Revi si on of /du/von TQ 3/8 TG 3/11 + Corr.
Correction included/Rectificatif inclus/ UPOV Original: English/anglais/englisch
Beri chti gung ei ngear bei t et Dat e/ Datum 1994-11-04 + 1996-10-18

INTERNATIONALER VERBAND UNION INTERNATIONALE INTERNATIONAL UNION
ZUM SCHUTZ VON POUR LA PROTECTION FOR THE PROTECTION OF
PFLANZENZUCHTUNGEN DES OBTENTIONS VEGETALES NEW VARIETIES OF PLANTS
GUI DELI NES

FOR THE CONDUCT OF TESTS

FOR DI STI NCTNESS, HOMOGENEI TY AND STABILITY

PRI NCI PES DI RECTEURS

POUR LA CONDUI TE DE L' EXAMEN

DES CARACTERES DI STINCTIFS, DE L' HOMOGENEI TE ET DE LA STABI LI TE

RI CHTLI NI EN

FUER DI E DURCHFUEHRUNG DER PRUEFUNG

AUF UNTERSCHEI DBARKEI T, HOMOGENI TAET UND BESTAENDI CKEI T

WHEAT
BLE
WVAEI ZEN

(Triticumaestivum L.
emend. Fiori et Paol.)

These Guidelines should be read in conjunction with docunent UPOV/ TE 1/ 2, which contains
expl anatory notes on the general principles on which the Guidelines have been established.

Ces principes directeurs doivent étre interprétés en relation avec |e docunent UPOV/ TG 1/ 2,
qui contient des explications sur les principes généraux qui sont a |la base de |eur
rédacti on.

Diese Richtlinien sind in Verbindung mt dem Dokunent UPOV/ TG 1/2 zu sehen, das Erkl & ungen
tber die allgeneinen Grundsatze enthalt, nach denen die Richtlinien aufgestellt wurden.
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[ Engl i sh]

(I Subj ect of these CGuidelines

These Test CGuidelines apply to all varieties of Triticum aestivum L. enmend. Fiori et

Paol .

Il. Material Required

1. The conpetent authorities decide when, where and in what quantity and quality the plant
material required for testing the variety is to be delivered. Applicants submtting material
froma State other than that in which the testing takes place nust nake sure that all custons
formalities are conplied with. The mininmmquantity of seed to be supplied by the applicant
in one or several sanples should be:

3 kg.

The seed should at |east neet the mninmum requirenents for germination capacity, noisture
content and purity for marketing certified seed in the country in which the application is
made. The germ nation capacity should be as high as possible.

2. If requested by the conpetent authority, at l|east 150 ears for w nter wheat and 100 ears
for spring wheat should also be subnmitted. The ears should be well developed and not
obviously affected by any pest or disease. They should contain a sufficient nunber of viable
seeds to establish a satisfactory row of plants for observation.

3. The plant nmaterial nust not have undergone any treatnment wunless the conpetent

authorities allow or request such treatment. If it has been treated, full details of the
treatment nust be given.

I'll. Conduct of Tests

1. The mini mum duration of tests should normally be two similar grow ng periods.

2. The tests should normally be conducted at one place. If any inportant characteristics
of the variety cannot be seen at that place, the variety may be tested at an additional
pl ace.

3. The field tests should be carried out under conditions ensuring nornmal growth. The size
of the plots should be such that plants or parts of plants nmay be renpved for neasurenment and
counting without prejudice to the observations which nust be nade up to the end of the
growi ng period. Each test should include about 2000 plants which should be divided between
two or nore replicates. |f tests on ear-rows are conducted, at |east 100 ear-rows should be
observed. Separate plots for observation and for neasuring can only be used if they have
been subject to simlar environnental conditions.

4. Addi tional tests for special purposes may be established.

IV. Methods and Qbservations

1. Al'l observations for assessment of distinctness and stability should be nade on
20 plants or parts of 20 plants.

2. For the assessnent of wuniformity of characteristics on the plot as a whole (visual
assessment by a single observation of a group of plants or parts of plants), the nunber of

aberrant plants or parts of plants should not exceed 5 in 2000.

3. For the assessment of uniformty of characteristics on single ear-rows, plants or parts
of plants (visual assessment by observations of a number of individual ear-rows, plants or

parts of plants) the nunber of aberrant ear- rows, plants or parts of plants should not
exceed 3 in 100.

4. Addi tional tests for special purposes may be established.

V. G ouping of Varieties

1. The collection of varieties to be grown should be divided into groups to facilitate the
assessment of distinctness. Characteristics which are suitable for grouping purposes are
those which are known from experience not to vary, or to vary only slightly, within a
variety. Their various states of expression should be fairly evenly distributed throughout
the coll ection.

2. It is recoomended that the conpetent authorities use the follow ng characteristics for
groupi ng varieties:
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(i) Straw. pith in cross section (half way between base of ear and stem node
bel ow) (characteristic 10)
(ii) Ear: color (characteristic 16)
(iii) Awns or scurs: presence (characteristic 14)
(iv) Seasonal type (characteristic 26)

VI. Characteristics and Synbol s

1. To assess distinctness, uniformty and stability, the characteristics and their states
as given in the three UPOV working | anguages in the Table of Characteristics should be used.

2. Notes (1 to 9), for the purposes of electronic data processing, are given opposite the
states of expression for each characteristic. For certain characteristics, different exanple
varieties, separated by a senmicolon, are indicated for winter wheat and spring wheat. \here
spring varieties are indicated they follow the sem col on.

3. Legend:

(*) Characteristics that should be used on all varieties in every grow ng period over which
exam nations are nade and always be included in the variety descriptions, except when
the state of expression of a preceding characteristic or regional environnental
conditions render this inpossible.

(+) See Explanations on the Table of Characteristics in chapter VIII.

1) The optinum stage of devel opnent for the assessnent of each characteristic is indicated
by a nunber in the second colum. The stages of devel opment denoted by each nunber are
described at the end of chapter VIII. The letters indicate the follow ng:

M actual neasurenent

VG  visual assessment by a single observation of a group of plants or parts of plants

VS: visual assessnment by observations of a nunber of individual ear- rows, plants or
pl ant parts
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l. Obj et de ces principes directeurs

Ces principes directeurs d' examen s'appliquent a toutes les variétés de Triticum
aestivumL enmend. Fiori et Paol.

Il. Matériel requis

1. Les autorités conpétentes décident de la quantité de matériel végétal nécessaire pour
|"exanen de la variété, de sa qualité ainsi que des dates et lieux d envoi. |l appartient au
demandeur qui soumet du nmatériel provenant d'un pays autre que celui ou |'exanen doit avoir
lieu de s'assurer que toutes les formalités douanieres ont été ddanent acconplies. La

quantité mninmale de semences a fournir par |e demandeur en un ou plusieurs échantillons sera
de :

3 kg.

Les senences doivent au noins satisfaire les conditions mninales exigées pour la faculté
germnative, la teneur en eau et la pureté pour |la conmercialisation des senmences certifiées
dans | e pays dans |lequel |a demande est faite. La faculté germ native doit étre aussi él evée
que possi bl e.

2. Si |'autorité conpétente |le demande, au moins 150 épis pour le blé d' hiver et 100 épis
pour le blé de printenps doivent aussi étre fournis. Les épis doivent étre bien dével oppés
et indemes de tous parasites ou naladies. Il's doivent contenir un nonbre de senences
viabl es  suffisant pour | ' établissenent d'un épi-ligne pernettant d' ef fect uer | es
observati ons.

3. Le matériel végétal ne doit pas avoir subi de traitenent sauf autorisation ou denande
expresse des autorités conpétentes. S'il a été traité, le traitement appliqué doit étre

i ndi qué en détail.

Ill. Conduite de |'exanen

1. La durée mnimale d exanen est en regle générale de deux cycles sinilaires de
végét ati on.

2. Les essais doivent étre conduits en un seul lieu. Si ce lieu ne pernmet pas de faire
apparaitre certains caractéeres inportants de la variété, celle-ci peut aussi étre étudiée
dans un autre lieu.

3. Les essais au chanmp doivent étre conduits dans des conditions nornmales de culture. La
taille des parcelles doit étre telle que |'on puisse prélever des plantes ou parties de
pl antes pour effectuer des nesures ou des dénonbrenents sans nuire aux observations
ultérieures qui doivent se poursuivre jusqu' a la fin de la période de végétation. Chaque
essai doit porter sur environ 2000 plantes, qui doivent étre réparties en deux ou plusieurs
répétitions. Si des essais avec épis-lignes sont inplantés, au npins 100 épis-1lignes doivent
étre observés. On ne peut utiliser de parcelles séparées, destinées |'une aux observations
et |"autre aux nesures, que si elles sont soum ses a des conditions de mlieu simlaires.

4. Des essai s additionnels peuvent étre établis pour certaines déterm nations.

V. Mthodes et observations

1. Toutes | es observations pour |la détermnation de la distinction et la stabilité doivent
porter sur 20 plantes ou parties de 20 plantes.

2. Pour éval uer |'honpgénéité des caractéres sur la base de |'ensenble de la parcelle (une
évaluation visuelle fondée sur une seule observation faite sur un ensenble de plantes ou
parties de plantes), le nonbre de plantes ou parties de plantes aberrantes ne doit pas
dépasser 5 sur 2000.

3. Pour évaluer |'honpgénéité des caracteres sur la base des épis-lignes, de plantes ou
parties de plantes individuelles (une évaluation visuelle fondée sur des observations faites
i ndi viduel | enent sur un certain nonbre d' épis-lignes, de plantes ou parties de plantes), le
nonbre d' épis-lignes, de plantes ou parties de plantes aberrantes ne doit pas dépasser 3 sur
100.

V. G oupenent des vari étés

1. La collection des variétés a cultiver doit étre divisée en groupes pour faciliter la
déterm nation de la distinction. Les caractéres a utiliser pour définir |es groupes sont
ceux dont on sait par expérience qu'ils ne varient pas, ou qu'ils varient peu, a |'intérieur

d' une variété. Les différents niveaux d'expression doivent étre assez unifornénent répartis
dans |l a collection.
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2. Il est recommandé aux autorités conpétentes d'utiliser les caractéres ci-aprés pour le
groupenent des vari étés

i) Paille : nmoelle en section transversale (a m-distance entre |a base de
|"epi et le noeud de |la tige i médi atenent en-dessous) (caractere 10)
ii) Epi : couleur (caractére 16)
iii) Barbes ou arétes : présence (caractere 14)
iv) Type de dével oppenent (caractére 26)

VI. Caracteres et synbol es

1. Pour évaluer les possibilités de distinction, |'honbgénéité et la stabilité, on doit
utiliser les caracteres indiqués dans l|le tableau des caractéres, avec leurs différents
ni veaux d' expression, dans les trois |angues de travail de |'UPOV.

2. En regard des différents niveaux d'expression des caractéres, sont indiquées des notes
(1 a&a9) destinées au traitement électronique des données. Pour certains caracteres, des
vari étés différentes, séparées par un point-virgule, ont été indiquées a titre d' exenples
pour le blé d hiver et pour le blé de printenps. Lorsque des vari étés de printenps sont
i ndi quées, elles suivent |le point-virgule

3. Légende

(*) Caractéres qui doivent étre wutilisés pour toutes les variétés, a chaque cycle de
végétation au cours duquel les essais sont réalisés, et qui doivent toujours figurer
dans l|la description de la variété, sauf si |le niveau d' expression d' un caractere
précédent ou les conditions de milieu régionales |e rendent inpossible

(+) Voir |'"explication du tableau des caractéres au chapitre VII|

1) Le stade optimal de dével oppenent pour |'observation de chaque caractére est indiqué par
un nonbre dans |a deuxi eme colonne. Les stades de dével oppenent correspondant a chaque
nonbre sont décrits a la fin du chapitre VIII. Les lettres ont les significations
sui vant es

M : des nensurations effectives

VG : une éval uation visuelle fondée sur une seul e observation faite sur un ensenble de
pl antes ou parties de plantes

VS : une éval uation visuelle fondée sur des observations faites individuellement sur un
certain nonbre d' épis-lignes, de plantes ou parties de plantes
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I. Anwendung di eser Richtlinien

Diese Richtlinien gelten fir alle Sorten von TriticumaestivumL enend. Fiori et Paol.

I'l.  Anforderungen an das Vernehrungsnateri al

1. Di e zustandi gen Behorden besti men, wann, wohin und in welcher Menge und Beschaffenheit
das fur die Priafung der Sorte erforderliche Vernehrungsmaterial zu liefern ist. Annelder, die
Material von ausserhalb des Staates, in dem die Prifung vorgenommen wird, einreichen, nissen
sicherstellen, dass alle Zollvorschriften erfiullt sind. Die vom Annelder in einer oder
mehr eren Proben ei nzusendende M ndestnenge an Vernmehrungsmaterial sollte betragen:

3 kg.

Das Saatgut sollte wenigstens die Mndestanforderungen an die Keinfahigkeit, den
Feuchti gkeitsgehalt und die Reinheit fir die Vermarktung von =zertifiziertem Saatgut des
Landes erfillen, in dem die Anneldung eingereicht wurde. Die tatsachliche Keinfahigkeit
sollte so hoch wi e nmiglich sein.

2. Sof ern von den zustandi gen Behdrden verlangt, sollten zuséatzlich mndestens 150 Aehren
far Wnterweizen und 100 Aehren fir Sommerwei zen ein- gereicht werden. Die Aehren sollten gut
entw ckelt und, soweit sichtbar, von keinem Schadling und von keiner Krankheit befallen sein.
Sie sollten eine ausrei chende Anzahl kei nfahiger Sanen fir die Aussaat einer fir die Beobach-
tung ausrei chenden Rei he enthal ten.

3. Das Vernmehrungsmaterial darf keiner Behandl ung unterzogen worden sein, es sei denn, dass

die zustandigen Behdorden eine solche Behandlung gestatten oder vorschreiben. Soweit es
behandel t worden ist, niissen di e Einzel heiten der Behandl ung angegeben werden.

I'1'l. Durchfihrung der Prifung

1. Die M ndestprifungsdauer sollte in der Regel zwei gleichartige Wachstunsperioden
bet r agen.
2. Die Prufungen sollten in der Regel an einer Stelle durchgefihrt werden. Wenn einige

wi chtige Merknale an diesem Ot nicht festgestellt werden kdénnen, kann die Sorte an einem
weiteren Ot geprift werden.

3. Di e Feldprufungen sollten unter Bedingungen durchgefihrt werden, die eine nornale
Pf I anzenent wi ckl ung sicherstellen. Die Parzellengrdsse ist so zu bemessen, dass den Besté&anden
die fir Messungen und Zahlungen benétigten Pflanzen oder Pflanzenteile entnomen werden
kénnen, ohne dass dadurch die Beobachtungen, die bis zum Abschluss der Vegetationsperiode
dur chzuf thren sind, beeintrachtigt werden. Jede Prifung sollte insgesant etwa 2000 Pflanzen
unf assen, die auf zwei oder nehrere W ederholungen verteilt werden sollten. Sofern Prifungen
mt Aehrenrei hen durchgefuhrt werden, sollten wenigstens 100 Aehrenrei hen erfasst werden.
Getrennte Parzellen fir Beobachtungen einerseits und Messungen andererseits konnen nur bei
Vor | i egen &hnlicher Umnel t bedi ngungen verwendet werden.

4. Zusat zl i che Prufungen fiur besondere Erforderni sse kdnnen durchgef ihrt werden.

I'V. Methoden und Erfassungen

1. Al'l e Erfassungen fir die Feststellung der Unterscheidbarkeit und Bestandigkeit sollten
an 20 Pflanzen oder Teilen von 20 Pflanzen erfol gen.

2. Fir die Erfassung der Honpgenitat von Merkmal en auf der gesanten Parzelle (visuelle
Feststellung durch eine einzige Beobachtung einer Guppe von Pflanzen oder Pflanzenteilen),
sollte die Anzahl Abweicher-Pflanzen oder -Pflanzenteile 5 aus 2000 ni cht Ubersteigen.

3. Fir die Erfassung der Honpgenitat von Merkmal en an einzel nen Aehrenrei hen, Pflanzen oder
Pflanzenteil en (visuelle Er f assungen durch Beobacht ung ei ner Anzahl individueller
Aehrenrei hen, Pflanzen oder Pflanzenteile) sollte die Anzahl Abweicher-Aehrenrei hen, -
Pflanzen oder -Pflanzenteile 3 aus 100 nicht ubersteigen.

V. G uppi erung der Sorten

1. Das Priufsortiment sollte zur |leichteren Herausarbeitung der Unterscheidbarkeit in
Gruppen unterteilt werden. Fir die Guppierung sind solche Mrkmale geeignet, die
erfahrungsgendss innerhalb einer Sorte nicht oder nur wenig variieren. Die verschiedenen
Auspr agungsstufen sollten in der Vergleichssamm ung zienmich gleichnissig verteilt sein.

2. Den zustandi gen Behdrden wird enpfohlen, die nachstehenden Merkmale fir die G uppierung
der Sorten heranzuzi ehen:
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i) Halm Fullung imQuerschnitt (in der Mtte zw schen der Basis der
Aehre und dem darunter |iegenden Hal mknoten) (Merkmal 10)
ii) Aehre: Farbe (Merkmal 16)
iii) Gannen oder Spel zenspitzen: Vorhandensein (Merkmal 14)
iv) Wechselverhalten (Merkmal 26)

VI. Merkmal e und Synbol e

1. Zur Beurteilung der Unterscheidbarkeit, Honpgenitat wund Bestéandigkeit sollten die
Merknmale mt ihren Auspréagungsstufen, wie sie in der Merkmalstabelle in den drei UPOV-
Ar bei t ssprachen aufgefihrt sind, verwendet werden.

2. Hi nter den Auspréagungsstufen fur jedes Merkmal stehen Noten (von 1 bis 9) fir eine
el ekt roni sche Datenverarbeitung. Fir einige Merkmale sind, durch ein Sem kol on vonei nander
getrennt, unterschiedliche Beispielssorten fur Wnterweizen und Sommerwei zen angegeben. Wenn
Sonmmer wei zensort en angegeben sind, stehen sie hinter dem Sem kol on.

3. Legende:

(*) Merkmale, die fir alle Sorten in jedem Prifungsjahr, in dem Prifungen vorgenonmen
wer den, herangezogen werden und in jeder Sortenbeschreibung enthalten sein sollten,
sof ern die Auspr agungsst uf e ei nes vor ausgehenden Mer kmal s oder regi onal e

Umrel t bedi ngungen di es nicht ausschliessen.
(+) Siehe Erklarungen zu der Merkmal stabelle in Kapitel VIII.

1) Das optimale Entw cklungsstadium fiar die Erfassung eines jeden Merkmals ist durch eine
Ziffer in der zweiten Spalte angegeben. Die durch die einzelnen Ziffern angegebenen
Ent wi ckl ungsstadi en sind am Ende des Kapitels VIII| beschrieben. Die Buchstaben bedeuten
f ol gendes:

M tatséchli che Messungen
VG visuelle Erfassung durch eine einzige Beobachtung ei ner G uppe von Pflanzen oder
Pfl anzenteil en
VS: visuelle Erfassungen durch Beobachtung einer Anzahl einzelner Aehrenreihen,
Pfl anzen oder Pflanzenteile
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VII. Table of Characteristics/Tabl eau des caract éres/ Merknal st abel |l e
Characteristics St agel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Stadiu Bei spi el ssorten
1. Col eoptile: 09-11 absent or nulle ou fehl end oder Her zog; Del os 1
(+) anthocyanin coloration very weak trés faible sehr gering
VS
Col éoptile: pignen- weak faible gering Ni kl as; Bal dus 3
tation anthocyani que
medi um noyenne mttel Andr os; Pl anet 5
Kei nschei de:
Ant hocyanf ar bung strong forte stark Obel i sk; Briscard 7
very strong trés forte sehr stark Al batros; - 9
(*) 2. Plant: growth habit 25-29 erect dressé aufrecht Cast an; 1
(+)
Pl ante: port au tallage VG sem - erect dem - dressé hal bauf r echt Frandoc; Renus 3
Pfl anze: Wichsform internmedi ate dem - dressé mttel Obel i sk; Troll 5
a demni-étal é
sem - dem - étal é hal bl i egend Boss; - 7
prostrate
prostrate étal é I'i egend Beaver; - 9
3. Flag leaf: anthocyanin 49-51 absent or null e ou fehl end oder Soi ssons; Prinqual 1
coloration of auricles very weak tres faible sehr gering
VG
Derni ere feuille: weak faible gering Ni kl as; Troll 3
pi gnent ati on ant ho-
cyani que des oreillettes medi um noyenne mttel Car gi doc; - 5
Oberstes Blatt: Antho- strong forte stark Car go; Sunnan 7
cyanf arbung der Auricula
very strong trés forte sehr stark Recital; Dollar 9
4. Plant: frequency of 47-51 absent or nulle ou fehl end oder Apol | o 1
(+) plants with recurved very | ow trés faible sehr gering
flag | eaves VG
| ow faible gering Recital ; Axona 3
Pl ante: fréquence de
pl antes avec |a dernieére medi um noyenne mttel Obel i sk; Filou 5
feuille retonbante
hi gh forte stark Frandoc; Prinqual 7
Pflanze: Haufi gkeit
von Pflanzen mt gebo- very high tres forte sehr stark Capi t ol e; 9
genen obersten Blattern
(*) 5. Time of ear energence 50- 52 very early trés précoce sehr frih Britta; Florence 1
(first spikelet visible Aur or e
on 50% of ears) VG
early pr écoce friah Recital ; Renus 3
Epoque d' épi ai son
(premier épillet visible nmedi um noyenne mttel Astron; Paros 5
sur 50% des épis)
late tardive spat Moulin; Vitus 7
Zei t punkt des Aehren-
schi ebens (erstes very late trés tardive sehr spat Beaver; - 9

Aehrchen sichtbar an
50 % der Aehren)
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Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Stadiu Bei spi el ssorten
(*) 6. Flag | eaf: glaucosity 60- 65 absent or nul l e ou fehl end oder Cargo; Adonis 1
(+) of sheath very weak trés faible sehr gering
VG
Derni ere feuille: glau- weak faible gering Hei duck; Ventura 3
cescence de | a gaine
medi um noyenne mttel Agent; Hanno 5
Oberstes Blatt: Berei-
fung der Bl attscheide strong forte stark Orestis; Prinqual 7
very strong trés forte sehr stark Haven; W m 9
(*) 7. Ear: glaucosity 60- 69 absent or nulle ou fehl end oder Soi ssons; Adoni s 1
very weak trés faible sehr gering
Epi : gl aucescence VG
weak faible gering Garant; Ventura 3
Aehre: Bereifung
medi um noyenne mttel Contra; Paros 5
strong forte stark Ni kl as; Conbi 7
very strong trés forte sehr stark Boxer; Wm 9
8. Culm glaucosity of 60- 69 absent or nulle ou fehl end oder Goel ent; Adonis 1
neck very weak trés faible sehr gering
VG
Ti ge: gl aucescence du weak faible gering Soi ssons; Ventura 3
col de |'ép
medi um noyenne mttel Haven; Attis 5
Hal m Bereifung des
obersten I nternodi ums strong forte stark Her zog; Nandu 7
very strong tres forte sehr stark Quot ador; Wm 9
(*) 9. Plant: length 75-92 very short trés courte sehr kurz Courtot; Briscard 1
(stem ear, awns
and scurs) M short courte kur z Konsul ; Renus 3
Pl ante: | ongueur medi um noyenne mttel Si deral; Ventura 5
(tige, épi, barbes
et arétes) | ong | ongue | ang Boxer; Adonis 7
Pfl anze: Léange very | ong trés | ongue sehr | ang Al adi n; Vitus 9
(Hal m Aehre, Grannen
und Spel zenspi tzen)
(*)10. Straw. pith in cross 80- 92 thin peu épai sse dunn Orestis; Renus 3
(+) section (hal fway be-
tween base of ear and VS medi um noyenne mttel Her zog; Nandu 5
st em node bel ow)
t hick épai sse di ck For by; Furio 7

Paille: moelle en sec-
tion transversale (a
m -di stance entre |la
base de |'épi et le
noeud de la tige imeé-
di at ement en- dessous)

Hal m Fal lung i m Quer -
schnitt (in der Mtte
zwi schen der Basis der
Aehre und dem darunter
| i egenden Hal mknot en)
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Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Stadiu Bei spi el ssorten
(*)11. Ear: shape in profile 92 tapering pyr ani dal pyr am den- Sl ej pner; Filou 1
(+) formg
Epi: forne en vue de VS
profil paral | el a bords paral | el - - 2
si ded parall el es
Aehre: Formin Seiten-
ansi cht sem - en dem - hal b Pane 247; - 3
clavate massue keul enf6rm g
clavate en massue keul enform g Beauchanp; Prinqual 4
fusiform fusiforne spi ndel - Declic; Nandu 5
formg
(*)12. Ear: density 80-92 very | ax trés | ache sehr | ocker Denar 4; 1
Epi : conpacité VSor M lax | &che | ocker Castan; Ventura 3
Aehre: Dichte medi um dem -1 ache a mttel Soi ssons; Hanno 5
demi - conpact
dense conpact di cht For by; Conbi 7
very dense trés conpact sehr dicht - - 9
13. Ear: length (excluding 80- 92 very short trés court sehr kurz -y - 1
awns and scurs)
M short court kur z Carat; - 3
Epi : | ongueur (a
| " excl usi on des barbes medi um noyen mttel Ri t mo; Arkas 5
ou arétes)
| ong | ong | ang For by; Prinqual 7
Aehre: Lange (ohne
Grannen oder Spel zen- very | ong trées long sehr | ang Ami fort; 9
spi tzen)
(*)14. Awns or scurs: 80- 92 bot h absent toutes les bei de fehlend Futur; Axona 1
(+) presence deux absentes
VG
Bar bes ou arétes: scurs arétes Spel zenspi t - Festival; Furio 2
pr ésence present pr ésent es zen vor handen
Grannen oder Spel zen- awns bar bes Grannen Soi ssons; Ventura 3
spitzen: Vorhandensein present pr ésent es vor handen
(*)15. Awmns or scurs at tip 80-92 very short trés courtes sehr kurz Her zog; - 1
of ear: length
VG short courtes kur z Andr os; Conbi 3
Barbes ou arétes a
|"extrémté de |'épi: medi um noyennes mttel Pagode; Hanno 5
| ongueur
| ong | ongues | ang Fi del ; - 7
Grannen oder Spel zen-
spitzen an der very | ong trés | ongues sehr | ang Gaucho; - 9
Aehrenspitze: Léange
(*)16. Ear: color 90-92 white bl anc wei ss Her zog; Furio 1
Epi: coul eur VG col ored col oré gef ar bt Gal | o; Prinqual 2

Aehre: Farbe




TG 3/ 11

Wheat / Bl é/ Wi zen, 94-11-04
-12-
Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francais deut sch Exenpl es
Mer kel e Stadiu Bei spi el ssorten
17. Apical rachis segnent: 80- 92 absent or nulle ou fehl end oder Soi ssons; -
(+) hairiness of convex very weak trés faible sehr gering
surface VS
weak faible gering Sl ej pner; Furio
Article termi nal du
rachis: pilosité de nmedi um noyenne mttel Beaver; Rock
la face externe
strong forte stark Apol | o; Axona
Oberstes Spindel glied
aussere Behaarung very strong tres forte sehr stark Carat; -
18. Lower glune: shoul der 80- 92 absent or nulle ou fehl end oder Courtot; -
(+) width (spikelet in md- very narrow trés étroite sehr schm
third of ear) VS
narrow étroite schmal Soi ssons; Wm
G une inférieure: |argeur
de la troncature (épillet medi um noyenne mttel Sideral; Furio
du tiers noyen de |'épi)
br oad | arge breit Castan; Filou
Hal | spel ze: Schul ter-
breite (Aehrchen immttle- very broad trés |large sehr breit Abo
ren Drittel der Aehre)
19. Lower glune: shoul der 80-92 sl opi ng inclinée abf al | end Courtot; -
(+) shape (as for 18)
VS slightly | égér ement | ei cht For by; Ventura
Gune inférieure: forme sl opi ng inclinée abf al | end
de la troncature (comre
pour 18) strai ght droite ger ade Her zog; Prinqua
Hil | spel ze: Schul terform el evat ed échancr ée gehoben Beaver; Adonis
(wie unter 18)
strongly fortenent stark gehoben Farnese
el evat ed échancr ée mt vorhandener
with 2nd avec présence zweiter Spitze
poi nt present d'un 2éne bec
20. Lower glune: beak 80- 92 very short trés court sehr kurz Al adi n; Sunnan
length (as for 18)
VS short court kur z Si deral ; Axona
Gune inférieure
| ongueur du bec medi um noyen mttel Recital; Furio
(come pour 18)
| ong | ong | ang Soi ssons; Tejo
Hil | spel ze: Zahnl &nge
(wie unter 18) very | ong trés long sehr | ang Courtot; Prinqua
21. Lower glune: beak 80-92 strai ght droit ger ade Festival; Lobo
(+) shape (as for 18)
VS slightly | égér ement | ei cht Sl ej pner; Furio
G une inférieure: fornme curved coudé gebogen
du bec (comme pour 18)
nmoder at el y dem - mttel Courtot; Rock
Hal | spel ze: Zahnform curved coudé gebogen
(wie unter 18)
strongly fortenent stark Arum -
curved coudé gebogen
geni cul ate genoui | | é gekni ckt - -
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Characteristics St agel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Stadiu Bei spi el ssorten
22. Lower glunme: extent 80-92 weak faible gering Sl ej pner; Prinqual 3
(+) of internal hair
(as for 18) VS medi um noyenne mttel Sideral; Furio 5
G une inférieure: strong forte stark Declic; Tejo 7
étendue de la pilosité
interne (comme pour 18)
Hil | spel ze: Verbreitung
der inneren Behaarung
(wie unter 18)
23. Lowest |enma: beak 80- 92 strai ght droit ger ade Soi ssons; Prinqual 1
(+) shape (as for 18)
VS slightly | égér ement | ei cht Sl ej pner; Briscard 3
Gunelle inférieure: curved coudé gebogen
forme du bec (comme
pour 18) nmoder at el y demi - coudé mttel Sideral; Wm 5
curved gebogen
Unt ere Deckspel ze:
Zahnform (w e unter 18) strongly fortenent stark Par ade; Axona 7
curved coudé gebogen
geni cul ate genoui | | é gekni ckt Tara; - 9
(*)24. Grain: color 92 white bl anc wei ss Recital; Florence 1
Aur or e
Grai ne: coul eur VG
red r oux r ot Soi ssons; Ventura 2
Korn: Farbe
25. Grain: coloration 92 none or nulle ou fehl end oder -y - 1
(+) with phenol very |ight tres faible sehr hell
VS
Graine: coloration I'i ght faible hel | Soi ssons; - 3
au phénol
medi um noyenne mttel Orestis; Prinqual 5
Kor n: Phenol f ar bung
dar k foncée dunkel Sl ej pner; Rock 7
very dark trés foncée sehr dunkel Si deral; Ventura 9
(*)26. Seasonal type - wi nter type type hiver Wnterform Sl ej pner; - 1
(+)
Type de dével oppenent VG al ternative type Wechsel form Fi del ; - 2
type alternatif
Wechsel ver hal ten
spring type type Sommer f orm -; Nandu 3

printenps
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Expl anations on the Table of Characteristics/Explications du tableau

des caracteres/ Erkl arungen zu der

Mer kmal st abel | e

Ad/ Add./Zu 1

Col eoptil e: anthocyanin col oration

Col éoptile:

pi gnent ati on ant hocyani que

Kei nschei de: Ant hocyanf ar bung

[ English]

Met hod for the Determ nation of Anthocyanin Col oration

Nunber of grains per test:

Preparation of grains:

Pl ace:

Li ght:

Tenper at ur e:

Time of recording:
Scal e of recording:
Not e:

20 grains for distinctness, 100 grains for honpgeneity

Set up non-dormant grains on noistened filter paper covered
with a Petri dish lid during germ nation

Laboratory or greenhouse

After the col eoptiles have reached a length of about 1 cmin
darkness, they are placed in artificial Ilight (daylight

equi val ent), at 15,000 |ux continuously for 3 - 4 days

15 to 20°C

Col eoptiles fully devel oped (about 1 week) at stage 09-11
See characteristic 1

At least two of the exanple varieties should be included as a
control when testing for distinctness.

[francai s]

Met hode de déternination de |a pignentation anthocyani que

Nonmbre de grains par essai

Préparation des grains :

Lieu :

Lum ére :

Tenpérature :

Epoque d' observation :

Echell e de notation :

Not e :

20 pour la distinction, 100 pour |'honpgénéité

Pl acer des grains non dormants sur un papier filtre hum de.
Couvrir avec un couvercle de boite de Pétri pendant la
germ nation

Laboratoire ou serre

Lorsque les col éoptiles ont atteint une |ongueur d'environ
1 cm a |'obscurité, placer les plantules sous un éclairage
artificiel continu (type lumeére du jour) de 15.000 Iux

pendant 3 a 4 jours
15 a 20°C

Col éoptiles a conplet
stade 09-11

dével oppenent (environ 1 semmine) au

Voir caractere 1

Prendre au npins deux des variétés indiquées a titre
d' exenpl es come ténmoin lors de |'exanmen de |a distinction
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[ deut sch]

Met hode fir die Bestinmung der Anthocyanf&rbung

Anzahl Koérner je Prifung: 20 Korner fur die Unterscheidbarkeit, 100 Kérner fir die
Honogeni t at

Vor ber ei tung der Korner: Kérner, die sich nicht in Keinruhe befinden, auf feuchtem
Fi | t er papi er anset zen. Wahr end der Kei mung mt
Petri schal endeckel verschliessen

Ot: Labor oder Gewdchshaus

Li cht: Nachdem di e Kei nschei de in der Dunkel heit eine Lange von etwa
1 cm erreicht hat , wrd kiinst | i ches Li cht

(Tageslichtaquivalent) von 15 000 Lux ununterbrochen fur 3
bis 4 Tage gegeben

Tenper at ur: 15 bis 20°C

Zei t punkt der Erfassung: Kei nschei de voll entwickelt (etwa 1 Woche) im Stadium 09-11

Er f assungsskal a: Si ehe Merkmal 1

Anner kung: M ndestens zwei der Beispielssorten sollten bei der Prifung

auf Unterschei dbarkeit als Kontrolle einbezogen werden.

Ad/ Add. / Zu 2

Pl ant: growth habit

Pl ante: port au tall age

Pfl anze: Wichsform

1 erect/dressé/aufrecht
3 sem -erect/deni-dressé/ hal baufrecht
5 internediate/den -dressé a demi-étalé/nittel
7 semi-prostrate/deni-étal é/ hal bliegend

9 prostrate/étal é/1iegend

The growth habit should be assessed visually from the attitude of the leaves and tillers. The
angle forned by the outer |leaves and the tillers with an imaginary vertical axis should be used.

Le port doit étre détermi né visuellenent d aprés le port des feuilles et des talles. On utilisera
|"angle formé par les feuilles externes et les talles avec un axe vertical inmginaire.

Die Wichsform sollte auf Grund der Haltung der Blatter und Triebe visuell erfasst werden. Der von
den ausseren Blattern und Trieben nmit einer vertikalen Achse gebildete Wnkel sollte verwendet
wer den.
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Ad/ Add./ Zu 4

Pl ant: frequency of plants with recurved flag | eaves

Pl ante: fréquence de plantes avec | a derniére feuille retonbante

Pflanze: Haufigkeit von Pflanzen nmt gebogenen obersten Bl attern

1. all flag leaves are rectilinear/toutes les plantes ont la derniere feuille
dressée/all e obersten Bl atter sind gerade

3. about 1/4 of the plants with recurved flag | eaves/environ 1/4 des plantes
ont la derniéere feuille retonbante/etwa 1/4 der Pflanzen mt gebogenen
obersten Bl attern

5. about 1/2 of the plants with recurved flag | eaves/environ 1/2 des plantes
ont la derniere feuille retonbante/etwa die Hilfte der Pflanzen mt
gebogenen obersten Bl attern

7. about 3/4 of the plants with recurved flag | eaves/environ 3/4 des plantes
ont la derniere feuille retonbante/etwa drei Viertel der Pflanzen mt
gebogenen obersten Bl attern

9. all flag leaves are recurved/toutes les plantes ont la derniére feuille
retonbante/all e obersten Bl atter sind gebogen

Ad/ Add./ Zu 6

Flag I eaf: glaucosity of sheath

Derni ere feuille: glaucescence de | a gaine

Oberstes Blatt: Bereifung der Blattscheide

The strongest expression on the sheath shoul d be observed
L' expression la plus forte sur la gaine doit étre observée

Di e starkste Auspréagung auf der Blattscheide sollte erfasst werden

Ad/ Add./ Zu 10

Straw. section (half way between base of ear and stem node bel ow)

Paille: section (a mi-hauteur entre la base de |'epi et |le noeud de |la tige i médi atenent en-dessous)

Hal m Fillung (in der Mtte zwi schen der Basis der Aehre und dem darunter |iegenden Hal nknot en)

Al'l stens of the plant should be checked and the strongest expression per plant recorded
Toutes les tiges doivent étre vérifiées et |'expression |la plus forte de chaque pl ante notée

Al'l e Hal ne sollten Uberprift werden und die stéarkste Auspréagung jeder Pflanze sollte erfasst werden

3 5 7
pith thin pith medi um pith thick
noel | e peu épai sse noel | e noyenne noel | e épai sse

Fil 'ung dinn Fil lung mittel Fil ung dick
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Ad/ Add./Zu 11
Ear: shape in profile
Epi: forne en vue de profil
Aehre: Formin Seitenansicht
p
1 2 3
t apering paral | el -si ded sem -cl avat e
pyr ani dal a bords paralleéles en deni-nassue

pyranmidenform g parallel hal b keul enform g

Ad/ Add. / Zu 12

Ear: density
Epi : conpacité
Aehre: Dichte

The density can be assessed either visually or as measurenent

spi kel et s/ ear |ength

La conpacité peut étre observée visuell enment cal cu

et la |l ongueur de |'épi

ou par

Die Dichte kann entweder visuell oder

der Aehre erfasst werden

Ad/ Add./ Zu 14

Awns or scurs: presence

Bar bes ou arétes: présence

Grannen oder Spel zenspi tzen: Vor handensein

o

~

1 2

scurs present
ar étes présentes
Spel zenspi t zen vor handen

bot h absent
toutes | es deux absentes
bei de fehl end

du rapport

al s Messung des Verhal tni sses aus Anzah

4 5
clavate fusiform
en nassue fusiforne

keul enf6rm g spi ndel f6rmi g

of the ratio of the nunber of
entre le nonbre d' épillets

Aehrchen und Lange

3

awns present
bar bes présentes
Grannen vor handen
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Ad/ Add. / Zu 17
Api cal rachis segnent: hairiness of convex surface

Article termnal du rachis: pilosité de la face externe
Ober st es Spi ndel gli ed: &ussere Behaarung

1 3 5 7 9
absent or very weak weak medi um strong very strong
nulle ou trés faible faible noyenne forte tres forte
fehl end oder sehr gering mttel stark sehr stark

gering

Ad/ Add./ Zu 18

Lower glune: shoulder width (spikelet in md-third of ear)

Gune inférieure: largeur de la troncature (épillet du tiers noyen de |'épi)
Hul | spel ze: Schulterbreite (Aehrchen imnittleren Drittel der Aehre)

AR

1 9
absent or very narrow narr ow medi um br oad very broad
nulle ou trés étroite étroite noyenne | arge trés |large
fehl end oder sehr schmal schnal mttel breit sehr breit

Ad/ Add./Zu 19

Lower glune: shoul der shape (spikelet in mid-third of ear)
Gune inférieure: forme de la troncature (épillet du tiers noyen de |'épi)
Haul | spel ze: Schulterform (Aehrchen immittleren Drittel der Aehre)

AVATRITL

sl opi ng slightly strai ght el evat ed strongly elevated with

sl opi ng 2nd point present
inclinée | égér ement droite échancr ée fortenment échancrée avec
i nclinée présence d'un 2e bec
abf al | end | ei cht ab- ger ade gehoben stark gehoben mt vor-
fall end

handener zweiter Spitze
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Ad/ Add./Zu 21

Lower glune: beak shape (spikelet in md-third of ear)

Gune inférieure: forme du bec (épillet du tiers noyen de |'épi)

Hil | spel ze: Zahnform (Aehrchen imnittleren Drittel der Aehre)

1 3 5 7 9
strai ght slightly curved nmoderately curved strongly curved geni cul ate
droit | égérenent coudé dem - coudé fortenent coudé genoui | | é
ger ade | ei cht gebogen mttel gebogen stark gebogen gekni ckt

Ad/ Add. / Zu 22

Lower glune: extent of internal hairs (spikelet in md-third of ear)

Gune inférieure: étendue de la pilosité interne (épillet du tiers noyen de |'épi)

Hil | spel ze: Verbreitung der inneren Behaarung (Aehrchen immittleren Drittel der Aehre)

3
weak medi um strong
faible noyenne forte
gering mttel stark

Ad/ Add. / Zu 23

Lower | enma: beak shape

GQunelle inférieure: forne du bec

Unt ere Deckspel ze: Zahnform

AFARAYAYA

1 3
strai ght slightly curved moderately curved strongly curved geni cul ate
droit | égeérenent coudé demi - coudé fortement coudé genoui | | é

ger ade | ei cht gebogen mttel gebogen stark gebogen gekni ckt
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Ad/ Add. / Zu 25
Grain: coloration with phenol
Grain: coloration au phénol
Kor n: Phenol f ar bung
[ Engl i sh]

Met hod for Deternination of Phenol Reaction

Nunber of grains per test: 20 grains for distinctness, 100 grains for honpgeneity. The

Preparation of grains:

Concentration of solution:
Amount  of sol ution:

Pl ace:

Li ght:

Tenper at ur e:

Time of recording:

Scal e of recording:

Not e:

grains should not have been treated chemcally

Soak in tap water for 16 to 20 hours, drain and renove
surface water, place the grains with crease downwards, cover
dish with lid

1 per cent Phenol -solution (freshly nade up)

The grains should be about 3/4 covered

Laboratory

Daylight - out of direct sunshine

18 to 20°C

4 hours (after adding solution)

See characteristic 25 in the Table of Characteristics

At least two of the exanple varieties should be included as a
control

[francai s]

Mét hode de détermination de | a réaction au phénol

Nonmbre de grains par essai

Préparation des grains :

Concentration de la solution :

Quantité de sol ution par
échantillon

Lieu :

Lumi ere :

Tenpérature :

Epoque d' observation :

Echell e de notation :

Not e :

20 pour la distinction, 100 pour |'honpgénéité. Les grains ne
doi vent pas avoir subi de traitment chim que

Faire trenper dans |'eau du robinet pendant 16 a 20 heures,
égoutter et essuyer, placer les grains avec le sillon en bas,
fermer la boite avec un couvercle

Sol uti on de phénol (frafche) a 1 pour cent

I merger les grains aux 3/4 environ

Laboratoire

Lumi ére du jour - a |"abri d un ensoleillenment direct
18 a 20°C

4 heures (aprés |le début du trenpage dans |l a solution)

Voir |le caractére 25 dans |e tabl eau des
caracteres

Prendre au npoins deux des variétés indiquées a titre
d' exenpl e conme ténpin
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[ deut sch]

Met hode fir die Besti mung der Phenol reaktion

Anzahl Koérner je Prifung: 20 Korner fiar die Unterscheidbarkeit, 100 Kérner far die
Honmpbgeneitat. Die Korner sollten nicht chem sch behandelt
wor den sein

Vor ber ei tung der Korner: Auf wei chen in Leitungswasser fiar 16 bis 20 Stunden
abtropfen | assen und Oberfl &chenwasser entfernen, Koérner mt
Furche nach unten | egen, Schal e verschliessen

Konzentration der Ldsung: 1% ge Phenol -LOésung (frisch angeset zt)

Lésungsnenge je Prifung: Die Korner sollten zu etwa 3/4 eingetaucht sein

Ot: Labor

Li cht: Tageslicht - ausserhal b der direkten Sonnenei nstrahl ung
Tenper at ur: 18 bis 20°C

Zei tdauer der Erfassung: 4 Stunden (nach Zugabe der Losung)

Er f assungsskal a: Si ehe Merkmal 25 in der Merkmal stabelle

Anner kung: M ndestens zwei der Beispielssorten sollten als Kontrolle

ei nbezogen wer den

Ad/ Add. / Zu 26
Seasonal type

Type de dével oppenent

Wechsel ver hal t en

[ Engl i sh]
The seasonal type should be assessed on one or several plots sown in springtine. Exanpl e
varieties should always be included in the plots. Wen the exanple varieties behave according to
this description, the varieties under study can be described. At the time when the |atest

springtype variety is fully mature (stage 91/92 of the Eucarpia decinmal code), the growh stage
reached by the respective variety should be assessed. The states of expression are defined as

foll ows:

Wnter type: The plants have reached stage 45 of the Eucarpia decim
code (boots swollen) at nmaxi mum

Al ternative type: The plants have exceeded stage 45 of the Eucarpia deci mal
code---as a rule they have exceeded stage 75---and have
reached stage 90 at maxi mum

Spring type: The plants have exceeded stage 90 of the Eucarpia decimal
code

[francai s]

Le type de développenent doit étre observé sur une ou plusieurs parcelles ensenencées au
print enps. Les vari étés exenples doivent toujours étre inclues dans les parcelles. Si elles se
conportent comre indiqué dans |le tableau de caracteres, les variétés en étude peuvent étre
décrites. Le stade de dével oppenent atteint par les variétés doit étre observé au stade de pleine
maturité (stade 91/92 du code décimal d' Eucarpia) de la variété de printenps la plus tardive. Les
stades d' expression sont définis comme suit

Type hiver : Les plantes ont atteint au nexinum le stade 45 du code
déci mal d' Eucarpia (gonflenent)

Type alternatif : Les plantes ont excédé |le stade 45 du code décinm
d' Eucarpia---en regle générale elles ont excédé |l e stade 75-
--et ont atteint au maximumle stade 90

Type printenps : Les plantes ont excédé |le stage 90 du code décinm
d' Eucarpi a
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[ deut sch]

Das Wechselverhalten sollte in einer Frihjahrsaussaat an einer oder nehreren Parzellen erfasst
wer den. In die Parzellen, sollten inmmer Beispielssorten einbezogen werden. Wwenn die
Bei spi el ssorten sich entsprechend ihrer Beschreibung verhalten, koénnen die in der Prufung
stehenden Sorten beschrieben werden. Zu dem Zeitpunkt, an dem die spateste Sommersorte vollreif
ist (Stadium 91/92 des Eucarpia Dezimal-Codes), sollte das jeweils erreichte Entw cklungsstadi um
festgehalten werden. Die Auspragungssufen sind fol gendermassen bestimmt:

Wnterform Die Pflanzen haben meximal das Stadium 45 des Eucarpia
Dezi nal - Codes erreicht (Blattscheide der Fahne geschwol | en)

Di e Pfl anzen haben das Stadi um 45 des Eucarpi a Dezi mal - Codes
Uberschritten---in der Regel haben sie das Stadium 75
Uberschritten---und das Stadi um 90 maxi mal erreicht.

Wechsel form

Di e Pflanzen haben das Stadi um 90 des Eucarpi a Dezi mal - Codes
Uberschritten.

Sonmer f orm
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Code déci mal pour |es stades de croi ssance des céréal es*
Deci mal Code for the Gowh Stages of Cereal s*

Dezi mal - Code fir di e Entwi ckl ungsstadi en des Cetreides*

Addi ti onal Remarks on
Weat, Barley,
2-digit Code Feekes' Scal e Rye, Cats and Rice
Code a Echel | e de Remar ques conpl énent ai res
2 chiffres General Description Description général e Al | genei ne Beschrei bung Feekes pour le blé, 1'orge,
2-stelliger Feekes- Skal a le seigle, |'"avoine
Code et leriz
Er ganzende Bener kungen
fur Weizen, Cerste,
Roggen, Hafer und
Rei s
Cerminati on Cerminati on Kei mung
00 Dry seed Gain sec Trockene Saat
01 Start of inbibition Début de |'inbibition Begi nn der Quel | ung
(Sanmen normal e G Osse,
aber wei ch)
02 - - -
03 | mbi bi tion conplete | mbi bi tion conpl ete Ende Quel | ung (Samen
gequol | en, aber noch
ni cht gekeint)
04 - - R
05 Radi cl e ener ged Sortie de la racine Austritt der Keim
from caryopsis wur zel aus der Karyopse
06 - - -
07 Col eoptil e energed Sortie du col éoptile Austritt des Kol eoptils
from caryopsis aus der Karyopse
08 - - -
09 Leaf just at Feuille juste au Bl att gerade an der
coleoptile tip sommet du col éoptile Spi tze des Kol eoptils
er kennbar
Seedling growth Croi ssance de la Wachst um des Kei ml i ngs
plantul e
10 First leaf through lére feuille traver- Austritt des ersten
col eoptile sant |e col éoptile Bl attes aus dem Kol eop-
til 1 Second leaf visible (less than 1 cm
2e feuille visible (mins d' 1 cm
11 First leaf un- lere feuille erstes Blatt ent- Zweites Blatt sichtbar (weniger als
fol ded (1) étal ée (1) faltet (1) 1cm
12 2 | eaves unfol ded 2 feuilles étal ées 2 Blatter entfaltet
13 3 | eaves unfol ded 3 feuilles étal ées 3 Blatter entfaltet
14 4 | eaves unfol ded 4 feuilles étal ées 4 Blatter entfaltet
15 5 | eaves unf ol ded 5 feuilles étal ées 5 Blatter entfaltet 50 per cent of |ami nae unfol ded
| 50%des |inbes étal és
16 6 | eaves unfol ded 6 feuilles étal ées 6 Blatter entfaltet 50% der Bl attspreiten entfaltet
17 7 | eaves unfol ded 7 feuilles étal ées 7 Blatter entfaltet
18 8 | eaves unf ol ded 8 feuilles étal ées 8 Blatter entfaltet
19 9 or nore |eaves 9 feuilles étal ées 9 oder nehr Bléatter
unf ol ded ou plus entfaltet

* Reproduced from EUCARPI A Bulletin No. 7, 1974, pp.49 -

see J.C. Zadoks,
kindly furnished by Ms.
M. AO Konp and Ms. I.

* Reproduit du Bulletin EUCARPIA No. 7, 1974, pp. 49 -

T.T. Chang and C.F. Konzak,
R Cassini,
Vol k.

EUCARPI A
M. R Cassini

and M. R Marie.

52,

52, with the kind permssion of the authors. For further information,
Bulletin No. 7, 1974, pp. 42 - b52. The French translation has been
The German translation has been kindly furnished by

avec |'aimable autorisation des auteurs. Pour plus de détails, voir

J.C. Zadoks, T.T. Chang et C. F. Konzak, Bulletin EUCARPIA No. 7, 1974, pp. 42 - 52. La traduction francaise a été ai nabl ement
fournie par Mie R Cassini, M R Cassini e¢ M R Mirie. La traduction allemande a été ai mabl enment fournie par M A Q Klonp
et Me |. Vol k.

* Mt freundlicher Erlaubnis der Autoren entnomen aus EUCARPIA Bulletin Nr. 7, 1974, 49 - 52. Zwecks weiterer Information siehe
J.C. Zadoks, T.T. Chang und C. F. Konzak, EUCARPIA Bulletin N. 7, 1974, 42 - 52. De franzosische Uebersetzung wurde
freundl i cherwei se Uberlassen von Frau R Cassini, Herrn R Cassini und Herrn R Mirie. Die deutsche Uebersetzung wrde

freundl i cherwei se lberlassen von Herrn A.O Kl onp und Frau I.

Vol k.
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Deci mal Code for the Gowh Stages of Cereal s*
Dezi mal - Code fir di e Entwi ckl ungsstadi en des Cetreides*

2-digit Code
Code a
2 chiffres

2-stelliger
Code

General Description

Descri ption général e

Al | genei ne Beschrei bung

Feekes

Echel | e de
Feekes

Feekes- Skal a

Scal e

Addi ti onal Remarks on
Weat, Barl ey,
Rye, CGats and Rice
Remar ques conpl énent ai res

pour |leblé, |'orge,
le seigle, |'"avoine
et leriz

Er ganzende Bener kungen
fur Weizen, Cerste,
Roggen, Hafer und
Rei s

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Tillering

Mai n shoot only
Mai n shoot and
1tiller

Mai n shoot and
2 tillers

Mai n shoot and
3tillers

Mai n shoot and
4 tillers

Mai n shoot and
5 tillers

Mai n shoot and
6 tillers

Mai n shoot and
7 tillers

Mai n shoot and
8 tillers

Mai n shoot and
9 or nore tillers

St em el ongati on

Tal | age

Maitre-brin seul enment
Maitre-brin et
1talle

Maitre-brin et
2 talles

Maitre-brin et
3 talles

Maitre-brin et
4 talles

Maitre-brin et
5 talles

Maitre-brin et
6 talles

Maitre-brin et
7 talles

Maitre-brin et
8 talles

Maitre-brin et
9 talles et plus

El ongation de la

Pseudo stem
erection (2)

1st node detectable
2nd node detectable
3rd node detectable
4th node detectable
5th node detectable
6th node detectable

Fl ag | eaf just
visible

Flag | eaf |igule/
collar just visible

tige (Montaison)

Redressenent (de la
partie aérienne) (2)

ler noeud décel abl e
2e noeud décel abl e
3e noeud décel abl e
4e noeud décel abl e
5e noeud décel abl e
6e noeud décel abl e

derniére feuille
visible

Ligule ou collerette
de la dernieére
feuille juste
visible

Best ockung

Nur der Haupt spross
ent wi ckel t

Spross und 1 Seiten-
trieb

Spross und 2 Seiten- —

triebe

Spross und 3 Seiten-
triebe

Spross und 4 Seiten-
triebe

Spross und 5 Seiten-
triebe

Spross und 6 Seiten-
triebe

Spross und 7 Seiten-
triebe

Spross und 8 Seiten-
triebe

Spross und 9 oder
mehr Seitentriebe

Schossen

Aufrichten des Schein-
stamms (begi nnendes
St reckungswachstum) (2)

1. Knoten wahr nehnmbar
2. Knot en wahr nehnbar
3. Knoten wahr nehnbar
4. Knot en wahr nehnbar
5. Knoten wahrnehnbar
6. Knoten wahrnehnbar

Fahnenbl att gerade
si cht bar

Li gul a/ Kragen des Fah-
nenbl atts gerade sicht-
bar

4-5

o

This section to be used
to suppl ement records
from ot her sections

of the table:
"concurrent codes".

Cette section est
destinée aux notes
suppl énent ai res
venant des autres
sections du tabl eau
"codes parall el es"”

Di eser Abschnitt
kann zur

Er ganzung der
Beobacht ungen aus
den fol genden
Abschni tten
verwendet wer den
" Mehr f ache

Codi erung".

In rice: vegetative |ag phase
Chez le riz: phase végétative
décal ée

Bei Reis: Phase der

Ver zogerung des vegetativen
Wachst unms

Joi nting stage
St ade uni que
Auf ri cht ungsst adi um

Above crown nodes
Noeuds apparents
Knot en oberhal b der Hal nbasi s

Pre-boot stage

Inrice: Qpposite auricle
stage Pré-gonflenent
Chez le riz: stade
oreillettes opposées
Vor st adi um des

Aehr enschwel | ens

Bei Reis: Blatthé&utchen
des letzten

und vorletzten Blattes
gegeniber st ehend
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| es stades de croi ssance des céréal es*
Code for the Gowh Stages of Cereal s*

Dezi mal - Code fir di e Entwi ckl ungsstadi en des Cetreides*

Addi tional Remarks on
Weat, Barley,
2-digit Code Feekes' Scal e Rye, Cats and Rice
Code a Echel | e de Remar ques conpl énent ai res
2 chiffres General Description Description général e Al | genei ne Beschrei bung Feekes pour le blé, |'orge
2-stelliger Feekes- Skal a le seigle, |'"avoine
Code et leriz
Er ganzende Bener kungen
fur Weizen, Cerste,
Roggen, Hafer und
Rei s
Boot i ng Gonf | ement Schwel | en der Aehren

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
51
52
53
54
55
56 ]
57

58

59

Fl ag | eaf sheath
ext endi ng

Boots just visibly
swol | en

Boots swol | en

Fl ag | eaf sheath
openi ng

First awns visible

I nfl orescence
ener gence

First spikelet of
infl orescence
just visible

1/ 4 of
ener ged

infl orescence

1/ 2 of
ener ged

infl orescence

3/ 4 of
ener ged

infl orescence

Energence of inflor-
escence conpl et ed

Extension de | a
gaine de la derniére
feuille

Confl ement a peine
visible

Conf | ement

Quverture de la
gaine de la derniére
feuille

Preni eres barbes
vi si bl es

Epi ai son

ler épillet de
I"inflorescence
a peine visible

1/4 de |'"inflores-
cence dégagé

1/2 de |"inflores-
cence dégagée
ent wi ckel n

3/4 de |'inflores-
cence dégagés

I nfl orescence com
pl ét ement dégagée

Bl att schei de der Fahne

| &nger wer dend

Bl att schei de der Fahne
si cht bar geschwol | en

Little enl argenent of the
inflorescence, early-boot stage
Fai bl e accroi ssenent de
I"inflorescence, début du

gonfl ement

Geringe Vergrosserung des

Bl it enst andes, frihes

St adi um des Aehrenschwel | ens

M d- boot st age
M - gonfl ement
Mttleres Stadi umdes

- 10 Aehr enschwel | ens
Bl att schei de der Fahne Lat e- boot st age
geschwol | en Fin du gonfl enent
Spéat es St adi um des
- Aehr enschwel | ens
Cef fnen der |etzten —
Bl at t schei de
- I'n awned fornms only
Chez | es formes barbues
Erste G annen sichtbar seul enent
Nur bei granni gen Fornen
—10. 1
Aehr enschi eben
Erstes Aehrchen des N N = non-synchronous crops
Bl it enst andes ger ade cul tures non synchrones
si cht bar S__ Getrei debest ande, die
si ch ungl ei chnéssi g
1/ 4 des Bl it enstandes N entw ckel n
her ausgeschoben 10.2
S S = synchronous crops
cul tures synchrones
1/2 des Bl utenstandes N Getrei debest ande, die
her ausgeschoben 10. 3 sich gl ei chnssig
S entw ckel n
3/ 4 des Bl it enst andes N
her ausgeschoben 10.4
S
Her ausschi eben des Bl 0- N
t enst andes abgeschl ossen 10.5
S
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Deci mal Code for the Gowh Stages of Cereal s*

Dezi mal - Code fir di e Entwi ckl ungsstadi en des Cetreides*

2-digit Code
Code a
2 chiffres

2-stelliger
Code

General Description

Descri ption général e

Al | genei ne Beschrei bung

Scal e
Echel | e de
Feekes
Feekes- Skal a

Addi ti onal Remarks on
Weat, Barl ey,
Rye, CGats and Rice
Remar ques conpl énent ai res

pour le blé, |'orge,
le seigle, |'"avoine
et leriz

Er ganzende Bener kungen
fur Weizen, Cerste,
Roggen, Hafer und
Rei s

60 ]
61

62

63
64
65

66

67
68 ]
69

70

71

72

73
74
75

76

7
78

79

Ant hesi s

Begi nni ng of anthesis

Ant hesi s hal f - way

Ant hesi s conpl ete

M I k devel opnent

Ant hese

Début de |'anthese

M - ant hése

Ant hése conpl éte

St ade | ait eux

Caryopsi s watery
ripe

Early mlk

Medi um mi | k

Late mlk

St ade aqueux de |a
naturation du
caryopse

Début | ait eux

M -1 aiteux

Fin laiteux

Bl ute

Begi nn der Bliite [
Mtte der Blite [
Ende der Blite [

Ent wi ckl ung der
Mlchreife

Karyopse wasserrei f

Frihe Mlchreife ]

Mtte der Mlichreife

Spate Mlchreife

10.51

10. 52

10. 53

10. 54

11.

Not easily detectable
in barley.

Inrice: Usually

i medi atel y

fol I owi ng headi ng.

Pas facil ement
décel abl e
chez |'orge.

Pour le riz: en
général suit

i mmédi at enent

|* épi ai son.

Bei Cerste nicht

I eicht festzustellen
Bei Reis:

I'mal | genei nen

sof ort nach dem

Her ausschi eben

der einzel nen

Aehr chen.

Increase in solids

of |iquid endosperm

not abl e when crushing the
caryopsi s between fingers

L' endosperne |iqui de
commence a devenir solide
quand on écrase le
caryopse entre | es doigts

Bei m Zer dr iicken der
Frucht zw schen den
Fingern ist die
Zunahne der festen
Bestandteile im

f1 Gssi gen Endosperm
wahr nehnbar .




Code déci mal
Deci nal

pour

TG 3/ 11
Wheat / Bl é/ Wi zen,

94- 11- 04
-27-

| es stades de croi ssance des céréal es*
Code for the Gowh Stages of Cereal s*

Dezi mal - Code fir di e Entwi ckl ungsstadi en des Cetrei des*

Addi ti onal
Wheat ,

Remar ks on
Barl ey,

2-digit Code Feekes' Scal e Rye, CGats and Rice
Code a Echel | e de Remar ques conpl énent ai res
2 chiffres General Description Description général e Al | genei ne Beschrei bung Feekes pour le blé, |'orge
2-stelliger Feekes- Skal a le seigle, |'avoine
Code et leriz
Er ganzende Bener kungen
fur Weizen, Cerste,
Roggen, Hafer und
Rei s
Dough devel opnent St ade pat eux Ent wi ckl ung der
Teigreife
80 - - -
81 - - -
82 - - -
83 Early dough Début pat eux Frihe Teigreife —_
84 - - - Fi ngernai | inpression not
hel d.
La narque de |'ongle ne
tient pas.
85 Sof t dough Pat eux tendre Weich teigreif - 11.2 Zerdricken der Frucht nmit
dem Fi nger nagel ndglich.
86 - - -
Fi ngernai |l inpression
hel d, inflorescence
87 Hard dough Pat eux dur Hart teigreif ] I osi ng chl orophyl |
La marque de |'ongle
persiste, |'in florescence
88 - - - perd sa chl orophyl | e.
Zerdricken mt dem
Fi nger nagel nicht ndglich;
89 - - - Abnahne des
Chl or ophyl | gehal tes des
Bl Ut enst andes
Ri peni ng Mat ur ati on Das Reifen
90 - - - In rice: Term nal
spi kel ets ripened
Chez le riz: maturité des
épillets term naux
91 Caryopsi s hard Le caryopse est dur Karyopse hart (nur Bei Reis: Die Korner an
(difficult to divide (difficile a couper schwer nmit dem Dau- 11.3 der Spitze der Rispe
by thunb-nail) (3) a l'ongle) (3) mennagel zu teilen) (3) sind reif
92 Caryopsi s hard (can Le caryopse est dur Karyopse hart (nicht In rice: 50% of spikelets
no | onger be dented (ne peut plus du tout mehr mt dem Daunen- 11. 4 ri pened
by thunb-nail) (4) étre entang par nagel einzudellen) (4) Chez le riz: 50% des
I"ongle) (4) épillets nmirs
Bei Reis: 50% der Korner
sind reif.
93 Caryopsi s | ooseni ng Caryopse se détachant Kar yopse tagsuber In rice: Over 90% of
in daytine dans | a journée | ocker nd spi kel ets ripened. (5)
Chez le riz: plus de 90%
des épillets nmirs. (5)
94 Over-ripe, straw Surmaturité, la Ueberreif, Stroh tot Bei Reis: nehr als 90%
dead and col | apsi ng paille est norte et und zusanmmenbr echend der Koérner sind reif. (5)
s' af fai sse
Ri sk of grain |oss by
sheddi ng
95 Seed dor mant Senmence dor mant e Samen in Kei ntuhe Ri sque de perte par
égr enage
Kornverlust durch Ausfal
96 Vi abl e seed giving Senence vi abl e Kei nf ahi ge Sanen nogl i ch
50% ger mi nati on donnant 50% de ger - (50 % Kei nung)
m nation
97 Seed not dor nant Senmence non dor nant e Samen ni cht in Kei ntuhe
98 Secondary dor nmancy Dor mance secondaire Sekundar e Kei ntuhe
i nduced induite i nduzi ert
99 Secondary dor nmancy Dor mance secondaire Sekundar e Kei ntuhe

| ost

| evée

verl oren
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Code déci mal pour |es stades de croi ssance des céréal es*
Deci mal Code for the Gowh Stages of Cereal s*

Dezi mal - Code fir di e Entwi ckl ungsstadi en des Cetreides*

Addi tional Remarks on
Weat, Barl ey,
2-digit Code Feekes' Scal e Rye, Cats and Rice
Code a Echel | e de Remar ques conpl énent ai res
2 chiffres General Description Description général e Al | genei ne Beschrei bung Feekes pour |leblé, |'orge,
2-stelliger Feekes- Skal a le seigle, |'"avoine
Code et leriz
Er ganzende Bener kungen
fur Weizen, Cerste,
Roggen, Hafer und
Rei s

Transpl anting and

Repi quage et reprise

Auspf | anzen und An-

recovery (rice only)

(riz seul ement)

wachsen (nur fir Reis)

T1 Uprooting of seed- Arrachage des Auszi ehen der Jung-
l'i ngs pl antul es pfl anzen
T2 - - -
T3 Root i ng Enr aci nenment Bewr zel ung
T4 - - -
T5 - - -
T6 - - -
T7 Recovery of shoots Repri se des W eder er gr (inen
pl antul es
T8 - - -
T9 Resunption of vege- Reprise de la crois- Neubegi nn des veget a-

tative growth

sance végétative

tiven Wachstuns
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[ Engl i sh]

Notes on the Table of the Decinal Code for the Gowh Stages of Cereals

(1) St age of seedling inoculation with rust in the greenhouse.

(2) Only applicable to cereals with a prostrate or seni-prostrate early growth habit.

(3) Ri peness for binder (ca. 16% water content). Chlorophyll of inflores- cence largely |ost.
(4) Ri peness for conbine harvester (less than 16% water content).

(5) Opti mum harvest tine.

[francai s]

Not es pour |e tableau du Code déci mal pour |es stades de croi ssance des céréal es

(1) Stade d'inocul ation des plantules avec la rouille en serre.

(2) Application seulement aux céréales dont le port est étalé ou dem-étalé aux stades
pr écoces.

(3) Maturité pour |a noissonneuse-lieuse (environ 16% d' eau). Chlorophylle de |I'inflorescence
presque total ement di sparue.

(4) Maturité pour | a noissonneuse-batteuse (noins de 16% d' eau).

(5) Moment optimum pour | a noisson.

[ deut sch]

Bener kungen zu der Tabell e des Dezinual - Codes fir die Entw cklungsstadien des Cetreides

(1) Stadi um fir die kinstliche Infektion von Kei npflanzen nmit Getreiderost i m Gewachshaus.

(2) Nur anwendbar fir Getreide mt |iegendem oder halbliegendem Habitus zu Beginn der
Veget at i onsperi ode.

(3) Reif fur die Ernte mt Binder (ca. 16 % Wassergehalt). Chlorophyll des Bl Utenstandes
grosstenteils verloren.

(4) Reif fir die Ernte mit Mihdrescher (weniger als 16 % Wassergehal t).

(5) Optinmal e Erntezeit.
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X.  Technical Questionnaire/ Questionnaire techni que/ Techni scher Fragebogen

Ref erence Nunber

(not to be filled in by the applicant)
Réf érence

(réservé aux Administrations)

Ref er enznumrer

(ni cht vom Annel der auszuf il | en)

TECHNI CAL QUESTI ONNAI RE
to be conpleted in connection with an application for plant breeders' rights

QUESTI ONNAI RE TECHNI QUE
a renplir en relation avec une demande de certificat d obtention végétale

TECHNI SCHER FRAGEBOGEN
in Verbindung nmt der Anneldung zum Sortenschutz auszufillen

Speci es/ Espéce/ Art TriticumaestivumL. enend Fiori et Paol

WHEAT
BLE
WVAEI ZEN

Applicant (Nane and address)/Demandeur (nom et adresse)/Annel der (Nanme und Adresse)

Proposed denomi nation or breeder's reference
Dénomi nati on proposée ou référence de |'obtenteur
Vor geschl agene Sortenbezei chnung oder Annel debezei chnung

Information on origin, mintenance and reproduction of the variety
Rensei gnenents sur |'origine, le naintien et la reproduction de la variété
I nfornation tUber Ursprung, Erhaltung und Vernehrung der Sorte
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Characteristics of the variety to be indicated (the nunber in brackets refers to the
correspondi ng characteristic in the Test Guidelines; please mark the state of expression which
best corresponds)

Caracteres de la variété a indiquer (le nonbre entre parenthéses renvoie au caractere
correspondant dans les principes directeurs d' exanen; priere de marquer d' une croix |le niveau
d' expression approprié)

Anzugebende Merknal e der Sorte (die in Klamern angegebene Zahl verwei st auf das entsprechende
Merkmal in den Prufungsrichtlinien; die Auspragungsstufe, die der der Sorte am nachsten komt,
bitte ankreuzen)

Characteristics Exanpl e Varieties
Caract eres Engli sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten

Seasonal type wi nter type type hiver Wnterform Sl ej pner; - 1[ ]

Type de dével oppenent alternative type Wechsel form Fi del ; - 2[ 1]
type alternatif
Wechsel ver hal ten
spring type type Sommer form -; Nandu 3[ ]
printenps

Time Of @ar EIMBIr gENCE . .
(first spikelet visible

0N 50% Of @arS; QUOL & ...
nean date of

headi Ng Of vari ety
as well as of two

wel | - known conpar abl e

varieties)

Epoque d' épi ai son
(premier épillet
visible sur 50% des
épis; indiquer |la

dat e noyenne d' épi ai son
de la vari été et de
deux vari ét és
conpar abl es bi en
connues)

Zei t punkt des

Aehr enschi ebens

(erstes Aehrchen

sichtbar an 50%

der Aehren; mttleres
Dat um des Aehrenschi ebens
der Sorte sow e von

zwei bekannten vergleich-
baren Sorten angeben)

Plant: [ ength (St em
ear, awns and scurs

quot e hei ght Of
variety as well as of

TWO MBI L - KNOWN COMPAr - e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
abl e varieties)

Pl ant e: | ongueur

(tige, épi, barbes et
arétes; indiquer la
hauteur de la variété

et de deux vari étés com
par abl es bi en connues)

Pfl anze: L&nge (Halm
Aehre, Grannen und

Spel zenspi t zen; Lange

der Sorte sow e von

zwei bekannten vergl ei ch-
baren Sorten angeben)
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Characteristics Exanpl e Varieties
Caract eres Engli sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten
5.4 Straw. pith in cross thin peu épai sse dinn Orestis; Renus 3[ 1]
(10) section (hal fway be-
tween base of ear and medi um noyenne mttel Her zog; Nandu 5[ ]
st em node bel ow)
t hi ck épai sse di ck Forby; Furio 71 1]
Paille: moelle en sec-
tion transversale (a
m -di stance entre la
base de |'épi et le
noeud de la tige ime-
di at ement en- dessous)
Hal m Fal lung i m Quer -
schnitt (in der Mtte
zwi schen der Basis der
Aehre und dem darunter
| i egenden Hal nmknot en)
5.5 Ear: color white bl anc wei ss Her zog; Furio 1[ ]
(16)
Epi: coul eur col ored col oré gef ar bt Gal | o; Prinqual 2[ ]
Aehre: Farbe
5.6 Awns or scurs: bot h absent toutes |es bei de Fut ur; Axona 1[ ]
(14) presence deux absentes fehlend
Bar bes ou arétes: scurs present arétes Spel zenspi t - Festival; Furio 2[ 1]
présence présentes zen vor handen
Grannen oder Spel zen- awns present bar bes Grannen Soi ssons; Ventura 3[ 1]
spi tzen: Vorhandensein présentes vor handen
6. Simlar varieties and differences fromthese varieties

Denomi nati on of
simlar variety

Dénomi nati on de

Vari ét és voisines et différences par

Aehnliche Sorten und Unterschiede zu diesen Sorten

Caractere

Characteristic in which the
simlar variety is different®)

par lequel la

la vari été voisine vari été voisine differe®)

Bezei chnung der
ahnli chen Sorte

)

Mer kmal

In the case of

d'indiquer |'anplitude

i dentica

in demdie ahnliche
Sorte unterschiedlich ist®)

de la

states of expression of
the difference/ Au cas ou |les niveaux d'expression des deux variétés seraient

di ff érence/ Sof ern Auspr agungsst uf en

rapport a ces variétés

State of expression

of simlar variety

Ni veau d' expression

pour

ahnl i chen

both varieties

die

la vari été voisine

Auspr agungsst uf e der

Sorte

identisch sind, bitte die G osse des Unterschi eds angeben

State of expression of

candi date variety

Ni veau d' expressi on pour
la vari été candi date

Auspr agungsst ufe der

Kandi dat ensorte

i denti ques
der beiden

pl ease indicate the size of

prieére
Sorten
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Addi tional information which nay help to distinguish the variety
Rensei gnenents conpl énentaires pouvant faciliter la déterm nation des caractéres distinctifs de

la vari été

Zusat zliche Information zur Erleichterung der Unterscheidung der Sorte

Resi stance to pests and di seases
Rési stance aux parasites et aux nal adi es
Resi st enzen gegenuber Schador gani snen

Speci al conditions for the exam nation of the variety

Condi tions particuliéres pour

| exanen de | a variété

Besonder e Bedi ngungen fir die Prifung der Sorte

O her information
Autres rensei gnenents
Ander e | nformationen

[ Annex fol | ows/
L' annexe suit/
Anl age folgt]
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[English]
Part |

Introduction

The following Annex contains a list of characteristics derived by using electrophoresis and a
description of the method to be used. UPOV decided to place these characteristics in an Annex to the
Test Guidelines, thereby creating a special category of characteristic, because the mgjority of the
UPQOV member States is of the view that it is not possible to establish distinctness solely on the basis
of a difference found in a characteristic derived by using electrophoresis. Such characteristics should
therefore only be used as a complement to other differences in morphological or physiologica
characteristics. UPQOV reconfirms that these characteristics are considered useful but that they might
not be sufficient on their own to establish distinctness. They should not be used as a routine
characteristic but at the request or with the agreement of the applicant of the candidate variety.

For the analysis of high molecular weight (HMW) glutenins, polyacrylamide gel el ectrophoresis
in the presence of sodium dodecyl sulphate (SDS PAGE) should be used. Glutenins are encoded by
three compound loci, known as Glu-Al, Glu-B1 and Glu-D1 on the long arms of the group 1
chromosomes (Payne, 1987). There are a number of aleles at each locus and the analysis of HMW
glutenins is based on the recognition of these aleles from proteins, which appear on gels as a series of
well defined bands or patterns of bands. The aleles are described by band numbers according to the
definition given to them by Payne and Lawrence, 1983 (see Chapter IX, Literature). The
corresponding letters and apparent molecular weights are reproduced in the description of the method
used.
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Part 11

Characteristics Derived by Using Electrophoresis

Characteristics Stagel) Example Varieties
Caracteres Stade?) English francais deutsch Exemples Note
Merkmale Stadium?) Beispielssorten
27.  Glutenin composition: band 1 bande 1 Bande 1 Kadett
(+) adleleexpressionat
locus Glu-Al band 2* bande 2* Bande 2* Courtot
Gluténine: expression no band pas de bande keine Bande Talent
del'adléle occupant
lelocus Glu-Al
Glutenin-Zusammensetzung:
Allel-Ausprégung im
Locus Glu-Al
28.  Glutenin composition: bands6 + 8 bandes6 + 8 Banden 6 + 8 Norman
(+) adleleexpressionat
locus Glu-B1 bands7 + 8 bandes7 + 8 Banden7 + 8 Courtot
Composition dela bands7 +9 bandes7 + 9 Banden7 +9 K adett
gluténine: expression
del'adléle occupant band 7 (or bande 7 (ou Bande 7 (oder Okapi
lelocus Glu-B1 7+9inthe 7+9en 7+9in
presence of présence des Gegenwart der
Glutenin-Zusammensetzung: bands5 + 10 bandes’5 + 10 Banden 5 + 10
Allel-Ausprégung im of char. 29) du car. 29) des Merkm. 29)
Locus Glu-B1
bands 13 + 16 bandes 13 + 16 Banden 13+ 16 Carala
bands 14 + 15 bandes 14 + 15 Banden 14 + 15 Troll
bands 17 + 18 bandes 17 + 18 Banden 17 + 18 Moulin
band 20 bande 20 Bande 20 Figaro
bands 6.1 + 22 bandes 6.1 + 22 Banden 6.1 + 22 Schwabenkorn
29.  Glutenin composition: bands 2 + 12 bandes 2 + 12 Banden 2 + 12 Courtot
(+) adleleexpressionat
locus Glu-D1 bands 3 + 12 bandes 3 + 12 Banden 3 + 12 Norman
Composition dela bands 4 + 12 bandes 4 + 12 Banden4 + 12 Talent
gluténine: expression
del'alléle occupant bands5 + 10 bandes 5 + 10 Banden 5+ 10 Kadett

lelocus Glu-D1

Glutenin-Zusammensetzung:

Allel-Ausprégung im
Locus Glu-D1
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Part 111

Description of the Method to be Used

Glutenin composition: allele expression at loci Glu-A1l (27), Glu-B1 (28) and Glu-D1 (29)

SDS PAGE Method for Analysis of HMW Glutenins from T. aestivum

1. Anpparatus and equipment

Any suitable vertical electrophoresis system can be used, provided that the gels can be kept at a constant temperature. A gel thickness of no more
than 1.5 mm is recommended. The power supply used should be capable of delivering both constant current and constant voltage output.

2. Chemicals
All chemicals should be of ‘Analytical Reagent' grade or better.

Acrylamide (specialy purified for electrophoresis)
Bisacrylamide (specialy purified for electrophoresis)
Tris (hydroxymethyl) methylamine (TRIS)
Sodium dodecyl sulphate (SDS)

Ammonium persulphate (APS)

2-mercaptoethanol

TEMED (NNN'N'-tetramethylethylenediamine)
Trichloroacetic acid (TCA)

Hydrochloric acid

Glacial acetic acid

Glycine

n-Butanol

Pyronin'Y (or G)

Glyceral (d = 1.256)

Methanol or ethanol

Coomassie Brilliant Blue R-250 (or equivalent)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (or equivalent)

3. Solutions
3.1 Extraction solution

311 Extraction of glutenins only

Stock solution:

6.25 ml 1M TRIS HCI buffer, PH 6.8 (see 3.3.2)
12.05 ml distilled water

29 SDS

10 mg Pyronin'Y (or G)

10 ml glycerol

This solution can be stored for two months at 4°C.

Immediately before use, extraction solution is prepared asfollows:

4.25ml stock solution (above) plus 0.75 ml 2-mercaptoethanol made up to 10.0 ml with distilled water. This solution must be prepared
immediately prior to use and cannot be stored.

3.1.2  Extraction of glutenins following gliadins

Solution A - 25 ml 2 - chloroethanol + 50 mg Pyronin Y/G, made up to 100 ml with distilled water.
Solution B - 27.0 g urea, 3.0 ml 2 - mercaptoethanol + 10.0 g SDS, made up to 100 ml with distilled water.

3.2 Electrophoresis (running) buffer

Stock solution:

141.1 g glycine

30.0gTRIS

10.0g SDS

made up to 1 1 with distilled water.

Immediately before use, the stock solution is diluted 1:10 with distilled water.

The stock buffer solution can be stored for 2 months at room temperature. Do not store the diluted buffer more than one week. The pH of the
buffer must be closeto 8.3.
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33 Gel preparation solutions

331 Stock resolving gel buffer (IM TRISHCI, pH 8.8)

121.14 g TRIS plus approximately 20 ml HCI (d = 1.19) made up to 1| with distilled water. This buffer can be stored at 4°C for 2 months.

332  Stock stacking gel buffer (IM TRISHCI, pH 6.8)

121.14 g TRIS plus approximately 78 ml HC1 (d = 1.19) made up to 1 | with distilled water. This buffer can be stored at 4°C for 2 months.

333  10% (w/v) SDS solution

10g of SDS dissolved in distilled water and made up to 100 ml. This solution can be stored at 4°C for 2 months. Prior to use, stir and heat gently
to re-dissolve the SDS, if it comes out of solution.

334 1% (w/v) ammonium persulphate solution

1g of APS dissolved in distilled water and made up to 100 ml. This solution must be prepared immediately prior to use.

335  Stock acrylamide solution

40.02g acrylamide made up to 100 ml with distilled water.

3.3.6  Stock bisacrylamide solution

0.5198g hisacrylamide made up to 130 ml with distilled water.
34 Staining solutions
34.1 0.25g Coomassie Brilliant Blue G-250 plus 0.75g Coomassie Brilliant Blue R-250, made up to 100 ml with water.
3.4.2 559 TCA, 65 ml glacial acetic acid, 180 ml methanol or ethanol plus 25 ml solution 3.4.1, made up to 11 with distilled water.
4. Procedure
41 Protein extraction

411 Gluteninsonly

Individual seeds are ground using a hammer (or other device). Ground seed meal is mixed with diluted sample extraction buffer (3.1.1) ina3 ml
polypropylene hemolyse or similar tube with a screw-on or fitted cap. The ratio of meal/extraction buffer is 50 mg/0.75 ml. The samples are
extracted for 2 hours at room temperature, mixed severa times using a vortex mixer, heated in a boiling water bath for 10 minutes and then
allowed to cool. Thetubes are centrifuged at 18000g for 5 minutes.

41.2 Gluteninsfollowing gliadins

If desired, glutenins and gliadins can be analyzed from the same grain. Gliadins are extracted first by adding 0.25 ml of Solution A (3.1.2) to a
crushed grain (or haf-grain) in a microtiter plate or micro-centrifuge tube and incubating overnight at room temperature. Following this,
glutenins are extracted by adding 0.5 ml of Solution B (3.1.2) to the crushed grain and incubating overnight at room temperature.

According to the gel thickness and the size of the wells, the volume of extract loaded can vary. Between 10 and 25 ni isusually sufficient.

42 Preparation of the gel

Clean and dry gel cassettes are assembled, according to the design of the equipment used. If tape is used to seal the cassettes, it is advisable to
assemble them at least one day in advance of use, to enable the tape to 'age’ and adhere better.

421 Resolving (main) gel (10% acrylamide, pH 8.8)

To make two slab gels of 180 x 160 x 1.5 mm, the following is required:

20 ml stock acrylamide solution (3.3.5)
26 ml stock bisacrylamide solution (3.3.6),
30 ml stock gel buffer (3.3.1).

These should be at room temperature. The mixture is degassed in a 100 ml Biichner flask for 2 - 3 minutes. To thisis added:
2ml APS (3.3.4),
0.8 ml SDS(3.3.3),
40 M TEMED (use straight from bottle).
The gels are then carefully poured, avoiding the formation of air bubbles, and polymerization allowed to take place at room temperature.
The gel cassettes should not be filled entirely, in order to leave room for a3-4 cm layer of stacking gel. The gel surfaceis carefully overlaid with

n-butanol (or distilled water) using a syringe. When polymerization is finished (about 30 min.), the gel surface is carefully rinsed with distilled
water and dried with filter paper.
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422 Resolving (main) gel (7% acrylamide, pH 8.8)

To resolve the sub-units 2 and 2*, it is necessary to use main gels of 7% acrylamide concentration.
To make two slab gels of 180 x 160 x 1.5 mm, the following is required:
14 ml stock acrylamide solution (3.3.5)
6 ml distilled water
26 ml stock bisacrylamide solution (3.3.6),
30 ml stock gel buffer (3.3.1).
These should be at room temperature. The mixtureis de-gassed in a 100 ml Biichner flask for 2 - 3 minutes. To thisis added:

2ml APS (3.3.4),
0.8ml SDS(3.3.3),
40 mTEMED (use straight from bottle).

The gels are then carefully poured, avoiding the formation of air bubbles, and polymerization allowed to take place at room temperature.

The gel cassettes should not be filled entirely, in order to leave room for a3-4 cm layer of stacking gel. The gel surfaceis carefully overlaid with
n/butanol (or distilled water) using a syringe. When polymerization is finished (about 30 min.), the gel surface is carefully rinsed with distilled
water and dried with filter paper.

423  Stacking gdl (3% acrylamide, pH 6.8)

In a50 ml Biichner flask, mix:

1.50 ml stock acrylamide solution (3.3.5),
2.15 ml stock bisacrylamide solution (3.3.6)
2.50 ml stock gel buffer (3.3.2) and

13.15 ml distilled water.

Following de-gassing add:

0.75ml APS (3.3.4),
0.2ml SDS(3.3.3),
15 m TEMED (straight from bottle)

Mix carefully and immediately pour the stacking gels to the top of the gel cassettes. Insert the well-forming “"comb”, avoiding air bubbles. Allow
to polymerize for about 2 hours at room temperature. The "combs' are then removed carefully from the gel cassettes and the wells rinsed using
diluted electrophoresis running buffer (3.2).

43 Electrophoresis

Thetank isfilled with the appropriate volume of running buffer (3.2), cooled to 15°C. Following sample loading, electrophoresisis carried out at
aconstant current of 8 mA/cm? (cross-sectional area) of gel until the pyronin Y/G has moved through the stacking gel, and then at 16 mA/cm? of
gel (maximum voltage 300V) until the marker is at the bottom of the gel. The temperature should be maintained at 15°C.

44 Fixing and staining

The gel cassettes are removed from the tank, opened and the gels fixed in 250 ml of 15% (w/v) TCA for at least 30 minutes. The gels are rinsed
in digtilled water and stained overnight in 250 ml of staining solution (3.4.2) at room temperature. Destaining is not usualy necessary but gels
should be washed in distilled water before being stored in sealed polythene bags.

Other staining procedures can be successfully used (e.g. Coomassie Brilliant Blue G or equivalent in TCA aone). The final quality control
criterion, both for gel preparation and gel staining, is to analyze the suggested example varieties on each batch of gels. The separation of the
suggested bands, and their relative electrophoretic mobilities (molecular weights) must be clear in order for the procedures to be judged
satisfactory.

Recognition of Glutenin Alleles

This Table is designed to illustrate the alleles described above and to assist in the recognition of the different bands. It depicts the position and
molecular weight of al of the glutenin bands from each locus, compared to those found in the Example Variety Courtot, along with the band
numbers using the nomenclature of Payne; the letter given to each alele following Payne and Lawrence (1983) is also given.
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Sub-Units of HMW Glutenins:. nomenclature of the individual bands and recognition of the corresponding alleles

Characteristic 27: Qu-A |ocus

Exanpl e variety Not e
(Courtot)
1 2 3
(a) (b) (c)
1 (113) - 1
2/ 2* (108) - 2/ 2* 2%--- n (no band)
3 (107) -
4 (106)
5 (105)
6 (100)
6.1 ( 99)-
7 ( 98)- 7
13/14/ ( 94)-
20
15 ( 91)
16/ ( 90/
17/18 89.5)
22 ( 87)-
8 ( 86)- 8
9/10 ( 83)-
12 ( 80)--- 12
Characteristic 28: du-Bl |ocus
Exanpl e variety Not e
(Courtot)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 (113)
2/ 2* (108) 2/ 2*
3 (107)
4 (106)
5 (105)
6 (100) - - 6
6.1 ( 99)-- 6.1
7 (98)--- 7 --- 7--- 7--- 7---
13/ 14/ ( 94)--- 13---14--- 20- - -
20
15 (91)--- 15- - -
16/ ( 90/--- 16- - - 17/ 18- --
17/18  89.5)
22 ( 87)--- 22---
8 ( 86)--- 8 --- 8--- 8---
9/10 ( 83)-- 9
12 ( 80)-- 12

Characteristic 29: du-D |ocus

Exanpl e variety Not e
(Courtot)

1 2 3 4

(a) (b) (c) (d)
1 (113) -
2/2*  (108)- 2/ 2% 2
3 (107) - 3
4 (106) - 4
5 (105) - 5
6 (100)
6.1 ( 99)-
7 ( 98)- 7
13/ 14/ ( 94)-

20

15 (91
16/ ( 90/
17/18 89.5)
22 ( 87)-
8 ( 86)- 8
9/10 ( 83)- 10
12 ( 80)--- 12 12- 12 12

Note: Certain bands (e.g. bands 9 and 10) have similar molecular weights. This leads to the fact that in the presence of bands 5 + 10 of
characteristic 29 two states of expression of characteristic 28, band 7 and bands 7 + 9, cannot be differentiated from one another. Therefore, in the
presence of bands 5 + 10 of characteristic 29, Note 4 of characteristic 28 could be either band 7 or bands 7 + 9. Other bands having similar
molecular weights can be differentiated from one another by their known association with other bands. For characteristic 28, band 13 is always
associated with band 16 and band 14 with band 15 while band 40 remains alone.
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[francais]
Partie |

Introduction

L 'annexe suivante comprend une liste des caractéres obtenus par I'utilisation de |'éectrophorése et
une description de la méthode a appliquer. L'UPOV a décidé de faire figurer ces caractéres dans une
annexe aux Principes directeurs, en créant ains une catégorie spéciae de caractéres, étant donné que
la majorité des Etats membres de I'UPOV sont d'avis quil n'est pas possible d'établir la distinction
uniquement sur la base d'une différence pour un caractére obtenu par I'utilisation de I'éectrophorése.
Ces caracteres doivent par conséquent étre utilisés uniquement comme complément aux différences
constatées pour des caractéres morphologiques ou physiologiques. L'UPOV confirme que ces
caractéres sont considérés comme utiles, mais que, pris isolément, ils ne peuvent pas étre suffisants
pour établir ladistinction. |ls ne doivent pas étre utilisés comme caractéres de routine, mais seulement
sur demande ou avec accord du demandeur.

Pour analyser les gluténines de haut poids moléculaire, il et recommandé de pratiquer
I'électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS PAGE). Les
gluténines sont codées par trois loci complexes, appelés Glu-Al, Glu-B1 et Glu-D1 et localisés sur le
bras long des chromosomes du groupe 1 (Payne, 1987). A chague locus, plusieurs alléles peuvent étre
identifiés, et I'analyse des gluténines de haut poids moléculaire est fondée sur la reconnaissance de ces
aléles a partir des protéines qui apparaissent sur des gels sous la forme de bandes ou de groupes de
bandes bien définies. Les aléles sont désignés par des numéros de bandes, selon la définition qu'en ont
donnée Payne et Lawrence en 1983 (voir le chapitre IX, Bibliographie). Les lettres correspondantes et
les poids moléculaires apparents figurent dans la description de la méthode utilisée.
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Partiell

Caractéres Obtenus par I'Utilisation de |I'Electrophorése

Characteristics Stagel) Example Varieties
Caracteres Stade?) English francais deutsch Exemples Note
Merkmale Stadium?) Beispielssorten
27.  Glutenin composition: band 1 bande 1 Bande 1 Kadett
(+) adleleexpressionat
locus Glu-Al band 2* bande 2* Bande 2* Courtot
Gluténine: expression no band pas de bande keine Bande Talent
del'adléle occupant
lelocus Glu-Al
Glutenin-Zusammensetzung:
Allel-Ausprégung im
Locus Glu-Al
28.  Glutenin composition: bands6 + 8 bandes6 + 8 Banden 6 + 8 Norman
(+) dleleexpressionat
locus Glu-B1 bands7 + 8 bandes7 + 8 Banden7 + 8 Courtot
Composition dela bands7 +9 bandes7 + 9 Banden7 +9 K adett
gluténine: expression
del'adléle occupant band 7 (or bande 7 (ou Bande 7 (oder Okapi
lelocus Glu-B1 7+9inthe 7+9en 7+9in
presence of présence des Gegenwart der
Glutenin-Zusammensetzung: bands5 + 10 bandes’5 + 10 Banden 5 + 10
Allel-Ausprégung im of char. 29) du car. 29) des Merkm. 29)
Locus Glu-B1
bands 13 + 16 bandes 13 + 16 Banden 13+ 16 Carala
bands 14 + 15 bandes 14 + 15 Banden 14 + 15 Troll
bands 17 + 18 bandes 17 + 18 Banden 17 + 18 Moulin
band 20 bande 20 Bande 20 Figaro
bands 6.1 + 22 bandes 6.1 + 22 Banden 6.1 + 22 Schwabenkorn
29.  Glutenin composition: bands 2 + 12 bandes 2 + 12 Banden 2 + 12 Courtot
(+) dleleexpressionat
locus Glu-D1 bands 3 + 12 bandes 3 + 12 Banden 3 + 12 Norman
Composition dela bands 4 + 12 bandes 4 + 12 Banden4 + 12 Talent
gluténine: expression
del'alléle occupant bands5 + 10 bandes 5 + 10 Banden 5+ 10 Kadett

lelocus Glu-D1

Glutenin-Zusammensetzung:

Allel-Ausprégung im
Locus Glu-D1
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Partie 11

Description de la Méhode a Utiliser

Composition dela gluténine : expression del'alléle occupant lesloci Glu-Al (27),
Glu-B1 (28) et Glu-D1 (29)

Méthode SDS PAGE pour |'analyse des gluténines, de haut poids moléculaire, de T. aestivum

1. Matériel et éguipement

Tout systeme d'électrophorése vertical peut étre utilisé a condition que les gels puissent ére maintenus a température constante. |l est
recommandé d'employer un gel d'au plus 1,5 mm d'épaisseur. Le générateur utilisé doit pouvoir fournir un courant et une tension d'alimentation
constants.

2. Produits chimigues
Tous les produits chimiques doivent ére de qualité "réactif analytique", voire mieux :

Acrylamide ("spéciaement purifié pour |'é ectrophorese”)
Bisacrylamide ("spécialement purifié pour |'é ectrophoréese”)
Tris (hydroxyméthyle) méthylamine (TRIS)
Dodécylsulfate de sodium (sodium dodecyl sulphate - SDS)
Persulfate d'ammonium (ammonium persulphate - APS)
2-mercaptoéthanol

NNN'N'-tétraméthyléthylénediamine (TEMED)

Acide trichloroacétique (trichloroacetic acid - TCA)

Acide chlorhydrique

Acide acétique glacia

Glycine

n-Butanol

Pyronine Y (ou G)

Glycéral (d = 1,256)

Méthanol ou éthanol

Bleu de Coomassie R-250 (ou équivalent)

Bleu de Coomassie G-250 (ou équivalent)

3. Solutions
31 Solution d'extraction

3.1.1  Extraction des gluténines seulement

Solution-mére :

tampon : TRISHCI 1M, pH 6,8 (voir 3.3.2) : 6,25 ml

eau distillée: 12,05 ml

SDS:2g

pyronineY (ou G) : 10 mg

glycérol : 10 ml

Cette solution peut étre conservée pendant deux moisa4°C.

Juste avant utilisation, la solution d'extraction est préparée comme suit :

4,25 ml de solution-mere (voir ci-dessus) plus 0,75 ml de 2-mercaptoéthanol. Ajuster a10 ml avec del'eau distillée. Celle-ci doit étre préparée
juste avant d'étre utilisée et ne peut pas étre stockée.

3.1.2  Extraction des gluténines aprés celle des gliadines

Solution A : 25 ml de 2-chloroéthanol + 50 mg de pyronine Y ou G. Ajuster a 100 ml avec de l'eau distillée.
Solution B : 27,0 g d'urée, 3,0 ml de 2-mercaptoéthanol + 10,0 g de SDS. Ajuster 2100 ml avec de l'eau distillée.

3.2 Tampon de migration
Solution-meére:

glycine: 141,19

TRIS: 30,09

SDS: 10,09

Ajuster aun litre avec de l'eau distill ée.

Juste avant utilisation, la solution de base est diluée au 1/10 avec de l'eau distillée.
La solution-mére de tampon peut étre conservée pendant deux mois a température ambiante. Ne pas stocker la solution tampon diluée plus
d'une semaine. Le pH du tampon doit &re voisin de 8,3.
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33 Solutions pour |a préparation des gels

331 Tampon du gel de séparation (TRISHCI 1M, pH 8,8)

121,14 g de TRIS plus environ 20 ml de HC1 (d = 1,19). Ajuster a un litre avec de I'eau distillée. Celui-ci peut étre conservé pendant
deux moisa4°C.

3.3.2 Tampon du gel de concentration (TRISHCI 1M, pH 6,8)

121,14 g de TRIS plus environ 78 ml de HCI (d = 1,19). Ajuster a un litre avec de l'eau distillée. Celui-ci peut é&re conservé pendant deux
moisa4°C.

3.3.3 Solution de SDS a10% (p/v)

10 g de SDS dissous dans de I'eau distillée jusgu'a I'obtention de 100 ml de solution. Celle-ci peut étre conservée pendant deux mois a 4°C.
Avant del'utiliser, agiter et chauffer Iégerement le méange pour dissoudre anouveau le SDS s besoin.

334  Solution de persulfate d'ammonium a 1% (p/v)

1 g de APS dissous dans de I'eau distillée jusgu'al'obtention de 100 ml de solution. Celle-ci doit &tre préparée juste avant utilisation.

3.35  Solution-mére d'acrylamide

40,02 g d'acrylamide et gjuster 2a 100 ml avec de |'eau distillée.

3.3.6  Solution-mére de bisacrylamide

0,5198 g de bisacrylamide et gjuster 2130 ml avec de |'eau distillée.
34 Solutions de coloration
34.1 0,25 gdebleu de Coomassie G-250 plus 0,75 g de bleu de Coomassie R-250 et gjuster a 100 ml avec de I'eau distill ée.

342 55gdeTCA, 65 ml dacide acétique glacial, 180 ml de méthanol ou éthanal, plus 25 ml de la solution ci-dessous (3.4.1) et ajuster a
un litre avec del'eau distill ée.

4, Manipulation

41 Extraction des protéines

411  Gluténines seulement

Les grains sont broyés au moyen d'un marteau (ou de tout autre instrument). La farine ainsi obtenue est mélangée au tampon d'extraction dilué
(3.1.1) dans un tube a hémolyse de 3 ml en polypropyléne ou dans un tube ana ogue muni d'un couvercle vissé ou emboité. La proportion est de
50 mg de farine pour 0,75 ml de tampon d'extraction. Les échantillons sont extraits pendant deux heures & température ambiante, agités
plusieurs fois au moyen d'un méangeur a turbulence (vortex), chauffés pendant dix minutes dans un bain d'eau bouillante, puis mis arefroidir.
L es tubes sont centrifugés a 18 000 g pendant cing minutes.

41.2  Extraction des gluténines apres extraction des gliadines

Si on le souhaite, les gluténines et les gliadines peuvent ére analysées a partir du méme grain. Tout d'abord les gliadines sont extraites en
gjoutant 0,25 ml de solutionA (3.1.2) au grain (ou demi-grain) écrasé placé sur une plague de micratitration ou dans un tube de
microcentrifugation (Eppendorf) et en laissant incuber toute la nuit & température ambiante. Ensuite, les gluténines sont extraites en goutant
0,5 ml de solution B (3.1.2) au grain écrasé et en laissant incuber toute la nuit a température ambiante.

Selon I'épaisseur du gel et ladimension des puits, le volume d'extrait chargé peut varier. Généralement, 10 a25 i suffisent.

4.2 Préparation du gel

L es cassettes doivent étre propres et séchées. Les cassettes sont assemblées en fonction de la configuration du matériel utilisé. Si I'on se sert de
ruban adhésif pour les fermer, il est judicieux de les assembler au moins le jour précédant leur utilisation, afin que le ruban adhésif puisse
"vieillir* et mieux adhérer.

421  Ge deséparation (principal) (10% d'acrylamide - pH 8,8)

Pour deux gelsde 180 x 160 x 1,5 mm, il faut :

20 ml de solution mére d'acrylamide (3.3.5),
26 ml de solution mére de bisacrylamide (3.3.6),
30 ml detampon gel (3.3.1).

Le mélange, qui doit étre a température ambiante, est dégazé pendant 2 - 3 minutes dans une fiole a vide (flacon de Biichner) de 100 ml.
Ajouter ace mélange:

2ml de APS (3.3.4),
0,8 ml de SDS(3.3.3),
40 m de TEMED (préevé directement de labouteille).
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Ensuite, le gel est coulé entre les deux plaques avec précaution, en évitant la formation de bulles d'air. Laisser polymériser, a température
ambiante.

L es cassettes ne doivent pas étre remplies complétement, pour pouvoir couler un gel de concentration, d'une hauteur de 3 a4 cm. Lasurface du
gel est minutieusement recouverte de n-butanol (ou d'eau distillée) au moyen d'une seringue. Lorsque la polymérisation est terminée (au bout
d'une trentaine de minutes), la surface du gel est soigneusement rincée avec de I'eau distillée et séchée avec du papier-filtre.

422  Gd deséparation (principal) (7% d'acrylamide - pH 8,8)

Pour séparer les sous-fractions 2 et 2*, il est nécessaire d'utiliser un gel de séparation d'une concentration de 7% d'acrylamide.
Pour deux gelsde 180 x 160 x 1,5 mm, il faut :

14 ml de solution-mére d'acrylamide (3.3.5),

6 ml d'eau distillée,

26 ml de solution-mére de bisacrylamide (3.3.6),
30 ml du tampon gel (3.3.1).

Le mélange, qui doit étre a temperature ambiante, est dégazé pendant 2 - 3 minutes dans une fiole a vide (flacon de Biichner) de 100 ml.
Ajouter ace mélange:

2ml dAPS (3.3.4),
0,8 ml de SDS(3.3.3),
40 m de TEMED (préevé directement de labouteille).

Ensuite, le gel est coulé avec précaution, en évitant laformation de bulles d'air. Laisser polymériser, atempérature ambiante.
L es cassettes ne doivent pas étre remplies complétement, afin de pouvoir couler un gel de concentration, d'une hauteur de 3 a4 cm. La surface
du gel est minutieusement recouverte de n-butanol (ou d'eau distillée) au moyen d'une seringue. Lorsgue la polymérisation est terminée (au

bout d'une trentaine de minutes), la surface du gel est soigneusement rincée avec de I'eau distillée et séchée avec du papier-filtre.

4.2.3  Gel deconcentration (3% d'acrylamide - pH 6,8)

Dans unefiole avide (flacon de Biichner) de 50 ml, on mélange :

1,50 ml de solution-mere d'acrylamide (3.3.5),
2,15 ml de solution-mere de bisacrylamide (3.3.6),
2,50 ml de tampon gel (3.3.2), et

13,15 ml d'eau distillée.

Apres dégazage, on gjoute :

0,75 ml dAPS (3.3.4),
0,2 ml de SDS(3.3.3),
15 m de TEMED (prélevé directement de la bouteille).

Mélanger soigneusement et verser immeédiatement la solution de gel de concentration de maniére a remplir les cassettes. Le "peigne’ servant a
former des puits est inséré entre les deux plagues en évitant la constitution de bulles d'air. Laisser polymériser pendant deux heures environ a
température ambiante. Ensuite, retirer avec précaution les "peignes’ des cassettes et rincer les puits au moyen du tampon de migration dilué
(3.2).

43 Electrophorése

La cuve est remplie de tampon de migration (3.2), refroidie & 15°C. Aprés avoir introduit I'échantillon, un courant constant de 8 mA/cm?
(surface de la section transversale) est appliqué jusqua ce que la pyronine Y/G ait traversé le gel de concentration, puis de 16 mA/cm?
(maximum 300V jusqu'a ce que le marqueur se trouve al'extrémité du gel. Latempérature doit &re maintenue &15°C.

44 Fixation et coloration

Les cassettes sont retirées de la cuve ouverte. Les gels sont fixés pendant 30 minutes au moins dans 250 ml de TCA a 15% (p/v) puis rincés
dans de I'eau distillée et placés jusgu'au lendemain dans 250 ml de solution de coloration (3.4.2) atempérature ambiante. 1l n'est généralement
pas nécessaire de les décolorer, maisil faut leslaver dans de I'eau distillée avant de les stocker dans des sachets de polyéthyléne hermétiquement
fermés.

D'autres méthodes de coloration peuvent étre appliquées avec succes (bleu de Coomassie G, ou substance équivalente, dans du TCA
uniquement). Pour contrdler la qualité finale du gel, du point de vue a la fois de sa préparation et de sa coloration, les variétés témoins
proposées sont analysées pour chaque série de gels. La séparation des bandes et leur mobilité & ectrophorétique relative (poids moléculaires) des
variétés témoins doivent étre nettes pour que la manipulation soit jugée satisfai sante.

Reconnaissance des alléles des gluténines

Le tableau ci-dessous illustre les alléles décrits plus haut et vise a aider a reconnaitre les différentes bandes. Il indique la position et le poids
moléculaire de toutes les bandes de gluténines de chague locus, en comparaison avec la variété Courtot, ains que les numéros de ces bandes
d'aprés lanomenclature de Payne; lalettre attribuée a chague alléle par Payne et Lawrence (1983) est également donnée.



TG 3/ 11
\Wheat / Bl é/ Wi zen, 94-11-04
Annex/ Annexe/ Anl age, page/ Seite 13

Sous-fractions de gluténines de haut poids moléculaire : nomenclature des diverses bandes et reconnaissance des alléles correspondants

Caractere 27 : du-A locus

Exenpl e Not e
(Courtot)
1 2 3
(a) (b) (c)
1 (113) - 1---
2/ 2* (108) - 2/ 2%--- 2%--- n (pas de bande)
3 (107)
4 (106)
5 (105)
6 (100)
6.1 ( 99)-
7 ( 98)--- 7
13/ 14/ ( 94)---
20
15 (91)---
16/ ( 90/---
17/18 89.5)
22 ( 87)---
8 ( 86)--- 8 ---
9/10 ( 83)---
12 ( 80)--- 12 ---
Caractere 28 : du-Bl locus
Exenpl e Not e
(Courtot)
1 2 3 4 6 7 9

1 (113)
2/ 2* (108) 2/ 2*
3 (107)
4 (106)
5 (105)
6 (100) - - 6
6.1 ( 99)-- 6.1
7 (98)--- 7 --- 7--- 7--- 7---
13/ 14/ ( 94)--- 13---14--- 20- - -
20
15 (91)--- 15- - -
16/ ( 90/--- 16- - - 17/ 18- --
17/18  89.5)
22 87) - 22---
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Caractere 29 : du-D Iocus

Exenpl e Not e
(Courtot)

1 2 4

(a) (b) (c) (d)
1 (113) -
2/2*  (108)- 2/ 2% 2
3 (107) - 3
4 (106) - 4
5 (105) - 5
6 (100)
6.1 ( 99)-
7 ( 98)- 7
13/ 14/ ( 94)-

20

15 (91
16/ ( 90/
17/18 89.5)
22 ( 87)-
8 ( 86)- 8
9/10 ( 83)- 10
12 ( 80)--- 12 12- 12 12

Note : Certaines bandes (les bandes 9 et 10, par exemple) ont des poids moléculaires similaires. Cela a pour résultat que lorsque, pour le
caractere 29, il y a présence des bandes 5 + 10, les deux niveaux d'expression du caractére 28, bande 7 (Note 4) et bandes 7 + 9 (Note 3) ne
peuvent pas ére différenciés I'un de l'autre. Par conséquent, lorsgue, pour le caractére 29, les bandes 5 + 10 sont présentes, la Note 4 du
caractéere 28 peut correspondre soit alabande 7, soit aux bandes 7 + 9 (identiques ala Note 3). D'autres bandes qui ont des poids moléculaires
similaires peuvent étre différenciées les unes des autres gréce a leur association connue avec d'autres bandes. Pour le caractére 28, la bande 13
est toujours associée avec labande 16 et la bande 14 toujours avec la bande 15, la bande 40 restant isol ée.
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[deutsch]
Tell |

Einfhrung

Die folgende Anlage enthdlt eine Liste der Merkmae, die sich be Verwendung der
Elektrophorese ergeben, sowie eine Beschreibung der zu verwendenden Methode. Die UPOV hat
entschieden, diese Merkmale in einer Anlage zu den Prifungsrichtlinien aufzufihren und damit eine
besondere Kategorie von Merkmalen zu bilden, da die Mehrheit der UPOV Verbandsstaaten der
Meinung ist, dal3 es nicht moglich ist, die Unterscheidbarkeit alein auf der Grundlage eines
Unterschiedes zu begriinden, der in einem mit Hilfe der Elektrophorese sich ergebenden Merkmal
efad wurde. Solche Merkmae sollten daher nur ergénzend zu anderen Unterschieden in
morphologischen oder physiologischen Merkmalen verwendet werden. Die UPOV bestétigt, dal3 diese
Merkmale as niitzlich angesehen werden; es konnte aber sein, dald sie alleine fur sich genommen fur
die Erstellung der Unterscheidbarkeit nicht ausreichen. Sie sollten nicht als Routinemerkmal verwendet
werden, sondern nur auf Antrag oder mit Zustimmung des Anmelders der Kandidatensorte.

Fur die Anadyse von HMW-Gluteninen sollte die Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese in
Anwesenheit von Natrium-Dodecylsulfat (SDS-PAGE) verwendet. Glutenine sind durch
drei zusammengesetzte Loci kodiert, die als Glu-Al, Glu-B1 und Glu-D1 auf den langen Schenkeln
der Chromosome der Gruppe 1 (Payne, 1987) bekannt sind. In jedem Locus ist eine Reihe von Allelen
vorhanden, und die Analyse von HMW-Gluteninen beruht auf der Erkennung dieser Allele aus den
Proteinen, die in den Gelen ds eine Serie gut definierter Banden oder Bandenmuster erscheinen. Die
Allele werden gemdl? der von Payne und Lawrence, 1983, (siehe Kapitel IX, Literatur) gegebenen
Definition mit Bandennummern bezeichnet. Die entsprechenden Buchstaben und angenommenen
Molekulargewichte sind in der Beschreibung der zu verwendenden Methode wiedergegeben.
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Teil 11

Merkmale die sich bei Verwendung der Elektrophorese ergeben

Characteristics Stagel) Example Varieties
Caracteres Stade?) English francais deutsch Exemples Note
Merkmale Stadium?) Beispielssorten
27.  Glutenin composition: band 1 bande 1 Bande 1 Kadett
(+) adleleexpressionat
locus Glu-Al band 2* bande 2* Bande 2* Courtot
Gluténine: expression no band pas de bande keine Bande Talent
del'adléle occupant
lelocus Glu-Al
Glutenin-Zusammensetzung:
Allel-Ausprégung im
Locus Glu-Al
28.  Glutenin composition: bands6 + 8 bandes6 + 8 Banden 6 + 8 Norman
(+) dleleexpressionat
locus Glu-B1 bands7 + 8 bandes7 + 8 Banden7 + 8 Courtot
Composition dela bands7 +9 bandes7 + 9 Banden7 +9 Kadett
gluténine: expression
del'adléle occupant band 7 (or bande 7 (ou Bande 7 (oder Okapi
lelocus Glu-B1 7+9inthe 7+9en 7+9in
presence of présence des Gegenwart der
Glutenin-Zusammensetzung: bands5 + 10 bandes’5 + 10 Banden 5 + 10
Allel-Ausprégung im of char. 29) du car. 29) des Merkm. 29)
Locus Glu-B1
bands 13 + 16 bandes 13 + 16 Banden 13+ 16 Carala
bands 14 + 15 bandes 14 + 15 Banden 14 + 15 Troll
bands 17 + 18 bandes 17 + 18 Banden 17 + 18 Moulin
band 20 bande 20 Bande 20 Figaro
bands 6.1 + 22 bandes 6.1 + 22 Banden 6.1 + 22 Schwabenkorn
29.  Glutenin composition: bands 2 + 12 bandes 2 + 12 Banden 2 + 12 Courtot
(+) adleleexpressionat
locus Glu-D1 bands 3 + 12 bandes 3 + 12 Banden 3 + 12 Norman
Composition dela bands 4 + 12 bandes 4 + 12 Banden4 + 12 Talent
gluténine: expression
del'alléle occupant bands5 + 10 bandes 5 + 10 Banden 5+ 10 Kadett

lelocus Glu-D1

Glutenin-Zusammensetzung:

Allel-Ausprégung im
Locus Glu-D1
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Teil 111

Beschreibung der zu verwendenden Methode

Glutenin-Zusammensetzung: Allel-Ausprégung in den Loci Glu-Al (27), Glu-B1 (28) and Glu-D1 (29)

SDS-PAGE-Methode fiir die Analyse von HMW-Gluteninen von T. aestivum

Geréte und Ausriistung

Verwendet werden kann jedes geeignete vertikale Elektrophorese-System unter der Voraussetzung, dal? die Gele auf einer konstanten
Temperatur gehalten werden kénnen. Es wird eine Geldicke von nicht mehr als 1,5 mm empfohlen. Die verwendete Energiequelle sollte sowohl
konstante Stromstérke al's auch eine konstante Stromspannung liefern.

2.

31

311

Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien sollten mindestens Anaysenreinheit aufweisen.

Acrylamid (Speziaqualitét fir Elektrophorese-Zwecke)
Bisacrylamid (Spezialqualitét fur Elektrophorese-Zwecke)
Tris(Hydroxymethyl) methylamin (TRIS)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Ammoniumpersulfat (APS)

2-Mercaptoethanol
NNN'N'-Tetramethylethylenediamin (TEMED)
Trichloressigséure (TCA)

Salzsdure (HCL)

Eisessig

Glycin

n-Butanol

PyroninY (oder G)

Glycerin (d = 1.256)

Methanol oder Athanol

Coomassie Brilliant Blue R-250 (oder gleichwertig)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (oder gleichwertig)

Losungen

Extraktionsl 6sung

Extraktion der Glutenine

Stammlésung:

6,25 ml Sammelpuffer (siehe 3.3.2)

12,05 ml destilliertes Wasser

29 SDS

10 mg Pyronin'Y (oder G)

10 ml Glycerin

Diese L6sung kann zwei Monate bei 4 °C gelagert werden.

Die Extraktionsldsung wird unmittelbar vor Verwendung wie folgt zubereitet:

5,25 ml Stammldsung (s. oben) und 0,75 ml 2-Mercaptoethanol werden mit destilliertem Wasser auf 10,0 ml verdiinnt. Diese Losung muf3
unmittelbar vor der Benutzung vorbereitet werden und kann nicht gelagert werden.

312

Zweistufige Extraktion der Glutenine und Gliadine

Losung A: 25 ml 2 - Chlorethanol und 50 mg Pyronin Y/G werden mit destilliertem Wasser auf 100 ml verdunnt.

Lésung B: 27,0 g Harnstoff, 3,0 ml 2 - Mercaptoethanol und 10,0 g SDS werden in destilliertem Wasser gel6st und mit destilliertem Wasser
auf 100 ml aufgefillt.

3.2

Elektrophoresepuffer

Stammlésung:

141,1 g Glycin

30,09 TRIS

10,0g SDS

werden in destilliertem Wasser geldst und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefillt.

Unmittelbar vor Verwendung wird die Stammi&sung 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt.
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Die Stammldsung kann 2 Monate bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Der verdinnte Puffer darf nicht langer a's eine Woche aufbewahrt
werden. Der pH-Wert des Puffers muf3 bei knapp 8,3 liegen.

33 Losungen fir die Gelpraparation

331 Trenngelpuffer (1M TRISHCI, pH 8,8)

121,14 g TRIS und etwa 20 ml HC1 (d = 1,19) werden in destilliertem Wasser gel st und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefllt. Dieser
Puffer kann 2 Monate bei 4 °C gelagert werden.

332 Sammegepuffer (IM TRISHCI, pH 6,8)

121,14 g TRIS und etwa 78 ml HC1 (d = 1,19) werden in destilliertem Wasser gel6st und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefllt. Dieser
Puffer kann 2 Monate bei 4 °C gelagert werden.

333 10% (w/v) SDS-Lésung

10 g SDS werden in destilliertem Wasser gel6st und mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Diese Losung kann 2 Monate bei 4 °C
gelagert werden. Vor der Verwendung wird gegebenenfalls die L ésung behutsam geriihrt und erwéarmt, um SDS wieder aufzul 6sen.

3.34 1% (w/v) Ammoniumpersulfat-Ldsung

1g APS wird in destilliertem Wasser geldst und mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Diese Losung muf3 unmittelbar vor der
Verwendung vorbereitet werden.

335  Acrylamid-Stammldsung

40,02 g Acrylamid werden in destilliertem Wasser gel 6st und mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefillt.

3.3.6  Bisacrylamid-Stammldsung

0,5198 g Bisacrylamid werden in destilliertem Wasser gel6st und mit destilliertem Wasser auf 130 ml aufgefillt.

34 Farblsungen

341 0,25 g Coomassie Brilliant Blue G-250 und 0,75 g Coomassie Brilliant Blue R-250 werden in destilliertem Wasser gelost und mit
destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefillt.

342 559 TCA, 65ml Eisessig, 180 ml Methanol oder Athanol und 25ml Lésung 3.4.1 werden mit detilliertem Wasser auf 1 Liter
verdinnt.

4, Verfahren
41 Protein-Extraktion

41.1  Extraktion der Glutenine

Die einzelnen Samen werden unter Verwendung eines Hammers oder einer anderen Einrichtung zerstoRRen. In einem 3 ml Polypropylen-
Hamolyse- oder dhnlichem Réhrchen mit einem Schraub- oder Kapselverschlu® wird der zerstoRene Samen in Extraktionsldsung suspendiert
(3.1.1). Das Verhdltnis Samen/Extraktions ésung ist 50 mg/0,75 ml. Die Proben werden zwel Stunden bel Raumtemperatur extrahiert, dabei
mehrmals unter Verwendung eines V ortex-Mixers geschiittelt und anschlief?end 10 Minuten in einem kochenden Wasserbad erhitzt. Danach 803t
man die Proben abkiihlen und zentrifugiert sie bei 18000 g 5 Minuten lang.

41.2 Zweistufige Extraktion der Gliadine und Glutenine

Glutenine und Gliadine kdnnen am gleichen Samen analysiert werden. Zuerst werden die Gliadine extrahiert, indem man 0,25 ml der Losung A
(31.2) zu dem zerquetschten (oder halben) Samen gibt (Mikrotiterplatte oder Mikrozentrifugenrohrchen) und dann eine Nacht bei
Raumtemperatur inkubieren 1&3t. Danach werden die Glutenine durch Zugabe von 0,5 ml Lésung B (3.1.2) und Inkubation Uber eine weitere
Nacht bei Raumtemperatur extrahiert.

Je nach Geldicke und Grof3e der Geltaschen kann das VVolumen des entnommenen Extrakts variieren. Fiir gewohnlich reichen 10 bis 25 ml aus.

4.2 Préparation des Gels

Saubere und trockene Gel-K assetten werden gemal? der Anleitung der verwendeten Ausriistung zusammengebaut. Wird zur Versiegelung der
Kassetten Klebeband verwendet, so ist anzuraten, die Kassette zumindest einen Tag vor der Verwendung zusammenzubauen, damit das
Klebeband ‘altern’ und besser haften kann.

421  Trenngd (10% Acrylamid, pH 8,8)

Um zwei Geleim Format von 180 x 160 x 1,5 mm anzufertigen, wird folgende Mischung hergestellt:

20 ml Acrylamid-Stammldsung (3.3.5)
26 ml Bisacrylamid-Stammlésung (3.3.6)
30 ml Trenngelpuffer (3.3.1).
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Die Temperatur sollte Raumtemperatur betragen. Die Mischung wird 2 - 3 Minuten lang in einer 100 ml Buichner-Flasche entgast. Alsdann
wird hinzufigt:

2ml APS-Losung (3.3.4)

0,8 ml SDS-Lésung (3.3.3)

40m TEMED.
Dann werden die Gele sorgféltig gegossen, wobei die Bildung von L uftbléschen vermieden wird.
Die Gelkassetten werden nicht ganz gefillt, damit noch Platz (3-4 cm) fir das Sammelgel bleibt. Dann wird mittels einer Spritze sorgféltig n-
Butanol (oder destilliertes Wasser) auf die Gel-Oberflache aufgetragen. Ist die Polymerisierung (nach etwa 30 Min.) beendet, wird die Gel-
Oberflache sorgfaltig mit destilliertem Wasser abgespiilt und mit Filterpapier getrocknet.

422  Trenngd (7% Acrylamid, ph 8.8)

Um die Untereinheiten 2 und 2* aufzuldsen, mul3 ein Trenngel mit einer Konzentration von 7% verwendet werden.
Fir die Herstellung von zwei Gelen im Format 180 x 160 x 1,5 mm wird folgende Mischung hergestellt:

14 ml Acrylamid-Stammldsung (3.3.5)

6 ml destilliertes Wasser

26 ml Bisacrylamid-Stammlésung (3.3.6)
30 ml Trenngel puffer (3.3.1).

Die Temperatur sollte Raumtemperatur betragen. Die Mischung wird 2 - 3 Minuten lang in einer 100 ml Biichner Flasche entgast. Alsdann
wird hinzugefiigt:

2ml APS-Lésung (3.3.4)

0,8 ml SDS-Lésung (3.3.3)

40 M TEMED.
Dann werden die Gele sorgféltig gegossen, wobei die Bildung von L uftbléschen vermieden wird.
Die Gelkassetten werden nicht ganz gefillt, damit noch Platz (3-4 cm) fir das Sammelgel bleibt. Dann wird mittels einer Spritze sorgféltig n-
Butanol (oder destilliertes Wasser) auf die Gel-Oberflache aufgetragen. Ist die Polymerisierung (nach etwa 30 Min.) beendet, wird die Gel-
Oberflache sorgfaltig mit destilliertem Wasser abgespiilt und mit Filterpapier getrocknet.

423 Sammelgd (3% Acrylamid, pH 6.8)

In einer 50 ml Biichner-Flasche werden vermischt und entgast:

1,50 ml Acrylamid-Stammlésung (3.3.6)
2,15 ml Bisacrylamid-Stammldsung (3.3.6)
2,50 ml Sammelgel puffer (3.3.2) und
13,15 ml destilliertes Wasser.

Dann wird folgendes hinzugefugt:

0,75 ml APS-L&sung (3.3.4)
0,2 ml SDS-Losung (3.3.3)
15m TEMED.

Die Sammelgele werden sofort auf die Trenngele gegossen. Die Probenkémme zur Bildung der Geltaschen werden unter Vermeidung von
Luftbléschen in die Sammelgele eingetaucht. Man |83 2 Stunden bei Raumtemperatur die Gele ausharten. Dann werden die Probenkamme
entfernt und die Geltaschen mit Elektrophoresepuffer (3.2) ausgesplilt.

43 Elektrophorese

Die Elektrophoresekammer wird mit dem passenden auf 15°C abgekihlten Volumen des Elektrophoresepuffers (3.2) gefillt. Die
Proteinextrakte (4.1.1 oder 4.1.2) werden in die Geltaschen gefilllt und die Elektrophorese wird bei konstantem Strom von 8 mA/cm?
Gelquerschnitt durchgefiihrt. st der Pyronin Y/G-Marker durch das Sammelgel gewandert, wird die Stromstérke auf 16 mA/cm? Gel querschnitt
(bis maximal 300 V) erhtht. Die Temperatur sollte bei 15°C gehaten werden. Erreicht der Pyronin Y/G-Marker das untere Ende des
Trenngels, wird die Elektrophorese abgestoppt.

4.4 Fixierung und Féarbung

Die Gelkassetten werden aus der Elektrophoresekammer genommen und gedffnet. Die Gele werden in 250 ml 15% (wi/v) Trichloressigsdure
mindestens 30 Minuten lang fixiert, mit destilliertem Wasser abgespiilt und Uber Nacht in 250 ml Farblosung (3.4.2) bei Raumtemperatur
geférbt. Entférben ist gewohnlich nicht nétig. Die Gele sollten aber in destilliertem Wasser gewaschen werden, bevor sie in versiegelten
Polyéthylen-Beuteln aufbewahrt werden.

Andere Farbungen konnen verwendet werden (wie z. B. Coomassie Brillant Blue G oder gleichwertig, gelést nur in TCA). Das Kriterium fir
die Qualitatsendkontrolle besteht sowohl fir die Gelherstellung a's auch fur die Gelfarbung darin, die vorgeschlagenen Beispielssorten in jeder
Gelpartie zu prifen. Die Trennung der vorgeschlagenen Banden und ihre relativen elektrophoretischen Mobilitdten (Molekulargewichte)
mussen eindeutig sein, damit die Verfahren al's zufriedenstellend beurteilt werden.



TG 3/ 11
\Wheat / Bl é/ Wi zen, 94-11-04
Annex/ Annexe/ Anl age, page/ Seite 20

Erkennung von Glutenin-Allelen

Mit dieser Tabelle sollen die oben beschriebenen Allele veranschaulicht und bei der Erkennung der verschiedenen Banden geholfen werden. Sie
stellt die Position und das Molekulargewicht aller Glutenin-Banden fiir jeden Locusim Vergleich mit denen der Beispielssorte Courtot sowie die
Bandennummern unter Verwendung der Payne-Nomenklatur dar; zudem wird jedem Allel ein Buchstabe gemal3 Payne und Lawrence (1983)
zugeteilt.

Untereinheiten von HMW-Gluteninen : Nomenklatur der einzelnen Banden und Erkennung der entsprechenden Allele

Merkmal 27: du-Al locus

Bei spi el ssorte Not e
(Courtot)
1 2 3
(a) (b) (c)
1 (113) - 1
2/ 2* (108) - 2/ 2* 2%--- n (kei ne Bande)
3 (107) -
4 (106)
5 (105)
6 (100)
6.1 (99)-
7 ( 98)- 7
13/14/ ( 94)-
20
15 ( 91)
16/ ( 90/
17/18  89.5)
22 ( 87)--
8 ( 86)-- 8
9/10 ( 83)--
12 ( 80)-- 12
Merkmal 28: du-Bl |ocus
Bei spi el ssorte Not e
(Courtot)
1 2 3 4 6 7 9

1 (113)-
2/ 2* (108) - 2/ 2*
3 (107)
4 (106)
5 (105)
6 (100) - 6
6.1 ( 99)- 6.1
7 (98)--- 7 --- 7--- 7--- 7---
13/ 14/ ( 94)--- 13---14--- 20- - -
20
15 (91)--- 15- - -
16/ ( 90/--- 16- - - 17/ 18- --
17/18  89.5)
22 87) - 22---



TG 3/ 11
\Wheat / Bl é/ Wi zen, 94-11-04
Annex/ Annexe/ Anl age, page/ Seite 21

Merkmal 29: du-D |ocus

Bei spi el ssorte Not e
(Courtot)
1 2 4
(a) (b) (c) (d)
1 (113) -
2/2*  (108)- 2/ 2% 2
3 (107) - 3
4 (106) - 4
5 (105) - 5
6 (100)
6.1 ( 99)-
7 ( 98)- 7
13/ 14/ ( 94)-
20
15 (91
16/ ( 90/
17/18 89.5)
22 ( 87)-
8 ( 86)- 8 ---
9/10 ( 83)--- 10- - -
12 ( 80)--- 12 --- 12- 12 12

Anmerkung: Bestimmte Banden (z. B. Banden 9 und 10) haben ghnliche Molekulargewichte. Das fiihrt dazu, dald in Gegenwart der Banden 5 +
10 des Merkmals 29 zwei Auspragungsstufen des Merkmals 28, Bande 7 und Banden 7 + 9, nicht voneinander unterschieden werden kénnen.
Daher kann, in Gegenwart der Banden 5 + 10 des Merkmals 29, die Note 4 des Merkmal's 28 entweder Bande 7 sein oder Banden 7 + 9. Andere
Banden, die dhnliche Molekulargewichte haben, kénnen durch ihre bekannte Verbindung mit anderen Banden voneinander unterschieden
werden. Fur Merkmal 28 ist Bande 13 immer mit Bande 16 verbunden und Bande 14 mit Bande 15, wahrend Bande 40 isoliert bleibt.
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