salz
10 mg NADP
1 ml MTT-Lésung (4.3.1.3)
1,5 ml PMS-L6sung (4.3.1.5)
1 ml MgCl,-L6sung (4.3.1.6)
40 Einheiten Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (Sigma G 5885)

Um PGl alleine anzuféarben, keine 6-Phophogluconsédure zugeben.

Um PGD alleine anzuférben, entweder kein Fructose-6-Phosphat Na,-Salz oder keine
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase zugeben.

4.3.2.3 PGM-Farbldsung

100 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5 (4.3.1.2, verdlnnt 1 in 10)
150 mg a-D-Glucose-1-Phosphat 1H,0,-Na,-Salz

150 mg EDTA Na,

10 mg NADP

1,5ml MTT-L6sung (4.3.1.3)

1 ml PMS-L6sung (4.3.1.5)

4 ml MgCl,-Lo6sung (4.3.1.6)

140 Einheiten Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

4.3.2.4 ShDH-Farblosung

100 ml 0,2 M Tris HCI, pH 8,5 (4.3.1.2, verdunnt 1 in 5)
50 mg Shikimisdure

1 ml MTT-Lésung (4.3.1.3)

1,25 ml PMS-L0Osung (4.3.1.5)

12 mg NADP
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5. Verfahren

5.1 Enzym-Extraktion

Die Keimlinge werden im Dunkeln 2 bis 3 Tage bei einer Temperatur von 25° C auf
feuchtem Keimungspapier angezogen. Die Samenschalen werden entfernt und die
Cotyledonen werden mit einem StoRel bei 4° C in einem 1,5 ml Mikrorohrchen in jeweils 300
pl Extraktionslésung (4.1) homogenisiert.

Die Extrakte kdnnen bei —=30° C oder bei —80° C aufbewahrt werden.

5.2 Herstellung des Gels

Die Gele werden am Vortag hergestellt.

Um zwei Starkegele (18 x 18 x 1 cm) von 12,5 % herzustellen, ist folgendes nétig: 128
g Starke werden in 1020 ml Gelpuffer (4.2.1.3 oder 4.2.2.2) bei 78° C in einem 1000 ml-
Buchner-Kolben geldst. Die Losung wird 30 Sekunden entgast. Die Gele werden, gemaR der
Beschreibung in der Bedienungsanleitung fr das verwendete Gerét, in Gelformen gegossen.
Die Bildung von Luftbladschen ist zu vermeiden. Man &Rt die Gele bei Raumtemperatur
mindestens 45 Minuten abkihlen, danach werden sie fur 1 Stunde in den Kuhlschrank
gegeben. Die Gele werden dann tber Nacht gelagert, wobei sie durch eine Polyathylenfolie
geschutzt werden. Vor der Elektrophorese werden die Gele wahrend mindestens einer Stunde
auf 4° C abgekahlt.

5.3 Elektrophorese

5.3.1 Die Elektrophoresekammern werden mit 4° C kaltem Elektrophoresepuffer (4.2.1.2
oder 4.2.2.1) befullt. Die Polyathylenfolie wird entfernt. Jeweils in 3 cm und 4 cm Entfernung
von dem kathodenseitigen Rand der GufRform werden zwei Querschlitze in das Gel
geschnitten.

Der so entstandene 1 cm breite Gelblock wird entfernt. Die Extrakte werden wie folgt
aufgetragen: Die Enzymextrakte aus 5.1 werden aufgetaut und in 15 x 2 x 1 mm Dochte aus
Chromatographie-Papier Whatman Nr. 3 aufgesaugt. Die Dochte werden in das Gel
eingebracht, indem man sie an die Schnittfliche des Gels in Laufrichtung drickt. An den
beiden Seiten des Gels wird ein mit Bromphenolblau-Ldsung (4.2.2.3) als Markerfarbstoff fir
die Laufstrecke vollgesaugter Docht eingelegt. Der entnommene Gelblock wird sorgfaltig
wieder eingebaut. Jedes Gel wird mit einer Polyathylenfolie bedeckt.

Zwei Gele mit den Extrakten auf der Kathodenseite werden auf zwei
Elektrodenpuffertanks plaziert und in ein bei 4° C gehaltenes Kihlkabinett gebracht.
Die Elektrophorese wird bei

4° C durchgefihrt, die Laufrichtung ist anodenseits. Nach 15 Minuten bei
herabgesetzter Spannung werden die Dochte entfernt und die Spannung erhoht. In
beiden Phasen soll die Spannung konstant gehalten werden.

Die Elektrophoresebedingungen sind in der folgenden Tabelle definiert:
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Puffersysteme Stromspannung Laufstrecke Laufzeit
Bromphenolblau
L-Histidin-Citrat pH |15 Min. bei 260 V, 13cm 5 Stunden
7,5 dann 290 V
L-Histidin-Citrat pH |15 Min. bei 240 V, 11cm 5 Stunden
6,5 dann 280 V

Enzym-Férbung

SGE pH 5,7 sollte eingesetzt werden zum Nachweis der ME, PGD und PGM. Die
Isoenzyme PGM und ShDH sollten mittels SGE pH 6,5 analysiert werden.

Nach dem Abschalten des Stromes wird das Gel mittels eines feinen Stahldrahtes oder

einer Angelschnur horizontal in 1 mm dicke Scheiben geschnitten. Die oberste Scheibe wird
weggeworfen. Einzelne Gelscheiben werden im Dunkeln bei einer Temperatur von 37° C in

folgenden Ldsungen geférbt:

fur ME:

fur PGI + PGD
fur PGM:

fur ShDH:

Ldsung 4.3.2.1
Losung 4.3.2.2
Ldsung 4.3.2.3
Losung 4.3.2.4

Inkubationszeit: 15 Stunden
Inkubationszeit: 1 Stunde
Inkubationszeit: 1/2 Stunde
Inkubationszeit: 1 Stunde

Nach der Farbung werden die Gelscheiben in destilliertem Wasser gewaschen und in 40

% Ethanol fixiert, bevor sie aufbewahrt werden. Folgende Verfahren werden fir die
langfristige Lagerung angewandt: die Gele werden zwischen zwei Cellophanfolien, die in 5 %
Glycerin-Ldsung eingeweicht wurden, getrocknet oder in versiegelten Polyathylen-Beuteln
aufbewahrt.

6.

Zuordnung der Isoenzyme zu den codierenden Allelen

6.1 Zuordnung der ME

6.1.1 Genetische Interpretation der Zymogramme

Enzym Quartarstruktur | Locus Allele
Malatenzym Tetramer Me 1 2
(ME) 4
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6.1.2 Schematisierung der Zymogramme

Bandes
Bands

4emi2 — | 1N
3EM12- 1EM14 —
2EM12- 2EM14 ——
1EM12- 3EM14 —
4EM14 — .

Em1l 2/2 4/4 2/4

6.2 Zuordnung der PGD

6.2.1 Genetische Interpretation der Zymogramme

Enzym Quartarstruktur | Locus Allele
6-Phosphogluconat- Dimer Pgdl 2
Dehydrogenase 4
(PGD)

6.2.2 Schematisierung der Zymogramme

Bandes
Bands
PGD12-PGD12 —— | mmm - |t
PGDL12-PGD14 —— .
PGD1 4 - PGD1 4 —— [
Pgdl | 2/2 4/4 214

Zwei Zonen koénnen beobachtet werden. Nur die Banden mit der geringsten Mobilitat sind
polymorph.
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6.3 Zuordnung der PGI

6.3.1 Genetische Interpretation der Zymogramme

Enzym Quartarstruktur | Locus Allele
Phosphoglucoisomerase Dimer Pgi2 2
(PGI) 4

6.3.2 Schematisierung der Zymogramme

Bandes
Bands
PGI22-PGI22 —— | mmmm — T
PGI2 2 -PGI2 4 — -
PGI2 4-PGI2 4 —— _— —
Pgi2 212 414 214

Es werden zwei Bandenblécke beobachtet. Nur der Bandenblock mit der geringeren Mobilitét
wird ausgewertet.

6.4 Zuordnung der ShDH

6.4.1 Genetische Interpretation der Zymogramme

Enzym Quartarstruktur | Locus Allele
Shikimatdehydrogenase Monomer Shdhl 2
(ShDH) 4

6.4.2 Schematisierung der ShDH-Zymogramme

Bandes

Bands

ShDH12 —— | memm P

ShDH1 4 —— _— — t
Shdhl 2/2 4/4 2/4
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6.5 Zuordnung der PGM

6.5.1 Genetische Interpretation der Zymogramme

Enzym Quartarstruktur | Locus Allele
Phosphoglucomutase Monomer Pgm4 2
(PGM) 4

6.5.2 Schematisierung der Zymogramme

Bandes
Bands
PGM4 2 —— | mmmm - +
PGM4 4, PGM3 4 —— | =0 HEE  ===m t
Pgm4 | 2/2 4/4 2/4

Es konnen mehrere Bandenblécke beobachtet werden. Nur der Bandenblock mit der
hdchsten Mobilitat ist polymorph.

Es gibt einen weiteren Locus, den wir als Pgm3 bezeichnet haben. Dieser ist noch nicht
untersucht, aber er codiert ein Enzym, daR die gleiche Mobilitdt aufweist wie Pgm4 4/4
aufweist. Folglich geben die Genotypen Pgm4 2/2 und Pgm4 2/4 ein zweibandiges
Zymogramm. Beide Genotypen unterscheiden sich nur durch die relative Bandenintensitét.

[Ende des Dokumentes]



