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[ Engli sh]

. Subject of these Cuidelines

These Test Quidelines apply to the following types of varieties of
Zea mays L.: inbred lines, hybrids and open-pollinated varieties,
excl udi ng ornanental varieties.

I1. 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 de-
[ivered. Applicants submitting material from a State other than that in
which the testing takes place nust nake sure that all custons formalities
are conplied wth. The mininum quantity of seed to be supplied by the
applicant in one or nore sanples should be:

1,500 grains for inbred lines
1 kg for hybrid and open-pollinated varieties

In the case of hybrid varieties, an additional 1,500 grains of each
conmponent (e.g. inbred line, single-cross hybrid) should be submitted.
The seed should at l|east neet the mninum requirenments for germnation
capacity, mpoisture content and purity for marketing certified seed in the
country in which the application is made. The gernination capacity shoul d
be as high as possible.

2. The plant material nust not have undergone any treatnment unless the

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

1. Conduct of Tests

1. The mnimm duration of tests should nornmally be two simlar grow ng
peri ods.

2. The tests should be conducted in at |east one place. Depending on the
range of earliness in a given country, two places may be preferable.

3. The field tests should be carried out under conditions ensuring norma
gr owt h. The size of the plots should be such that plants or parts of
plants may be renmpved for measurement and counting w thout prejudice to
t he observations which must be nade up to the end of the grow ng period
As a mninmm each test at each testing place should include per grow ng
peri od:

40 plants for inbred lines and single-cross hybrids
80 plants for other hybrids and open-pollinated varieties

In each testing place, the test should be divided between two or nore
replicates. Separate plots for observation and for measuring can only be
used if they have been subject to sinilar environnental conditions.

4. Additional tests for special purposes nmay be established, e.g. ear-row
tests in the event of the conpetent authority accepting the results
carried out by the applicant before the date of application

5. In the event of the formula of hybrids being checked with the help of
el ectrophoresis of enzymes, a test should be <carried out on four

coleoptiles from each inbred Iine. In case of doubt, 16 additional
col eoptiles should be anal ysed. For single-cross hybrids two col eoptiles
shoul d be analysed and for three-way cross hybrids six coleoptiles. In

case of doubt, additional coleoptiles should be anal ysed.
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6. If enzyme electrophoresis is used for testing distinctness, at |east
20 col eoptiles should be anal ysed.

V. Methods and Cbservati ons

1. The characteristics described in Chapter VII should be used for the
testing of distinctness of inbred lines, hybrids and open-pollinated
varieties.

2. However, to assess distinctness of hybrids, a prescreening system on
the basis of the parental lines and the formula may be established
according to the foll owi ng recomrendati ons:

(i) description of parental lines according to the Test Guidelines;

(ii) check of the originality of those parental lines in conparison
with the reference collection, based on the characteristics in
Chapter VIl in order to screen the closest inbred lines;

(iii) check of the originality of the hybrid forrmula in conparison with

those of the hybrids in conmon know edge, taking into account the
cl osest inbred |ines;

(iv) assessment of the distinctness at the hybrid level of varieties
with a sinmilar fornula.

3. Al observations for the assessment of distinctness and uniformity
should be nmade on at least 40 plants or parts of plants (excluding
outcrossed plants in inbred lines and excluding plants obviously resulting
fromthe selfing of a parent line in single-cross hybrids).

4. Al observations on the ear should be rmade on the upper well-devel oped
ear.

5. For the assessment of wuniformity of inbred lines and single-cross
hybrids a popul ati on standard of 3 per cent with an acceptance probability
of 95 per cent should be applied. In the case of a sanple of 40 plants

t he maxi num nunber of off-types allowed would be 3. In addition, the same
popul ati on standard and acceptance probability should apply to clear cases
of out-crossed plants in inbred lines as well as plants obviously
resulting fromthe selfing of a parent line in single-cross hybrids (clear
difference in plant height, size of ear or earliness as well as proof
t hrough el ectrophoresis of enzymes). For those countries which foresee

difficulties with too large a change to adjust their systemto the newy
adopted rules, a possible interimperiod of two years from the adoption of
the Test Cuidelines would be acceptable before they change to the new
rul es. For three-way cross hybrids, double-cross hybrids and open-
pollinated varieties, the variability within the variety should not exceed
the variability of conparable varieties already known.

6. In three-way cross hybrids and double-cross hybrids, characteristics
may segregate with the effect that several states of expression occur side
by side in a variety. Certain characteristics which from experience are

known to give rise to such segregations in three-way cross hybrids and
doubl e-cross hybrids are identified with an "S."

7. |If enzyme electrophoresis is used for testing distinctness, the same
popul ati on standard and the same acceptance probability as for other
characteristics should be applied. However, a sequential analysis
approach could be applied to reduce the workload. All inbred Iines should
be consi dered out-crosses where two or nore |loci are heterozygous with one
allele of the locus of the inbred Iine (e.g. AX). Al'l cases where one
l ocus is heterozygous or where two foreign alleles are present should be
consi dered of f-types.
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V. Gouping of Varieties

1. The collection of varieties to be grown should be divided into groups

to facilitate the assessnent 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
col I ection.

2. It is recommended that the conpetent authorities use the follow ng
characteristics for grouping varieties:

(1) Tassel: time of anthesis (characteristic 7)

(i) Ear: anthocyanin coloration of silks (characteristic 16)

(iii) Plant: length (characteristic 22.1/22.2)

(iv) Ear: type of grain (characteristic 30)

(v) Ear: anthocyanin col oration of glunes of cob (characteristic 33)

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
gi ven opposite the states of expression for each characteristic.

3. Legend:

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

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

1) The optimm stage of developnent for the assessnment of each
characteristic is indicated by a number in the second col um. The
stages of devel opnent denoted by each nunber are described at the end
of Chapter VIII.

(S) See explanations on possible segregation in Chapter |V, paragraph 6.

* * * *x * * %
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[francai s]

I. bjet de ces principes directeurs

Ces principes directeurs d exanen s'appliquent aux catégories ci-apres

de variétés de Zea mays L. : lignées endogames, hybrides et variétés a
fécondation libre, a |'exclusion des vari étés ornenental es.

1. Matériel requis

1. Les autorités conpétentes décident de la quantité de nmatériel végéta
nécessaire pour |'exanen de la variété, de sa qualité ainsi que des dates
et lieux d' envoi. Il appartient au demandeur qui soumet du natériel
provenant d'un pays autre que celui ou |'examen doit avoir lieu de
s'assurer que toutes les fornalités douani éres ont été ddiment acconpli es.
La quantité mnimale de senences a fournir par |le demandeur en un ou
pl usi eurs échantillons sera de

1 500 grains pour les |lignées endoganes
1 kg pour les variétés hybrides et les variétés a
fécondation libre

Dans |le cas de variétés hybrides, 1 500 grains supplénentaires doivent

étre fournis pour chaque conposant (lignée endogane, hybride sinple). Les
senences doivent au noins satisfaire les conditions mninmales exi gées pour
la faculté gernminative, la teneur en eau et la pureté pour Ila
commerci alisation des senences certifiées dans le pays dans lequel Ila
demande est faite. La faculté germnative doit étre aussi €levée que
possi bl e.

2. Le mmtériel végétal ne doit pas avoir subi de traitenent, sauf
autorisation ou demande expresse des autorités conpétentes. Sil a été
traité, le traitenent appliqué doit étre indiqué en détail.

1. Conduite de |'exanmen

1. La durée mnimale d examen est en regle générale de deux cycles de
végétation simlaires.

2. Les essais doivent étre conduits en un |ieu au noins. En fonction des
écarts de précocité dans un pays détermné, il peut étre préférable de
réaliser ces essais en deux endroits.

3. Les essais en plein chanp doivent étre conduits dans des conditions
normal es de culture. La taille des parcelles doit étre telle que |'on
pui sse prélever des plantes ou parties de plantes pour effectuer des
nesures ou des dénombrements sans nuire aux observations ultérieures qui
doi vent se poursuivre jusqu'a la fin de période de végétation. Chaque
essai réalisé en un lieu doit porter au mnimum par période de
végétation, sur un nonbre de plantes établi comre suit

40 plantes pour les |ignées endoganes et |es hybrides sinples
80 plantes pour les autres hybrides et les variétés a
fécondation libre

A chaque lieu d' exanmen, les plantes doivent étre réparties en deux ou plu-
sieurs répétitions. 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.
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4. Il est possible d établir des essais suppl énentaires pour certaines
déterm nations (par exenple, des essais avec épis-lignes si |'autorité

conpétente accepte les résultats obtenus par |e demandeur avant |a date de
| a demande).

5. Dans |'éventualité d' une vérification de la formule des hybrides a
|'"aide de |'électrophorese des enzynmes, le test doit étre effectué sur
quatre col éoptiles de chaque |I|ignée parentale. En cas de doute

16 col éoptiles suppl énentaires doivent étre anal ysés. Pour 1es hybrides
sinples, il faut analyser deux coléoptiles et pour les hybrides trois
voi es, six col éoptiles. En cas de doute, des col éoptiles suppl énentaires

doi vent étre anal ysés.

6. Lorsque |'él ectrophoreése des enzynes est utilisée pour |'exanen de |la
di stinction, au nmoins 20 col éoptiles doivent étre anal ysés.

V. Méthodes et observations

1. Les caracteres décrits au chapitre VII doivent étre utilisés pour
|"examen de la distinction des |ignées endoganes, des hybrides et des
vari étés a fécondation libre.

2. Cependant, pour établir la distinction des hybrides, il est possible
d établir wun systeme de criblage préalable sur la base des |ignées
parental es et de la fornule, en observant |es recommandati ons sui vantes

i) description des lignées parentales conforménent aux principes
directeurs d' examnen;

ii) vérification de I|'originalité de ces |ignées parentales par
rapport a la collection de référence, sur |la base des caracteéres
décrits au chapitre VII1 afin de réaliser un criblage des |ignées
endoganes | es plus proches;

iii) vérification de Il'originalité de la fornmule des hybrides par
rapport a celle des hybrides notoirement connus, conpte tenu des
| i gnées endoganes | es plus proches;

iv) établissement de la distinction au niveau des hybrides pour |es
vari étés a formul e senbl abl e.

3. Toutes |les observations pour la détermnation de la distinction et de
I a honpbgénéité doivent porter sur au mninmum 40 plantes ou parties de
plantes (a |'exclusion des plantes manifestenent issues d'allofécondation
dans le cas d'une |lignée endogane et des plantes issues d'autofécondation
dans | e cas des hybrides sinples).

4. Toutes les observations relatives a |'épi doivent étre effectuées sur
|'épi le plus élevé bien dével oppé.

5. Pour |'évaluation de |'honpgénéité des |ignées endoganes et des
hybrides sinples, wune norme de population de 3 pour cent doit étre
appl i quée, avec une probabilité d' acceptation de 95 pour cent. Pour un
échantillon de 40 plantes, |le nonbre maxi mal de plantes aberrantes tol éré
sera 3. De plus, la ménme nornme de population avec la nméne probabilité
d' acceptation est appliquée aux plantes nmanifestement issues d'une
al | of écondation dans le cas d'une lignée endogane ou d'autofécondation

dans le cas d'un hybride sinple (cas de différence nette de hauteur de
plante, de taille de |'épi ou de précocité ainsi que toute preuve basée
sur |'utilisation de |'électrophorese des enzymes). Dans | e cas des pays
qui entrevoient des difficultés Iliées a un changenent trop narqué
occasionné par adaptation de leur systenme aux regles nouvellenent
adopt ées, une période transitoire éventuelle de deux ans a conpter de
| "adoption des principes directeurs est acceptable avant |'application
définitive des nouvelles regles. Pour les hybrides trois voies, les
hybri des doubles et les variétés a fécondation libre, la variabilité a
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["intérieur de la variété ne doit pas dépasser celle des variétés
conpar abl es déj a connues.

6. Dans les hybrides multiples, il peut arriver que des caracteres sé-
gregent, induisant |'apparition de plusieurs niveaux d' expression au sein
d' une néne vari été. Certains caracteres qui, d' expérience, sont connus

pour donner lieu a de telles disjonctions dans |es hybrides muliples sont
signal és au noyen de la lettre "S".

7. En cas de pratique de |'électrophorése des enzymes pour |'exanen de |la
distinction, il y a lieu d appliquer |les ménes nornmes de popul ation et |es
nénes probabilités d' acceptation que pour |les autres caractéres. Il est
cependant possible, pour réduire la charge de travail, de suivre une
démarche anal yti que séquentielle. Pour les résultats issus d'une
€l ectrophorése, tous les individus d' une |lignée endogane pour |esquels
deux loci ou plus sont hétérozygotes avec un alléle du locus de la lignée
endogane (par exenple AX) doivent étre consi dérés comme des plantes issues
d' une all of écondati on. Tous les individus pour Ilesquels un |ocus est
hét érozygote ou deux alléeles sont différents de celui de la lignée doivent
étre consi dérés comme des pl antes aberrantes.

V. Goupenent des vari étés

1. La collection des variétés a cultiver doit étre divisée en groupes

pour faciliter la détermnation de la distinction. Les caractéeres a
utiliser pour définir les groupes sont ceux dont on sait par expérience
qu'ils ne varient pas, ou qu'ils varient peu, a |l'intérieur d une variété.

Les différents niveaux d'expression doivent étre assez unifornénent
répartis dans la collection.

2. Il est recommandé aux autorités conpétentes d' utiliser les caractéres
ci-aprés pour |e groupenent des vari étés

i) pani cul e : époque de floraison nmale (caractéere 7)

ii) épi : pignmentation anthocyani que des soies (caractéere 16)

iii) pl ante : longueur (caracteéere 22.1/22.2)

iv) épi : type de grain (caractéere 30)

V) épi : pignmentation anthocyani que des glunes de la rafle

(caractére 33)

VI. Caractéres et synbol es

1. Pour évaluer les possibilités de distinction, |'honpgénéité et Ila
stabilité, on doit utiliser les caractéres indiqués dans |e tableau des
caracteéres, avec leurs différents niveaux d'expression, dans les trois
| angues de travail de |' UPOV.

2. En regard des différents niveaux d'expression des caracteres, sont
i ndiquées des notes (1 a 9) destinées au traitenent électronique des
données.

3. Légende

(*) Caracteres 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 la description de la variété,
sauf si le niveau d'expression d'un caractére précédent ou les
conditions de milieu régionales |Ie rendent inpossible.

(+) Voir |'explication du tableau des caractéeres au chapitre VIII

1) Le stade optimal de développenent pour |'observation de chaque
caracteére est indiqué par un nonmbre dans |a deuxi ene col onne. Les
stades de dével oppenent correspondant a chaque nonbre sont décrits a
la fin du chapitre VIII
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(S) Voir les explications sur la disjonction possible au paragraphe 6 du
chapitre I'V.

* * * * * * %
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[ deut sch]

. Anwendung di eser Richtlinien

Diese Richtlinien gelten fir folgende Sortentypen von Zea mays L.:
I nzucht i ni en, Hybriden und freiabbl thende Sorten, auller Ziersorten.

1. Anforderungen an das Vernehrungsmateri al

1. Die zustandigen Behorden besti men, wann, wohin und in welcher Menge
und Beschaffenheit das fur die Prafung der Sorte erforderliche
Vernehrungsmaterial zu liefern ist. Annelder, die Material von auBRerhalb

des Staates, in dem die Priufung vorgenomen wrd, einreichen, missen
sicherstellen, dass alle Zollvorschriften erfullt sind. Die vom Annel der
in ein oder nmehr er en Pr oben ei nzusendende M ndest menge an

Ver nehrungsmateri al sollte betragen:

1 500 Korner fiar Inzuchtlinien
1 kg fur Hybriden und freiabbl thende Sorten

Im Fall von Hybridsorten sollten aullerdem von jeder Konmponente (z. B.
I nzuchtlinie, Einfachhybride) 1 500 Koérner eingereicht werden. Das Saatgut
sollte wenigstens die M ndestanforderungen an die Keinfdahigkeit, den
Feuchti gkei t sgehal t und die Rei nhei t far die Ver mar kt ung von
zertifiziertem Saatgut des Landes erfillen, in dem die Anneldung
ei ngereicht wurde. Die tatsédchliche Keinfahigkeit sollte so hoch we
nogl i ch sein.

2. Das Vernehrungsmaterial darf keiner Behandl ung unterzogen worden sein,
es sei denn, dass die zustdndigen Behtérden eine solche Behandl ung
gestatten oder vorschreiben. Soweit es behandelt worden ist, missen die
Ei nzel heiten der Behandl ung angegeben werden.

I, Dur chf ihrung der Prif ung

1. Die M ndestpriufungsdauer sollte in der Regel zwei gleichartige
Wachst unsperi oden bet ragen.

2. Die Prifungen sollten m ndestens an einem Ot durchgefihrt werden. Je
nach Reifezeit in einem bestimten Land kdnnten zwei Ote enpfehl enswert
sein.

3. Die Feldprifungen sollten unter Bedi ngungen durchgefihrt werden, die
ei ne nornmal e Pfl anzenentwi cklung sicherstellen. Die Parzellengrésse ist so
zu benmessen, dass den Bestéanden die fiur Messungen und Zahl ungen bendéti gten
Pflanzen oder Pflanzenteile entnommen werden kdnnen, ohne dass dadurch die
Beobacht ungen, die bis zum Abschluss der Vegetationsperiode durchzuf ihren
sind, beeintréachtigt werden. Jede Prifung sollte pro Prifort unfassen:

40 Pflanzen fur Inzuchtlinien und Ei nfachhybriden
80 Pflanzen fir andere Hybriden oder freiabbl thende Sorten.

An jedem Prifort sollte die Prifung auf zwei oder nmehr W ederhol ungen
verteilt werden. GCetrennte Parzellen fur Beobachtungen einerseits und
Messungen andererseits kénnen nur bei Vor |l i egen ahnl i cher
Umnel t bedi ngungen verwendet wer den.

4. Zuséatzliche Pridfungen fir besondere Erforderni sse kénnen durchgefihrt
wer den, z. B. Kol benr ei henpr if ungen, sofern die zustéandige Behorde
Er gebni sse aus vom Annel der vor dem Datum der Anmel dung durchgefihrten
Pr uf ungen anni mt .
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5. Im Fall der Prifung der Hybridformel nmit Hilfe der Elektrophorese von
Enzymen sollte eine Priafung an vier Keinscheiden von |nzuchtlinien
durchgef hrt werden. In Zweifelsfallen sollten 16 zusatzliche Keinmscheiden
anal ysi ert wer den. Von  Einfachhybriden sollten zwei Kei mschei den
anal ysiert werden, von Dreiweghybriden sechs. In Zweifelsfallen sollten
zuséat zl i che Kei nschei den anal ysi ert werden.

6. Im Fal | e, dafi Enzynmel ekt r ophor ese far die Pr uf ung auf
Unt erschei dbarkeit verwendet wrd, sollten mndestens 20 Keinscheiden
unt er sucht wer den.

I V. Met hoden und Erfassungen

1. Die in Kapitel VIl beschriebenen Merkmale sollten fir die Priafung auf
Unt er schei dbarkeit von | nzuchtlinien, Hybriden und freiabbl Ghenden Sorten
verwendet werden.

2. Zur Bestinmmung der Unterscheidbarkeit von Hybriden kann jedoch ein
Vor pr if ungssyst em auf Grundl age der Elternlinien und der Fornel gemal3 den
f ol genden Enpfehl ungen ei ngerichtet werden:

(1) Beschrei bung der Elterlinien genmaR den Prufungsrichtlinien;
(i) Priufung der Eigenstandigkeit der Elterlinien im Vergleich zu der
Ver gl ei chssamm ung auf der Gundlage der in Kapitel VII beschriebenen

Mer kmal e, um di e ahnlichsten I nzuchtlinien zu ermtteln;

(iii) Priufung der Eigenstandigkeit der Hybridfornel im Vergleich nit
denen der allgenmein bekannten Hybriden unter Bericksichtigung der
ahnli chsten | nzuchtlinien;

(iv) Besti mmung der Unterscheidbarkeit an der Hybride bei Sorten nit
ahnl i cher Fornel.

3. Alle Erfassungen zur Bestimung der Unterschei dbarkeit und Honogenit at
sollten an mindestens 40 Pflanzen oder Pflanzenteilen erfolgen (bei
I nzuchtlinien ohne Pflanzen, die durch Frendbest&ubung entstanden sind,
sowi e bei Ei nfachhybri den ohne Pflanzen, die offensichtlich einer
Sel bstung der Mutterlinie entstammen).

4. Ale Erfassungen am Kol ben sollten am obersten gut entw ckelten Kol ben
er f ol gen.

5.  Fdr die Best i mung der Hormogeni t at von I nzuchtl'i ni en und
Ei nfachhybriden sollte ein Populationsstandard von 3 Prozent mt einer
Akzept anzwahr schei nl i chkeit von 95 Prozent verwendet werden. Bei einer
Probengr6Be von 40 Pflanzen ist die hochstzul &ssige Anzahl Abweicher 3.
Zuséat zl i ch gelten der sel be Popul ati onsst andard und di esel be
Akzept anzwahr schei nlichkeit fir offensichtlich aus einer Frendbestéaubung
herrihrende Pflanzen in |Inzuchtlinien sowie fur Pflanzen in einer
Ei nf achhybri de, die offensichtlich einer Selbstung der Mitterlinie
entstamen (deutlicher Unterschied in Pflanzenhohe, Kol bengr6fRe oder
Rei fezei t punkt, sowie Nachweis durch El ektrophorese von Enzynen). Fur
St aat en, die bei ei ner Anpassung ihres Systenms an diese Regeln
Schwi eri gkeiten voraussehen, besteht die Mglichkeit einer Ubergangszeit
von zwei Jahren fidr die Annahme der Priafungsrichtlinien, bevor sie die
neuen Regeln Ubernehnen. Far Dr ei weghybri den, Doppel hybri den  und
frei abbl thende Sorten sollte die Variabilitéat innerhalb der Sorte nicht
die Variabilitéat vergleichbarer bekannter Sorten Ubersteigen.

6. In Mehrfachhybriden kénnen Merkmal e aufspalten, mt der Wrkung, dass
in einer Sorte mehrere Auspragungsstufen nebenei nander auftreten. Einige
Mer kmal e, di e erfahrungsgemal in Mehrfachhybriden zu sol chen Aufspaltungen
fihren koénnen, sind nmit dem Zeichen "(S)" versehen.
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7. Bei Verwendung der Elektrophorese von Enzymen fur die Pridfung der
Unt erschei dbarkeit sollten die gleichen Populationsstandards und die
gl ei che Akzeptanzwahrscheinlichkeit we fiar andere Merkmale verwendet
werden. Um den Arbeitsaufwand zu reduzi eren, kann jedoch eine sequentielle
Anal yse durchgefihrt werden. Bei der Auswertung von Inzuchtlinien sollten
die Falle, bei denen in zwei oder mehr Loci Heterozygote nmit dem Allel der
I nzuchtlinie nachweisbar sind (= AX), als Frendbesté&ubung betrachtet
werden. Alle Falle, bei denen nur ein Locus heterozygot ist oder zwei
fremde Allele aufweist, sollten als Abwei cher betrachtet werden.

V. G uppierung der Sorten

1. Das Pr uf sorti ment sollte zur | ei chteren Her ausar bei t ung der
Unt erschei dbarkeit in Guppen unterteilt werden. Fur die G uppierung sind
sol che Merkmal e geeignet, die erfahrungsgenmal3 innerhalb einer Sorte nicht
oder nur wenig variieren. Die verschi edenen Auspréagungsstufen sollten in
der Vergl ei chssamm ung ziemich gleichnaBig verteilt sein.

2. Den zustandigen Behdrden w rd enpfohlen, die nachstehenden Merkmale
fiar die Guppierung der Sorten heranzuzi ehen:

i) Ri spe: Zeitpunkt der nAnnlichen Blute (Merkmal 7)

ii) Kol ben: Ant hocyanf @ bung der Narbenf&aden (Merkmal 16)

iii) Pfl anze: Lange (Merkmal 22.1/22.2)

iv) Kol ben: Korntyp (Merknmal 30)

V) Kol ben: Ant hocyanf & bung der Spel zen der Spindel (Merkmal 33)

VI. Merkmal e und Synbol e

1. Zur Beurteilung der Unterscheidbarkeit, Honpgenitat und Bestandi gkeit
sollten die Merkmale mt ihren Auspragungsstufen, we sie in der
Merkmal stabelle in den drei UPOV- Ar bei t ssprachen  auf gef ihrt si nd,
verwendet werden.

2. Hinter den Auspréagungsstufen fir jedes Merkmal stehen Noten (von 1 bis
9) fur eine el ektronische Datenverarbeitung.

3. Legende:
(*) Merkmale, die fur alle Sorten in jedem Priufungsjahr, in dem Prifungen
vor genonmen wer den, her angezogen wer den und in j eder

Sort enbeschrei bung enthalten sein sollten, sofern die Auspragungsstufe
ei nes vorausgehenden Merkmals oder regionale Umeltbedi ngungen dies
ni cht ausschl i ef3en.

(+) Siehe Erklarungen zu der Merknmal stabelle in Kapitel VIII.

1) Das optimal e Entwi ckl ungsstadi um fir die Erfassung eines jeden Merkmals
ist durch eine Ziffer in der zweiten Spalte angegeben. Die durch die
ei nzel nen Ziffern angegebenen Entw cklungsstadien sind am Ende des
Kapitels VII1 beschrieben.

(S) Siehe Erkl arungen zu niglichen Aufspaltungen in Kapitel 1V, Absatz 6.

* % * * * * %
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VII. Table of Characteristics/Tabl eau des caract éres/ Merknal st abel |l e
Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St ade Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kmal e St adi umt) Bei spi el ssorten
1. First leaf: antho- 12 absent or nulle ou fehl end oder 1
cyanin coloration (S) very weak trés faible sehr gering
of sheath
weak faible gering F113 3
Prem ere feuille
pi gnent ati on ant ho- medi um noyenne mttel F2 5
cyani que de | a gaine
strong forte stark F244 7
Primérblatt: Anthocyan-
farbung der Blattscheide very strong trés forte sehr stark 9
2. First |eaf: shape of 14 poi nt ed poi ntu spitz WL17 1
(+) tip
pointed to pointu a spitz bis 2
Prem ére feuille: round arrondi abger undet
forme du somret
round arrondi abger undet F2 3
Primérblatt: Form
der Spitze round to arrondi a abger undet 4
spatul ate spatul é bi s stunpf
spatul ate spatul é st unpf EP1 5
3. Leaf: angl e between 61 very snal | tres petit sehr klein 1
(+) bl ade and stem (on
| eaf just above upper smal | petit kl ein 3
ear)
medi um noyen mttel WL17 5
Feuille: angle entre
le linbe et la tige | arge grand gross F252 7
(sur la feuille juste
au-dessus de |'épi le very | arge trés grand sehr gross 9
pl us haut)
Blatt: Wnkel zw schen
Bl attspreite und Stenge
(amBlatt unmittel bar
oberhal b des obersten
Kol bens)
4. Leaf: attitude of blade 61 strai ght droit ger ade F252 1
(+) (as for 3)
slightly | égér ement gering F1444 3
Feuille: port du linbe recurved i ncurvé gebogen
(comme pour 3)
recurved i ncurvé gebogen F186 5
Bl att: Hal tung der
Spreite strongly fortement stark awr 7
(wie unter 3) recurved incurveé gebogen
very strongly treés fortenent sehr stark 9
recurved i ncurvé gebogen
5. Stem degree of zig-zag 65 absent or nul ou fehl end oder Eva, |vana 1
very slight tres faible sehr méssig
Tige: degré du zig-zag
sl i ght faible massi g Sabri na 2
St engel : Zi ckzack-
auspr agung strong fort deutlich Dea, F252 3
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Characteristics St agel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten
Stem ant hocyanin 65-75 absent or nulle ou fehl end oder W.82E 1
coloration of brace (S) very weak tres faible sehr gering
roots
weak faible gering F7 3
Tige: pignentation
ant hocyani que des medi um nmoyenne mttel F2 5
raci nes d'ancrage
strong forte stark A632 7
St engel :  Ant hocyanf ar bung
der Stel zwurzeln very strong tres forte sehr stark 9
(*) 7. Tassel : time of 65 very early treés précoce sehr frih 1
anthesis (on mddle
third of main axis, very early treés précoce sehr frih KWL069 2
50% of pl ants) to early a précoce bis frih
Pani cul e: époque de early pr écoce fruh F7 3
floraison male (au
tiers noyen du nmaitre early to précoce a fruh bis F259 4
brin, 50% des plantes) medi um noyenne mttel
Ri spe: Zeitpunkt der medi um noyenne mttel W17 5
mannl i chen Bl ate (im
mttleren Drittel der medi umto noyenne a mttel bis A632 6
M ttel achse, 50% der late tardive spat
Pfl anzen)
late tardive spat M17 7
late to tardive a spat bis B73 8
very late trées tardive sehr spat
very late tres tardive sehr spat 9
8. Tassel : ant hocyanin 65 absent or nulle ou fehl end oder W17 1
(+) coloration at base (S) very weak trés faible sehr gering
of glume (in mddle
third of main axis) weak faible gering F2 3
Pani cul e: bourrel et medi um noyenne mttel F107 5
(anneau ant hocyani que)
juste en-dessous de |la strong forte stark EP1 7
glune (au tiers noyen
du brin maitre) very strong trés forte sehr stark 9
Ri spe: Ant hocyanf ar bung
an der Basis der Hill-
spelze (immttleren
Drittel der Mttel-
achse)
9. Tassel : ant hocyanin 65 absent or nulle ou fehl end oder F16 1
coloration of glunes (S) very weak trés faible sehr gering
excl udi ng base
(as for 8) weak faible gering F2 3
Pani cul e: pignentation medi um noyenne mttel EP1 5
ant hocyani que des gl unes
a |"exclusion de la strong forte stark W/ 9A 7
base (comre pour 8)
very strong trés forte sehr stark 9

Ri spe: Ant hocyanf &r bung
der Hul | spel ze ohne
Basis (W e unter 8)




TE 2/ 6
Mai ze/ Mai s/ Mai s, 94-11-04

- 15 -
Characteristics St agel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten
10. Tassel : ant hocyanin 65 absent or nulle ou fehl end oder F244 1
coloration of anthers (S very weak tres faible sehr gering
(as for 8; on fresh
ant hers) weak faible gering F2 3
Pani cul e: pigmentation medi um nmoyenne mttel WL82E 5
ant hocyani que des ant hé-
res (comre pour 8; strong forte stark F195 7
sur anthéres frafches)
very strong tres forte sehr stark 9
Ri spe: Ant hocyanf ar bung
der Antheren (wie unter
8; an frischen Antheren)
11. Tassel : density of 65 | ax | ache | ocker F16 3
spi kelets (as for 8)
medi um nmoyenne mttel W01 5
Pani cul e: densité des
épillets (come pour 8) dense conpact e di cht EP1 7
Ri spe: Dichte der
Aehrchen (wi e unter 8)
(*)12. Tassel : angl e between 65 very snal | tres petit sehr klein 1
(+) main axis and | ateral
branches (in | ower smal | petit kl ein F257 3
third of tassel)
medi um nmoyen mttel EP1 5
Pani cul e: angle entre
|"axe central et les | arge grand gross WL17 7
ram fications (au tiers
inférieur de |la panicule) very | arge treés grand sehr gross 9
Ri spe: W nkel zw schen
der Mttel achse und
den Seitenasten (im
unteren Rispendrittel)
(*)13. Tassel: attitude of 65 strai ght droit ger ade F257 1
(+) | ateral branches (S)
(as for 12) slightly | éger enent gering A619 3
recurved incurveé gebogen

Pani cul e: port des
ram fications recurved incurveé gebogen awr 5
(come pour 12)

strongly fortenment stark WL17 7
Ri spe: Hal tung der recurved i ncurvé gebogen
Sei tenaste
(Wi e unter 12) very strongly trés fortenent sehr stark 9
recurved incurveé gebogen
(*)14. Tassel : nunber of 65 absent or nul ou fehl end oder F7 1
primary |ateral very few tres petit sehr gering
branches
few petit gering F252 3
Pani cul e: nonbre de
ram fications prinmaires medi um noyen mttel F244 5
Ri spe: Anzahl der Seiten- many grand gross 7
aste erster O dnung
very nmany trés grand sehr gross 9
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Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten
15. Ear: time of silk 65 very early treés précoce sehr frih 1
ener gence
(50% of pl ants) very early treés précoce sehr frih 2
to early a précoce bis frih
Epi : époque d' appari -
tion des soies early pr écoce frah F7 3
(50% des pl ant es)
early to précoce a fruh bis F259 4
Kol ben: Zeit punkt medi um noyenne mtte
des Erschei nens der
Nar benf aden medi um noyenne mttel WL17 5
(50% der Pflanzen)
mediumto noyenne a mttel bis A632 6
late tardive spat
late tardive spat M17 7
late to tardive a spat bis B73 8
very late trés tardive sehr spat
very late tres tardive sehr spat 9
(*)16. Ear: ant hocyanin 65 absent absent e f ehl end F7 1
coloration of silks (S)
present présent e vor handen F2 9
Epi : pignentation
ant hocyani que des soi es
Kol ben: Ant hocyanf ar bung
der Nar benf &den
(*)17. Ear: intensity of 65 very weak tres faible sehr gering CMLO5 1
ant hocyanin coloration (S)
of silks weak faible gering F186 3
Epi: intensité de la medi um nmoyenne mttel W01 5
pi gnent ati on ant ho-
cyani que des soies strong forte stark 7
Kol ben: Intensitéat der very strong tres forte sehr stark 9
Ant hocyanf arbung der
Nar benf &den
18. Leaf : anthocyanin 71 absent or nulle ou fehl end oder F7 1
coloration of sheath (S) very weak tres faible sehr gering
(in mddle of plant)
weak faible gering F186 3
Feuille: pignentation
ant hocyani que de | a medi um nmoyenne mttel F195 5
gaine (au mlieu de
la plante) strong forte stark EP1 7
Bl att: Anthocyanf &arbung very strong tres forte sehr stark 9
der Blattscheide (in
der Mtte der Pflanze)
19. Tassel : length of main 71 very short trés court sehr kurz 1
axi s above | owest side
branch short court kur z EP1 3
Pani cul e: | ongueur de medi um noyen mttel F244 5
| " axe central au-dessus
du rameau inférieur | ong | ong | ang F16 7
Ri spe: Lange der Mttel- very | ong trés |long sehr | ang 9

achse oberhal b des
untersten Seitenastes
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Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten
(*) 20. Tassel : length of main 71 very short trés court sehr kurz 1
axi s above upper side
branch short court kur z EP1 3
Pani cul e: | ongueur de medi um noyen mttel F259 5
| " axe central au-dessus
du rameau supéri eur | ong | ong | ang F16 7
Ri spe: Lange der Mttel- very | ong trés |ong sehr | ang 9
achse oberhal b des
obersten Seitenastes
21. Tassel : length of side 71 very short treés court sehr kurz KW 1332 1
branches
(as for 16) short court kurz F2 3
Pani cul e: | ongueur des medi um nmoyen mttel Rant zo 5
r ameaux
(come pour 16) | ong | ong | ang Di amant 7
Ri spe: Lange der very | ong treés |ong sehr | ang 9
Sei tenaste
(Wi e unter 16)
(*)22.1 In-bred lines only: 75 very short trés courte sehr kurz F7 1
Plant: length
(tassel included) short courte kur z WL17 3
Seul enent |i gnées: medi um noyenne mttel WL82E 5
Pl ante: | ongueur
(pani cul e conpri se) | ong | ongue | ang M17 7
Nur | nzuchtlini en: very | ong trés | ongue sehr | ang 9
Pfl anze: Léange
(einschliesslich Rispe)
(*)22.2 Hybrids and open 75 very short trés courte sehr kurz Nano- Dos 1
pollinated varieties
only: Plant: |ength short courte kurz DK232 3
(tassel included)
medi um nmoyenne mttel Magi st er 5
Seul ement hybri des et
vari étés a fécondation | ong | ongue | ang Cecilia 7
libre: Plante: |ongueur
(pani cul e conpri se) very | ong treés | ongue sehr | ang Al i mare 9
Nur Hybriden und frei-
abbl Uhende Sorten
Pfl anze: Léange
(einschliesslich Rispe)
23. Plant: ratio height 75 very snal | tres petit sehr klein 1
of insertion of upper
ear to plant length smal | petit kl ein F259 3
Pl ante: hauteur d'in- medi um nmoyen mttel F522 5
sertion de |'épi par
rapport a |la | ongueur | arge grand gross A632 7
de la plante
very | arge treés grand sehr gross 9

Pfl anze: Verhaltnis der
Ansat zhdhe des Kol bens
zur Pfl anzenl ange
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Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten

24. Leaf: width of blade 75 very narrow trés étroit sehr schnal 1

(1 eaf of upper ear)

narrow étroit schnal F16 3
Feuille: largeur du
linbe (feuille de |I'épi medi um noyen mttel A632 5
I e plus haut)

wi de | arge breit WL82E 7
Blatt: Breite der
Spreite (Blatt des very wide trés large sehr breit 9
ober st en Kol bens)

25. Ear: 1 ength of peduncle 85 very short trés court sehr kurz 1
Epi : | ongueur du short court kur z F7 3
pédoncul e

medi um noyen mttel WL82E 5
Kol ben: Stiell &nge

| ong | ong | ang F492 7

very | ong trés |ong sehr | ang 9

(*)26. Ear: length 92 very short treés court sehr kurz 1

(wi thout husk)

short court kurz F2 3
Epi : | ongueur
(sans spat hes) medi um nmoyen mttel A654 5
Kol ben: Lé&nge | ong | ong | ang awr 7
(ohne Lieschen)

very | ong treés |long sehr | ang 9

27. Ear: dianeter 92 very snal | tres petit sehr dunn 1

(in mddle)

smal | petit dinn F7 3
Epi: diametre
(au mlieu) medi um noyen mttel W01 5
Kol ben: Dicke | arge grand di ck B73 7
(in der Kol ben-
mtte) very | arge trés grand sehr dick 9

28. Ear: shape 92 coni cal coni que koni sch F16 1

Epi: forme coni co- cyl i ndro- koni sch- F7 2
cylindrical coni que zylindrisch

Kol ben: Form
cylindrical cylindrique zylindrisch F66 3

29. Ear: nunber of rows 92 very few tres petit sehr gering 1

of grain

few petit gering F2 3
Epi : nonbre de rangs

medi um nmoyen mttel EP1 5
Kol ben: Kornrei henzah

many grand gross B73 7

very nmany treés grand sehr gross 9
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Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St ade Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten
(*)30. Ear: type of grain 92 flint corné Hart nai s F2 1
(in mddle third of (S)
ear) flint-1ike corné a hart mai s- F252 2
cor né-dent é ahnlich
Epi: type de grain
(au tiers noyen de internmedi ate cor né-dent é Zwi schentyp CO125 3
" épi)
dent-1i ke cor né-dent é zahnmai s- F259 4
Kol ben: Korntyp a denté ahnlich
(immttleren Drittel
des Kol bens) dent dent é Zahnmai s W01 5
sweet sucré Zucker mai s Jubi | ee 6
pop pop Popcorn | owa Pop 7
(*)31. Ear: color of top of white bl anc wei ss Al188 1
grain
yel | owi sh bl anc gel blich 2
Epi : coul eur white jaunatre wei ss
du grain
yel | ow j aune gel b W01 3
Kol ben: Farbe der
Kor nkr one yel | ow orange jaune orangé gel bor ange F2 4
or ange or ange or ange F257 5
red orange rouge orangé r ot or ange 6
red rouge rot 7
dark red rouge foncé dunkel r ot 8
bl ue bl ack noir-bl eu bl auschwar z 9
32. Ear: col or of dorsal white bl anc wei ss F481 1
side of grain
yel | owi sh bl anc gel bli ch Al188 2
Epi : coul eur white jaunatre wei ss
face dorsale du grain
yel | ow j aune gel b A654 3
Kol ben: Farbe der
Kor nriicksei te yel | ow orange jaune orangé gel bor ange F2 4
or ange or ange or ange F7 5
red orange rouge orangé r ot or ange 6
red rouge rot 7
dark red rouge foncé dunkel r ot 8
bl ue bl ack noi r-bl eu bl auschwar z 9
(*)33. Ear: anthocyanin 93 absent absent e f ehl end F2 1
coloration of glunes (S)
of cob present présent e vor handen WL17 9

Epi: pignmentation
ant hocyani que des
glunes de la rafle

Kol ben: Ant hocyanf ar bung
der Spel zen der Spinde
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Characteristics St agel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten

34. Ear: intensity of 93 very weak trés faible sehr gering 1
ant hocyanin col oration (S)
of glunmes of cob weak faible gering 3
Epi: intensité de la medi um noyenne mttel Dea, Prisma 5
pi gment ati on ant ho-
cyani que des gl unes de strong forte stark Pi anosa 7
la rafle

very strong trés forte sehr stark Alios 9

Kol ben: Intensitéat der
Ant hocyanf arbung der
Spel zen der Spi ndel
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Expl anati ons on the Table of Characteristics/Explications du tableau

| eaf :

des caracteres/Erkl arungen zu der

Mer knal st abel | e

shape of tip

Prem ére feuille

forne du sonmet

Primirblatt: Formder Spitze
1 2 3
poi nt ed pointed to round round
poi ntu pointu a arrondi arrond
spitz spitz bis abgerundet abger undet
Ad/ Add./Zu 3 + 12
Leaf and tassel: angle
Feuille et panicule: angle
Blatt und Rispe: W nkel
1 3 5
very smal | smal | medi um
trés petit petit noyen
sehr klein kl ein mtte
(<59 (+ 259 (+ 50°)

4

round to spatul ate

arrondi a spatul é

abgerundet bis stunpf

_—

7

| arge
grand
gr oss

(+ 759

5
spatul ate

spatul é
st unpf

~.

9

very | arge
treés grand
sehr gross

(> 90°)
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Ad/ Add./Zu 4 + 13

Leaf and tassel: attitude of blade and of |ateral branches

Feuille et panicule: port du linbe et des ranifications

Blatt und Rispe: Haltung der Spreite und der Seitenéaste

N |

1 3 5 7 9
strai ght slightly recurved recurved strongly recurved very strongly recurved
droit | égéerenent incurvé incurvé fortement incurvé tres fortement incurvé
ger ade gering gebogen gebogen stark gebogen sehr stark gebogen

Ad/ Add./ Zu 8

Tassel : anthocyanin col oration at base of glune

Pani cul e: bourrel et (anneau ant hocyani que) juste en-dessous de la glune

Ri spe: Ant hocyanf @& bung an der Basis der Hill spel ze
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Deci nal Code for the Growth Stages*
Code décimal pour |es stades de croissance*
Dezi nal - Code fir die Entw ckl ungsstadi en*

CODE GENERAL DESCRI PTI ON DESCRI PTI ON GENERALE ALLGEMEI NE BESCHREI BUNG
Germi nation Germination Kei nung
00 Dry seed Grain sec Trockene Saat
Seedling growh Croi ssance de |la plantule Wachstum des Kei nlings
12 2 |l eaves unfol ded 2 feuilles étal ées 2 Blatter entfaltet
14 4 | eaves unf ol ded 4 feuilles étal ées 4 Blatter entfaltet
Tillering Tal | age Best ockung
St em el ongati on El ongation de la tige Schossen
(mont ai son)
Booti ng Conf | enent Schwel | st adi um
I nfl orescence energence Epi ai son Er schei nen des

Bl Ut enst ands

51 (07'9) I nflorescence just visible Inflorescence a peine Bl Ut enst and ger ade
? visible si cht bar
Ant hesi s Ant hése Bl it e
61 (07:9) Begi nni ng of anthesis Début de |'anthése Begi nn der Bl te
65 (07:9) Ant hesi s hal f way M -fl orai son Mtte der Blilte
M1k devel opnent St ade | aut eux Entwi cklung der Mlchreife
71 Caryopsis watery ripe State aqueux de la Karyopse wasserreif
maturation du caryopse
75 Medi um m | k M -1 ait eux Mtte der Mlchreife
Dough devel opnent St ade pét eux Ent wi ckl ung der Teigreife
85 Soft dough Pat eux tendre wei ch teigreif
Ri peni ng Mat ur ati on Das Reifen
92 Caryopsis hard (can no Le caryopse est dur Karyopse hart (nicht mehr
| onger be dented by (ne peut plus du tout mt dem Daunennagel ein-
t hunmbnai I') étre entamé par |'ongle) zudel | en)
93 Caryopsi s | ooseni ng Caryopse se détachant Kar yopse tagstuber
in daytinme dans | a journée | ocker nd

Extracted from J.C. Zadoks, T.T. Chang and C.F. Konzak, Decinmal Code for the G owh States
of Cereals, EUCARPIA Bulletin No. 7, 1974, pp. 42-52. The French translation has been

kindly furnished by Ms. R Cassini, M. R Cassini and M. R Marie. The Gernman
transl ation has been kindly furnished by M. A O Klonp and Ms. |. Volk.

Extrait de J.C. Zadoks, T.T. Chang et C F. Konzak, Decimal Code for the Gowh States of
Cereals, EUCARPIA Bulletin No. 7, 1974, pp. 42-52. La traduction francaise a été
ai mabl erent fournie par Mme R Cassini, M R Cassini et M R Marie. La traduction
al |l emande a été aimabl enment fournie par M A O Kl onp et Mre |. Vol k.

Auszug von J.C. Zadoks, T.T. Chang und C F. Konzak, Decimal Code for the Growth States of
Cereals, EUCARPIA Bulletin No. 7, 1974, pp. 42-52. D e franzosische Uebersetzung wrde
freundl i cherweise von Frau R Cassini, Herrn R Cassini und Herrn R Marie Uberlassen. D e
deutsche Uebersetzung wurde freundlicherweise von Herrn AAO Klonp wund Frau |. Volk
Uber | assen.



TE 2/ 6
Mai ze/ Mai s/ Mai s, 94-11-04
- 24 -
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X.  Techni cal Questionnaire/Questionnaire technique/ Techni scher Fragebogen

Ref er ence Nunber

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

(réservé aux adm nistrations)

Ref er enznunmer

(nicht 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 mt der Annel dung zum Sortenschutz auszufillen

Speci es/ Espéce/ Art Zea mays L

Appl i cant (Narme and address)/Demandeur (nom et adresse)/Anmel der (Name und Adresse)

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

Information on origin, maintenance and reproduction of the variety
Rensei gnenents sur |'origine, le maintien et |la reproduction de la variété
I nformation uUber Ursprung, Erhaltung und Vermehrung der Sorte

Met hod of breedi ng/ Mt hode d' obt enti on/ Ziicht ungsver f ahren

(i) inbred line/lignée/lnzuchtlinie [ 1]
(ii) singl e-cross hybrid/ hybride sinpl e/ Ei nfachkreuzung [ ]
(iii) three-way cross hybrid/ hybride trois voi es/Drei weghybride [ 1
(iv) doubl e-cross hybrid/ hybri de doubl e/ Doppel hybri de [ ]
(v) open-pol linated variety/variété a fécondation |ibre/Freiabbl Uhende Sorte [ 1
(vi) other (indicate formula)/autre (préciser la formule)/Andere (Fornel angeben) [ ]

O her information/ Autres rensei gnenment s/ Andere | nfornmationen

Characteristics of the variety to be given (the nunber in brackets refers to the corresponding
characteristic in the Test Cuidelines; please mark the state of expression which best corresponds)

Caracteres de la variété a indiquer (le chiffre entre parenthéses renvoie au caracteére correspondant
dans les principes directeurs d' examen; priére de marquer d'une croix |le niveau d'expression

appropri é)

Anzugebende Merkmale der Sorte (die in Kl amern angegebene Zahl verweist auf das entsprechende
Merkmal in den Prifungsrichtlinien; die Auspréagungsstufe, die der der Sorte am nadchsten kommt, bitte
ankreuzen)
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Characteristics St agel) Exanpl e Varieties
Car act eres St ade Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kmal e St adi umt) Bei spi el ssorten
5.1 Tassel : time of 65 very early treés précoce sehr fruh 1 ]
(7) anthesis (on mddle
third of main axis, very early treés précoce sehr fruh KWL069 2[ ]
50% of pl ants) to early a précoce bis frih
Pani cul e: époque de early pr écoce fruh F7 3[ ]
floraison male (au
tiers noyen du naitre early to précoce a fruh bis F259 40 ]
brin, 50% des plantes) medi um nmoyenne mttel
Ri spe: Zeitpunkt der medi um nmoyenne mttel WL17 5[ 1]
mannl i chen Bl ite (im
mttleren Drittel der medi um to noyenne a mttel bis AB32 6[ 1]
M ttel achse, 50% der late tardive spat
Pfl anzen)
late tardive spat M17 M 1]
late to tardive a spat bis B73 8[ ]
very late tres tardive sehr spéat
very late tres tardive sehr spéat 9 1
5.2 Ear: anthocyanin 65 absent absent e f ehl end F7 1[ ]
(16) coloration of silks (S)
present présente vor handen F2 9[ ]
Epi: pignmentation
ant hocyani que des soies
Kol ben: Ant hocyanf ar bung
der Nar benf &den
5.3i In-bred lines only: 75 very short trés courte sehr kurz F7 1[ ]
(22.1) Plant: length
(tassel included) short courte kur z W17 3[ ]
Seul enent |i gnées: medi um noyenne mttel WL82E 5[ ]
Pl ante: | ongueur
(pani cul e conpri se) | ong | ongue | ang M17 7 1]
Nur | nzuchtlini en: very | ong trés | ongue sehr | ang 9[ ]
Pfl anze: Léange
(einschliesslich Rispe)
5.3.ii Hybrids and open 75 very short trés courte sehr kurz Nano- Dos 1 ]
(22.2) pollinated varieties
only: Plant: length short courte kurz DK232 3[ 1]
(tassel included)
medi um nmoyenne mttel Magi st er 5[ 1]
Seul ement hybri des et
vari étés a fécondation | ong | ongue | ang Cecilia 71 1]
libre: Plante: |ongueur
(pani cul e conpri se) very | ong treés | ongue sehr | ang Al'i mare 9 1

Nur Hybriden und frei-
abbl Ghende Sorten:

Pfl anze: Léange
(einschliesslich Rispe)
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Characteristics Stagel) Exanpl e Varieties
Car act eres St adel) Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e St adi umt) Bei spi el ssorten
5.4 Ear: type of grain 92 flint corné Hart nai s F2 1[ ]
(30) (in mddle third of (9
ear) flint-1ike corné a hart mai s- F252 2[ ]
corné-dent é ahnli ch
Epi: type de grain
(au tiers noyen de internmedi ate cor né-dent é Zwi schentyp CO125 3[ 1]
| épi)
dent-1i ke cor né-dent é zahnmai s- F259 a4 ]
Kol ben: Korntyp a denté ahnlich
(immttleren Drittel
des Kol bens) dent dent é Zahnmai s w01 5[ ]
sweet sucré Zucker mai s Jubi | ee 6[ ]
pop pop Popcorn | owa Pop M 1]
5.5 Ear: anthocyanin 93 absent absent e f ehl end F2 1 ]
(33) coloration of glunes (S)
of cob present présent e vor handen WL17 9 1
Epi: pignmentation
ant hocyani que des
glunes de la rafle
Kol ben: Ant hocyanf ar bung
der Spel zen der Spinde
6. Simlar varieties and differences fromthese varieties

Vari étés voisines et différences par rapport a ces variétés
Aehnliche Sorten und Unterschi ede zu di esen Sorten

Characteristic in which
the simlar variety is

different®)

Denomi nati on of
simlar variety

State of expression
of simlar variety

State of expression
of candi date
variety

Dénomi nati on de
la vari été
voi si ne

Caractere par |lequel la
vari été voisine différe°)

Ni veau d' expression
pour la variéte
Voi si ne

Ni veau d' expression
pour la variété
candi dat e

Merkmal , in demdie
ahnliche Sorte

unterschiedlich ist®)

Auspr dgungsst uf e
der Kandi dat ensorte

Bezei chnung der
ahnlichen Sorte

Auspr dgungsst uf e der
ahnlichen Sorte

In the case of identical states of expression of both varieties, please indicate the size of the
difference/ Au cas ou les niveaux d'expression des deux variétés seraient identiques, priere
d' indiquer |'anplitude de la différence/ Sofern die Auspréagungsstufen der beiden Sorten identisch

sind, bitte die G osse des Unterschi eds angeben
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Addi tional information which may hel p to distinguish the variety

Rensei gnenents conpl énentaires pouvant faciliter la détermination des caractéres distinctifs de |la
vari été

Zusat zliche Informati on 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 gegeniiber Schador gani snen

Speci al conditions for the exami nation of the variety
Conditions particulieéres pour |'exanen de |la variété
Besonder e Bedi ngungen fur die Prifung der Sorte

O her information
Aut res rensei gnenents
Ander e | nformationen

[ Annex fol | ows/
L' annex suit/
Anl age folgt]
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ANNEX/ ANNEXE/ ANLAGE
Addi tional Useful Expl anations

Explications additionnelles utiles
Zusat zl i che nutzliche Erklarungen

[ Engli sh]
TABLE OF CONTENTS PAGE
Part 1. I ntroduction 2
Part I1I. Characteristics Derived by Using 3
El ect rophoresi s
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Description of the exanple inbred Iines and hybrids 46
Description des |ignées endoganes et hybrides ténpins
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[ Engli sh]

Part |
I ntroduction

The following Annex <contains a |list of <characteristics derived by using
el ectrophoresis and a description of the nethod to be used. UPOV decided to place these
characteristics in an Annex to the Test Cuidelines, thereby creating a special category
of characteristic, because the majority of the UPOV nenber 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 conplenent to other differences in norphological or physiological
characteristics. UPOV reconfirns that these characteristics are considered useful but
that they mght not be sufficient on their own to establish dis- tinctness. They should
not be used as a routine characteristic but at the request or with the agreenent of the
applicant of the candidate variety

For the analysis of enzynes, starch gel el ectrophoresis is recomended.
Pol ynor phi sm of enzynmes (i.e. 16 enzyne loci) can be detected. Genetic control is known
for each enzyne locus. For the description of the method and the genetic interpretation
of the zynograns, reference is made to the technical bulletin by Stuber, Wndel, Goodnan
and Smith, 1988, and the technical handbook by Grenéche and G raud, 1994. The alleles
are described by band nunbers according to the definition given by Cardy, Stuber
Goodnman, 1980, (see Chapter |X, Literature)
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Part 11

Characteristics Derived by Using El ectrophoresis

Characteristics Exanpl e Varieties
Car act eres Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten
Al l el e expression at genotype 1/1 génotype 1/1 Genotyp 1/1 F252 1
locus Mih 1 genotype 1/6 génotype 1/ 6 Genotyp 1/6 Tau
ininteraction en interaction in Interaktion
Expression de |'alleéle with allele 6 avec allele 6 mt Alel 6 von
occupant le locus Mih 1 of Mih 2 de Mih 2 Mih 2
Al l el - Auspréagung in genotype 6/6 génotype 6/6 Genotyp 6/6 A239 2
Locus Mih 1
genotype 1/6 génotype 1/6 Genotyp 1/6 Mar shal | 3
but not in mai s sans j edoch ohne
interaction interaction I nteraktion
with allele 6 avec allele 6 mt Allel 6
of Mih 2 de Mih 2 von Mih 2
Al'l el e expression at Genot ype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3 F252 1
| ocus Mih 2 Genotype 3/4.5 Cénotype 3/4.5 Genotyp 3/4.5 Robi n
Expression de |'alléle Genot ype Génot ype Genot yp W 401 2
occupant le |locus Mlh 2 4.5/4.5 4.5/4.5 4.5/4.5
Al l el - Auspréagung in Genot ype 6/6 Génot ype 6/ 6 Genotyp 6/6 A 239 3
Locus Mih 2
Genotype 3/6 Génot ype 3/ 6 Genotyp 3/6 Azur 4
Genotype 4.5/6 Génotype 4.5/6 Genotyp 4.5/ 6 5
Al l el e expression at Genotype 16/16 Cénotype 16/ 16 Genotyp 16/ 16 F252 1
| ocus Mih 3
Genotype 18/18 Cénotype 18/18 Genotyp 18/18 Co 158 2
Expression de |'alleéle
occupant le |locus Mih 3 Genotype 16/18 Cénotype 16/18 Genotyp 16/18 Fi garo 3
Al l el - Auspréagung in
Locus Mih 3
Al l el e expression at Genotype MM Génotype MM Genotyp MM F 252 1
| ocus Mmm Genotype Mm Génotype Mm Genotyp Mm
Expression de |'alleéle Genotype mm Génotype nmim Genotyp m'm 2
occupent |le |ocus
Mmm
Al l el - Auspréagung in
Locus Mm
Al'l el e expression at Genot ype Génot ype Genot yp F 252 1
loci Mih 4 + mih 5 12/12 + 12/12 12/12 + 12/12 12/12 + 12/12
Expression de |'alléle Genot ype Génot ype Genot yp F 2 2
occupant |es |oci 12/12 + 15/15 12/12 + 15/15 12/12 + 15/15
Mih 4 + Mih 5 Genot ype Génot ype Genot yp Robi n

12/ 12 + 12/ 15 12/ 12 + 12/ 15 12/ 12 + 12/ 15
Al l el - Auspréagung in
Loci mih 4 + Mdlh 5
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Characteristics

Exanpl e Varieties

Car act eres Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten
40. Al lele expression at Genot ype Génot ype Genot yp A 239 1
loci Idh 1 + 1dh 2 4/ 4 + 4/ 4 4/ 4 + 4/ 4 4/ 4 + 4/ 4
Genot ype Génot ype Genot yp
Expression de |'alleéle 4/6 + 4/ 4 4/6 + 4/ 4 4/6 + 4/ 4
occupant les |oci
Idh 1 + Idh 2 Genot ype Génot ype Genot yp CcM 7 2
4/4 + 6/6 4/4 + 6/6 4/4 + 6/6
Al l el - Auspréagung in
Loci Idh 1 + Idh 2 Genot ype Génot ype Genot yp F 1110 3
6/6 + 4/ 4 6/6 + 4/ 4 6/6 + 4/ 4
Cenot ype Génot ype CGenot yp Co 158 4
6/6 + 6/6 6/6 + 6/6 6/6 + 6/6
Cenot ype Génot ype CGenot yp Bonny
4/6 + 6/6 4/6 + 6/6 4/6 + 6/6
Genot ype Génot ype Genot yp Axon 5
4/ 4 + 4/ 6 4/ 4 + 4/ 6 4/ 4 + 4/ 6
Genot ype Génot ype Genot yp Loft
4/6 + 4/6 4/6 + 4/6 4/6 + 4/6
41. Al lele expression at Genot ype Génot ype Genot yp W 401 1
loci Pgd 1 + Pgd 2 2/2 + 5/5 2/2 + 5/5 2/2 + 5/5
Expression de |'alleéle Genot ype Génot ype Genot yp 2
occupant les |oci 2/2 + 2.8/2.8 2/2 + 2.8/2.8 2/2 + 2.8/2.8
Pgd 1 + Pgd 2
Genot ype 3. 8/ Génot ype 3.8/ Genotyp 3.8/ A 632 3
Al l el - Auspréagung in 3.8 +2.8/2.8 3.8 +2.8/2.8 3.8 +2.8/2.8
Loci Pgd 1 + Pgd 2
Cenot ype Génot ype CGenot yp F 252 4
3.8/3.8 + 5/5 3.8/3.8 + 5/5 3.8/3.8 + 5/5
Genot ype 3.8/ Génot ype 3. 8/ Genotyp 3.8/ Tekil a
3.8 + 2.8/5 3.8 + 2.8/5 3.8 + 2.8/5
Genot ype Génot ype Genot yp H 108 5
n/n + 5/5 n/n + 5/5 n/n + 5/5
Genot ype Génot ype Genot yp Bekef i x 6
2/3.8 + 5/5 2/3.8 + 5/5 2/3.8 + 5/5
Cenot ype Génot ype CGenot yp Furio
2/3.8 + 2.8/5 2/3.8 + 2.8/5 2/3.8 + 2.8/5
42.1 Inbred lines only: Genot ype Génot ype Genot yp F 2 1
al l el e expression at 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1
loci Pgm 1 + Pgm 2
Genot ype Génot ype Genot yp F 16 2
Seul enent |i gnées: 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3
expression de |'alléle Genot ype Génot ype Genot yp
occupant |es |oci 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4
Pgm 1 + Pgm 2
Cenot ype Génot ype CGenot yp A 632 3
Nur | nzuchtlini en: 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4
Al'l el - Auspréagung in
Loci Pgm 1 + Pgm 2 Genot ype Génot ype Genot yp M 17 4
9/9 + 8/8 9/9 + 8/8 9/9 + 8/8
Cenot ype Génot ype CGenot yp 5
16/16 + 1/1 16/16 + 1/1 16/16 + 1/1
Cenot ype Génot ype CGenot yp
16/16 + 3/3 16/16 + 3/3 16/16 + 3/3
Genot ype Génot ype Genot yp 6
16/16 + 8/8 16/16 + 8/8 16/16 + 8/8
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Characteristics

Exanpl e Varieties

Car act eres Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten
42.2 Hybrids and open- Genot ype Génot ype Genot yp 1
pollinated varieties 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1
only: allele expression Genot ype Génot ype Genot yp Robi n
at loci Pgm1 + Pgm 2 9/9 + 1/3 9/9 + 1/3 9/9 + 1/3
Genot ype Génot ype Genot yp
Seul ement _hybri des et 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3
vari étés a fécondation Genot ype Génot ype Genot yp Fi garo
libre: expression de 9/9 + 3/4 9/9 + 3/4 9/9 + 3/4
I"alléle occupant |es Genot ype Génot ype Genot yp
loci Pgm1 + Pgm 2 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4
Genot ype Génot ype Genot yp Axon
Nur Hybriden und frei- 9/9 + 1/4 9/9 + 1/4 9/9 + 1/4
abbl thende Sorten: Genot ype Génot ype Genot yp
Al'l el - Auspréagung in 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4
Loci Pgm 1 + Pgm 2
Cenot ype Génot ype CGenot yp 2
9/9 + 8/8 9/9 + 8/8 9/9 + 8/8
Cenot ype Génot ype CGenot yp
9/9 + 3/8 9/9 + 3/8 9/9 + 3/8
Cenot ype Génot ype CGenot yp Cccitan
9/9 + 4/8 9/9 + 4/8 9/9 + 4/8
Genot ype Génot ype Genot yp 3
9/9 + 1/8 9/9 + 1/8 9/9 + 1/8
CGenot ype Génot ype CGenot yp 4
16/16 + 1/1 16/16 + 1/1 16/16 + 1/1
Cenot ype Génot ype CGenot yp
16/16 + 1/3 16/16 + 1/3 16/16 + 1/3
Cenot ype Génot ype CGenot yp
16/ 16+ 3/ 3 16/16 + 3/3 16/16 + 3/3
Genot ype Génot ype Genot yp 5
16/16 + 8/8 16/ 16+ 8/ 8 16/16 + 8/8
43. Al lele expression at Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 A 239 1
locus Pgi 1
Genotype 5/5 Génotype 5/5 Genotyp 5/5 A 632 2
Expression de |'alleéle
occupant |e |ocus Genotype 4/5 Génotype 4/5 Genotyp 4/5 Arti st 3
Pgi 1
Al l el - Auspréagung in
Locus Pgi 1
44.1 Inbred lines only: Genot ype 2/2 Génot ype 2/2 Genotyp 2/2 F 2 1
Al el e expression at
locus Acp 1 Genotype 3/3 Génot ype 3/3 Genotyp 3/3 A 239 2
Seul enent |i gnées: Genot ype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 A 632 3
expression de |'alléle
occupant le locus Acp 1 Genot ype 6/6 Génot ype 6/ 6 Genotyp 6/6 F 1444 4

Nur | nzuchtlinien:
All el - Auspréagung in
Locus Acp 1
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Characteristics

Exanpl e Varieties

Car act eres Engli sh francai s deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten
44.2  For hybrids and open- Genotype 2/3 Génotype 2/3 Genotyp 2/3 Azur 1
pollinated varieties Genot ype 2/2 Génotype 2/2 Genotyp 2/2
only: Allele expres- Genotype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3
sion at |locus Acp 1
Genotype 4/6 Génotype 4/6 Genotyp 4/6 Cont essa 2
Seul ement pour les hy- Genotype 4/ 4 Génotype 4/4 Genotyp 4/ 4
brides et les variétés Genot ype 6/ 6 Génot ype 6/6 Genotyp 6/6
a fécondation libre:
expression de |'alléele Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Ccceitan 3
occupant le locus Acp 1
Genotype 2/ 6 Génotype 2/6 Genotyp 2/ 6 4
Nur fiar Hybriden und
frei abbl thende Sorten: Genotype 3/4 Génotype 3/4 Genotyp 3/4 Mar shal | 5
Al'l el - Auspréagung in
Locus Acp 1 Genotype 3/6 Génotype 3/6 Genotyp 3/6 6
45. Allele expression at Genot ype 8/8 Génot ype 8/8 Genotyp 8/8 F 2 1
locus Dia 1
Genotype 12/12 Génotype 12/12 Genotyp 12/ 12 Co 158 2
Expression de |'alléle
occupant le |ocus Genot ype 8/ 12 Génot ype 8/12 Genotyp 8/12 Basti on 3
Dia 1
Al l el - Auspréagung in
Locus Dia 1
46. Al lele expression at Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 F 1444 1
| ocus Adh 1
Genotype 6/6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6 F 2 2
Expression d' allele
occupant |e |ocus Genotype 4/6 Génotype 4/6 Genotyp 4/6 Bri st ol 3
Adh 1

Al l el - Auspréagung in
Locus Adh 1
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Part 111

Description of the SGE Method for the
Anal ysis of |soenzymes from Zea mays L.

1. Nurber of col eoptiles per test

- for checking formula: 20 coleoptiles each of inbred |ines
2 coleoptiles of single-cross hybrids
6 col eoptiles of three-way cross hybrids

- for distinctness, uniformty and stability test: at |east 20 col eoptiles for inbred
l'ines, hybrids and open-pollinated varieties.

2. Appar at us and equi pnent

Any suitable horizontal electrophoresis system can be used, provided that the gels can be
kept at 4°C. A gel thickness of 10 mmis recommended. The power supply used should be capable of

del i vering constant voltage output.
3. Cheni cal s
Al'l chemicals should be of 'Analytical Reagent' grade or better.

3.1 Chenicals for enzyme extraction

L- Ascorbic acid
L-Ascorbic acid Na salt
Sucr ose

3.2 Chemical s for el ectrophoresis

Br onophenol bl ue

Citric acid nmonohydrate

L- Hi stidine

Starch hydrolyzed, for electrophoresis, (Sigm s-4501 or equival ent)

3.3 Cheni cal s for staining enzynes

Acetic acid gl aci al

2, 6-Di chl orophenol -i ndophenol Na salt

Echanol

Echyl enedi ami ne tetra-acetic acid Na2 Salt (EDTA)
Fast Garnet GBC salt

D Fruct ose 6-phosphate Na2 salt

d ucose 1-phosphat e dehydrogenase (Serva 22820 or 22822 or Signa G5885)
Hydrochloric acid (HQ)

DL-Isocitric acid Na3 salt

Magnesi um chl ori de hexahydrate

DL-Malic acid

Di net hyl t hi azol di phenyl tetrazolium (MIT)

B - N cotinani de adeni ne di nucl eoti de ( NAD)

B -Nicotinam de adeni ne di nucl eotide reduced ( NADH)
B - N cotinani de adeni ne di nucl eoti de phosphate (NADP)
Ni tro-blue tetrazolium (NBT)

Sodi um hydr oxi de (NaCH)

1- Naphtyl acid phosphate

6- phosphogl uconic acid Na3 salt dihydrate

Phenazi ne net hosul fate (PM5)

Pol yvi nyl pyrrol i done 40 (PVP-40)

Sodi um acetate trihydrate

Tris- (hydroxynet hyl ) am nonet hane (Tris)

4, Sol uti ons

4.1 Extraction solution

16.7 g Sucrose
8.3 g sodium ascorbate
made up to 100 M with de-ionised water and adjusted to pH 7.4 with L-ascorbic acid.
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El ectrophoresis buffers

Buffers for SGE pH 6.5

Stock solution : 0.364 ML-histidine-citrate
50.44 g L-histidine

8.20 g CGitric acid nonohydrate

made up to 1 1 with de-ionised water

Running buffer: 0. 072 M-histidine-citrate pH 6.5
(Stock solution diluted 1 in 5)
400 m stock solution (4.2.1.1) nade up to 2 1 with de-ionised water

CGel buffer: 0.024 ML-histidine-citrate
(Stock solution diluted 1 in 15)
80 m stock solution (4.2.1.1) made up to 1200 ml with de-ionised water

Buffers for SGE pH 5.0

Running buffer: 0.074 ML-histidine-citrate pH 5.0
15.5g L-histidine

10.0g Citric acid nonohydrate

made up to 2 liters with de-ionised water

Gel buffer: 0.006 ML-histidine-citrate
(Running buffer diluted 1 in 12)
100 M running buffer (4.2.2.1) nade up to 1200 m with de-ionised water

Br onbphenol bl ue sol ution
50 ng bronophenol blue dissolved in 100 m de-ionised water

Stai ni ng sol utions

St ock sol utions

1 MTris-HCL pH 8.0
121.1g Tris, nade up to 1 liter with de-ionised water and adjusted to pH 8.0 with 50% HC

1 MTris-HO pH 9.1
121.1 g Tris, made up to 1 liter with de-ionised water and adjusted to pH 9.1 with 50% HC

1 M Sodi um acetate pH 5.0
136.08 g Sodi um acetate trihydrate, made up to 1 liter with de-ionised water adjusted to
pH 5.0 with acetic acid gl acial

MIT sol ution
1.0 g MT nade up to 100 ml with de-ionised water

NBT sol ution
1.0 g NBT nade up to 100 ml with de-ionised water

PMS sol ution
200 ng PMS, nmade up to 100 ml with de-ionised water

Myd 2 sol ution
21.35 g Magnesi um chl ori de hexahydrate
made up to 100 ml with de-ionised water

Malic acid solution
5 g LL-Malic acid, made up to 100 m with de-ionised water and adjusted to pH 8.0 with 1 M NaCH

Staining solutions (volume: 200 m)

MDH + ADH stai ni ng sol ution
20 M Ticis-HA pH 9.1 (4.3.1.2.)

+ 180 m de-ionised water

8 mM Milic acid solution (4.3.1.8.)
10 m Et hanol

80 ng NAD

4 m NBT solution (4.3.1.5.)
3 m PMS solution (4.3.1.6.)

+ o+ o+ o+

I DH staining solution

20 M Tris-HO pH 8.0 (4.3.1.5.)
180 nl de-ionised water

500 ng DL-Isocitric acid Na3 salt
10 M MdA 2 solution (4.3.1.7.)
6 nmg NADP

4 m MT solution (4.3.1.4.)
3 m PMS solution (4.3.1.6.)

+ o+ o+ o+ o+
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4.3.2.3 PG + PGD staining solution
10 M Tris-HC1L pH 8.0 (4.3.1.1.)
+ 190 m de-ionised water
200 ng Fructose 6-phosphate Na2 salt
80 ng 6- Phosphogl uconic acid Na3 salt trihydrate
2 mM Md2 solution (4.3.1.7.)
20 ng NADP
2 m MIT solution (4.3.1.4.)
3 m PMS solution (4.3.1.6.)
50 units G ucose 6-phosphate dehydrogenase

+ o+ o+ o+

4.3.2.4 PGM staining solution
20 M Tris-HC1 pH 8. 0 (4.3.1.1.)

+ 180 m de-ionised water

+ 1 g G ucose 1-phosphate

+ 200 nmy EDTA Na2 salt

+ 4 mM Md2 solution (4.3.1.7.)

+ 20 nmy NADP

+ 3 mM MT solution (4.3.1.4.)

+ 2 nm PM solution (4.3.1.6.)

+ 100 units G ucose 6-phosphat e dehydrogenase
4.3.2.5 ACP staining solution

4 m Sodium acetate p.H 5.0 (4.3.1.3.)

+ 196 m de-ionised water

+ 200 ng Fast Garnet GBC salt

+ 492 ng 1- Napht hyl phosphate Na3 salt dihydrate

+2mM Md2 solution (4.3.1.7.)

4.3.2.6 DI A staining solution
20 Tris-HC1 pH 9.1 (4.3.1.2.)
+ 180 ml de-ionised water
+ 2 g PVP-40
+ 20 nmy NADH
+ 16 m MT solution (4.3.1.4.)
+ 16 ng 2, 6- D chl orophenol -i ndophenol Na salt

5. Pr ocedur e

5.1 Enzyne extraction

Mai ze seedlings are grown on noistened germ nation paper, at 25°C, in darkness. After six
days, individual coleoptiles are harvested and honogenized at 4°C, with a pestle in mcro-tubes
containing 0.060 m extraction solution (3.1). The extracts can be stored at - 30°C

5.2 Preparation of the gel

To make two 12.5 % starch gels (18 x 18 x 1 cm the following is required: 128 g starch

are mxed in 1020 m gel buffer (4.2.1.3. or 4.2.2.2.) in a 1000 mM Buchner flask at 80°C. The
m xture is degassed for 40 seconds. The gels are poured into gel moulds as described in the user's
manual of the equi pnent used. The formation of air bubbles should be avoided. The gels are allowed
to cool at room tenperature, for at least two hours, and wapped with polyethylene film for

overni ght storage. Before electrophoresis, the gels are cooled at 4°C for at |east one hour.

5.3 El ectrophoresis

5.3.1 The tanks are filled with the appropriate volune of running buffer (4.2.1.2. or 4.2.2.1.)
pre-cooled to 4°C. A slit is cut inthe gel at 1 cmfromthe cathode. The enzyme extracts from5.1

(30 extracts for on 18 x 18 x 1 cmgel) are absorbed onto 15 x 2 x 1 mm wi cks at from Watman N 3
chromat ogr aphy paper. The wicks are placed into the slit. At 1 cmof each adge of the gels, a wck
soaked wi th bronmophenol blue solution (4.2.2.3.) is inserted. The electrophoresis is carried out at
4°C. A constant voltage of 200 V (maximum current of 150 mA for two 18 x 18 x 1 cmgels is applied
for 20 minutes). The wicks are then renpved and the electrophoresis is continued at a constant
vol tage of 280 V (maxi mum current of 180 mA for two 18 x 18 x 1 cmgels), until the bronophenol blue
mar ker has migrated 14 cm (4 hours).

5.4 Enzyme staining

After electrophoresis the gel is cut horizonatally in 1 mmthick slices. The upper slice is

di scarded. I ndi vidual gel slices are stained by incubation in the following solutins at 37°C in
dar kness.

for MDH and ADH: solution 4.3.2.1., for |DH solution 4.3.2.2.

for PA and PGD: solution 4.3.2.3., for PGM solution 4.3.2. 4.

for ACP: solution 4.3.2.5., for DA solution 4.3.2.6
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The ACPs migrate in the first 4 cm of the gel; the PG go further; therefore, it is
possible to stain these two enzynes on the sane gel after having cut it transversally.

The staining tines range between 30 and 120 mi nutes. After staining the gel slices are
rinsed in distilled water before being stored. The followi ng procedure for long time storing can be
successfully wused: e.g. drying the gels between two cellophane sheets or storing in sealed
pol yt hene bags.

6. Recognition of the alleles encoding isoenzynes

6.1 Recognition of the alleles encoding MDH

6.1.1 GCenetic interpretation of the zynogranmmes

Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles

8 Mdh1 1,6
6L Mdh2 3+3,5%, 45,6 intergenic
Malate dehydrogenase Dimetric 3L Mdh3 16, 18 interactions

(MDH) 1L Mmm M, m
1L Mdh4 12 intergenic
5S Mdh5 12, 15 interactions
* The enzymes encoded by the alleles 3 and 3,5 have a very proximal electrophoretic nobility;

so, they are not scored as different.

There are interactions between the products of the genes (polypeptide subunits) on the one
hand, encoded by Milhl, Mh2, Mh3, and on the other hand, encoded by Mih4 and MIh5.

Genotype Example inbred lines

Mdh1 Mdh?2 Mdh3 Mmm Mdh4 Mdh5

6/6 6/6 16 M 12 12 A239

6/6 3/3 16 M 12 12 CM7

6/6 6/6 16 M 12 15 F2

6/6 6/6 18 M 12 12 F1444

6/6 3/3 18 M 12 12 CO158

1/1 3/3 16 M 12 12 F252

6/6 4,5/4;5 16 M 12 12 w401
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6.1.2 Schematization of the zynogranmes

For the recognition of the alleles at the loci Mlhl, Mlh2 and Mih4 the SGE at pH 6.5 should
be used. For the recognition of the alleles at the loci Mh3 and Mh5, a second
el ectrophoresis system should be used : SCGE at pH 5.0.

Bands MDH SGE pH 6.5 +
6-18 — 12-15 — w— — S—
6-16 — 1212 GNR N = s S I s S BN I I IME: W IR R e ..
— . — -—— — — —_tun  e—— — — —— — ——— s
3-16 ewm— = 45-16 — = v e ames eses s eme T oae s T
—— 116 — e — —-— T e
—— 66 ——  e— cm— — — —
6-45 — T ;0 == = [ = = —— — = —— =
1-6 —_— T 3.3 - e - R O e o= m W -— TN — G
1-3 — ) — . TR e
Types 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 14 15 16 7 18
Ganes
Mt | 1212 | 1915| 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1515| 1212 | 1212 | 1212 | 1212
CGenot ypes MM | 1212] 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212
MM | MM| MM| MM MM| MM| MM| MM| MM| MM MM| MM| MM MM | MM| MM| MM | MM | MM
MIB | 1616 | 1616 | 1818 | 1616 | 1616 | 1616 | 1818 | 1616 | 1616 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616
M2 | 66 | 66 | 66 | 66 | 66 | 33 | 45| 33| 36 36 | I3 | I3 | M45| 33 |45945 36 | 45| 456
Mhl- | 66 | 66 | 66 @ 11 | 66 66| 66 | 6 11 | 11| 11| 11| 66| 66 | 16 | 66

Sone bands which are very faint are drawn in dotted lines. Some bands overlap and cannot be
drawn in distinct bands.

Bands
MDH SGE pH 5.0
]
16-16 = - . aum
15-1§ —— —
12-15 ~————m L
12-12 ——— L NS . _
Types 1 2 3 4
Genes 1 2 3 4
Genot ypes Mdh5 12/12 | 15/15 | 12/12 | 12/12
Mdh4 12/12 | 12/12 | 12/12 | 12/12
Mdh3 16/16 | 16/16 | 18/18 | 16/18
6.2 Recognition of the alleles encoding |DH
6.2.1 GCenetic interpretation of the zynogranmes
Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles
Isocitrate 8 Idh1 4,6 intergenic
dehydrogenase Dimeric interactions
6 Idh2 4,6
(IDH)
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There are interactions between the products of the genes (polypeptide subunits) encoded by
I'dhl and | dh2.

Genotype Example inbred lines
Idh1 Idh2
4/4 4/4 F16
4/4 6/6 A632
6/6 4/4 F1110
6/6 6/6 C0158

6.2.2 Schematization of the zynmogranmmes

Bands
IDH1 4 - IDH1 4 — —— —_—
—— [ ] —
IDH2 4 - IDH2 4 —— =m N — - By .
|| — | R
Idh 1 44 44 @66 66 a4 6. 4/6 46 46
idh 2 6/6 44 44 6% 446 46 A4 8/6 46

Sorme bands which are very faint are drawn in dotted |ines.

Sone bands overlap and cannot be
drawn as distinct bands.

6.3 Recognition of the alleles encoding PGD

6.3.1 Cenetic interpretation of the zynogranmes

Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles
6-phosphogluconate 6 Pgdl 2,38, n
dehydrogenase Dimeric intergenic
3L Pgd2 28,5 interactions
(PGD)

There are interactions between the products of the genes (polypeptide subunits) encoded by
Pgdl and Pgd2.

Genotype Example inbred lines
Pgd1 Pgd2
2/2 5/5 A239
3,8/3,8 2,8/2,8 | A632
3,8/3,8 5/5 F2
n/n 5/5 H108
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6.3.2 Schemati zati on of the zynogrammes

Bands

PGD1 2 - PGD12

PGD2 2,8 - PGD2 2,8
PGD1 3,8 - PGD1 3,8 ——
PGD2 5 -PGD25

Sone bands which are very faint are drawn in dotted |ines.
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|
- = =
— e s
Pgd 1 22 22 3838 3838 n 238 238 3,838
Pgd2 | 2828 &5 2828 &5 6B &5 285 285

drawn in distinct bands.

6.4 Recognition of the alleles encoding PGV

6.4.1 Genetic interpretation of the zynogranmes

Sone bands overlap and cannot be

Foot note to PGM

The al |l el e conbi nati ons
the allele conbinations
The al |l el e conbi nati ons
the allele conbinations

Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles
Monomeric 1L Pgm1 9, 16
Phosphoglucomutase 1
Monomeric 5S Pgm2 3
(PGM) 4
8
Genotype Example inbred lines
Pgml Pgm2
9/9 1/1 F2
9/9 3/3 F16
9/9 4/4 A632
9/9 8/8 MO17

9/ 9+1/1,
9/ 9+3/ 3,
9/ 9+1/1,
9/ 9+8/ 8,

9/ 9+1/4 and 9/9+1/ 3,
9/ 9+1/3 and 9/9+3/ 4, 16/ 16+4/4 and 9/ 16+4/4 and 9/ 16+3/ 4,
9/ 9+4/ 4 and 9/ 9+3/4 and
9/ 9+3/8 and 9/9+4/8 respectively produce identical or closely

rel ated zynogramres. Therefore in characteristi
the note 1 can be 9/9+1/4 or 9/9+1/3 too,

the note 2 can be 9/9+1/3 or 9/9+3/4 or 9/16+3/4 too,
the note 3 can be 9/9+3/4 too and
the note 4 can be 9/9+3/8 or 9/9+4/8.

c 42.1

+
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6.4.2 Schematization of the zynogranmmes

Bands
PGM2 1 _— — _—
PGM1 16, PGM23 —— | ™  wem — - v S W v swem
PGM1 9, PGM24 —— | men =m= N _—— AEE FEE S S s —

—

Pgm 1 o9 99 99 9/9 9/ 9/9 9/9 9/9 919 9/9 16/16 16/16 16/16 16/16

Pgm2| 11 33 44 8B 18 38 48 18 14 34 1N 3B 44 8B

6.5 Recognition of the alleles encoding PG

6.5.1 Cenetic interpretation of the zynogranmes

Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles
Phosphoglucoisomerase Dimetric 1L Pgil 4
(PGI) 5
Genotype Example inbred lines
Pgil
4/4 A239
5/5 AB32

6.5.2 Schematization of the zynogrammes

Bands —
-_— ..
AR
Pai2 ___ | oy wem
Pgi4 — _—
Pgi5 —
Pgi 22 414

6.6 Recognition of the alleles encodi ng ACP

6.6.1 GCenetic interpretation of the zynogranmes

Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles
2
Acid phosphatase Dimeric 9L Acpl 3
4
(ACP) 6
Genotype Example inbred lines
Acpl
2/2 F2
3/3 A239
4/4 AB32
6/6 F1444

(Footnote to ACP on next page)
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6.6.2 Schematization of the zynpbgrammes

Bands
Acp2 ____ — _ +
Acp i< S _— | llll — ——
- I
Acp 4 — — — a— ——
Acp1 22 33 44 66 24 23 M U6 46 36
Sonme bands overlap and cannot be drawn as distinct bands
6.7 Recognition of the alleles encoding DA
6.7.1 GCenetic interpretation of the zynogranmes
Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles
Diaphorase Monomeric 2 Dial 8
12
(DIA) Dimetric 1L Dia2 4

Genotype Example inbred lines
Dial Dia2
8/8 4/4 F2
12/12 4/4 CO158

6.7.2 Schematization of the zynogranmes

Bands
Dial 8 — | o -— | F
Diat 12 — - -
Dia2 4 e — s .

Dia1 8/8 12112 812
Dia2 414 4/4 4/4

2. Footnote to ACP

The alleles 3/3 and 2/3 and the alleles 2/2 and 3/3 respectively produce very simlar zynogranmes.
Therefore in characteristic 44.1 the note 1 can be 2/2 or 2/3 and the note 2 can be 3/3 or 2/3. The
alleles 4/4 and 4/6 and the alleles 6/6 and 4/6 respectively produce very simlar zynpgranmes.
Therefore in characteristic 44.1 the note can be 4/4 or 4/6 and the note 4 can be 6/6 or 4/6.
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6.8 Recognition of the alleles encoding ADH

6.8.1 GCenetic interpretation of the zynogranmes

Quaternary Chromosomal
Enzyme structure location Locus Alleles
Alcohol dehydrogenase Dimetric 1L Adhl 4
(ADH) 6
Genotype Example inbred lines
Adhl
4/4 F1444
6/6 F2
6.8.2 Schematization of the zynpbgrammes
Bands
>
|
Adh 6 — A aas
Adh | 44 6/6 46

6.9 Description of the exanple inbred lines and hybrids

See pages 46 and 47 at the end of the Annex.
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[francai s]

Partie

I ntroduction

L' annexe suivante conprend wune liste des caracteres obtenus par |'utilisation de
| ' él ectrophorése et une description de |a néthode a appliquer. L'UPOV a décidé de faire figurer
ces caracteéres dans une annexe aux Principes directeurs, en créant ainsi une catégorie spéciale
de caractéres, étant donné que la majorité des Etats nmenbres de |'UPOV sont d'avis qu'il n'est
pas possible d' établir la distinction uniquenment sur |a base d' une différence pour un caracteéere
obtenu par |'utilisation de |'électrophorese. Ces caracteres doivent par conséquent étre
utilisés uniquenent comme conplénent aux différences constatées pour des caracteres
nor phol ogi ques ou physi ol ogi ques. L' UPOV confirnme que ces caractéres sont considérés come
utiles, mais que, pris isolénment, ils ne peuvent pas étre suffisants pour établir la
distinction. |Ils ne doivent pas étre utilisés comme caractéres de routine, mais seul ement sur
demande ou avec accord du demandeur

Pour |'anal yse enzymatique, |'él ectrophorése sur gel d' am don est recommandée. Elle pernet la
description du pol ynorphi sne des enzynmes (soit 16 loci enzynatiques). Le déterm nisnme génétique
est connu pour chaque |ocus enzymatique. Pour la description de |la méthode et |'interprétation
génétique des zynogrammes, on se reportera au bulletin technique de Stuber, Wendel, Coodman et
Smith, de 1994, et au manuel technique de Grenéche et Graud, de 1994. Les alleles sont décrits
au noyen de numéros de bandes confornénent a la définition donnée par Cardy, Stuber et Goodnan
en 1980 (voir le chapitre I X, Littérature).
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Partie |1

Caractéres obtenus par |'utilisation de |'électrophoreése

Characteristics

Exanpl e Varieties

Car act eres Engli sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kmal e Bei spi el ssorten
35. Allele expression at genotype 1/1 génotype 1/1 Genotyp 1/1 F252 1
locus Mih 1 genotype 1/6 génotype 1/6 Genotyp 1/6 Tau
ininteraction en interaction in Interaktion
Expression de |'alléle with allele 6 avec allele 6 mt Allel 6 von
occupant le locus Mih 1 of Mih 2 de midh 2 Mih 2
Al l el - Auspréagung in genotype 6/6 génotype 6/6 Genotyp 6/6 A239 2
Locus Mih 1
genotype 1/6 génotype 1/6 Genotyp 1/6 Mar shal | 3
but not in mai s sans j edoch ohne
interaction interaction I nteraktion
with allele 6 avec alléle 6 mt Allel 6
of Mih 2 de Mih 2 von Mih 2
36. Allele expression at Genotype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3 F252 1
| ocus Mih 2 Genotype 3/4.5 Génotype 3/4.5 Genotyp 3/4.5 Robi n
Expression de |'alleéle Genot ype Génot ype Genot yp W 401 2
occupant le |l ocus Mih 2 4.5/4.5 4.5/4.5 4.5/4.5
Al l el - Auspréagung in Genot ype 6/6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6 A 239 3
Locus Mih 2
Genotype 3/6 Génotype 3/6 Genotyp 3/6 Azur 4
Genotype 4.5/6 CGénotype 4.5/6 Genotyp 4.5/6 5
37. Allele expression at Genotype 16/ 16 Génotype 16/ 16 Genotyp 16/ 16 F252 1
| ocus Mih 3
Genotype 18/18 Génotype 18/18 Genotyp 18/ 18 Co 158 2
Expression de |'alléle
occupant le |locus Mlh 3 Genotype 16/18 Génotype 16/18 Genotyp 16/ 18 Fi garo 3
Al l el - Auspréagung in
Locus Mih 3
38. Allele expression at Genotype MM Génotype MM Genotyp MM F 252 1
| ocus MM Genotype Mm Génotype M'm Genotyp M'm
Expression de |'alléle Genotype nim Génotype nmim Genotyp nim 2
occupent le |ocus
Mm
Al l el - Auspréagung in
Locus Mmm
39. Allele expression at Genot ype Génot ype Genot yp F 252 1
loci Mih 4 + milh 5 12/12 + 12/12 12/12 + 12/12 12/12 + 12/12
Expression de |'alleéle Genot ype Génot ype Genot yp F 2 2
occupant les |oci 12/ 12 + 15/15 12/ 12 + 15/ 15 12/ 12 + 15/ 15
Mih 4 + Mih 5 Genot ype Génot ype Genot yp Robi n

Al l el - Auspréagung in
Loci Mih 4 + Milh 5

12/12 + 12/15

12/12 + 12/ 15

12/12 + 12/15
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40. Al lele expression at Genot ype Génot ype Genot yp A 239 1
loci Idh 1 + 1dh 2 4/ 4 + 4/ 4 414 + 4/ 4 4/ 4 + 4/ 4
Genot ype Génot ype Genot yp
Expression de |'alleéle 4/6 + 4/ 4 4/6 + 4/4 4/6 + 4/ 4
occupant les |oci
Idh 1 + Idh 2 Genot ype Génot ype Genot yp CcM 7 2
4/4 + 6/6 4/4 + 6/6 4/4 + 6/6
Al l el - Auspréagung in
Loci Idh 1 + Idh 2 Genot ype Génot ype Genot yp F 1110 3
6/6 + 4/ 4 6/6 + 4/ 4 6/6 + 4/ 4
Cenot ype Génot ype CGenot yp Co 158 4
6/6 + 6/6 6/6 + 6/6 6/6 + 6/6
Cenot ype Génot ype CGenot yp Bonny
4/6 + 6/6 4/6 + 6/6 4/6 + 6/6
Genot ype Génot ype Genot yp Axon 5
4/ 4 + 4/ 6 4/ 4 + 4/ 6 4/ 4 + 4/ 6
Genot ype Génot ype Genot yp Loft
4/6 + 4/6 4/6 + 4/6 4/6 + 4/6
41. Al lele expression at Genot ype Génot ype Genot yp W 401 1
loci Pgd 1 + Pgd 2 2/2 + 5/5 2/2 + 5/5 2/2 + 5/5
Expression de |'alleéle Genot ype Génot ype Genot yp 2
occupant les |oci 2/2 + 2.8/2.8 2/2 +2.8/2.8 2/2 + 2.8/2.8
Pgd 1 + Pgd 2
Genot ype 3. 8/ Génot ype 3.8/ Genotyp 3.8/ A 632 3
Al l el - Auspréagung in 3.8 +2.8/2.8 3.8 + 2.8/2.8 3.8 +2.8/2.8
Loci Pgd 1 + Pgd 2
Cenot ype Génot ype CGenot yp F 252 4
3.8/3.8 + 5/5 3.8/3.8 + 5/5 3.8/3.8 + 5/5
Genot ype 3.8/ Génot ype 3.8/ Genotyp 3.8/ Tekil a
3.8 + 2.8/5 3.8 +2.8/5 3.8 + 2.8/5
Genot ype Génot ype Genot yp H 108 5
n/n + 5/5 n/n + 5/5 n/n + 5/5
Genot ype Génot ype Genot yp Bekef i x 6
2/3.8 + 5/5 2/3.8 + 5/5 2/3.8 + 5/5
Cenot ype Génot ype CGenot yp Furio
2/3.8 + 2.8/5 2/3.8 + 2.8/5 2/3.8 + 2.8/5
42.1 Inbred lines only: Genot ype Génot ype Genot yp F 2 1
al l el e expression at 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1
loci Pgm 1 + Pgm 2
Genot ype Génot ype Genot yp F 16 2
Seul enent |i gnées: 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3
expression de |'alléle Genot ype Génot ype Genot yp
occupant |es |oci 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4
Pgm 1 + Pgm 2
Cenot ype Génot ype CGenot yp A 632 3
Nur | nzuchtlini en: 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4
Al'l el - Auspréagung in
Loci Pgm 1 + Pgm 2 Genot ype Génot ype Genot yp M 17 4
9/9 + 8/8 9/9 + 8/8 9/9 + 8/8
Cenot ype Génot ype CGenot yp 5
16/16 + 1/1 16/16 + 1/1 16/16 + 1/1
Cenot ype Génot ype CGenot yp
16/16 + 3/3 16/16 + 3/3 16/16 + 3/3
Genot ype Génot ype Genot yp 6
16/16 + 8/8 16/ 16 + 8/8 16/16 + 8/8
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42.2 Hybrids and open- Genot ype Génot ype Genot yp 1
pollinated varieties 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1
only: allele expression Genot ype Génot ype Genot yp Robi n
at loci Pgm1 + Pgm 2 9/9 + 1/3 9/9 + 1/3 9/9 + 1/3
Cenot ype Génot ype CGenot yp
Seul ement hybri des et 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3
vari étés a fécondation Genot ype Génot ype Genot yp Fi garo
i bre: expression de 9/9 + 3/4 9/9 + 3/4 9/9 + 3/4
I"allele occupant |es Genot ype Génot ype Genot yp
loci Pgm 1 + Pgm 2 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4
Cenot ype Génot ype CGenot yp Axon
Nur Hybriden und frei- 9/9 + 1/4 9/9 + 1/ 4 9/9 + 1/4
abbl Uhende Sorten: Genot ype Génot ype Genot yp
Al l el - Auspréagung in 16/16 + 4/4 16/ 16 + 4/ 4 16/16 + 4/4
Loci Pgm 1 + Pgm 2
Genot ype Génot ype Genot yp 2
9/9 + 8/8 9/9 + 8/8 9/9 + 8/8
Genot ype Génot ype Genot yp
9/9 + 3/8 9/9 + 3/8 9/9 + 3/8
Genot ype Génot ype Genot yp Ccceitan
9/9 + 4/8 9/9 + 4/8 9/9 + 4/8
Cenot ype Génot ype CGenot yp 3
9/9 + 1/8 9/9 + 1/8 9/9 + 1/8
Genot ype Génot ype Genot yp 4
16/16 + 1/1 16/16 + 1/1 16/16 + 1/1
Genot ype Génot ype Genot yp
16/16 + 1/3 16/16 + 1/3 16/ 16 + 1/3
Genot ype Génot ype Genot yp
16/ 16+ 3/ 3 16/ 16 + 3/3 16/ 16 + 3/3
Cenot ype Génot ype CGenot yp 5
16/16 + 8/8 16/ 16+ 8/ 8 16/ 16 + 8/8
43. Allele expression at Genotype 4/ 4 Génotype 4/4 Genotyp 4/ 4 A 239 1
locus Pgi 1
Genotype 5/5 Génotype 5/5 Genotyp 5/5 A 632 2
Expression de |'alléle
occupant le |ocus Genotype 4/5 Génotype 4/5 Genotyp 4/5 Arti st 3
Pgi 1
Al l el - Auspréagung in
Locus Pgi 1
44,1 Inbred lines only: Genotype 2/2 Génotype 2/2 Genotyp 2/2 F 2 1
Al'l el e expression at
| ocus Acp 1 Genotype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3 A 239 2
Seul enent |i gnées: Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 A 632 3
expression de |'allele
occupant le locus Acp 1 Genot ype 6/6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6 F 1444 4

Nur | nzuchtlini en:
Al'l el - Auspréagung in
Locus Acp 1
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44.2  For hybrids and open- Genotype 2/3 Génotype 2/3 Genotyp 2/3 Azur 1
pollinated varieties Genot ype 2/2 Génot ype 2/2 Genotyp 2/2
only: Allele expres- Genotype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3
sion at |locus Acp 1
Genotype 4/6 Génotype 4/ 6 Genotyp 4/6 Cont essa 2
Seul ement pour les hy- Genotype 4/ 4 Génotype 4/ 4 Genotyp 4/ 4
brides et les variétés Genot ype 6/ 6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6
a fécondation libre:
expression de |'alléele Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Ccceitan 3
occupant le locus Acp 1
Genotype 2/ 6 Génotype 2/6 Genotyp 2/ 6 4
Nur fiar Hybriden und
frei abbl thende Sorten: Genotype 3/4 Génotype 3/4 Genotyp 3/4 Mar shal | 5
Al'l el - Auspréagung in
Locus Acp 1 Genotype 3/6 Génotype 3/6 Genotyp 3/6 6
45. Allele expression at Genot ype 8/8 Génotype 8/8 Genotyp 8/8 F 2 1
locus Dia 1
Genotype 12/12 Génotype 12/12 Genotyp 12/ 12 Co 158 2
Expression de |'alléle
occupant le |ocus Genot ype 8/ 12 Génot ype 8/12 Genotyp 8/12 Basti on 3
Dia 1
Al l el - Auspréagung in
Locus Dia 1
46. Al lele expression at Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 F 1444 1
| ocus Adh 1
Genotype 6/6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6 F 2 2
Expression d' allele
occupant |e |ocus Genotype 4/6 Génotype 4/ 6 Genotyp 4/6 Bri st ol 3
Adh 1

Al l el - Auspréagung in
Locus Adh 1
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Partie |11

Description de | a néthode pour |'analyse des
| soenzynes de Zea mays L.

Nonbre de col éoptiles par test

- pour la vérification de la formule : 20 col éoptiles pour les |ignées
2 col éoptiles pour |les hybrides sinples
6 col éoptiles pour les hybrides trois voies

- pour |'exanmen de la distinction, de |'honogénéité et de la stabilité : 20 col éoptiles au
mnimum pour les lignées, les hybrides et les
vari étés a fécondation libre.

Mat éri el et équi penment

Tout systéne d'électrophorése horizontal peut étre utilisé a condition que les gels

étre maintenus a 4°C Une épaisseur de gel de 10nm est reconmandée. Le générateur
doit pouvoir fournir un courant de tension constante.

Produits chim ques

Tous | es produits chim ques doivent étre de qualité "Réactif anal ytique," voire m eux.

Produits chimques pour |'extraction des enzynes

Aci de L-ascor bi que
Aci de L-ascorbi que sel du sodi um Na
Sacchar ose

Produits chi m ques pour |'él ectrophoreése

Bl eu de bronopphénol

Aci de citrique nonohydraté

L- hi stidine

Am don hydrol ysé, pour él ectrophorése (Sigma s-4501 ou équival ent)

Produits chiniques pour la coloration des enzynes

Aci de acétique gl aci al

2, 6-Di chl orophénol indophénol (Na)

Et hanol

Aci de éthyl énedi anine tétracétique (Nay) (EDTA - Nay)
Sel GBC de Fast Garnet

D-fructose 6-phosphate (sel du sodium

d ucose 1-phosphate déshydrogénase (Serva 22820 ou 22822 ou sigma (G5885)
Aci de chl orhydrique (HA)

Acide DL isocitrique (Nag)

Chlorure de magnésium 6 H,O

Aci de DL-malique

Di nét hyl t hi azol di phényl tétrazolium (MIT)

B -nicotinam de adéni ne di nucl éoti de ( NAD)

B -nicotinam de adéni ne di nucl éotide réduit (NADH)

B -nicotinam de adéni ne di nucl éoti de phospate (NADP)
Nitro-bleu de tétrazolium (NBT)

Hydr oxyde de sodi um ( NaCH)

Aci de 1-naphtyl phosphate

Aci de 6-phospho gl uconi que, 2 HyO (Nag)

Mét hosul f at e de phénazi ne (PM5)

Pol yvi nyl pyrrol i done 40 (PVP-40)

Acétate de sodiumtrihydraté

Tris-(hydroxymét hyl) am nométhane (Tris)

Sol uti ons

Sol utions d'extraction

Saccharose : 16,7 g
Ascorbate de sodium: 8,3 g
Ajuster a 100 ml avec de |'eau désionisée et a un pH 7,4 avec de |'acide L-ascorbique

Tanpons d' él ect r ophor ése

Tanpons pour SGE, pH 6,5

Solution-nere : Histidine - citrate 0,364 M
L-histidine : 50,44 g

Acide citrique, 1 H0 : 8,20 g

Ajuster a 1 litre avec de |'eau désioni sée.
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.2 Tanpon de migration : Histidine -
(solution-mere diluée au 1/5)
400 M de solution-nmere (4.2.1.1),

citrate 0,072 M pH 6,5

.3 Tanpon de gel H stidine-citrate 0,024 M
(solution-nmere diluée au 1/15)
80 m de solution-nmere (4.2.1.1),

Tanpons pour SGE, pH 5,0

.1 Tanpon de nmigration : Histidine-citrate 0,074 M pH 5,0

L-histidine : 15,5 g
Acide citrique, 1 H0 : 10, 0 g
Ajuster a 2 litres avec de |' eau désioni sée

.2 Tanmpon de gel Hi stidine-citrate 0,006 M
(Tanpon de migration dilué au 1/12)
100 nml de tanpon de migration (4.2.2.1),

.3 Solution de bleu de bronophéno
50 ng de bl eu de bronophénol dissous dans 100 ml d' eau dési oni sée

Sol utions de révélation

Sol uti ons- neres

.1 Tris-HO 1 M pH 8,0

Tris : 121,1 g
Eau désionisée gsp : 1 litre
Ajuster a pH 8,0 avec HO a 50%

.2 Tris-HO 1 M pH9,1
Tris : 121,1 g
Eau désionisée gsp : 1 litre
Ajuster a pH 9,1 avec HO a 50%

.3 1 Md'acétate de sodium pH 5,0
136,08 g d' acétate de sodium trihydrate
5,0 avec de |'acide acétique glacia

.4 Solution de MIT

MT: 1,0 g

Eau désioni sée gsp : 100 m
.5 Sol ution de NBT

NBT : 1,0 g

Eau désioni sée gsp : 100 m
.6 Solution de PMs

PMS : 200 ng

Eau désioni sée gsp : 100 m
.7 Solution de Mgd 2

Chl orure de nagne5|un1 6H20

Eau dési oni sée gsp : 100

21,35 g

.8 Solution d'acide nalique
Acide DL-malique : 5 g
Eau désioni sée gsp : 100 m
Ajuster a pH 8,0 avec NaCH 1 M

Sol utions de révélation (volunme : 200 m)

.1 Solution de révélation des MDH et ADH

20 M de Tris-HA, pH 9,1 (4.3.1.2)

+ 180 ml d' eau dési oni sée
8 ml de solution d' acide malique (4.3.1.8)
10 m d' ét hano
80 ng de NAD
4 m de solution de NBT (4.
3 m de solution de PM5 (4.

.1.5)
.1.6)

+ o+ o+ o+

3
3
.2 Solution de révelation des |DH
20 M de Tris-HCL, pH 8,0 (4.3.1.1)

+ 180 m d' eau désioni sée

+ 500 ng d'acide DL-isocitrique-sodium Nag
+ 10 M de solution de Mgd 2 (4.3.1.7)

+ 6 ng de NADP

+ 4 nm de solution de MIT (4.3.1.4)

+ 3 mM de solution de PV5 (4.3.1.6)

aj ustés a 1200 m avec de |

ajusté a 1 litre avec de I

ajustés a 2 litres avec de |'eau désioni sée

ajustés a 1200 nl avec de |'eau désionisée

eau dési oni sée

eau désioni sée et

a pH
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4.3.2.3 Solution de révélation des PG et PGD
10 nl de Tris-HCL, pH 8,0 (4.3.1.1)
+ 190 m d' eau désioni sée
200 ng de fructose 6-phosphate (Nay)
80 ng d' aci de 6- phospho gl uconi que, 3 HyO (Nag)
2 m de solution de Wyd , (4.3.1.7)
20 ng de NADP
2 m de solution de MIT (4.3.1.4)
3 m de solution de PM5 (4.3.1.6)
50 unités de glucose 6-phosphate déshydrogénase

oA+ o+

4.3.2.4 Solution de révél ation des PGV
20 m de Tris-HCL, pH 8,0 (4.3.1.1)
180 m d' eau dési oni sée
1 g de phosphate de gl ucose
200 ng d' EDTA (Na,)
4 m de solution 5e
20 ng de NADP
3 m de solution de MIT (4.3.1.4)
2 m de solution de PM5 (4.3.1.6)
100 unités de glucose 6-phosphate déshydrogénase

+

MO 5 (4.3.1.7)

+ o+ o+ o+

4.3.2.5 Solution de révél ati on des ACP

4 m d acétate de sodium pH 5,0 (4.3.1.3)

+ 196 ml d' eau dési oni sée

+ 200 ng de sel GBC de Fast Garnet

+ 492 ng de 1-naphthyl phosphate, 2 H,O (Nay)
+ 2 n de solution de Myd » (4.3.1.7§

4.3.2.6 Solution de révélation des D A
20 M de Tris-HA, pH 9,1 (4.3.1.2)

+ 180 m d' eau dési oni sée

+ 2 g de PVP-40

+ 20 my de NADH

+ 16 m de solution de MIT (4.3.1.4)

+ 16 ng de 2, 6-di chl or ophénol -i ndophénol - sodi um Na

5. Prot ocol e

5.1 Extraction des enzynes

Les plantules de nais sont cultivées sur du papier de germnation hunmidifié, a 25°C et dans

| " obscurité. Au bout de six jours, les coléoptiles sont récoltés et honpgénéisés a 4°C a |'aide
d' un pilon, dans des nmicro-tubes renfernant 0,060 nml de solution d' extraction (3.1). Les extraits

peuvent étre conservés a -30°C

5.2 Préparation du ge

Pour obtenir deux gels d amidon a 12,5% (18 x 18 x 1 cn), la méthode a suivre est la
suivante : nmeélanger 128 g d'amidon dans 1020 ml de tanpon (4.2.1.3 ou 4.2.2.2) dans un flacon de

Buchner de 1000 mi. Chauffer a 80°C. Dégazer |e nélange pendant 40 secondes. Verser |es gels dans
des noul es spécifiques du type décrit dans le nanuel d'utilisation du matériel. La fornation de
bulles d air doit étre évitée. Laisser les gels refroidir a tenpérature anbiante pendant au noins
deux heures et les envelopper d'un film de polyéthyl éne pour |a conservation jusqu' au |endemain.

Avant |'él ectrophorése, refroidir les gels a 4°C pendant au noi ns une heure

5.3 El ect r ophor ése

Renplir les bacs avec le volume approprié de tanpon de migration (4.2.1.2 ou 4.2.2.1)
préal abl enent refroidi a 4°C Pratiquer une fente transversale dans le gel & 1 cm de |a cathode.
| mbi ber de chaque extrait enzymatique (cf paragraphe 5), une neche de papier VWatman N3, de

dimensions 15 x 2 x 1 cm Pl acer ensuite les neches dans la fente; il est possible de déposer
30 extraits pour un gel de 18 x 18 x 1 cm A 1 cmde chaque bord du gel, insérer une nméche inbibée
de solution de bleu de bronophénol (4.2.2.3). La migration électrophorétique se fait a 4°C

Appl i quer une tension constante de 200 V (intensité maximale de 150 mA pour deux gels de 18 x 18 x 1
cm), pendant 20 ninutes. Oer les neches et laisser |'électrophorése se poursuivre sous tension
constante de 280 V (intensité maximal e de 180 mA pour deux gels de 18 x 18 x 1 cn), jusqu'a ce que
| e bl eu de bronpphénol ait parcouru 14 cm (4 heures).

5.4 Révél ati on des enzynes

Aprés él ectrophorése, couper le gel en tranches horizontales d'1 mm d' épaisseur. Jeter la
tranche supérieure. Col orer chaque tranche de gel par incubation dans les solutions ci-aprés, a

37°C et dans |'obscurité
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pour les MDH et les ADH : solution 4.3.2.1,

pour les IDH : solution 4.3.2.

pour les PA et la PG : solution 4.3.2.3,

pour les PGM: solution 4.3.2.4.

pour les ACP : solution 4.3.2.5

pour les DIA: solution 4.3.2.6

Les ACP migrent dans les quatre prenmiers centinmetres du gel, |les PGM au-dessu; il est donc
possi bl ede révéler ces deux enzymes sur la ménme tranche de gel, aprés |'avoir coupée en deux

transversal ement .

Les tenps de révélation vont de 30 & 120 mnutes. Aprés coloration, rincer les tranches de
gel dans de |'eau distillé avant de | es stocker. Pour une conservation |ongue, il est possible soit
de sécher les gels entre deux feuilles de cellophane, soit de les stocker dans des sacs de
pol yét hyl éne scel | és.

6. Reconnai ssance des alléeles codant des isoenzynes
6.1 Reconnai ssance des all él es codant pour |es MDH
6.1.1 Interprétation génétique des zynobgrammes
Structure Localisation
Enzyme quaternaire | chromosomique Locus Alléles
8 Mdh1 1,6
6L Mdh2 3+3,5%*,4,5,6 interactions
Malate déshydrogénase Dimere 3L Mdh3 16, 18 intergéniques
(MDH) 1L Mmm M, m
1L Mdh4 12 interactions
5S Mdh5 12,15 intergéniques
* Les enzymes codées par les alléles 3 et 3,5 présentent une nobilité électrophorétique treées

proches; elles ne sont donc pas considérées comme différentes.

Il existe des interactions entre les produits des génes (sous-unités pol ypeptidi ques) codés par
Mihl, Mih2 et Mih3, d'une part, et entre ceux codés par Mih4 et Mlh5, d'autre part.

Génotype Lignées témoins

Mdh1 Mdh2 Mdh3 Mmm Mdh4 Mdh5

6/6 6/6 16 M 12 12 A239

6/6 3/3 16 M 12 12 CM7

6/6 6/6 16 M 12 15 F2

6/6 6/6 18 M 12 12 F1444

6/6 3/3 18 M 12 12 C0158

1/1 3/3 16 M 12 12 F252

6/6 4,5/4;5 16 M 12 12 W401
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1.2 Schémati sati on des zynpgrammes
Pour |a reconnai sance des alléles aux loci Mhl, Mh2 et Mih4, il y a lieu de recourir a
la SGE, a pH 6,5. Pour |a reconnai ssance des alleéles aux loci Mlh3 et Mih5, il y a lieu
de pratiquer une deuxi éme SGE, a pH 5, 0.
Bandes MDH SGE pH 6.5
6-18 — 12-15 — w— — S—
6-16 — 1212 -——----u-------——-
— . — -—— — — —_tun  e—— — — —— — ——— s
3-16 ewm— = 45-16 — = v e ames eses s eme T oae s T
—_— 1l — i -_ = - -
—— 66 ——  e— cm— — — —
6-45 — T ;0 -----—-—==—- _=—=
1-6 —/= — 3 ; e o= N TR EE e oo W W gy W pm—————
1-3 —_— — T s TV i
Types 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 14 15 16 17 18
Gnes
Génot ypes M6 | 212| 1515| 22| 22| 22| 212 22| 22| 22 212 22| 212 212| 1515 22| 212 22| 212
MW | 22| 22| 212 2R 22| 22 22| 212 2P 22| 22| 22 2R 2r| 22| 212 21| 212
MM | MM| MM| MM| MM| MM| MM| MM| MM| MM | MM| MM| MM | MM | MM | MM| MM MM | MM
MIB | 1616 | 1616 | 1818 | 1616 | 1616 | 1616 | 1818 | 1616 | 1616 1616 | 1616 | 1616 1616 | 1616 | 1616 | 1616 1616 | 1616
M2 | 66 | 66 | 66 | 66 | 66 | 33 | 345 I3 | I6 | 3I6 | I3 | I3 | 345| I3 |4545) 36 | 45| 456
Mhl- | 66 | 66 | 66 V1| 6| 66 | 66| 66| W6 11| U6 | Y1 V1| 11| 66| 66 16 | 66
En raison de leur faible intensité, certaines bandes sont dessinées en pointillés. D autres
se chevauchent et ne peuvent donc pas étre figurées en tant que bandes distinctes.
Bandes
MDH SGE pH 5.0
. : +
18,18— —_— T
amam
16-16 = e mam ——
15.15_ —
12-15 w—— ||
12-12 ——— L NS . _
Types 1 2 3 4
Géne 1 2 3 4
Génot Mdh5 12/12 | 15/15 | 12/12 | 12/12
notypes Mdha | 12/12 | 12/12 | 12/12 | 12/12
Mdh3 16/16 | 16/16 | 18/18 | 16/18
6.2 Reconnai ssance des all él es codant pour les |DH
6.2.1 Interprétation génétique des zynogrammes
Structure Localisation
Enzyme quaternaire chromosomique Locus Alléles
Isocitrate 8 Idh1 4,6 interactions
déshydrogénase Dimeric intergéniques
6 Idh2 4,6
(IDH)
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Il existe des interactions entre les produits des genes (sous

par Idh 1 et Idh 2.

-uni t és pol ypeptiques) codés

Génotype Lignées témoins
Idhl Idh2
4/4 4/4 F16
4/4 6/6 A632
6/6 4/4 F1110
6/6 6/6 CO158
Schénmti sati on des zynpgranmes
Bandes
IDH1 4 - IDH1 4 — ———— —_—
—— [ ] —
IDH2 4 - IDH2 4 —— =m N - mm EE .
|| — | | —
idh 1 44 4/4 6/6 &6 a4 6. 4/6 46 46
idh 2 6/6 44 44 6% 4% 46 44 6/6 4/6

En raison de leur faible intensité,
se chevauchent et ne peuvent donc pas étre figurées en tant que bandes distinctes.

certai nes bandes sont

Reconai ssance des all él es codant pour |es PGD

Interprétation génétique des zynogrammes

dessi nées en pointillés.

Structure Localisation
Enzyme quaternaire chromosomique Locus Aléles
6-phosphogluconate 6 Pgdl 2,3,8,n
déshydrogénase Dimere interactions
3L Pgd2 28,5 intergéniques
(PGD)

I
par Pgd 1 et Pgd 2.

Génotype Lignées témoins
Pgdl Pgd2
2/2 5/5 A239
3,8/3,8 2,8/2,8 | A632
3,8/3,8 5/5 F2
n/n 5/5 H108

existe des interactions entre |les produits des génes (sous-unités polypeptidiques) codés

D autre
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6.3.2 Schémati sati on des zynogranmes

Bandes
PGD12 -PGD12 o—0 p——— — — +
|
- = E

PGD2 2,8 - PGD2 2,8 ____ — — —
PGD1 3,8 - PGD1 3,8 — — <R~
PGD25 -PGD25 ___ p— e — E i =

Pgd 1 22 22 3838 3838 n 238 238 3,838

Pgd 2 | 2,8/2,8 &/5 2828 &6 6B &5 286 2806

En raison de leur faible intensité, certaines bandes sont dessinées en pointillés
D autres se chevauchent et ne peuvent donc pas étre figurées en tant que bandes distinctes

6.4 Reconnai ssance des all él es pour |es PGV
6.4.1 Interprétation génétique des zynogranmes
Structure Localisation
Enzyme gquaternaire |[chromosomique| Locus Alléles
Monomere 1L Pgm1 9, 16
Phosphoglucomutase 1
Monomere 58 Pgm2 3
(PGM) 4
8
Génotype Lignées témoins
Pgml Pgm2
9/9 1/1 F2
9/9 3/3 F16
9/9 4/4 A632
9/9 8/8 MO17

1. Note relative aux PGV

Les conbinaisons d alléles - 9/9+1/1, 9/9+1/4 et 9/9+1/3
- 9/9+43/3, 9/9+1/3 et 9/9+3/4, 16/ 16+4/4 et 9/ 16+4/4 et 9/ 16+3/ 4,
- 9/9+1/1, 9/9+4/4 et 9/9+3/4 et
- 9/9+8/8, 9/9+3/8 et 9/9+4/8
produi sent respectivenent des zynogrammes identiques ou étroitenment apparentés. Par conséquent
pour |le caractéere 42.1
la note 1 peut étre 9/9+1/4 ou 9/9+1/3
la note 2 peut étre 9/9+1/3 ou 9/9+3/4 ou 9/ 16+3/ 4,
la note 3 peut étre 9/9+3/4 et
la note 4 peut étre 9/9+3/8 ou 9/9+4/8



6.4.2 Schémati sati on des zynogrammes
Bandes
PGM2 1 —_— — —
PGM1 16, PGM2 3 pn— s o ey — B wss =
PGM1 9, PGM24 —— | men =uu S === s S SEE TSN S S f—
Pgm 1 or9 99 9/9 9/9 9/ 8/9 9/9 9/9 9/9 /9 16/16 16/16 16/16 16/16
Pgm 2 n 3. 44 88 18 38 448 18 14 34 i 33 44 8w
6.5 Reconnai ssance des all él es codant pour |les PG
6.5.1 Interprétation génétique des zynogranmes
Structure Localisation
Enzyme guaternaire chromosomique Locus Alléles
Phosphoglucoisomérase Dimeére 1L Pgil 4
(PGI) 5
Génotype Lignées témoins
Pgil
4/4 A239
5/5 A632
6.5.2 Schémati sati on des zynogrammes
Bandes
-_ +
—— a—
AR
Pgi4 — [ p—
Pgi5 — -
Pgi 22 44 55 A4 4S5
6.6 Reconnai ssance des all él es codant pour |es ACP
6.6.1 Interprétation génétique des zynogrammes
Structure Localisation
Enzyme quaternaire chromosomique Locus Alléles
2
Acido phosphatase Dimere 9L Acpl 3
4
(ACP) 6
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Génotype Lignées témoins
Acpl
2/2 F2
3/3 A239
4/4 A632
6/6 F1444

2. Note relative aux ACP

Les alléles 3/3 et 2/3 ainsi
trés proches. Par conséquent, pour |le caracteéere
peut étre 3/3 ou 2/3. Les alléles 4/4 et

des zynmogrammes trés proches. Par conséquent, p

que les alléles 2/2 et 3/3 produisent

4/ 6 et

respectivenment des zynogranmes
44.1, la note 1 peut étre 2/2 ou 2/3 et la note 2

les alléeles 6/6 et 4/6 produisent respectivenent
our le caractére 44.1, la note 3 peut

étre 4/4 ou
4/6 et la note 4 peut étre 6/6 ou 4/6.
6.6.2 Schémati sati on des zynogranmes
Bandes
Acp 2 - | om — ——
Acp i< S | | - —— -—
_— N .
Acp1 22 33 44 66 24 23 34 U6 46 36
Et ant donné que certaines bandes se chevauchent, il n'est

tant que bandes distinctes.

pas possible de les figurer en

6.7 Reconnai ssance des alléles pour les DA
6.7.1 Interprétation génétique des zynogrammes
Structure Localisation
Enzyme guaternaire chromosomique Locus Alléles
Diaphorase Monomere 2 Dial 8
12
(DIA) Dimeére 1L Dia2 4
Génotype Lignées témoins
Dial Dia2
8/8 4/4 F2
12/12 4/4 CO158
6.7.2 Schémati sati on des zynogranmes
Bandes
Dial 8 —— | .
Diat 12 — ] —
Dia2 4 e — s .
Diat 8/8 12/12 812
Dia2 4/4 4/4 4/4
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6.8 Reconnai ssance des all él es pour |es ADH
6.8.1 Intérpretation génétique des zynogranmes
Structure Localisation
Enzyme quaternaire |chromosomique| Locus Alléles
Alcool déshydrogénase Dimeére 1L Adhl 4
(ADH) 6
Génotype Exemple de Lignées
Adhl
4/4 F1444
6/6 F2
6.8.2 Schémati sati on des zynogranmes
Bandes
>

Adh4d —— | mm

Adh 6 —— [
Adh | 44 6/6 4)6

6.9 Description des |ignées et hybrides ténpins

Voir pages 46 et 47 a la fin de |'annexe.
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[ deut sch]

Teil 1
Ei nf Ghrung

Die folgende Anlage enthdlt eine Liste der Merknale, die sich bei Verwendung der
El ekt rophorese ergeben, sowie eine Beschreibung der zu verwendenden Methode. Die UPOV hat
entschi eden, diese Merkmale in einer Anlage zu den Priufungsrichtlinien aufzufiuhren und damt
ei ne besondere Kategorie von Merknmal en zu bilden, da die Mehrheit der UPOV-Verbandsstaaten der
Mei nung ist, dass es nicht ndglich ist, die Unterschei dbarkeit allein auf der G undl age eines
Unt er schi edes zu begrinden, der in einemmt Hlfe der Elektrophorese sich ergebenden Merknal
erfasst wurde. Solche Merkmale sollten daher nur erganzend zu anderen Unterschieden in
nor phol ogi schen oder physiol ogi schen Merkmal en verwendet werden. Die UPOV bestatigt, dass
diese Merkmale als nutzlich angesehen werden; es konnte aber sein, dass sie alleine fur sich
genommen fiur die Erstellung der Unterscheidbarkeit nicht ausreichen. Sie sollten nicht als
Rout i nenmer knmal verwendet werden, sondern nur auf Antrag oder nit Zustimmung des Annel ders der
Kandi dat ensorte.

Fir di e Anal yse von Enzynen wird die Starke-Cel - El ekt rophorese enpfohlen. Danmit |&sst sich
Pol ymor phi snmus von Enzymen (d.h. 16 Enzym oci) nachwei sen. Die genetische Kontrolle ist fur
jeden Enzym ocus bekannt. Zur Beschrei bung der Methode und fur die genetische Interpretation
der Zynogrammre wird auf das technische Bulletin von Stuber, Wndel, Goodman und Smith (1988)
und das Techni sche Handbuch von Genéche und Graud (1994) verwiesen. Die Allele sind mt
Bandnummern genmdss der von Cardy, Stuber und Goodman (1980) gegebenen Definition (siehe
Kapitel 11X, Literatur) bezeichnet.
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Teil 11
Merknal e, die sich bei Verwendung der El ektrophorese ergeben
Characteristics Exanpl e Varieties
Car act eres Engl i sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kmal e Bei spi el ssorten
35. Allele expression at genotype 1/1 génotype 1/1 Genotyp 1/1 F252 1
locus Mih 1 genotype 1/6 génotype 1/6 Genotyp 1/6 Tau
in interaction en interaction in Interaktion
Expression de |'alléle with allele 6 avec allele 6 mt Alel 6 von
occupant le locus Mlh 1 of Mh 2 de mih 2 Mih 2
Al l el - Auspréagung in genotype 6/ 6 génotype 6/6 Genotyp 6/6 A239 2
Locus Mih 1
genotype 1/6 génotype 1/6 Genotyp 1/6 Mar shal | 3
but not in mai s sans j edoch ohne
interaction interaction I nteraktion
with allele 6 avec alléle 6 mt Allel 6
of mih 2 de midh 2 von Mih 2
36. Allele expression at Genotype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3 F252 1
I ocus Mih 2 Genotype 3/4.5 Génotype 3/4.5 Genotyp 3/4.5 Robi n
Expression de |'alleéle Genot ype Génot ype Genot yp W 401 2
occupant le locus Mlh 2 4.5/4.5 4.5/4.5 4.5/4.5
Al l el - Auspréagung in Genotype 6/6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6 A 239 3
Locus Mih 2
Genotype 3/6 Génotype 3/6 Genotyp 3/6 Azur 4
Genotype 4.5/6 Génotype 4.5/6 Cenotyp 4.5/6 5
37. Allele expression at Genot ype 16/ 16 Génotype 16/16 Genotyp 16/ 16 F252 1
| ocus Mih 3
Genot ype 18/18 Génotype 18/18 Genotyp 18/18 Co 158 2
Expression de |'alléle
occupant le locus Mlh 3 Genotype 16/18 Génotype 16/18 Genotyp 16/ 18 Fi garo 3
Al l el - Auspréagung in
Locus Mih 3
38. Allele expression at Genotype MM Génotype MM Genotyp MM F 252 1
| ocus MM Genotype Mm Génotype M'm Genotyp M'm
Expression de |'alléle Genotype nmi'm Génotype nmim Genotyp nmim 2
occupent le |ocus
Mm
Al l el - Auspréagung in
Locus Mmm
39. Allele expression at Genot ype Génot ype Genot yp F 252 1
loci Mih 4 + milh 5 12/12 + 12/12 12/12 + 12/12 12/12 + 12/12
Expression de |'alleéle Genot ype Génot ype Genot yp F 2 2
occupant les |oci 12/ 12 + 15/ 15 12/ 12 + 15/ 15 12/ 12 + 15/ 15
Mih 4 + Mih 5 Genot ype Génot ype Genot yp Robi n
12/12 + 12/ 15 12/12 + 12/ 15 12/12 + 12/ 15

Al l el - Auspréagung in
Loci Mih 4 + Milh 5
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Characteristics

Exanpl e Varieties

Car act eres Engl i sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten
40. Allele expression at Genot ype Génot ype Genot yp A 239 1
loci Idh 1 + Idh 2 414 + 4/ 4 414 + 4/ 4 414 + 4/ 4
Genot ype Génot ype Genot yp
Expression de |'alleéle 4/6 + 4/4 4/6 + 4/4 4/6 + 4/4
occupant les |oci
Idh 1 + Idh 2 Genot ype Génot ype Genot yp cM 7 2
4/4 + 6/6 4/4 + 6/6 4/4 + 6/6
Al l el - Auspréagung in
Loci Idh 1 + Idh 2 Genot ype Génot ype Genot yp F 1110 3
6/6 + 4/ 4 6/6 + 4/ 4 6/6 + 4/ 4
Cenot ype Génot ype Cenotyp Co 158 4
6/6 + 6/6 6/6 + 6/6 6/6 + 6/6
Cenot ype Génot ype Cenotyp Bonny
4/6 + 6/6 4/6 + 6/6 4/6 + 6/6
Genot ype Génot ype Cenot yp Axon 5
4/ 4 + 4/ 6 4/ 4 + 4/ 6 4/ 4 + 4/ 6
Genot ype Génot ype Genot yp Loft
4/6 + 4/6 4/6 + 4/6 4/6 + 4/6
41. Al ele expression at Genot ype Génot ype Genot yp W 401 1
loci Pgd 1 + Pgd 2 2/2 + 5/5 2/2 + 5/5 2/2 + 5/5
Expression de |'alléle Genot ype Génot ype Genot yp 2
occupant |es |oci 2/2 + 2.8/2.8 2/2 + 2.8/2.8 2/2 + 2.8/2.8
Pgd 1 + Pgd 2
Genot ype 3.8/ Génot ype 3. 8/ Genotyp 3.8/ A 632 3
Al l el - Auspréagung in 3.8 +2.8/2.8 3.8 +2.8/2.8 3.8 +2.8/2.8
Loci Pgd 1 + Pgd 2
Genot ype Génot ype Genot yp F 252 4
3.8/3.8 + 5/5 3.8/3.8 + 5/5 3.8/3.8 + 5/5
Genot ype 3.8/ Génot ype 3.8/ Genotyp 3.8/ Tekil a
3.8 +2.8/5 3.8 +2.8/5 3.8 +2.8/5
Cenot ype Génot ype Cenotyp H 108 5
n/n + 5/5 n/n + 5/5 n/n + 5/5
Genot ype Génot ype Genot yp Bekef i x 6
2/3.8 + 5/5 2/3.8 + 5/5 2/3.8 + 5/5
Genot ype Génot ype Genot yp Furio
2/3.8 + 2.8/5 2/3.8 + 2.8/5 2/3.8 + 2.8/5
42.1 Inbred lines only: Genot ype Génot ype Genot yp F2 1
al l el e expression at 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1
loci Pgm1 + Pgm 2
Cenot ype Génot ype Cenotyp F 16 2
Seul enent |i gnées: 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3
expression de |'alleéle Genot ype Génot ype Genot yp
occupant les |oci 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4
Pgm 1 + Pgm 2
Genot ype Génot ype Genot yp A 632 3
Nur | nzuchtlini en: 9/9 + 4/ 4 9/9 + 4/4 9/9 + 4/ 4
All el - Auspréagung in
Loci Pgm 1 + Pgm 2 Cenot ype Génot ype Cenotyp M 17 4
9/9 + 8/8 9/9 + 8/8 9/9 + 8/8
Genot ype Génot ype Genot yp 5
16/16 + 1/1 16/16 + 1/1 16/16 + 1/1
Genot ype Génot ype Genot yp
16/16 + 3/3 16/16 + 3/3 16/16 + 3/3
Cenot ype Génot ype Cenotyp 6
16/16 + 8/8 16/16 + 8/8 16/16 + 8/8
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Car act eres Engl i sh francais deut sch Exenpl es Not e
Mer kel e Bei spi el ssorten
42.2 Hybrids and open- Genot ype Génot ype Genot yp 1
pollinated varieties 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1 9/9 + 1/1
only: allele expression Genotype Génot ype Genot yp Robi n
at loci Pgm1 + Pgm 2 9/9 + 1/3 9/9 + 1/3 9/9 + 1/3
Genot ype Génot ype Genot yp
Seul ement _hybri des et 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3 9/9 + 3/3
vari étés a fécondation Genot ype Génot ype Genot yp Fi garo
libre: expression de 9/9 + 3/4 9/9 + 3/4 9/9 + 3/4
I"alléle occupant |es Genot ype Génot ype Genot yp
loci Pgm1 + Pgm 2 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4 9/9 + 4/4
CGenot ype Génot ype Cenot yp Axon
Nur Hybriden und frei- 9/9 + 1/4 9/9 + 1/4 9/9 + 1/4
abbl thende Sorten: Genot ype Génot ype Genot yp
Al'l el - Auspréagung in 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4 16/ 16 + 4/4
Loci Pgm 1 + Pgm 2
Cenot ype Génot ype Cenotyp 2
9/9 + 8/8 9/9 + 8/8 9/9 + 8/8
Cenot ype Génot ype Cenotyp
9/9 + 3/8 9/9 + 3/8 9/9 + 3/8
Cenot ype Génot ype Cenotyp Ccci tan
9/9 + 4/8 9/9 + 4/8 9/9 + 4/8
Genot ype Génot ype Genot yp 3
9/9 + 1/8 9/9 + 1/8 9/9 + 1/8
Cenot ype Génot ype Cenotyp 4
16/16 + 1/1 16/16 + 1/1 16/16 + 1/1
Cenot ype Génot ype Cenotyp
16/16 + 1/3 16/16 + 1/3 16/16 + 1/3
Cenot ype Génot ype Cenotyp
16/ 16+ 3/3 16/16 + 3/3 16/16 + 3/3
Genot ype Génot ype Genot yp 5
16/ 16 + 8/8 16/ 16+ 8/ 8 16/ 16 + 8/8
43. Al lele expression at Genotype 4/ 4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 A 239 1
locus Pgi 1
Genotype 5/5 Génotype 5/5 Genotyp 5/5 A 632 2
Expression de |'alleéle
occupant |e |ocus Genotype 4/5 Génotype 4/5 Genotyp 4/5 Arti st 3
Pgi 1
Al l el - Auspréagung in
Locus Pgi 1
44.1 Inbred lines only: Genotype 2/2 Génot ype 2/2 Genotyp 2/2 F 2 1
Al el e expression at
locus Acp 1 Genotype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3 A 239 2
Seul enent |i gnées: Genotype 4/ 4 Génotype 4/ 4 Genotyp 4/4 A 632 3
expression de |'alléle
occupant le locus Acp 1 Genotype 6/6 Génot ype 6/6 Genotyp 6/6 F 1444 4

Nur | nzuchtlinien:
All el - Auspréagung in
Locus Acp 1
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44.2 For hybrids and open- Genotype 2/3 Génotype 2/3 Genotyp 2/3 Azur 1
pollinated varieties Genot ype 2/2 Génot ype 2/2 Genotyp 2/2
only: Allele expres- Genotype 3/3 Génotype 3/3 Genotyp 3/3
sion at |locus Acp 1
Genotype 4/ 6 Génotype 4/ 6 Genotyp 4/6 Cont essa 2
Seul ement pour les hy- Genotype 4/ 4 Génotype 4/ 4 Genotyp 4/4
brides et les variétés Genotype 6/6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6
a fécondation libre:
expression de |'alléele Genotype 2/4 Génotype 2/4 Genotyp 2/4 Cceitan 3
occupant le locus Acp 1
Genotype 2/6 Génotype 2/6 Genotyp 2/6 4
Nur fiar Hybriden und
frei abbl thende Sorten: Genotype 3/4 Génotype 3/4 Genotyp 3/4 Mar shal | 5
Al'l el - Auspréagung in
Locus Acp 1 Genotype 3/6 Génotype 3/6 Genotyp 3/6 6
45. Al ele expression at Genot ype 8/8 Génotype 8/8 Genotyp 8/8 F 2 1
locus Dia 1
Genotype 12/12 Génotype 12/12 Genotyp 12/12 Co 158 2
Expression de |'alléle
occupant le |ocus Genot ype 8/12 Génot ype 8/12 Genotyp 8/ 12 Basti on 3
Dia 1
Al l el - Auspréagung in
Locus Dia 1
46. Al lele expression at Genotype 4/4 Génotype 4/4 Genotyp 4/4 F 1444 1
| ocus Adh 1
Genotype 6/6 Génotype 6/6 Genotyp 6/6 F 2 2
Expression d' allele
occupant |e |ocus Genotype 4/ 6 Génotype 4/ 6 Genotyp 4/6 Bri st ol 3
Adh 1

Al l el - Auspréagung in
Locus Adh 1
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Teil 111

Beschrei bung der SGE- Met hode fiur die
Anal yse von |soenzynen von Zea mays L.

1. Anzahl der Kei nschei den pro Prifung

- zur Ueberprufung der Formel: 20 Kei mscheiden jeweils von |nzuchtlinien
2 Kei mschei den von Ei nfachhybri den
6 Kei mschei den von 3-Weghybri den

- far die Prifung der Unterschei dbarkeit, Honmbgenitat und Bestandi gkeit: nindestens 20 Keim
schei den fir | nzuchtlinien, Hybriden und freiabbl Ghende Sorten.

2. Cer ate und Ausristung

Verwendet werden kann jedes geeignete horizontal e El ektrophorese-System unter der Voraussetzung,

dass die Gele auf einer Tenperatur von 4° C gehalten werden kénnen. Die verwendete Energiequelle sollte
sowohl konstante Stronstéarke als auch eine konstante Stromspannung |iefern.

3. Cheni kal i en
Al'l e verwendet en Chemi kalien sollten m ndestens Anal ysenrei nheit aufweisen.

3.1 Chemi kal i en fir Enzym Extraktion

L- Ascor bi nsaure
L- Ascor bi nsaure Na- Sal z
Sucr ose

3.2 Chemi kal i en fur El ektrophorese

Br onphenol bl au

Zi t ronenséaur e- Monohydr at

L-Hi stidin

Hydrol ysierte Stéarke fur El ektrophorese (Signma s-4501 oder gl eichwertig)

3.3 Cheni kal i en zur Enzynf ar bung
Ei sessig
2, 6- D chl or ophenol -i ndophenol Na- Sal z
Et hanol

Et hyl enedi am n- Tetr aessi gsaure Na2-Sal z ( EDTA)
Fast Garnet-GBC- Sal z

D Fructose 6 Phosphat Na2- Sal z

d ucose 1-Phosphat - Dehydr ogenase (Serva 22820 oder 22822 oder Sigma G5885)
Sal zsaure (HC1)

DL- | sozitronenséure Na3-Sal z

Magnesi um Chl ori d- Hexahydr at

DL- Aepf el séure

Di net hyl t hi azol - Di phenyl - Tetrazol i um (MIT)

B- Ni coti nam d- Adeni n-Di nucl eotid ( NAD)

B- Ni cot i nam d- Adeni n- Di nucl eoti d reduzi ert (NADH)
B- Ni coti nam d- Adeni n- Di nucl eot i d- Phosphat ( NADP)
Ni t ro- bl ue-Tetrazol i um (NBT)

Nat ri umhydroxi d ( NaOH)

1- Napht yl phosphor sdure Na3- Sal z

6- Phosphogl uconséaur e Na3- Sal z- Di hydr at

Phenazi n- Met hosul fat ( PMVB)

Pol yvi nyl pyrrolidon 40 (PVP-40)

Nat ri umacet at - Tri hydr at

Tri s- (hydroxynet hyl ) - Am nonet han (Tris)

4, Lésungen

4.1 Extrakti onsl 6sung

16.7 g Sucrose
8,3 g NatriumAscorbat, mnmt entionisiertem Wasser auf 100 m aufgefillt und mt L-
Ascor bi nsdure auf pH 7,4 eingestellt.

n

.2 El ekt r ophor esepuf fer

4.2.1 Puffer fir SGE pH 6,5

S

.2.1.1 Stanmm 6sung: 0,364 ML-H stidin-Gtrat

50,44 g L-Hi stidin-Citrat

8,20 g Zitronensaure-Mnohydrat, mt entionisiertemWsser auf 1 Liter aufgefillt
4.2.1.2 El ektrophoresepuffer: 0,072 ML-H stidin-Citrat pH 6,5 (Stanmm 6sung 1 in 5 verdinnt)
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4.3.1.5

4.3.1.6

4.3.1.7

4.3.1.8
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400 m Stanmm 6sung (4.2.1.1), mt entionisiertemWsser auf 2 Liter aufgefidllt
Cel puffer: 0,024 ML-Hi stidin-Citrat

(Stamm 6sung 1 in 15 verdinnt)

80 m Stanm 6sung (4.2.1.1), nmit entionisiertemWsser auf 1200 m aufgefullt

Puffer fir SGE pH 5,0

El ekt rophoresepuffer: 0,074 ML-Histidin-Ctrat pH 5,0

15,5 g L-Histidin-Gtrat

10,0 g Zitronenséaure-NMonohydrat, mt entionisiertemWsser auf 2 Liter aufgefidllt

Cel puffer: 0,006 ML-Hi stidin-Citrat

(El ekt rophoresepuffer 1 in 12 verdinnt)

100 ml El ektrophoresepuffer (4.2.2.1), mt entionisiertemWsser auf 1200 ml aufgefidllt

Br onphenol bl au- Lésung
50 ng Bronphenol blau, in 100 m entionisiertem Wsser aufgel st

Far bl 6sungen
St anml 6sungen

1 MTris-HCL pH 8,0

121,1 g Tris, mt entionisiertem Wasser auf 1 Liter aufgefdllt und mt 50 % HC1 auf pH 8,0

eingestel |t

1 MTris-HCL ph 9,1

121,1 g Tris, mit entionisiertem Wasser auf 1 Liter aufgefdllt und mt 50 % HC1 auf pH 9,1

eingestel |t

1 M Natriumacetat pH 5,0

136,08 Natriumacetat, mit entionisiertem Wasser auf 1 Liter aufgefillt und nmit Eisessig auf

pH 5,0 eingestellt

MIT- Lésung
1,0 g MIT, nit entionisiertemWsser auf 100 m aufgefillt

NBT- Losung
1,0 g NBT, nmit entionisiertemWsser auf 100 m aufgefillt

PMB- Lésung
200 mg PMS, mit entionisiertemWsser auf 100 ml aufgefdllt

Magnesi unchl ori d- Lésung
21,35 g Magnesi unthl ori d- Hexahydrat, mit entionisiertemWsser auf 100 m aufgefillt

Aepf el sdure- Lésung

5 g DL-Aepfelsaure, mt entionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefdllt und nmit 1 M NaCH auf

8,0 eingestellt

Far bl 6sungen (Vol unen: 200 m)

MDH + ADH Far bl 6sung
20 M Tris-HC1 pH 9,1 (4.3.1.2.)

+ 180 ml entionisiertes Wasser

+ 8 m Aepfel sédure-Loésung (4.3.1.8.)
+ 10 m Ethanol

+ 80 my NAD

+ 4 m NBT-LOsung (4.3.1.5.)

+ 3 m PMs-LOsung (4.3.1.6.)

| DH- Far bl 6sung

20 M Tris-HC1 pH 8,0 (4.3.1.1.)

180 nl entionisiertes Wasser

500 ng DL-1sozitronensaure Na3-Sal z

10 m Magnesi unchl orid-Lésung (4.3.1.7.)
6 nmg NADP

4 m MIT-LO6sung (4.3.1.4.)
3 m PM5-LOsung (4.3.1.6.)

+ o+ o+ o+ o+

P& - + PGD Far bl 6sung

10 M Tris-HC1L pH 8,0 (4.3.1.1.)

+ 190 m entionisiertes Wasser

200 ng Fructose 6-Phosphat Na2- Sal z

80 ng 6- Phosphogl ucon- Sdure Na3- Tri hydrat - Sal z
2 m Magnesi unchl orid-Lésung (4.3.1.7.)

20 ng NADP

2 m MIT-Lésung (4.3.1.4.)

3 m PMs-Lésung (4.3.1.6.)

50 Ei nheiten Q ucose- 6- Phosphat - dehydr ogenase

o+ o+ o+

PGM Far bl 6sung
20 ml Tris-HC1 pH 8,0 (4.3.1.1.)

pH
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180 m entionisiertes Wasser
1 g G ucose 1-Phosphat
4 m Magnesi unthl orid-Ldésung (4.3.1.7.)
20 ng NADP
3 m MIT-Lésung (4.3.1.4.)
2 m PMs-Lésung (4.3.1.6.)
100 Ei nheiten G ucose- 6- Phosphat - dehydr ogenase

o+ o+ o+

4.3.2.5 ACP- Far bl 6sung
4 m Natriumacetat pH 5,0 (4.3.1.3.)
+ 196 m entionisiertes Wasser
+ 200 ng Fast- Garnet - GBBC- Sal z
+ 492 ng 1- Naphtyl phosphat Na3-Di hydrat - Sal z
+ 2 nm Magnesi unthl orid-L6sung (4.3.1.7.)

4.3.2.6 Dl A Farbl 6sung
20 M Tris-HCL pH 9,1 (4.3.1.2.)
+ 180 ml entionisiertes Wasser
2 g PVP-40
20 ng NADH
16 m MIT-Losung (4.3.1.4.)
16 ng 2, 6- Di chl or ophenol -i ndophenol Na- Sal z

+ o+ + +

5. Ver f ahren

5.1 Enzym Extrakti on

Mai skei m i nge werden im Dunkeln bei einer Tenperatur von 25° C auf feuchtem Kei mungspapi er

angezogen. Nach sechs Tagen werden Kei nschei den einzeln geerntet und bei 4° C, mt einem Stéssel in
M kro- Rdhrchen in jeweils 0,060 nml Extraktionsldsung (3.1.), honogenisiert. Die Extrakte kdnnen bei

-30° C auf bewahrt werden.

5.2. Herstel lung des CGels

Um zwei Starkegele (18 x 18 x 1 cn) von 12,5 % herzustellen, ist folgendes nétig: 128 g
Starke werden in 1020 m Gelpuffer (4.2.1.3. oder 4.2.2.2.) bei 80° C in einem Buchner-Kol ben
gel6st. Die Loésung wird 40 Sekunden entgast. Die Gele werden, genass der Beschreibung in der
Bedi enungsanl eitung fir das verwendete Geréat, in Celformen gegossen. Die Bildung von Luftbl &schen
ist zu verneiden. Man |&sst die Gele bei Rauntenperatur mndestens zwei Stunden |ang abkuhl en und
| &sst sie dann Uber Nacht |agern, wobei die Cele durch eine Polyathylenfolie geschutzt werden. Vor

der El ektrophorese werden die Gele wahrend m ndestens einer Stunde auf 4° C abgekihlt.

5.3 El ekt r ophorese

Di e El ektrophoresekarmern werden mit 4° C kaltem Elektrophoresepuffer (4.2.1.2. oder
4.2.2.1.) befullt. 1 cmvon der Kathode wird ein Schlitz in das CGel geschnitten. Die Enzynextrakte
von 5.1 (30 Extrakte fir ein Gel von 18 x 18 x 1 cm werden in 15 x 2 x 1 nm Dochte aus Chronato-
graphi e- Papi er Whatman Nr. 3 aufgesaugt. Die Dochte werden in die Schlitze gesteckt. Ab 1 cm von
jeder GCelkante wird ein mt Bronphenol bl au-Lésung (4.2.2.3.) vollgesaugter Docht eingelegt. Die
El ekt rophorese erfol gt bei 4° C Das Systemwird 20 Mnuten |ang auf konstanter Spannung von 200 V
(maximale Stronstarke 150 mA fur zwei Cele von 18 x 18 x 1 cm gehalten. Dann werden die Dochte
entfernt und die El ektrophorese wird bei konstanter Spannung von 280 V (naximale Stronstéarke 180 mA
fur zwei Gele von 18 x 18 x 1 cm fortgesetzt, bis der Bronphenol bl au- Marker 14 cm gewandert ist (4
St unden) .

5. 4. Enzym Far bung

Nach der El ektrophorese wird das Gel horizontal in 1 mm dicke Scheiben geschnitten. Die
oberste Scheibe wird weggeworfen. Einzelne Cel scheiben werden im Dunkeln bei einer Tenperatur von

37° Cin fol genden Lésungen gefarbt:

fiar MDH und ADH: Losung 4.3.2.1.
far IDH Losung 4.3.2.2
far PA und PGD: Losung 4.3.2.3.
far PGM LoOsung 4.3.2.4.
far ACP: LOsung 4.3.2.5.
far DIA: LO6sung 4.3.2.6.

Die ACP wandert in den ersten 4 cm des Gels, die PGM dariiber. Daher ist es noglich, diese
bei den Enzyne auf dersel ben Gel schei be zu fé&arben, nachdem sie zuvor quer durchgeschnitten wurde.

Di e Farbungen dauern 30 bis 120 Mnuten. Nach der Farbung werden die GCelscheiben in
destilliertem Wasser gewaschen, bevor sie aufbewahrt werden. Folgende Verfahren werden fir die
langfristige Lagerung angewandt: die Gele werden zwi schen zwei Cellophanfolien getrocknet oder in
versi egel ten Pol yat hyl en- Beut el n auf bewahrt.
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6. Zuordnung der |soenzyne zu den codi erenden Allelen
6.1 Zuordnung der NDH
6.1.1 Genetische Interpretation der Zynogranme
Quartar- Chromosomale
Enzym struktur Lokalisierung Locus Allele
8 Mdh1 1,6
6L Mdh2 3+3,5%,4,5,6 intergenische
Malatdehydrogenase Dimer 3L Mdh3 16, 18 Interaktionen
(MDH) 1L Mmm M, m
1L Mdh4 12 intergenische
5S Mdh5 12, 15 Interaktionen

* Die durch die Allele 3 und 3,5 codierten Enzyne haben eine sehr

ahnli che el ektrophoretische

Mobilitat; sie werden deshalb nicht als unterschiedlich benotet.
Es bestehen |nteraktionen zwi schen den Genprodukten (Polypeptid-Untereinheiten) aus Mhl, Mh2
und Mdlh3 sowi e zwi schen den Genprodukten Mih4 und Mih5.
Genotyp Beispielsinzuchtlinien
Mdh1 Mdh?2 Mdh3 Mmm Mdh4 Mdh5
6/6 6/6 16 M 12 12 A239
6/6 3/3 16 M 12 12 CM7
6/6 6/6 16 M 12 15 F2
6/6 6/6 18 M 12 12 F1444
6/6 3/3 18 M 12 12 CO158
1/1 3/3 16 M 12 12 F252
6/6 4,5/4;5 16 M 12 12 W401
6.1.2 Schemati si erung der Zynogramme
Fir die Erkennung der Loci Mhl, Mh2 und Mih4 sollte SCE bei pH 6,5 verwendet werden. Fir
di e Erkennung der Loci MIh3 und Mlh5 sollte ein zweites El ektrophorese-System verwendet werden: SCE
bei pH 5, 0.
Banden
...... MDH SGE pH 6.5
6-18 — 12-15 — w— — —
6-16 — 1212 ENE NN T EEE M IE EE s S BN I I IME: W IR R e ..
3o1f e —usas | T T _—== —_— e e e ===
—_— 116 —_— i -_ —_ .
6-45 ___ — §-6 IR =R aEgs W — —— — I - — — W= — mm
-6 — =3I} e -— =
1-3 —_— —_— T s TV i
Types 1 2 3 4 5 6 7 8 10 n 12 13 14 15 16 17 18
Ges
Mb | 1212| 1515| 1212 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1515| 1212 | 1212 | 1212 | 1212
Genot ypen M | 212| 1212| 1212 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212 | 1212
MM | MM| MM| MM MM| MM| MM|  MM| MM| MM| MM| MM| MM | MM | MM| MM | MM | MM | MM
MIB | 1616 | 1616 | 1918 1616 | 1616 | 1616 1818 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616 | 1616
M2 | 66 | 66 | 66 66 | 66 | 33 | 345| 33| 36 | 36 | I3 | 33 | 45| 33 |4545) 36 345 | 456
Mh-| 66 | 66 | 66 | V1| 16| 66 66 | 66 | ¥6 V1 | ¥6 | 21 11| 11| 66 | 66 16 | 66
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Einige sehr schwache Banden sind als punktierte Linien gezeichnet. Ei ni ge Banden
Uber schnei den sich und kénnen nicht als unterschiedliche Banden gezei chnet werden.

Banden
MDH SGE pH 5.0
18,18 —— —_— — +
——
16-16 = - s aum
15-1§ —— —
12-15 —— L
12-12 L NS . _
Typen | 4 2 3 4
Gene 1 2 3 4
Genot ypen Mdh5 12/12 | 15/15 | 12/12 | 12/12
Mdh4 12/12 | 12/12 | 12/12 | 12/12
Mdh3 16/16 | 16/16 | 18/18 | 16/18
6.2 Zuordnung der |DH
6.2.1 Cenetische Interpretation der Zynogranme
Quartar- Chromosomale
Enzym struktur Lokalisierung Locus Allele
Isocitrat- 8 Idh1 4,6 intergenische
dehydrogenase Dimer Interaktionen
6 Idh2 4,6
(IDH)

Es bestehen Interaktionen zw schen den Genprodukten (Polypeptid-Untereinheiten) aus |dhl und
I dh2.

Genotyp Beispielsinzuchtlinien
Idhl Idh2
4/4 4/4 F16
4/4 6/6 AB32
6/6 4/4 F1110
6/6 6/6 C0O158
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6.2.2 Schemati sierung der Zynopgramme

Banden
IDH1 4 - IDH1 4 — —— —_— |
—— [ ] —
IDH2 4 - IDH2 4 —— == N —_— mm B .
|| — | —
Idh 1 4/4 44 8/é6 e/ 44 ' 6/6 4/6 4/ 4/6
idh 2 6/6 4/4 44 6B 446 46 A4 8/6 46

Ei ni ge sehr schwachen Banden sind als dinne Linien gezeichnet. Einige Banden Uberschnei den
sich und kénnen nicht als unterschiedliche Banden gezei chnet werden.

6.3 Zuordnung der PGD

6.3.1 Genetische Interpretation der Zynogranme

Quartar- Chromosomale
Enzym struktur Lokalisierung Locus Allele
6-phosphogluconat- 6 Pgdl 2,38,n
dehydrogenase Dimer intergenische
3L Pgd2 28,5 Interaktion
(PGD)

Es bestehen Interaktionen zwi schen den Genprodukten (Pol ypeptid-Untereinheiten) aus Pgdl und

Pgd2.
Genotyp Beispielsinzuchtlinien
Pgdl Pgd2
2/2 5/5 A239
3,8/3,8 2,8/2,8 | A632
3,8/3,8 5/5 F2
n/n 5/5 H108

6.3.2 Schemati si erung der Zynogramme

Banden
PGD12 -PGD12 —— [ o = — — +
.
- = E

PGD22,8-PGD228 ___ | mum _— —
PGD1 3,8 - PGD1 3,8 — — <R~
PGD25 -PGD25 ___ p— e — E i =

Pgd 1 22 22 338 3838 n 238 23,8 3,838

Pgd2 | 2,828 B&/5 2828 &5 6B &5 28/5 2865

Ei ni ge sehr schwache Banden sind in dunnen Linien gezeichnet. Einige Banden Uberschnei den
si ch und kénnen nicht als unterschiedliche Banden gezei chnet werden.
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6.4 Zuordnung der PGM

6.4.1 Genetische Interpretation der Zynogranme

Quartar- Chromosomale
Enzym struktur Lokalisierung Locus Allele
Monomer 1L Pgml 9, 16
Phosphoglucomutase 1
Monomer 5S Pgm2 3
(PGM) 4
8
Genotyp Beispielsinzuchtlinien
Pgm1 Pgm?2
9/9 1/1 F2
9/9 3/3 F16
9/9 4/4 A632
9/9 8/8 MO17

1. Fussnote zu PGM (Seite 45)

Die All el -Konbinationen 9/9+1/1, 9/9+1/4 und 9/9+1/ 3,

die Allel-Konbinationen 9/9+3/3, 9/9+1/3, 9/9+3/4, 16/16+4/4, 9/16+4/4 und 9/ 16+3/ 4,
die Allel-Konbinationen 9/9+1/1, 9/9+4/4 und 9/9+3/4 bzw.

die Allel-Konbinationen 9/9+8/8, 9/9+3/8 und 9/9+4/8

ergeben identische oder eng verwandte Zynogramre. Deshal b kénnen bei Merkmal 42.1
die Note 1 gleichfalls 9/9+1/4 oder 9/9+1/3,

die Note 2 gleichfalls 9/9+1/3, 9/9+3/4 oder 9/16+3/4,

die Note 3 gleichfalls 9/9+3/4 und

die Note 4 gleichfalls 9/9+3/8 oder 9/9+4/8 sein.

6.4.2 Schemati sierung der Zynopgramme

Banden

PGM2 1 —_— — —_—

PGM1 16, PGM2 3 t— —-—— ozt preeney = T weas m
PGM1 9, PGM24 —— | mea =su B w== == - . e s —

Pgm 1 o9 99 99 99 98 9/9 9/9 919 9/9 16/16 16/16 16/16 16/16

s|s|1 12

Pgm2| 11 33 44 8B 1B 48 13 114 34 11 3B A4 8m

6.5 Zuordnung der Pd

6.5.1 Genetische Interpretation der Zynogranme

Quartar- Chromosomale
Enzym struktur Lokalisierung Locus Allele
Phosphoglucoisomerase Dimer 1L Pgil 4
(PGI) 5
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Genotyp Beispielsinzuchtlinien
Pgil
4/4 A239
5/5 AB32

6.5.2 Schemati si erung der Zynogramme

Banden +
-_— ..
AR
Pai2 ___ | oy wem
Pgi4 —— —
Pgi5 —
Pgi 22 414
6.6 Zuordnung der ACP
6.6.1 GCenetische Interpretation der Zynogranme
Quartar- Chromosomale
Enzym struktur Lokalisierung Locus Allele
2
Saure Phosphatase Dimer 9L Acpl 3
4
(ACP) 6
Genotyp Beispielsinzuchtlinien
Acpl
2/2 F2
3/3 A239
4/4 A632
6/6 F1444
6.6.2. Schemati sierung der Zynpgramme
Banden
Acp 2 — " — +
Acp3 — — | | - —— -—
- I
Aep 4 p— |
AC;G —_— | — — L] - -—
Acp1 | 22 33 44 66 24 23 34 26 46 36

Ei ni ge Banden Uberschneiden sich und koénnen nicht als unterschiedliche Banden gezeichnet
wer den.

2. Fussnote zu ACP

Die Allele 3/3 und 2/3 bzw. die Allele 2/2 und 3/3 ergeben sehr ahnliche Zynmogramme. Deshalb kann
bei Merknal 44.1 die Note 1 2/2 oder 2/3 und die Note 2 3/3 oder 2/3 sein.

Die Allele 4/4 und 4/6 bzw. die Allele 6/6 und 4/ 6 ergeben sehr &ahnliche Zynogramme. Deshalb kann
bei Merknal 44.1 die Note 3 4/4 oder 4/6 und die Note 4 kann 6/ 6 oder 4/6 sein.
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Zuordnung der DI A

6.7.1 Cenetische Interpretation der Zynogranme

Quartéar-

Chromosomale

Enzym

struktur

Lokalisierung

Locus

Allele

Diaphorase

Monomer

2

Dial

8

12

(DIA)

Dimer

1L

Dia2

4

Genotyp

Beispielsinzuchtlinien

Dial

Dia2

8/8

4/4

F2

12/12

4/4

C0O158

6.7.2 Schemati si erung der Zynopgramme

Banden

Dia1 8
Diat1 12
Dia2 4

Zuordnung der ADH

8/8 12112 812

Diat
Dia2

44 44 4/4

Genetische Interpretation der Zynogranme

Enzym

Quartéar-

Chromosomale

struktur

Lokalisierung

Locus

Allele

Alkoholdehydrogenase

Dimer

1L

Adhl

(ADH)

Genotyp

Beispielsinzuchtlinien

Adhl

4/4

F1444

6/6

F2

6.8.2 Schemati si erung der Zynogramme

6.9

Banden

Adh 4

Adh 6

Adh

44 66 46

Beschrei bung der Bei spi el si nzuchtlinien und -hybriden

Si ehe Seiten 46 und 47 am Ende der Anl age.
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Description of the exanple inbred lines and hybrids
Description des lignées et hybrides ténoins
Beschrei bung der Bei spi el si nzuchtlinien und -hybriden

inbred lines M M M M M M | | P P P P P A D A
lignées endo- d d d m d d d d g g g g g c i d
games h h h m h h h h d d m m i p a h
Inzuchtlinien 1 2 3 4 5 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1
A239 6/6 6/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/4 2/2 5/5 9/9 4/4 4/4 3/3 8/8 4/4
A632 6/6 6/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 6/6 3,8/3,8 | 2,8/2,8 9/9 4/4 5/5 4/4 8/8 4/4
CM7 6/6 3/3 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 6/6 3,8/3,8 5/5 9/9 3/3 4/4 4/4 12/12 4/4
CO158 6/6 3/3 18/18 M/M 12/12 12/12 6/6 6/6 3,8/3,8 5/5 9/9 4/4 4/4 4/4 12/12 4/4
F1110 6/6 3/3 16/16 M/M 12/12 12/12 6/6 4/4 3,8/3,8 5/5 9/9 3/3 4/4 3/3 8/8 4/4
F1444 6/6 6/6 18/18 M/M 12/12 12/12 4/4 6/6 3,8/3,8 5/5 9/9 3/3 4/4 6/6 8/8 4/4
F16 1/1 3/3 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/4 3,8/3,8 5/5 9/9 3/3 4/4 2/2 8/8 4/4
F2 6/6 6/6 16/16 M/M 12/12 15/15 4/4 4/4 3,8/3,8 5/5 9/9 1/1 4/4 2/2 8/8 6/6
F252 1/1 3/3 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/4 3,8/3,8 5/5 9/9 4/4 4/4 3/3 12/12 4/4
H108 6/6 6/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/4 n/n 5/5 9/9 8/8 4/4 2/2 8/8 4/4
MO17 6/6 6/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/4 3,8/3,8 5/5 9/9 8/8 4/4 2/2 8/8 4/4
w401 6/6 4,5/4,5 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 6/6 2/2 5/5 9/9 3/3 4/4 2/2 8/8 4/4
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Hybrids M M M M M M | I P P P P P A D A
Hybrides d d d m d d d d g g g g g c i d
Hybriden h h h m h h h h d d m m i p a h
1 2 3 4 5 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1
ARTIST 1/1 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 6/6 3,8/3,8 2,8/5 9/9 4/4 4/5 4/4 8/8 4/4
AXON 6/6 6/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 3,8/3,8 5/5 9/9 1/4 4/4 2/2 8/8 4/6
AZUR 6/6 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 3,8/3,8 5/5 9/9 3/4 4/4 2/3 8/8 4/4
BASTION 6/6 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 6/6 3,8/3,8 5/5 9/9 4/4 4/4 4/4 8/12 4/6
BEKEFIX 6/6 4,5/6 16/18 M/M 12/12 12/15 4/4 6/6 2/3,8 5/5 9/9 1/3 4/4 2/4 8/8 4/6
3/6 16/16 12/12
BONNY 1/6 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/6 6/6 3,8/3,8 5/5 9/9 3/4 4/4 3/4 8/8 4/4
6/6 4/4 4/5 3/3 4/6
BRISTOL 1/1 3/6 16/16 M/M 12/12 12/15 4/4 4/6 3,8/3,8 5/5 9/9 1/4 4/4 2/2 8/8 4/6
CONTESSA 6/6 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 6/6 3,8/3,8 5/5 9/9 3/4 4/4 4/6 8/12 4/4
FIGARO 6/6 3/6 16/18 M/M 12/12 12/12 4/4 4/4 3,8/3,8 5/5 9/9 3/4 4/4 3/4 8/8 4/4
FURIO 6/6 6/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 2/3,8 2,8/5 9/9 4/8 4/4 4/4 8/12 4/4
LOGT 1/6 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 3,8/3,8 5/5 9/9 4/8 4/4 2/4
MARSHALL 1/6 3/3 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 3,8/3,8 5/5 9/9 4/4 4/4 3/4 8/8 4/4
OCCITAN 1/6 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 2/3,8 5/5 9/9 4/8 4/4 2/4 8/12 4/4
ROBIN 6/6 3/4,5 16/16 M/M 12/12 12/15 4/4 4/6 3,8/3,8 5/5 9/9 1/3 4/4 2/4 8/8 4/4
TAU 1/6 3/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 3,8/3,8 5/5 9/9 4/4 4/4 3/4 8/8 6/6
6/6 1/4 2/3
TEKILA 1/6 6/6 16/16 M/M 12/12 12/12 4/4 4/6 3,8/3,8 2,8/5 9/9 4/4 4/4 2/2 8/8 4/4

Footnote to exanple hybrids / Note pour |es ténpins hybrides / Benerkungen zu den Bei spi el hybriden

For the three-way cross hybrids Bekefix, Bonny and Tau, sonme |loci are in segregation.
Pour les hybrides trois voies Bekefix, Bonny et Tau, certains loci sont en disjonction.
Bei den Dreiweghybriden Bekefix, Bonny und Tau spalten einige |oci auf.

[ End of docunent/
Fin du docunent/
Ende des Dokunent s]



