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TC/XXV/9 
ORIGINAL: eng1isch 
DATUM: 15. August 1989 

INTERNATIONALER VERBAND ZU!\-1 SCHUTZ VON PFLANZENZUCHTUNGEN 

GENF 

TECHNISCHER AUSSCHUSS 

Funfundzwanzigste Tagung 

Genf, 5. und 6. Oktober 1989 

NEUE METHODEN, TECHNIKEN UND GERAETE 
BE! DER PRUEFUNG VON SORTEN 

vom Verbandsburo vorbereitetes Dokument 

1. Als Ergebnis der Erorterungen tiber neue Methoden, Techniken und Gerate bei 
der Prufung von Sorten im Technischen Ausschuss hat das Verbandsburo der UPOV 
Dokument TC/XXV/4 ausgearbeitet, das den Technischen Arbeitsgruppen zur Eror­
terung vorgelegt wurde. 

2. Dieses Dokument erklarte kurz die zwei vorzunehmenden Schritte: (i) nach­
zuforschen und eine Inventur der Arten und neuen Methoden bei der Prufung in 
Verbindung mit der Anwendung der obigen Technologien aufzustellen und ( i i) 
deutliche Vorschlagsentwurfe fur die Integration der neuen Technologie vorzu­
bereiten. 

3. In den Anlagen zu Dokument TC/XXV/4 hat das Verbandsburo der UPOV die 
folgenden Informationen wiedergegeben: 

Anlage I 

Anlage II 

Anlage III 

3144V 

Eine Liste der Arten fur die Verbandsstaaten die etwaige Verwen­
dung von Elektrophorese bei der Prufung von Sorten auf Unter­
scheidbarkeit untersuchen. Die eingegangenen Informationen gingen 
entsprechend der Anfrage des Verbandsburos in Rundschreiben u 1384 
vom 12. Januar 1989 ein. 

Eine Liste neuer Methoden, die abgesehen von Elektrophorese zur 
Zeit in den Verbandsstaaten gepruft werden. 

Eine Liste von Arten, abgesehen von Weizen, Gerste und Hafer, fur 
die Elektrophorese als ein Mittel fur die Sortenidentifizierung 
untersucht wurde. Diese Liste wurde aus Anlage III von Dokument 
TWA/XVII/9 ubernommen. 



Anlage IV 

Anlage v 

Anlage VI 
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Vorschlag fiir die Integr ierung von Elektrophorese und Bildaus­
wertung (ausschliesslich fiir Weizen) in die Priifungsrichtlinien 
fur Getreide, der von Sachverstandigen vom Vereinigten Konigreich 
fiir die Tagung der Untergruppe fur Graser im April 1989 vorberei­
tet wurde (nur Vorsch1age von NIAB). 

Vorschlag fiir die Integrierung von Elektrophorese in die Priifungs­
richtlinien fiir Weidelgras und moglicherweise in andere Priifungs­
richtlinien, der von Sachverst~ndigen vom Vereinigten Konigreich 
erstellt wurde (nur personlicher Vorschlag des Sachverstandigen). 

Ber icht tiber die mit der Verwendung von Elektrophorese bei Poa 
pratensis L. in den Niederlanden gemachte Erfahrungen. 

Anlage VII Vorschlag fiir die Aufnahme der Bildauswertungstechnik in die 
DHS-Prufung fiir Zwiebeln, der von Sachverstandigen vom Vereinigten 
Konigreich vorbereitet wurde (nur Vorschl~ge von NIAB). 

Anlage VIII Einfiihrung in die verschiedenen Anwendungen von E1ektrophorese im 
Zusammenhang mit der Saatgutregistrierung und Saatgutzertifizie­
rung im biochemischen Labor von G.E.V.E.S., wie auf der letzten 
Tagung der Technischen Arbeitsgruppe fiir landwirtschaftliche Arten 
gegeben (und aus Anlage IV von Dokument TWA/XVIII/9 iibernommen). 

Anlage IX Auszug aus dem Bericht tiber die letzte Tagung der Technischen 
Arbeitsgruppe fiir landwirtschaftliche Arten, der Elektrophorese 
behandelt (und aus Dokument TWA/XVII/9, Absi:itze 21 bis 30 iiber­
nommen wurde). 

4. Anlage I zu diesem Dokument enthalt auf den neusten Stand gebrachte Infor­
mationen von Siidafrika. 

5. Die Ergebnisse der Erorterungen in den einzelnen Technischen Arbeits­
gruppen sind in den fo1genden Dokumenten wiedergegeben: 

TWA/XVIII/9 Prov., Absatze 8 bis 14 
TWC/VII/20 Prov., Absatze 29 bis 32 
TWO/XXII/8 Prov., Absatze 20 und 21 
TWV/XXII/19 Prov., Absatze 17 bis 22. 

Sie konnen wie folgt zusammengefasst werden: 

Elektrophorese 

Allgemeine Erorterungen 

6. Die TWA nahm Kenntnis von den drei moglichen in Dokument TWA/XVIII/7 
wiedergegebenen Verwendungen der Elektrophorese: als Mittel zur Sortenidenti­
fizierung, als Mittel zur Entscheidung tiber Unterscheidbarkeit beizutragen und 
als Mittel die Entscheidung tiber Unterscheidbarkeit zu f~llen. Sie nahm weiter 
Kenntnis von Anlage V des Dokumentes TC/XXV/4 tiber die Integration der Elektro­
phorese in die UPOV Priifungsr ichtl inien mit Vorschlagen fur Weidelgras. Sie 
betonte, dass es erforderlich sei, standardisierte Methoden und Merkmale anzu­
nehmen, tiber standardisierte Trennung und Mindestabstande Uebereinstimmung zu 
erzielen, multilaterale Verfahren fur die Prufung der Ergebnisse aufzustellen, 
Bomogenitatskriterien fur Elektrophoresemerkmale zu erwagen und authentifizier­
te Datenbasen fur die Sammlung allgemeiner Kenntnisse zu erstellen. Sie stimmte 
der Empfehlung zu, 
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dass sie sich am Anfang auf die Starkegel-Elektrophorese der vier Isoenzym­
systeme Phosphoglucoisomerase (PGI), Saure-Phosphatase (ACP), Isocytrase­
dehydrogenase (IDH), und Glutaminoxalotransaminase (GOT), zusammen mit PAGE in 
Saatgutglobu1inen beschranken wurde. Begonnen werden sollte jedoch mit PGI. Urn 
die begrenzte Zeit am bestens zu verwenden, so11ten die Lander sich jedoch in 
erster Linie auf Getreide konzentrieren. 

7. Die TWV nahm Kenntniss von Dokument TWV/XXII/10, das eine Inventur der 
Methoden, die bis jetzt in den Verbandsstaaten untersucht wurden, enthie1t. Sie 
erorterte die NUtz1ichkeit, das Erfordernis und die mog1ichen Konsequenzen der 
EinfUhrung der E1ektrophoresemerkma1e a1s Unterscheidungsmerkmale fur Gemuse­
arten. Gegenwartig werde die Methode nur untersucht und noch nicht zur Unter­
scheidbarkeit verwendet. Einige Sachverstandige waren besorgt uber die mog1i­
chen Konsequenzen der Zu1assung zu k1einer Unterschieden (ein Unterschied in 
einem Band) a1s ausreichende Unterschiede fur eine geanderte Sorte im Hinb1ick 
auf die Unterminierung des Schutzes einer bestehenden Sorte. Gegenwartig werde 
ebenfal1s von einigen Sachverstandigen keine Notwendigkeit gesehen, sich auf 
die neuen Methoden zu sturzen, da auf dem Gebiet der Gemusearten gegenwartig 
die Erste11ung der Unterscheidbarkeit mit ausreichenden traditionellen Merkma-
1en keiner1ei Probleme aufgewiesen haben. Es wurde ebenfal1s betont, dass es 
keine Korre1ation gabe zwischen einigen Elektrophoresebandern und einigen mor­
phologischen Aenderungen oder Verbesserungen der Sorte. Anmelder sollten wirk-
1ich gebeten werden anzugeben, wo der Vorteil ihrer Kandidatensorte gegenuber 
einer anderen bereits bestehenden Sorte, die nur geringfugig von dieser abwei­
chen wurde, 1age. 

8. Die GemUsezuchter, die den Erorterungen der TWV folgten, waren noch nicht 
in der Lage anzugeben, ob sie die Einfuhrung der Elektrophorese fur Unter­
scheidbarkeitszwecke bei Gemusesorten begrussen wurden oder nicht, da sie 
gegenwartig diese neuen Methoden selber nicht verwendeten. 

9. Die TWO tauschte Erfahrungen uber die Moglichkeiten der neuen Techno1ogie 
bei Zierpf1anzenarten aus. Gemass der Erfahrung der Sachverstandigen wurden nur 
sehr geringe Mog1ichkeiten gesehen. Urn die Situation jedoch klarzuste1len, 
werden die Sachverstandige der Niederlande eine Liste der allgemeinen Bemer­
kungen und alle Argumenten die fur oder gegen die Anwendung der Elektrophorese, 
der Bildauswertungsanalysemethode und der DNA-Probs fur Unterscheidbarkei ts­
zwecke zur Vertei1ung an die Arbeitsgruppe fur weitere Erganzungen oder Bemer­
kungen erste11en. 

Anwendung auf Getreide 

10. Die TWA nahm zustimmend Kenntnis von Dokument TWA/XVIII/5, das die wich­
tigsten Punkte enthie1t, auf die man sich hinsichtlich Elektrophorese auf der 
Sitzung der Untergruppe Uber Getreide, die in Hannover, Bundesrepublik Deutsch­
land, im April 1989 stattgefunden hatte, geeinigt hatte. Diese Untergruppe 
empfieh1t, Merkmale, die mit Hilfe der Elektrophorese erreicht worden sind, a1s 
zusatzliche Merkma1e in die obengenannten PrUfungsrichtlinien fUr Weizen, 
Gerste und Hafer aufzunehmen. Diese Merkmale wUrden die Mog1ichkeit eroffnen, 
(a) die PrUfung auf Unterscheidbarkeit, Homogenitat und Bestandigkeit auf nur 
ein Jahr zu verringern und (b) die Anzahl der Merkmale in den gegenwartigen 
PrUfungsrichtlinien zu reduzieren. Die nachste Sitzung der Untergruppe ist fur 
den 14. Mai 1990 in Wageningen, Niederlande, am Tag vor der nachsten Tagung der 
TWA vorgesehen. Es ist geplant, ebenfalls Sachverstandige der Berufsorganisa­
tionen zu diesen Erorterungen Uber den Einschluss der E1ektrophoresemerkmale 
in die PrUfungsricht1inien fur Weizen, Gerste und Hafer einzuladen. 
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11. Merkmale, die mit Hilfe der Elektrophorese erzielt worden sind, sollten 
in die Prufungsrichtlinien fur Weizen, Gerste und Hafer als neue Merkmale ohne 
Sternchen aufgenommen werden. Jedes Band sollte hierbei als ein getrenntes 
Merkma1 aufgefasst werden. Jedoch sollten nur diejenigen Bander akzeptiert 
werden, die die norma1en Voraussetzungen fur die Annahme jedweder anderer neuer 
Merkmale erfu1lten, und fiir die ein deutliches Vorhandensein oder ein deut-
1iches Fehlen beobachtet werden konnte. Die Proteine und die Methoden, die zu­
gelassen werden sollten, so1lten folgende sein: 

Art en Proteine Methoden ---
Gerste B, C and D Hordeine vorzugsweise SDS-PAGE 

zweite Wahl: PAGE pH 3,1 

Wei zen Gliadine, Gluteline PAGE pH 3,1, SDS-PAGE 

Hafer Prolamine PAGE pH 3,1 

12. Weiterreichende detaillierte Informationen sind in den Anlagen II und III 
[nur in Englisch) zu diesem Dokument wiedergegeben, das folgendes enthalt: 

Anlage II: Eine Zusammenfassung der Empfehlungen fur den Einschluss der 
E1ektrophorese in die Prufungsr ichtl inien fur Wei zen, Gerste und Hafer, 
einschliesslich von Erwagungen daruber, wie Gel-Interpretationssysteme 
harmonisiert werden konnen; 

Anlage III: das Protokol fur die ISTA Saure-Polyacrylamidgelelektro­
phorese-Methode, vorbereitet von Dr. Cooke (GB). 

13. Die TWA entschied, dass fiir den Einschluss der E1ektrophorese-Merkmale der 
norma1e Homogenitatsstandard von 3 in 100 angewandt werden sollte, wenn ein 
solches Merkmal als das einzige Unterscheidungsmerkmal fur die betreffende 
Kandidatensorte verwendet wurde. Wenn Elektrophorese-Merkmale fur die Unter­
scheidbarkeit einer gegebenen Kandidatensorte nicht erforderlich seien, sollte 
fur eine Uebergangsperiode die doppelte Toleranz (6 in 100) anwendbar sein. 

Anwendung auf Mais 

14. Die TWA nahm Kenntnis davon, dass in Frankreich Studien gemacht wi.irden, 
um die Mog1ichkeit des Einschlusses des Enzympolymorphismus von Mais in die 
Unterscheidbarkei tspriifungen fur neue Sort en zu untersuchen sowie die unter­
schiedliche Wichtung der Merkmale gemass der Informationen uber ihren gene­
tischen Bintergrund. 

Anwendung auf Graser 

15. Die TWA nahm Kenntnis von Anlage VI des Dokuments TC/XXV/4 uber die 
"Erfahrungen bei der Verwendung der Elektrophorese bei Poa pratensis L." Sie 
hob dabei die Methode der Isoelektrischen Fokusing bei Saatgut und die PAGE­
Methode bei Jungpflanzen hervor. Die gesammte Studie sei noch im experimentel­
len Stadium und wiirde fortgesetzt. Vermischungen beim Saatgut bildeten noch 
Probleme, fur Jungpflanzen musse ein gutes System fur die Probenahme entwickelt 
werden. 
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Anwendung auf Gemusearten (Sparge!, Erbsen, Wassermelone) 

16. Die TWV kam schliesslich uberein, einige exakte Prilfungen vorzunehmen, urn 
mehr Erfahrung tiber die mog1iche Verwendung der Elektrophorese zu erhal ten. 
Sie wahlte Sparge!, Erbsen und Wassermelone als Arten fur diese Studie aus. 
Dr. Habben (DE) wurde der Studie tiber Sparge! vorstehen, Herr Brand (FR) der­
jenigen tiber Erbsen und Herr Tabata (JP) (oder ein anderer Sachverstandiger von 
Japan) derjenigen tiber Wassermelone. Das Verbandsbilro der UPOV hat ein Rund­
schreiben (U 1473) vorbereitet, in dem alle Verbandstaaten aufgefordert werden, 
an dieser Studie teilzunehmen und mehr Einzelheiten hinsichtlich jeder dieser 
Arten beizusteuern. 

Handhabung der Daten durch Computer 

17. Die TWC nahm Kenntnis von Dokument TWC/VII/2 tiber die Analyse von Elektro­
phoresedaten mit Hilfe des Computers, und betonte, dass die Kodierung der 
Bander harmoniziert werden sollte, dass sogar die Chemikalien moglicherweise 
standardisiert werden mussten, dass ein einzelner Unterschied fur Unterscheid­
barkeitszwecke nicht ausreichend sei, dass die Entscheidung tiber Mindest­
abstande abhangig sei von jedem Merkmal und von der Kenntnis tiber seine Ver­
erbarkeit, ob polygenetisch oder oligogenetisch, und dass Datenbasen harmoni­
siert werden sollten und man sich tiber die Mindestfelder, die in sie einge­
schlossen werden sollten, einigen sollte. 

18. Die TWC nahm Kenntnis von Dokument TWC/VII/15 tiber das Computerprogramm 
fur die Speicherung und Analyse von Elektrophoresedaten im Bundessortenamt der 
Bundesrepublik Deutschland. Sie betonte die drei Stufen, die zu dem Bandmuster 
fuhrten, die Identifizierung und die Kodifizierung des Musters, die Daten­
struktur und die Programmfunktionen. Fur die weitere Arbeit seien mehr Kennt­
nisse erforderlich, die Bander musssten identifiziert werden und man miisste 
sich auch auf eine harmonisierte Kodifizierung einigen. 

19. In der TWC stellte sich die Frage, ob die Behandlung von Elektrophorese­
daten ausserhalb oder als Teil der Behandlung von Daten im allgemeinen behan­
delt werden sollte, ob ein kleines ad hoc-System erstellt werden sollte, das 
auf den gegenwartigen Erfahrungen aufbauen konnte, oder ob eine globale Losung 
abgewartet werden sollte. Es wurde schliesslich entschieden, eine kleine 
Gruppe unter der Fuhrung von Herrn Gregoire (FR), und mit Frau Campbell (GB), 
Dr. Laidig (DE) und Herrn Van der Heijden (NL) zu bilden, die fur die nachste 
Tagung der TWC einen Entwurf fur Datenbasen fur Elektrophoresedaten erstellen 
wi.irde, wobei sie berilcksichtigen wiirde, dass der Entwurf eine g1obale Losung 
nicht aussch1iessen so1lte. 

Methoden ausserhalb der Elektrophorese 

20. Die TWA einigte sich darauf, dass es wegen der Einfiihrung der Elektropho­
rese und der ausreichenden Anzahl morphologischer Merkmale gegenwartig kein 
Erfordernis fur die Einftihrung der Bildauswertungsanalyse bei Getreide gebe. 
Es sei notig, mehr Kenntnisse zu gewinnen, bevor eine erneute Erorterung tiber 
die Moglichkeiten ihrer Einftihrung stattfinde. 

21. Die TWV nahm Kenntnis von Dokument TWV/XXII/7, das in seinem ersten Teil 
die Ergebnisse der Anwendung der Bildauswertungsanalyse auf einige Zwiebelarten 
beinha1tet. Sie betonte, dass bis jetzt die Methode nur verwendet wiirde, urn 
bereits in die Prufungsrichtlinien eingeschlossene Merkmale zu erfassen. Jedoch 
konnten in Zukunft ebenfalls einige neue Merkmale vorgeschlagen werden. Die 
Arbeitsgruppe wird auf ihrer nachsten Tagung einen weiteren Bericht mit weite­
ren Ergebnissen erhalten. 
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22. Die TWC nahm ins besondere Kenntnis von den Anlagen IV und VII des 
Dokuments TC/XXV/4. Sie nahm weiterhin Kenntnis von dem Bericht der Niederlande 
tiber neue kiirzlich angeschafte Computer und kommerzielle Programme fur die 
Bildauswertungsanalyse (siehe ebenfalls Anlage IV von TWC/VII/20). Herr Bar-Tel 
(IL) berichtete, dass die Studien iiber die Verwendung der Bildauswertungs­
analyse bei Nelken in seinem Land eingestellt worden sein, da sie im Vergleich 
mit ihren mogl ichen Anwendungen als zu teuer angesehen wiirden. Aenderungen 
seien schwierig von den Sachverstiindigen selbst vorzunehmen und wiirden daher 
jedesmal bezahlt werden miissen. 

23. Die TWC nahm davon Kenntnis, dass die ISTA plant, ihr viertes internatio­
nales Symposium iiber Sortenindentifizierung in Ames, Iowa, Vereinigte Staaten, 
vom 12. bis 18. August 1990 abzuhalten, und wahrend dieses Symposiums die Ver­
wendung neuer Methoden bei der Priifung von Sorten zu erortern. 

[Drei Anlagen folgen] 
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Schreiben 
von Herrn D.C. Joubert, Direktor 

Abteilung fUr Landwirtschaftliche Oekonomie und Vermarktung 
vom 15. Juni 1989 

an den Stellvertretenden Generalsekretar 

Betrifft: Technischer Ausschuss: Elektrophorese-Techniken 

0481 

Wir mochten das Dokument TC/XXV/4 durch die folgenden Informationen er­
ganzen: 

1. Stidafrika ftihrt augenblicklich Studien zur Identifizierung von Sonnenblu­
men durch, unter Verwendung von Lagerungsproteinen im Saatgut, und der 
SDS-PAGE und/oder PAGE, pH 6 bis 8,9 Methode. 

2. Prtifungen sind geplant oder werden bereits in kleinem Rahmen zur Identi­
fizierung von Sojabohnen, Kohl, Bohnen und Sorghum unter Verwendung der 
obengenannten Techniken angewendet. 

[Anlage II folgt) 



0482 
TC/XXV/9 

ANLAGE II 

DIE VERWENDUNG DER ELEKTROPHORESE ZUR UNTERSCHEIDBARKEITSPRUEFUNG 
BEl WEI ZEN, GERSTE UNO HAFER 

Dieses Papier fasst die wichtigsten Empfehlungen der Technischen Arbeitsgruppe 
fiir Landwirtschaftliche Arten hinsichtlich dieses Punktes zusammen, die sich 
aus der in Belfast im Juni 1989 abgehaltenen Sitzung ergeben. Die Technische 
Arbeitsgruppe wurde ihrerseits durch eine besondere Untergruppe fur Getreide, 
die im April 1989 in Hannover getagt hatte, beraten. 

1. Elektrophorese sollte in die revidierten Priifungsrichtlinien fur Weizen, 
Gerste und Hafer als Merkmal ohne Sternchen eingefuhrt werden. 

2. Die Proteine, die gepruft werden sollten, und die Methoden, die verwendet 
werden sollten, sind die folgenden: 

Fur Weizen - entweder Saure-PAGE von Gliadinen 
oder SDS-PAGE von Glutelinen (Glutelinuntereinheiten) 

Fur Gerste - entweder SDS-PAGE 
oder Saure-PAGE von B, C und D-Hordeinen 

Fur Hafer - Saure-PAGE von Aveninen (Prolaminen). 

Als Saure-PAGE Methode sollte die Methode angewandt werden, die von der 
Internationalen Saatgutprufungsvereinigung (ISTA) als Standardreferenz­
methode angenommen worden ist (beigefiigt [Anlage III]; siehe ebenfalls 
Seed Science & Technology 15, 555-575, 1987). Die Einzelheiten fiir die 
SDS-PAGE Methode mussen noch festgelegt werden (Sachverstandige aus 
Frankreich haben zugestimmt, einen Entwurf zur Priifung durch die anderen 
Verbandsstaaten vorzubereiten). 

3. Die Auslegung der Proteinebandmuster sollte gemass der Methode erfolgen, 
die von Sachverstandigen aus Frankreich, der Bundesrepublik Deutschland, 
dem Vereinigten Konigreich, den Niederlanden und Spanien ausgearbeitet 
wird. Gegenwarig haben die Verbandsstaaten Listen von Weizen-, Gerste­
und Hafersorten ausgetauscht. Die Bundesrepubl ik Deutschland hat Saatgut 
der Referenzsorten, die am Bundessortenamt zur Bestimmung der Weizen- und 
Gerste-Bandmuster verwandt werden, an die anderen Lander verschickt. Das 
Vereinigte Konigreich hat das gleiche fiir Hafer, wie an der NIAB 
verwendet, getan. Die an der Priifung beteiligten Verbandsstaaten miissen 
die Referenzsorten analysieren, um festzustellen, ob sie alle Bander oder 
Gruppen von Bindern, die gegenwartig in ihren eigenen Sammlungen vorhanden 
sind, enthalten. Einzelheiten der Methode fiir die Klassifizierung und die 
Referenzsorten werden ausgetauscht. Die Priifung wird Ende September be­
endet sein. Die Ziele dieser gemeinsamen Priifung sind: 

(i) zu versuchen, ein harmonisiertes System fiir die Interpretation und 
Bezeichnung der Proteinebinder der drei Arten aufzustellen; 
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( ii) sicherzustellen, dass das harmonisierte System alle erforderlichen 
Bandmuster beinhaltet, die erforderlich sind urn alle gegenwartig in 
den einzelnen Verbandsstaaten beriicksichtigten Sorten einzuschlies­
sen; 

(iii) eine Sammlung von Referenzsorten aufzustellen, die alle geeigneten 
Proteinenbander oder Bandergruppen enthalt. 

3.1 Beispiel - Die Harmonisierung der Interpretationssysteme fur Gerstesorten. 

Bei Gerste konnen Hordeinproteine elektrophoretisch in drei unterschied­
liche Gruppen getrennt werden, die, in steigender Reihenfolge ihrer 
Mobilitat, die D-, c- und B-Hordeine genannt werden. Die Gene fur diese 
Proteingruppen konnen in drei getrennten, jedoch mit einander verbunden, 
Loci gefunden werden. Die unterschiedlichen Elektrophoresemuster der D-, 
c- und B-Hordeine konnen so als Vertreter von Allelen dieser Loci 
angesehen werden. In den Labors verschiedener Lander wurden unterschied­
liche Systeme fur die Nomenklatur dieser Bandmuster (Allele) aufgestellt 
und angenommen. Ein Beispiel hierftir ist die Sorte Igri. Unter dem in der 
NIAB (Vereinigtes Konigreich) verwendeten System ist angegeben, dass sie 
die Hordeinkomposition 2, 7 beinhaltet, das bedeutet dass die D- und C­
Hordeinkompositionen charakteristisch fiir die Gruppe 2 (willktirlich so 
benannt) ist, wahrend die B-Hordeinkompositionen charackteristisch fur 
die Gruppe 7 ist. Andere Labore haben auf der gleichen Grundlage die 
Hordeine von Igri bezeichnet als C2, D6, D4, NC8B8, oder Hor 1 Fr/Hor 2 
So. Das Bundessortenamt (Bundesrepublik Deutschland) hat ein etwas unter­
schiedliches System aufgestellt, das die unterschiedlichen Bander der D-, 
C- und B-Hordeine entweder als vorhanden (9) oder fehlend (1) beschreibt, 
jedoch auch das Vorhandensein von Bandergruppen anerkennt. So wird die 
Sorte Igri durch die Formel beschrieben D 1191 C 9119191119/1191 B 
119111111. Das Problem ist daher iiberwiegend ein Problem der Nomenklatur 
(siehe Schaubild unten). Durch Austausch von Informationen tiber die 
K1assifizierungssysteme und Sort en, soll ten die Verbandsstaaten in der 
Lage sein, Referenzsorten aufzustellen, die die besonderen Muster be­
schreiben. Die Namen, die diesen Mustern gegeben werden, wurden in 
Erorterungen entschieden werden mtissen. Es sollte relativ einfach sein, 
eine Tabelle aufzustellen, die die unterschiedlichen verwendeten Namen 
vergleicht und die Muster bekannter Sorten beschreibt. Die Harmonisierung 
konnte zum Beispiel die Form eines akzeptierten Standardreferenzsystems 
zur Verwendung beim Austausch von Informationen annehmen, wahrend sie den 
Verbandsstaaten weiterhin erlaubt, fur interne Zwecke ihr eignes System 
zu verwenden. Die Muster der Hordeine konnten, sofern dies erforderlich 
ist, durch die vom Bundessortenamt aufgestellte Formel beschrieben werden. 
Jegliche neue Muster von D-, C- oder B-Hordeinen wiirden nach Ueberein­
stimmung anerkannt werden, und ihre Muster wiirden beschrieben und eine 
Standardreferenzsorte wiirde ausgewahlt werden. 
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Abbildung - Beispiele fur unterschiedliche Systeme zur Bezeichnung der 
Hordeinproteine in der Gerstensorte Igri. 

In Princip kann das gleiche System fur Gerste- und Weizengliadine aufge­
stellt werden. Erneut sollte auch hier die ausgetauschte Liste der Sorten 
und der Nomenklatur/Klassifizierungssysteme eine Harmonisierung erleich­
tern. 

4. Eine quantitative Erfassung der Intensitat der Proteinenbander wiirde nicht 
vorgenommen, das bedeutet sie werden beschrieben als entweder fehlend oder 
vorhanden. 

5. Das Unterscheidbarkeitskriterium bestande in einem deutlichen und wieder­
holbaren Unterschied in Bandmustern von zwei Sorten, die gemiss der ange­
nommenen oben beschriebenen (siehe 3 oben) und noch zu harmonisierenden 
Nomenklaturmethode beschrieben wurde. 

6. Die Anzahl individueller Samen, die gepruft werden muss ten, wiirde fur 
einen Hinweis auf die Unterscheidbarkeit zwischen 10 und 15 liegen, und 
fur die Prufung auf Bomogenitat zwischen 80 und 100. 
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7. Der Standard fiir Homogeni tatstoleranz wiirde anfanglich das doppelte des 
in Dokument TG/1/2 angegebenen betragen, das hei sst 4 in 80 ( oder 6 in 
100) sofern Elektrophorese nicht das einzige Kriterium zur Erstellung der 
Unterscheidbarkeit darstellt, im letzten Falle wiirde der Standard 2 in 80 
(3 in 100) betragen. 

8. Es wiirde keine Verpflichtung bestehen, bereits bestehenden Sorten inner­
halb der obigen Toleranzen homogen zu machen. 

9. Gegenwartig enthalten einige vorhandende Sorten zwei oder mehrere elektro­
phoretische Linien oder Biotypen, obwohl sie hinsichtlich der anderen 
Merkmale ausreichende Homogenitit aufweisen. Wahrend solche Sorten mit 
Biotypen auf der nationalen Liste stehen, wiirden Kandidatensorten mit 
allen elektrophoretischen Linien verglichen werden. Unterscheidbarkeit 
wiirde nicht ausreichend sein, wenn eine Kandidatensorte nur gegeniiber 
einer Linie einer vorhandenen Sorte unterschiedlich wire. 

[Anlage III folgt] 
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ISTA STANDARD REFERENCE METHOD FOR THE IDENTIFICATION OF VARIETIES OF WHEAT ~lD 
BARLEY BY ACID POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS (PAGE) 

1. Principle 

The alcohol-soluble proteins (gliadins from-wheat, hordeins from barley) 
are extracted from seeds and separated by PAGE at pH 3.2. The pattern of 
protein bands produced (electrophoregram) is related to genetic 
constitution and can be considered as a 'fingerprint' of a variety. The 
'fingerprints' can be used to identify unknown samples and mixtures, by 
single seed analysis. 

2. Apparatus and Equipment 

2.1 The Pharmacia GE-2/4 electrophoresis apparatus and EPS 400/500 power 
supply have been successfully used, but any suitable vertical 
electrophoresis system should give comparable results. 

2.2 Chemicals 

All chemicals should be of 'Analytical Reagent' grade or 
equivalent. 
Acrylamide ('specially purified for electrophoresis') 
Bisacrylamide ('specially purified for electrophoresis') 
Urea 
Glacial acetic acid 
Glycine 
Ferrous sulphate 
Ascorbic acid 
Hydrogen peroxide (£! ammonium persulphate and TEMED) 
Monothioglycerol (£! 2-mercaptoethanol) 
Pyronine G (or methyl green) 
Trichloroacetic acid 
Ethanol 
2-chloroethanol 
PAGE Blue G-90 (£I PAGE Blue 83) (£I any similar reagent equivalent 
to the 'Coomassie Brilliant Blue' series of dyes). 

2.3 Solutions 

2.3.1 Extraction solution- wheat: pyronine G (£!methyl green) 
(0.05% w/v) in 2-chloroethanol (25% 
v/v) (keep cold) 

- barley: pyronine G (£! methyl green) 
(0.05% w/v) in 2-chloroethanol (20% 
v/v) containing urea (18% w/v) and 
monothioglycerol (££ 2-mercaptoethanol) 
(1% v/v) (keep cold or prepare fresh) 

2.3.2 Tank buffer solution: glacial acetic acid (4ml) and glycine 
(0.4g), made up to 11 with water; keep cold. 

2.3.3 Gel buffer solution: glacial acetic acid (20ml) and glycine 
(l.Og), made up to 11 with water; keep cold. 

G08/RJC/89 1 
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2.3.4 Staining solutions: (1) trichloroacetic acid (100g) in 11 of 
water, (2) PAGE Blue G-90 (or PAGE Blue 83) (1g) in ethanol 
(100ml). --

3. Procedure 

3.1 Extraction 

Single seeds are crushed with pliers or similar suitable instrument 
and transferred to 1.5ml polypropylene centrifuge tubes. Extraction 
solution (2.3.1) (0.2ml for wheat, 0.3ml for barley) is added, the 
contents of the tubes are thoroughly mixed and the tubes are allowed 
to stand overnight at room temperature. The tubes are centrifuged 
at 18000xg and the supernatants used for electrophoresis. 

3.2 Preparation of the gel 

Clean and dry gel cassettes are assembled, according to the design 
of the equipment. Treating the glass plates with a silicon spray 
prior to assembly can facilitate subsequent removal of the gel. 
Alternatively, the gel cassettes can incorporate a plastic backing 
sheet (eg 'Gel Bond PAG', FMC Corporation). This supports the gel 
during subsequent operations. The volume of gel mixture required 
will vary depending on the equipment used. To make lOOml of gel 
medium, gel buffer (2.3.3) (approx. 60ml) is taken and the following 
added- acrylamide (lOg), bisacrylamide (0.4g), urea (6g), ascorbic 
acid (O.lg), ferrous sulphate (O.OOSg). The solution is stirred and 
made up to lOOml with gel buffer solution. Freshly prepared 0.6% 
(v/v) hydrogen peroxide solution (0.35ml per 100ml of gel medium) is 
added, mixed quickly and the gel poured. Note that the gel mixture 
can be cooled to near freezing prior to the addition of the peroxide 
to slow down the rate of polymerisation, which should be complete in 
5-10 minutes. An acrylic 'comb' is placed in the top of the 
cassette, to make wells in the gel. The gel mixture should 
over-fill the cassette, or by over-layed with water, to ensure 
satisfactory polymerisation of the upper surface. 

Note that as an alternative to the hydrogen peroxide catalyst, it is 
possible to use ammonium persulphate (0.1ml of 10% (w/v) solution, 
freshly prepared) and TEMED (0.3ml, full strength) added to the gel 
mixture prior to pouring the gel. 

3.3 Electrophoresis 

G08/RJC/89 

The acrylic comb is carefully removed from the gel and the sample 
wells washed with tank buffer. The electrophoresis tank is filled 
with an appropriate volume of tank buffer (2.3.2) (depending on the 
equipment used). Samples (10-20pl of clarified supernatant) are 
loaded into the wells using a syringe and the gel placed in the 
tank, ensuring that the sample wells are completely filled. 
Electrophoresis is carried out at SOOV (constant voltage) for twice 
the time taken for the pyronine G marker dye to leave the gel, or 
three times if methyl green is used as a tracking dye. Note that 
the anode (positive electrode) must be at the top of gel. Water or 
other coolant should be circulated through the buffer tank to 
maintain the temperature at 15-20°C. 

2 
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Fixing and staining 

At the end of the electrophoresis, the power is switched off. The 
gel cassette is removed from the tank, opened and the gel placed in 
a plastic box containing 5-10ml of 1% PAGE G90 (£! PAGE Blue 83) in 
200ml of 10% trichloroacetic acid (2.3.4). The box should be 
agitated gently. Staining is complete in 1-2 days and de-staining 
is not usually needed. Precipitated stain should be carefully 
scraped from the surface of the gel. The gel is washed in water to 
enhance the stain and can then be examined or photographed. Any 
blue background in the gel is removed by washing in 10% (w/v) 
trichloroacetic acid. Gels can be stored in sealed polythene bags 
at 4°C for many months without deterioration. 

[Ende der Anlage III 
und des Dokuments] 


