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Vorwort

Meine sehr verehrten Damen und Herren, geschétzte Tagungsteilnehmer!

Ich darf Sie als Obmann der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs sehr herzlich begriiBen. Die
Teilnehmerzahl ist heuer wohl geringer als im Vorjahr, was unter anderem auch am speziellen Tagungsthema liegt, das viel-
leicht nicht diese Breitenwirkung hat.

Das Thema ,,Fortschritte in der Saatguttechnologie und -untersuchung* ist zuletzt umfassend vor 11 Jahren anlésslich der 47.
Tagung im Jahre 1996 behandelt worden. Da in diesem Zeitraum eine Weiterentwicklung auf dem Geréte- und dem Metho-
densektor stattgefunden hat, diirfte eine aktuelle Gesamtschau niitzlich und interessant sein.

Das weitere Schwerpunktthema ,,Ertragsorientierte Ziichtungsstrategieen fiir neue Verwertungsmoglichkeiten® resultiert aus
der gegenwiértigen Diskussion iiber eine intensivierte Nutzung von Bioenergie von pflanzlichen Rohstoffen angesichts der
zunehmenden Verknappung fossiler Energieressourcen und den weltweiten Kohlendioxidanstieg. Von der Pflanzenziichtung
wird erwartet, dass sie diese Nachfrage durch Bereitstellung geeigneter Sorten nachkommt. Moglicherweise ist solches Material
in der Vergangenheit weggeworfen worden, weil man diese Ziichtungsrichtung noch nicht gesehen hat.

Ich bedanke mich bei Herrn Direktor Dr. SONNLEITNER, dass er uns wieder als Géste aufgenommen hat und die notwendigen
Ressourcen und Krifte, die fiir einen reibungslosen Ablauf der Tagung notwendig sind, immer gerne bereitstellt.

Den Herren Professoren RUCKENBAUER und GRAUSGRUBER sage ich Dank dafiir, dass es ihnen wieder gelungen ist,
hochkaritige Vortragende aus dem Inland und dem benachbarten Ausland fiir diese Themenkreise zu gewinnen.

Dem Geschiftsfiihrer, Herrn Dr. BRANDSTETTER und seinen Mitarbeiterinnen danke ich fiir die umfangreiche Vorbereitung
und Durchfiihrung dieser Tagung. Frau TRISCHLER beendet heuer ihre Mitarbeit in diesem Bereich, dafiir ist Frau GEPPNER
erstmals dabei.

Ich darf Sie, meine sehr geschatzten Damen und Herren, noch davon informieren, dass anlasslich einer ESA-Tagung vor wenigen
Wochen Herr Dr. GOHN von der Probstdorfer Saatzucht zum neuen Vorsitzenden der Sektion ,,Getreide und Eiweifipflanzen®
gewiihlt worden ist. Wir sind sehr stolz darauf, dass ein Vertreter Osterreichs nun diese Funktion innehat und wiinschen ihm
alles Gute und viel Erfolg in dieser wichtigen Sektion.

Ihnen, meine geschitzten Tagungsteilnehmer, darfich eine interessante Vortragsveranstaltung wiinschen, die sicher Informatio-
nen und Anregungen bringt, wieder Kontakte zu Freunden und Geschéftspartnern ermdglicht und insgesamt einen angenehmen
Aufenthalt bietet, damit Sie im kommenden Jahr gerne wiederkommen.

Dr. Herbert ETZ
Obmann
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In memoriam Prof. Dr. Dr. hec. Klaus-Ulrich HEYLAND

Die Rheinische Friedrich-Wilhelms-
Universitdt Bonn und ihre landwirt-
schaftliche Fakultit betrauerten am 29.
November 2006 den Tod einer ihrer
profiliertesten Personlichkeiten: Prof.
Dr. Dr. hc. Klaus-Ulrich HEYLAND.
Er war in den Jahren zwischen 1965 bis
1990 ein uns lieb gewordener Teilnehmer
und oftmaliger Vortragender unserer
Gumpensteiner Tagung. Seine umfas-
senden Kenntnisse auf allen Gebieten
der Pflanzenbauwissenschaften und seine
Diskussionsfreudigkeit waren damals
ein fast unentbehrlicher Beitrag fiir das
Gelingen der Tagungen.

Geboren am 28. Mai 1927 in Halle an der
Saale, nahm er nach Kriegsende das Stu-

dium an der damaligen landwirtschaftli-
chen Hochschule in Hohenheim auf, wo
er bei Prof. BROUWER promovierte und
sich als Hochschulassistent auch 1961
habilitierte.

1969 iibernahm er in Bonn am Institut
fiir Pflanzenbau den Lehrstuhl fiir Spe-
ziellen Pflanzenbau und Pflanzenziich-
tung. Wiéhrend seiner iiber 30-jdhrigen
Forschungstitigkeit widmete er sein
Interesse stets aktuellen Fragen der
Pflanzenproduktion.

Unter seiner Leitung entstanden zahl-
reiche Diplomarbeiten und 60 Disser-
tationen.

Die Erkenntnisse, die er und seine ihm
anvertrauten jungen Wissenschaftler
aus den zahllosen Feldversuchen und
Laborexperimenten gewannen, schufen
wichtige Grundlagen fiir eine integrie-
rende Landbewirtschaftung unter dem
Motto: ,,Soviel wie ndtig und so wenig
als moglich®.

HEYLAND vertrat damals schon die
feste Uberzeugung, dass auch unter
Beriicksichtigung 6kologischer Ge-
sichtpunkte eine 6konomisch sinnvolle
Landbewirtschaftung moglich ist. Von
seinem Engagement, die gewonnenen
Ergebnisse auch in die Praxis umzu-
setzen und fiir die Ausbildung von
Studierenden zuganglich zu machen,
zeugen mehrere Lehrbiicher, darunter das
Handbuch des Pflanzenbaues. In seiner
langen Lehrtéatigkeit war HEYLAND im-

mer bestrebt, die ziichterischen Aspekte
der Sortenentwicklung in die gesamte
Produktionskette der vielfaltigen Palette
von Kulturpflanzen zu integrieren.

Sein wissenschaftliches Werk wurde
iiber die Grenzen hinaus durch die
Verleihung der Ehrendoktorwiirde der
Universitat Breslau ausgezeichnet. Auch
die Gesellschaft fiir Pflanzenbauwis-
senschaften, deren Vorsitzender er von
1979-1981 war, ernannte ihn zu ihrem
Ehrenmitglied. Neben der Lehr- und
Forschungstétigkeit engagierte sich
HEYLAND in besonderer Weise fiir
die Belange der Landwirtschaftlichen
Fakultdt, in den Jahren 1980/81 und
1987/88 war er ihr Dekan. Besonders
bemerkenswert war sein selbstloser und
unermiidlicher Einsatz fiir die Belange
der Behinderten. Er war viele Jahre
hindurch Vorsitzender mehrerer Be-
hindertenverbdnde und Griinder eines
groflen Behindertenheimes. Fiir dieses
bemerkenswerte Lebenswerk zeichnete
ihn die Bundesrepublik Deutschland mit
dem Bundesverdienstkreuz aus.

Die alteren Teilnehmer der Gumpenstei-
ner Ziichtergemeinschaft erinnern sich
noch seiner rheinischen Frohlichkeit bei
den Nachsitzungen, die damals noch bis
in die Morgenstunden andauerten, ohne
die Prasenz bei den ersten Vortragen des
jungen Tages zu vernachlassigen. Als ein
Herr aus echtem Schrot und Korn wird er
uns und seinen zahllosen Schiilern immer
in Erinnerung bleiben.

Autor: Univ.Prof. Dr. Peter RUCKENBAUER, Universitat fir Bodenkultur, Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung, Gregor Mendel Stralke
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In memoriam Prof. Dr. Dr. hc. F. Wolfgang SCHNELL

Die Vereinigung der Pflanzenziichter
und Saatgutkaufleute Osterreichs, die
hier versammelten Teilnehmer der Ta-
gung 2007 und die groe Gemeinschaft
aller Pflanzenziichter und Saatgutver-
antwortlichen in Praxis, Forschung und
Verwaltung betrauern den Weggang
einer profilierten Personlichkeit, die
iiber 2 Jahrzehnte fiir seine dsterreichi-
schen Freunde auch Inhalt und Form
dieser alljahrlich stattfindenden Tagung
priagte: Prof. Dr. Dr. hc. F. Wolfgang
SCHNELL.

Er ist am 29. Dezember 2006 im Alter
von 93 Jahren in seiner Heimatstadt
Stuttgart verstorben.

Wolfgang SCHNELL wurde 1913 in Bad
Oeynhausen geboren und studierte Land-
wirtschaft in Gottingen und Weihenste-
phan. Er erlebte den zweiten Weltkrieg
an der Ostfront und musste 4 Jahre in
russischer Gefangenschaft verbringen.

Danach begann fiir ihn erst das eigentli-
che Leben, das er der Wissenschaft wid-
mete. Er promovierte 1949 in Gottingen
und iibernahm am Max-Plank-Institut

fiir Ziichtungsforschung in der Auflen-
stelle Scharnhorst das Arbeitsgebiet
fremdbefruchtete Getreidearten, wozu
vor allem Roggen und Mais zahlen.
Die Ziichtungsforschung fiir diese zwei
Kulturarten bestimmten sein eigentliches
Lebenswerk. Nach einem entscheiden-
den Aufenthalt in den USA mit dem
Schwerpunkt Hybridziichtung bei Mais
und seinem darauf folgenden Ziichtungs-
erfolg mit der ersten deutschen friihrei-
fen Kornermais-Hybridsorte ,,Velox®,
habilitierte er sich 1963 in Géttingen fiir
das Fachgebiet Pflanzenziichtung.

Noch im selben Jahr folgte er dem Ruf
der Universitat Hohenheim auf den
Lehrstuhl fiir Angewandte Genetik und
Pflanzenziichtung.

Damit verbunden war auch die Leitung
des Institutes fiir Pflanzenziichtung und
der Landessaatzuchtanstalt.

Dank seiner herausragenden Ideen und
Leistungen fiir Lehre und Forschung
entwickelte Herr SCHNELL, bis zu
seiner Emeritierung im Jahre 1981, die
weit liber die Grenzen Europas hinaus
anerkannte Hohenheimer Schule fiir
Pflanzenziichtung. Wer sich heute in der
deutschen Pflanzenziichtung umsieht,
der wird in den leitenden Positionen
eine Gemeinsamkeit entdecken: die
meisten sind mit Schiilern von Wolfgang
SCHNELL besetzt und mittlerweile auch
von Schiilern seiner Schiiler.

Er gilt als einer der Protagonisten fiir
die Anwendung moderner biometri-
scher Methoden in der Ziichtung und
Zichtungsforschung und legte wichtige
Grundlagen fiir die grofen Fortschritte
in der Hybridziichtung insbesondere fiir
Roggen. Hohe internationale Anerken-
nung fanden seine Beitrage zur Model-
lierung der genetischen Rekombination,
zur Analyse der Variation quantitativer
Merkmale und zur Optimierung von

Selektionsprozessen.

Als Herr SCHNELL bereits im fortge-
schrittenen Alter anldsslich einer grof3en
Tagung die Bemerkung fielen liel3, dass
er jetzt in einem Alter sei, wo Ehrungen
nicht mehr schaden konnten, wurde
er gehort und grofe Ehrungen wurden
ihm zuteil. Eine davon empfand er als
besondere Auszeichnung mit der ihm
das Internationale Mais und Weizen-
Forschungszentrum CIMMY T in Mexi-
ko 1997 den Ehrentitel ,,Distinguished
Pioneer in Heterosis“ verlieh. Die Uni-
versitdt Hohenheim ehrte das Lebens-
werk ihres begnadeten akademischen
Lehrers und Griinders des erfolgreichen
Studienganges ,,Agrarbiologie” zuletzt
mit der Benennung einer neu geschaffe-
nen Stiftungsprofessur mit dem Namen
»FW. SCHNELL Stiftungsprofessur fiir
Nutzpflanzendiversitdt und Ziichtungs-
informatik*.

Die Gumpensteiner Tagung durfte 15
Jahre lang einige Glanzpunkte seiner
Vortragskunst erleben und seine wach-
sende Zuneigung zu uns Osterreichischen
Zichtern, unserer Art zu arbeiten und
zu leben war fiir uns mehr als eine Aus-
zeichnung.

Als sein unmittelbarer Nachfolger am
Lehrstuhl in Hohenheim ab 1983 - eine
Aufgabe, die mich zu Beginn extrem for-
derte - lernte ich auch seine personlichen
Qualitdten kennen.

Sein grofles Interesse weit iiber das
Fachgebiet hinaus, seine besondere
Beziehung zu Kunst und Kultur, seine
Geselligkeit und nicht zuletzt die Betreu-
ung und Fiirsorge um seine Doktoranden
waren fiir mich das Mal}, an dem auch
ich gemessen werden wollte.

Wir alle, die ithn kannten, werden ihm
einen hervorragenden Platz in unseren
Erinnerungen einraumen.

Autor: Univ.Prof. Dr. Peter RUCKENBAUER, Universitat fiir Bodenkultur, Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung, Gregor Mendel Stralle

33, A-1180 WIEN

58. Tagung der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs 2007



In memoriam Prof. Dr. Dr. hc. Klaus-Ulrich HEYLAND, Prof. Dr. Dr. hc. F. Wolfgang SCHNELL und Ing. Josef KORBER

In memoriam Ing. Josef KORBER

Die Vereinigung osterreichischer Pflan-
zenziichter und Saatgutkaufleute und die
biuerliche Bevolkerung Osterreichs ver-
lor am 11. Mérz diesen Jahres einen der
Stillen im Lande, der - wenig beachtet
von der Offentlichkeit - durch sein fast
40-jahriges berufliches Engagement,
seiner Ausdauer und seiner Hingebung
fiir den schopferischen Beruf des Pflan-
zenziichters der dsterreichischen Land-
wirtschaft im wahrsten Sinne des Wortes
diente: Ing. Josef KORBER.

Josef KORBER wurde am 28. Janner
1923 in Jesau, Bezirk Iglau in der heu-
tigen Tschechischen Republik als Sohn
eines Landwirteehepaares geboren.

Nach dem Besuch einer 6-klassigen
Volksschule absolvierte er eine land-
wirtschaftliche Fachschule, von der er
1941, unmittelbar nach Schulabschluss,
als 18-jahriger zur deutschen Wehrmacht
eingezogen wurde. 1945, nach schwers-
ten Entbehrungen an der Ostfront, seines
elterlichen Erbes und seiner Heimat
verlustig, fasste er als Landarbeiter wie-
der Ful} in Oberosterreich. Nach einer
kurzen Ausbildung als Saatguttechniker
an der bayerischen Landessaatzuchtan-
stalt in Freising-Weihenstephan bekam
er im April 1948 eine Anstellung bei

der Oberosterreichischen Saatbau in der
Pflanzenzuchtstation in Reichersberg am
Inn. Ab dem Jahre 1956 wurde ihm die
Durchfiihrung aller pflanzenziichteri-
schen und landwirtschaftlichen Arbeiten
an dieser Station iibertragen. Sie wurde
ihm in den folgenden Jahren zu seiner
beruflichen und familidren Heimat.

Zusammen mit seiner leider viel zu frith
verstorbenen Frau Waltraud, die als
Saatzuchttechnikerin die Futterpflan-
zenziichtung betreute, schuf er bereits
in den 60er Jahren ein fiir das baltische
Klimagebiet hervorragend angepasstes
Zuchtmaterial von Winterweizen, Som-
mergerste und Hafer, aus dem er in der
Folge eine Vielzahl von bedeutenden
Sorten entwickelte.

Als volliger Autodidakt und unbeirrt von
diversen Ratschldgen von sogenannten
Fachexperten oder solchen, die sich dafiir
hielten, schuf er vollig neue Typen von
Winterweizensorten, die sich - entgegen
aller Erwartungen und trotz ihrer extre-
men Kurzhalmigkeit - durch erstmals in
Oberdosterreich erzielbare Hochstertrige
von 6-7 Tonnen pro Hektar auszeich-
neten. Die Sorten MULTIBRAUN und
MULTIWEISS stellten {iber Jahre hinaus
die Sédulen des Oberosterreichischen
Winterweizenanbaues dar. Mit LINZER-
BRAUN, LENTIA, DANUBIUS und
ONUS gelangen ihm neben wesentlich
verbesserten Resistenzeigenschaften
auch deutliche ziichterische Erfolge in
der Steigerung der Backqualitdt. Mit
den Sorten TITUS und inshesondere
IKARUS schaffte er den Durchbruch
zur Spitzensorte. Seine insgesamt 23 ins
Zuchtbuch eingetragenen Winterweizen-
sorten sind eine - auch in europdischen
Dimensionen gesehen - herausragende
Zichterleistung fiir einen genossen-
schaftlich gefiihrten, mittelstdndischen
Zuchtbetrieb.

Bedeutendes schuf Josef KORBER auch auf
dem schwierigen Gebiet der Sommer-
gerstenziichtung, auf dem die Osterrei-

chischen Ziichter ganz besonders schwer
der auslandischen Konkurrenz ausgesetzt
waren. Mit den Sorten BERTA und
IRMA gelangen ihm zwei besondere Se-
lektionserfolge, an die sich dann ADELE
und JUTTA, sowie seine letzte Sorte
CARMEN erfolgreich anschlossen.

Auch in der Ziichtung von Hafer schufer
Sorten fiir niederschlagsreiche Gebiete
Ost- und Mitteleuropas, unter denen
die Sorte TARRA, hinsichtlich der nur
mittleren Ertragsleistungen der Sorten in
den 70er Jahren, eine Sonderstellung ein-
nahm. Mit den Sorten LORD, NATHAN
und SENATOR erschloss er damals neue
Absatzmairkte in Bayern und der ehema-
ligen Tschechoslowakei.

Mit diesem Uberblick iiber das Lebens-
werk des begnadeten Ziichters, der als
Autodidakt begonnen hatte und Schritt
fiir Schritt die genetische Schrift seiner
ihm anvertrauten Pflanzen zu lesen ver-
stand, wére das Bild von Josef KORBER
noch nicht vollstandig.

Seine besondere Gabe mit den unzéh-
ligen Bauern und Nutzern seine Sorten
umzugehen, seine Erlduterungen bei
zahllosen Feldbegegnungen und seine
Hingabe fiir seinen Beruf waren be-
eindruckend. In ihm verbanden sich
Zielstrebigkeit und skrutine Sorgfalt fiir
jede Art von Tatigkeiten mit einer selten
zu findenden Warmherzigkeit fiir die
ihm anvertrauten dlteren und jiingeren
Mitarbeiter.

Der franzdosische Philantrop Jean DE LA
BRUYERE hat Begegnungen mit beson-
deren Menschen wie folgt beschrieben,
sie treffen auch fiir Josef KORBER
uneingeschrankt zu:

»Die wahre Grofe ist ungezwungen,
vertraulich, leutselig. Sie lasst sich
nahe kommen und mit sich umgehen.
Sie verliert nichts, wenn man sie in der
Nihe sieht. Je mehr man sie kennen
lernt, umso mehr darf man sie bewun-
dern...”

Autor: Univ.Prof. Dr. Peter RUCKENBAUER, Universitéat fir Bodenkultur, Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung, Gregor Mendel Stralle

33, A-1180 WIEN
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Zur Validierung von Saatgutprufmethoden einst und jetzt

Prolog

Auf wissenschaftlicher Grundlage er-
stellte Methoden und Einheitlichkeit in
deren Anwendung sind die Voraussetzun-
gen fiir eine international anerkannte und
wirkungsvolle Saatgutpriifung.

1869 Nobbes Statut

1869 veroffentlichte NOBBE sein Statut
mit Empfehlungen zur Probenahme,
Grofle der Einsendungsprobe sowie
Bewertung der Keimféhigkeitsbestim-
mung. Die Angaben waren nach dem
Kenntnisstand der Zeit zukunftsweisend
verfasst, eine Validierung gab es nicht
(cf. STEINER und KRUSE 2007).

1875 Die Versammlung in Graz

1875 fand in Graz die 1. Versammlung
der Vorstdnde der Samencontrol-Stati-
onen statt. Hier wurden von NOBBE
ausgearbeitete Vorschldge ,,Die Technik
der Untersuchung von Samenproben
betreffend beraten. NOBBE hatte allen
Teilnehmern seine Vorschlédge vorab
zugestellt, so dass eine ziigige Diskus-
sion und Beschlussfassung moglich
war. Damit war eine erste Stufe der
Validierung geschaffen: Fiir die Saatgut-
priifung Verantwortliche stimmten iiber
die Methoden ab, die zur ,,einmiithigen
Anwendung* empfohlen wurden (cf.
STEINER 2001).

1876 Die Versammlungen von
Vorstinden der Samenkontroll-
Stationen

1876 diskutierte unter der Leitung von
NOBBE die 2. Versammlung von Vor-
stinden der Samencontrol-Stationen tiber
die Weiterentwicklung der Priifmethodik
auf wissenschaftlicher Grundlage sowie
die Einheitlichkeit bei deren Anwendung:
»Uniformity in seed testing, ISTA". Auf
der 3.Versammlung 1877 wurde zur
Vereinheitlichung und Verbesserung der
Keimfdhigkeitsbestimmung bei Wiesen-
rispe die erste Vergleichsuntersuchung
beschlossen, iiber die auf der 4. Ver-
sammlung 1878 berichtet wurde. Damit

A.M. STEINER, M. KRUSE und R. HERR

war eine zweite Stufe der Validierung
geschaffen: Zum Kenntnisstand traten
Vergleichsuntersuchungen hinzu. Auf
dieser Grundlage wurde 1891 die ,,Die
Technik der Samenpriifungen® beschlos-
sen (cf. STEINER 2000).

1893 Die Griindung des
Ausschusses fir
Samenpriifungen

1893 wurde auf der Hauptversammlung
des Verbands der landwirtschaftlichen
Versuchs-Stationen im Deutschen Reiche
»hauptsachlich zur Ausbildung einheitli-
cher Untersuchungsmethoden*® ein stén-
diger Ausschuss fiir Samenpriifungen
gegriindet. Damit war eine dritte Stufe
der Validierung erreicht:

1. Begriindung eines Vorschlags fiir
eine Methode und Ausarbeitung einer
Arbeitsanweisung fiir Vergleichsun-
tersuchungen

2. Begutachtung des Vorschlags und der
Anweisung durch den Ausschuss und
gegebenenfalls Uberarbeitung

3. Versand der endgiiltigen Anweisung
sowie einer Tabelle zum Eintrag der
Ergebnisse an die teilnehmenden
Samenkontroll-Stationen

4. Wahl der Saatgutproben und Durch-
fithrung der Vergleichsuntersuchung,
Bericht der Ergebnisse an den Aus-
schuss

5. Auswertung der Ergebnisse durch
den Ausschuss oder einen Beauftrag-
ten ggf. externe Begutachtung

6. Formulierung der erarbeiteten \Vor-
schrift durch den Ausschuss oder
einen Beauftragten

7. Ubermittlung der Ergebnisse nebst
Auswertung sowie der vorgeschlage-
nen Vorschrift an die Samenkontroll-
Stationen

8. Vorlage und Diskussion der Vorschrift
sowie mehrheitliche Beschlussfas-
sung iiber deren Aufnahme in die
Vorschriften durch die Versammlung
der Vorstinde der Samenkontroll-
Stationen.

So wurden die ,, Technischen Vorschrif-

ten des Verbandes landwirtschaftlicher

Versuchs-Stationen i. D. R. fiir die

Samenpriifungen 1899 erarbeitet (cf.

STEINER 2000). In anderen L&ndern

verlief die Entwicklung éhnlich wie in

Deutschland. Beim 1. Internationalen

Kongress fiir Samenpriifungen zu Ham-

burg 1906 wurden die Vorschriften aus

Deutschland, Russisch-Polen, der Nordi-

schen Reiche sowie der USA vorgestellt

(cf. STEINER und KRUSE 2006).

1901 Beispiel einer Validierung

\Von der Saatzucht-Abteilung der Deut-
schen Landwirtschafts-Gesellschaft
(DLG) wurde als Voraussetzung fiir die
Regelung von Handelsgebréuchen eine
Uberpriifung von Saatgutpriifmethoden
und deren einheitlicher Anwendung
initiiert. Dazu wurde 1901 auf einer

Versammlung von 20 Vorstdnden von
Samenkontroll-Stationen ein ,,Ausschuss
fiir die Samenpriifungen® berufen mit

Autoren: Prof. Dr. Dr. h. c. Adolf Martin STEINER, Prof. Dr. Michael KRUSE und Dr. Romeo HERR, Institut fur Pflanzenziichtung, Saatgutfor-
schung und Populationsgenetik, Universitat Hohenheim, D-70593 STUTTGART
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den Professoren Dr. RODEWALD,
Dr. KIRCHNER und Dr. EDLER als
fachkundigen Mitgliedern (Foto) und
seitens der DLG mit dem \orsitzenden
des Direktoriums Ritterschaftsrat von
Arnim, Criewen, als Vorsitzendem und
dem Geschiéftsfiihrer Dr. P. HILLMANN
als Schriftfiihrer. Niederschriften von
Sitzungen von 1901-1905, Anweisungen
fiir die gemeinsamen Samenpriifungen
sowie personlicher Schriftwechsel der
Ausschussmitglieder zur Ausarbeitung
der Anweisungen befinden sich im
Archiv des Fachgebiets Saatgutwissen-
schaft und -technologie der Universitat

Hohenheim. Die Vorgehensweise folgte
dem fiir die Validierung von Methoden
geiibten Verfahren (siche oben).

Ein reizvoller Auszug des Briefwechsels
zwischen den Ausschussmitgliedern
sei dargestellt. Es handelt sich um die
Ausarbeitung einer Anweisung fiir die
Keimfihigkeitsbestimmung bei Rotklee
sowie die Bestimmung der TKM bei
Knaulgras. Fiinf Briefe sind auf der
Vorder- und Riickseite eines DIN A4
Briefbogens in der Art heutiger E-Mails
nacheinander geschrieben (Abbildung):
11.9.1903 (Freitag) KIRCHNER an RO-
DEWALD; 14.9.1903 (Montag) RODE-

WALD an EDLER; 15.9.1903 (Dienstag)
EDLER an RODEWALD; 18.9.1903
(Freitag) RODEWALD an KIRCHNER
und Nachsendung von Hohenheim nach
Berchtesgaden; 23.9.1903 (Mittwoch)
KIRCHNER an RODEWALD:; fiinf
Briefe innerhalb von nur 12 Tagen!

Die Briefe KIRCHNERS und RODE-
WALDS sind leicht zu lesen, der Brief
EDLERS in deutscher Schrift lautet:

,,Lieber Rodewald! Ich sende Dir beilie-
genden Entwurf noch einmal zu, um Dir
gleich Gelegenheit zu geben, Dich iiber
meinen Vorschlag vor Riickgabe des
Entwurfs an Herrn Kollegen Kirchner
zu duBern. Sollte es nicht zweckmiBig
sein, Vorschlag 1 (Rothklee) so anzu-
stellen, dal die Feuchtigkeit wirklich
constant bleibt? In unseren gewohnli-
chen Keimschrianken ist das nur dann
moglich, wenn den Keimpaketen aus
einem Wasserreservoir (Schale) durch
einen Filterpapierstreifen das verdunstete
Wasser zugefiihrt wird. Bei der gewdhn-
lichen Behandlung der Keimbriefe, die
auch im Entwurf vorgesehen ist, ist die
Feuchtigkeit nicht constant. Beziiglich
der Wassermenge schlage ich vor, die
im letzten Versuche vorgeschriebene
beizubehalten. Das Feststellen des Ge-
wichts der in 4 g Rothklee gefundenen
Fremdbestandteile ist wohl zweckméaBig.
Mit besten Griiien Dein Edler.”

Die Anrede- und GruBformeln lassen in
schoner Weise erkennen, wie vornehm
damals Kollegen miteinander umgingen.
Ubrigens, die Untersuchungen zeitigten
Erfolg.

1931 Die Internationalen
Vorschriften fiir die Priifung

von Saatgut

Die Geschichte der Internationalisie-
rung der Saatgutpriifung ist bekannt (cf.
STEINER 2000). Das bislang national
gelibte Verfahren der Validierung von
Methoden wurde von der Internationalen
Vereinigung fiir Saatgutpriifung (ISTA)
weitergefiihrt. An die Stelle eines all-
gemeinen Ausschusses traten die Tech-
nischen Ausschiisse, an die Stelle der
Vorstinde der Saatgutkontroll-Stationen
die stimmberechtigten Mitglieder, das
ISTA Sekretariat iibernahm organisato-
rische Aufgaben. Die 1. Internationalen
Vorschriften fiir die Priifung von Saatgut
1931 wurden vom ISTA Forschungsaus-
schuss fiir Lander mit gemaBigtem Klima
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erarbeitet, auf dem VI. Internationalen
Samenkontrollkongress zu Wageningen
1931 diskutiert und von den stimm-
berechtigten Mitgliedern beschlossen
(ANONYMUS 1931). Die Validierung
von Methoden wird durch die Berichte
der Technischen Ausschiisse sowie Ver-
offentlichungen in den ISTA Proceedings
und anderen Zeitschriften eindrucksvoll
belegt. STEINER (1997, cf. LEIST
1997) fertigte ein Flussdiagramm zur
Validierung und schilderte Beispiele.
Auch die Geschichte und Aufgabe der
Technischen Ausschiisse wurden be-
schrieben (STEINER 1998).

ISTA Method Validation 2007
HAMPTON (2005) schreibt ,,Method
Validation was introduced to ISTA by
the Seed Health Committee ... in 2000...
Using the ISTA validation process will
ensure that the final product is a sound,
validated seed quality test method."
Ferner schreibt HAMPTON (2007)
.» - the process is new to most other
TCOMs.* Weder im ISTA Handbook of
Method Validation for the Detection of
Seed-borne Pathogens (SHEPPARD und
COCKERELL 2000) noch in der Schrift
ISTA Method Validation in Seed Testing
(ANONYMUS 2007) wird auf das bis-
herige Verfahren Bezug genommen. Da
stellt sich die Frage: Handelt sich bei
der Validierung 2007 um ein Novum,
und sind die bisherigen Methoden nicht
»sound, validated“? Die ISTA Method
Validation 2007 schreibt 11 Punkte vor:
1. Draft plan: The test organizer prepa-
res a detailed draft test plan, a well
defined time schedule and a list of
participants for the comparative test
and submits the draft test plan to the
Technical Committee
2. In-house test run: The test organizer
conducts an in-house test-run of the
entire test method using the actual
samples to be used in the compara-
tive test

3. Review of draft test plan by three
reviewers, organized by the Technical
Committee

4. The test organizer prepares the final
test plan, incorporating the comments
of the reviewers

5. Distribution of the seed samples, time
schedule, data record sheet and final
test plan to the participants

6. Test reports: draft report sent to the
laboratories - final test report sent to
the Technical Committee

7. Review of the test results by two
reviewers

8. Approval, revision or rejection of the
validated method by the Technical
Committee

9. Proposal for the ISTA Rules to be
submitted to the Rules Committee

10. Report and rules proposal are listed
on the ISTA Online website. Any
interested party may submit com-
ments for or against the adoption of
the proposal

11. Methods accepted by a majority vote
at the ISTA membership meeting will
be published in the Rules for Seed
Testing

Vergleicht man dieses Verfahren mit
dem seit 1893 geiibten Verfahren, so
sind keine grundsétzlichen Unterschiede
erkennbar (s. o., cf. STEINER 1997). In
der Tat handelt es sich um eine &uflerst
ausfiihrliche Darstellung des seit iiber
100 Jahren geiibten Verfahrens. Neu
ist allenfalls, dass die Vorschldge, dank
Internet, nun jedermann zur Diskussion
gestellt werden. Von ,,introduced to ISTA
in 2000“ (HAMPTON 1. ¢.) kann keine
Rede sein.

Brauchbarkeit der ISTA Method
Validation 2007

Im Gegensatz zum bisherigen Verfahren,
das beziiglich der Handhabung Flexibili-
tét liel, wohlgemerkt aber nicht bei der

strengen Priifung durch den Technischen
Ausschuss und die Beschlussfassung
durch die stimmberechtigten Mitglie-
der, macht das Verfahren 2007 duBlerst
stringente Verfahrensvorschriften, die zu
befolgen mithsam und zeitraubend sind.
Ein Beispiel: Im November 2006 verein-
barten M. KRUSE, Hohenheim, und N.
LEIST, Augustenberg, eine Validierungs-
studie zur Tetrazoliumuntersuchung bei
Tomate, Zwiebel, Kopfsalat und Gurke,
fiir die im ISTA Handbook on Tetrazolium
Testing (MOORE 1985) und den ISTA
Working Sheets on Tetrazolium Testing
(LEIST und KRAMER 2003) Methoden
angegeben sind. Die Untersuchungen bei
Tomate sind am weitesten fortgeschritten
und in der Tabelle dargestellt. \on der
ISTA Method Validation 2007 wurde
in folgenden Punkten abgewichen: Der
Entwurf eines Arbeitsplans (1) sowie
dessen Begutachtung (4) wurden durch
die in den Working Sheets beschriebene
Methode und eine Besprechung ersetzt,
auf eine Begutachtung (3) wurde ver-
zichtet. Der Exekutivausschuss wurde
iiber diese Verkiirzungen unterrichtet.
Die Punkte 2, 5 und 6 wurden erfiillt,
Punkt 7 wird iibersprungen. Die Punkte
8-11 obliegen ISTA-Funktionstragern.
Ungeachtet der Verkiirzung dauerte die
Bearbeitung schon acht Monate. Hatte
man die Punkte 1, 3, 4 und 7 erfiillen
miissen, wiren weitere Monate hinzu-
gekommen. Die Punkte 8-10 werden
nochmals Monate in Anspruch nehmen;
im Falle von Riickfragen wohl mehrere
Monate. Damit stellt sich die Frage, ob
eine genaue Befolgung der ISTA Method
Validation 2007 iiberhaupt praktikabel
ist, und dariiber hinaus auch, ob sie
allgemein notwendig ist. Das Beispiel
zeigt, dass schon auf Grund wissen-
schaftlicher und praktischer Evidenz die
gewihlte Verkiirzung gerechtfertigt ist.
Denn MOORE (1985) zitiert fiir Tomate
sechs Referenzen, und dazu liegen die
nach umfangreicher Priifungserfahrung

Tabelle 1: Arbeitsplan der abgekiirzten ISTA-TTC-Validierungsstudie der Universitdt Hohenheim und des LTZ Augus-
tenberg fiir Tomate (Lycopersicon esculentum L.)

Datum Verfahrensschritt Zeitablauf [Monate]
04.12.06 Besprechung des Programms mit S. KRAMER (TZ Chair), N. LEIST (TZ Past-Chair), R. HERR (Organisator) 0,0
14.12.06 Information des Exekutivausschusses Gber Abkiirzung 0,5
Dez.-Jan. Beschaffung und Priifung von 4 Saatgutpartien 1,0
30.01.07 Auswahl und Zusage von 8 ISTA Labors 1,5
08.02.07 Versand der Teilproben an die mitarbeitenden Labors 2,0

30.03.-09.07.07 Eingang der Ergebnisse 7,0
20.07.-31.07.07 Zusammenstellung und Auswertung der Ergebnisse 8,0
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gefertigten Data Sheets vor. Wollte man
alle in Tabelle 5 aufgefiihrten Arten fiir
Tabelle 6 nach der ISTA Method Valida-
tion 2007 bearbeiten, bendtigte man iiber
Jahrzehnte ein Heer von Saatgutpriifern.
Insofern mag die ISTA Method Valida-
tion 2007 als hoch angesetzter Standard
fiir kritische Félle angemessen sein,
durchgéangig ist sie aber schlicht nicht
praktikabel.

Zusammenfassung
und Ausblick

Die Saatgutpriifung und die Validierung
von Methoden zur Saatgutpriifung ent-
wickelten sich Hand in Hand. Schon
vor der 1. Internationalen Konferenz
fiir Samenpriifung 1906 (STEINER und
KRUSE 2006) wurden die Grundsétze
wissenschaftlicher Validierung weltweit
beachtet. Die ISTA iibte seit 1924 das
etablierte, flexible und erfolgreiche Ver-
fahren (STEINER 1997, 1998). Die ISTA
Methode Validation 2007 beschreibt
das bisherige Verfahren fiir Vergleichs-
untersuchungen in einer duflerst detail-
lierten Art und Weise, allerdings ohne
das bisherige Verfahren irgendwie zu
erwéhnen. Eine strikte Anwendung der
ISTA Method Validation 2007 auf alle
Félle erscheint des sehr hohen Aufwands
wegen weder erfolgversprechend, noch
allgemein geboten. Das bisher bewahrte

Verfahren einer flexiblen Handhabung
des Einzelfalls unter Beriicksichtigung
der Veroffentlichten wissenschaftlichen
Evidenz sowie der bekannten praktischen
Erfahrung hat sich bewahrt, weil zielfiih-
rend und in der Praxis durchfiihrbar.

Widmung

Diesen Beitrag widmen wir mit herz-
lichem Dank Herrn O. Univ. Prof.
em. Dipl.-Ing. Dr. nat. techn. Peter
RUCKENBAUER in hoher Wertschat-
zung seiner Arbeit und Verdienste als
langjahriger wissenschaftlicher Leiter
der Arbeitstagungen der Vereinigung
der Pflanzenziichter und Saatgutkauf-
leute Osterreichs (VPSO) in Raumberg-
Gumpenstein.
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Prufplane fur einen GVO-Schwellenwert von 0,1%

Zusammenfassung

Die Einfiihrung eines ,,Vollzugsschwel-
lenwertes” durch die deutschen Bundes-
lander von 0,1% fiir Verunreinigungen
konventionellen Saatguts mit zugelas-
senen GVOs sollte vor allem bei der
Anwendung quantitativer Nachweis-
methoden eine eindeutige Entschei-
dungsfindung und damit Sicherheit
fiir die Uberwachungsbehorden und
die Saatgutwirtschaft beférdern. Im
Falle der Beibehaltung der bisherigen
Risikoverteilung, vor allem der Risi-
kozuweisung an den Konsumenten,
wie sie im ,,Saatgutkonzept” des UAM
(Kap. 2.3) enthalten ist, ist der Vollzugs-
schwellenwert von 0,1% mit quantita-
tiven Nachweismethoden jedoch nicht
realisierbar. Es wéren beispielsweise
quantitative Nachweisverfahren mit
Bestimmungsgrenzen in der Grofen-
ordnung von 0,04% und Probengrofen
von 8000 Samen erforderlich, um dieses
zu erreichen. Das oben formulierte Ziel
der eindeutigen Entscheidungsfindung
mit quantitativen Nachweismethoden
wird bei unverdnderter Risikovertei-
lung also klar verfehlt. Wenn jedoch die
Risikozuweisung an den Konsumenten
grofer als bislang ausfallen kann, sind
mittels quantitativer Nachweismethoden
Priifpldne moglich. Hierfiir ist jedoch
zundchst eine politische Entscheidung
iiber die Risikoverteilung unabdingbar
notwendig.

Vorbemerkungen

In der politischen Diskussion iiber die
Bedeutung von GVVO-Verunreinigungen
im Saatgut werden als regulatives Instru-
ment allein die Schwellenwerte fiir zufil-
liges und unvermeidbares Auftreten von
GVO im Saatgut konventioneller Sorten
diskutiert. Fiir den praktischen Saatgut-
verkehr sind aber dariiber hinaus ein-
deutige Definitionen zur Zuverldssigkeit
der Nachpriifung auf Einhaltung dieser
Schwellenwerte unabdingbar notwendig.
Hierfiir miissen einige Uberlegungen

M. KRUSE

zur sog. Annahmestatistik angestellt
werden. Schwellenwerte sind zunéchst
abstrakte Werte, da sie sich auf die wahre
und damit meistens unbekannte Eigen-
schaft eines Gegenstandes beziehen.
Ein Schwellenwert von 0,1% fiir die
GVO-Verunreinigung einer Saatgutpar-
tie bezieht sich also auf den tatsdchlich
in der gesamten Partie existierenden
,wahren Wert einer Saatgutpartie” und
nicht unmittelbar auf das - da potentiell
fehlerbehaftete - Untersuchungsergebnis.
Die Saatgutpartie muss den Schwellen-
wert erfiillen, nicht das Untersuchungser-
gebnis. Uberschreitet der wahre Wert der
Saatgutpartie den Schwellenwert, sollen
MafBnahmen ergriffen werden, z.B. eine
Kennzeichnung der Saatgutpartie als
GVO-verunreinigt. Ziel eines Prifplans
ist nun, eine Entscheidungsregel so zu
formulieren, dass trotz der Unkenntnis
des wahren Wertes dieses Ziel anhand
von Untersuchungsergebnissen mit ho-
her Zuverléssigkeit erreicht wird. Somit

hat der Schwellenwert trotz der zundchst
abstrakten Basis eine hohe Relevanz fiir
die praktische Umsetzung. Das Konsu-
mentenrisiko ist die Wahrscheinlichkeit,
dass eine Saatgutpartie, deren wahrer
Wert oberhalb des Schwellenwertes liegt,
in der durchgefithrten Untersuchung
nicht als solche erkannt wurde, da das
Messergebnis unterhalb der Annah-
megrenze liegt. Hiermit ist also kein
gesundheitliches Risiko durch GVOs
gemeint, sondern die statistische Wahr-
scheinlichkeit einer Fehlentscheidung
hinsichtlich der Einhaltung des Schwel-
lenwertes zu Ungunsten des Saatgut-
kaufers. Quantitativ kann dieses Risiko
durch 2 Parameter definiert werden: LQL
(Lower Quality Level) und beta. LQL
bezeichnet diejenige schlechte Qualitét
(hohe wahre GVO-Verunreinigung in
Prozent) einer gepriiften Saatgutpartie,
die der Saatgutkdufer oder auch die
Uberwachungsbehorde noch bei einer
Auftretenswahrscheinlichkeit von beta
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Abbildung 1: Schematische Darstellung
Saatgutpartien mit wahren GVO-Anteile

der Annahmewahrscheinlichkeiten fiir
num 0,1% im (unrealistischen) Idealfall

einer Volluntersuchung (dicke gestrichelte Linie) sowie bei einer anndhernd
symmetrischen Verteilung der Risiken fiir Produzenten und Konsumenten mit

Definition von LQL und 8.
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stralRe 21, D-70599 STUTTGART, mkruse@uni-hohenheim.de
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Abbildung 2: Annahmewahrscheinlichkeiten fiir den derzeitigen Prifplan (3000
Samen werden untersucht, 0 positive). Hier ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine
Partie mit einer wahren GVOVerunreinigung von 0,1% (LQL) ohne MaBnahmen

belegt wird, 5% (entspricht ().

% zu tolerieren bereit wére. Beta (5)
bezeichnet die Wahrscheinlichkeit in
Prozent, dass unter den gepriiften und
nicht mit Maflnahmen belegten Saat-
gutpartien immer noch solche mit einer
(hohen) wahren Verunreinigung von
LQL % auftauchen. Héufig wird fiir
£ ein Wert von 5% angenommen. Die
Bestimmungsgrenze einer Methode ist
die minimale GVVO-Verunreinigung die
mit der betreffenden Methode an einer
Saatgutprobe noch hinreichend sicher als

Prozentanteil berichtet werden kann.

Die oben angegebenen Definitionen zur
Annahmestatistik sind in Abbildung 1
noch einmal graphisch veranschaulicht.
Es wurde hierfiir ein Schwellenwert
von 0,1% zu Grunde gelegt. Die ideale
Situation ware erreicht, wenn alle Partien
mit wahren GVO-Verunreinigungen von
0,1% und darunter angenommen wiirden
(Annahmewahrscheinlichkeit 100%),
und solche mit GVO-Verunreinigungen
oberhalb von 0,1% zu 100% Malnah-

:S: 100 - W//////////////// :
: O ) Br——
E 60 Produzenten- | 0,1 % in 3000 Sa.men
E Trisike U] T ’
ﬁ 40 Konsumenten-
= T e risiko T
:
E 20 1 B
L
o 0 T T .

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Wahrer Wert in der Partie (%)

Abbildung 3: Operationscharakteristik fiir den vorgeschlagenen Priifplan:
untersuche 3000 Samen quantitativ, Ergebnisse oberhalb von 0,1% bedeuten

MaRnahmen fiir die Saatgutpartien
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men nach sich ziehen wiirden (Annah-
mewahrscheinlichkeit von 0%) hétten.
Allein durch die Untersuchung nur von
Stichproben entstehen Probenahmefeh-
ler, die bei der Bewertung der Ergeb-
nisse zu Fehlentscheidungen iiber die
Einhaltung des Schwellenwertes fiihren.
So kann es beispielsweise dazu fiihren,
dass wie in Abbildung 1 dargestellt, die
Annahmewahrscheinlichkeit einer Kurve
folgt, die mehr oder weniger stark in die
Breite gezogen ist. Diese Kurve nennt
man auch Operationscharakteristik. Die
Lage dieser Kurve und ihre Breite hangt
nun vom jeweiligen Priifplan ab.

Aufwindige Priifplane mit vielen grofen
Proben erreichen steile, schmale Kurven,
die mit nur geringen Konsumenten- und
Produzentenrisiken verbunden sind.
Priifplane mit wenigen kleinen Proben
verursachen flache Kurven mit groB3en
Risiken fiir beide Seiten.

Die Definition einer Operationscharakte-
ristik insgesamt ist fiir einen gegebenen
Schwellenwert nun aber keine statistisch
festgelegte Routine, sondern in diese
Definition gehen vor allem die jeweils
spezifischen Erwartungen der Beteiligten
an die Sicherheit und Zuverléssigkeit der
Entscheidungen ein, die natiirlich auch
davon abhingen, welche Maflnahmen
bei zu hohen Untersuchungsergebnissen
ergriffen werden. Somit ist dies eine Ri-
sikomanagementfrage und zweifelsohne
ist die Entscheidung iiber die Operati-
onscharakteristik im Bereich GVO ein
politisch zu fiihrender Prozess.

Der derzeitige Prufplan

Eine Operationscharakteristik fiir die
derzeitige Handhabung der GVO-Nach-
priifung nach dem Saatgutkonzept des
Unterausschusses Methodenentwicklung
(REMUND et al. 2001, ANONYMUS
2006) ist in Abbildung 2 dargestellt.

Diese und die weiteren wurden mit dem
Exclel-Arbeitsblatt ,,SeedCalc 7.01¢
(ISTA 2007) berechnet. Hiernach ist der
Schwellenwert 0% und es werden 3000
Samen untersucht, die GVO frei sein
miissen, damit die Partie nicht mit Mal3-
nahmen belegt wird. Die Operationscha-
rakteristik wird durch dem Koordinaten-
punkt LQL=0,1% und f = 5% definiert.
Dieser Priifplan fiir den Schwellenwert
0% ist weithin akzeptiert.

58. Tagung der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs 2007



Prifplane fir einen GVO-Schwellenwert von 0,1%
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Abbildung 4: Operationscharakteristik fiir einen Priifplan fiir eine quantitative
Untersuchung, die ein LQL=0,1% und 3 = 5% erreicht (Angaben zum Priifplan

im Text).

Anzumerken ist, dass eine derartige
Definition von LQL und £ zu einer recht
steilen Kurve fithren muss wenn die
Erwartung besteht, dass GVO-freie Saat-
gutpartien praktisch fehlerfrei als solche
erkannt werden. In diesem Fall ndmlich
muss die Operationscharakteristik in
dem (engen) Bereich von 0 bis 0,1% von
100% Annahmewahrscheinlichkeit auf
5% abnehmen.

Der ,,Vollzugsschwellenwert”“ 0,1%

Das Saatgutkonzept des UAM fiihrt unter
3.2.2 und unter 3.3 aus (ANONYMUS

2006), dass bei positiven Befunden
innerhalb der 3000 Samen weitere
Untersuchungen und Quantifizierungen
moglich oder gar notwendig seien und
hierflir nun wird der ,,Vollzugsschwel-
lenwert* von 0,1% angefiihrt. Oftmals
wird dabei die Ansicht vertreten, dass
ein Zusammenlegen von Schwellenwert
und Bestimmungsgrenze (auf 0,1%)
eine zielfiihrende Losung darstelle, da
alle Ergebnisse unterhalb des Schwel-
lenwertes ja akzeptabel seien, deshalb
auch nicht exakt quantifiziert werden
miissten und alle Ergebnisse oberhalb des

—— 1 x 3000, 0 pos.
—--2% 3000, 1pos.
—--3 %3000, 2 pos.
= - -4 x 3000, 3 pos.

0.15

Actual % Impurity in Lot

0.2 0.25

Abbildung 5: Operationscharakteristiken fiir die zusatzliche Untersuchung von
Riickstellproben mit je 3000 Samen und der Entscheidungsgrenze, dass jeweils

die letzte davon negativ sein muss.
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Schwellenwertes ja quantifiziert werden
konnten und somit dann auch ein konkre-
tes ,,%**-Ergebnis fiir die Uberschreitung
des Schwellenwertes vorlage und den
Beteiligten mitgeteilt werden kdnne.
Eine Probengréfie von etwa 3000 Samen,
abgeleitet aus der bisherigen Praxis wird
zudem als ausreichend angesehen. Ein
solcher Priifplan mit den daraus sich
ergebenden Risiken fiir die Saatgutkaufer
ist in Abbildung 3 dargestellt. Klar ist
zu erkennen, dass fiir Partien mit einer
wahren Verunreinigung von 0,1% (LQL)
die Annahmewahrscheinlichkeit 50%
betrégt. Dies liegt deutlich tiber den ge-
forderten 5% fiir £ bei einem LQL von
0,1%. Dass dem so ist, ist auch vor dem
Hintergrund naheliegend, dass aus einer
Saatgutpartie mit einem wahren Anteil
von 0,1% GV-Samen bei der Ziehung
von Stichproben allein aufgrund der
Zufalligkeit der Probenziehung etwa die
eine Halfte der Proben einen Probenwert
von kleiner 0,1% besitzen wird und etwa
die andere Halfte einen Probenwert von
grofler 0,1%. Es wird sich also in etwa zu
50:50 aufteilen und nicht zu den gefor-
derten 95 zu 5. Es ist also nicht zielftih-
rend, die Probengrof3e aus Priifplanen fiir
qualitative Nachweismethoden zu neh-
men, und auf quantitative Annahmegren-
zen anzuwenden. Die Probengréfle von
3000 Samen ist geeignet fiir die strengere
Entscheidungsregel ,,GVO-haltig oder
nicht“, und nicht fiir die groBziigigere
Regel ,,wenn GVO-haltig oberhalb von
0,1% oder nicht*. Falls dennoch ein LQL
=0,1%undein B=5% mit quantitativen
Untersuchungsmethoden erreicht werden
sollen, sind aufwendigere Priifpldne not-
wendig. Ein Beispiel zeigt Abbildung 4.
Hier werden 2 Proben mit jeweils 4000
Samen vermahlen, aus dem Mahlgut
werden jeweils zwei Mehlproben gezo-
gen, an denen jeweils 2 Bestimmungen
(also insgesamt 8) durchgefiihrt werden.
Der Mittelwert der 8 Bestimmungen ist
das zu berichtende Ergebnis. Die Metho-
de muss eine Bestimmungsgrenze von
unterhalb von 0,037% haben und alle Er-
gebnisse, die iiber 0,037% liegen miissen
mit Mafinahmen belegt werden.
Unschwer ist zu erkennen, dass dieser
Priifplan wohl die Anforderungen erfiillt,
jedoch aufgrund der GroBe der Probe, die
zu vermahlen ist, und aufgrund der nicht
erreichbaren niedrigen Bestimmungs-
grenze nicht realisierbar ist.
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Untersuchung von Riickstellproben

Alle hier dargestellten Priifplédne und
deren Risiken fiir Fehlentscheidungen
iber Saatgutpartien beruhen auf der
Untersuchung der genau angegebenen
Probengrofen in einem einmaligen
Durchlauf. Die Priifplidne sehen eine Ent-
scheidung allein aufgrund der einmaligen
Durchfithrung der Untersuchung an einer
Einsendungsprobe vor. Eine ,,Bestati-
gung“ positiver Ergebnisse, die Malinah-
men nach sich ziehen, durch eine zweite
Untersuchung ist nicht vorgesehen.

Dennoch kann ein solches Verfahren
gewiinscht sein. Dann verschieben sich
aber die Risiken fiir die Beteiligten und

12

es sind neue Kennlinien zu erarbeiten
wie das folgende Beispiel zeigt: Eine
erste Untersuchung von 3000 Samen hat
ein positives Ergebnis erbracht. Es ist
eine sehr schwache, offensichtlich durch
einen einzelnen GV-Samen verursachte
Verunreinigung. Nach dem Priifplan ist
die Entscheidungsgrenze iiberschritten,
die Saatgutpartie wire mit MaBnahmen
zu belegen. Es wird nun aber eine zweite
Untersuchung durchgefiihrt und zwar an
einer zur Verfiigung stehenden Riick-
stellprobe. Diese Untersuchung brachte
ein negatives Ergebnis. Hierauf wird
die Saatgutpartie nicht mit MaBnahmen
belegt. Die Frage ist nun, wie in diesem
Fall das Konsumentenrisiko aussieht.

Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse. Es ist
deutlich zu erkennen, dass das Konsu-
mentenrisiko mit zunehmender Anzahl
positiver Proben ansteigt. Die Definition
LQL = 0,1% und f = 5% kann so nicht
mehr eingehalten werden.
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Fortschritte in der Saatguttechnologie und -untersuchung - Ertragsorientierte Zuichtungsstrategien fiir neue Verwertungsmaglichkeiten

Die ISTA-Akkreditierung fur GVO-Untersuchungen
im Rahmen des ,,Performance Based Approach*

Aus dem Blickwinkel der Labore
B. SPECK, G. SCHUON, N. LEIST und A. JONITZ

Einleitung

Die ISTA (International Seed Testing
Association) wurde im Jahr 1924 mit
dem Ziel gegriindet, Standardmethoden
zu Probenahme und der Untersuchung
von Saatgut zu entwickeln, zu validieren
und in den ISTA-Vorschriften [1] zu ver-
offentlichen. Neben der Laborakkreditie-
rung, der Durchfiihrung regelmaBiger,
problemorientierter Proficiency Tests
und dem Angebot umfangreicher Wei-
terbildungsmafinahmen leisteten diese
Aktivititen einen immensen Beitrag zur
internationalen Vergleichbarkeit von
Analyseergebnissen.

Vor elf Jahren begann der Anbau und
Handel mit gentechnisch veranderten
Organismen (GVO), ohne dass zeitgleich
geeignete Methoden fiir die Einhaltung
von Vorgaben etabliert waren. Daher
startete die ISTA gemeinsam mit der In-
ternational Seed Federation (ISF) und der
OECD im Jahr 1998 eine Initiative, um
Methoden fiir den Nachweis von GVO-
Verunreinigungen in konventionellen
Saatgutpartien zu etablieren.

Reaktion der ISTA

Die hierfiir gegriindete International
Seed Network Initiative (I.S.N.I.) stiefl
aufgrund der international stark unter-
schiedlichen Auffassung von Schwellen-
werten bald an ihre Grenzen.

Daher beschloss die ISTA bereits im
Jahr 2000 unabhéngig von Grenzwerten
eigensténdig entsprechend ihrer Satzung
Methodenentwicklungen voranzutreiben,
mit dem Ziel diese spater in die ,,Inter-
nationalen Vorschriften zur Priifung von
Saatgut* aufzunehmen [2].

Bald war die Polymerase-Chain Reaktion
(PCR) die Methode der Wahl. So genial
und sensitiv diese innovative Technolo-
gie auch ist, so {iberaus sensibel ist sic
auch in der Anwendung. Dies bedeutet,
dass die Methoden eng an bestimmte
Geratetypen, aber auch an Reagenzien
gebunden sind. So ist es gut moglich,
dass eine extern vorziiglich validierte
Methode mit der verfiigbaren Ausriistung
weniger geeignet ist als eine validierte
,»Haus-Methode.

GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS
Million Hectares (1996 to 2006)
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Abbildung 1: GVO-Anbauflachen seit 1996 (Quelle: Clive James; ISAAA Brief

35-2006)

Zugleich waren bei dem raschen wis-
senschaftlichen Fortschritt auf dem
Gebiet der Dann-Untersuchung in kurzer
Zeitfolge neue Methoden zu erwarten.
So verabschiedete der Vorstand der
ISTA Jahr 2001 ein Strategiepapier
beziiglich ,,Methoden zur Erkennung,
Identifizierung und Quantifizierung von
gentechnisch verdnderten Samen in kon-
ventionellem Saatgut.“ Unter anderem
sind in diesem Strategiepapier folgende
Aufgabengebiete skizziert:

1. Festlegung der Methodenanforderun-
gen beziiglich Genauigkeit und Wie-
derholbarkeit und die entsprechende
Aufnahme in Kapitel der ISTA-Vor-
schriften zur Erkennung, Identifizie-
rung und Quantifizierung von GVO
in konventionellem Saatgut.

2.Die Organisation verbindlicher und
regelmiBiger Proficiency Tests durch
die GMO Task Force.

3. Optimierung des Informationsaustau-
sches durch eine ISTA-Webseite [3].

Damit weicht die ISTA in diesem be-
sonderen Gebiet von ihrer bewdhrten
Strategie ,,Einheitlichkeit der Methoden*
ab und benutzt den leistungsbezogenen
Ansatz (performance based approach), in
dem die Labore jede Methode benutzen
konnen , aber in eigenen Validierungen
und umfangreichen Ringtests nachwei-
sen miissen, dass sie eine bestimmte
Analysegenauigkeit erreichen.

Der Performance
based Approach (PBA)

Der Performance based Approach (PBA)
wurde 2005 in die International Rules for
Seed Testing aufgenommen (Kapitel 8,
[1]) und trat im Februar 2006 in Kraft.
Somit haben die Labore die Moglichkeit,
die Methoden und Geréte zum Nachweis
von GVO-Beimengungen in konventi-
onellem Saatgut anzuwenden, die bei
ihnen installiert sind sind.

Autoren: Dipl. Biol. Brigitte SPECK, Norbert LEIST und Andrea JONITZ, LTZ, Augustenberg, NeBlerstrale 23, D-76227 KARLSRUHE; G.

SCHUON, ISTA Sekretariat, ZURICH
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Fiir den Bereich der Untersuchungen auf
gentechnisch veranderte Organismen hat
sich die ISTA fiir eine neue Mafigabe
entschieden (Abbildung 3).

Es stehen nicht die einheitlichen Metho-
den im Vordergrund, sondern einheitliche
Anforderungen an die jeweilige Leis-
tungsfahigkeit und Zuverléssigkeit. Das
Ziel weltweit zu gewahrleisten, dass ein
Ergebnis maximal reprisentativ fiir die
beprobte Partie bzw. Einsendeprobe ist,
wird auch auf diesem Wege erreicht.,
da konkrete Mindestanforderungen zu
Genauigkeit und Wiederholbarkeit vor-
gegeben werden.

Grundvoraussetzung fiir den PBA ist
es, dass die Untersuchungen auf der
Zumischung ganzer Samen beruhen,
deren Reinheit zu priifen ist. Die ISTA
empfiehlt zur Uberpriifung der Reinheit
400 Einzelkornuntersuchungen bei gv-
Samen und 30 Untersuchungen zu je
1000 Samen bei der konventionellen
Sorte.

Fiir die Akkreditierung des qualitativen
Nachweises sind 30 Zumischungsproben
mit jeweils 400 Samen notwendig, fiir
die Akkreditierung der Quantifizierung
28 Proben mit jeweils 2000 Samen
(Tabelle 1).

Fiir die qualitative Analyse entsprechen
jeweils zehn Blindproben dem wahren
Wert von 0%, 0,50% sowie 0,75%.
Fiir die quantitative Analyse miissen in

Uniformity in Testing

Uniformity in Results

Abbildung 3: Die neue ,,MaRgabe“ der
ISTA fiir biomolekulare Untersuchun-
gen.

35S-Scrennina-Methode

GVO-Gehalt [%]

E TN

Interne Versuchsreihe Mon 810

o)

Anzahl zugemischte Koérner in Versuchsreihenfolge

@ Sollwert @Laborwert

,bQ‘L‘O(,;o%%b‘:b

spez. Quant.in Wdh.

Abbildung 2: Ergebnisse aus interner Versuchsreihe; Vergleich der Quantifizie-
rung auf Basis von 35S-Screening und der spezifischen Methode

Vierfachbestimmung die wahren Werte
0,1%, 0,5% und 1,0% abgedeckt werden.
Ebenso miissen je vier unbekannte Pro-
ben in den Bereichen 0,1%-0,5%, 0,5%-
1,0%, 1,0%-2,0%, 2,0%-3,0% untersucht
werden (Tabelle 2).

Im Dezember 2006 erhielt das Labor des
LTZ Augustenberg weltweit als zweites
die Bestitigung {iber die Akkreditierung
fiir die qualitative und quantitative Be-
stimmung von MON 810 in konventio-
nellem Saatgut von Mais. Im Jahr 2007
konnte der Akkreditierungsumfang deut-
lich erweitert werden (Tabelle 3).

Dem wahren Wert der

Probe auf der Spur

Dem hoheitlichen Auftrag entsprechend
ist es die Aufgabe des Saatgutlabors,

den wahren Wert der Probe mit hochs-
ter Wahrscheinlichkeit zu erfassen. Die
beprobte Saatgutpartie kann zum Bei-
spiel bis zu 120 Millionen Maiskorner
umfassen, von denen reprasentativ 3000
Korn fiir die Untersuchung gewaschen,
getrocknet und vermahlen werden. In
Doppelbestimmung werden 3 g des ho-
mogenisierten Mehls extrahiert. In die
qualitative Analyse zum Beispiel gehen
schlussendlich 200 ng DNA ein.

Die laborinterne Validierung wird mit
Hilfe von Proben mit gezielten Zumi-
schungen von GVO-Samen und, soweit
auf dem Markt erhiltlich, zertifizierten
Standard-Mehlen durchgefiihrt. Zur
Uberpriifung der gesamten Methode
wurden im Rahmen des Qualitdtsma-

Tabelle 2: Anzahl Samen fiir die Zumischungsversuche, quantitativer Nachweis

(PBA; Version 2.1)

Seeds with specified trait(s)

Seeds without specified trait(s)

0.1% level 2x4=8

0.5% level 10x4 =40

1% level 20x4 =80
Blind level 1 9 x 4 = 36 max
Blind level 2 19 x 4= 76 max
Blind level 3 39 x 4= 156 max
Blind level 4 60 x 4= 240 max
Total 636

1998 x 4 = 7992
1990 x 4 = 7960
1980 x 4 = 7920
1998 x 4 = 7992 max
1990 x 4 = 7960 max
1980 x 4 = 7920 max
1960 x 4 = 7840 max
55 584

Tabelle 1: Anzahl Samen fiir die Zumischungsversuche (PBA; Version 2.1)

Seeds with trait(s) Seeds without trait(s)

step

comments

Ability to check for presence/absence 50
of specified trait(s)

Ability to check for quantification 636
of presence of specified trait(s)

Approx. number of seeds 700

30 samples of 400 seeds

28 samples of 2000 seeds

11 950 ability to detect presence/
absence of the specified trait(s)
55 584 ability to quantify the
specified trait(s)
67 600

14
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nagements tiber 200 anonyme Kontroll-
proben mit unterschiedlichem GVO-
Anteil hergestellt. Bei den Positivproben
Korner der jeweiligen GVO-Sorte ge-
zahlt, gewogen und mit konventionellem
Saatgut bekannter Tausendkornmasse auf
ein Kilogramm Probenmenge erganzt.
Das Abbildung 2 zeigt deutlich, dass
die spezifische Quantifizierung den
wahren Wert der Probe im Rahmen der
Moglichkeiten (verschiedene DNA-
Anteile bei Mutterlinie oder Vaterlinie
im Maiskorn) wesentlich besser erfasst
als das weitaus weniger spezifische 35S-
Screeningverfahren.

Zusammenfassung

Der Performance based Approach er-
moglicht eine schnelle Reaktion auf
Entwicklungen in der Analytik.

Da die Labore ihre Kompetenz sowie
die Eignung der gewdahlten Methoden
in den ,,Performance data“ und durch
die erfolgreiche Teilnahme am ISTA
GMO Proficiency Test Programm so-
wie regelmifBige Konformitats-Audits
umfangreich belegen, ist die Qualitat der
Untersuchungsmethoden klar belegt. Die
hieraus resultierende Vergleichbarkeit
von Analyseergebnissen zwischen Labo-
ren hilft Handelsbarrieren abzubauen.

Um mit héchster Wahrscheinlichkeit
analytisch den wahren Wert der Unter-
suchungsprobe zu erfassen miissen die
Nachweissysteme moglichst spezifisch
sein. Fiir die entsprechende Validierung
sind eigene Zumischungsversuche mit
ganzen Samen unumginglich, wofiir
jedoch eventspezifisches Referenz-
material unabdingbar ist. Leider sind
fast ausschlieSlich zertifizierte Mehle,
vorgegebener GVO-Konzentration im
Handel. Die ISTA stellt sich auch dieser
Herausforderung indem die GMO Task
Force in diesem Sommer eine Arbeits-

Annex to the Accreditation Certificate - Performance Approved

Species Testing principle Trait Qual./Quant. Reference
Brassica napus PCR GT200/GT73 Qual. 23-ME-0808
GT73 Quantitative 23-MEO0812, Il
Glycine max GTS 40-3-2 Qual. 23-ME-0806
GTS 40-3-2 Quantitative 23-ME-0807, Il
Zea mays Bt 176 Qual. 23-ME-0803
T25 Qual. 23-ME-0803
MON 810 Qual. 23-ME-0803
MON 863 Qual. 23-ME-0803
35S Promoter Qual. 23-ME-0803
NOS Terminator Qual. 23-ME-0803
Bt 11 Qual. 23-ME-0803
GA 21 Qual. 23-ME-0803
CBH 351 Qual. 23-ME-0803
NK 603 Qual. 23-ME-0803
MON 810 Quantitative 23-ME-0809
Bt 11 Quantitative 23-ME-0809
Bt 176/E176 Quantitative 23-ME-0803

Tabelle 3: ISTA-Akkreditierungsumfang:

gruppe zur Beschaffung von GV-Samen
gegriindet hat.

Ausblick

Die Wunschliste beziiglich reiner Samen
diverser Gentechnisch Verénderte Or-
ganismen verschiedener Kulturarten an
die neue Arbeitsgruppe der GMO-Task-
Force hat einen respektablen Umfang:
Mais

Mon810, 591225 ,,Herculex“1507, 1507
x 59122,1507 x NK603, 3272, 59122
,,Herculex, 59122 x 1507 x NK603,
59122 x NK603, Btll, Bt176, GA21,
GA21 x MONS810, LY038, LY038 x
MON&810, MIR604, MON810, MON863,
MONS863 x MON810, MONS863 x
MONS810 x NK603, MON863 x NK603,
MONS88017, MON88017 x MONSI10,
MON89034, MON89034 x MONS88017,
MONS89034 x NK603, NK603, NK603
x MONS10, T25

Raps

GT 73 (bei AOCS erhiltlich), GS40 /
90pHoe6 / Ac, Liberator pHoe6/Ac, MS1
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»Performance Approved Methods“

x RF1, MS1 x RF2, MS8 x RF3, T45,
TOPAS 19/2

Soja

A2704-12; 305423; 356043, MON40-
3-2, MON40-3-2, MONB89788, A2704-
12, 305423

Der umfassende und regelméBige Leis-
tungsnachweis ist eine immerwahrende
Herausforderung fiir die Labore. So
bleibt der Anteil der Untersuchungspro-
ben im Rahmen der Qualitétssicherung
im Bereich der GVO-Analytik auch
weiterhin sehr hoch.

,Akkreditierung ist die formelle Aner-
kennung der Kompetenz* [Zitat, 3].
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Strategien zur Vermeidung von
GVO-Verunreinigungen bei Saatgut -

Optimierung des GVO-Monitorings in Osterreich
C. LEONHARDT, J. HARTMANN und L. GIRSCH

Nationale Rechtsgrundlagen
- Gesetze und Verordnungen

Das osterreichische System zur Saat-
gutzertifizierung wird geméf Saatgut-
gesetz 1997 (SaatG 1997), welches auf
Vorgaben der OECD und der EU basiert,
umgesetzt. Rechtsnormen, die einen
besonderen Bezug zur Verhinderung von
GVO-Verunreinigungen haben und der
Umsetzung des SaatG 1997 dienen, sind
die Saatgutverordnung 2006, Saatgut-
Gentechnik-Verordnung 2001 sowie
die Saatgut-Anbaugebiete-Verordnung
2005.

Zusétzlich dienen derzeit unter ande-
rem folgende nationale Rechtsnormen
der Regelung von Freisetzung und
Inverkehrbringung von GVO in
Osterreich:

* Gentechnikgesetz 1994

* Gentechnikvorsorgegesetze der Lan-
der

* Verbot des Inverkehrbringens von
gentechnisch verandertem Mais mit
der kombinierten Verédnderung der
Insektizidwirkung des BT-Endotoxin-
Gens und erhdhter Toleranz gegeniiber
dem Herbizid Glufosinatammonium
(,Bt176*), 1997

* Verbot des Inverkehrbringens des
gentechnisch veranderten Maises Zea
Mays L., Linie MON 810, in Oster-
reich, 1999

* Verbot des Inverkehrbringens des
gentechnisch verénderten Maises Zea
Mays L. T25 in Osterreich, 2000

* Verbot des In-Verkehr-Bringens von
gentechnisch verédndertem Raps aus
der Olrapslinie GT73 in Osterreich,
2006

In den Methoden fur Saatgut und
Sorten gemalB § 5 SaatG 1997 (BAES
2007) werden vom Bundesminister fiir

Land- und Forstwirtschaft, Umwelt und
Wasserwirtschaft Standards, technische
Vorschriften und technische Verfahren
hinsichtlich der Anforderungen an Saat-
gut einschlieBlich seiner Erzeugung und
Sorten, Probenahme, Untersuchungen
und Nachpriifungen, sowie Kennzeich-
nung und Verpackung und VerschlieBung
festgesetzt.

Die Saatgut-Gentechnik-Verordnung
2001 regelt die zuldssige Verunreini-
gung von Saatgut mit gentechnisch
verédnderten Organismen, sowie die
Kennzeichnung von GVO-Sorten und
Saatgut von GVO-Sorten. Sie ist giiltig
fiir die Arten:

Kohlriibe (Brassica napus L. var. na-
pobrassica), Mais (Zea mays), Raps
(Brassica napus), Riibsen (Brassica
rapa), Sojabohne (Glycine max), Stop-
pelriibe, Herbstriibe, Mairiibe (Brassica
rapa L. var. rapa), Tomate (Lycopersicon
lycopersicum) als Verarbeitungssorten,
Zichorie (Cichorium intybus L.) und
verfiigt iiber klar festgelegte Grenzwerte
fiir die Verunreinigung von Saatgut von
Nicht-GV-Sorten mit GVO (-O- bei
der Erstuntersuchung bzw. 0,1% in der
Nachkontrolle auf definierter methodi-
scher Basis). Es handelt sich hier nicht
um Schwellenwerte zur Kennzeichnung,
sondern um Grenzwerte fiir den Aus-
schluss von der Inverkehrbringung!

Die Anforderungen an die GVO-
Analytik sind in den Methoden fiir
Saatgut und Sorten festgelegt: Kleinste
Bezugsgrofe fiir die Angabe einer Verun-
reinigung ist ein Same. Die Arbeitsprobe
muss zumindest 3000 Samen umfassen
und besteht aus der Fraktion ,,reiner
Samen* und ,,Samen anderer Arten*
gem. Methoden zur Bestimmung der
technischen Reinheit.

Untersuchungsmethodik und -plan
sind so festzusetzen, dass jedenfalls 1

gentechnisch veranderter Same in 3000
Samen nachgewiesen werden kann.

Der Untersuchungsbericht muss unter
anderem folgende Anforderungen er-
fiillen:

Klare Identifikation der Probe zumindest
mit Referenznummer der Saatgutpartie,
Beschreibung der Saatgutbehandlung,
verantwortliche Probenahmeorganisati-
on und Beschreibung der Untersuchungs-
methode und des Ergebnisses.

GVO Monitoring Programm
- Riickblick

Im Osterreichischen Aktionsplan von
2001 erfolgte eine GVO-Untersuchung
samtlicher in Ostereich fiir die Anbausai-
son 2000/2001 verwendeten Ausgangs-
saatgutpartien, sowie eine stichprobenar-
tige Untersuchung bei anerkanntem bzw.
zertifiziertem Saatgut der Arten Raps,
Sojabohne und Mais.

Gleichzeitig wurde ein umfangreiches
Monitoring-Projekt in der Saatgut-
produktion bei Mais (GIRSCH et al.
2001) durchgefiihrt:

Analysiert wurde zundchst das Potential
der GVO-Verunreinigung bei abweichen-
den Typen, definiert als ,,Outcrosses®, bei
Elternkomponenten im Nachkontroll-
anbau, des Weiteren stichprobenartig
die potentielle Verunreinigung bei
Outcrosses in Elternkomponenten der
Saatgutproduktionen.

Im dritten Schritt erfolgte eine stichpro-
benartige Analyse sowohl bei sorteniden-
ten und als auch bei abweichenden Typen
bei Elternkomponenten und Erntegut in
der Saatmaisproduktion, bei denen in der
ménnlichen Elternkomponente im Rah-
men der Untersuchungen des Aktions-
planes eine geringfligige Verunreinigung
mit in der EU (in Saatgut) zugelassenen
GVO ermittelt worden war.

Autoren: Dipl.-Ing. Charlotte LEONHARDT, J. HARTMANN und Ing. Leopold GIRSCH, Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit,
Institut flr Saatgut, Spargelfeldstral’e 191, A-1226 WIEN, charlotte.leonhardt@ages.at
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Abbildung 1: Darstellung der GVO-Mindestverunreinigung im Saatgut bzw. im
Feldbestand (Basis: qualitative Quantifizierung im Saatgut)

Die Verunreinigung des Ausgangssaatgu-
tes bestatigte sich am Feld nach GVO-
Analyse der Outcrosses, wobei mehr als
85% der gefundenen Outcrosspflanzen
einen positiven GVO-Nachweis erziel-
ten. Durch gezielte Bereinigung konnte
die GVO-Verunreinigung im Erntegut
reduziert werden (siehe Abbildung 1).

Das Erntegut wies tendenziell eine
geringere GVO-Verunreinigung als das
Ausgangssaatgut auf. Die Hypothese,
dass durch gezielte Selektions- und Be-
reinigungsmafnahmen - in Zusammenar-
beit mit den Saatgutvermehrungsfirmen,
Vermehrern und Feldbesichtigungsor-
ganen der Landwirtschaftskammern
- eine Verringerung der Hohe der GVO-
Verunreinigung technisch erzielbar sein
miisste, wurde bestétigt.

Aus den Ergebnissen dieses Monitoring-
Projektes erfolgte als erste Mallnahme

die Anderung der Methoden fiir Saatgut
und Sorten: ,,Eine Bereinigung der
Elternkomponente ist im Jungpflanzen-
stadium zweckmiBig. Dies dient insbe-
sondere der Reduktion von potentiellen
GVO-Verunreinigungen im Vermeh-
rungsbestand.”

Eine Auswertung des Anteils der Fremd-
typen (Selbstungen + Qutcrosses) im
Kontrollanbau und somit das Potential
von GVO-Verunreinigungen zeigt Ab-
bildung 2.

GVO Uberwachungs-
und Monitoringplan
Der seit 2002 umgesetzte dsterreichische

Monitoringplan (GIRSCH et al. 2004,
2006) umfasst folgende Bereiche:

1. Anerkennungs- und Zulassungsverfah-
ren von Saatgut in Osterreich

20 |:| Selbstungen

B outcrosses

n = geprifte Gesamipflanzenanzahl

-
tn

Anteil der Fremdtypenin %
= -
2,1 =

0,0

2002 2003

2004

2005 2006

Abbildung 2: Auswertung des Anteils der Fremdtypen (Selbstungen + Outcros-
ses) in der Nachpriifung von Z-Partien bei Mais (Zea mays) im Zeitraum 2002

bis 2006
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2. Inverkehrbringung von Saatgut aus EU
und/oder Drittlandern

3.Sortenzulassung

4.Vermehrungssaatgut - Feldanerken-
nung und Kontrollanbau

ad 1. Im Rahmen des &sterreichischen
Anerkennungs- und Zulassungsverfah-
rens werden Audits bei den Saatgut-
unternehmen durchgefiihrt, wobei der
Schwerpunkt auf die QM-Systeme der
Produzenten gelegt wird. Gleichzeitig
erfolgt eine Probenahme und GVO-
Untersuchung von Saatgutpartien, die
Checkrate liegt zwischen 5-10% der in
Osterreich anerkannten/zugelassenen
Partien.

ad 2. Bei Saatgut aus EU und/oder
Drittlandern erfolgen im Rahmen der
Saatgutverkehrskontrolle sowohl Audits
bei den Saatgutunternehmer/Inverkehr-
bringern als auch eine Probenahme und
GVO-Untersuchung von in Osterreich in
Verkehr gebrachten Partien (Checkrate
40-50%).

ad 3. Bei 10-20% der Sorten im Zulas-
sungsverfahren wird eine GVO Untersu-
chung durchgefiihrt.

ad 4. Die Checkrate bei Vermehrungs-
saatgut liegt zwischen 5 und 10% der in
der osterreichischen Saatgutproduktion
verwendeten Ausgangssaatgutpartien.

Am Beispiel Mais zeigen sich die
Risikofaktoren fiir die &sterreichische
Saatgutproduktion:

der Bedarf an Ausgangssaatgut fiir die
Feldproduktion wird groBtenteils mit
Saatgut aus dem EU-Raum, aber auch
aus Drittstaaten mit hohem Anteil an
GVO im Maisanbau (vor allem USA,
Chile) gedeckt; weiters stammen die
in Osterreich produzierten Maissorten
grofiteils (ca. 97%) von ausldandischen
Ursprungs- und Erhaltungsziichtern.

Im Zuge von Feldanerkennung und Kon-
trollanbau werden zusétzlich Blattproben
untersucht, die Uberpriifung der abwei-
chenden Typen im Vermehrungsbestand
stellt eine besonders sensible Mdglich-
keit zur Ermittlung potentieller GVO-
\erunreinigungen dar. Stichprobenartig
werden Saatgutproduktionsflachen in
einem frithen Entwicklungsstadium
und vor der endgiiltigen Bereinigung
tberpriift.
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Strategien zur Vermeidung von GVO-Verunreinigungen bei Saatgut - Optimierung des GVO-Monitorings in Osterreich

Tabelle 1: GVO Monitoring Programm,
Ergebnisse Saatgutpartien - Mais,
Sojabohne und Raps

Saison Anzahl untersuchter davon
Saatgutpartien positiv
2002/03 209 4
2003/04 178 1*
2004/05 159 4
2005/06 180 4%+ 1%*2
2006/07 169 3

*1) Seitens der Antragsteller auf Saatgutanerkennung
wurde ein den Anforderungen gem. Methoden fiir
Saatgut und Sorten konformes GVO-Unter-
suchungszertifikat mit negativen Erstuntersu-
chungsergebnis vorgelegt oder der Antrag auf
Zulassung wurde zuriickgezogen. Anforderungen
an die Saatgut-Gentechnik-Verordnung somit
erfllt.

*2)Das vom Antragsteller auf Saatgutanerkennung
vorgelegte GVO-Untersuchungszertifikat wurde
aufgrund substantieller Mangel nicht als
Erstuntersuchung gewertet. Die Partie erfillte
somit NICHT die Anforderungen der Saatgut-
Gentechnik-Verordnung. Die entsprechenden
MaRnahmen geméaR Saatgutgesetz 1997 idgF
wurden im Rahmen der Saatgutverkehrskontrolle
eingeleitet. Es wurde seitens des Bundesamtes
eine Anzeige gem. Saatgutgesetz 1997 idgF
an die zustandige Bezirksverwaltungsbehorde
weitergegeben.

Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse seit der
Umsetzung des Monitoringplanes erfolgt
in Tabelle 1 mit der Zusammenfassung
der Untersuchungsergebnisse der unter-
suchten Saatgutpartien und Tabelle 2, die
einen Uberblick iiber die untersuchten
Blattproben gibt.

Die detaillierten Berichte finden sich
auf der Homepage der Osterreichischen
Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungs-
sicherheit unter www.ages.at.

Zusammenfassung

Seit 2002 werden in Osterreich GVO-
Uberwachungs- und Monitoringmafnah-
men bei den Kulturarten gemaf Saatgut-
Gentechnik-Verordnung, insbesondere
bei Mais, Sojabohne und Raps, im Kon-
text mit den gesetzlichen Grundlagen
durchgefiihrt. Besonderer Schwerpunkt
ist der Einsatz einer umfassenden Ver-
meidungsstrategie:

* durch Vorsorgemafinahmen wie An-

passung der Methoden fiir Saatgut
und Sorten und umfassende Prozess-

Tabelle 2: GVO Monitoring Programm, Ergebnis Blattproben - Mais, Sojabohne

und Raps

Saison Anzahl Blattproben davon positiv Betroffene Vermehrungsflache
2002/03 271 2% 42,70 ha

2003/04 304 0 -

2004/05 314 4 601,95 ha

2005/06 417 0 -

2006/07 217 3% 121,52 ha

Die Bonitur und Beprobung der Saatgut-Vermehrungsbestande erfolgte im Jungpflanzenstadium, d.h. noch

vor der Blite.

*3) Aufgrund der GVO-Untersuchungsergebnisse wurden seitens des Bundesamtes fiir Ernahrungssicherheit
ein MaRnahmenkatalog zur Vermeidung eines Gentransfers in und aus der Feldvermehrung und in der
Saatgutaufbereitung mit Vorschreibung strikter MaRnahmen im logistischen Bereich obligat vorgeschrieben

und uberwacht.

analysen vom Vermehrungssaatgut bis
zum Verbrauchssaatgut (Z-Saatgut)
gemeinsam mitallen Beteiligten in der
Produktion und Uberwachung

durch Evaluierung und stichprobenar-
tige Uberpriifung der gesetzten Maf-
nahmen auf die Zielerreichung: durch
die Etablierung von Probenplédnen
fiir Untersuchungen in Abhingigkeit
des potentiellen Risikos einer GVO-
Verunreinigung des Saatgutes; mit
besonderem Schwerpunkt fiir Uber-
priifungen des Ausgangssaatgutes und
des Einsatzes sensibler, effektiver und
effizienter Untersuchungsmethoden
am Feld in Kombination mit Laborme-
thoden; sowie durch Uberpriifung der
Nachvollziehbarkeit der Identititen
und Mafinahmen in den Prozessen auf
Firmenebene durch Uberwachungs-
Audits und Kontrollen des in Verkehr
gebrachten Saatgutes.

Durch dieses Konzept der Vorsorge-
mafnahmen und den Einsatz von Kon-
trollpunkten an den Schnittstellen in den
Prozessen der Saatguterzeugung wurde
ein sensibles Qualitatssystem zur Ver-
meidung von GVO-Verunreinigungen in
der Osterreichischen Saatgutproduktion
geschaffen.
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Systemoptimierung der Sortenzulassung/

Saatgutzertifizierung durch Autorisierung
H.W. LUFTENSTEINER und A. RATZENBOCK

Systemoptimierung
der Sortenzulassung
durch Autorisierung

Die Vorlauferorganisationen der AGES
fiihrten seinerzeit die Register- und
Wertpriifung landwirtschaftlicher Kul-
turpflanzen im Zuge der Sortenzulas-
sungspriifung ausschlieBlich auf eigenen
Versuchsstationen und von diesen Insti-
tutionen direkt betreuten Streuversuchen
auf Flachen landwirtschaftlicher Betrie-
be durch. Optimierungsvorgaben fiir den
Zulassungsbereich sowie der Wunsch
der Antragsteller, den Umfang der An-
meldungskandidaten bei bestimmten
Kulturarten (Winterweizen, Kdrnermais
etc.) wesentlich zu erhohen, fithrten zur
Einbindung 6sterreichischer Antragstel-
ler in die Versuchsdurchfithrung zur Be-
stimmung des Landeskulturellen Wertes.
So flossen bei Kérnermais ab 1992, Zu-
ckerriibe ab 1994 und bei Getreidearten

ab 1995 orthogonale Ertrags- und Beob-
achtungsdaten externer Versuchsansteller
in die Wertpriifungsberichte fiir das
Sortenzulassungsverfahren ein. In den
folgenden Jahren kam es zusétzlich auch
bei Olkiirbis und Mohn zur Einbindung
externer Partner in die Wertpriifung des
ersten Jahres.

Mit dem EU-Beitritt Osterreichs wa-
ren auch die bis dahin rein nationalen
Verfahren und Vorgehensweisen im
Sortenzulassungsverfahren (Abbildung
1) den nationalen und internationalen Be-
dingungen anzupassen. Dies fiihrte dazu,
dass die Einbeziehung externer Ver-
suchsansteller im Zuge des Saatgutgeset-
zes 1997 und der Gesetzesanpassungen
im Jahr 2000 ihre Berticksichtigung fand.
Das Saatgutgesetz 1997 sieht deshalb
in der Novellierung des Jahres 2000 im
Paragraph 40 (1) explizit vor, dass ex-
terne Institutionen vom Bundesamt fiir

Erndhrungssicherheit (BAES) oder der
Sortenzulassungsbehorde auf Antrag zur
»» - -.Durchfithrung von Feldversuchen im
Rahmen der Sortenzulassungspriifung
ermachtigt”, bedeutet autorisiert werden
konnen. Mit der Saatgutverordnung 2006
wurde diese Ermachtigung in §10 auch
auf die Laboruntersuchungen im Rahmen
der Sortenzulassungspriifung ausgewei-
tet (Tabelle 1). Hilfreich und logisch
fiir diese Vorgangsweise war, dass die
AGES, wie auch ihre Vorgéangerinstitu-
tion, akkreditiert war und ist. Durch die
Akkreditierung wird ein lebendes und
erfolgreiches Qualitdtsmanagementsys-
tem in allen Verfahrensbereichen der
AGES/Institut fiir Sortenwesen - neben
dem Labor - somit auch dem Feldver-
suchsbereich - dokumentiert und nach-
gewiesen.

Die Autorisierung geeigneter versuchs-
durchfithrender Institutionen und Fir-

Autorisierte
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Tabelle 1: Zeitliche Entwicklung

» Einbeziehung von Feldversuchen externer Versuchsansteller

Servicierung der WP1-Verrechnung zwischen den externen Versuchsanstellern durch AGES >

+ ,Autorisierungsermachtigung fir Feldversuche*
» L Autorisierungsermachtigung fiir Labor- und Felduntersuchungen®

» Aufnahme der Autorisierung im Gebuhrentarif ,Sortenordnung*

seit 1992
-> seit 2000
-> seit 2006
-> seit 2005

men findet somit durch die hierzu
befdhigte und akkreditierte AGES fiir
die Wertpriifung (VCU) - nicht fiir die
Registerpriifung - statt. Die betroffenen
Mitarbeiter der AGES selbst sowie
der autorisierten Institutionen haben
verpflichtend an regelméfBigen Boni-
turschulungen der AGES fiir die betref-
fenden Kulturarten teilzunehmen. Die
technischen Vorschriften und Verfahren
hinsichtlich der Anforderungen an die
Sortenpriifung (Register- und Wertprii-
fung) wurden vom Bundesminister fiir
Land- und Forstwirtwirtschaft, Umwelt
und Wasserwirtschaft gemall Saatgut-
gesetz 97 § 5 verordnet und sind fiir alle
Systembeteiligten bindend. Diese Auto-
risierungen finden analog auch fiir die
versuchsdurchfiithrenden Institutionen
fiir die Osterreichische Beschreibende
Sortenliste Anwendung.

In den letzten Jahren nahmen jeweils
zwischen zehn und fiinfzehn versuchs-
durchfiihrende Institutionen die Autori-
sierung in Anspruch. Dies deshalb, weil
bei Mohn und Olkiirbis nicht jedes Jahr
neue Zulassungspriifungen angelegt
werden.

Die Autorisierungsmoglichkeit wirkt
sich natiirlich auf den Gebiihrentarif der
Sortenordnung aus. Einerseits ist sowohl
die Erstautorisierung als auch die Autori-
sierungsverlangerung gebiihrenpflichtig.
Die Priifgebiihr vermindert sich jedoch
flir das autorisierte erste Wertpriifungs-
jahr je nach Kulturart pro Priifstamm
deutlich. In dieser Priifserie (WP1) fiihrt
nédmlich die AGES nur mehr einen oder
zwei Versuche selbst durch. Die in diesen
Priifungen anfallenden Kosten werden
durch die jeweiligen \Versuchsansteller
den in dieser Versuchsserie vertretenen
Antragstellerfirmen direkt verrechnet.
Die Arbeiten in den folgenden Priifjahren
werden zur Génze durch die Versuchs-
einrichtungen der AGES durchgefiihrt
und vergebiihrt.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass
es durch die Autorisierung von Ein-
richtungen im Zuge der Wertpriifung
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zur Bestimmung des Landeskulturellen
Wertes bestimmter landwirtschaftlicher
Pflanzenarten zu einer Systemvereinheit-
lichung kam. Nunmehr handelt es sich
um ein offenes, gewachsenes, erprobtes
und in der Folge institutionalisiertes und
transparentes Priifsystem. Ein Vorteil
der Einbindung Autorisierter in das
Wertpriifungssystem im ersten Jahr ist
es auch, dass dadurch umfangreichere
Sortimente als in der Vergangenheit zum
Vorteil der gesamten Landwirtschaft
sowie nachgelagerten Verarbeitungs- und
Lebensmittelkette gepriift werden kon-
nen. Durch die Einbindung Autorisierter
konnte der Untersuchungsumfang bei
einigen Kulturarten wesentlich ausge-
weitet werden.

Systemoptimierung

durch Autorisierung in

der Saatgutzertifizierung

In Verbindung mit dem EU-Beitritt
Osterreichs sowie den Fragestellungen
zur Verwaltungsreform im Sinne von:
»Was muss der Staat tun?* sowie der
Implementierung von Qualitdtsma-
nagementsystemen wie 1SO 9000-Serie
bzw. EN 45000-Serie wurden mit dem
Saatgutgesetz 1997 grundsétzlich die
Moglichkeiten fiir die Autorisierung ge-
schaffen. Im § 40 sind die verschiedenen
Tétigkeiten hinsichtlich einer moglichen
Erméchtigung angefiihrt. Weiters werden
die Voraussetzungen an die Durchfiih-
rung der technischen Aufgaben sowie
verschiedene Griinde fiir die Aufthebung
der Erméchtigung genannt. Die Details
der Durchfiihrung sind in der Saatgut-
verordnung 2006 ausgefiihrt.

Die im SaatG 1997 bzw. der genannten
Saatgutverordnung aufgezéhlten Téatig-
keiten sind insbesondere die Feldbesich-
tigung (Priifung der in den Methoden
festgesetzten Anforderungen an den
Feldbestand der Vermehrungsfliche), die
Laborpriifung (Untersuchungen im Rah-
men der Verfahren auf Anerkennung oder
Zulassung von Saatgut), Untersuchungen
im Rahmen der Nachpriifungen und die
reprasentative Probenahme (Durchfiih-

rung der Kennzeichnung, Verpackung
und VerschlieBung).

Seit zusétzlich die internationalen Re-
gelungen zum Saatgutrecht, insbeson-
dere seitens der Europdischen Union
(EG-VO 98/320) und seitens der OECD
im Rahmen von Experimenten eine
Autorisierung von Feldbesichtigung,
Probenahme und Laborpriifungen durch
nicht offizielle Personen ermdglichten,
wurde in Osterreich in Verantwortung
des damaligen BFL - Bundesamt und
Forschungszentrum fiir Landwirtschaft
rasch mit der Saatgutwirtschaft gemein-
sam mit der praktischen Umsetzung
gestartet. Mit der Implementierung der
EG-RL 2004/117 des Rates vom 22.
Dezember 2004 wurden letztlich die
Basisrichtlinien des EG-Saatgutrechtes
dahin gehend erweitert, dass zukiinftig
nichtamtliche Priifungen fiir die Berei-
che Feldbesichtigung, Probenahme und
Laborpriifung ermdglicht wurden. Zur
Entscheidungsfindung bei Laborpriifun-
gen konnte Osterreich mit der Abwick-
lung von umfangreichen \Versuchen im
Rahmen zweier EG-Vergleichsfelder
erfolgreich beitragen. Die Versuche hat-
ten schlieBlich bestétigen konnen, dass
die Saatgutanerkennung ohne nennens-
werten Riickgang der Saatgutqualitét
im Vergleich zu der mit dem System der
amtlichen Durchfiihrung erzielten Qua-
litat vereinfacht werden kann.

Der aktuelle Stand an Autorisierungen
ist nachfolgender:

Feldbesichtigung mit den Schwerpunk-
ten in den Kulturartengruppen Getreide,
Mais und GrofB3samigen Leguminosen
mit aktuell fiinf Saatgutunternehmen. Bei
Getreide wird in der Regel beim Vermeh-
rungsmaterial die erste verpflichtende
Besichtigung autorisiert durchgefiihrt.
Fiir Mais ist die Durchfithrung der Feld-
besichtigung iiblicherweise umfassend.

Die Beschaffung und die Anwendung
von Etiketten zur Kennzeichnung von
Saatgut sind in Osterreich zur Ganze
autorisiert. Ebenso verhalt es sich mit der
Nutzung der Technischen Einrichtung zur
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Systemoptimierung der Sortenzulassung/Saatgutzertifizierung durch Autorisierung

Automatischen Probenahme an der Saat-
gutpartie. Die eigentliche Durchfiihrung
der reprasentativen Probenahme ist erst
seit November 2006 moglich und wird
momentan durch Schulungsmafinahmen
und Festlegung der Methodik seitens des
Bundesamtes fiir Erndhrungssicherheit
umgesetzt.

Die Durchfithrung von Laboruntersu-
chungen im Rahmen der Saatgutzerti-
fizierung bzw. Zulassung wird durch
fiinf Unternehmen in unterschiedlichem
Ausmall genutzt. Die Hauptkulturen
Getreide und Mais werden mit mehr als
80% autorisiert gepriift. Der Anteil bei
Grofisamigen Leguminosen wie Erbse,
Ackerbohne und den gesetzlich gere-
gelten Wickenarten belduft sich auf ca.
60%. Bei ausgewihlten Kreuzbliitlern -
v.a. Raps und Gelbsenf - liegt der Anteil
um die 30% der Saatgutpartien aus dem
Anerkennungsverfahren. Die Kriterien
der Beschaffenheit des Saatgutes bei den
Laborpriifungen umfassen normalerwei-
se die Technische Reinheit, den Besatz
mit Samen anderer Arten, die Tausend-
kornmasse sowie die Keimfahigkeit.

Die Priifung des Gesundheitszustandes
bei Getreide oder GroBsamigen Legumi-
nosen wird mit Ausnahme des Flugbran-

des bei Gerste und Weizen ausschlieB3lich
durch die AGES abgewickelt. Weiters
sei hier erwahnt, dass Untersuchungen
im Sinne einer Mangelbehebung in
Bezug auf die Feldbesichtigung bzw.
Untersuchungen zur Ausstellung eines
ISTA-Orange-Zertifikates, auller eine
aufrechte ISTA-Akkreditierung liegt vor,
dem Bundesamt vorbehalten sind.

Im System der verschiedenen Autori-
sierungen ist die Uberwachung oder das
sogenannte Monitoring von zentraler
Bedeutung. Paralleluntersuchungen
von einem zumindest 5%igem Ausmal
sind die Vorgaben der internationalen
Regelungen. Weiters sind Schulungs-
malnahmen sowie Audits, vor allem bei
technischen Einrichtungen die Hauptele-
mente der Uberwachung.

Die Mitbeteiligung der Saatgutunter-
nehmen in die amtlichen Verfahren der
Saatgutzertifizierung ist unseres Erach-
tens eine Moglichkeit das Gesamtsystem
effizienter und effektiver zu gestalten
ohne, wie schon einmal angefiihrt, eine
Verschlechterung der Qualitat in Kauf
nehmen zu miissen. Synergieeffekte
zwischen Saatgutunternehmen und Be-
horde konnen besser ausgenutzt werden.
Aufgrund von noch rascheren Ergebnisse
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konnte die Wettbewerbsfahigkeit der
Osterreichischen Saatgutwirtschaft ge-
stiarkt werden. Auch das BAES erzielte
\orteile durch eine Reduzierung des Per-
sonal- und Sachaufwandes im operativen
Routinegeschaft. Es sind jedoch seitens
der Behorde auch ganz offen Nachteile
anzufiihren, die vor allem bedingt durch
eine Verminderung der kritischen Masse
mit Problemen der Kompetenzauf-
rechterhaltung bzw. mit einer trotzdem
entsprechenden notwendigen Vorhalte-
kapazitit fiir Untersuchungstitigkeiten
bei unvorhergesehenen Ausfallen in den
autorisierten Betrieben zusammenhéan-
gen. SchlieBlich sind unter diesem Titel
auch Einnahmenausfalle zu verbuchen.
Als mittelfristiger Ausblick wird eine
weitere Ausdehnung der Autorisierung
in den Bereichen Feldbesichtigung und
Laborpriifungen von den Saatgutfirmen
angestrebt. Die Probenahmeautorisie-
rung erganzt das Gesamtsystem. Mit
einer vorsichtigen Annahme kann aus
0konomischen Gesichtspunkten auch
eine gewisse Internationalisierung der
Saatgutanerkennung angefiihrt werden.
Weitere Entwicklungen im Sinne der
,better regulation* auf europdischer
Ebene werden die Diskussionen in den
néchsten Jahren zeigen.
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Fortschritte in der Saatguttechnologie und -untersuchung - Ertragsorientierte Zuichtungsstrategien fiir neue Verwertungsmaglichkeiten

Integration von spezifischen, validierten/evaluierten
Gesundheitsmethoden in das Saatgutanerkennungsver-
fahren als Selektionskriterium von hochwertigem Saatgut

Einleitung

Die Ermittlung des Befalls mit samen-
biirtigen Krankheitserregern ist ein
wesentlicher Bestandteil der Saatgut-
untersuchung. In den Vorschriften zur
Saatgutpriifung der Internationalen
Vereinigung fiir Saatgutpriifung (ISTA)
wird einleitend der Gegenstand bzw.
die Bedeutung der Gesundheitspriifung
skizziert (ANONYMUS 1):

* Die epidemiologische Krankheitsaus-
breitung bei samenbiirtigen Krank-
heitserregern soll unterbinden und so-
mit Ernteverlusten vorbeugt werden

* Vermeidung der Verschleppung von
Krankheitserregern in neue Regionen
durch kontaminiertes Saatgut

» Aufkldarung von Ursachen flir man-
gelhafte Keimfahigkeiten und Feld-
aufgange

» Aufzeigen der Notwendigkeit von
Saatgutbehandlungen

Die Gesundheitspriifung bei Saatgut hat
in Osterreich als Bestandteil der Saatgu-
tanerkennung eine mehr als 50-jahrige
Tradition. Sie ist als sinnvolle und not-
wendige Ergianzung zur Krankheitserhe-
bung bei der Feldanerkennung zu sehen
und l&sst an der saatfertigen Ware das
tatsichliche Infektionsausmal} feststel-
len. Basis dafiir sind geeignete Untersu-
chungsmethoden, die insbesondere auch
den Anspriichen an Qualitdtssicherung
und Validierung entsprechen.

Problemstellung

Aufgrund der landwirtschaftlichen
Rahmenbedingungen ist die Priifung
auf saatgutrelevante Krankheitserreger
relevanter denn je. Insbesondere der in
Osterreich bedeutende Anteil von Zerti-
fiziertem Saatgut der fiir unbehandelte
Aussaat vorgesehen ist, macht eine spe-
zifische Untersuchung auf saatgutrele-
vante Krankheitserreger notwendig, um

M. WEINHAPPEL

hohen Gebrauchswert des Saatgutes zu
gewihrleisten. Dies beschrénkt sich nicht
nur auf Saatgut fiir den biologischen
Landbau, auch konventionelles Saatgut
wird, in Abhangigkeit der Kulturart, in
nicht unbedeutendem Mal} ungebeizt
eingesetzt (Abbildung 1).

Weiters macht der fortschreitende Krank-
heitsaufbau bei einigen obligat sa-
menbiirtigen Krankheitserregern einen
dichten Priifansatz notwendig. Befall mit
Flugbrand (Ustilago nuda) bei Sommer-
gerste ist im Rahmen des Saatgutaner-
kennungsverfahrens momentan héufig zu
verzeichnen (Abbildung 2). Dies begriin-
det sich allerdings nicht im mangelnden
Qualitétsniveau der Saatgutproduktion
in Osterreich, sondern resultiert aus
einer generell hohen, regional unter-
schiedlichen Durchseuchung mit diesem
Erreger. Die Flugbrandergebnisse aus der
Saatgutanerkennung der letzten 30 Jahre
zeigen deutliche Befallsschwankungen,
besonders Mitte der 80iger Jahre war ein

massiver Ausbruch bei Wintergerste fest-
stellbar. Durch ein dichtes Priifprogramm
im Rahmen der Saatgutanerkennung
im Labor, als auch durch konsequente,
nachhaltige Saatgutbehandlung auf Ba-
sis wirksamer Schwellenwerte konnte
das Befallsniveau wieder weitreichend
reduziert werden (GIRSCH, 1988). Eine
&hnliche Tendenz ist in den letzten Jah-
ren bei Steinbrand bei Weizen (Tilletia
caries/foetida und Tilletia controversa)
feststellbar (Abbildung 3). Zu beriick-
sichtigen in der Tendenz der Steinbrand-
befallsentwicklung ist allerdings, dass in
den letzten Jahren, speziell in der Vege-
tationsperiode 2005/06 in einigen Lagen
betrachtlich vornehmend bodenbiirtiger
Zwergsteinbrand aufgetreten ist.

Durch die angestiegene Verwendung von
Nachbausaatgut, welches fast ausschlief3-
lich als Multiplikator fiir die Krankheits-
verbreitung anzusehen ist, sind in den
letzten 10-15 Jahren (WEINHAPPEL,
2006) Saatgutgesundheitspriifungen im
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Abbildung 1: Anteil der fiir unbehandelte Inverkehrbringung beantragten Saat-

gutpartien im Anerkennungsverfahren
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Abbildung 2: Anteil der flugbrandfreien Proben in Rahmen des Saatgutanerken-
nungsverfahrens bei Winter- und Sommergerste

Qualititssystem ,,Saatgutanerkennung™
noch bedeutsamer geworden.

Dariiber hinaus ist die Akzeptanz des
Qualitatskriteriums ,,Gesundheitszustand
des Saatgutes” bei den Landwirten in
Osterreich entsprechend hoch (RAT-
ZENBOCK et al. 1996). Einwandfreier
Gesundheitszustand geniefit in der
Meinung der Landwirte auch hdheres
Ansehen als die Saatgutbeizung.

Methoden

In den Vorschriften zur Saatgutpriifung
der ISTA (ISTA-Rules) sind im Kapitel

7 spezifische Methoden fiir die Priifung
auf Saatgutpathogene publiziert. Diese
haben das Prozedere des ,,Method Vali-
dation Programms* durchlaufen (ANO-
NYMUS 2), welches fiir die Validierung
von Gesundheitsmethoden verwendet
wird. Aktuell sind im Kapitel 7 der ISTA-
Rules 21 Methoden zur Gesundheitsprii-
fung gelistet (drei weitere wurden bereits
beschlossen und werden voraussichtlich
ab 01.01.2008 Giiltigkeit erlangen), da-
runter eine namhafte Zahl an Methoden
fiir Pathogene, die in Osterreich sehr
bedeutsam sind (z.B. Flugbrand (Us-
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Abbildung 3: Anteil der sehr gering mit Steinbrand befallenen Proben in Rahmen
des Saatgutanerkennungsverfahrens bei Winterweizen
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tilago nuda), Brennfleckenkrankheit
(Ascochyta pisi) oder voraussichtlich ab
01.01.2008 Schneeschimmel (Microdo-
chium nivale)). Fiir 12 in den ISTA-Rules
festgelegte Methoden liegt eine Akkredi-
tierung gemif ISTA und der nationalen
Akkreditierungsstelle vor.

Dartiber hinaus sind national auch Me-
thoden akkreditiert, die im Handbook
for Seed Health Testing - Section 2
publiziert sind (ANONYMUS 3) und
zur Abdeckung des in Osterreich rele-
vanten Pathogenspektrums bedeutend
sind. Auch diese Methoden haben einen
umfangreichen Evaluierungsprozess
durchlaufen.

Erganzt wird dieser Methodenpool durch
einige ,,In-House-Methoden“, die eben-
falls im nationalen Akkreditierungsum-
fang enthalten sind.

In Summe sind in den Methoden fiir
Saatgut und Sorten gemil §5 Saatgut-
gesetz 1997 aktuell 28 Methoden zur
Saatgutgesundheitspriifung publiziert
(ANONYMUS 4).

Rechtliche Situation im
Zusammenhang mit dem
Gesundheitszustand von Saatgut

In den diversen EG-Vermarktungsricht-
linien zu Saatgut, beispielsweise fiir
Getreide (ANONYMUS 5) ist haufig
nur ausgefiihrt, dass ,,das Vorhandensein
von Schaderregern, die den Saatgutwert
beeintrachtigen auf ein Mindestmal
beschrinkt ist*.

Dies zeigt einerseits, dass die Regelung
des Gesundheitszustandes wenig auf die
Anwendung von unbehandeltem Saatgut
abgestimmt ist und dass andererseits
pathogenspezifische Harmonisierung
weder regional noch im Hinblick auf
Infektionsniveaus einfach zu bewerk-
stelligen ist.

Den spezifischen Anforderungen an
den Gesundheitszustand von Saatgut
wurde daher im nationalen Saatgutrecht
Rechnung getragen. Fiir die relevanten
samenbiirtigen und sameniibertrag-
baren Pathogene wurden Norm- und
Grenzwerte etabliert, denen Anerkanntes
Saatgut geniigen muss. Zudem sicht die
Saatgutanerkennung einen angepassten
Prifplan fiir geplant unbehandeltes
Saatgut vor.

Die Implementierung von geeigneten
Labormethoden zur Gesundheitspriifung

58. Tagung der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs 2007



Integration von spezifischen, validierten/evaluierten Gesundheitsmethoden in das
Saatgutanerkennungsverfahren als Selektionskriterium von hochwertigem Saatgut
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Abbildung 4: Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus der Feldanerkennung und
der Saatgutbeschaffenheitspriifung bei Sommergerste

in Verbindung mit einem rechtlich ver-
bindlichen Norm- und Grenzwertesys-
tem erlaubt es, bei Uberschreitung von
Grenzwerten im Rahmen der Feldaner-
kennung das Annerkennungsverfahren
fortzusetzen. Mittels der Gesundheits-
priifung im Labor kann letztendlich an
der saatfertigen Ware iiberpriift werden,
ob die Infektion auf die nachste Genera-
tion stattgefunden hat.

Mit samenbiirtigen Krankheitserregern
infiziertes Saatgut ist aber oftmals nicht
aus infizierten Vermehrungsbestinden
erwachsen. Haufig fithren infizierte
umliegende Konsumbestande zu einer
Beeintrachtigung der Saatgutvermeh-
rung. Unter den Osterreichischen Rah-
menbedingungen konnte dies gehauft

in den letzten Jahren bei einer Reihe
von klassisch samenbiirtigen Erregern
festgestellt werden. Die in Abbildung
4 dargestellte Befallssituation bei Flug-
brand bei Sommergerste zeigt deutlich,
dass der Anteil der flugbrandfreien Ver-
mehrungsbestande gleich bleibend auf
hohem Niveau liegt. Zudem wird ein
hoher Teil des Vermehrungssaatgutes bei
Gerste einer Beizung mit flugbrandwirk-
samen Praparaten unterzogen. Trotzdem
geht der Anteil an flugbrandfreien Saat-
gutpartien in den letzten Jahren sténdig
zuriick. Es erweist sich immer wieder als
Problem, dass durch flugbrandinfizierte
Konsumbestande, die aus minderwer-
tigem Nachbausaatgut resultieren oder
unsachgemal gebeizt wurden die biolo-
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Abbildung 5: Zusammenhang zwischen Befall des Saatgutes und Befall des
Feldbestandes mit Streifenkrankheit der Gerste (Drechslera graminea)
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gische Hochwertigkeit der Saatgutpro-
duktionen nicht ausreichend gesichert
werden kann.

Die Feldanerkennung ist als Bewer-
tungskriterium fiir den Befall mit vielen
samenbiirtigen Krankheitserregern daher
nicht ausreichend. Eine effiziente Labor-
prifung ist unter solch beschriebenen
Rahmenbedingungen unumgéanglich.

Ergebnisse

Evaluierung der Norm- und
Grenzwerte als Beitrag zur
Sicherung der Saatgutqualitat

In den Methoden fiir Saatgut und Sor-
ten gemdl §5 Saatgutgesetz 1997 sind
aktuell 32 Pathogene mit Norm- und/
oder Grenzwerten geregelt. Effiziente
Norm- und Grenzwerte stellen ein we-
sentliches Selektionskriterium und einen
nachweisbaren Beitrag zur Erh6hung und
Sicherstellung der Saatgutqualitat dar.
Dariiber hinaus sollen sie auf regionale
Befallszenarien abgestimmt sein und
die Bedeutung fiir die Landwirtschaft
widerspiegeln. Eine Vielzahl der im
oOsterreichischen Saatgutrecht etablierten
Schwellenwerte und die fiir die Untersu-
chung des jeweiligen Pathogens zugrun-
de liegende Methode wurde im Rahmen
von Feldversuchen und Projekten auf
ihre Verlasslichkeit zur Vorhersage fiir
den praktischen Anbauwert evaluiert.
Wie am Beispiel der Streifenkrankheit
der Gerste (Drechslera graminea) er-
sichtlich (Abbildung 5), korreliert der am
Saatgut mit der Methode gemal3 ISTA
Working Sheets ermittelte Befallswert
und der Befall des Feldbestandes in
hohem Mal}. Umso giinstiger die In-
fektionsbedingungen fiir die Krankheit
werden, desto néher wird das Verhéltnis
Saatgutbefall zu Feldbefall. Die einge-
setzte Methode erweist sich daher als
sehr effizient im Hinblick auf ihren Vor-
hersagewert fiir den praktischen Anbau.
Derartige Versuchsserien wurden fiir
eine Reihe weiterer geregelter Pathogene
und der dazu eingesetzten Laboruntersu-
chungsmethoden durchgefiihrt.

Vor allem fiir die Wirtschaftsbeteiligten
ist aber nicht nur der Selektionswert
im Hinblick auf die Qualitit sondern
auch die wirtschaftliche Erfolgsquote
relevant. Norm- und Grenzwerte miissen
auch unter den regionalen Gegebenheiten
und Moglichkeiten in wirtschaftlichem
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Ma@ erfiillbar sein. Eine Analyse der
Ergebnisse von Bio-Saatgut bei Win-
terweizen - vor allem im Hinblick auf
die Sicherstellung eines einwandfrei-
en Saatgutgesundheitszustandes ein
durchaus herausfordernder Bereich
der Saatgutproduktion - zeigt, dass die
Anerkennungsraten in den letzten drei
Anerkennungssaisonen zwischen 73
und 78% gelegen sind. Die zertifizierten
Saatgutmengen waren ausreichend, um
die Versorgung des Inlandsmarktes in
diesem Saatgutsegment sicherzustellen.

Schlussfolgerungen - Fazit
Die Gesundheitspriifung bei Saatgut und
deren Integration in das amtliche Saatgu-
tanerkennungsverfahren ist, insbesonde-
re unter den dsterreichischen Rahmenbe-
dingungen, ein wesentlicher Beitrag zur
Sicherung der Saatgutqualitét.

Die aktuell dafiir zur Verfiigung ste-
henden, validierten Methoden aus den
ISTA-Rules und den ISTA Working
Sheets decken durchaus umfassend, er-
génzt durch einige national akkreditierte
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Methoden, das in Osterreich relevante
Pathogenspektrum ab.

Durch die Etablierung der Saatgutge-
sundheitspriifung kdnnen auch Infekti-
onspotentiale auflerhalb des Qualitéts-
systems ,,Saatgutanerkennung* effizient
und umfassend identifiziert werden.

Die Ergebnisse der Gesundheitsprii-
fung und deren Bewertung in einem
Schadschwellensystem geben gezielt
Auskunft iiber die Notwendigkeit und
Art von durchzufithrenden Saatgutbe-
handlungen.

Die Gesundheitspriifung trigt auch we-
sentlich zur Akzeptanz von Z-Saatgut
als hochwertiges Produkt bei den Land-
wirten bei.
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Das Keyence Mikroskop und sein digitaler Einsatz zum
Aufbau einer Samensammlung

Einfuhrung

Die Bedeutung einer Samensammlung
liegt darin, einen direkten Vergleich von
unbekannten Samen mit gesichertem Re-
ferenzmaterial zu ermdglichen, was fiir
eine sichere Bestimmung von fremden
Samen in Saatgutproben erforderlich ist.
Hierbei sind traditionell Samensammlun-
gen und Herbare in der Verwendung.

Gegenwartig besteht das Problem, dass
Samensammlungen nicht kauflich zu er-
werben oder fallweise sehr teuer sind.

Im Zuge des technischen Fortschritts ist
es moglich, durch digitale Fototechniken
und Verrechnungsprozeduren dreidi-
mensionale Darstellungen von Samen
aller GroBenordnungen zu erstellen,
die ein plastisches Bild der Samenform
und Struktur geben, welches eine Be-
stimmung anhand der morphologischen
Samenmerkmale ermoglicht. So konnen
kiinftig Sammlungen digitaler Samenfo-
tos eine Erweiterung von Samensamm-
lungen darstellen.

Die Vorteile einer digitalen Sammlung
sind vor allem darin zu sehen, dass
die zur Bestimmung erforderlichen
Merkmale im Detail und ohne weitere
Nutzung von Gerdten wie Binokularen,

C. MULLER, A. JONITZ und N. LEIST

erkennbar sind. Der rasche Zugriff in
einer Datenbank ist ebenso ein Vorteil,
wie die Sicherheit vor Verwechslung bei
der Nutzung.

Dariiber hinaus ist eine Fotosammlung
im Vergleich zu einer Samensammlung
farbbesténdig, pflegeleicht und es gibt
keinen Verderb und Insektenfral3. Die
Fotokollektion ist jederzeit erweiterbar.

Anwendungsbereiche
des Keyence Mikroskops

Der Gerdtename Keyence steht fiir Key
of Science. Diese Technik wurde 1974
in Osaka, Japan fiir die Anwendung in
der Industriesensorik und Automati-
sierungstechnik entwickelt. Die stete
Optimierung flihrte zum Einsatz in der
Digitalmikroskopie in vielen Bereichen
der Materialpriifung. So zum Beispiel bei
der Automobil-, Textil,- Verpackungs-,
Arzneimittel- und chemischen Industrie.
Dabei iliberzeugt das Keyence System
durch die Erstellung tiefenscharfer Bilder
von Oberflichenstrukturen, die direkt
digital erfasst und verarbeitet werden. So
konnen im Vergleich zur herkémmlichen
Mikrofotografie sehr einfach dreidimen-
sionale Abbildungen von Oberflichen-
strukturen erstellt werden.

Abbildung 1: Das Keyence Mikroskop System

Die Geréteausstattung umfasst ein
schwenkbares Stativ, ein Telezoom-
Objektiv und einen Computer mit hoch-
auflosendem Bildschirm und Bildbear-
beitungssoftware ebenso wie Software
zur Erstellung von dreidimensionalen
Bildern. Zuséitzlich kommen Kaltlicht-
quellen zum Einsatz (Abbildung 1).

Die Handhabung des Gerétes ist einfach
und bietet VergroBerungseinstellungen
von 20- bis 200- oder 500- bis 5000fach
in einem Handgriff.

Eine Samenbestimmung erfolgt zumeist
anhand von morphologischen Merk-
malen, wie Form, Grof3e, Farbe und
insbesondere von charakteristischen
Oberflichenstrukturen, welche oftmals
sogar eine einzelne Art ausweisen. Somit
liegen bei dieser biologischen Anwen-
dung vergleichbare Anforderungen wie
in der technischen Applikation vor, was
das Projekt ,,digitale Samensammlung™
mit dem Keyence Mikroskop am Land-
wirtschaftlichen Technologiezentrum
Augustenberg begriindete. Hierbei
sollen die in der ,,Augustenberg-Seed
Collection* befindlichen 2900 Arten
digitalisiert werden.

Voreinstellungen

Fiir ein erfolgreiches Arbeiten mit dem
Keyence Mikroskop ist die Optimierung
der Voreinstellungen erforderlich, die
das Objekt in optimaler Beleuchtung
so darstellen, dass charakteristische
Bestimmungsmerkmale des Samens
bestmdglich dargestellt werden.

Dazu ist eine gute Ausleuchtung des
Objektes, bei der Licht und Schatten
zur plastischen Gestaltung des Bildes
beitragen, erforderlich.

Zur Vermeidung von Glanzpunkten auf
der Oberflache sehr glatter und hochglén-
zender Samen wie Bohnen oder Hirse
(Abbildung 2) bedarf es der Redukti-
on der direkten Beleuchtung und des
Bestrahlens mit zusétzlichen externen

Autoren: Christina MULLER, Andrea JONITZ, Norbert LEIST, Referat Saatgutuntersuchung und Angewandte Botanik, LTZ Augustenberg,
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Abbildung 2: Haarastige Rispenhirse
(Panicum capillare)

Abbildung 3: Leinkraut, Linaria vulga-
ris, oben Aufnahmemodus Normal,
unten Tiefenzusammensetzung von
11 Bildern

Lichtquellen die das Objekt in flachem
Winkel beleuchten. Die Erfahrung zeigt,
dass sich ein blauer Hintergrund fiir
Samenaufnahmen besonders gut eignet.

Bei optimaler Beleuchtung wird die Tie-
fenschirfe bei 200facher VergroBerung
im oberen Abbildungsbereich eingestellt.
Das Programm stellt verschiedene Auf-
nahme Modi zur Verfiigung, die sich
fiir die vielgestaltigen Samenstrukturen
unterschiedlich eignen.

Fiir die Aufnahme von mehreren Samen
hat sich der 3 CCD Modus als gut geeig-
net erwiesen, fiir die Aufnahme von Ein-
zelsamen die Fine Depth Composition.
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Die Aufnahmen werden sodann gemein-
sam mit den Aufnahmeeinstellungen
abgespeichert. Eine praktische Pro-
grammfunktion ist es, bis zu vier Bilder
an dem systemzugehdrigen Bildschirm
gleichzeitig in hoher Bildauflosung
betrachten zu konnen, was die Auswahl
des Aufnahmemodus bei oft nur geringen
Qualitatsdifferenzen enorm erleichtert.

Bildaufnahmefunktionen

Als Beispiel ist hier ein Same des Ori-
entalischen Zackenschotchens (Bunias
orientalis) im Normalmodus mit einer
Auflésung von 1.600 x 1.200 Pixel und
im 3 CCD Modus in der selben Auflo-
sung jedoch unter Verwendung der Pixel-
verschiebefunktion aufgenommen, was
eine Qualitatsverbesserung des Bildes
erkennen lésst.

Der Real-time Depth Compostion-Modus
ermdglicht durch die Zusammensetzung
und Verrechnung von mehreren Bildern
(Echtzeit- Tiefenzusammensetzung) eine
dreidimensionale Darstellung, die insbe-
sondere komplexe Oberflachenstrukturen
die nicht in einer Scharfenebene liegen,
gut heraus stellen.

Spitzwegerich (Plantago lanceolata)

Dornige Spitzklette (Xanthium spi-
nosum)

So zeigt das Beispiel Linaria ein im
Normalmodus aufgenommenes Bild im
Vergleich zum Real-time Depth Compo-
sition Modus, bei dem 11 Bilder unter-
schiedlicher Schérfeebenen miteinander
verrechnet wurden, wodurch ein enormer
Qualitdtsgewinn erzielt werden konnte,
sodass die gesamte Samenoberflache
scharf erkennbar wird (Abbildung 3).

Beispiele

Abschlielend seien noch einige Aufnah-
men im 3 CCD Modus:

Spitzwegerich (Plantago lanceolata),
Zuckerriibe (Beta vulgaris), Dornige
Spitzklette (Xanthium spinosum), Arznei
Engelwurz (Angelica archangelica) so-
wie im Fine Depth Composition Modus:
Acker-Lichtnelke (Silene noctiflora),
Petersilie (Petroselinum crispum),
Acker Krummbhals (Anchusa arvensis)
und Faden-Fingerhirse (Digitaria ischa-
emum) gezeigt.

Derzeitiger Stand der Arbeiten: 155 Ar-
ten der ISTA Universal List of Species
liegen digitalisiert vor und sollen elekt-
ronisch publiziert werden.

Zuckerriibe (Beta vulgaris)

Arznei Engelwurz (Angelica archan-
gelica)
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Petersilie (Petroselinum crispum)

Acker Krummbhals (Anchusa arven- Faden-Fingerhirse (Digitaria ischa-
Sis) emum)
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Entwicklung von immunochemischen und PCR-Methoden

zum qualitativen Nachweis von Tilletia Arten in Saatgut
T. KELLERER, M. SEDLMEIER, F. RABENSTEIN und B. KILLERMANN

Abstract

Molekulare und immunologische Metho-
den fiir den sicheren und zuverldssigen
Nachweis sowie die Unterscheidung von
Brandpilzen wurden entwickelt. Mit den
bisher erreichten Ergebnissen konnen die
drei Tilletia Arten Steinbrand (T. caries),
Zwergsteinbrand (T. controversa) und
Indischer Steinbrand (T. indica) nicht nur
nachgewiesen, sondern auch innerhalb
von 3h mittels PCR sicher voneinander
unterschieden werden. Die entwickelten
spezifischen Primerpaare fiir die drei
Tilletia Arten weisen keine Wechselwir-
kung mit den anderen Tilletia Arten sowie
mit samenbiirtigen Pilzen wie Fusarium
oder der Wirtspflanze selbst auf. Beim
immunochemischen Nachweis mittels
Western Blot und polyklonalen Antise-
ren gegen T. caries bzw. T. controversa
werden innerhalb von 5h ebenfalls sehr
gute Ergebnisse erzielt. Im Western Blot
konnte jeweils eine spezifische Reaktion
in Form einer einzelnen Bande beob-
achtet werden, unter Verwendung eines
polyklonalen Antikdrperserums gegen
Gesamtproteinextrakt aus T. caries bzw.
T. controversa Sporen. Zuséatzlich traten
keine wesentlichen Wechselwirkungen
in Kreuzreaktionstests im Bereich der
spezifischen Bande auf. Methoden fiir
den spezifischen Nachweis von T. indica
mittels polyklonaler Antiseren durch
Western Blot und zum Nachweis aller
3 Tilletia Arten mittels monoklonaler
Antikorper im ELISA sind derzeit in der
Entwicklung. Parallel dazu werden die
PCR Primer zur Unterscheidung der drei
Tilletia Arten optimiert und validiert.

Key words

Samenbiirtige Pilze, Tilletia caries, Tille-
tia controversa, Tilletia indica, Western
Blot, PCR, polyklonale Antikorper,
Brandpilze

Einleitung

Weizen ist eines der wichtigsten Grund-
nahrungsmittel. Die Produktion wird oft
durch Pilzkrankheiten wie z.B. Roste und
Bréinde beeintrichtigt. Ertragseinbuflen
sowie eine deutlich schlechtere Produkt-
qualitét bis hin zur Nichtverwendbarkeit,
insbesondere im Oko-Landbau sind die
Folge. Unter den Brandkrankheiten sind
der Weizensteinbrand und der Zwerg-
steinbrand die gefahrlichsten. Der Qua-
rantaneschadling Indischer Steinbrand ist
in Europa bisher noch nicht aufgetreten,
stellt aber eine latente Bedrohung dar.

Fiir die Anwendung von Quarantinebe-
stimmungen sind hocheffiziente Nach-
weismethoden eine Grundvoraussetzung,
um schnelle und sichere Entscheidungen
iiber Ex- und Import treffen zu kénnen.

In diesem Forschungsprojekt wurden
zwei Methoden entwickelt, die wich-
tigsten und gefahrlichsten Tilletia Arten
- Steinbrand (T. caries), Zwergsteinbrand
(T. controversa) und den Quarantane-
schédling Indischer Steinbrand (T. indi-
ca) - nicht nur nachzuweisen, sondern
auch sicher und zuverlassig voneinander
zu unterscheiden.

Fiir die Detektion einzigartiger Sequen-
zen im Genom bzw. Proteom dieser
Pathogene wurden spezifische Primer
fiir die PCR bzw. entsprechende po-
lyklonale Antikdrper fiir Western Blot
Methoden entwickelt. Hierfiir wurde
das HSP60 Gen verwendet, welches
diese einzigartigen Bereiche bietet. Das
HSP60 Gen codiert fiir ein Hitzeschock
Protein (Chaperon) zudem kommt es ubi-
quitdr in allen hier verwendeten Pilzen
vor. Zusétzlich bietet dieses Gen eine
ausreichend hohe Variabilitat, um die
einzelnen Tilletia Arten voneinander zu
unterscheiden.

Material und Methoden

Herkiinfte von Tilletia-infizierten
Ahren, Korner, reines Sporen-
material oder Brandbutten:

* Bayerische Landesanstalt fiir Land-
wirtschaft, Freising (T. controversa)

 Federal Biological Research Centre,
Darmstadt (T. caries)

¢ Landwirtschaftskammer Nordrhein-
Westfalen (T. caries)

e Séachsische Landesanstalt fiir Land-
wirtschaft (T. caries)

e Landesanstalt fiir Landwirtschaft,
Forsten und Gartenbau, Sachsen-
Anhalt (T. caries)

* Thiiringer Landesanstalt fiir Landwirt-
schaft; Pflanzenschutzdienst Hessen
(T. caries)

» GEVES, Station Nationale d‘Essais
des Semences (SNES). Cedex, Frank-
reich (T. caries)

* USDA-ARS, National Small Grains
Germplasm Research Facility. Aberde-
en, USA (T. caries, T. controversa)

» Landwirtschaftliches Technologie-
zentrum Augustenberg (T. caries, T.
controversa)

» Department of Plant Breeding, Ge-
netics & Biotechnology; Punjab Ag-
ricultural University Punjab, Indien
(T. indica)

Die Sporen wurden mit mehreren Sieben
bei reduzierenden Durchmessern gerei-
nigt (GroBansatz) oder aus Brandbutten
per Hand isoliert (Kleinansatz).

Die Isolation der DNA, die PCR Be-
dingungen, die Protein Extraktion, die
Herstellung der Antikdrper und die
Western Blot Bedingungen erfolgte wie
in VDLUFA Schriftenreihe Bd. 62/2007,
575-579 beschrieben.

Autoren: Dipl.-Biol. Thomas KELLERER, Monika SEDLMEIER und Dr. Berta KILLERMANN, Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft,
Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenzichtung, Véttinger Strafle 38, D-85354 FREISING; Dr. Frank RABENSTEIN, Bundesanstalt
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Ergebnisse und Diskussion

PCR Methode

Als erster Schritt wurde die Tilletia ca-
ries HSP60-Sequenz bestimmt, welche
als einzige der Tilletia Arten nicht in
der ncbi Sequenzdatenbank (www.ncbi.
nih.gov) verdffentlicht ist. Unter der
Annahme, dass durch die gro3e Homo-
logie zwischen den beiden Sequenzen
von T. caries und T. controversa eine
PCR moglich sein konnte, wurde durch
Verwendung von Tilletia controversa
Primern und T. caries DNA unter wenig

stringenten Bedingungen eine PCR
durchgefiihrt und das Produkt anschlie-
Bend sequenziert. Die erhaltene Sequenz
wurde mit den Datenbanksequenzen von
T. controversa und T. indica verglichen
und entsprechende Unterschiede heraus-
gearbeitet. Auf diesem Weg wurden 3
Primerpaare fiir die Differenzierung der
drei Tilletia Arten hergestellt, wobei in
einer PCR Fragmente mit einer Lange
von 155 (T. indica), 157 (T. caries) und
162 bp (T. controversa) entstehen. Die
Unterscheidung bezieht sich auf das
Vorhandensein einer spezifischen Bande

auf einem 1,5%igen Agarosegel ent-
sprechender Lange bei richtiger Primer/
Template Kombination (vgl. Abbildung
1, Pfeile). Eine falsche Primer/Template
Kombination resultiert in keiner Bande
bei ~ 160 bp oder unspezifischen PCR
Produkten (vgl. Abbildung 2 a-c). Alle
drei Primerpaare wurden erfolgreich
getestet und konnen zur Unterscheidung
der drei Tilletia Arten herangezogen
werden.

Zur Validierung dieses neu entwickel-
ten Testsystems wurden verschiedene
T. caries Sporenherkiinfte (deutsche
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Abbildung 1: 1,5%iges Agarosegel mit PCR Ergebnissen der unterschiedlichen spezifischen Primerkombinationen. Spur
1: 100 bp Marker; Spuren 2-4: T. caries; Spuren 5-7: T. controversa; Spuren 8-10: T. indica.
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Abbildung 2: 1,5%iges Agarosegel mit den PCR Kontrollreaktionen bei anderen samenbiirtigen Krankheitserregern mit
Primern fiir a) T. caries; b) T. controversa; c¢) T. indica. Jeweils Spur 1: 100 bp Marker, Spuren 2-9: Fusarium poae (2),
Fusarium graminearum (3), Fusarium culmorum (4), Microdochium nivale (5), Aspergillus fumingatus (6), Penicillium

gladicola (7), Alternaria alternata (8), Cladosporium ER 21 (9).

a) C)
006y
100k

Abbildung 3 a-c: 1,5%iges Agarosegel mit T. caries Nachweis fiir Sporen aus deutschen Bundeslandern und Frankreich.
S1 = Sachsen (Lébau), S2 = Sachsen (Dresden), SA = Sachsen-Anhalt, T = Thiiringen, F = Frankreich, H1 = Hessen
Ernte’05, H2 = Hessen Ernte’07, NRW = Nordrhein-Westfalen, M = 100 bp Marker.
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100tbp 1006y
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Bundeslédnder, Frankreich, Nordamerika
und China) untersucht. Bei den Sporen-
proben aus den Bundeslandern Sachsen,
Sachsen-Anhalt, Hessen, Nordrhein-
Westfalen, Thiiringen sowie aus Frank-
reich erwies sich das Testsystem als
sehr sicher und es konnten alle Proben
zweifelsfrei als T. caries identifiziert
werden (vgl. Abbildung 3 a-c). Weitere
Herkiinfte aus Deutschland werden
derzeit getestet. Als Kontrolle diente
das T. controversa Primerpaar, bei dem
die charakteristische Bande bei ~160bp
nicht erscheint (vgl. Abbildung 4). Die
nordamerikanischen und chinesischen
Herkiinfte konnten bis jetzt noch nicht
alle zweifelsfrei als T. caries bzw. T.
controversa identifiziert werden, was in
Abbildung 5 dargestellt ist. Es konnten 20
T. caries Herkiinfte richtig identifiziert
werden (vgl. Abbildung 5 a-c). Unter-

schiedliche T. controversa Herkiinfte
ergaben wie erwartet negative Signale
fiir das T. caries Primerpaar bei ~160 bp.
Allerdings bildet die Herkunft A6 eine
Ausnahme, die ein falsch positives PCR
Produkt hervorgebracht hat (vgl. Abbil-
dung 5 c/d; A6). Falsch positive Signale
sind des dfteren aufgetreten und machen
eine weitere Optimierung der Primer
und/oder des Protokolls notwendig.

Um eine quantitative Aussage beziiglich
der Sporenbelastung treffen zu koénnen
wurde eine Nachweisgrenze fiir diese
Primerpaare bestimmt. Eingesetzt wurde
eine Verdiinnungsreihe von 50-1.000
Sporen, wobei die DNA Extraktion mit-
tels einer langsamen Methode (Qiagen
DNA Extraction Kit) mit hoher DNA
Ausbeute (Abbildung 6, Spuren 1-4) und
einer schnellen Methode (Mikrowelle,
Tris/EDTA Puffer) mit geringer DNA Aus-
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Abbildung 4: 1,5%iges Agarosegel mit PCR Ergebnissen der T. controversa
Primer als Negativkontrollen fiir die T. caries Herkiinfte aus Abbildung 3.
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beute erfolgte (Abbildung 6, Spuren 5-9).

Bei der DNA Extraktion mittels Qiagen
Kit liegt die Nachweisgrenze unter 50
Sporen (Spur 1, Abbildung 6), fiir die
schnelle Extraktionsmethode bei unter
500 Sporen (Spur 8, Abbildung 6). Wird
diese Sporenzahl auf die zu untersuchen-
den 300 Korner (ISTA Handbook on
Seed Health Testing, Working Sheet No
53) bezogen, so liegt die Nachweisgrenze
bei unter 1 Spore pro Korn (Qiagen) und
unter 2 Sporen (schnelle Methode) und
damit deutlich unterhalb der vereinbar-
ten maximalen Sporenbelastung von 20
Sporen pro Korn, die fiir den Anbau von
Saatgut im Okologischen Landbau gilt.

Western Blot Methode

Polyklonale Antikdrper wurden unter
Verwendung von T. caries-und T. con-
troversa-Sporensuspension als Antigen
hergestellt. Die gereinigten Antikorper
konnten fiir Western Blot Analysen
in einer Verdiinnung von 1:5.000 ver-
wendet werden. Der Nachweis erfolgte
iiber einen an alkalische Phoshphatase
gekoppelten Zweitantikdrper aus Ziege
(a-Rabbit IgG AP-conjugate) in einer
1:2.000 Verdiinnung. Der T. caries
Antikorper zeigt im Western Blot eine
einzelne spezifische Bande bei ca. 43
kDa (vgl. Abbildung 7 c). Im Vergleich
dazu zeigt der T. controversa Antikorper
eine Vielzahl an Banden in einem ,,Ze-
brastreifenmuster* (vgl. Abbildung 7a),
was fiir die Detektion von Glycopeptiden
spricht (WOODWARD et al. 1985).

Abbildung 5: PCR Ergebnisse mit dem spezifischen T. caries Primerpaar von verschiedenen internationalen Tilletia
Herkiinften (China, Nordamerika). a-c: 20 T. caries Herkiinfte und c/d: T. controversa Herkiinfte. M = 100 bp Marker.
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Hierfiir wurde die Membran nach dem
Blotten fiir 1h in Natriumperjodat Puffer
inkubiert. Als Ergebnis resultiert eine

einzelne spezifische Bande bei ca. 70
kDa (Abbildung 7b, Pfeil). Auf den T.
caries Antikorper hat diese Behandlung

M 1

2 3 4 3 i T 3 3

Abbildung 6: 1,5%iges Agarosegel mit den Nachweisgrenzen zweier DNA Ex-
traktionsmethoden. Spuren 1+5: 50 Sporen; 2+6: 100 Sporen; 3+7: 200 Sporen;
4+8: 500 Sporen; 9: 1.000 Sporen. M =100 bp Marker.
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Abbildung 7 at+b: Western Blot nach SDS-PAGE des Gesamtproteinextrakts
aus T. controversa mit einer spezifischen Bande bei ca. 70 kDa (Pfeil) vor und
nach Natriumperjodat Behandlung. c+d: Western Blot nach SDS-PAGE des
Gesamtproteinextrakts aus T. caries mit einer spezifischen Bande bei ca. 43
kDa. Eine Natriumperjodat Behandlung hatte hier keinen Einfluss.

keinen Einfluss (vgl. Abbildung 7 c+d).
Ebenso wie fiir die PCR Methode wur-
de auch hier eine Nachweisgrenze fiir
spétere quantitative Aussagen definiert.
Eingesetzt wurde eine Verdiinnungsreihe
von 100 mg bis 1 ng (vgl. Abbildung 8).
Der Antikorper erkennt im Western Blot
noch Sporenmengen von 1 g, was ca.
500 Sporen entspricht. Wird diese Men-
ge wiederum auf 300 Korner bezogen,
ergibt sich ein minimal nachweisbarer
Befall von unter 2 Sporen pro Korn.
Mit den entwickelten Techniken stehen
derzeit fiir den qualitativen Nachweis
und die Unterscheidung der Tilletia
Arten sichere, zuverléssige und schnelle
Methoden zur Verfligung.

Hinsichtlich quantitativer Aussagen sind
zwingend weitere Forschungsarbeiten
notwendig. Denn erst mit der Aussage
iiber die Befallshohe - sprich die Anzahl
Sporen pro Korn - kann eine Entschei-
dung dariiber getroffen werden, ob die
entsprechenden Saatgutpartien insbe-
sondere im Okologischen Landbau noch
anbauwiirdig sind.
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Abbildung 8: Nachweisgrenze des polyklonalen T. caries Antikorper bezogen auf eine Verdiinnungsreihe

von 100 mg bis 1 ng Sporen. M = Marker.
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Nutzung von PCR-Sonden zur Saatgutkontrolle
am Beispiel von Peronospora valerianellae und

Peronospora swinglei s.l.
F. BRANDLE, H.-J. SCHARER, L. PENZKOFER und M. THINES

Trotz intensiver Bemithungen auf den
Gebieten der Resistenzziichtung, Pesti-
zidentwicklung und Optimierung des
Anbaus sind die, durch Pflanzenkrank-
heiten verursachten, Ertragsverluste
beachtlich. Haufig werden die Krank-
heitserreger, infolge des standig zuneh-
menden internationalen Warenverkehrs
verschleppt und verursachen in bisher
befallsfreien Gebieten erhebliche Sché-
den. Ein typisches Beispiel hierfiir ist
die Epidemiologie von Peronospora
swinglei s.l., der Falsche Mehltau des
Basilikums. Der saatgutbiirtige Erreger
wurde in Europa erstmals 2001 in der
Schweiz an afrikanischer Importware
diagnostiziert. Seit dieser Zeit bereitet
sich der Erreger immer weiter aus. Neben
Deutschland (Erstauftreten 2002) und
Frankreich (Erstauftreten 2003) ist vor
allem Italien betroffen (Erstauftreten
2003). Eine Ausbreitung in weitere An-
baugebiete wie Nordamerika oder Asien
mit entsprechenden Ertragsverlusten ist
zu befiirchten. Ein weiteres Beispiel ist
Peronospora valerianellae, der Falsche
Mehltau an Feldsalat, der seit den 70er
Jahren in Frankreich und seit den 80er in
Deutschland immer wieder fiir Ertrags-
ausfalle verantwortlich ist.

Risiko:

Grow-out Test und Schiutteltest
Im Gegensatz zu Viren, die sich mit Hilfe
von Antikdrper-basierten Tests gut im
Saatgut nachweisen lassen, stehen zur
Detektion vieler relevanter Pilze und
Bakterien meist nur Grow-out Tests bzw.
der Schiitteltests zur Verfiigung. Beispiel
Grow-out beim Feldsalat: 400 Samen
werden einzeln zur Keimung gebracht
und in der nachfolgenden Jungpflanzen-
phase unter fiir das Pathogen optimalen
Bedingungen angezogen, bonitiert wird
ab dem 17. Tag. Der Test endet mit
dem 28. Tag. Beispiel Schiitteltest beim

Feldsalat: Es werden jeweils 100 Samen
zusammen in Wasser aufgeschiittelt und
das Waschwasser wird anschlieBend
unter dem Mikroskop vollstiandig auf das
Vorhandensein von Oosporen untersucht.
Diese bisher eingesetzten Methoden zur
Saatgutkontrolle sind zeitaufwendig,
kostenintensiv und konnten zudem eine
weitere Ausbreitung des Erregers nicht
verhindert.

Alternative: PCR

Um eine verbesserte Nachweissicherheit
zu erreichen, wurde in Vergangenheit
die Technik der Polymerasen-Ket-
tenreaktion (PCR) zur Detektion von
Schaderregern eingesetzt. Dieser auf der
Vervielfaltigung von Erbgut basierten
Technologie, geniigen schon wenige
Molekiile des gesuchten Organismus
um eine sichere Aussage erreichen zu
konnen. Die Analyse benétigt dariiber
hinaus wenig Zeit (max. 3 Tage) und ist
durch Automatisierung fiir die Bepro-
bung groferer Saatgutmengen bestens
geeignet. Probleme bereitet jedoch die
genaue Differenzierung von genetisch
sehr homogenen Gattungen wie z.B.
Xanthomonas campestris, Fusarium aber
auch verschiedene Oomyceten. So dass
die PCR-Technik trotz der zahlreichen
Vorteile gegeniiber den beschrieben
klassischen Techniken noch nicht routi-
nemafig eingesetzt wird.

PathoScan hat ein Verfahren entwickelt
mit dem es gelingt dieses Problem zu
16sen. Dadurch ist es moglich auch sehr
eng verwandte Arten der PCR-Diagnos-
tik zugénglich zu machen. Beispiel Per.
swinglei s.1.: Mit unserem PCR-basierte
Nachweis erhielten wir in einem Ver-
gleichstest mit Erbgutproben von Oci-
mium basilicium, Peronospora tabacina,
Pseudoperonospora humuli, Phytoph-
thora infestans und Botrytis cinerea nur

mit dem Erbgut von Per. swinglei s.l.
ein positives Testergebnis. Unser Ent-
wicklungsverfahren ist {ibertragbar und
ermoglicht daher die rasche Entwicklung
neuer spezifischer PCR-Nachweise fiir
eine Vielzahl von Erregern. Beispiel Per
valerianellae: In einem Vergleichstest
wurden, neben zahlreichen weiteren
Oomyceten, die oben aufgefiihrten Erb-
gutproben eingesetzt. Ergebnis: Nur fiir
Per. valerianellae konnte ein positives
Testergebnis herhalten werden.

Praxistest Saatgut

Per. swinglei s.1.: Aus der Epidemiologie
des Falschen Mehltaus des Basilikums
zogen wir den Schluss, dass Saatgutchar-
gen in groBem Umfang kontaminiert sein
miissen. In der Saison 2006/2007 haben
wir daher 25 Saatgutproben unterschied-
licher Herkiinfte und Sorten untersucht.
Ergebnis: 17 Proben wurden positiv
getestet. Mit einer weitere Ausbreitung
des Erregers und den damit verbundenen
Ertragsverluste ist daher zu rechnen.

Per valerianellae: In einem ersten
Praxistest wurden zwei Saatgutchargen
beprobt, beide zeigten eine Kontamina-
tion mit dem Erreger. Im Vergleich dazu
zeigte der Grow-out keinen erkennbaren
Befall an. Wie das Beispiel zeigt, kann
durch den Einsatz der PCR die Nach-
weisgrenze, die im Fall des Grow-out
Tests bei Feldsalat bei 1 infizierter auf
100 gesunde Samen liegt, unterschritten
werden.

Ergdnzend zur bisherigen qualitativen
Aussage ist die Adaption unserer Nach-
weise auf die Real-Time-PCR Technik
geplant. Zielsetzung hierbei ist zum
einen eine genaue quantitative Aussage
iiber die Kontamination zu erreichen,
zum anderen soll die Vitalitat der Erreger
erfasst werden.
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Technology changes in the Hungarian hybrid maize seed

industry over the past 50 years
G. TAKACS, S.Z. RUTTHNER, J. PINTER and CS. L. MARTON

The first written evidence of maize pro-
duction goes back five thousand years,
to the Maya culture. Compared with this,
modern hybrid maize, with its fifty-year
history, is still in its infancy.

The first major step towards hybrid ma-
ize was the development of maize lines,
which began about a hundred years ago
(EAST, SHULL 1909). The history of
hybrid maize in Hungary began with the
registration and marketing of the hybrid
MV5. Up till then, no special technology
had been required for seed production
and sowing. The farmers simply shelled
cobs from the previous year and sowed
the seed by hand, using a seed drill. With
the development of lines, mass crossing
and mechanical sowing, it became neces-
sary to elaborate a large-scale technology
for seed production.

The first seed drier was installed in Mar-
tonvasar in autumn 1956, while 1957 saw
the construction of the first seed plants,
which underwent substantial reconstruc-
tion in the 1970s. Four new plants have
been built since 1987 (Kiskun Research
Centre, Kiskunhalas; IKR, Babolna; Pio-
neer, Szarvas; Syngenta, Mezotur).

The history of developments in the seed
industry has simply followed the need to

satisfy requirements stemming from the
physiological, chemical and biological
properties of the seed.

The seed represents the value created by
breeders in new hybrids. The seed must
therefore equal the hybrid in excellence.
The criteria are very strict: the seed sold
to farmers should contain only geneti-
cally pure, undamaged kernels (technical
purity), almost all of which are capable
of growing into viable, fertile plants
(germination ability, cold test index).
This necessitates a high standard of field
multiplication (mass crossing) and great
care in handling the seed produced by
the plants.

One major criterion for successful field
multiplication is that the parental lines
should flower in synchrony. Despite
many efforts, the only technique that
has proved effective is the careful choi-
ce of sowing date. This is no longer the
subject of research, but variations in the
number of male lines, the ratio of male
and female rows and the territorial ratio
of the male rows compared to the female
rows have led to important technological
solutions. The aim of field multiplication
technologies is to achieve the best rate of
fertilisation for the given hybrid, which

N A

1

means choosing the most appropriate
row ratio and the best number and ar-
rangement of male rows, which may be
anything from none to an 8:2 ratio.

Genetic purity is also determined in the
field, and little can be done to improve
it in later stages of the technology. The
removal of non-typical plants and of the
tassels of female plants is carried out
mainly by hand in order to ensure that
the female line cannot act as pollinator.
This can also be achieved by using male
sterile lines, but in the vast majority of
cases detasselling is applied in practice.

Due to the declining availability of ma-
nual workers, mechanical solutions are
being increasingly sought. Harvesting is
now carried out exclusively by machines.
Whether harvesting is carried out with or
without dehusking depends on the tech-
nology applied in the seed plant and on
the opinions of the relevant experts. The
starting and finishing dates of harvest are
crucial and the choice of the optimum
date is based on regular checks on the
grain moisture content.

The technology applied is also a limiting
factor, but considerable progress has
been achieved in this field. The most
up-to-date driers for corn on the cob are
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Certified maize seed preduction in Hungary
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capable of drying maize with a high (38-
42%) moisture content to the optimum
12-13% level using extremely gentle
water extraction.

The level of technical purity depends pri-
marily on the processing of the dry seed,
followed by size grading (seed width and
thickness), calibration (width, thickness
and length) and selection based on spe-
cific weight. Calibration has exhibited
the greatest variation over the years,
beginning with a single fraction and at
one time involving separation into 16-18
fractions, while nowadays only 2-4-6
fractions are distinguished.

40

This can be attributed mainly to techni-
cal improvements in seed drills and to
the uniform size of the kernels within
each line.

Seed protection has been an important
aspect right from the start, and there
can be no doubt that fungicidal seed
dressing is essential for the production
of seeds satisfying modern criteria and
is now required by law. Many different
formulations of seed dressing agents
were used in earlier years, but now only
liquid dressing agents are used, which
provide excellent adhesion on the seed.
The greatest advances have been made

in the field of insecticidal seed dressing,
where instead of the traditional litre/ton-
ne rates, the quantities are now calculated
for individual seeds. For this purpose
computer-controlled seed dressing ma-
chines have been developed, which are
now an integral part of all up-to-date seed
processing plants.

In the field of packaging, the emphasis is
now on the use of environment-friendly
materials. Instead of plastic sacks, the
seed is now packed in paper sacks or
boxes. Each sack contains the quantity
of seed required for unit sowing area
(50,000, 70,000 or 80,000 seeds per
sack).

Hungarian regulations on quality have
always been extremely strict. The seed
was originally classified as first or second
grade, but these categories disappeared
when Hungary entered the European
Union. The general principle now is that
only the top quality is saleable. Due to
the fierce competition, there is now an
unwritten law that any maize seed with a
germination percentage of less than 93%
cannot be sold as seed.

The development of the seed industry
in Hungary can be regarded as a success
story. This can be attributed to the rapid
rate of development in breeding, leading
to the release of excellent hybrids for
farm cultivation, and thereby making
it essential to produce seed of the best
possible quality.
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Brandkrankheiten bei Weizen - Erfahrungen und
Ergebnisse aus der Saatgutuntersuchung und Stand der

derzeitigen Diskussion
B. KILLERMANN, B. VOIT und P. BUTTNER

Einleitung

Weizensteinbrand oder Stinkbrand
(Tilletia caries oder Tilletia tritici) und
der vorwiegend regional vorkommende
Zwergsteinbrand (Tilletia controversa)
waren vor der Einfilhrung der Saat-
gutbeizung vor knapp 100 Jahren die
wichtigsten Krankheiten bei Weizen, da
das Erntegut weder als Saat- noch als
Konsumware verwertet werden konnte.

Weizensteinbrand ist national wie auch
international die wichtigste und bei
Weizen am hiufigsten auftretende sa-
menbiirtige Krankheit im Okologischen
Landbau. Brandkrankheiten bei Weizen
sind heute wieder dort ,,brandaktuell” wo
nicht bzw. mit unwirksamen Mitteln oder
zu geringen Aufwandmengen gebeizt
wird - sei es aus wirtschaftlichen oder
okologischen Griinden.

Seitdem Saatgut gebeizt wird, treten
Brandkrankheiten nicht mehr in nen-
nenswertem Umfang auf. In den letzten
Jahren haben Befallsmeldungen wieder
zugenommen. Der Befall ist im Okolo-
gischen Landbau als auch in der konven-
tionellen Landwirtschaft festzustellen.
Besonders stark war der Befall in den
Erntejahren 2004 fiir Steinbrand und
2006 fiir Zwergsteinbrand.

Zwergsteinbrand ist bodenbiirtig, Stein-
brand galt lange Zeit als samenbiirtig. In
den letzten Jahren hauften sich Hinweise
auf die Bodenbiirtigkeit, die durch erste
Versuchsergebnisse bestétigt wurden.

Die Saatgutpriifstelle Freising fiihrte
2004 erstmals einen Versuch beziiglich
der Bodenbiirtigkeit durch. Auf einem
mit Steinbrand natiirlich verseuchten
Praxisschlag wurde befallsfreies Saatgut
und mit Steinbrand gezielt infiziertes
Saatgut ungebeizt und gebeizt ausgeséat
und das Erntegut untersucht. Die Boden-

biirtigkeit konnte damit auch bestitigt
werden. Die Brandsporensituation in
Bayern und Untersuchungsergebnisse
von Oko-Weizenvermehrungen der
Jahre 2000-2007 werden vorgestellt und
diskutiert.

Biologie der
Brandkrankheiten

Beim Dreschen werden die Brandbut-
ten zerschlagen, wobei die Butten des
Zwergsteinbrandes etwas schwerer auf-
platzen, da sie harter sind. Die freiwer-
denden klebrigen Sporen haften an den
Kornern vornehmlich am Bart, sowie am
Stroh und gelangen in den Boden. Nach
der Aussaat des Weizens beginnen die
Sporen zu keimen und dringen in den
Keimling ein. Zusammen mit der Ah-
renanlage wichst der Pilz in der Pflanze
hoch. Nach dem Ahrenschieben entwi-
ckeln sich in den Samenanlagen anstelle
der Korner Sporenlager, die sogenannten
Brandbutten.

Bei Steinbrand erfolgt die Infektion wih-
rend der Keimung. Eine langsame Kei-
mung fordert die Infektion, daher kommt
es nach kiihlen und/oder trockenen
Bedingungen wihrend des Auflaufens
zu einem hoherem Befall (2004). Das
Temperaturoptimum fiir die Infektion
betragt 7-10 °C.

Zwergsteinbrand infiziert wihrend der
Bestockung unter einer langandauernden
Schneedecke (2-3 Monate) bei relativ
niedrigen Temperaturen von 0-5 °C und
gewissem Lichteinfluss, d.h. Verhéltnisse
wie sie unter Schneedecken anzufinden
sind (2006).

Daher war Zwergsteinbrand bislang
raumlich begrenzt in Mittelgebirgslagen
und ldnger schneebedeckten Lagen zu
finden. Neuerdings tritt er jedoch auch in
Hohenlagen unter 500 m NN auf.

Eigenschaften der
Brandkrankheiten

Mit Steinbrand infizierte Pflanzen zeigen
bis zu 1/3 eingekiirzte Halme, die Ahren-
spindel ist gestreckt und die Ahrchen sind
etwas gespreizt. Die Brandsporen enthal-
ten das Gift Trimethylamin (TMA), das
nach ,,Heringslake* riecht.

Dieser Geruch ist beim Stein- bzw. Stink-
brand besonders stark ausgeprigt. Einen
starken Befall im Feld erkennt man mit
der Nase schneller als mit dem Auge.

Bei Zwergsteinbrand hingegen sind die
Halme sehr stark verkiirzt, bis zu 2/3
gegentiiber der Normallange.

Steinbrand ist in erster Linie samen-
biirtig. Die Bodenbiirtigkeit, sprich die
Uberdauerung im Boden, wird erst seit
einigen Jahren diskutiert. Die Uberle-
bensdauer im Boden wird derzeit mit 2-5
Jahren angesetzt.

Zwergsteinbrand ist meist bodenbiirtig
und es kommt erschwerend hinzu, dass
die Sporen 10 Jahre und l&nger lebens-
und infektionsfahig sind. Das Freisein
des Saatgutes von Zwergsteinbrandspo-
ren ist aber insofern von Bedeutung,
da der Erreger mittels Saatgut in bisher
unbelastete Boden verschleppt werden
kann und diese Flachen infiziert.

Steinbrand infiziert hauptsédchlich Win-
terweizen und Dinkel, unter Umstdnden
auch Sommerweizen. Zwergsteinbrand
tritt bei Winterweizen, Dinkel aber auch
bei Winterroggen und Triticale auf. Bei
beiden Brandarten ist der Befall nur bei
Winterweizen und Winterdinkel wirt-
schaftlich relevant.

Speziell in Fruchtfolgen mit hohem Win-
tergetreideanteil konnen sich Steinbrand
und Zwergsteinbrand relativ rasch etab-
lieren. Kommt es zu einer Anhdufung
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des Infektionspotentials lassen sich die
Ertrags- und Qualititseinbullen spater
auch nicht mehr durch andere Pflanzen-
schutzmafinahmen verhindern.

Schaden durch
die Branderreger

Wird Weizen von Brandkrankheiten
befallen, fiihrt dies zu erheblichen Qua-
litatsverlusten. Der Weizen riecht nach
Heringslake. Ab einem Besatz von ca.
10.000 Sporen/Korn kann man den Be-
fall riechen. Mit Brandbutten besetzter
Weizen liefert graues und stinkendes
Mehl das ungeniefbar ist. Sobald der
Weizen grau und stumpf (Sporenbesatz)
aussieht und auch nur geringfiigig nach
Heringslake riecht wird die Ware von
den Lagerh&usern nicht mehr angenom-
men oder nur mit entsprechend hohen
Preisabschldgen. Stark befallene Partien
koénnen weder als Speise- noch als Fut-
tergetreide vermarktet werden, hiufig
bleibt fiir befallenen Weizen nur noch
die thermische Verwertung.

Die Verfiitterung von brandbefallenem
Weizen ist im begrenzten Umfang
moglich. Erhohte Anteile in der Ration
konnen bei Masttieren zu verringerten
Mastleistungen flihren und bei trachtigen
Tieren zum Verferkeln und Verkalben.
Nicht abgebautes TMA kann bei Lege-
hennen auch direkt in die Eier, bei Milch-
kiihen in die Milch und in Brennereien
in den Alkohol gelangen, mit der Folge,
dass diese Produkte Fischgeruch aufwei-
sen (http://www.oekolandbau.de).

Neben dieser Qualitdtsminderung des
Erntegutes kann es auch zu erheblichen
Ertragseinbuflen durch die Branderre-
ger kommen. So kann ein Befall mit
Zwergsteinbrand den Ertrag um 15-
25% schmélern. Bei Steinbrand ist mit
Ertragseinbulen zu rechnen, wenn der
Anteil der befallenen Ahren 5% iiber-
schreitet (massiver Befall).

Feldversuch mit

Steinbrand (Tilletia caries)
auf einem Praxisschlag

Aus der Praxis liegen Meldungen vor,
dass gesundes Zertifiziertes Saatgut aus-
gesét wurde, das Erntegut jedoch einen
massiven Steinbrandbefall aufwies und
nicht mehr als Backweizen verwendet
werden konnte. Diese Problematik war
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der Anlass fiir den Feldversuch beziiglich
der Bodenbiirtigkeit von Steinbrand.
Der Feldversuch wurde im Herbst 2004
einjahrig, einortig, mit 4 Wiederholun-
gen auf 10 m? Parzellen durchgefiihrt.
Auf dem Praxisschlag stand stark mit
Steinbrand befallener Weizen als Vor-
frucht. Das Stroh wurde gehéckselt und
verblieb auf dem Feld. Damit war genii-
gend Infektionsmaterial im Boden. Zur
Saatbettbereitung wurde auf den Pflug
bewusst verzichtet um die Brandsporen
nicht zu vergraben, stattdessen wurde
tief gegrubbert. Ausgesat wurde be-
fallsfreies und befallenes Saatgut. Alle
Varianten wurden ungebeizt und gebeizt
ausgesat. Als Beizmittel wurden die
gegen Steinbrand wirksamen Préparate
Celest®, Jockey®, Arena C® und Landor
CT®verwendet. Die Parzellen wurden
mit dem Mahdrescher geerntet. Es wur-
de darauf geachtet, dass wahrend der
Ernte keine Verschleppung der Sporen
von Parzelle zu Parzelle stattfand. Die
Brandsporenuntersuchung erfolgte nach
den Methoden des Handbook on Seed
Health Testing der International Seed
Testing Association (ISTA).

Bei der Variante befallsfreies Saatgut
und ungebeizte Aussaat wurden mehr
als 19.000 Sporen/Korn ermittelt (Ta-
belle 1). Bei den gebeizten Varianten
wurden zwischen 2.000-4.000 Sporen/
Korn festgestellt. Damit hat sich gezeigt,
dass Steinbrandbefall auch vom Boden
ausgehen kann und kein Beizmittel in der
Lage war den Befall zu verhindern, aber
zu dezimieren.

Beim befallenem Saatgut war in allen
Kombinationen der Befall im Erntegut
meist hoher als beim befallsfreien Saat-
gut. In der ungebeizten Variante wurden
mehr als 25.000 Sporen/Korn festge-
stellt, bei den gebeizten Varianten lag der
Befall zwischen 2.000 und 6.500 Sporen/
Korn. Der Befall mit Zwergsteinbrand
(Tilletia controversa) konnte durch die
Laboruntersuchungen ausgeschlossen

werden.

Der Brandsporenbesatz
an Saatgut in Bayern
und seine Bewertung

Eine entscheidende und sehr wichtige
Frage ist bis zu welchem Befall Saat-
gut, das mit Brandsporen infiziert ist als
Saatgut verwendet werden kann - immer
unter der Voraussetzung, dass das Infek-
tionspotential im Boden niedrig ist.

Im Rahmen der amtlichen Saatenaner-
kennung liegen gesetzlich vorgeschriebe-
ne Normen nur fiir die Feldbesichtigung
vor. Die Aberkennung eines Vermeh-
rungsbestandes erfolgt flir Steinbrand
ab 3 bzw. 5 befallener Pflanzen/150 m?
und fiir Zwergsteinbrand ab 1 befallenen
Pflanze/150 m2.

In der Beschaffenheitspriifung wird
Saatgut auf seinen Gesundheitszustand
tiberpriift. Die Saatgutverordnung Land-
wirtschaft macht fiir Weizen jedoch
keine Angabe iiber die maximal zuléssi-
ge Anzahl von Brandsporen/Korn. Die
Aussage beschrdnkt sich darauf, dass
Saatgut nicht in ,,gréBerem Ausmal} von
Brandkrankheiten befallen sein darf.

Diese Situation hat in Bayern dazu
gefiihrt, dass die Okoverbinde in enger
Zusammenarbeit mit der Saatgutpriif-
stelle Freising einen Schwellenwert von
maximal 20 Sporen/Korn bei Steinbrand
eingefiihrt haben, der sich an Erfahrungs-
werten aus Versuchen und der Praxis
orientiert. Liegt der Befall hoher als 20
Sporen/Korn geben die Oko-Verbinde
diese Ware als Saatgut in Bayern nicht
zum Anbau frei. Bei einem hdheren
Befall ist eine Behandlung notwendig.
Dies kann mit einer Biirstmaschine
oder in absoluten Ausnahmenféllen mit
einer Elektronenbehandlung erfolgen.
Bei einem Befall von tiber 100 Sporen/
Korn ist eine Behandlung nicht mehr
wirtschaftlich.

Fiir Zwergsteinbrand existiert kein

Tabelle 1: Ergebnisse des Feldversuches mit Steinbrand (2004/2005)

befallsfreies Saatgut

befallenes Saatgut

Behandlung Sporen/Korn Behandlung Sporen/Korn
ungebeizt >19.000 ungebeizt >25.000
Celest® > 2.000 Celest® > 6.500
Jockey® > 4.000 Jockey® > 3.000
Arena C® > 2.000 Arena C® > 2.000
Landor CT® > 2.500 Landor CT® > 5.000
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Brandkrankheiten bei Weizen - Erfahrungen und Ergebnisse aus der Saatgutuntersuchung und Stand der derzeitigen Diskussion

Tabelle 2: Ergebnisse der Steinbranduntersuchung Bayerischer Oko-Weizenvermehrungen der Jahre 2000-2007

(n.e. = nicht ermittelt)

Erntejahr 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Anzahl Proben 33 37 37 35 47 24 25 22
Anteil Proben mit T. caries > 20 Sporen/Korn (in %) 10 17 25 21 50 15 32 13
Anteil Proben mit T. controversa (in %) n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. n.e. 63
Anteil Proben frei von Tilletia sp. (in %) 0 11 0 0 3 0 5 19

Schwellenwert. Zwergsteinsteinbrand
ist in der Beschaffenheitspriifung nicht
problematisch, da er in der Feldbesich-
tigung sehr gut erkannt werden kann und
die Vermehrungen bereits hier aberkannt
werden, d.h. stark mit Zwergsteinbrand
befallene Vermehrungen tauchen in der
Beschaffenheitspriifung deshalb nicht
auf.

In Tabelle 2 sind die Untersuchungser-
gebnisse Bayerischer Oko-Weizenver-
mehrungen von 2000-2007 dargestellt.
Jedes Jahr wurden aufgrund des tiberh6h-
ten Sporenbesatzes Vermehrungen von
den Okoverbinden als Saatgut fiir den
Anbau nicht freigegeben. Deutlich ist zu
erkennen, dass der Steinbrandbefall sehr
stark von der Witterung abhéngig ist. Im
giinstigsten Falle wurden im Jahr 2000
10% der Vermehrungen als Saatware
nicht in Verkehr gebracht. Aufgrund
der klimatischen Verhaltnisse im Herbst
2003 waren die Infektionsbedingungen
fiir Steinbrand auBerordentlich giinstig
und filihrten in 2004 dazu, dass nur
50% der Vermehrungen fiir den Anbau
geeignet waren. Analog dazu waren im
Erntejahr 2004 auch die Konsumbestan-
de besonders stark befallen und konnten
oftmals nicht der beabsichtigten Verwer-
tung zugefiihrt werden. Seit dieser Zeit
sind die Landwirte beziiglich der Stein-
brandproblematik sensibilisiert.

Fiir Zwergsteinbrand erfolgten in 2006
die ersten Aberkennungen durch die
Feldbesichtigung. Der Winter 2005/2006
mit der langen Schneebedeckung und
darunter nicht gefrorenem Boden hat
hervorragende Infektionsbedingungen
geboten. Das Zwergsteinbrandjahr 2006
war der Ausloser fiir die Entscheidung ab
2007 bei der Brandsporenuntersuchung
zwischen Steinbrand und Zwergstein-
brand genau zu differenzieren. Diese
Differenzierung brachte zu Tage, dass
Zwergsteinbrand sehr haufig als Mi-
schinfektion mit Steinbrand auftritt.
Im Gegensatz zu Steinbrand sind reine
Zwergsteinbrandinfektionen selten zu

beobachten. Bei 63% der Proben wurde
Zwergsteinbrandinfektion festgestellt,
jedoch lag der Besatz im Durchschnitt
stets unter 10 Sporen/Korn, was mit
Sicherheit auf das leichte Erkennen in
der Feldbesichtigung zuriickzufiihren
ist. Sehr iiberraschend ist, dass Zwerg-
steinbrand trotz Klimaerwdrmung auch
in tieferen Lagen bis 500 m NN festge-
stellt wird.

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist der
Anteil der Proben, die vollig frei von
Tilletia sp. sind sehr gering, d.h. es ist
stets latenter Befall vorhanden.

MaRnahmen zur Reduzie-
rung bzw. Verhinderung
des Steinbrandbefalles

Mit Brandkrankheiten infizierte Ge-
treidebestdnde konnen durch Pflanzen-
schutzmaBinahmen nicht mehr saniert
werden. Hauptaugenmerk ist daher auf
vorbeugende Maflnahmen zu legen.

In der konventionellen Landwirtschaft ist
die wichtigste Maflnahme die Verwen-
dung von Zertifiziertem und gebeizten
Saatgut. Bei den Beizmitteln muss da-
rauf geachtet werden, dass sie wirksam
gegen Brandkrankheiten sind und in
den vorgeschriebenen Konzentrationen
angewendet werden. Im Zuge der Kos-
teneinsparung ist ein Teil der Landwirte
jedoch der Meinung sich die Kosten fiir
anerkanntes, Zertifiziertes und gebeiztes
Saatgut sparen zu konnen. Wie die Praxis
zeigt funktioniert das ein paar Jahre gut
bis die Brandkrankheiten wieder zum
Problem werden, wie zuletzt in den
Jahren 2004 bzw. 2006. Die Elektronen-
behandlung weist hohe Wirkungsgrade
gegen den Brandsporenbesatz auf und ist
zudem kostengiinstiger als die chemische
Beizung. Durch die fehlende Wirkung
gegen Schneeschimmel findet dieses
Verfahren in Bayern keine Anwendung.

Auch im Okologischen Landbau steht
der Einsatz von Zertifiziertem Saatgut
an erster Stelle der MaBnahmen. Da im
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Okologischen Landbau die chemische
Beizung verboten ist und die alternativ
zugelassenen Mittel (z.B. Tillecur®)
schwierig in der Anwendung und nicht
immer sicher in der Wirkung sind (http://
www.forschung.oekolandbau.de), muss
das Saatgut zusatzlich auf Befall mit
Steinbrand untersucht werden, um eine
Aussage liber die Anbaufahigkeit treffen
zu konnen. Die Elektronenbehandlung
basiert auf Bestrahlen des Getreides und
wird deshalb von den Okoverbinden
nur in absoluten Ausnahmeféllen und
Notsituationen zugelassen.

Brandbutten sind leichter als Getreide-
korner, sie konnen bei entsprechender
Steuerung der Windsichtung herausge-
reinigt werden, jedoch ist eine vollstan-
dige Eliminierung der Brandbutten nicht
moglich. Mit der Biirstmaschinen kann
eine Reduzierung des Befalles erreicht
werden.

Bei der Verwendung von Nachbausaatgut
muss darauf geachtet werden, dass es aus
brandfreien Betrieben kommt, zudem ist
eine Bestimmung des Sporenbesatzes
am Saatgut unerl&sslich. Die Kosten der
Untersuchung stehen in keinem Ver-
héltnis zum moglichen wirtschaftlichen
Schaden.

Brandsporen kdnnen auf alle Maschinen
mit denen sie in Berithrung kommen
iibertragen werden. Vor allem beim
iberbetrieblichen Maschineneinsatz
(Lohndrusch) kommt es sehr hdufig zur
Kontamination von urspriinglich gesun-
der Ware. Bei ,,Brandverdacht” muss
darauf geachtet werden die Sporen nicht
zu verschleppen, d.h. eine griindliche
Reinigung (Dampfstrahler) der gesamten
Maschinenkette ist zwingend geboten.
Eine wichtige pflanzenbauliche Mal3-
nahme ist die Einhaltung einer weiten
Wintergetreidefruchtfolge, insbesondere
bei Zwergsteinbrand, da dieser alle Som-
mergetreidearten nicht infiziert.

Aufgrund von Zeit und Kostenersparnis
nimmt auch die Minimalbodenbearbei-
tung zu. Damit verbleibt mehr Infekti-
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onsmaterial an der Bodenoberfliche und
das Infektionsrisiko steigt.

Mit dem Anbau von toleranten bzw. ge-
ringer anfalligen Sorten kann der Verhin-
derung einer Brandinfektion Rechnung
getragen werden. Die Sorten/Zuchtlinien
Tommi, Tambor, Tarso, Tataros, Cardos,
Korund, Stava, Magnifik, SW51126 und
Jakobi zeigen sich tolerant bis gering
anfillig gegeniiber Steinbrand.

Eine vergleichsweise geringe Anfallig-
keit gegeniiber Zwergsteinbrand zeigen
die Sorten/Zuchtstimme Tommi, Pegas-
sos, Toronto, Tambor, Tarso, Tataros,
Ataro, Okostar, Cardos, Korund, Stava,
Magnifik, SW51126, und Jakobi (http://
www.forschung.oekolandbau.de).

Die gering anfalligen bzw. toleranten
Sorten haben aber oft keine Anbaubedeu-
tung, da sie in den Eigenschaften Qualitét
und Ertrag meist nicht den Erwartungen
entsprechen.

Zusammenfassung
und Ausblick

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass
Steinbrandbefall nicht nur vom Saatgut,
sondern wie der Versuch gezeigt hat
auch vom Boden ausgehen kann. Selbst
Beizung kann einen Befall vom Boden
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aus nicht verhindern, aber deutlich re-
duzieren.

Zwergsteinbrand tritt fast immer als
Mischinfektion zusammen mit Stein-
brand auf.

Die dargestellten Ergebnisse des
Brandsporenbefalls im Zeitraum 2000-
2007 zeigen einen relativ konstanten
Verlauf. Eine Ausnahme bilden die bei-
den Brandjahre 2004 und 2006, das sich
immer wiederholen kann. Dies bestitigt
die Richtigkeit des eingefiihrten Schwel-
lenwertes von 20 Sporen/Korn.

Damit sich die Brandproblematik bei
Weizen weiterhin riicklaufig entwickelt,
miissen die Landwirte wieder mehr auf
den Saatgutwechsel und im Okologi-
schen Landbau auf gesunde Fruchtfolgen
achten. Zertifiziertes Saatgut darf nicht
nur als Kostenfaktor betrachtet werden,
sondern leistet auch einen wesentlichen
Beitrag fiir gesunde Ernten, die je nach
Anbauzweck als Saat- oder Konsumware
verwertet werden konnen. Nachbausaat-
gut sollte nur nach professioneller Saat-
gutuntersuchung eingesetzt werden.

Bei dieser Untersuchung ist auf eine
exakte Differenzierung zwischen Stein-
brand und Zwergsteinbrand zu achten.
Einheitliche und effiziente Methoden
fiir den sicheren und zuverldssigen

Nachweis und die Unterscheidung von
Tilletia Arten am Saatgut und im Boden
sind zwingend erforderlich.

Der Einfluss des Bodens als Infektions-
quelle muss kiinftig mehr in den Focus
geriickt werden, um insbesondere Pro-
blembetrieben Losungen an die Hand
geben zu konnen.

In einem Forschungsprojekt wird derzeit
untersucht inwieweit der Brandsporenbe-
fall am Saatgut als alleiniger Grenzwert
fiir die zu erwartende Ernte ausreicht,
oder ob das vorhandene Infektionspoten-
tial im Boden eine grofere Rolle spielt
als bisher angenommen wird. Bei allen
bisher durchgefiihrten Projekten und Ver-
suchen wurde diese Fragestellung nicht
beriicksichtigt bzw. untersucht.

Trotz aller MaBBnahmen zur Reduzierung
bzw. Verhinderung des Steinbrandbefal-
les ist die Resistenzziichtung gefordert
Sorten bereit zu stellen, die neben der
Toleranz gegeniiber den Brandkrank-
heiten auch in den agronomischen und
qualitativen Eigenschaften zufrieden-
stellend sind.
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Conventional breeding and biotechnological methods
for the control of Western corn rootworm
(Diabrotica virgifera virgifera)

Summary

The presentation covers the impact of
western Corn Rootworm on the Hunga-
rian maize production, and deals with
the possible protection means, like crop
rotation, usage of insecticide and bree-
ding with conventional methods and
transgenic solution.

Key words

Resistance breeding, Diabrotica virgifera
virgivera

Introduction

The Western corn rootworm (Diabrotica
virgiferavirgifera), first described almost
100 years ago (GILLETTE 1912), ap-
peared in Europe 15 years ago (BACA
1993) and has already become a major
maize pest. Specimens were first caught
in Hungary in 1995 and the pest took
only eight years to spread to all major
maize-growing regions of the country,
in many of which it causes serious
economic losses. According to surveys
made in the USA, the economic losses
caused by the Western corn rootworm
amount to an annual 800 million dollars,
with another 200 million dollars being
spent on pest control (KRYSAN and
MILLER 1986). Investigations made
by SIVCEV and TOMASEV (2002)
showed that in Southern Europe yield
losses due to Western corn rootworm
damage averaged 30% on infected fields,
with a range of 1-70%. In Hungary, more
than 105,000 hectares are estimated to
be affected, with damage due to plant
lodging on approximately a third of this
area (RIPKA 2004).

The Western corn rootworm has a single
generation a year and overwinters in
egg form in the soil. Under Hungarian
conditions the larvae emerge between
mid-May and mid-July (HATALANE
and RIPKA 2001). The major damage is
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caused by feeding on the roots, leading
to reduced plant uptake of nutrients
and water and causing the plants to
lodge when exposed to strong winds.
Secondary damage is caused by the
imagos, which feed on leaves, pollen and
silks, resulting in poorer fertilisation and
consequent losses both for commercial
maize production and seed production.
In addition, injuries to the ears lead to a
loss of quality, especially in the case of
sweetcorn, as they facilitate attacks by
secondary pests such as Fusarium sp.
and Ustilago maydis.

Control measures against Western corn
rootworm are essential to prevent dama-
ge and eliminate or mitigate economic
losses.

A. Control measures against
Western corn rootworm

Crop rotation is one of the most im-
portant and efficient methods for the
agronomic control of the Western corn
rootworm. Regulations in Hungary ban
the sowing of maize on fields where
Diabrotica larvae were found in the
previous year. Small-scale farmers in
Hungary tend to be reluctant to change
to crops less profitable than maize, but
crop rotation has the advantage that it
does not pollute the environment and is
at present the cheapest and most efficient
way of controlling the pest.

Experiments are underway to develop
other forms of biological control, invol-
ving the use of entomopathogenic fungi
or predatory spiders, but so far these me-
thods do not provide satisfactory control
of the corn rootworm.

Among the various forms of chemical
control, seed dressing or soil disinfection
can be used to prevent larval damage,
while field or aerial spraying can be em-
ployed against the imagos. Seed dressing
does not provide satisfactory protection

against the pest, while soil disinfection
is only effective if the application is
correctly timed, to coincide as closely as
possible with the emergence of the lar-
vae. The insecticides currently available
are able to destroy 70-80% of the imagos,
thus reducing the insect population in
the following year. The disadvantage
of this means of control is that imagos
may recolonise the fields from untreated
neighbouring areas.

The aim of control is to prevent or limit
contact between the corn rootworm and
the maize plant. This can best be achie-
ved by integrated plant protection, which
takes into consideration the whole of the
given agro-ecosystem and employs vari-
ous techniques to protect crops without
damaging useful organisms and without
polluting the biological environment.
One important component of integrated
plant protection is resistance breeding

B. Resistance breeding

The importance of resistance breeding
lies in the fact that resistant plants have
genetically determined traits that ena-
ble them to defend themselves against
pests. Resistant varieties have complete
resistance to the given pest, while tole-
rant plants have only partial resistance.
PAINTER (1951) reported three basic
mechanisms of host-plant resistance:
non-preference, antibiosis and tolerance.
Non-preference is based on plant traits
which lead to the insect rejecting the
plant as a habitat, feed plant or refuge,
i.e. an allelopathic relationship develops
due to perception by the herbivorous
insect. When we speak of resistance as
a plant trait, rather than as a response by
the pest, Kogan and Ortman suggested
using the term antixenosis, meaning the
ability of plants to repel insects. Anti-
biosis is the sum of factors that have a
damaging effect on the life-cycle and
metabolism of insects feeding on resis-
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tant host-plants, ranging from retarded
development to mortality. Tolerance is
the ability of the plant to develop and
reproduce despite the damage caused by
the pest, and in some cases to repair the
damage caused.

Among these three mechanisms, conven-
tional breeding is currently only able to
exploit tolerance, as no germplasm with
natural resistance to the Western corn
rootworm has yet been found in general
cultivation or in gene banks. Differences
between hybrids tend to be based on plant
characteristics such as stronger stalks or
greater root mass.

Various selection methods can be applied
in resistance breeding, one of which
involves selecting for reduced root lod-
ging. This method concentrates on a trait
important for growers, as root lodging
results in physiological losses due to
reduced photosynthesis and to harvesting
losses. In addition, a significant correla-
tion has been demonstrated between root
lodging and yield losses. The method
suffers from the disadvantage that it is
greatly dependent on environmental
effects. A further possibility is the direct
evaluation of root damage by scoring
using the Iowa scale (1 = healthy roots,
6 = major root damage), but this is com-
plicated by the fact that the data are not
always correlated with yield levels and
variation between the genotypes tends
to be small.

In Martonvéasar the main method used to
select for tolerance is the measurement
of root resistance, supplemented by root
size measurements, the evaluation of
root damage and the calculation of the
extent of regeneration. Root resistance is
the force (kp) required to pull the roots
out of the soil. This parameter facilitates
efficient genotype selection, as there
are considerable differences between
the values obtained for this genetically
variable trait, while the method can be
rapidly and efficiently employed for the
testing of large quantities of breeding
materials. Root size measurements and
the calculation of regeneration are useful
in selection, as these traits are closely
correlated to the degree of tolerance.

Material and Methods

Experiments were set up in 2007 at four
locations with 79 hybrids in order to de-
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termine the level of tolerance to Western
corn rootworm.

The locations were chosen on the basis
of the level of natural infection with corn
rootworm in the previous year. The soil
in K6szarhegy was heavy in texture and
was severely infected, while Mez6falva
had a loose soil with moderate infection.
Of the two locations in Martonvasar, both
had heavy texture, but Laszlopuszta was
severely infected, while no infection
was recorded in Martonvasar. At each
location root resistance measurements
were carried out on two occasions (June
22 and Sept. 15), the 79 genotypes were
scored for visual root damage using the
lowa scale, and the root diameter was
recorded.

Results

The most severe infection was recorded
in Kdszarhegy at the first sampling date,
followed by Laszlopuszta, Mezdfalva and
Martonvasar, while at the second samp-
ling date the order was Laszlopuszta,
Készarhegy, Mez6falva and Martonvasar
(Figure 1). A substantial difference was
observed between the values recorded on
the Iowa scale in Kdszarhegy at the first
and second sampling dates. This could be
attributed chiefly to the high rate of root
regeneration at this location, partly due
to the timely arrival of rainfall, which
allowed the damaged plants to develop
new roots and thus reduced the size of
the yield loss. Considerable variation was
observed between the genotypes for root
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Figure 1: Level of root damage on the IOWA scale, averaged over the hybrids
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Figure 2: Frequency distribution of root regeneration (KOSZARHEGY 2007)
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Conventional breeding and biotechnological methods for the control of Western corn rootworm (Diabrotica virgifera virgifera)
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Figure 3: Root resistance values and infection levels (lowa scale) for the maize hybrids, averaged over four locations

in 2007

regeneration ability (Figure 2), sugges-
ting that this trait could be improved by
selection.

Substantial differences were observed
between the genotypes for root resistance
(34-82 kg) and for the scores recorded
using the lowa scale (1.1-2.5) (Figure 3).
The greatest force was required to pull
up the hybrids with the strongest root
system and the least larval damage. It is
clear from Figure 3 that the greater the
root damage (lowa scale) the less force
was required to remove the plants from
the soil. These data confirm the fact that
tolerant genotypes could be developed
through breeding.

Another way to breed for resistance
is to develop transgenic plants, which
are completely resistant to the Western
corn rootworm. This method exploits a
trait based on antibiosis. Maize plants
transformed with a gene originating
from the bacterium Bacillus thuringien-
sis produce a Bt protein which is toxic
to corn rootworm larvae, causing the
cessation of the peristaltic motion of
the pest and resulting in approximately
100% mortality. The incorporation of
this gene into inbred maize lines bred in
Martonvasar is currently underway using
in vivo gene transfer techniques and con-

ventional breeding tools (backcross). A
single cross with the donor is followed
by 5-6 generations of backcrossing to
the recurrent line. In vivo gene transfer
is required because the desired traits
from the transgenic maize line (donor)
cannot be transferred into the parental
components of the hybrids by means of
conventional breeding techniques. Maize
hybrids carrying resistance to Western
corn rootworm will be subjected to ag-
ronomic evaluation, their environmental
effects will be studied, selection will be
made based on genotypic differences
and the seed of transgenic lines will be
multiplied.

Summary

The control of the Western corn root-
worm will only be successful if the
most appropriate methods are applied
in the right place at the right time. One
of the most effective defences against
the pest is crop rotation. If for any re-
ason this cannot be achieved, chemical
plant protection (soil disinfection) is
an essential component of the control
technology. The cultivation of tolerant
maize genotypes also has a place in the
control of the corn rootworm, as it can
be incorporated into an integrated control
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system very simply and at no extra cost
to the grower. The cultivation of tolerant
genotypes is cheaper, as no chemical
plant protection is required in the case
of weak or medium infection, which
also makes the method environmentally
sound and human-oriented, as it does not
contaminate the biological environment
and no residues toxic to humans will be
accumulated in the grain.

Data in the literature indicate that the
production of transgenic maize provides
more efficient control, so the potential of
this technique should be investigated.
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Einfluss chemischer Beizmittel
auf die Keimfahigkeit von Getreidesaatgut

Einleitung

Aus fritheren Untersuchungen ist be-
kannt, dass chemische Beizmittel die
Keimfahigkeit nicht nur verbessern,
sondern gelegentlich auch phytotoxi-
sche Nebenwirkungen entfalten kdnnen
(JAHN 1991, MULLER 1995, 1996,
1998, 2006). Dabei war immer wieder
festzustellen, dass insbesondere die
Formulierung der Beizen fiir die Neben-
wirkung verantwortlich ist. Beizmittel
werden entweder als 16sungsmittelhalti-
ge Feuchtbeizen oder als wasserlosliche
Suspensionskonzentrate angeboten.

Der Nutzen chemischer Beizmittel, in der
richtigen Aufwandmenge dosiert, fiir den
Feldaufgang und die frithe Entwicklung
der Besténde steht auBler Frage, da sie
Keimlinge vor den meisten Krankheits-
erregern schiitzen. Durch die Beseitigung
oder Unterdriickung der samenbiirtigen
Krankheitserreger ist bei erkrankten
Partien meistens eine deutliche Verbesse-
rung der Keimféhigkeit zu erreichen.

Liegen hingegen Belastungen anderer
Art, wie z.B. Auswuchs, thermische
Schéden infolge von Trocknung oder
Selbsterwarmung sowie mechanische
Beschédigungen vor, so ist damit zu
rechnen, dass jeder weitere Stress dazu
fiihrt, dass die Keimfahigkeit zuriickgeht.
Fiir den Praktiker als auch fiir den mit
der amtlichen Anerkennung betrauten
Personenkreis ist es wichtig zu wissen,
ob und in welchem Umfang die ange-
botenen Beizmittel die Keimfahigkeit
beeinflussen kdnnen, um im Bedarfsfall
bei vorgeschédigten Partien Mittel mit
geringer phytotoxischer Nebenwirkung
auszuwéhlen.

Material und Methoden

In einem ersten Versuch wahlten wir
offensichtlich mechanisch geschéadigte
Saatgutpartien aus dem amtlichen An-
erkennungsverfahren aus, beizten diese
mit zugelassenen Mitteln in der vom

G. MULLER

Bundesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit vorgeschriebenen
Aufwandmenge und bestimmten die
Keimfahigkeit. Zur Verfiigung standen
drei Sorten Sommergerste und eine
Sorte Wintergerste jeweils eines Pro-
duzenten. Die Ergebnisse sind somit als
unabhéngige Wiederholungen zu werten.
Damit er6ffnet sich die Moglichkeit, die
Mittelwerte einfach varianzanalytisch
auf Unterschiede zu priifen und im Fall
von Signifikanz die Behandlung mit der
unbehandelten Variante zu vergleichen
(multipler Mittelwertsvergleich nach
DUNNETT).

Im Jahr 2005 untersuchten wir die Som-
mergerstensorten Braemar mit 4,8%,
Carafe mit 4,4% und Barke mit 2,6%
keimverletzten Karyopsen.

Im folgenden Jahr stand uns Wintergerste
Cinderella mit 3,0% keimverletzten Ka-
ryopsen zu Verfligung.

Um den Zusammenhang von mechani-
schen Beschadigungen und chemischer
Beizung noch eingehender untersuchen
zu kOnnen, initiierten wir einen Modell-
versuch mit den Winterformen von Wei-
zen, Gerste, Roggen und Triticale. Dazu
wurden jeweils zwei Saatgutproben einer
Fruchtart mittels eines Einzeldhrendre-
schers in unterschiedlichem Umfang
mechanisch geschadigt (Beschadigungs-
stufen 1 bis 4) , chemisch gebeizt und die
Keimfzhigkeit bestimmt. Der Einzeldh-
rendrescher besteht aus einem kleinen
Dreschwerk und einer Absaugeinrich-
tung. Die unterschiedlichen mechani-
schen Beschadigungen lassen sich durch
die Hohe der Dreschtrommelumgangs-
geschwindigkeit oder der Verweildauer
des Druschgutes im Dreschwerk setzen.
Es war beabsichtigt, zwei Sorten mit
unterschiedlichen Ausgangsqualitéten
mechanisch zu schadigen. Die Keimfa-
higkeit bestimmten wir nach den ISTA
Vorschriften in Filterpapierrollen bei
20°C (ISTA 2006).

Die Mittelwerte wurden varianzanaly-
tisch als zweifaktorielle Anlage ohne
Messwertwiederholung verrechnet. Bei
signifikanten Unterschieden war dann
der multiple Mittelwertsvergleich nach
Dunnett anwendbar.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse des ersten Versuches
(Tabelle 1) zeigten, dass das ungebeizte
Saatgut aller vier Sorten infolge me-
chanischer Beschédigungen unbefrie-
digend keimte. Damit waren die fiir die
amtliche Anerkennung erforderlichen
92% Keimfahigkeit nicht mehr zu errei-
chen (RUTZ 2006). Die Saatgutpartien
enthielten 2,6% bis zu 4,8% mechanisch
geschéadigte Karyopsen, die bei der Be-
schaffenheitspriifung mit bloBem Auge
zu erkennen waren. Dieser relativ hohe
Anteil visuell sichtbarer Beschadigun-
gen verbunden mit feinsten Haarrissen
beeintrichtigte die Saatgutqualitit merk-
lich. Das Saatgut war somit fiir unsere
Untersuchungen mit unterschiedlichen
Beizmitteln bestens geeignet. Bei allen
verwendeten Sorten fithrte die Fliis-
sigbeize Abavit UF zu einem starken
Riickgang der Keimfahigkeit um 2 bis
10%. Dabei waren die Mittelwertsdif-
ferenzen bei den Sorten Braemar und
Carafe zwar sichtbar, statistisch jedoch
nicht gesichert. Somit wirkte von den
vier verwendeten Beizmitteln Abavit UF
am stérksten phytotoxisch. Verglichen
mit den ungebeizten Varianten ging im
Mittel die Keimfahigkeit um 6% zurtick.
Zardex G und Rubin waren als Beizmittel
fiir mechanisch vorgeschédigte Saatgut-
proben wesentlich vertraglicher, so dass
die Keimfahigkeit durch die Beizung nur
um jeweils 2% zuriickging. Lediglich die
mit Solitér gebeizten Proben keimten im
Muittel ahnlich hoch wie die ungebeizten
Varianten.

In Modellversuchen stuften wir die
mechanischen Beanspruchungen der
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Tabelle 1: Keimfahigkeit von Gerste aus der amtlichen Anerkennung 2005/2006

Keimfahigkeit (%)

Braemar Carafe Barke Cinderella Mittel

Beizmittel n=3 n=4 n=7 n=5 -

ungebeizt 84 74 82 86 82
Abavit UF 82 70 74 76 76
Zardex G 84 72 80 83 80
Rubin 85 71 82 84 81
Solitar 84 75 83 87 82
GD Dunnett a=5 % ns ns 4 6 -

Getreideproben durch unterschiedli-
che Verweildauer im Dreschwerk und
verdnderten Dreschtrommelumfangs-
geschwindigkeiten ab. Die Ergebnisse
verdeutlichten, dass mit zunehmenden
mechanischen Beschadigungen (Tabel-
le 2, Beschadigungsstufe 1 bis 4) die
Proben statistisch gesichert schlechter
keimten. Dabei zeigten sich auch deutli-
che Unterschiede in der Empfindlichkeit
gegeniiber mechanischen Beanspruchun-
gen zwischen den vier Fruchtarten. Die
Empfindlichkeit nahm in der Reihen-
folge Gerste, Weizen, Triticale, Roggen
merklich zu.

Bekanntlich sind Gerstekaryopsen
durch die schiitzende Spelze besonders
widerstandsfahig und Roggenkaryopsen
durch den erhaben liegenden Embryo
besonders empfindlich gegeniiber me-
chanischen Beanspruchungen. Eine
leichte mechanische Belastung (Tabelle
2, Stufe 1) beeintrachtigte die Gerste

beider Sorten nicht negativ, sondern
fithrte im Gegenteil zu einem schwachen,
statistisch nicht gesicherten Anstieg der
Keimfahigkeit.

Nicht jedes Beizmittel ist gleicherma-
Ben fiir alle Getreidearten zugelassen.
So ist Abavit UF nicht fiir Triticale
und Arena C nicht fiir Gerste geeignet.
Zardex G und Solitdr hingegen diirfen
als reine Gerstenbeizmittel nicht fiir
andere Getreidearten verwendet werden.
Wie Tabelle 3 zu entnehmen ist, beein-
trachtigten die verwendeten Beizmittel
die Keimfahigkeit der vorgeschédigten
Saatgutproben meistens negativ. Aller-
dings war die Wirkung der einzelnen
Beizmittel recht unterschiedlich. So fiel
die Keimfahigkeit bei Verwendung von
Abavit UF im Vergleich zur ungebeiz-
ten Variante besonders stark ab. Dabei
spielte es offensichtlich keine Rolle, ob
es sich um die qualitativ bessere oder
schlechtere Ausgangsware gehandelt hat

(\Vergleich der Sorten). Verglichen mit
den ungebeizten Proben sind fiir Abavit
UF in allen Féllen die Mittelwertsdiffe-
renzen signifikant. Auch die mit Rubin
behandelten Proben keimten in einigen
Féllen auffallend schlecht. Dies betraf
Winterweizen der Sorte Cubus sowie
die beiden verwendeten Roggensorten
Treviso und Fernando.

Abweichend von den Ergebnissen bei
Gerste, Weizen und Roggen verursachten
die fuir Triticale zugelassenen Beizmittel
keinen oder einen geringen, statistisch
nicht gesicherten Abfall in der Keim-
fahigkeit.

Tabelle 4 enthélt die Verdnderung der
Keimfahigkeit durch Anwendung che-
mischer Beizmittel. Bei Verwendung
von Abavit UF keimten die gebeizten
Varianten um 8 bis 11% schlechter als
die ungebeizte Ausgangsware. Wurde der
Roggen mit Rubin gebeizt, so ging die
Keimfahigkeit des Saatgutes sogar um
bis zu 12% zuriick. Da beide Roggen-
sorten gleichermallen betroffen waren,
ist dieser negative Beizeffekt durch das
Rubin als recht sicher einzustufen.

Die anderen Beizmittel bewirkten in
den meisten Féllen ebenfalls, dass
Gerste-, Weizen-, Roggen- und Triti-
calesaatgut, wenn auch mit geringeren
Werten, schlechter keimte. Ein positiver
Beizeffekt, der bei pilzlich erkranktem

Tabelle 2: Einfluss mechanischer Beschadigungen auf die Keimfahigkeit von Getreidesaatgut (Modellversuch)

Keimfahigkeit (%)

Gerste Weizen Roggen Triticale
Beschadigungsstufe ~ Lomerit Naomie Bussard Cubus Treviso Fernando Talentro Benetto
0 83 94 96 88 88 78 92 92
1 84 95 93 82 80 66 90 88
2 81 93 90 75 78 61 86 77
3 81 91 86 72 66 32 82 65
4 77 91 86 69 48 13 66 41
GD Dunnett a=5 % 6 4 3 4 6 6 4 8

Tabelle 3: Einfluss chemischer Beizmittel auf die Keimfahigkeit von mechanisch geschadigtem Getreidesaatgut

(Modellversuch)

Keimfahigkeit (%)
Gerste Weizen Roggen Triticale

Beizmittel Lomerit Naomie Bussard Cubus Treviso Fernando Talentro Benetto
ungebeizt 85 95 93 82 80 55 84 73
Abavit UF 75 86 82 73 68 47 - -
Landor CT - - - - - - 83 74
Arena C - - 93 79 73 53 83 74
Zardex G 80 93 - - - - - -
Rubin 80 95 91 77 68 46 81 69
Solitar 84 96 - - - -

Legat - - 92 75 - -

GD Dunett a=5 % 6 3 3 4 5 5 ns ns
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Einfluss chemischer Beizmittel auf die Keimfahigkeit von Getreidesaatgut

Tabelle 4: Veranderung der Keimféhigkeit durch chemische Beizung (Modell-
versuch - Vergleich mit der ungebeizten Variante)

Veranderungen der Keimfahigkeit* (%)

Beizmittel Gerste Weizen Roggen Triticale
Abavit UF -9 bis -10 -9 bis -11 -8 bis -10

Landor CT +1 bis -1
Arena C 0 bis -2 -2 bis -6 +1 bis -1
Zardex G -2 bis -5

Rubin 0 bis -5 -2 bis -4 -10 bis -12 -3 bis -4
Solitar +1 bis -1

Legat -1 bis -7

*- entspricht Verschlechterung der Keimfahigkeitsriickgang; + entspricht Verbesserung der Keimfahigkeit

Saatgut fast immer zu erwarten ist, trat
nicht ein.

Bei der Anwendung der 16sungsmittel-
haltigen Feuchtbeize Zardex G zu Gerste
verringerte sich die Keimfahigkeit nur
um bis zu 5%, ein Beweis dafiir, dass
Feuchtbeizen auf Grund ihres Losungs-
mittels nicht generell als besonders
phytotoxisch einzustufen sind.

Die Ergebnisse zeigen, dass chemische
Beizmittel die Keimfahigkeit von mecha-
nisch geschidigtem Saatgut sehr haufig
negativ beeinflussen, wobei zum Teil
grof3e Unterschiede zwischen den Beiz-
mitteln existieren. Diese Erkenntnis ist
von Bedeutung fiir die amtliche Anerken-
nung von Saatgutpartien, die (verursacht
durch mechanische Beschadigungen im
ungebeizten Zustand) die vorgeschrie-
bene Keimféhigkeitsnorm nach Saatgut-
verordnung gerade noch so erreichen. In
diesen Féallen ist damit zu rechnen, dass
die in den Verkehr gebrachte chemisch
gebeizte Ware durch die zusétzliche phy-
totoxische Wirkung der Beizmittel mit
einem Wert unter der Norm keimen wird.
Um diese Gefahr zu verringern und den
negativen Effekt auf die Keimfahigkeit
nicht zu hoch ausfallen zu lassen, sollte
mechanisch geschadigte Ware nicht mit
der Feuchtbeize Abavit UF und im Fall

von Roggen auch nicht mit dem Suspen-
sionskonzentrat Rubin gebeizt werden.
Je nach Fruchtart und Zulassung durch
das Bundesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit sollten in
diesen Féllen Beizmittel mit einer ge-
ringen phytotoxischen Nebenwirkung
ausgewahlt werden.

Schlussfolgerungen

1. Mechanisch geschadigtes Saatgut
von Getreide ist abhangig von Art
und Umfang der Beschadigung in der
Keimfahigkeit beeintrachtigt.

2. Bei Anwendung chemischer Beiz-
mittel ist, hervorgerufen durch eine
Verstiarkung der Stresssituation,
mit einer merklichen Abnahme der
Keimfédhigkeit zu rechnen. Dieser
Riickgang belief sich auf bis zu 5%
bei Anwendung von Arena C, Zardex
G, Rubin (auBler bei Roggen) und
Legat. Das nur fiir Gerste zulés-
sige Solitér beeintrachtigte in den
Versuchen die Keimféhigkeit nur
unwesentlich.

3. Die Feuchtbeize Abavit UF hingegen
erwies sich als stark phytotoxisch
gegeniiber mechanisch geschidigtem
Getreidesaatgut. Die Keimfahigkeit
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verringerte sich um 10%, wenn
dieses Beizmittel verwendet wurde.
Bei Roggen verursachte Rubin einen
dhnlich starken Riickgang.

4. Aus den oben genannten Griinden
sollte mechanisch geschadigtes Ge-
treidesaatgut nicht mit Abavit UF und
lediglich Roggen nicht mit Rubin
gebeizt werden.

5. Bei der amtlichen Anerkennung von
Getreidesaatgut ist zu beriicksich-
tigen, dass durch die Anwendung
chemischer Beizmittel die ungebeizt
auf Beschaffenheit gepriiften Saat-
gutpartien in bestimmten Féllen auch
schlechter keimen konnen.
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Saatgutbehandlungen an Gemusesaatgut

Saatgutbehandlung bedeutet den Ge-
brauch und die Applikation biologischer,
physikalischer oder chemischer Mittel,
Methoden oder Techniken direkt am
Saatgut, um die daraus hervorgehenden
Pflanzen vor samen- oder bodenbiir-
tigen Schaderregern zu schiitzen. Der
Einsatz/die Verwendung von chemisch-
synthetischen Mitteln istim biologischen
Anbau unerwiinscht und nicht erlaubt.
Ohne angemessene Kontrolle kdnnen
aber samen- und bodenbiirtige Pathoge-
ne verheerende Konsequenzen fiir die
Pflanzenproduktion haben.

Seit 2004 ist es im biologischen Landbau
Pflicht, biologisch vermehrtes Saatgut
zu verwenden. Grundsatzlich soll un-
behandeltes Saatgut zur Verwendung
kommen. Zur Behandlung von samen-
biirtigen Krankheitserregern sind bisher
nur ganz wenige Produkte, entweder
auf Naturstoffbasis oder als Biocontrol-
Organismen, zugelassen. Weil auch fiir
die Behandlung gegen Pathogene an den
wachsenden Pflanzen nur relativ wenige,
z.T. nur teilweise wirkende Produkte
zugelassen und einsetzbar sind, kommt
der Saatgutgesundheit und damit einem
optimalen Start einer Kultur besondere
Bedeutung zu. Bereits bei der Produkti-
on und Vermehrung von Saatgut muss
besonderes Augenmerk auf Gesundheit
der Mutterpflanzen gelegt werden, dazu
gehoren Strategien wie Entkommen
und Vermeiden, sowie Feldkontrollen
und Zertifizierung. Ist das Saatgut dann
geerntet, werden sichere, schnelle und
verlédssliche Diagnosemethoden beno-
tigt, mit denen einwandfrei festgestellt
werden kann, ob sameniibertragbare
Krankheitserreger in einem Posten
vorhanden sind oder nicht. Erst dann
kommen Behandlungen am Saatgut ins
Spiel, als nachtrigliche Moglichkeiten
zur Verbesserung des Gesundheitszu-
standes eines Saatgutpostens.

Verschiedene, von der EU geforderte
Projekte zur Verbesserung der Saatgutge-
sundheit im Gemiise konnten in den letz-
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ten Jahren neue Mittel oder Techniken
der Saatgutbehandlung erforschen und
bearbeiten. Daraus haben sich deutliche
Verbesserungen der Moglichkeiten zur
Saatgutbehandlung im biologischen
Landbau ergeben. Der Fokus dieser Pro-
jekte lag bei physikalischen Methoden,
einerseits wegen dem primaren Ziel Des-
infektion und Gesundheitsbehandlung
und andererseits wegen Riickstandsfra-
gen und Fragen der Zulassung.

Bei Saatgutbehandlungen kann unter-
schieden werden zwischen Behandlun-
gen mit dem Ziel der Pathogenbekidm-
pung und Behandlungen zur technischen
Verbesserung von Saatgut. Zum letzteren
werden mechanische Reinigung, Se-
parierung, Kalibrierung, physikalische
Veranderungen wie Pelletierung oder In-
krustierung und auch physiologische Be-
handlungen wie Stratifizieren, Priming
und Vorkeimen gezéhlt. Auch bei diesen
Behandlungen werden oft Effekte auf
die Gesundheit, resp. den Erregerbesatz
festgestellt. Bei direkten Gesundheits-
oder Pflanzenschutzbehandlungen kann
zwischen physikalischen (z.B. Warm-
wasser, Dampf, Elektronen, etc.), chemi-
schen oder biologischen Behandlungen
unterschieden werden. Bei biologischen
Behandlungen muss zwischen Produkten
pflanzlichen oder tierischen Ursprungs
(z.B. Pflanzenextrakte, essentielle Ole,
etc.) und Biocontrol-Organismen (z.B.
Trichoderma, Bacillus, Pseudomonas,
etc.) unterschieden werden.

In verschiedenen Untersuchungen und
Experimenten an unserem Institut wurden
Mittel und Methoden zur Gesundheitsbe-
handlung von Saatgut an ausgewahlten
Gemiisearten gepriift. Nach einer solchen
Behandlung muss einerseits die Wirkung
auf den Pathogenbesatz liberpriift werden
und es muss kontrolliert werden, ob die
Keimfdhigkeit und allenfalls Keimkraft
des behandelten Saatgutes erhalten ge-
blieben ist.

Bei Feldsalat wurden in erster Linie
Desinfektionsmethoden untersucht. Zur

Priifung kamen Dampfbehandlung, Essig
und elektrochemisch aktiviertes Wasser.
Als Referenz diente die Warmwasserbe-
handlung. An einem Saatgutposten mit
75% Keimfahigkeit, was fiir Feldsalat
nicht besonders hoch ist, wurden deutli-
che Steigerungen der Keimféhigkeit nach
verschiedenen Varianten der Dampf-
behandlung beobachtet. Gleichzeitig
wurde insbesondere die samenbiirtige
Phoma vollstdndig eliminiert. Daraus
wird geschlossen, dass fiir Feldsalat mit
der Dampfbehandlung eine Methode
zur Verfiigung steht, die eine gute bis
sehr gute Wirkung gegen die wichtigs-
ten samenbiirtigen Krankheitserreger
erbringen und gleichzeitig die Keimfa-
higkeit positiv beeinflussen kann. Ob die
Dampfbehandlung auch gegen Acidovor-
ax valerianellae wirkt, muss in weiteren
Untersuchungen gepriift werden, damit
der Ausbreitung dieses neuen Schaderre-
gers vorgebeugt werden kann.

Fiir Spinat wurden sowohl Desinfekti-
onsmethoden wie auch die Anwendung
von Biocontrol-Organismen untersucht.
Mit Desinfektionsmethoden und -Mit-
teln wie z.B. Essig, konnten sehr gute
Wirkungen erreicht werden, die pilzliche
Flora auf dem Saatgut wurde grossten-
teils eliminiert. Das Aufbringen von
Biocontrol-Organismen (BCO) auf Spi-
nat Saatgut stellt hohe Anforderungen,
denn diese miissen in geniigend hoher
Zahl am Saatkorn haften bleiben, er
muss liberleben bis der Samen im Boden
ausgebracht ist, und dann sofort aktiviert
werden, damit er antagonistische Wir-
kung entfalten kann. In den bisherigen
Versuchen konnten wir ein Potenzial
gewisser BCO erkennen, eine wirklich
statistisch signifikante Verbesserung von
Feldauflauf, Bestandesetablierung oder
Ertrag wurde jedoch mit den gepriiften
Organismen noch nicht beobachtet.

Da bei Spinat neben samenbiirtigen
Schaderregern auch bodenbiirtige Krank-
heiten von groBer Bedeutung sind,
stehen Behandlungen mit Biocontrol-
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Organismen im Vordergrund. In nachsten
Versuchsserien wird untersucht werden,
ob und wie Desinfektionsmethoden mit
Biocontrol-Organismen sinnvoll kombi-
niert werden kdnnen um samenbiirtige
Blattkrankheiten zu verhindern und
eine optimale Bestandesetablierung zu
erreichen.

Bei der Qualitatsverbesserung von Ni-
schenkulturen konnte fiir Pastinaken eine
deutliche Steigerung der Keimfahigkeit
nach Tauch-Behandlungen mit Kuh-Urin
festgestellt werden. Tauchbehandlungen
mit dem Desinfektionsmittel Jet-5 (orga-
nische Sauren) erbrachten variable Re-
sultate, sowohl Zunahme wie Abnahme
der Keimféhigkeit waren die Folge.

Schlussfolgerungen

Nach den sehr positiven Ergebnissen bei
Getreidearten zeigt sich, dass auch bei
Gemiisesaatgut die Dampfbehandlung
sehr vielversprechend ist und ein relativ
breites Anwendungsfeld bietet.
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Tauchbehandlungen von Saatgut in
wassrigen Losungen (Warmwasser, Es-
sig etc.) kdnnen durchaus gute bis sehr
gute Wirkung gegen Pilze erbringen, sie
haben aber den Nachteil, dass das Saat-
gut zurtickgetrocknet werden muss, was
einen zusétzlichen Aufwand an Arbeit,
Energie und Kosten verursacht.

Die Schwierigkeiten beim Aufbringen
von Biocontrol-Organismen auf Saatgut
sind noch nicht vollstindig gelost.
Wenn die (Uber-) Lebensfihigkeit am
Saatgut von der Behandlung bis zur Saat
sichergestellt werden kann und sich die
Organismen sofort in der Umgebung des
Samens etablieren koénnen, bieten sich
hier effiziente Moglichkeiten zum Schutz
von Keimlingen und Pflanzen vor boden-
und samenbiirtiger Krankheit.

Je nach Gemiiseart werden unterschied-
liche Methoden oder Mittel im Vorder-
grund stehen. Einzelne Behandlungen
sind sehr wirkungsvoll bei ganz speziel-
len Samenart-Pathogen-Kombinationen.

Fiir andere Arten kommen dieselben
Methoden oder Mittel nicht in Frage.
Die Technik und Technologie von Be-
handlungen sind schon fast eine Kunst.
Spezialisierte Firmen bieten aber solche
Behandlungen an und werden die Be-
mithungen der Ziichter und Vermehrer,
welche im Biosektor nun auch vermehrt
in Samenbehandlung investieren, unter-
stiitzen und komplettieren.

Fiir die weitere Forschung mit Be-
handlungen an Gemiisesaatgut ist die
Auswahl der Saatgutposten von grof3er
Wichtigkeit. Nur relativ schlechte Posten
eigenen sich fiir solche Versuche, diese
Posten werden aber von Saatgut-Firmen
meist sofort aus dem Verkehr gezogen.
Mit gezielten Versuchen in Problem-
kulturen werden wir in der Forschung
weiterhin versuchen, die Bemiihungen
der Ziichter und Vermehrer bei der Be-
reitstellung von gesundem, qualitativ
hochstehendem Bio-Saatgut zu unter-
stiitzen.
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Vorsaatbehandlung bei Wiesenrispe
(Poa pratensis L.) mit Ascorbinsaure

Einleitung

Neben der Verwendung im landwirt-
schaftlichen Bereich hat die Wiesenrispe
eine grofle Bedeutung in Mischungen
fiir nichtlandwirtschaftliche Nutzungen
wie zum Beispiel fiir Sportrasen. Die
Wiesenrispe zeichnet sich durch hohe
Trittfestigkeit, Strapazierfahigkeit, Be-
lastbarkeit, Weidefestigkeit und Winter-
hérte aus. Gleichzeitig zeigt sie aber ein
sehr nachteiliges Keimverhalten, da sie
im Vergleich zu anderen Grasarten, die
eine vollstandige Keimung innerhalb
von 14 Tagen erreichen, mit 28 Tagen
Keimdauer eine langsame und verzo-
gerte Keimung zeigt. Zusétzlich kommt
noch eine langsame Jugendentwicklung
hinzu.

Durch Vorsaatbehandlung (Priming)
von Saatgut soll eine Beschleunigung
der Keimung erreicht werden. Die Be-
handlung besteht aus einer Einquellung
des Saatgutes in Wasser (Hydropriming)
oder osmotischen Ldsungen (Osmo-
priming), denen Wirkstoffe zugesetzt
werden konnen. Durch das Einquellen
beginnen erste Stoffwechselprozesse
der Keimung, die u. a. der Reparatur von
Schaden an DNA und Membransystem
dienen. Das Hinzufiigen von Vitaminen
soll die Wirkung verstirken. Priming
wird bereits standardmiBig bei Gemii-
sesaatgut angewendet.

Ascorbat, das Salz der Ascorbinsau-
re, agiert im Zellmetabolismus als
Elektronen-Donor und Ascorbinsdure-
Freie-Radikale (AFR) werden kontinu-
ierlich produziert. AFR koénnen durch
AFR-Reduktase wieder zu Ascorbat
umgewandelt werden oder es bildet sich
durch Disproportionierung von AFR
Dehydroascorbinsaure (dehydroascorbic
acid=DHA). DHA ist die oxidierte Form
von Ascorbinsdure. Die Reduktion von
DHA spielt v. a. in einem frithen Stadium
der Keimung eine wichtige Rolle. Der
trockene Same speichert kein Ascorbat,
sondern DHA sowie einige DHA-

C. SANDRITTER und M. KRUSE

reduzierende Proteine. DHA-Reduktion
dient der Produktion von Ascorbat fiir
metabolische Prozesse der frithen Kei-
mung, denn erst nach 30-40 h beginnt
die Neusynthese von Ascorbat.

Wenn zu Beginn der Keimung die DHA-
Reduktion limitierend fiir die Stoffwech-
selaktivitdt wirken wiirde, dann konnte
nach Zugabe externer Ascorbinsdure die
Keimung frither erfolgen. BASRA et al.
(2006) beobachteten bei Reis nach einer
Behandlung mit 10 mg/l Ascorbinséure
eine Verkiirzung der Zeit bis zum Beginn
der Keimung, sowie geringere MGT
und T

In dieser Arbeit sollte deshalb untersucht
werden, ob durch die Vorsaatbehandlung
mittels Ascorbinséure bei der Wiesenris-
pe eine dhnliche Wirkung wie bei Reis
erzielt werden kann.

Material und Methoden

Es wurde Saatgut von je zwei Partien
der Sorten Lincolnshire und Cocktail
verwendet. Fiir die Behandlung wurden
jeweils 200 Samen in Losungen von 5, 10
und 20 mg/l Ascorbinsdure 24 h oder 48
h lang bei Raumtemperatur eingequol-
len. Ein Teil der eingequollenen Samen
wurde dann direkt in einen Keimversuch
uberfiihrt, ein anderer Teil wurde in ei-
nem Umluft-Trockenschrank bei 30 °C
getrocknet, zwei Wochen lang bei 6 °C
gelagert und dann in den Keimversuch
iberfithrt. Die Keimversuche wurden
mit 2*100 Samen in Stapelboxen auf
Keimpapier angesetzt und bei 10/30 °C
im Licht eingekeimt. Taglich wurden die
Keimlinge gezahlt, deren Keimwurzel
mindestens 1 mm lang war. Nach 28
Tagen wurden tote und frische Samen
sowie normale und anomale Keimlinge
nach den ISTA-Regeln bestimmt. Als
Parameter fiir die Keimgeschwindigkeit
wurden der Keimbeginn und die T und
die T, bestimmt. Als Kontrolle dienten
zum einen unbehandelte Samen, und zum
anderen Samen, die in destilliertem Was-

ser (0 mg/l Ascorbinsdure) eingequollen
waren, um einen Effekt der Ascorbin-
sdure von dem Effekt des Einquellens
in Wasser trennen zu kdnnen.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Keimfiahigkeitsbe-
stimmungen nach den verschiedenen Be-
handlungen sind zunéchst gemittelt {iber
die vier Partien in Tabelle 1 dargestellt.
Die mit 10 mg/l Ascorbinsdure behandel-
ten Samen (nicht getrocknet) beginnen
danach am frithsten mit der Keimung, die
Unterschiede zu den Behandlungen mit
0 mg/l und 5 mg/1 (nicht getrocknet) sind
jedoch nicht signifikant. Bis zur T wird
der Abstand zwischen den Behandlungen
10 mg/l (nicht getrocknet) und 0 mg/1
(nicht getrocknet) zwar groBer, aber der
Unterschied bleibt nicht signifikant. Die
Behandlung 10 mg/1 (nicht getrocknet)
zeigt in allen Parametern eine signifikant
schnellere Keimung als die Behandlung
10 mg/1 (getrocknet). Signifikant schnel-
ler als die unbehandelte Kontrolle ist bei
allen drei Parametern nur die Behand-
lung 10 mg/I (nicht getrocknet) und beim
Parameter T, zusatzlich auch noch die
Behandlungen 0 mg/l und 5 mg/1 (nicht
getrocknet). Die fehlenden Signifikanzen
ergeben sich aus stark partiespezifischen
Effekten der Behandlungen, die in Tabel-
le 2 dargestellt sind.

Bei Lincolnshire-2 erreicht die Behand-
lung 10 mg/l (nicht getrocknet) eine
signifikant kiirzere T, als die unbehan-
delte Kontrolle und die Behandlung 0
mg/l (getrocknet). Auch erreicht die Be-
handlung 10 mg/I (nicht getrocknet) am
friihsten die T, die am spatesten bei der
Behandlung 0 mg/1 (getrocknet) erreicht
wird. Fiir die Parameter Keimbeginn und
T,, ergab sich kein signifikanter Effekt
der Ascorbinséure im Vergleich zur Ein-
quellung in Wasser. Jedoch ereichten die
mit Ascorbinséure behandelten Samen
die T, 2,5 Tage signifikant friiher (Ab-
bildung 1 und Tabelle 2).
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Tabelle 1: Keimbeginn, T, und T, der Behandlungen gemittelt iiber die Sorten

und Partien

Behandlung Keimbeginn (in Tagen) T, (in Tagen) T, (in Tagen)
Kontrolle 45¢ 8¢ 10,25 ¢

0 mgl/l, 24 h, getrocknet 3,5¢P 6,5PF 9C,°

5 mgl/l, 24 h, getrocknet 45¢ 7,25¢°0 8,75¢P

5 mgl/l, 24 h, nicht getrocknet 3,75¢0P 6,5PE 9,75 ¢

20 mg/l, 24 h, getrocknet 6,258 11,58 138

10 mg/l, 24 h, getrocknet 45¢ 7,5¢P 10¢

10 mg/l, 24 h, nicht getrocknet 3,25° 55F 7,25°

10 mg/l, 48 h, nicht getrocknet 8A 13,54 16,54

Tabelle 2: Keimbeginn, T, und T_, der verschiedenen Sorten, Partien und Be-

handlungen

Keimbeginn (in Tagen)

T,, (in Tagen)

T, (in Tagen)

Lincolnshire-1

- Kontrolle

- 0 mg/l getrocknet

- 5 mg/l getrocknet

- 5 mg/l nicht getrocknet

- 20 mg/l getrocknet

- 10 mg/l 24 h getrocknet

- 10 mg/l 48 h getrocknet
Lincolnshire-2

- Kontrolle

- 0 mg/l getrocknet

- 10 mg/l getrocknet

- 10 mg/l nicht getrocknet
Cocktail-1

- Kontrolle

- 0 mg/l getrocknet

- 5 mg/l getrocknet

- 5 mg/l nicht getrocknet

- 20 mg/l getrocknet

- 10 mg/l 24 h getrocknet

- 10 mg/l 48 h getrocknet
Cocktail-2

- Kontrolle

- 0 mg/l getrocknet

- 10 mg/l getrocknet

- 10 mg/l nicht getrocknet

3,25 8¢
2D
3¢
2D
468
3¢
554

3,25%8
4A
4A
38

55¢
45¢
6 [}
55¢
8,58
6 [}
10,54

5,754
458
5 AB
358

525¢
3E
40
3,5 PE
78
5¢C
gA

5,254
6A
6A
48

11,758
1068
10,568
958
16+
11,58
194

9,54
78
7,58
78

6,25 ¢
4E
5D
50D
ge
8,58
104

78
104
758
5¢

16 ¢
14,5
12,5¢
14,5
18°
14 o
234

124

75¢
10 A8
9,5 BC

100

80 T

60 T

40

Keimfahigkeit in %

20 7

—e— Ascorbinsdure 10 mg/l 24h

—8— Ascorbinsdure 10mg/l 24h
getrocknet

—a— Kontrolle 0 mg/l 24h
getrocknet

—>— Kontrolle unbehandelt

15
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Zeitin Tagen

25 30

Abbildung 1: Keimkurven der Sorte Lincolnshire, Partie 2, mit den Behandlungen
10 mg/l, 24 h, nicht getrocknet; 10 mg/l, 24 h, getrocknet; 0 mg/l, 24 h, getrock-
net; sowie unbehandelte Samen
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Bei Cocktail-1 erreichte die Behandlung
5 mg/l (getrocknet) die T,; 2 Tage vor
der Behandlung Ascorbinsdure 5 mg/l
(nicht getrocknet) und 5,5 Tage vor der
Behandlung 20 mg/1 (getrocknet). Bei
den Parametern Keimbeginn und T ist
diese Behandlung nur im Vergleich zu
den Behandlungen 20 mg/I (getrocknet)
und 10 mg/1 (48 h, getrocknet) schneller.
Die Behandlung 20 mg/1 (getrocknet) hat
die signifikant schlechteste Keimfahig-
keit sowie die signifikant hochste Anzahl
an anomalen Keimlingen. Die Behand-
lung 20 mg/l (getrocknet) verursachte
genauso wie die Behandlung 10 mg/l
(48 h, getrocknet) eine Verlangsamung
der Keimung ausweislich aller drei Pa-
rameters, weshalb diese beiden Behand-
lungen auch nur bei Lincolnshire-1 und
Cocktail-1 angewendet wurden (siche
Abbildung 2 und Tabelle 2).

Die Behandlungen 5 mg/l (getrocknet)
und 10 mg/1 (getrocknet) unterscheiden
sich bei Lincolnshire-1 nicht hinsichtlich
Keimbeginn; hinsichtlich T, und T
ist die Behandlung 5 mg/1 (getrocknet)
signifikant schneller (siche Abbildung 3
und Tabelle 2). Bei Cocktail-1 hingegen
unterscheiden sich die beiden Behand-
lungen gar nicht (siehe Abbildung 2 und
Tabelle 2).

Bei Cocktail-2 gibt es bei Keimbeginn
und T, keine Unterschiede zwischen den
Ascorbinsaure Behandlungen. Allein die
Behandlungen 0 mg/1 (getrocknet) und 0
mg/1 (nicht getrocknet) beginnen die Kei-
mung frither als die unbehandelte Kont-
rolle. Bei T sind diese drei Behandlun-
gen schneller als die Kontrolle. Bei T,
ist die Kontrolle am langsamsten, zu 10
mg/l getrocknet ist aber kein signifikan-
ter Unterschied. Die Wasserbehandlung
istam schnellsten, zur nicht getrockneten
10 mg/1 Ascorbinsdure Behandlung liegt
aber kein Unterschied vor (Abbildung 4
und Tabelle 2).

In den Behandlungen unterscheidet sich
die Keimféhigkeit sowie die Anzahl
der anomalen Keimlinge in den Sorten
Lincolnshire-2 und Cocktail-2 nicht.
Bei Lincolnshire-1 haben die Samen mit
der Behandlung 20 mg/1 die signifikant
schlechteste Keimfdhigkeit sowie die
signifikant hochste Anzahl an anomalen
Keimlingen, wobei es keinen signifi-
kanten Unterschied zu der Behandlung
Ascorbinsdure 10 mg/l 48 h gibt. Die
signifikant hochste Keimfahigkeit haben
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Abbildung 2: Keimkurven der Sorte Cocktail, Partie 1, mit den Behandlungen
5 mgl/l, 24 h, nicht getrocknet; 5 mg/l, 24 h, getrocknet; 0 mg/l, 24 h; getrocknet;

sowie unbehandelte Samen
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Abbildung 3: Keimkurven der Sorte Lincolnshire, Partie 1, mit den Behandlungen
5 mgll, 24 h, nicht getrocknet; 5 mg/l, 24 h, getrocknet; 0 mg/l, 24 h, getrocknet;

sowie unbehandelte Samen
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Abbildung 4: Keimkurven der Sorte Cocktail, Partie 2, mit den Behandlungen 10
mg/l, 24 h, nicht getrocknet; 10 mg/l, 24 h, getrocknet; 0 mg/l, 24 h, getrocknet;

sowie unbehandelte Samen
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die Kontrolle und die Behandlung mit
5 mg/l Ascorbinséure getrocknet (nicht
dargestellt).

Diskussion

Die Partie Lincolnshire-2 zeigt, dass
durch die Behandlung mit 10 mg/l
Ascorbinsdure eine Beschleunigung
der Keimung erfolgen kann. Durch die
Trocknung wird dieser Effekt allerdings
praktisch wieder aufgehoben. Im Ver-
gleich zu nur in Wasser gequollenen
Samen keimen die in Ascorbinsdure
gequollenen Samen bis zur T, nicht
schneller, sie erreichen die T__ aber 2,5
Tage friiher.

Die 48 h lange Behandlung mit 10 mg/I
Ascorbinsédure war offensichtlich schéad-
lich, sodass es beim Riicktrocknen zu
Schiadigungen kam. Die 24 h lange
Behandlung mit 5 mg/l Ascorbinséure
ist zumindest fiir Lincolnshire-1 noch
hinreichend schonend. Die T, und T,
sind hier erst bei 10 mg/l signifikant spa-
ter erreicht. Bei Cocktail-1 gibt es keinen
Unterschied bei der unterschiedlichen
Konzentration.

Auch diese Art der Vorbehandlung zeigt,
dass die Wiesenrispe selbst innerhalb
einer Sorte inhomogen reagiert. Bei
einer Partie, Lincolnshire-2, konnte eine
Beschleunigung erzielt werden, bei der
Partie Lincolnshire-1 hingegen nicht.
Bei Cocktail-1 erreichte iiberraschender
Wiese die getrocknete Variante die T,
frither als die nicht getrocknete Variante
wobei eigentlich zu erwarten gewesen
wire, dass durch die Trocknung Sché-
den entstehen und die Variante deshalb
langsamer keimen wiirde.

Da die nicht zuriick getrockneten Be-
handlungen zwar nicht signifikant
schneller sind als die mit 0 mg/l be-
handelten Samen, aber doch zum Teil
Unterschiede zu erkennen sind, stellt sich
die Frage, ob die Ascorbinséaure wahrend
der Trocknung und/oder Lagerung oxi-
diert wird und als Dehydroascorbinsaure
vorliegt. Eventuell muss auch die Art des
Trocknens iiberpriift werden.
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Langlebigkeit von Saatgut
in der ex situ Genbank in Gatersleben

Einleitung

Im Verlauf des 20. Jahrhunderts fiihrten
Veranderungen in der landwirtschaft-
lichen Praxis und die dringende Not-
wendigkeit der Nahrungssicherung der
Weltbevolkerung zu einer steigenden
Erosion der genetischen Diversitat unse-
rer Kulturpflanzen. Um diese pflanzen-
genetischen Ressourcen zu schiitzen gab
u.a. N.I. VAVILOV den Startschuss fiir
eine weltweite Konservierungsinitiative,
die in der Griindung von Genbanken
miindete (LININGTON und PRITSCH-
ARD 2001).

Das Leibniz-Institut fiir Pflanzengene-
tik und Kulturpflanzenforschung (IPK)
in Gatersleben beherbergt heute eine
der vier grofiten Genbanken der Welt.
In dieser wurden innerhalb der ver-
gangenen 60 Jahre insgesamt 148.128
Akzessionen aus 3.032 Arten und 890
Gattungen zusammengetragen und
werden fur die Zukunft ex situ erhalten.
Allein 122.225 orthodoxe Saatgutmuster
sind in den Kiihlzellen zwischen 0 und
-15°C eingelagert (BORNER 2006).
Unter Verwendung dieser und weiterer
Konservierungsmethoden kann ein
grofler Teil der pflanzengenetischen
Kollektion verschiedenen Nutzern mit
wissenschaftlichen, ziichterischen und
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kulturhistorischen Fragestellungen zur
Verfugung gestellt werden.

Fiir die lédngerfristige Bewahrung der
Akzessionen im Samenkiihllager und
zur Vermeidung héufiger Reprodukti-
onsanbauten werden die Abgaben an die
Saatgutnutzer innerhalb der ersten Jahre
nach der Ernte aus dem Restsaatgutlager
(Samensaal) getatigt. Diese Saatgutreser-
ven erfahren unter den ambienten Bedin-
gungen des Raumes (21°C, 51% relative
Luftfeuchte) eine wesentlich schnellere
Reduktion in der Keimféhigkeit als in
den Kiihlzellen. Um dem Saatgutnut-
zer dennoch qualitativ hochwertiges
Saatgut einer Akzession zur Verfligung
stellen zu konnen, besteht das Ziel der
durchgefiihrten Untersuchungen in der
Ermittlung der hochstmoglichen Nut-
zungsdauer ausgewéhlter Kulturpflan-
zenarten aus dem Samensaal.

Material und Methoden

Material

Insgesamt erfolgte die Priifung von
18 verschiedenen Kulturpflanzenarten
(Tabelle 1), deren Saatgut den Repro-
duktionsanbauten von 1980 bis 2005 ent-
stammte. Jede gepriifte Art wurde durch
fiinf Akzessionen pro Erntejahrgang

reprasentiert, wobei sich die Genotypen
zwischen den verschiedenen Erntejahren
vollstandig unterschieden. Die verwen-
deten Kulturpflanzenarten wurden im
Anschluss innerhalb der Speicherstoff-
gruppen kohlehydrathaltiger, proteinhal-
tiger, lipidhaltiger Saatgutarten und der
Gruppe der unbestimmten Speicherstoffe
Miscellaneous diskutiert.

Keimfahigkeit

Aus jeder Kulturpflanzenart wurden fiinf
Akzessionen pro vorhandenen Erntejahr-
gang ausgewahlt, wovon 50 Samen pro
Akzession nach den ,Internationalen
Vorschriften zur Priifung von Saatgut™
(ISTA 2005) auf ihre Keimféahigkeit
untersucht wurden. Fiir die folgenden
statistischen Auswertungen wurde das
reale Alter der Akzessionen verwendet,
welches zusammen mit den Resultaten
aus der Keimféhigkeitspriifung einen
Vergleich der Arten im Probitmodell
realisierte.

Das Probitmodell entstand durch die
Ubertragung der kumulativ, normalver-
teilten Keimféhigkeiten (Abbildung 1a)
in die Probiteinheit (Abbildung 1b). Mit-
tels weiterer Gewichtung der Keimféhig-
keitswerte entstand aus der sigmoidalen
Sameniiberlebenskurve eine Gerade mit
spezifischen Parametern (ROBERTS

Tabelle 1: Angaben liber verwendete Arten und Anzahl an Akzessionen (n) innerhalb der Keimfahigkeits- (KF), Feldauf-
gangs- (FA) und Leiffahigkeitspriifung (LF)

Art KF FA LF Art KF FA LF
Kohlehydrathaltige Arten

Avena sativa L. (95) (24) (25) Triticale Wittm. (33) (13) (13)
Hordeum vulgare L. (78) (20) (22) Triticum aestivum L. (75) (20) (25)
Secale cereale L. (59) (19) (24) Zea mays L. (92) (17) (22)
Proteinhaltige Arten

Lupinus albus L. (67) (18) (18) Pisum sativum L. (129) (25) (25)
Phaseolus vulgaris L. (120) (25) (25) Vicia sativa L. (148) (17) (22)
Lipidhaltige Arten

Brassica oleracea L. (61) (18) (18) Linum usitatissimum L. (44) (20) (15)
Helianthus annuus L. (36) 17) 17) Papaver somniferum L. (36) (15) (15)
Miscellaneous

Allium schoenoprasum L. (30) (15) (15) Daucus carota Arcang. (32) (14) (15)
Cucumis sativus L. (52) (18) - Lactuca sativa L. (36) (15) (15)
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Abbildung 1a, b: Transformation der ermittelten Keimfahigkeiten von Avena sativa L. aus dem a) Keimfahigkeitsmodell

in das b) Probitmodell

1972). Dabei waren die Geraden durch
die Schnittpunkte mit der Abszisse ver-
gleichbar, die im Weiteren als mittlere
Sameniiberlebensrate bezeichnet wurden
und durch die Kiirzel KF50% bzw. in der
Literatur als P50 vertreten sind.

Feldaufgang

Aufgrund einer besseren Ubersichtlich-
keit wurden anhand der Keimfahigkeits-
ergebnisse nur spezifische Jahrgénge
(25 Samen je Akzession in 2 Wieder-
holungen) ausgewdhlt, die das gesamte
Spektrum der Keimungsrate abdeckten.
Eine Bestimmung des Feldaufgangs
erfolgte 2 Wochen bzw. 4 Wochen nach
der Aussaat (Aussaat: 22. September
2006). Der Feldaufgang konnte erneut
mit Hilfe des Probitmodells verrechnet
werden, wobei analog zum KF50%-Wert
der Schnittpunkt mit der Abszisse als
FA50%-Wert bezeichnet wurde.

Leitfahigkeit

In Anlehnung an den Feldaufgang
wurden die gleichen Akzessionen (100
Samen je Akzession in 2 Wiederholun-
gen) fiir die Leitfahigkeitspriifung aus-
gewihlt. Die Priifung der Leitfahigkeit
wurde entsprechend den Vorschriften
zur Priifung von Saatgut (ISTA 2005)
durchgefiihrt und ein Zusammenhang
zwischen der Leitfahigkeit und dem
Alter mittels der ANOVA iiberpriift. Im
Weiteren zeigte der Duncan-Test, welche
Ergebnisse sich signifikant voneinander
unterschieden.

Ergebnisse und Diskussion

Keimfahigkeit
Die Untersuchung von natiirlich geal-
tertem Kulturpflanzensaatgut auf seine
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Keimfahigkeit ergab eine Abnahme der
Keimungsrate mit steigendem Lebensal-
ter der Samen. Dabei reduzierte sich die
prozentuale Keimungsrate entlang einer
sigmoidalen Kurve, die nach ROBERTS
(1972) als Sameniiberlebenskurve de-
finiert wurde. Die Ausprigung dieser
Kurve unterschied sich zwischen den
einzelnen Kulturpflanzenarten. Inner-
halb einer Art entstanden partiell grof3e
Unterschiede zwischen den Keimfahig-
keiten der Genotypen eines Jahrganges,
wodurch die Standardabweichungen
sich stark vergroBerten. Im Besonderen
verursachten die Akzessionen von Lu-
pinus albus L., Avena sativa L., Horde-
um vulgare L., Triticum aestivum L.,
Daucus carota Arcang. und vor allem
Phaseolus vulgaris L. grole Streuungen
innerhalb der Jahrgénge. Hingegen war
die genotypische Variation zwischen den
Keimfédhigkeiten einer Alterungsstufe bei
den Akzessionen von Pisum sativum L.,
Viciasativa L., Zea mays L. und Cucumis
sativus L. deutlich geringer. Sie wiesen
Analogien im Keimungsverlauf auf und
erreichten innerhalb &hnlicher Zeitrdume
einen artspezifischen Abfall der Kei-
mungsrate. Auf der Grundlage dessen
liegt der Zusammenhang nahe, dass die
innerartliche Variabilitat bei einigen
Arten grofer ist als bei anderen.

Weiterhin ist nach Umwandlung und
Transformation der Keimféhigkeitser-
gebnisse in Probitgeraden zu erkennen,
dass die Abnahme der Keimfiahigkeit
mit zunechmendem Alter artspezifisch
unterschiedlich verlauft. Innerhalb der
gepriiften kohlehydrathaltigen Arten
(Abbildung 2a) ist Zea mays L. die
Art, die mit 12,3 Jahren den hochsten
KF50%-Wert besitzt (KF50% = Anzahl
der Lagerungsjahre bis Keimfahigkeit

von 50% erreicht ist). Gefolgt wird
diese Art von Hordeum vulgare L.
(KF50%-Wert: 9,8 Jahre), Avena sativa
L. (KF50%-Wert: 7,9 Jahre) und Triticum
aestivum L. mit einem KF50%-Wert
von 7,2 Jahren. Secale cereale L. und
Triticale Wittm. waren wahrend der
Untersuchungen die kohlehydrathaltigen
Saatgutarten mit den geringsten KF50%
Werten von 5,9 Jahren.

Die proteinhaltigen Arten (Abbildung
2b) konnten durchschnittlich héhere
KF50%-Werte erreichen. So war Pisum
sativum L., die Art mit dem hochsten
KF50%-Wert von 13,9 Jahren, gefolgt
von Lupinus albus L. (KF50%-Wert:
13,7 Jahre), Vicia sativa L. (KF50%-
Wert: 10,7 Jahre) und Phaseolus vulgaris
L. (KF50%-Wert: 9,9 Jahre).

Im Gegensatz dazu befanden sich die
KF50%-Werte der lipidhaltigen Saat-
gutarten auf einem geringeren Niveau
(Abbildung 2c). Linum usitatissimum
L. besall den hochsten KF50%-Wert
in dieser Gruppe mit 10,4 Jahren. Mit
abnehmenden KF50%-Werten folgten
Papaver somniferum L. mit 8,2 Jahren,
Brassica oleracea L. mit 7,3 Jahren und
Helianthus annuus L. mit 4,7 Jahren.

Starke Unterschiede zwischen der mitt-
leren Sameniiberlebensrate (KF50%)
traten in der Gruppe der Miscellaneous
auf (Abbildung 2d). Durch den hohen
KF50%-Wert von 14,9 Jahren verwies
Cucumis sativus L. auf die Féhigkeit lan-
ge keimfahig zu bleiben. Im Gegensatz
dazu konnten die Samen von Daucus
carota Arcang. bereits nach 6,1 Jahren,
die Samen von Lactuca sativa L. nach
4,6 Jahren und die Samen von Allium
schoenoprasum L. nach 2 Jahren nur
noch zu 50% keimen.
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Abbildung 2 a,b,c,d: Entwicklungen der Keimfahigkeiten (Probit) von
a) kohlehydrathaltigen b) proteinhaltigen c) lipidhaltigen Saatgutar-
ten und d) der Gruppe unbekannter Speicherstoffe Miscellaneous.
Unterschiedliche Buchstaben (a,b,c,d,e) symbolisieren signifikant
verschiedene Anstiege der Probitgeraden (p<0,05)

Da der Mittelwert der KF50%-Werte der kohlehy-
drathaltigen Saatgutarten bei 8,4 Jahren, der der
proteinhaltigen Saatgutarten bei 12,0 Jahren und
der der lipidhaltigen Saatgutarten bei 7,6 Jahren
lag, lasst sich eine Beziehung zwischen der Lénge
der Keimfahigkeit und der Speicherstoffe vermu-
ten. WALTERS et al. (2005) beschreiben diesen
Zusammenhang allerdings als hypothetisch, da
ihre Studien an 42.000 Akzessionen der NPGS
(National Plant Germplasm System) Kollektion der
USA keine eindeutigen Beziehungen zwischen den
Reservestoffen eines Samens und der Lange der
Keimfahigkeit herstellen konnten. Beide Studien
besitzen allerdings den Nachteil, dass die genaue
Speicherstoffmenge nicht bestimmt und ins Verhalt-
nis gesetzt worden ist.

Dennoch ergibt sich beim Vergleich der KF50%-
Werte der aktuellen Studie und der P50-Werte der
Literaturdaten von WALTERS et al. (2005) ein
Korrelationskoeffizient von 0,594* bei insgesamt
16 vergleichbaren Arten. Aus diesem Ergebnis ergibt
sich die Schlussfolgerung, dass die Keimfahigkeit
der einzelnen Genotypen in Abhéngigkeit von der
Lagerungsdauer zwar variiert, aber dennoch artspe-
zifisch ist. Lediglich die Lénge der Keimféhigkeit
kann durch duflere Faktoren verdndert werden, das
Verhéltnis der Langlebigkeit gegeniiber anderen
Arten jedoch nicht.

Feldaufgang

Die Feldaufgangspriifung ausgewdhlter Jahrgénge
der untersuchten Arten sollte weitere Schlussfolge-
rungen im Hinblick auf den Anbau von natiirlich
gealtertem Saatgut geben. Zu diesem Zweck wurde
analog fiir den KF50%-Wert (mittlere Sameniiber-
lebensrate) der FA50%-Wert kreiert, der die Anzahl
an Lagerungsjahren darstellt bis nur noch 50% der
Samen im Feld auflaufen.

Innerhalb der kohlehydrathaltigen Arten formierten
sich zwei Gruppen, die dhnliche FA50%-Werte und
analoge Anstiege der Probitgeraden besaflen. Die
FA50%-Werte der ersten Gruppe waren fiir Hordeum
vulgare L. 13,6 Jahre, fiir Avena sativa L. 11,4 Jahre
und fiir Zea mays L. 11,2 Jahre. Die Arten der zwei-
ten Gruppe besaBen bereits nach 7,3 Jahren (Triticum
aestivum L.) und nach 6,4 Jahren (Secale cereale L.)
nur noch einen 50%-igen Feldaufgang. Insgesamt
reagierten vier der fiinf kohlehydrathaltigen Saat-
gutarten mit einer Erhohung des FA50%-Wertes im
Vergleich zum KF50% aus den Keimfahigkeitsprii-
fungen. Lediglich bei Zea mays L. nahm dieser Wert
im Feld im Gegensatz zum KF50%-Wert ab, was in
einem engeren Zusammenhang mit den fiir Zea mays
L. ungiinstigen Feldbedingungen stehen konnte. Als
Wirme liebende Pflanze mit C,-Photosyntheseme-
chanismus konnten die Wachstumsbedingungen im
September keine Kompensation der abnehmenden
Globalstrahlung erreichen.
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Innerhalb der proteinhaltigen Arten
war Lupinus albus L. die Art mit dem
hochsten FA50%-Wert von 17,2 Jahren.
Nacheinander verringerte sich dieser
Zeitraum bei Vicia sativa L. mit 13,7
Jahren tiber Pisum sativum L. mit 12,0
Jahren zu Phaseolus vulgaris L. mit
11,6 Jahren. Bis auf Pisum sativum L.
konnten alle proteinhaltigen Arten den
FA50%-Wert im Vergleich zum KF50%-
Wert erhohen.

In dhnlicher Weise reagierte auch das
Saatgut der lipidhaltigen Arten auf die
Feldaussaat. Eine Zunahme der FA50%-
Werte erfuhren die Arten Linum usita-
tissimum L. mit 12,6 Jahren, Helianthus
annuus L. mit 6,8 Jahren und Brassica
oleracea L. mit 6,8 Jahren. Lediglich Pa-
paver somniferum L. erreichte innerhalb
eines kiirzeren Zeitraumes von 6,6 Jahren
einen Feldaufgang von 50%.

Im Gegensatz zu den anderen Spei-
cherstoffgruppen besaBlen die Arten der
Gruppe Miscellaneous einen geringeren
FA50%-Wert im Feld. Im Speziellen
bewegte sich der FA50%-Wert bei Cucu-
mis sativus L. um 7,6 Jahre, bei Daucus
carota Arcang. um 5,6 Jahre, bei Lactuca
sativa L. um 3,3 Jahre und bei Allium
schoenoprasum L. um 1,8 Jahre.
Obwohl der Feldaufgangsversuch Ende
September durchgefiihrt wurde, waren
die mittleren Sameniiberlebensraten auf
dem Feld (FA50%-Werte) der meisten
Spezies besser als im Labor. Dieser
Unterschied weist daraufhin, dass das
Saatgut an die Bedingungen im Feld
angepasst ist und diese fiir einen op-
timalen Aufgang auch bendtigt. Nach
POWELL (1988) wird das Auflaufen
der Samen durch eine Vielzahl von Fak-
toren beeinflusst, die im Zusammenhang
mit dem Wasserhaushalt, aber auch mit
mikrobiologischen Aktivititen stehen.
Im Gegensatz wurde eine Abnahme
der mittleren Sameniiberlebensrate auf
dem Feld vorwiegend bei kleinsamigen
Arten beobachtet, die generell durch
ihre kleinere GroBe und ihr geringeres
Samengewicht zu einem geringeren
Feldaufgang im Vergleich zur Keimfa-
higkeit tendieren.

Leitfahigkeit
Die Priifung der elektrischen Leitfa-
higkeit von Saatgut beruht auf dem
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Prinzip, dass die 16slichen Stoffe der
Saat wahrend der Einquellung ins Was-
ser libergehen und die Elektrolytmenge
gemessen werden kann (MATTHEWS
und POWELL 1987). Mit steigendem
Alter wird die Membranstruktur der
Samen unbestandiger, wodurch sich die
Diffusion von lonen wéhrend der Quel-
lung verstirkt (MCDONALD 1999).
Dies fiihrt zu dem Schluss, dass mit
steigendem Alter der Akzessionen auch
deren Elektrolytmenge in der Losung an-
steigt. Die Muster von Pisum sativum L.,
Vicia sativa L., Linum usitatissimum L.,
Brassica oleracea L. und Daucus carota
Arcang. konnten diesen Aspekt bestéti-
gen. Fiir die weiteren gepriiften Arten
der verschiedenen Speicherstoffgruppen
traf dies jedoch nicht zu. Besonders die
Akzessionen der kohlehydrathaltigen
Arten und der Gruppe Miscellaneous
stellten keine eindeutigen Zusammen-
hiange zwischen der Leitfdhigkeit und
dem Alter sowie auch nicht zwischen
der Leitfahigkeit und dem Feldaufgang
her. Kohlehydrathaltige Samen sind
zum Teil aus totem Speichergewebe
aufgebaut, dass bei einer Verletzung
zwar die Leitfahigkeit erhoht, aber nicht
zwingend sich auf den Feldaufgang
oder die Keimfiahigkeit auswirkt. Im
Gegensatz dazu nutzen die Samen von
Pisum sativum L. lebendes Gewebe zur
Speicherung, welches bei Beschadigung
die Leitfahigkeit erhoht und sich in der
Reduktion von Feldaufgang und Keim-
fahigkeit duBert.

Hoch signifikante Beziehungen zwischen
der Leitfédhigkeit und dem Feldaufgang
mit einem hohen Korrelationskoeffizien-
ten erreichten jedoch nur Pisum sativum
L., Vicia sativa L. und Linum usitatissi-
mum L. Diese Ergebnisse ermoglichen
die Annahme, dass die Prifung der
Leitfahigkeit als schnelle und zersto-
rungsfreie Methode fiir diese drei Arten
zum Ersatz der Keimfahigkeitspriifung
fithren konnte. Doch die genotypischen
Unterschiede zwischen den Messwerten
und die schwierige Unterscheidung zwi-
schen totem und lebensfahigem Material
(THORNTON et al. 1990) wiirde einen
enormen Arbeitsaufwand und unkalku-
lierbare Risiken nach sich ziehen, so
dass die Priifung der Keimfahigkeit stets
zuverlassiger ist.

Zusammenfassung

Insgesamt konnten die Untersuchungen
zeigen, dass der Zeitraum der Lagerung
fiir jede Art einzeln bestimmt werden
muss, da die Langlebigkeiten bereits in-
nerhalb einer Gattung variieren. Ebenso
unterscheiden sich diese innerhalb einer
Art zwischen den einzelnen Genoty-
pen.

Weiterhin konnte der Feldaufgang ver-
deutlichen, dass die meisten Arten im
Feld ein groBeres Potential zum Auflau-
fen besitzen als es die Ergebnisse der
Keimfzhigkeit belegen. Lediglich klein-
samige Arten besitzen im Feld aufgrund
ihrer GroBe einen Nachteil.

Die Messungen zur Leitfahigkeit fithrten
zu dem Schluss, dass einige Arten mit
steigendem Alter verstirkt Elektrolyte
abgeben. Doch fiir eine standardisierte
Nutzung iiber ein weites Spektrum an
Arten ist diese Methode wesentlich un-
genauer und damit fiir den Einsatz in der
Genbank nicht geeignet.
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Das Lagerungsverhalten von ,,ultra dry“ Weizensaatgut

Zusammenfassung

Durch Trocknung mit Silka Gel in
geschlossenen Behaltern bei Raumtem-
peratur wurde Weizensaatgut (Triticum
aestivum) auf Samenfeuchtigkeitsgehalte
(SFG) im Bereich von 0,28 bis 7,5% ein-
gestellt. Dieses Saatgut wurde dann bis
zu 6 Monate lang bei 50 °C gelagert. Die
anschlieBenden Keimfahigkeitsbestim-
mungen und Triebkraftpriifungen zeigten
fiir die Samen mit SFG zwischen 1 und
3% die beste Lagerungsféhigkeit. Eine
Reduzierung des SFG auf Werte unter-
halb von 1% zeigte eher eine schadliche
Beeinflussung der Lagerungsféhigkeit.
Diese Samen zeigten jedoch immer
noch eine hohe Keimfédhigkeit nach
einer kontrollierten Alterungspriifung
und sind damit immer noch stressstabil.
Die Ergebnisse zeigen, dass nach ,,ultra-
dry seed storage™ die Keimfahigkeit
und Triebkraft sehr gut erhalten werden
konnen.

Abstract

Wheat seeds (Triticum aestivum) with
seed moisture contents (MC) between
0.28 and 7.5% were obtained by using
silica gel in a sealed container under
room temperature. This seed was then
stored for up to 6 month at 50 °C. The
following germination and vigour tests
showed the best storability for the seeds
with MC between 1 and 3%. Areduction
of MC below 1% showed a harmful
effect upon storability. These ultra-dry
seeds showed a great stress tolerance
in a controlled deterioration test. These
results indicated the potential of ultra-dry
seed storage to keep high germination
and seed vigour.

Einleitung

Die ,ultra-dry seed storage* ist eine
Saatgutlagerungsmethode, bei der Saat-
gutproben mit sehr niedrigen Feuchtig-
keitsgehalten sogar bei relativ warmen
Lagerungsbedingungen schonend und
ohne erheblichen Keimfahigkeitsverlust

Q. YANG und M. KRUSE

gelagert werden konnen. Die Vorteile
sind: Eine hohe Keimfihigkeit; Energie-
sparend im Vergleich zu der Lagerung
bei Tiefgefrierung; Gesunderhaltung des
Saatgutes (ELLIS etal. 1996). Aber ,,ult-
radry*“ist nicht gleich ,,over dry*. Unter
zu trockenen Lagerungsbedingungen
wird die Lebensfahigkeit des Saatgutes
geschidigt. Der Schliisselpunkt ist, den
optimalen Feuchtigkeitsgehalt des Saat-
gutes fiir die ,,ultra-dry* Saatgutlagerung
herauszufinden. In Hinsicht auf die lang-
fristige Aufbewahrung wertvoller Saat-
gutproben in einer Genbank ist ,,ultra-dry
seed storage ein aktuelles Thema mit
praktischer Relevanz. Um die Frage,

Tabelle 1: Weizensaatgutsmaterial

wie trocken Samen fiir jegliche Art der
Saatgutlagerung mindestens sein miissen
und hochsten sein diirfen, zu beantwor-
ten, wurde das Lagerungsverhalten von
Weizensaatgut mit unterschiedlichen
Feuchtigkeitsgehalten unter warmen
Bedingungen untersucht. Dabei wurden
Weizenproben auf Samenfeuchtigkeits-
gehalte von <1% bis ca. 7,5% getrocknet
und 6 Monate bei 50 °C gelagert. An-
schlieBend wurden die Keimfahigkeit,
die Sprosslange, die Frischmasse des
Sprosses, sowie die Trockenmasse des
Sprosses und der Keimwurzeln bestimmt.
Eine Sorptionsisotherme wurde ebenfalls
erstellt, um den Gleichgewichtszustand

Sorte Kulturart Emtejahr ~ TKM SFG KF, L SGR
Tomi Winterweizen 2005 46,40 10,22 95,50 7,7 0,0136
Naturastor Winterweizen 2006 43,80 9,10 98,75 12,0 0,0136
Triso Sommerweizen 2006 39,39 12,35 93,50

TKM: Tausendkornmasse in g, SFG: Samenfeuchtigkeitsgehalt in %, KFO: Anfangskeimféhigkeit in %,
L: Sprosslange nach 7 Tagen in cm, SGR: Trockenmasse des Sprosses und der Wurzel in g

Tabelle 2: Keimfahigkeiten (%) der 3 Weizenpartien mit unterschiedlichen
Samenfeuchtigkeitsgehalten nach 2, 3, 5 und 6 Monaten Lagerung bei 50 °C

(n.b. nicht bestimmt).

Keimfahigkeiten

SFG vor der nach 2 nach 3 nach 5 nach 6

Probe (%) Lagerung Monaten Monaten Monaten Monaten
Naturastor 0,23 92 92 n.b. 63 47
0,58 91 89 n.b. 71 61

1,24 92 92 90 94 91

1,92 n.b. 87 82 89 98

2,66 n.b. 88 89 87 95

3,68 n.b. 86 90 87 63

4,49 n.b. 76 67 4 0

5,38 n.b. 22 0 0 0

6,27 93 0 0 0 0

6,27 93 0 0 0 0

6,02a 91 n.b. n.b. n.b. n.b.

6,02b 91 0 0 0 0

Tomi 1,42 n.b. 81 80 84 84
2,23 n.b. 84 80 81 83

2,84 n.b. 62 54 49 29

3,73 n.b. 68 16 4 6

3,88 n.b. 6 0 0 0

4,57 n.b. 0 0 0 0

6,62 n.b. 0 0 0 0

6,61 n.b. 0 0 0 0

Triso 5,33 n.b. 80,5 8 0 n.b.
6,07 n.b. 52 4 0 n.b.

6,62 n.b. 24 3 0 n.b.

7,57 n.b. 0 0 0 n.b.

Autoren: MSc. Qi YANG und Prof. Dr. Michael KRUSE, Universitat Hohenheim, Institut fir Pflanzenziichtung, Saatgutforschung und Popula-
tionsgenetik, Fruwirthstrale 21, D-70599 STUTTGART, yanggi@uni-hohenheim.de
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zwischen SFG und der relativen Luft-
feuchtigkeit (r.H.) bei 20°C im niedrigen
Samenfeuchtigkeitsgehaltsbereich zu
beschreiben.

Material und Methoden

Fir die Versuche wurden zwei Winter-
weizen- und eine Sommerweizensorte
ausgewahlt (Tabelle 1).

Die Weizensaatgutproben wurden iiber
Silka Gel (Trockenperle Orange) auf die
unterschiedlichen Trocknungsniveaus
getrocknet und anschliefend in luftdichte
Aluminiumfolientiiten verschlossen bei
einer konstanten Temperatur von 50 °C
in einem Trockenschrank gelagert.

Die Keimpriifungen erfolgten nach den
ISTA Vorschriften (ISTA 2005) mit
4 Wiederholungen je 25 Samen. Die
Keimféhigkeitspriifungen wurden 2, 3,
5, 6 Monate nach Beginn der Lagerung
bei einer Temperatur von 50 °C durch-
gefiihrt.

Die Bestimmung des Samenfeuchtig-
keitsgehaltes vor der Trocknung (SFGO)
erfolgte nach den ISTA Vorschriften
(ISTA 2005). Die Bestimmung des
Samenfeuchtigkeitsgehaltes nach der
Trocknung (SFG) wurde mit dem Ge-
wicht der Proben vor der Trocknung
(Gew,) und nach der Trocknung (Gew)
nach der folgenden Formel berechnet:

SFG=Gew*Gew *SFG/(100-
Gew+Gew,)

SFG,: Samenfeuchtigkeitsgehalt vor der Trocknung
SFG: Samenfeuchtigkeitsgehalt n. d. Trocknung
Gew: Gewicht der Probe nach der Trocknung
Gew,: Gewicht der Probe vor der Trocknung

Die Sprossldnge sowie die Trocken-
masse des Sprosses und der Wurzeln
7 Tage alter Keimlinge wurden nach
dem Handbook of Vigour Test Methods
(HAMPTON und TE KRONY 1995)
bestimmt.

Fiir die kontrollierte Alterung wurden die
Samenfeuchtigkeitsgehalte der Weizen-
proben auf 18% eingestellt. Dann wurden
die Proben luftdicht verschlossen und im
Wasserbad mit 45 °C 24 Stunden lang
gelagert. Die Menge an Wasser (M,), die
zu einer Probe der Masse (M) mit einem
Samenfeuchtigkeitsgehalt (SFG,) zuge-
fligt werden muss, um den Zielfeuchtig-
keitsgehalt SFG, zu erhalten, wurde nach
folgender Formel berechnet:
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Abbildung 1: Keimfahigkeiten (KF) der Winterweizenprobe Naturastor nach
Lagerung bei 50 °C in Abhangigkeit von der Lagerungsdauer und dem Samen-

feuchtigkeitsgehalt (SFG)
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Abbildung 2: Sorptionsisotherme fiir die Winterweizenpartie Naturastor

M,= (SFG,-SFG )*M_/(100-SFG )

M,:  Anfangsmasse der Saatgutsprobe in g

M,:  Die Menge an Wasser, die zu der
Saatgutprobe zugefligt werden muss in g

SFG,: Anfangssamenwassergehalt der
Saatgutsprobe in %

SFG,: Der erwartet Saatgutswassergehalt der

Saatgutsprobe in %, hier ist SFG,= 18%
Die Ergebnisse der Keimpriifungen
wurden mit einer Toleranztabelle nach
den ISTA Vorschriften (ISTA 2005) auf
signifikante Unterschiede gepriift. Die

Ergebnisse der Triebkraftbestimmungen
wurden mit SAS (Statistical Analysis
System, Version 9,13) mittels einfacher
t-Tests auf signifikante Unterschiede
geprift.

Die relative Luftfeuchtigkeit (r.H.) wurde
mit dem Messgerét Testo645 der Firma
Testo und einem Einstechfiihler in ver-
schlossenen Aluminiumfolientiiten mit
Saatgut bestimmt.
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Das Lagerungsverhalten von ,ultra dry“ Weizensaatgut

Tabelle 3: Die Ergebnisse der Triebkraftprifungen (Sprosslédnge 7 Tage alter
Keimlinge (L) und Trockenmasse von Spross und Wurzel (SGR)) der beiden
Winterweizenpartien mit verschiedenen Samenfeuchtigkeitsgehalten (SFG)

nach der Lagerung

~Seed Vigour Test“ nach

Probe SFG (%) Vigour Test 2 Monaten 3 Monaten 5 Monaten 6 Monaten
Naturastor 1,24 L (cm) 12,7 12,5 12,5 12,0
SGR (9) 0,0118 0,0131 0,0110 0,0142
1,92 L (cm) 12,6 12,8 12,9 12,2
SGR (g) 0,014 0,0159 0,0119 0,0151
2,66 L (cm) 11,2 11,8 11,6 11,6
SGR (g) 0,0114 0,0127 0,0118 0,0147
Tomi 1,42 L (cm) 7.4 7,9 7,6 7,3
SGR (9) 0,0110 0,0121 0,0121 0,0115
2,23 L (cm) 7,2 8,0 7,7 6,9
SGR (9) 0,0116 0,0124 0,0124 0,0113

L: Keimblattlange in cm, SGR: Trockenmasse des Sprosses und der Keimwurzel in g

Tabelle 4: Keimpriifung nach 24 Stun-
den Alterung

Probe SFG (%) DKF (%)
neu 2-1 0,23 90,50
neu 2-8 0,58 95,50
Kontrolle 9,10 0

DKF: durchschnittl. Keimféhigkeit nach der Alterung

Ergebnisse

In Tabelle 2 sind die Keimféhigkeiten der
Winterweizenproben fiir die jeweiligen
Trocknungsniveaus vor und nach der
Lagerung dargestellt. Tabelle 3 zeigt
nachfolgend die Ergebnisse der Trieb-
kraftpriifungen. Bei Winterweizen gab es
wihrend der Lagerung bei 50 °C keinen
signifikanten Keimfidhigkeitsverlust
bei Saatgut mit Samenfeuchtigkeits-
gehalten zwischen 1 und 3%. Dies ist
der Bereich der ,ultra-dry* Lagerung.

Nach 5 Monaten Lagerung gingen die
Keimfdhigkeiten der Proben mit 0,23
und 0,58% Samenfeuchtigkeitsgehalt
signifikant zuriick. Die Weizenproben
mit Samenfeuchtigkeitsgehalten liber
3% wiesen nach 6 Monaten Lagerung
einen starken Keimfahigkeitsverlust auf.
Dabei gilt: Je feuchter die Probe, desto
groBer der Verlust. Die Keimfahigkeiten
der Sommerweizenproben, deren Sa-
menfeuchtigkeitsgehalte nicht so niedrig
lagen wie die der Winterweizenproben,
sanken alle sehr rasch.

Nach ca. 3 Monaten Lagerung verloren
die Saatgutsproben fast vorstandig ihre
Keimfdhigkeiten, obwohl sich der SFG
immer noch in dem fiir Saatgutlagerung
in Genbanken zugelassenen Bereich
befanden. Die Saatgutproben der Sorte
Naturastor mit einem SFG von 0,23 und

Phase 1 Phase 2 Phase 3
overdry | ultradry | dry
Alterungs-
toleranz N\
(rel.) /

—
20°C

T |
2 3

—_

Samenfeuchtigkeitsgehalt (%)

| | | | =
4 5 6 7

Abbildung 3: Arbeitshypothese fiir die weiteren Arbeiten zur ,,ultra-dry“ Lage-

rung von Saatgut
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0,58% zeigten nach der Lagerung und ei-
ner kontrollierten Alterung bei 18% SFG
und 45 °C immer noch Keimfahigkeiten
von 90,5 bzw. 95,5%, wahrend die Probe
mit 9,1% Samenfeuchtigkeitsgehalt nach
der kontrollierten Alterung ihre Keimfa-
higkeit vollstindig verloren hatte.

Wie Abbildung 2 lieB sich mit einem
Bestimmtheitsmall von R? = 0,905 der
lineare Zusammenhang zwischen dem
Samenfeuchtigkeitsgehalt und der relati-
ven Luftfeuchtigkeit in dem untersuchten
Bereich signifikant beschreiben.

Nach der Formel stehen die ,,ultra-dry*
Samenfeuchtigkeitsgehalte 1,24%,
1,92% und 2,66% mit jeweils 9,10%,
12,85% und 16,93% relativer Luft-
feuchtigkeit im Gleichgewicht. Die
zwei ,over dry“ Saatgutproben mit
Samenfeuchtigkeitsgehalten von 0,23%
und 0,58% stehen demnach mit relati-
ven Luftfeuchtigkeiten von 3,53% bzw.
5,46% im Gleichgewicht.

Diskussion

Nach der Abbildung 3 l&sst sich der
Samenfeuchtigkeitsbereich von 0%
bis 100% bei Weizen in drei Phasen
unterteilen:

In Phase drei (SFG > 3%) wird die Bezie-
hung zwischen dem Samenfeuchtigkeits-
gehalt und dem Keimfahigkeitsverlust
durch die Lebensfahigkeitsgleichung von
Ellis und Roberts beschrieben (KRUSE
2000, FLYNN und TURNER 2004). In
Phase zwei (SFG zwischen 1 und 3%)
kann die Lebensfahigkeitsgleichung die
Beziehung zwischen Samenfeuchtig-
keitsgehalt und Keimfahigkeitsverlust
nicht beschreiben. Der Keimfahigkeits-
verlust ist gering und wird vom SFG
und auch von der Temperatur nicht we-
sentlich beeinflusst. In diesem Bereich
befindet sich das ,,ultra-dry* Saatgut. In
Phase eins (SFG < 1%) wird die Lebens-
fahigkeit des Weizensaatgutes wegen des
zu starken Verlustes von starkgebunde-
nem Wasser beeintrachtigt.

Literatur

ELLIS, R.H., T.D. HONG, D. ASTLEY, A.E.
PINNEGAR and H.L. KRAAK, 1996: Survival
of dry and ultra-dry seeds of carrot, groundnut,
lettuce, oilseed rape, and onion during five years
hermetic storage at two temperatures. Seed
Science and Technology.

FLYNN, S. and R.M. TURNER, 2004: Seed Via-
bility Equation: Viability Utility. Royal Botanic

65



Q. YANG und M. KRUSE

Garden, Kew. http://www.rbgkew.org.uk/SID/
Viability Equation, 08.01.2006.

KRUSE, M., 2000: Anwendungen der Lebensfa-
higkeitsgleichung auf die Lagerung landwirt-
schaftlichen Saatguts. Arbeitstagung 2000 der

66

Vereinigung Osterreichischer Pflanzenziichter, national Seed Testing Association, Bassersdorf,

Osterreich, 21.-23. November 2000, BAL Schweiz.

Gumpenstein, 33-36. International Seed Testing Association, 2005: Seed
HAMPTON, J.G. and D.M. TE KRONY, 1995: Science and Technology, 27, Supplement. Zu-

Handbook of Vigour Test Methods, The Inter- rich, Switzerland, 155-199, 271-273.

58. Tagung der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs 2007



Fortschritte in der Saatguttechnologie und -untersuchung - Ertragsorientierte Ziichtungsstrategien fiir neue Verwertungsmaglichkeiten

Die Tetrazolium Working Sheets, Methodenentwicklung
und Aufnahme neuer Arten in die ISTA-Vorschriften

Das Topographische
Tetrazoliumverfahren

Mit dem Topographischen Tetrazoli-
umverfahren ist eine rasche und genaue
Bestimmung der Lebensfihigkeit von
Samen moglich. Selbst bei ruhenden
Samen liefert die Lebensfahigkeitsprii-
fung zuverldssige Information tiber den
Beschaffenheitszustand von Samen in
kurzer Zeit. Daher wird sie besonders
bei solchen Arten eingesetzt, bei denen
eine Bestimmung der Keimféhigkeit sehr
eilig, sehr schwierig ist oder sich iiber
langere Zeit hinzieht.

Bei dieser biochemische Methode dif-
fundiert das Triphenyltetrazoliumchlorid
nach einer Praparation der Samen in die
Gewebe und wird in lebenden Zellen
durch Elektronen aus der Atmungsket-
tenreaktion zum rotgefarbten Formazan
reduziert. Somit konnen lebende Gewebe
von den ungefarbt verbliebenen toten
Geweben differenziert werden (Abbil-
dung 1). Zur Beurteilung von Samen
als lebensféhig gibt es artspezifische
Auswertungsschemata die das Mindest-
ausmal} und die Lage von gefarbtem,
lebendigem Gewebe anzeigen.

Fiir die Durchfiihrung des Topographi-
schen Tetrazoliumtests liegen die ISTA
Working Sheets on Tetrazolium Testing
in zwei Banden vor. Volume | beinhaltet
dabei 126 Arten aus 30 verschiedenen

Abbildung 1: Tetrazoliumtest bei
Prunus, oben lebensfihige Samen,
unten nicht lebensfahige Samen

S. KRAMER, A. JONITZ und N. LEIST

Familien von landwirtschaftlichen- Ge-
miise- und gértnerischen Arten, wéhrend
Volume II 119 Gattungen von Gehdlzar-
ten aus 44 Pflanzenfamilien umfasst.

ISTA Tetrazolium Working Sheets

Wie am Beispiel des Arbeitsblattes fiir
Abies (Abbildung 2) zu sehen, sind alle
erforderlichen Schritte iibersichtlich auf
einer Seite dargestellt, die Seiten sind

alphanumerisch sortiert, damit Ergan-
zungen eingefligt werden kdnnen.

Die Schemazeichnungen der ganzen
Samen zeigen die Lage der einzelnen
Gewebebereiche in einheitlicher Farb-
symbolik. Dabei sind die embryonalen
Gewebe weil}, die Nahrstoffspeicherge-
webe Endosperm und Perisperm gelb,
die Samenschalen blaugriin und die
Fruchtschalen braun.

1. Species / Genus

2. Instruments

Abies, Pinaceae; Fir, Tanne

Seed tissue (longitudinal section)

Beakers (4 x 530 ml), dissecting needle, filter paper,

forceps, sclapel, support for preparation (rubber),
support for evaluation, alcohal for cleaning

3. Pretreatment

4. Preparation before staining

MNone

Frepare the dry seeds. Cut transversely at both

ends, to open embryo cavity. Incubate seedsin TZ
solution by the following treatment: Treat TZ imbibed
seeds 3 x 10 minutes with low pressure

5. Staining

6. Preparation for evaluation

18 hours, 30°C, 1,0 % TZ-solution

Cut longitudinally through endosperm, expose

embryo, remove seed coat

7. Evaluation (maximum area of unstained,
flaccid and/or necrotic tissue permitted)

Mone, except small superficial necrosis on the outer
part of the endasperm, not in connection with

embryo cavity

8. Remarks

Old and dry seeds may give mare consistent results

if imbibed for 48 hours

Alternative method explained in the ISTA-Rules
Tahble BA

Fig. 1. Freparation step (s)

Fig 2: Evaluation, examples of none viable seeds.

L )
")

Abbildung 2: ISTA Tetrazoilum Working Sheet Abies

Autoren: Stefanie KRAMER, Andrea JONITZ, Norbert LEIST, Referat Saatgutuntersuchung und Angewandte Botanik, LTZ Augustenberg,
Nellerstral’e 23, D-76227 KARLSRUHE
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Dem Saatgutpriifer wird somit schon
vor dem ersten Arbeitsschritt vor Augen
gefiihrt in welche Gewebebereiche er
eingreift. Somit kann er abschitzen wo
genau Wundreaktionen zu erwarten sind
und ist in seiner Beurteilung sicher.

Ebenso sind die Richtlinien zur Prépa-
ration als Skizzen dargestellt bei denen
die Schnittfithrung fiir jeden Préparati-
onsschritt eingezeichnet ist.

Beispielhaft werden jeweils Farbebilder
von nicht lebensfahigen Samen aufge-
zeigt.

Die bei allen Arten moglichst kurz
und gleichformig gehaltenen Beschrei-
bungen umfassen eine Auflistung der
erforderlichen Arbeitsmittel und alle
erforderlichen Arbeitsschritte wie die
Vorbehandlung, Praparation, Féarbung,

detaillierte Vorschriften zur Beurteilung
sowie Bemerkungen.

Aufnahme von Methoden
in die ISTA Vorschriften

Fiir die Aufnahme neuer Arten in die ver-
bindlich geltenden ISTA Vorschriften be-
darf es jedoch der Methodenvalidierung.
Die Vorgehensweise bei der Eingabe
neuer Methoden beginnt mit der Antrag-
stellung zur Aufnahme einer Methode in
die ISTA-Rules beim \Vorsitzenden des
entsprechenden Komitees. Nimmt das
Komitee den Vorschlag an, so erfolgt
die Erarbeitung und Validierung der
Methode in Vergleichsuntersuchungen.
Fallt die Validierungsstudie positiv aus,
so wird im entsprechenden Komitee {iber
die Aufnahme der Methode abgestimmt
und die Zustimmung iiber das ISTA

- Anregung durch ein Mitglied oder
ein nicht -Mitglied

v 4

Leiter des Komitees oder
Leiter einer Arbeitsgruppe

v

‘ Beurteilung durch das Komitee oder die Arbeitsgruppe

e

Beendigung

v

Ausarbeitung einer Methode

und Validierung

| ja
nein

v

‘ Weitere Arbeiten }4— ‘ Validierung befriedigend ‘

nei

ja

Beendigung

‘ Abstimmung durch das Komitee

nem
ot Annahme

ja

Vorschlag liber das Sekretariat an das Vorschriften Komitee;
Priifung der Vereinbarkeit mit den Vorschriften und
endgliltige Formulierung

\

‘ Abstimmung durch die Vollversammlung ‘

nein

v

Annahme

I

‘ Einarbeitung in die ISTA Vorschriften, Versffentlichung ‘

Abbildung 3: Vorgehensweise bei der Einbringung von Methoden in die ISTA

Vorschriften
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Sekretariat an den Methodenausschuss
weitergereicht, der die Vereinbarkeit
mit den Vorschriften priift und die end-
giiltige Formulierung bestimmt. In der
darauffolgenden Vollversammlung der
Vereinigung wird die Methode in die
ISTA-Rules aufgenommen. Wird die
Annahme des Vorschlages in einer der
Prozessstufen ablehnt, so besteht die
Moglichkeit eine revidierte Fassung
erneut beim Vorsitzenden des Komitees
einzureichen (Abbildung 3).

Als methodische und fachliche Vorlagen
fur Arten, die noch nicht in den ISTA-
Rules beschrieben sind, dienen das ISTA
Tetrazolium Handbuch von Moore - mit
umfassenden Literaturangaben -, die
ISTA Tetrazolium Working Sheets, das
AOSA Tetrazolium Handbuch sowie die
einschlagige Bestimmungsliteratur und
Internetquellen.

Bei der Methodenoptimierung sind die
unterschiedlichen Einflussparameter fiir
die einzelnen Samenarten abzustimmen.
Sowurde die im ISTA Tetrazolium Hand-
buch von Moore beschriebene Methode
fiir die Lebensfahigkeitsbestimmung von
Carthamus optimiert, indem die einzel-
nen Arbeitsschritte iberpriift wurden.

Vorgehensweise bei der
Methodenentwicklung

Zunéchst muss die Samenmorphologie
iberpriift werden - ist Endosperm oder
Perisperm vorhanden oder handelt es
sich um Samen ohne Nahrgewebe. Wie
soll die Priparation erfolgen, in trocke-
nem oder in vorgequollenem Zustand?
Wo und wie ist der Same zu 6ffnen, damit
die Tetrazoliumldsung bestmdglichst in
alle relevanten Gewebe eindringen kann?
(Abbildung 4)

Wie konzentriert muss die Tetrazolium-
16sung sein und wie ist die Kombination
aus Temperatur und Zeit beim Farbevor-
gang zu wahlen, um ein optimales Férbe-
bild zu erhalten? Unzureichend ebenso
wie zu intensiv gefarbte Gewebe konnen
beim wenig erfahrenen Saatgutpriifer zu
fehlerhaften Beurteilungen fithren. Die
Unterscheidung von lebensféhigen und
von nicht lebensfahigen Samen muss
klaren Richtlinien folgen. Abbildung 5
zeigt einen nicht lebensfédhigen Samen
aufgrund nekrotischer Wurzeln und Ko-
tyledonen-Schéaden im Ubergangsbereich
von der Wurzel zu den Keimblattern
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Abbildung 4: Optimierung der Priparationsmethode bei Carthamus, Offnung

des Samens in Langs- oder Querrichtung

(Abbildung 5). Ist eine Methode so im
Detail beschrieben, wird der Methoden-
entwurf zur Aufnahme in die ISTA-Rules
eingereicht.

ISTA Validierungsstudie bei
Tomate, Lycopersicon esculentum
Im Folgenden wird das aktuelle Verfah-
ren der Aufnahme des Topographischen
Tetrazoliumtests fiir Tomate, Lycopersi-
con esculentum in die ISTA Vorschriften
beschrieben.

Im Oktober 2006 wurde durch das
Tetrazoliumkomitee beschlossen, die
Methode zur Lebensféhigkeitsbestim-
mung bei Tomate in die ISTA-Rules
aufzunehmen. Eine Methode lag bereits
in den ISTA Working Sheets vor, sodass
nur noch eine Validierung der Methode
erfolgen musste. Die Organisation dieser
Aufgabe wurde von Herrn Dr. HERR,
Universitdt Hohenheim zusammen mit
der Vorsitzenden des Tetrazoliumkomi-
tees Frau KRAMER, LTZ Augustenberg
iibernommen.

Als erster Schnitt war die Planung der
Validierungsstudie im Hinblick auf die
statistische Auswertung erforderlich.
Nach der Materialbeschaffung im Januar
2007, die vier Proben unterschiedlicher
Qualitat umfasste, musste dieses auf
seine Eignung mit jeweils 4 x 100 Samen
voruntersucht werden.

Danach konnten 9 Labore weltweit fiir
die Teilnahme an dem Ringuntersuchun-
gen gewonnen werden, an welche Mitte
Februar die Proben verschickt wurden.
Die Untersuchung musste bei allen vier
Qualitdten an jeweils 4 x 100 Samen
erfolgen, der Ergebnisbericht sollte Ende
Marz vorliegen, sodass die statistische
Auswertung bis Oktober 2007 abge-
schlossen werden konnte.

Die Beurteilung der Validierungsstudie
im Tetrazoliumkomitee einschlieBlich
Abstimmung erfolgte im November
2007, sodass der Termin zum Einrei-
chen von Methodenvorschlagen zur
Abstimmung bei der folgenden Vollver-
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Abbildung 5: Beurteilung des Farbe-
bildes, Schaden an der Wurzel und
am Ubergangsbereich zu den Koty-
ledonen

sammlung beim ISTA Sekretariat, im
November 2007, eingehalten werden
konnte.

Nach erfolgreicher Abstimmung iiber die
Methode bei der ISTA Vollversammlung
im Juni 2008 wird die Methode in die IS-
TA-Rules aufgenommen und steht somit
als weitere Methode fiir die Ausstellung
von Tetrazoliumergebnissen bei Tomate
auf ISTA Zertifikaten zur Verfiigung.
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An automated image analysis system

for seed vigour assessment in rapeseed
G. TOHIDLOO, M. KRUSE, H. DADGOSTAR, |I. BORCHARDT, A.E. BAER and M. FRAUEN

Abstract

For vigour testing in rapeseed (Brassica
napus L.), seeds were germinated in
the dark under optimum conditions (no
drought stress, 20 °C for 48 h) and under
drought and temperature stress (PEG
with water potential of -0.3 MPa at 30
°C for 48 h). Due to a vertical orientation
of the blotters, seedlings were grown
alongside the paper. For evaluation of
seed vigour, blotters with seedlings were
scanned with an inverted flatbed scanner
and images were analysed with a self
developed software program, called
AutoVig. Mean and standard deviati-
on of seedling area were determined.
Differences between the seed lots were
significant in both tests. Under optimum
germination conditions seedling area
was at least doubled compared to stress
conditions. The results obtained with the
AutoVig system from 34 rapeseed seed
lots were correlated with field emergence
data of the same seed lots from 20 field
experiments. The mean field emergen-
ces ranged from 21 to 86%, indicating
a broad stress variation. Significant
positive correlations between AutoVig
data obtained under stress and the field
emergence percentages were found in 15
field experiments, between AutoVig data
obtained under optimum conditions and
the field emergence percentages in 19
field experiments. Moreover, the results
of 19 field experiments were positively
correlated with standard germination ac-
cording to the ISTA Rules but correlation
coefficients were generally lower than
between field emergence and AutoVig.

Introduction

Many efforts have been done to employ
computer based imaging systems to ea-
sily investigate different parts of plant or
seed for different goals. Some of those
systems simply consider seed size, shape

and colour during the germination pro-
cess under optimum and stress conditions
(DELL’AQUILA 2007). MCCORMAC
et al. (1990) developed an automated
system for the assessment of vigour in
lettuce (Lactuca sativa L.) seed lots.

By growing the seedlings using a slant-
board test in which seeds were planted
on a blotter and grown vertically in the
dark, a video camera was able to capture
gray-scale images of seedlings. But they
were able to capture only five seedlings
per image due to limitations imposed by
the imaging device. Commercial seed
vigour assessment systems also exist to
determine seed vigour, such as the Ball
Vision Index (CONRAD 1997) and the
Paradigm System (MCNERTEY 1999).
These systems capture and examine
seedling parts such as cotyledon area
(Ball Vision Index) or root length (Para-
digm System). In general, such tests must
be objective (even though subjective
interpretation may be required), rapid (to
meet client and laboratory requirements),
simple (from a cost prospective and also
to allow moderately trained personnel to
conduct the test), economically practical
(the costs involved should not outweigh
the benefits), and reproducible (ISTA
1995).

Considering those expectations, in the
last five years an automated image ana-
lysis system was developed by Sako and
MCDONALD (2001) for vigour assess-
ment of lettuce. The system addresses an
imaging platform that can capture images
of multiple seedlings from the side,
enabling simultaneous measurements of
both hypocotyls and radicles. Later on,
they adjusted the system for cucumber
(Cucumis sativus L.) and developed it for
soybean (Glycine max L.), too (SAKO
et al. 2004, MCDONALD et al. 2005).
XU et al. (2005) tried to solve seedlings
overlap in corn (Zea mays L.) which is

one of the key notes of image analysis
systems in species in which seedlings
have multiple roots. HOFFMASTER et
al. (2005) developed a seed vigour ima-
ging system for three day-old soybean
and corn seedlings which could classify
the seedlings into six categories based
on their shape. All above mentioned
image systems were technically verified
in the lab but not validated as vigour test
by field emergence data obtained under
stress conditions. Such a validation is
required according to the ISTA seed
vigour committee for the assessment of
seed vigour tests. Therefore, the main
objectives of this study were:

1. Development of an automated image
analysis system for seed vigour as-
sessment in rapeseed (Brassica napus
L.), based on the principle of the
system of Sako and MCDONALD
(2001).

2. Validation of the system by com-
parison of the results with field
emergence under different field
conditions.

Material and Methods

For the experiments 34 seed lots from
five different varieties of winter rape-
seed (Brassica napus L.) were used,
including seed lots with germination
percentages below the certification th-
reshold (85%).

In preparatory experiments it was found
that germination in a water potential
of -0.3 MPa at 30 °C for 48 h provides
appropriate stress intensity for vigour
testing in rapeseed. The water potential in
this study was obtained with a polyethy-
lene glycol (PEG) solution according to
MICHEL and KAUFMANN (1973).

For vigour tests, 50 positions were
marked on a blue blotter (Anchor Paper,
St. Paul, MN, USA,; landscape format
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23x14 c¢cm, 3 rows of 17, 16 and 17) by
using a pencil and a template. The blotter
was saturated with the PEG solution and
placed inside a 25%21x2 cm plastic box
(Bock, Lauterbach, Germany). Then, the
seeds were planted at the positions and
were covered with a wax paper sheet
(23%x14 cm, Anchor Paper, St. Paul, MN,
USA) and another saturated blue blotter.
On top of the blotter, the second replicate
of 50 seeds was planted and so on. Each
box finally comprised four replicates of
50 seeds and the top was covered with an
extra blue blotter. The entire stack was
carefully pressed with a flat plastic plate
to fix the seeds at their positions. The
plastic box was covered with a plastic foil
and fixed firmly with a rubber band and
placed upright, i.e. the blotter surfaces
were at almost 90° from the horizontal,
in a dark germinator at 30 °C for 48 h.
After that period, the boxes were opened
and the blotters with the seedlings were
removed from the boxes and placed one
by one into a rack that contains a flatbed
scanner (hp-scan jet, model 4400 C) in
an upside-down orientation in the cover
(Figure 1). When closing the cover, the
glass plate of the scanner is just above
the seedlings on the blotter and images
were scanned at high resolution (1200
dpi) and saved as JPG files.

For image analysis, a specific software
program called AutoVig was written in
Matlab 7.1 (The MathWorks, Inc. 3 App-
le Hill Drive Natick, MA-US). The main
procedure is the following: First, the

blotter is extracted from the entire image.
Then the colour of picture is converted to
black and white and a grey threshold is
applied to separate the bright seedlings
from the dark background.

Afterwards, small non-seedling areas
like non-germinated seeds, seed coats or
reflections in the blotter were discarded
by applying a minimum threshold for
the pixel number of white areas. Then,
the remaining white areas were counted
and the number is shown on the program
screen. Thereafter, the sizes of the white
areas were determined in pixel and ex-
ported to an Excel file (Microsoft Excel,
2003). Also, mean size of the white areas
and the standard deviation is indicated
for the analyzed blotter on the screen.

For further statistical analyses, data were
exported to Statistical Analysis System
(SAS, version 9.13), e.g. for correlation
analyses with field emergences.

For standard germination tests seeds
were germinated in germination boxes
on blue blotters according to the ISTA
Rules (2005). Four replicates of 50 seeds
were germinated at 20 °C for 7 days and
the numbers of normal seedlings were
recorded.

For field emergence tests, 20 field expe-
riments were conducted in five different
locations during 2005 and 2006. The
experiments were done with different
experimental designs, sowing depths and
dates using the same 34 seed lots. It was
taken care that no volunteer rapeseed was

Figure 1: The PVC box containing the upside-down orientated scanner in the
cover
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present. Field emergences were counted
about two weeks after sowing when
emergence was completed.

Results

The image analysis system resulted aver-
age seedling sizes per seed lot between
326 and 472 pixels when germinated
under stress conditions and between 630
and 1225 pixels under optimum condi-
tions. Table 1 shows that seedling sizes
under stress conditions were conside-
rably smaller than those under optimum
conditions. The standard germination
ranged between 76 and 99%.

Mean field emergences per field expe-
riment ranged from nearly 20% (heavy
stress condition) to 86% (optimum con-
dition). Mean field emergences per seed
lot ranged between 50 and nearly 65%.

Correlation coefficients between mean
seedling size in the stress test, mean
seedling size in the optimum test, percen-
tage of normal seedlings in the standard
germination test and field emergences in
the 20 different experiments are shown
in table 2. There were mostly positive
correlations between the test results and
field emergences. Out of 20 coefficients
of correlation, 19 were significant for
the correlation between seedling size in
the optimum test and field emergence,
15 were significant for the correlation
between seedling size under stress con-
ditions and field emergence and 19 were
significant for the correlation between
standard germination and field emer-
gence. Generally, most of the correlation
coefficients between seedling size in
the optimum test and field emergences
were higher than those between standard
germination and field emergence, which
again were generally higher than those
between seedling size in the stress test
and field emergence.

Discussion

There are many laboratory and field
emergence researches on different plant
species which argue and proof that both
germination velocity and uniformity play
adecisive role for field emergence. These
two properties are the most important and
good predictors of seed vigour (SAKO
and MCDONALD 2001).

Image analysis is a very fast and objec-
tive tool for measuring seedling size in
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Table 1: Mean seedling area of the seed lots germinated under optimum (SAVN)

and stress conditions (SAPE)

Seed lot SAVN (Pixel)  SAPE (Pixel) Seed lot  SAVN (Pixel)  SAPE (Pixel)
1 630 459 18 890 457
2 671 337 19 895 441
3 714 456 20 896 434
4 725 374 21 902 447
5 740 328 22 904 441
6 745 348 23 908 443
7 790 326 24 940 409
8 790 373 25 955 428
9 806 428 26 993 431

10 808 352 27 1000 416
1 810 356 28 1001 460
12 817 356 29 1022 421
13 825 376 30 1105 456
14 858 472 31 1112 426
15 860 438 32 1139 447
16 878 367 33 1161 427
17 880 424 34 1225 433

seed vigour testing. Both, germination
velocity and uniformity can be obtained
easily within a short period of time.
The meaning of the measured seedling
size values as estimates for seed vigour
mainly depends on the kind of germi-
nation test, the germination conditions,
the measured characteristic and finally
also on the precision and accuracy of
the measuring tool. As a consequence,
developed image analyses systems for
seed vigour evaluation for a certain
species may not work for others. For ex-

ample rapeseed has a short hypocotyl in
comparison with lettuce so that a system
adapted to lettuce does not function for
rapeseed. AutoVig is specially designed
and developed for image analysis of ra-
peseed. The germination method is done
in a kind of ,,sandwich“-arrangement of
the 4 replicates of 50 seeds. Germination
is done in a box placed in an incubator at
90° from horizontal for 48 h only. There
is a possibility to ignore dead seed and
remove small image noises in AutoVig
as well. This gives a chance to the user

Table 2: Correlations between seedling area under stress conditions (SAPE),
under optimum conditions (SAVN) and standard germination percentage (NGer)
with field emergences in 20 different field experiments

field experiment SAPE  SAVN  NGer field experiment SAPE SAVN NGer
BD0512 0.35* 0.82* 0.52* HDO064 0.46* 0.71*  047*
BD0514 0.42* 0.64* 0.42* HD066 0.27ns 0.45*  0.33*
BD0522 0.53*  0.54* 0.56* HLO51 0.43* 0.58* 0.54*
BD0524 0.62* 0.54* 0.57* HLO052 0.48* 0.62* 0.57*
BD062 0.26ns 0.48* 0.33* HLO6 0.60* 0.64* 0.63*
BD064 0.08ns 0.50* 0.32* MAO051 0.51* 0.46* 0.62*
BD066 0.26ns 0.40* 0.55* MAOQ52 0.64* 0.46* 0.76*
HDO051 -0.23ns 0.16ns -0.04ns MAOQ6 0.36* 0.55* 0.48*
HD052 0.52*  0.50* 0.52* OL051 0.35* 0.59* 0.42*
HD062 0.43*  0.60* 0.51* OL052 0.44* 0.65* 0.43*

BD0512: Bad Lauchstadt, sowing date 1, sowing depth 2 cm, 2005

HDO064: Heidfeldhof, sowing depth 4 cm, 2006

BDO0514: Bad Lauchstadt, sowing date 1, sowing depth 4 cm, 2005

HDO066: Heidfeldhof, sowing depth 6 cm, 2006

BD0522: Bad Lauchstadt, sowing date 2, sowing depth 2 cm, 2005

HLO51: Hohenlieth, sowing date 1, 2005

BD0524: Bad Lauchstadt, sowing date 2, sowing depth 4 cm, 2005

HL052:
BD062:
HLO6:

BD064:
MAO051:
BDO066:
MAO052:
HDO051:
MAO06:

HDO052:
OLO051:
HDO062:
OL052:

Hohenlieth, sowing date 2, 2005

Bad Lauchstadt, sowing depth 2 cm, 2006
Hohenlieth, 2006

Bad Lauchstadt, sowing depth 4 cm, 2006
Malchow, sowing date 1, 2005

Bad Lauchstadt, sowing depth 6 cm, 2006
Malchow, sowing date 2, 2005
Heidfeldhof, sowing date 1, 2005
Malchow, 2006

Heidfeldhof, sowing date 2, 2005

Oberer Lindenhof, sowing date 1, 2005
Heidfeldhof, sowing depth 2 cm, 2006
Oberer Lindenhof, sowing date 2, 2005
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to consider dormant seeds in a lot. Remo-
ving small noises will decrease standard
deviation of seedlings within replications
of a lot and with it increase accuracy of
the system. Nonetheless, no small seed-
ling should be removed from the image,
since removing of the small seedling
might have an influence on the judgment
of seed vigour of seed lots. Therefore, it
is essential to have a high quality-stan-
dardized image analysis system for seed
vigour assessment for different species.
Another difference of AutoVig compared
with other software is the possibility to
export the related data of each seed lot
into an excel table and observe directly
the mean and standard deviation between
seedlings and further statistics could be
carried out. Thus, AutoVig is a reliable
system since the images are objective and
all data are accessible for a detail cont-
rolling. Moreover, the system is speedy,
reproducible and economical. Although
this method is developed for rapeseed,
it may applicable for other species with
the same germination characteristics as
well. Finally, the results obtained by Au-
toVig from germination under optimum
and stress conditions have proved its
close relation to field emergences under
various conditions. Other systems were
not validated by field emergence tests.
This validation is particularly expressed
by the ISTA Vigour Test Committee for
verification of every vigour test.
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Energiemais - Stand der Zuchtung

Seit der Novelle des Erneuerbareren
Energien Gesetzes (2004) verzichten
viele Biogasanlagen-betreiber aufgrund
des NAWARO Bonus auf den Einsatz
von organischen Rest- und Abfallstoffen
und greifen alleinig auf Wirtschaftsdiin-
ger und pflanzlichen Substrate zurtick.
Unter den pflanzlichen Substraten ist der
Mais die derzeit wichtigste Kultur zur
Biogaserzeugung. In iiber 90% der neu-
installierten Biogasanlagen wird Mais als
Substrat eingesetzt. Es folgen Kornerge-
treide, Getreide-Gesamtpflanzensilage
und Grassilage die in der Regel gemein-
sam mit Mais im Fermenter verwertet
werden (siehe Abbildung 1).

Die Griinde fiir die Vorziiglichkeit der
Maissilage sind vielféltig: hohe Mas-
senertrdge in Verbindung mit guten
Gasausbeuten je kg TM ergeben hohe
Biogasertrdge je Hektar, hervorragen-
de Silierfdhigkeit und Vergirbarkeit,
bekannte Produktions- und Konser-
vierungsverfahren und natiirliche auch
seine kostengiinstige Erzeugung (siche
Abbildung 2). Dies und der stetige ziich-
terische Ertragsfortschritt tragen sicher
dazu bei, dass auch in Zukunft Mais in
dieser Verwertung von grofer Bedeutung
sein wird.

Zuchtziele und
Materialentwicklung

Bereits 2003 hat man bei der KWS Saat
AG die Bedeutung von Mais fir die
Erzeugung von Biogas erkannt und erste
Schritte unternommen, um Hybriden zu
entwickeln, die speziell fiir die Nutzung
im Biogasbereich geeignet sind. Folgen-
de Zuchtziele wurden speziell fiir die
Energiemaisziichtung definiert:

1. Erhdhung des Biomasseertrages auf
ca. 300 dt/ha GTM bis 2013

2. Sukzessive Steigerung der Methan-
gasausbeute pro kg TM

Durch die Kombination beider Zuchtzie-
le soll der Methanertrag von gegenwaértig
etwa 6000 m*/ha auf 10 000 m3/ha bis
2013 ansteigen.

R. KREPS

Nutzung von Energiepflanzen zur Biogaserzeugung
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Abbildung 1: Einsatzhaufigkeit von Energiepflanzen zur Biogaserzeugung
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Abbildung 2: Methanertrag und Stiickkosten verschiedener Kulturpflanzen
(SCHINDLER, LWK Niedersachsen 2005)

Um die Methanausbeute ziichterisch
zu verbessern, ist es notwendig gro-
Be Probenumfinge, so wie sie in der
Pflanzenziichtung anfallen, zu niedrigen
Stiickkosten auf ihren Methanertrag zu
analysieren. Hierzu bietet sich die NIRS-
Technik an, die bereits sehr erfolgreich
zur Online-Bestimmung des Restfeuch-
tegehaltes im Erntegut auf unseren Ernte-
maschinen eingesetzt wird.

In einem gemeinsamen Projekt mit der
Arbeitsgruppe von Dr. EDER an der
Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirt-

schaft wurde 2005 mit den Arbeiten zur
Entwicklung einer NIRS-Kalibration fiir
die Online Bestimmung der Methanaus-
beute bei Silomais begonnen. Erste
Ergebnisse waren viel versprechend,
konnten aber im weiteren Verlauf des
Projektes nicht bestétigt werden. Im ver-
wendeten Hybridmaterial wurden kaum
Unterschiede in der Methanausbeute
und nur geringe Beziehungen zwischen
Inhaltsstoffen und Methanausbeute ge-
funden. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt
ist es uns deshalb nicht mdglich die
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Methanausbeute pro kg TM auf ziich-
terischem Wege zu verbessern, da wir
iiber kein Selektionsmerkmal verfiigen,
das zu vertretbaren Kosten die Messung
der Methanausbeute erlaubt.

Deshalb haben wir bei KWS die Steige-
rung des Biomasse-Ertrages pro Hektar
im Augenblick als priméres Ziel in der
Energiemaisziichtung definiert, neben
den klassischen Zuchtzielen Ertragssta-
bilitdt, Stresstoleranz, Krankheits- und
Schédlingstoleranz und Standfestigkeit
die wir auch aus der Silomaisziichtung
kennen.

Zur Steigerung des Biomasseertrages
werden im wesentlichen drei Strategien
angewandt:

1. Verlangerung der vegetativen Wachs-
tumsphase

2. Kombination von Spétreife mit Kélte-
toleranz

3. Integration von Kurztagsgenen aus
exotischen Populationen

Zur Verlangerung der vegetativen Wachs-
tumsphase wechseln wir beim Energie-
maisanbau in spétere Reifegruppen und
nutzen damit das hohere Ertragspotenzial
einer spateren Sorte. Dies hat folgende
Effekte:

« wahrend der Zuwachs im GTM-Ertrag
bei Silomais nach der Bliite durch
das Anlegen des Kolbens sehr rasch
abflacht, zeigt die Wachstumskurve
bei Energiemais aufgrund der spateren
Bliite deutlich langer nach oben. Damit
hat der Energiemais mehr Zeit fiir den
Aufbau seines Blattapparates und da-
mit zur Anreicherung von GTM.

« folglich ist der GTM-Ertrag des Ener-
giemaises zum Zeitpunkt der Silo-
maisernte hoher als der des Silomais.
Gleichzeitig konnen wir durch eine
Verschiebung des Erntetermins auf
einen spéteren Zeitpunkt zusétzliche
GTM-Ertrage realisieren. Dies ist beim
klassischen Silomais aufgrund der
frithen Abreife nicht moglich.

* die spatere Reife fithrt beim Energie-
mais zu niedrigeren Trockensubs-
tanzgehalten im Erntegut als wir dies
bei Silomais kennen. Aber auch beim
Energiemais miissen mindestens 28%
TS-Gehalt realisiert werden um eine
gute und sichere Futterkonservierung
durchfiihren zu konnen. Keinesfalls
werden jedoch wie bei Silomais TS-
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Gehalte von 35% und mehr benétigt
um die Futteraufnahme im Wieder-
kduer zu maximieren. Diese hohen
TS-Gehalte konnen wir im Silomais
jedoch nur durch den Anbau entspre-
chend friithreifer und damit im GTM-
Ertrag limitierter Sorten realisieren.

- der Kolbenanteil ist im Energiemais
im Verhaltnis zum GTM-Ertrag nied-
riger als im Silomais. Dies hat im
Fermenter jedoch keinen Einfluss auf
den Methanertrag, da Stérke und Cel-
lulose nahezu identische Biogasertrage
liefern (WEILAND 2001).

Spétreife Energiemaissorten erfordern
eine entsprechende Kaltetoleranz, um
diese auch unter kithlen Anbaubedingun-
gen sicher anbauen zu konnen. Hierzu
haben wir bei KWS seit 2004 tausende
spat reifende Maisinzuchtlinien aus unse-
ren Zuchtprogrammen in Stidfrankreich,
Italien und Ungarn in Einbeck unter
den dort natiirlich kiithlen Anbaubedin-
gungen auf Kéltetoleranz selektiert und
die besten Linien entweder direkt fiir
die Erstellung von Sorten oder aber zur
Erzeugung neuer Ausgangspopulationen
genutzt.

Um weitere die Massenwiichsigkeit
fordernde Effekte zu nutzen, haben wir
Kurztagsgene aus exotischen Ressour-
cen in unser adaptiertes Zuchtmaterial
eingekreuzt und daraus Inzuchtlinien
entwickelt, die per se bereits ein deutlich
stirkeres Aufwuchspotenzial besitzen als
klassische Silomaislinien.

Stand der Sortenentwicklung

Die ziichterischen Aktivitdten der KWS
im Bereich der Energiemaisziichtung
haben in den vergangenen Jahren zu
zahlreichen Sortenzulassungen gefiihrt.
In Abbildung 3 sind die Ergebnisse
des Energiemais-Sortiments der KWS
im Anbaujahr 2007 dargestellt. Diese
wurden iiber 9 Umwelten in 4-reihigen
Mikro-Parzellen mit Kernbeerntung von
unserem Agroservice gepriift.

Die farbigen Ringe verdeutlichen das
Leistungsniveau der verschiedenen
Entwicklungsgenerationen in der Ener-
giemaisziichtung. Der Energiemais der
1. Generation wurde aus spdtreifen,
massenbetonten Inzuchtlinien aus dem
vorhandenen Silomaiszuchtmaterial
entwickelt. Dies fiihrte zur Zulassung
der Sorten ATLETICO, FRANCISCO
und AGROGAS die bei einer nur ge-
ringfligig spéteren Reife ca. 10% {iber
dem Ertragsniveau des herkdmmlichen
Silomais liegen.

Fiir die Entwicklung des Energiemais
der 2. Generation wurden kélteadaptierte
spatreife siideuropéische Inzuchtlinien
mit adaptierten Silomaislinien kombi-
niert. Dies fiihrte 2007 zur Zulassung der
Sorten AMARA, DECO und LUCATO-
NI. Weitere Hybriden mit noch deutlich
héherem Ertragspotenzial befinden sich
aktuell in Wertpriifung 1 und 2 (KXA-
Nummern) beim Bundessortenamt in
Deutschland oder in anderen Landern in
Zulassungsverfahren.

264
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. . *
Energiemais 1KxA 7255 KXA 6221
*KXA 6223
254 2. Generatjon + KXA 6229
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Abbildung 3: Sortenversuche Agroservice KWS iiber 9 Umwelten in 2007

58. Tagung der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs 2007



Energiemais - Stand der Ziichtung
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Im Vergleich zur 1. Generation kénnen
wir mit dem Energiemais der 2. Generati-
on nochmals 10-15% im Ertrag zulegen,
verlieren aber zirka zwei Prozentpunkte
in der Reife.

Die weitere Fortentwicklung in der
Energiemaisziichtung - die 3. Generation
-, die in 4 bis 5 Jahren zur Zulassung
kommen soll, wird anhand verschiedener
Konzepte in der Materialentwicklung
demonstriert.

Es zeigte sich in 2007 das in Kombinatio-
nen adaptierter stideuropdischer Inzucht-
linien mit adaptierten Silomaislinien das
Ertragsniveau kaum iiber das Niveau
bestehender Sorten der 2. Generation
angehoben werden kann. Zwar konnten
in diesem Konzept Reifeeigenschaften
und agronomische Merkmale weiterhin
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verbessert werden, zusétzliche Ertrags-
spriinge waren aber nicht mdglich.
Hingegen durch die Nutzung von Eltern-
linien, die Kurztagsgene aus exotischen
Ressourcen tragen, konnte in dem Kon-
zept ,,adaptierte Exoten® x ,,adaptierte
Exoten* ein deutlicher Ertragssprung auf
bis zu 300 dt GTM pro Hektar sowohl auf
giinstigen (siehe Abbildung 4) aber auch
auf weniger giinstigen Standorten (siche
Abbildung 5) erreicht werden.

Diese sehr hohen Ertrage kdnnen aber im
Augenblick nur bei einer deutlich spéte-
ren Reife realisiert werden (siehe Abbil-
dung 4). Deshalb muss zundchst noch
sehr stark an der Reife dieses Materials
gearbeitet werden, um es fiir die Praxis
nutzbar zu machen. Mindestens 2-3 Jahre
sind deshalb in der Materialentwicklung
noch notwendig um diese Adaptation zu

erreichen und um andere agronomische
Schwichen zu korrigieren.

Zusammenfassung

» Energiemais der 1. Generation ist in
der Leistung herkdmmlichen Silomais
iiberlegen und in der Reife angepasst.

» Energiemais der 2. Generation ist in
der Leistung herkommlichen Silomais
deutlich iiberlegen, jedoch in der Reife
weiter zu optimieren.

 Energiemais der 3: Generation ermdg-
licht weitere Leistungssteigerungen.
Hier miissen aber neben der Reife auch
noch sehr stark die agronomischen
Eigenschaften verbessert werden.

Damit ist der Energiemais aufgrund

seines hoheren Ertragspotentials und

seiner spateren Reife ein vom Silomais

unabhingiges Marktsegment.
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Entwicklung von Energie-Sorghum fur Deutschland
Aktueller Stand und Forschungsschwerpunkte

Der Energiepflanzenanbau in Deutsch-
land wéchst seit mehreren Jahren konti-
nuierlich an. Im Bereich der Erzeugung
von Biogas nimmt der Maisanbau als
Rohstofflieferant eine dominierende
Rolle ein. Das hohe Leistungspotential
der speziellen Energiemaistypen kann je-
doch nur bei einer ausreichenden Wasser-
versorgung iiber die Vegetationsperiode
realisiert werden. Vor dem Hintergrund
der Ausdehnung des Energiepflanzenan-
baus auch auf Grenzstandorten fiir den
Mais und zur Auflockerung einer Ener-
giepflanzenfruchtfolge hat sich die KWS
SAAT AG entschlossen die Kulturart
Sorghum bicolor in ihr Energiepflanzen-
konzept aufzunehmen.

Bei Sorghum handelt es sich eine an-
nuelle C,-Pflanze, die sich durch eine
sehr hohe Wassereffizienz und geringe
Bodenanspriiche auszeichnet. Die An-
spriiche an geeignete Temperaturbe-
dingungen ist jedoch sehr hoch und hat
bisher eine stirkere Ausdehnung dieser
Kulturart verhindert. So liegen z.B. die
Anspriiche an die Bodentemperatur zur
Aussaat bisher bei ca. 12 bis 14°C. Auch
die Anspriiche des jungen Keimlings an
ausreichend hohe Temperaturen sind zur
Zeit noch deutlich hoher als im Vergleich
zum Mais.
Ziel des KWS-Zuchtprogramms ist es
daher mittelfristig geeignete Energie-
sorghumhybriden speziell fiir den Ein-
satz in Biogasanlagen zu entwickeln,
wobei die Zuchtziele wie folgt definiert
sind:
 Biomasseertrige auf leichten Standor-
ten auf dem Niveau von Energiemais
 Erhohung der Kiihletoleranz
* Hoher Gehalt an vergirbarer Sub-
stanz
* Trockensubstanzgehalt bei ca. 28% der
FM
 Standfestigkeit und Krankheitstole-
ranz

KWS bearbeitet das Thema Energie-

A. ZACHARIAS

&

Abbildung 1: Evaluierung verschiedener Sorghumherkiinfte auf Massenwiich-

sigkeit

Aktivitdten bereits seit dem Friihjahr
2005 im Rahmen eines FNR-Verbund-
projektes. Start dieses Projektes war die
Evaluierung von Restorermaterial unter
unseren klimatischen Bedingungen (sie-
he Abbildung 1).

Mit der selektierten Fraktion erfolgte
anschlieBend die Erstellung von Expe-
rimentalhybriden, die im Jahr 2006 an

zwei Standorten in Deutschland zum
Anbau kamen. Aufgrund der sehr kiih-
len Vegetationsbedingungen im Mai
2006 konnte ein Totalausfall einzelner
Experimentalhybriden beobachtet wer-
den. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, wie
wichtig das Zuchtziel Steigerung der
Kiihletoleranz in unseren Breiten ist.

Der weitere Verlauf der \egetationsbe-

KWS-Sorghumversuche 2006
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Abbildung 3: Leistungspotential im Mittel Giber 5 Standorte in der Vegetations-

periode 2007

dingungen 2006, gerade zum Jahresen-
de, war giinstig fiir den Sorghumanbau
und es konnten zum Teil erstaunliche
Gesamttrockenmasseertridge erreicht
werden (siehe Abbildung 2)

An einem ausgewihlten Priifsortiment
wurde anschlieBend das Methanbil-
dungspotenial erfasst.

Im Gegensatz zu den bisherigen Er-
kenntnissen aus dem Energiemais konnte
im Priifsortiment keine Korrelation
zwischen Biomasseleistung und der
jeweiligen erreichten Methanertragen/
ha festgestellt werden.

Steigerung der Kiihletoleranz

Aufgrund der Erkenntnisse der Vege-
tationsperiode 2006 wurde, neben der
Durchfithrung der Leistungspriifungen
ein breites Screening von Linienmaterial
an drei unterschiedlichen klimatischen
Standorten angelegt. Zudem erfolgte ein
Screening von Experimentalhybriden in
Klimakammern unter unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen. Aufgrund der
groflen Variation, die wir im Bereich
Sorghum bicolor finden konnen, besteht
die Hoffnung, dass das Merkmal Kiihle-
toleranz in den néchsten Jahren deutlich
verbessert werden kann.
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Ergebnisse der
Vegetationsperiode 2007

Das Leistungspotential der Experimen-
talhybriden in der Vegetationsperiode
2007 lag im Vergleich zur Vegetations-
periode 2006 deutlich niedriger, wobei
einzelne Hybriden im Vergleich tiber 5
Orte bei ca. 250 dt/ha lagen (Abbildung
3). Im Vergleich der Priifstandorte konnte
eine deutliche bessere Leistung im Siiden
Deutschlands verzeichnet werden.

Im Bereich des Zweitfruchtanbaus (Aus-
saatdatum: 15. Juni) konnten im Mittel
tiber vier Standorte mit den ertragreichs-
ten Hybriden ein Ertrag von tiber 160 dt/
ha realisiert werden. Einzelne Versuche
mit einen Aussaatdatum Mitte Juli er-
reichten nur eine Wuchshdhe von 75 cm
und waren nicht auswertbar.

Gerade vor den Ergebnissen der Vege-
tationsperiode 2007 miissen starke
Anstrengungen unternommen werden,
damit auch unter suboptimalen Bedin-
gungen ein sicherer Sorghumanbau fiir
den Landwirt moglich ist.

Steigerung der
Qualitatseigenschaften

Zur Klarung der Fragen, welche der
verfiigbare Materialgruppen eine opti-

male Eignung fiir die Biogasproduktion
haben wurde das Priifsortiment und das
Testsystem fiir die Vegetationsperiode
2007 deutlich ausgedehnt.

In diesem Rahmen wurden Experi-
mentalhybriden aus unterschiedlichen
Materialgruppen erstellt, die neben
der Priifung auf ihre Biomasseleistung
auch auf die Methanbildung untersucht
werden.

Die Zusammenfithrung beider Ergebnis-
se wird eine deutlich bessere Aussage
iiber die zukiinftige Selektionsstrategie
erlauben.

Neben der Testung der beschriebenen
Experimentalhybriden erfolgte auch der
Anbau eines bereits charakterisierten
Testpanels. Im Rahmen dieses Versuches
sollen wichtige Inhaltsstoffe identifiziert
werde, die den Methanertrag/ha beein-
flussen.

Fazit

Mittelfristig wird sich der Sorghumanbau
in Deutschland deutlich sicherer fiir den
Landwirten gestalten, da in Zukunft auf
Sortenmaterial zuriickgegriffen werden
kann, das unter unseren klimatischen
Bedienungen gepriift und selektiert
worden ist.

Im Rahmen der Qualitatsuntersuchun-
gen werden wir in diesem Herbst einen
deutlichen Ergebniszuwachs erhalten,
der eine bessere Grundlage bildet, einen
Ideotypen fiir die Vergédrung in Biogas-
anlagen zu entwickeln.

Im Rahmen der agrotechnischen Fragen,
wie Reihenabstanden und optimalen
Saatstiarken miissen weitere Versuche
durchgefiihrt werden, wobei es wahr-
scheinlich keine einheitliche ,,Patentl6-
sung* fiir alle Standorte gegeben wird.

Vielmehr sollte nach den jeweiligen
Standortbedingungen, das Anbausystem
optimal auf die Kulturart Sorghum abge-
stimmt werden, damit das Leistungspo-
tential voll ausgeschopft werden kann.
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Keimuntersuchungen bei zwei Winterweizensorten

mit unterschiedlicher Auswuchsfestigkeit
B. VOIT, J. STANGLMAIER, T. EBERTSEDER und B. KILLERMANN

Einleitung

Es ruft bei jedem Landwirt Entsetzen
hervor wenn er feststellt, dass der Weizen
am Halm auswéchst. Ursache dafiir ist,
dass die Keimruhe {iberwunden wurde
und der Embryo ein stirkeabbauendes
Enzym freisetzt. Mit diesem Vorgang
wird der Mehlkorper des Korns zu ein-
fachen Zuckern umgewandelt und die
Keimung am Halm beginnt.

Definition von Auswuchs

Wenn der Spross bzw. die Keimwurzeln
zu sehen sind spricht man von sichtbarem
Auswuchs. Ist das Korn nur gequollen
und der Stdarkeabbau hat eingesetzt
spricht man von verdecktem Auswuchs.
In der Saatgutpriifstelle Freising wird
an der Technischen Reinheitsprobe von
120 g, das sind ca. 2.500 Koérner, der
sichtbare Auswuchs bonitiert und die
Proben in verschiedene Auswuchsstufen
eingeteilt (Tabelle 1). Diese von Freising

Tabelle 1: Einteilung der Auswuchsstufen an der Saatgutprufstelle Freising

+Anzahl deutlich ausgewachsener Kérner in 120 g*

Auswuchsstufe

0

<15
16-30
>30

kein Auswuchs
schwacher Auswuchsgrad
mittlerer Auswuchsgrad
starker Auswuchsgrad

vorgenommene Einteilung hat sich seit
Jahren bewéhrt.

Informationen zum Auswuchsverhalten
der verschiedenen Sorten findet man
in der Beschreibenden Sortenliste des
Bundessortenamtes (BESCHREIBEN-
DE SORTENLISTE 2007). Es gibt
keine Angabe, die das Auswuchsver-
halten direkt beschreibt. In der Tabelle
Qualitdtseigenschaften findet man das
Merkmal Fallzahl, das sich als Mal}stab
fiir die Auswuchsfestigkeit einer Sorte
heranziehen ldsst. Die Hohe der Fallzahl
wird vorwiegend durch die Aktivitat der
stdrkeabbauenden Enzyme bestimmt.
Eine hohe Aktivitit, die sich durch nied-

rige Fallzahlen ausdriickt, weist auf eine
verminderte Auswuchsfestigkeit hin. Die
Boniturnoten reichen von 1-9, wobei die
Note 1 auf eine sehr geringe Auswuchs-
festigkeit hinweist. Die Boniturnote 9
bedeutet die Sorte ist sehr auswuchsfest.
Die Sorten, die derzeit eine Anbaubedeu-
tung haben, sind zwischen den Noten
6 und 8 eingestuft. Das bedeutet das
Sortenspektrum gilt als verhdltnismaBig
auswuchsfest und die Sortenunterschiede
sind nicht sehr grof3.

Material und Methoden

Ziel dieser Arbeit war es ausgewachsenes
und nicht ausgewachsenes Saatgut der
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Sorten Cubus und Tommi unter verschie-
denen Keimbedingungen zu testen um
festzustellen, ob sich Unterschiede in den
Keimergebnissen beziiglich der Sorten
und Keimmethoden ergeben. Das Saat-
gut wurde mit folgenden Keimmethoden
nach ISTA (International Seed Testing
Association, 2007) gepriift: zwischen
Papier (BP, 10/20 °C), auf Sand (S, 10/20
°C) und in Erde (Erde 10/20 °C). Dariiber
hinaus wurde das unterschiedlich stark
ausgewachsene Saatgut auch auf seine

Triebkraft im Erd-Kalttest (Erde, 10 °C)
gepriift. Zudem wurde die Lebensféhig-
keitspriifung nach ISTA (Biochemische
Priifung auf Lebensfahigkeit, TTC-Test)
bei allen Proben durchgefiihrt. Nach
3-monatiger Lagerung der Versuchspro-
ben wurden die Keimpriifungen in Sand
nochmals wiederholt um zu sehen, ob
und wie stark ein Keimverlust bei Aus-
wuchssaatgut eintritt.

Waihrend in fritheren Untersuchungen
(FUCHS 1964) zum Thema Auswuchs

meist kiinstlich ausgewachsenes Saatgut
verwendet wurde, konnte hier auf natiir-
lich ausgewachsenes Saatgut zuriickge-
griffen werden. Die ermittelten Ergeb-
nisse konnen damit 1:1 in die Praxis
iibertragen werden. Gepriift wurde ,,nicht
ausgewachsenes Saatgut“, ,,schwach
ausgewachsenes Saatgut™ sowie ,,stark
ausgewachsenes Saatgut“. Alle Varian-
ten wurden ungebeizt und gebeizt mit
der Universalbeize Landor CT® sowie
der Spezialbeize Celest® gepriift.
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Tommi in Abhédngigkeit vom Auswuchsgrad und der Beizung (ungebeizt, Beizung mit Landor CT® bzw. Celest®)
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Keimuntersuchungen bei zwei Winterweizensorten mit unterschiedlicher Auswuchsfestigkeit
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Abbildung 4: Ergebnisse der Keimfahigkeitspriifung ,,Erd-Kalttest” der Saatgut-Proben der Winterweizensorten Cubus
und Tommi in Abhéngigkeit vom Auswuchsgrad und der Beizung (ungebeizt, Beizung mit Landor CT® bzw. Celest®)

Ergebnisse und Diskussion
Die Keimergebnisse der nicht ausge-
wachsenen Proben (Abbildung 1 bis
Abbildung 3) liegen bei allen 3 Keimme-
thoden (Sand, Papier, Erde) bei 95-99%.
Die ungebeizten Ergebnisse der beiden
Sorten liegen nahezu auf gleicher Hohe
wie die gebeizten. Das heifit die Proben
weisen keinen keimschidigenden Pilz-
befall auf.

Die ungebeizten Keimergebnisse der
schwach ausgewachsenen Proben liegen
bei beiden Sorten und allen 3 Methoden
zwischen 79 und 90%. Durch Beizung

lassen sich, unabhéngig ob Universal-
oder Spezialbeize, bei allen Varianten
die Keimergebnisse verbessern. Die ge-
setzlich vorgeschriebene Mindestkeimfa-
higkeit von 92% wird aber nur von der
Variante ,,auf Sand“ bei der Sorte Tommi
erreicht. Alle anderen Keimergebnisse
liegen ganz knapp unter 92%.

Erstaunlich war, dass bei beiden Sorten
und allen Keimmethoden die Beizung
zu besseren Keimergebnissen fiihrte,
obwohl ausgewachsenes Saatgut als ge-
schidigt und damit in der Keimpriifung
als problematisch gilt.

Die Keimergebnisse der stark aus-
gewachsenen Proben liegen bei den
ungebeizten Untersuchungen zwischen
67 und 77%. Durch Beizung lassen sich
die Keimergebnisse in der Sand- und
Papierkeimpriifung nur noch leicht,
dagegen in der Erd-Keimpriifung nicht
mehr verbessern.

Die Triebkraftpriifung oder der Erd-
Kalttest (FUCHS 1997, VOIT und
FUCHS 2000) ist eine Keimpriifung
unter verscharften Bedingungen (Ab-
bildung 4). Uberraschend ist, dass die
Triebkraftergebnisse im Vergleich mit
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Abbildung 5: TTC-Ergebnisse (ausreichend gefarbte, ungeniigend gefarbte, ungefarbte, schlechte/faule und abgeschlage-
ne Embryonen) der Saatgut-Proben der Winterweizensorten Cubus und Tommi in Abhéngigkeit vom Auswuchsgrad
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Abbildung 6: Ergebnisse der Keimfahigkeitspriifung nach 3-monatiger Lagerung der Saatgut-Proben der mit Landor CT®
gebeizten Winterweizensorten Cubus und Tommi in Abhdngigkeit vom Auswuchsgrad (angesetzt ,,auf Sand“)

den Keimergebnissen bei allen Varianten
in etwa auf gleicher Hohe liegen. Da
es sich bei Auswuchs um geschadigtes
Saatgut handelt hatte man deutlich nied-
rigere Triebkraftergebnisse unter den
erschwerten Keimbedingungen erwartet.
Ahnlich verhélt es sich bei der Lebensfa-
higkeitspriifung (Abbildung5).

Auf Grund der Auswuchsschadigung
hatte man im Vergleich mit den Werten
aus der Keimpriifung deutlich niedri-
gere Lebensfihigkeitswerte erwartet,
was jedoch nicht eingetroffen ist. Um
Aussagen iiber die Keimfdhigkeit von
auswuchsgeschadigtem Winterweizen
nach langerer Lagerungsdauer treffen
zu konnen, wurde die Keimpriifung
auf Sand nach 3 Monaten wiederholt.
Die Keimergebnisse (Abbildung 6) bei
nicht ausgewachsenem und schwach
ausgewachsenem Saatgut waren mit
den jeweiligen Werten vor der Lagerung
vergleichbar. Die stark ausgewachsenen
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Proben fielen in der Keimfihigkeit um
rund 10% ab.

Zusammenfassung und

Folgerungen fur die Praxis

+ Durch die geringen Sortenunterschie-
de bei Auswuchs zeigen sich keine
Unterschiede im Keimverhalten der
Sorten.

* Bei der Keimpriifung von Auswuchs-
saatgut bestehen beziiglich der Keim-
priifungsverfahren keine statistisch
gesicherten Unterschiede (MILES
1963).

* Die Triebkraft von schwach ausge-
wachsenem Saatgut liegt nur knapp
unter der Keimféhigkeit.

 Durch Beizung lasst sich die Keimfa-
higkeit bei ausgewachsenem Weizen-
saatgut fast immer verbessern.

» Nach 3 Monaten Lagerung sind bei
stark ausgewachsenem Saatgut deut-
liche Keimverluste festzustellen.
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Fortschritte in der Saatguttechnologie und -untersuchung - Ertragsorientierte Zuichtungsstrategien fiir neue Verwertungsmaglichkeiten

Aktueller Forschungsstand zur Zuchtwertschatzung
in der Pflanzenzuchtung

Einleitung

Das Ziel von Ziichtung ist es, Individu-
en ,,genetisch so zu veréndern, dass sie
besser an die Bediirfnisse des Menschen
angepasst sind*“ (BECKER 1993). Dabei
werden diejenigen Individuen aus einer
Population ausgewihlt, deren Nachkom-
men in ihren Leistungen dem Zuchtziel
néher sind als die Elterngeneration (ESSL
1996). Zuchtziele in der Pflanzenzucht
konnen zum Beispiel die Steigerung des
Ertrages, die Verbesserung der Qualitét
oder die Erhohung der Krankheitsresis-
tenz sein.

Um diese Zuchtziele zu erreichen, be-
urteilt der Pflanzenziichter vielverspre-
chende Genotypen in mehrortigen und
-jahrigen Feldversuchen iiberwiegend
anhand ihrer phénotypischen Leistun-
gen. Insbesondere, wenn unbalanzierte
Datensitze vorhanden sind, das heift,
dass zum Beispiel nicht alle zu priifenden
Nachkommen auch an allen Standorten
angebaut worden sind und bei Merkma-
len mit niedriger Heritabilitat und daraus
resultierendem hohem Umwelteinfluss
basiert eine phanotypische Selektion auf
einer eingeschriankten Aussage iiber den
Genotyp und damit den Zuchtwert eines
Individuums oder eines Stammes. In
diesem Fall ist es schwierig, Leistungen,
die unter verschiedenen Umweltbedin-
gungen (z.B. auf verschiedenen Stand-
orten) und zu unterschiedlichen Zeiten
erbracht worden sind, zu vergleichen
(BERNARDO 2002).

Eine richtige Selektionsentscheidung
kann also nur dann getroffen werden,
wenn der Genotyp moglichst gut bekannt
ist. Eine Methode, mit der man die ge-
netische Disposition eines Individuums
beurteilen kann und die in der Tierziich-
tung standardméaBig eingesetzt wird, ist
die Zuchtwertschétzung. Die Zuchtwert-
schiatzung ist dadurch charakterisiert,
dass sie den Wert eines Individuums,
den es fiir die Zucht besitzt, anhand von

A.M. BAUER und J. LEON

Phénotypdaten des jeweiligen Indivi-
duums selbst und unter Einbeziehung
der Leistungen von Verwandten schatzt.
AuBlerdem werden unterschiedliche
Umweltverhiltnisse beriicksichtigt. Um
eine hohe Schitzgenauigkeit zu erzielen,
ist es iiblich, Zuchtwerte mit BLUP-
Eigenschaften zu schétzen, wobei BLUP
fiir ,,Best Linear Unbiased Prediction‘
steht. So soll die genetische Veranlagung
eines Individuums moglichst genau er-
kannt und infolgedessen die Effizienz der
Selektion erhoht werden (COMBERG
1980).

In verschiedenen Forschungsarbeiten
konnte mittlerweile gezeigt werden,
dass die Zuchtwertschatzung auch in der
Pflanzenziichtung zu einer Steigerung
des Selektionserfolges fithren kann. In
diesem Beitrag soll ein Uberblick iiber
relevante Studien in der Pflanzenziich-
tung gegeben werden. Dabei wurden
nur Studien ausgewadhlt, bei denen die
Durchfithrung der Zuchtwertschitzung
mit Hilfe von Stammbauminformationen
im Vordergrund stand.

Im Folgenden sollen zuerst vegetative
Kulturarten vorgestellt werden, da hier
die Bedingungen fiir die Zuchtwertschat-
zung am ahnlichsten zu der Situation in
der Tierziichtung sind, so dass das statis-
tische Modell mit wenigen Anderungen
iibernommen werden kann. Anschlieend
soll auf generativ vermehrte Kulturarten,
namlich Fremd- und Selbstbefruchter
eingegangen werden. Inshesondere bei
Selbstbefruchtern miissen der hohe In-
zuchtgrad und die starken Anderungen in
der Bedeutung der Dominanzvarianz in
frithen Kreuzungsgenerationen im statis-
tischen Modell der Zuchtwertschatzung
berticksichtigt werden.

Tabelle 1 gibt einen Literaturiiberblick
zum Einsatz der Zuchtwertschétzung
in der Pflanzenziichtung, wobei der
Schwerpunkt auf Studien gelegt wurde,
in denen Stammbauminformationen
beriicksichtigt wurden.

Vegetativ vermehrte Fruchtarten

ARAUJO et al. (1996) untersuchten
geklonte Eltern und deren Nachkommen-
schaften von Eukalyptus (Eucalyptus
globulus). Das Klonen der Eltern flihrte
zu einer Verbesserung der geschatzten
Zuchtwerte, da mehrere Klone eines
Elters als Wiederholungen betrachtet
werden konnen. COSTA E SILVA et al.
(2004) beschaftigten sich ebenfalls mit
Eukalyptus und berechneten Zuchtwerte
fiir Vollgeschwisterfamilien. Uni- und
multivariate statistische Modelle wur-
den in der Zuchtwertschitzung von
Norwegischen Rottannen [Picea abies
(L.) KARST.] verwendet, um anhand
von Leistungsdaten von Kreuzungsnach-
kommen Zuchtwerte fiir die Eltern zu
schatzen (COSTA E SILVA et al. 2000).
Die Abstammungsinformationen wurden
hier genutzt, um die Daten von verschie-
denen Kreuzungsdesigns miteinander
zu verbinden. DA COSTA et al. (2002)
setzten ebenfalls uni- und multivariate
Modelle in Halbgeschwisterfamilien
vom Kautschukbaum [Hevea brasiliensis
(Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.] ein.
Dabei wurde jedes einzelne Experiment
mit Hilfe eines univariaten Modells aus-
gewertet. Im multivariaten Modell wurde
dasselbe Merkmal an verschiedenen
Standorten als unterschiedliche Merk-
male definiert. Einen geostatistischen
Ansatz wéhlten DAVIK und HONNE
(2005) in der Zuchtwertschatzung von
\ollgeschwister-Familien bei Erdbee-
re (Fragaria x ananassa Duch.). Bei
Hybriden zwischen apomiktischen und
autotetraploiden Individuen von Guinea
Gras (Panicum maximum) konnten RE-
SENDE et al. (2004) zeigen, dass durch
die Selektion anhand von Zuchtwerten
vorteilhafte Eltern und Kreuzungskom-
binationen erkannt werden konnten. In
der Selektion von vorteilhaften Eltern
anhand von Nachkommendaten bei Pfir-
sich [Prunus persica (L.) Batsch (Peach
Group)] fanden DE SOUZA et al. (2000)
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Tabelle 1: Literaturiiberblick zum Einsatz der Zuchtwertschatzung in der Pflanzenziichtung (FB = Fremdbefruchter,

SB = Selbstbefruchter)

Quelle Fruchtart Vermehrung Population

ARAUJO et al. (1996) Eukalyptus (Eucalyptus globulus) Vegetativ 150 geklonte Eltern und Kreuzungsnachkommen

DUREL et al. (1998) Apfel (Malus domesticus) Vegetativ Gesamter Stammbaum mit 213 Familien

COSTAE SILVA et al. (2000) Norwegische Rottanne Vegetativ Daten von Nachkommen wurden genutzt,
[Picea abies (L.) KARST.] um Zuchtwerte fir 90 Eltern zu schatzen

DE SOUZA et al. (2000) Pfirsich [Prunus persica (L.) Vegetativ Daten von Nachkommen wurden genutzt, um
Batsch (Peach Group)] Zuchtwerte fur 28 Eltern zu schatzen

DA COSTA et al. (2002) Kautschukbaum [Hevea brasiliensis Vegetativ 22 Halbgeschwister-Familien
(Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.- Arg.]

COSTAE SILVA et al. (2004) Eukalyptus (Eucalyptus globulus) Vegetativ 75 bis 78 Vollgeschwister-Familien

RESENDE et al. (2004) Guinea Gras (Panicum maximum) Vegetativ 79 Hybriden aus pomiktischen und

autotetraploiden Individuen
DAVIK und HONNE (2005) Erdbeere (Fragaria x ananassa Duch.) Vegetativ Vollgeschwister-Familien

SOH (1994)

PURBA et al. (2001)
BERNARDO (1994-1999)
CHARCOSSET et al. (1998)
BROMLEY et al. (2000)

FLACHENECKER et al.
(200643, b)

PANTER und ALLEN (1995a)
PANTER und ALLEN (1995b)
XU und VIRMANI (2000)
PATTEE et al. (2001)
CROSSA et al. (2006)
OAKEY et al. (2006)

BAUER et al. (2006, 2007),
BAUER und LEON (2007)

Olpalme (Elaeis guineensis, Jacq.)

Olpalme (Elaeis guineensis, Jacq.)
Mais (Zea mays L.)
Mais (Zea mays L.)
Mais (Zea mays L.)
Mais (Zea mays L.)

Sojabohne [Glycine max (L.) Merr.]
Sojabohne [Glycine max (L.) Merr.]
Reis (Oryza sativa L.)

Erdnuss (Arachis hypogaea L.)
Weizen (Triticum aestivum L.)
Weizen (Triticum aestivum L.)
Gerste (Hordeum vulgare L.)

Generativ (FB)

Daten von Nachkommen wurden genutzt, um

Zuchtwerte fir Eltern zu schatzen

Generativ (FB)

Generativ (FB)

401 Hybriden

Generativ (FB)  Hybriden
Generativ (FB) 210 Hybriden
Generativ (FB)  Inzuchtlinien

Rekurrentes Selektionsschema einer F,-

Population mit 120 Vollgeschwistern

Generativ (SB)
Generativ (SB)
Generativ (SB)
Generativ (SB)
Generativ (SB)
Generativ (SB)
Generativ (SB)

25 Elternlinien mit Kreuzungsnachkommen
Nachkommen aus 24 Kreuzungen

66 F,-Hybridlinien

250 Elternlinien

29 Elternlinien

259 Elternlinien

152-500 Elternlinien

heraus, dass eine hohere Anzahl an Nach-
kommen in der Zuchtwertschédtzung zu
einer besseren Schitzgenauigkeit fiihrte.
Aus diesem Grund nutzten DUREL et al.
(1998) samtliche Stammbauminforma-
tionen in der Zuchtwertschatzung von
Apfel (Malus domesticus). Die erhal-
tenen Zuchtwerte waren fiir zukiinftige
Ziichtungsstrategien informativer als alle
anderen mit bisher verwendeten Stan-
dardmethoden ermittelten Werte.

Generativ vermehrte Fruchtarten

a) Fremdbefruchter

SOH (1994) erstellte ein Ranking von
Eltern in Olpalme (Elaeis guineensis,
Jacg.) basierend auf den Daten von Kreu-
zungsnachkommen. Ebenfalls in Olpal-
me schétzten PURBA et al. (2001) fiir die
durchschnittliche Leistung von Hybriden
Zuchtwerte. Anhand der Zuchtwerte
wurden anschlieend die Hybriden, die
in den nichsten Selektionszyklus fortge-
fiihrt werden sollen, ausgewahlt. In der
Hybridziichtung von Mais (Zea mays
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L.) wurden von BERNARDO (1994,
1995, 1996a,b,c,d, 1997, 1998a,b, 1999)
zahlreiche Studien durchgefiihrt. Der
Autor konnte zeigen, dass mit Hilfe der
Zuchtwertschatzung die Leistung von
Maiskreuzungen vor der Durchfiihrung
von Feldversuchen abgeschéatzt werden
konnte (BERNARDO 1996a). Auch
konnen basierend auf den Leistungsdaten
der bereits in Feldversuchen getesteten
Hybriden die Leistungen von noch un-
getesteten Hybriden geschatzt werden
(BERNARDO 1996¢). Die Schatzung
von Zuchtwerten mit BLUP-Eigenschaf-
ten zeigte sich auch dann robust, wenn
fehlerhafte Stammbauminformationen
der Inzuchtlinien vorlagen (BERNAR-
DO 1996b). Die Nicht-Berticksichtigung
von Abstammungsinformationen in der
Zuchtwertschiatzung fiihrt dagegen zu
einer Verringerung der genetischen Vari-
anz bei Mais-Inzuchtlinien (BROMLEY
et al. 2000). BUENO und GILMOUR
(2003) fanden auBlerdem heraus, dass
es bei der Auswahl des Designs in
Feldversuchen eine grofle Rolle spielt,

ob Abstammungsinformationen in die
Zuchtwertschatzung einbezogen werden
oder nicht. Denn Designs, die bei nicht
verwandten Individuen optimal sind,
sind suboptimal bei verwandten Indi-
viduen. Bei Merkmalen, die stark von
Dominanzeffekten beeinflusst werden,
resultierte die Einbeziehung von Domi-
nanzeffekten in das statistische Modell
der Zuchtwertschidtzung in einer hohe-
ren Schitzgenauigkeit (BERNARDO
1996d). Allerdings fiihrte eine Beriick-
sichtigung von additiv x additiven epista-
tischen Effekten zu keiner Erhéhung des
Selektionserfolges (BERNARDO 1995).
BERNARDO (1994, 1997, 1998a,b,
1999) untersuchten auch, ob der Einsatz
von RFLP-Markerdaten in der Zucht-
wertschédtzung zu einem Effizienzgewinn
fithrt. Der Autor konnte zeigen, dass die
Integration von Markerdaten dann sinn-
voll ist, wenn das Merkmal durch wenige
QTLs kontrolliert ist. CHARCOSSET
et al. (1998) nutzten in der Zuchtwert-
schatzung von F -Hybriden bei Mais
(Zea mays L.) einen dhnlichen Ansatz
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wie BERNARDO (1994, 1995) und stell-
ten fest, dass die Zuchtwertschatzung
anderen Methoden iiberlegen war. In
F,-Vollgeschwisterfamilien eines rekur-
renten Selektionsschemas bei Mais (Zea
mays L.) konnten FLACHENECKER et
al. (2006a,b) zeigen, dass Zuchtwerte,
die auf der Basis der Vollgeschwister-
Leistung in der Generation Cn fiir die
Folgegeneration Cn+1 geschatzt wurden
die gleiche oder eine hohere Genauigkeit
hatten als Schatzwerte basierend auf der
Leistung der Eltern.

b) Selbstbefruchter

Um Zuchtwertschatzungen in der Selbst-
befruchterziichtung einsetzen zu koénnen,
miissen sowohl der hohe Inzuchtgrad
der Kreuzungseltern als auch die star-
ken Anderungen in der Bedeutung der
Dominanzvarianz in frithen Kreuzungs-
generationen berilicksichtigt werden.
Das bedeutet, dass die Berechnung
der Verwandtschaftsmatrix A und das
statistische Modell angepasst werden
miissen.

PANTER und ALLEN (1995a,b) fiihr-
ten Untersuchungen zum Einsatz der
Zuchtwertschatzung bei der Sojabohne
(Glycine max (L.) Merr.)) durch. Die
Autoren stellten fest, dass mit Hilfe der
Zuchtwertschatzung mehr vorteilhafte
Kreuzungen detektiert werden konnten
als mit anderen Selektionsmethoden.
Ahnlich wie die Arbeit von PANTER
und ALLEN (1995a,b) verglichen PAT-
TEE et al. (2001) in Erdnuss (Arachis
hypogaea L.) und XU und VIRMANI
(2000) in F -Reishybriden (Oryza sa-
tiva L.) Zuchtwerte und Elternmittel
miteinander. Sie stellten ebenfalls fest,
dass eine Selektion anhand von Zucht-
werten iiberlegen ist. In allen genannten
Studien wurden jedoch nicht die In-
zuchtbedingungen der Kreuzungseltern
beriicksichtigt. Einen anderen Ansatz
wahlten OAKEY et al. (2006), die den
hohen Inzuchtgrad in nachfolgenden
Selbstungsgenerationen in Weizen-In-
zuchtlinien (Triticum aestivum L.) bei der
Berechnung der Verrwandtschaftsmatrix
einbezogen. Da in der Pflanzenziichtung
oft Genotyp-Umwelt-Interaktionen
auftreten, integrierten CROSSA et al.
(2006) bei Weizen-Inzuchtlinien (Tri-
ticum aestivum L.) diesen Faktor in
Form eines Kronecker-Produkts mit der

Verwandtschaftsmatrix in das statisti-
sche Modell der Zuchtwertschatzung.
BAUER (2006) untersuchte den Einsatz
der Zuchtwertschitzung in der Selek-
tion von sowohl Kreuzungseltern als
auch Kreuzungsnachkommen und fand
heraus, dass, insbesondere wenn stark
unbalanzierte Daten und Merkmale mit
niedriger Heritabilitat vorliegen, die Se-
lektion basierend auf Zuchtwerten allen
anderen Selektionsstrategien iiberlegen
ist. In dieser Studie wurde die Inzucht
der Kreuzungseltern in der Verwandt-
schaftsmatrix beriicksichtigt. Anhand
von Simulationsdaten stellten BAUER et
al. (2006) fest, dass bei ungenauen oder
fehlenden Abstammungsdaten zwischen
Elternlinien diese Information durch
genetische Ahnlichkeiten, die anhand
von molekularen Markerdaten berech-
net wurden, ersetzt werden konnen. Da
durch eine geringe Anzahl an Markern
die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten
von genetisch identischen Linien steigt
und damit die Matrix mit den genetischen
Ahnlichkeiten singulir werden kann,
berechneten BAUER et al. (2007) bei
Gerste (Hordeum vulgare L.) Eigenva-
lues der genetischen Ahnlichkeiten, die
anschlieffend wieder riicktransformiert
wurden. Die Autoren kamen zu dhnli-
chen Zuchtwerten wie bei einer direkten
Einbeziehung von genetischen Ahnlich-
keiten. Uni- und multivariate Modelle
wurden von BAUER und LEON (2007)
bei verschiedenen Merkmalen mit unter-
schiedlich stark ausgepréagter Korrelation
untersucht. Der Einsatz eines multivari-
aten Modells war besonders bei negativ
korrelierten Merkmalen vorteilhaft.

Fazit

Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass in den meisten Studien
zur Zuchtwertschédtzung in der Pflan-
zenziichtung die Uberlegenheit einer
Selektion anhand von Zuchtwerten {iber
herkémmliche Selektionsstrategien
nachgewiesen werden konnte. Es besteht
jedoch noch weiterer Forschungsbedarf,
um die Schéatzung von Zuchtwerten
auch in sehr groBen, komplexen Pflan-
zenpopulationen einsetzen zu konnen.
Weiterhin sind in der Praxis bei der
Integration der DNA-Markerdaten in
die Zuchtwertschatzung noch Probleme
vorhanden. Auerdem sollte der Einsatz
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der Zuchtwertschatzung auch in partiell-
allogamen Kulturarten und in Populati-
onssorten untersucht werden.
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Is the Root System a Significant Factor when Selecting
Wheat of Barley Varieties?

V. DOSTAL, O. CHLOUPEK and T. STREDA

Introduction

Nowadays growers choose wheat and
barley varieties based on their resistance
to diseases or their quality parameters im-
portant for a specific processing purpose
(wheat’s baking quality, barley’s quality
raw material for malt production etc.),
and primarily according to the yield.

The root system is necessary for a plant’s
nutrients and water intake. However, it
is not clear what the root system size
should be in relation to the yield and en-
vironmental conditions. The continental
nature of the middle Europe’s climate is
typical of irregular distribution of preci-
pitation coupled with frequent dry spells
on the majority of vegetation. Therefore,
it is important to pay appropriate attenti-
on to the root system.

In the field conditions, it is not easy
to estimate the root system size (RSS)
without causing harm to the plants. We
managed (CHLOUPEK 1977) to work
out a root system size evaluation method
by using the means of the root system’s
electrical capacity. This capacity is mea-
sured in relation to the soil in which the
roots are growing. The evaluation method
is considered prospective by DALTON
(1995). Moreover, it was proven useful
for the evaluation of maize (BEEM et al.
1998), apple trees (PSARRAS and MER-
WIN 2000), and poplar trees (PRESTON
et. al. 2004). The method enabled us to
locate five quantitative traits loci (QTL)
for the barley’s root system size, some of
which are related to the yield of the grain
(CHLOUPEK et al. 2006).

Methods

The size of the winter wheat and spring
barley’s root system is measured in the
course of three vegetation phases - shoo-
ting, heading, grain filling on two locali-
ties (Hrubcice, Zelesice). 20 varieties in 4
repetitions are assessed on each locality.

The plants were sowed in spacing of 10
x 10 cm, there are 10 plants in each row.
We use 6 middle plants from the rows for
the RSS estimation. The electrical capa-
city is measured in nanofarads (nF) by
the means of a measuring device called
LCR METER ECL 131 D.

Results

The relation between the RSS and the
gene for general resistance to Blumeria
graminis and the spring barley sem-
dwarf gene was found by the means of
genetic mapping. On the third chromo-
some, there were genes for a greater RSS
in one locus in linkage to the semi-dwarf
gene swd 1. On the fourth chromosome,
there was one locus for a smaller RSS
very close to the gene (mlo) for general
resistance to Blumeria graminis. The
malting quality of double-haploid lines
(DH) was also influenced by a greater
RSS. As for the selected malting quality
parameters, the great RSS lines had
higher extract content by 0.98% and
higher sugar extract from malt by 1.55%,
however the relative extract was lower
by 3.80% etc..

In 2007, the root system size of wheat
was affected primarily by the locality
(83-86%) - the varieties’ average values
were smaller in ZeleSice than in Hrubgice
where higher doses of nitrogen were
applied (130 kg.ha). Additionally, the
varieties were highly significant sources
of variability and participated by 8-10%
of the whole variability of the acquired
data. The interaction of the varieties with
localities was significant only during the
flowering phase when it shared 4% of the
whole variability.

Furthermore, we confronted the root
system size with the baking quality of
varieties (E - superior, A - high quality,
B - normal quality and C - feed grain).
The lowest quality varieties had conclu-

sively greater RSS than the E, A and B
groups of baking varieties. No significant
differences between E, A and B groups
were found. In the group of superior va-
rieties, the Akteur variety had a greater
RSS (in all three terms) than the average
value of all twenty monitored varieties.
During the heading time, it was even
greater than the average values of all
group C varieties.

Conclusion

The root system size (RSS) of spring bar-
ley was influenced predominantly by the
environment (42-81%). However, it was
also affected by the variety (7.9-11.2%)
and additionally, it had an effect on the
malting quality (higher extract content
etc.). The preliminary results acquired
on two localities have proven that twenty
winter wheat varieties significantly dif-
fered in RSS. The varieties’ percentage
of the whole variability was 8-10%, so
it provides a sufficient variability for
a effective breeding for a greater RSS.
Low baking quality was connected to a
greater RSS.
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Different barley cultivars as a source of green mass

for improving nutrient balance in human diet

J. EHRENBERGEROVA, K. VACULOVA, I. PAULICKOVA, N. BREZINOVA BELCREDIL, S. MACUCHOVA, J. KOPACEK, D.
GABROVSKA, M. HOLASOVA, J. OUHRABKOVA, J. RYSOVA, V. FIEDLEROVA, R. WINTEROVA and S. HORACKOVA

Abstract

Human diet enriched with young parts of
plants (so called ,,green foods*) can help
to improve the balance of the nutrient
intake in a natural way. Different selected
nutrients (vitamins C and E, total poly-
phenols, ferulic acid, monosaccharides,
activity of superoxide dismutase and
catalase, chlorophyll) and minerals (N,
P, K, Ca, Mg, B, Cu, Zn, Fe and Mn)
were analysed in barley green mass, cut
from 3 spring barley materials (malting
cultivars Sebastian and Malz and can-
divar KM1910 with hulless grain) in
two defined growth phases (DC 29 and
DC 31 by Zadoks) in the years 2005-
2007. Results obtained indicate that the
contents of nutritional substances are
strongly dependent on the growth pha-
se; the influence of the barley genotype
(cultivar) and the growth site (locality)
are discussed.

Introduction

Diet enriched with so-called ,,green
foods*, i.e. fresh or delicately preserved
food of plant origin can help to improve
the balance of the nutrient intake in
a natural way. Young plant parts are
characterized by increased contents of
phytonutrients - vitamins, provitamins,
antioxidants, and other bioactive subs-
tances with protective functions in the
humans. Research conducted in the USA
and Japan has shown that extracts from
young cereal leaves (green mass, taken in
the clearly defined growth phases) have
marked effects on a number of health
disorders including excessive cholesterol
levels, blood pressure, immune response
and cancer prevention (NISHIYAMA
et al. 1994, SHIBAMOTO et al. 1994).
The barley grass acts as a free radical
scavenger that also reduces inflammation

and pain. An extraordinary feature of
products derived from young barley is
their well-established ability to degrade
organophosphate pesticides (DURHAM
et al. 1999).

Barley green mass is a rich source of
chlorophyll, source of antioxidants, the
most important being o-glycosyl iso-
vitexin, superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), vitamins E and C and
carotenoids. It also contains significant
quantities of macro- and microelements,
such as calcium, copper, iron, magne-
sium, potassium, zinc, etc., and other
important nutrient compounds e.g. folate,
pantothenic acid, vitamins B1, B2, B6
(ARUOMA and HALLIWELL 1987,
KITTAetal. 1992, OSAWA et al. 1992,
ACAR et al. 2001, LEE et al. 2003 and
others).

However, the nutrients content depends
on the growing site, soil quality, climatic
conditions, particularly average rainfall,
harvest technique (DROUSHIOTIS
1984), and processing of green mass. It
is known that the highest concentrations
of nutrients are present in the green mass
during short period of the vegetation and
that the nutrient profiles of green cereal
plants change quickly as they grow.

The main aim of our study was to evalu-
ate the contents of the selected nutritional
parameters of the green mass taken from
different cultivars of barley, cut in two
growth phases, grown under various soil
and climatic conditions of the Czech
Republic.

Materials and Methods

Materials

Three spring barley materials, malting
cultivars Sebastian and Malz with hulled
grain and a new barley candivar KM1910

with hulless grain were grown in two ex-
perimental locations Kromeriz (KM) and
Zabcice (ZB), under restricted chemical
inputs in the period of 2005-2007. Ana-
Iytical determination of selected nutrients
was carried out in two terms of barley
green mass samplings, cut in the defined
growth phases: sampling I at growth
phase DC 29 and sampling Il at growth
phase DC 31 (ZADOKS 1974).

Methods

According to the characterestics of the
individual substances determined, the
samples were analyzed either immedi-
ately after harvest - DM (%), chloro-
phyll and its components - ,,a“ and ,,b*
(mg.g?), vitamin C (mg.100g?), activity
of vitamin E (and contents of its isomers
- alpha-, beta + gama, and delta-tocophe-
rols, T - mg.kg™?), activity of superoxide
dismutase and catalase (U.g*) or after
freezing - ferulic acid (mg.100g?), fola-
tes (ug.gt). Macroelements (N, P, K, Ca
and Mg - %), microelements (B, Cu, Zn,
Fe and Mn - mg.kg?) and ash (%) were
also determined.

Dry matter was determined using the
gravimetric method (DAVIDEK et al.
1981), content of chlorophyll with the
spectrophotometric method (FREB-
ORT et al. 1992). Ascorbic acid was
determined by titration with 2,6-dichlor-
phenolindophenol (CSN ISO 6557/2
Method A). Principle of the assessment
of vitamin E content and its isomers is
alcaline saponification and extraction
of nonsaponified portion of the sample
with diethyl ether with subsequent deter-
mination using the HPLC method with
fluorescent detection.

Phenolic compounds were quantified
with the RP HPLC method (ORSAK et
al. 2000).
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The enzyme activity of superoxide dis-
mutase (SOD) was assessed using the
kit Ransod after its modification for the
plant material (BELCREDIOVA et al.
2006). To assess the activity of catalase
(CAT), a spectrophotometric method
based on the measurement of the drop of
absorbance at 240 nm was used (BERG-
MEYER 1970).

Folates were assayed as 5-methyltet-
rahydrofolate (main representative of
natural folates in plant materials). The
determination of 5-methyltetrahydro-
folate (5-MTHF) was performed by
the RP HPLC method after thermal and
enzymatic hydrolysis and purification
of the samples using SPE, modified for
releasing folates from food matrix (HO-
LASOVA et al. 2004).

Nitrogen was measured on an instru-
ment from the company Leco (Dumas
method), contents of macroelements by
spectrophotometric method (P), AAS
method (Ca, Mg), AES method (K - the
samples were prepared by mineralisati-
on according to Kjeldahl) and total ash
was measured after sample combustion
(ZBIRAL 1994, JAVORSKY 1987, JA-
VORSKY and KRECMER 1987).

Results and Discussion

Barley is apparently the only commonly
grown cereal, the caryopsis of which
contains vitamin E in all eight iso-
forms of tocopherols and tocotrienols
(PRYMA et al. 2007). But in the green
mass, compared to barley grain, we
have detected any tocotrienols - only
tocopherols were found. On contrary to
our expectations, we have found on the

Table 1: Mean values and the significance of the differences in selected

phytonutrients

CATY SOD FA Folates

Item mean signif. mean signif. mean signif. mean signif.
Cultivars

Malz 631,4 a? 416,4 a 128,2 a 158,9 a

KM1910 684 b 418,1 a 325,7 b 155,9 a

Sebastian 718,5 b 486,3 b 401,3 c 176,7 b

Years

2005 600,3 a 382,1 a N - N -

2006 824.,6 b 460,7 b 195,6 a 180,3 b

2007 608,9 a 477,9 c 374,5 b 147,4 a
Localities

Kromeriz 663,4 a 362,8 a 349,7 b 188,4 a

Zabcice 692,6 a 517,7 b 220,4 a 139,3 b
Samplings

DC 29 883,6 b 464,3 b 327,9 b 142,9 a

DC31 502,4 a 416,3 a 242,2 a 184,8 b

) see Materials and Methods; CAT = catalase, SOD =

superoxidismutase, FA = ferulic acid

2 means in the same column with the different letters differ significantly at P<0.05, N - no data

base of the chemical analyses, that only
ferulic acid (FA) was present of all the
phenolic compounds analyzed (catechi-
ne, epicatechine, caffeic, chlorogenic and
ferulic acids).

In accordance with literature, the mean
values of the analysed phytonutrients in
the green barley mass were relatively
high: CAT - 677 U.g!, SOD - 338
U.g*, Vitamin E - 67 mg.kg?, FA - 284
mg.100g?, Vitamin C - 309 mg.100g*,
folates - 163 mg.100 g* and total chlo-
rophyll - 1.93 mg.g™.

The cultivars differed in the levels of
the assessed phytonutrients; the cultivar
Sebastian exhibited statistically signifi-
cantly higher mean values of activity of
vitamin E (718.5 catalase, SOD, folates
and FA in comparison with two other ma-
terials. Only in content of FA, activity of

vitamin E and content of the tocopherols
mutual differences among all cultivars
were highly statistically significant (Ta-
ble 1 and Table 2).

Comparison of results of the chemical
analyses across two terms of sampling
has shown, that values of all phytonut-
rients, with the exception of folates and
chlorophyll, were significantly higher
in the first sampling ( i.e. DC 29), than
in the second one. In individual years
significant differences in mean values
of all studied phytonutrients were de-
termined.

The year 2006 (normal course of weather
in spring months) was favorable for ac-
tivity of catalase and vitamin E, synthesis
of vitamin C and folates; for FA content
and SOD activity the course of weather
in 2007 was the most convenient.

Table 2: Mean values and the significance of the differences in content of vitamins with an antioxidative effect

Vit.E" alpha-T betatgama-T delta-T Vit.C

Item mean signif. mean signif. mean signif. mean signif. mean signif.
Cultivars

Malz 61,8 a? 59,7 a 11,6 b 1,7 a 500,8 a

KM1910 67,8 b 65,6 b 12,7 c 2,4 b 520,3 b

Sebastian 73,1 c 711 c 9,7 a 1,7 a 508 ab

Years

2005 74,9 b 731 b 12,6 b 1,9 ab N -

2006 75,2 b 73,6 b 10,6 a 2,3 b 558,3 b

2007 52,6 a 49,8 a 10,8 b 1,7 a 461,2 a
Localities

Kromeriz 68,7 a 66,2 a 11,5 a 1,8 a 4774 a

Zabcice 66,4 a 64,7 a 11,2 a 21 a 542 b
Samplings

DC 29 74,5 b 71,9 b 10,5 a 1,5 a 555,4 b

DC31 60,6 a 59,1 a 12,1 b 2,4 b 464 a

" see Materials and Methods

2 means in the same column with the different letters differ significantly at P<0.05, N - no data
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Different barley cultivars as a source of green mass for improving nutrient balance in human diet

Some authors (BAMFORTH 1983, BEL-
CREDIOVA et al. 2006) have stated,
that the amount of SOD in barley grain
varies in dependence on a cultivar and
locality. Mean values of SOD activity
from the locality ZB were significantly
higher than from KM (517.7 vs. 362.8
U.g? for ZB and KM respectively), in
other three substances (FA, vitamin C
and folates) locality KM showed better
results. Only in the activity of CAT and
vitamin E, the means between localities
were not significantly different.

Contents of macroelements (N and K) in
green mass were nearly double compared
to grain (from 3.96 to 4.16% and from
3.25 t0 3.46% for N and K respectively
- Figure 1), significant differences bet-
ween the varieties, however, were not
found. Especially K is a mineral that
tends to be lacking in the processed diet
of industrial society.

Interesting dependences were observed
for the content of microelements in the
assessed localities. Whereas the content
of Fe was significantly higher in the
Kromeriz (275.6 mg.kg?) than in Zabcice
(98.4 mg.kg-1), the opposite was true
for Cu (5.6 vs. 9.7 mg.kg* for KM and
ZB respectively). These results could
be also adjudicated in relation to the
differences, found in the mean activities
of enzymes.

On the other hand, significant differences
between individual cultivars were found
only for mean content of Cu and Mn
(Table 3).

Evaluation of experimental results show-
ed statistically significant interactions
among all sources of variability (cul-
tivars, samplings years and localities,) in
most phytonutrients studied, particularly
interaction of the year with cultivar and
locality.
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Figure 1: Variability of the macroelements contens in the cultivars (across

localities)

Conclusions

The results of the study of the selected
phytonutrients content in the green bar-
ley mass confirmed significant differen-
ces on the level of the selected cultivars;
however for some substances only.

In terms of concentration of most phyto-
nutrients the first sampling (growth phase
DC 29) appeared more appropriate for
production of the barley ,,green foods*
than the second one (DC 31). Neverthe-
less we have to calculate on the lower
content of chlorophyll and folates.

In general, all environmental factors,
e.g. both years and localities, affected
concentration of phytonutrients signi-
ficantly.

Food supplements based on the parts of
green plants have their tradition espe-
cially in the East Asian countries. In the

Table 3: Mean content of the microelements in the barley green mass

Cultivars
Microelements ltems Sebastian KM 1910 Malz
B mean? 19,5 20,1 19,3
signif. a? a a
Cu mean 8,1 7.4 74
signif. b a a
Fe mean 203,0 187,1 170,8
signif. a a a
Zn mean 24,4 25,1 25,5
signif. a a a
Mn mean 38,7 39,9 35,0
signif. b b a

" mg.kg™, 2 means in the same row with the different letters differ significantly at P<0.05
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USA, New Zealand, and other countries
the food supplements called ,,Barley
Grass* or ,,Green barley grass* have been
offered on the market.

Our results have suggesed that the exact
selection of the cultivars and growing
localities can significantly modify nu-
trient profiles of the desired valuable
substances in green mass. They have also
revealed that green barley mass could be
valuable object of the future dietary stu-
dies and processing, even in the growing
conditions of the Czech Republic.
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Evaluation of HPPD gene expression

in relation to vitamin E content in barley
M. KOSAR, L. HOLKOVA, N. BREZINOVA BELCREDI and J. EHRENBERGEROVA

The term vitamin E encompasses the ran-
ge of components with a similar chemical
structure, which are also called tocols. A
group of four tocopherols and four tocot-
rienols, marked with Greek letters a - d,
is included among these components
with a key antioxidant effect. Vitamin E
has a very important function in plants.
It protects photosynthetic apparatus
from damage caused by free radical ele-
ments and helps plants to survive stress
conditions such as cold and drought.
Moreover, vitamin E has positive effect
on human health. One of the important
enzymes in a biosynthetic pathway of
vitamin E is 4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase (HPPD). HPPD is conside-
red as one of the essential factors, which
control activity of the whole biosynthetic
pathway due to its strategic location.
The highest vitamin E content among
cereals was detected in spring barley
(HOLASOVA et al. 1995) and the barley
cultivars with higher level of vitamin E
have been already developed (WANG
et al. 1993).

This study was focused on the determina-
tion of regulation of the gene expression
for HPPD in cultivars with contrastive
level of vitamin E during the growth
and development of plants and grains.
Cultivars (see Table 1) were grown in a
phytotron under optimal growing condi-
tions. Evaluation of gene expression for
HPPD was carried out in the different
growth and development stages of leaves
and grains.

Evaluation of relative gene expression in
leaves confirmed published information
(Kleber-Janke and Krupinska, 1997). In
the majority of varieties the highest gene
expression was detected during grain

Tocopherols

Tocotrienols

a-T B+y-T d-T a-T3 B+y-T3 d-T3 Total
Krona (Kr) 6,96 3,64 0,84 27,59 10,38 0,55 49,96
Kompakt (Kom) 7,05 5,75 1,10 24,84 12,25 0,71 51,70
KM 1771 (KM) 5,87 2,72 0,69 22,79 13,76 0,93 46,76
Carina (Car) 9,79 4,64 0,97 23,54 8,02 0,56 47,52
Wabet (Wb) 7,35 4,08 1,17 34,80 12,45 0,60 60,45
Wanubet (Wnb) 6,17 3,78 1,16 36,32 12,4 0,53 60,36
Washonubet (Wsnb) 6,56 3,13 0,93 42,09 13,86 0,62 67,19

Table 1: Content of tocols in grain [mg/kg], locality Zabéice, Czech Republic, 2005
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Figure 1: Normalized relative expression (RE) of HPPD gene in barley grain was
evaluated according to PFAFFL (2001). Quantification is based on Ct (threshold
cycle) values that were normalized using the Ct value corresponding to a barley

housekeeping gene for a tubulin.

filling in fourth day after pollination (see
Figure 1).

The expression of HPPD gene in cul-
tivars with low content of vitamin E was
descending during sampling whereas the
expression of this gene in cultivars with
high level of vitamin E was identical or
descending very slowly. Results have
confirmed the relationship between the
activity of the gene on the eighth and the
twelfth day after pollination and content
of vitamin E, which is typical for the
cultivars in field condition. Higher gene
expression was found in the cultivars
with higher level of vitamin E than in the
cultivars with lower vitamin E content.
This relationship was statistically signi-
ficant and the correlation coefficient of
this relation was 0,85.
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Differences in barley Dhn genes expression in the plants

exposed to short/long term drought stress
P. MIKULKOVA, L. HOLKOVA, M. BRADACOVA and O. CHLOUPEK

Water deficit is one of the major factors
limiting plant growth and development
and crop productivity (MALATRASI
et al. 2002). Adaptation mechanisms
of plants to drought stress conditions
are based on many factors involving
physiological and genetics traits as root
system size, thickness of cuticula and
the size of stomata. These factors result
in different expression of stress genes
on molecular level. Tolerance to abiotic
stress is associated with accumulation of
stress-induced proteins including LEA
proteins.

Some of them -dehydrine- are accumu-
lated under abiotic stress (drought, low
temperature, osmotic stress, seed drying,
salinity) and protect the cells from water
deficit. It shows that intesity and start
of expression of Dhn genes are genoty-
pically dependent. In SUPRUNOVA et
al. (2004) high correlations between the
rates of relation expression level of these
genes and the level of tolerance of tested
barley varieties were detected.

In our experiments we studied a depen-
dence of level of drought tolerance of
different barley varieties on intensity of
Dhnl gene expression under different
drought stress contitions. Expression
was evaluated in 5 barley varieties with
different level of drought tolerance:

Tadmor (Tad) - drought tolerant variety,
species Hordeum spontaneum, origin
Syria, Amulet (Amu) - recommended
to drought areas, CZ, Bojos (Boj), Malz
(Mal) - universal varieties to every ag-
ricultural areas, CZ, Jersey (Jer) - low
yield of grain in drought areas, NLD.

Dehydration treatment

for expression analysis

We exposed barley plants to 2 types of

drought stress conditions:

1. in short-term drought stress condition
plants were grown hydroponically
in MS medium. Leaves tissues were

cutted from 10-day-old seedlings and
placed onto dry filter paper. After 1,
3, 6, 12 and 24 hours of dehydratati-
on the samples were taken for RNA
analysis.

2. in long-term drought stress condition
were two weeks old plants removed
to solution of PEG (0,3 MPa) for
simulation of drought conditions in
soil. The control plants were growing
in MS medium. After 3, 6, 12 and 24
hours and than after 4, 7 and 14 days
of growth in PEG the samples were
taken for RNA analysis.

Our results confirm supposition that
the variety Amulet was adaptable to
drought stress conditions at the level of
expression of stress genes. More resistant
varieties to drought (Tadmor and Amulet)
initiated the expression of Dhn genes in
cutted leaves later, but the intensity was
higher (Figure 1) which can be explai-
ned by better defense mechanisms on
molecular level. Resistant varieties were
able to compensate water loss rate with
active expression of dehydrins. Long
term drought stress (PEG) is not so stress
inducing for these varieties, therefore

Hormalised relative expression of DisY

12 ok
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Figure 1: Evaluation of relative expression of Dhnl gene in leaves tissues was
evaluated according to PFAFFL (2001). Quantification is based on Ct (threshold
cycle) values that were normalised using the Ct value corresponding to a barley

housekeeping gene for a tubulin.
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Figure 2: Evaluation of relative expression of Dhnl gene in plants growing in

PEG solution
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they were able to cope better with water
deficit. Used cultivation conditions were
probably more stressful for more sensi-
tive varieties H. vulgare probably due
to slower closing of stomata and higher
cuticular transcription in the beginning
of desiccation. All these factors lead to
higher activity of Dhn genes in these
sensitives varieties (Figure 2).

It shows that evaluation of Dhnl gene
expression could be used for preliminary
prediction of sensitivity of barley geno-
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types to drought stress on genetic level.
More tolerant genotypes show probably
earlier start of expression of this gene
during short strong stress and on the
contrary delayed but more intensive ex-
pression during long-term mild stress.
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Seed Quality and Fungal Growth on Barley Seed

Introduction

The study was aimed at determining
potential differences in seed quality
of spring malting barley in relation to
fungal occurence measured as a content
of ergosterol in grain.

Malt production is based on controlled li-
mited germination of barley grains. Apart
from malting quality other characteristics
required for malting barley are sound
grain with minimal fungal contaminati-
on, absence of pre-germination, germi-
native capacity not less than 99% and
germinative energy not less than 98%
at time of malting (MORRIS, BRYCE
2000). Lower seed quality often associ-
ates with fungi infection, fungi can occur
both during ripening and/or storage.

Several methods have been developed
for detection and quantification of fungal
contamination, i.e. sensorial evaluations
(odour and visual presence of mycelium),
microbiological methods (spore counting
techniques), and chemical and bioche-
mical methods incl. chitin, ergosterol
and fungal secondary metabolites as
mycotoxins (MAGAN 1993).

Ergosterol is widely proposed as a
measure of fungal growth. Various ap-
plications of ergosterol analyses were
described, e.g. for the early and accurate
detection of fungal activity in stored

P. HRSTKOVA

grain, for quantification of living fungal
biomass present in soil, as an early indi-
cator of potential mycotoxin production
(SCHWADORF, MULLER 1989).

Material and Methods

The samples of barley seeds of six
commonly grown malting varieties
were obtained from the Czech Official
Variety Trials, which were performed in
2002 and 2003 on six field stations with
different soil and climatic conditions. No
fungicides and only moderate amount of
fertilizers were applied during growing.
The seed quality was evaluated by the
standard laboratory germination test and
by the method for estimation of seed
vigour. This method determined vigour
as a germination rate under stress condi-
tions, i.e. low temperature (9-10 °C) and
insufficient water uptake (CHLOUPEK
etal. 1997). Drought was induced by po-
lyethyleneglycol solution, which osmotic
potential of -2 bars corresponded to 100
g of PEG 6000 in 1 litre distilled water
at 10 °C (BURLYN and KAUFMANN
1972). For statistical evaluations the
software Statistica 7.0, StatSoft, Inc.
was used.

The content of ergosterol in all seed
samples was measured using HPLC
technique developed in LUFA, Bonn
(WOLF 1998, 1999).

Results and Discussion

The multiple comparisons of standard
germination, vigour and ergosterol
content are summarised in Table 1. The
germination rates (97.6-99.9%) and
vigour estimations (96.9-99.8%) were
very high in both years with the excep-
tion of stations Vysoka (germ. 80%; vig.
78.2%) and Lib¢&jovice (germ. 44.9%;
vig. 37.3%) in 2002. Due to heavy rains
at the beginning of August that postponed
harvest at those stations the seed quality
was very low and significant differences
among the varieties were detected. The
variety Amulet was the most tolerant to
the unsuitable humidity (germ. 91.5 and
53.0%; vig. 91.0 and 49.5% Vysoka,
Lib¢&jovice resp.) the varieties Kompakt
(germ. 70.5 and 24.0%; vig. 70.0 and
20.5% Vysoka, Libé&jovice resp.) and
Prestige (germ. 70.0 and 43.5%; vig.
63.5 and 30.5% Vysoka, Lib¢&jovice
resp.) were the least tolerant. The crop
year 2003 was generally very suitable
for spring barley, the grain was well de-
veloped and all germination parameters
were above standards, e.g. germination
energy 98% and germination rapidity
86.2% compared to year 2002 (97.0%
and 78.6% resp.) (PROKES 2004).

The effect of variety on ergosterol con-
tent was not proved, only the effect of
location was statistically significant (Ta-

Table 1: Mean values for standard germination, vigour and ergosterol content in 2002 and 2003 year

Standard germination (%) Vigour (%) Ergosterol (mg/kg)
Variety 2002 2003 2002 2003 2002 2003
Amulet 90.1 NS 98.7 NS 88.5 NS 98.9 NS 6.1 NS 7.6 NS
Jersey 86.4 NS 99.3 NS 82.2 NS 99.0 NS 4.7 NS 6.9 NS
Kompakt 81.8 NS 99.0 NS 81.0 NS 98.7 NS 5.7 NS 8.0 NS
Malz 88.6 NS 99.3 NS 88.3 NS 98.8 NS 4.7 NS 6.5 NS
Prestige 84.9 NS 99.3 NS 81.2 NS 98.8 NS 5.3 NS 7.2 NS
Tolar 88.5 NS 99.3 NS 87.5 NS 99.7 NS 4.8 NS 6.7 NS
Mean 86.7 99.1 84.8 99.0 52 71
Location
Chrastava 99.0 d 98.8 a 971 ¢ 98.5 a 6.2 ¢ 10.0 d
Chrlice 976 c 99.6 b 96.9 c 99.8 b 3.9 bc 82 c
Lednice 99.3 d 98.2 a 993 d 97.8 a 3.8 bc 6.9 bc
Lib&jovice 449 a 98.7 a 373 a 98.6 a 13.7 d 6.9 bc
Vérovany 99.5 d 999 b 99.8 d 99.6 b 0.1 a 49 a
Vysoka 80.0 b 99.7 b 782 b 99.7 b 35 b 6.1 ab
Mean 86.7 99.1 84.8 99.0 5.2 71

Fischer’s LSD test, NS - non-significant; a-d letters denote significant differences at the 95% confidence level
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ble 1). The differences in seed lots were
found in both crop years; the average
ergosterol content was 5.2 mg/kg in 2002
and 7.1 mg/kg in 2003. The highest fungi
contamination was proved particularly
on poor quality seeds from the station
Libé&jovice in 2002, the only samples
with the visible mould (from 10,8 to
18,9 mg/kg). Although the seed quality
was better in the 2003 year, the content
of ergosterol was actually higher in all
samples with the exception of samples
from Lib&jovice. This study dealt with
naturally contaminated grain, therefore
the content of ergosterol was lower than
that found in inoculated grain where can
reach up to 250 mg/kg (GOURAMA,
BULLERMAN 1994). The ergosterol
content showed a negative correlation
with the germination rate and vigour
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estimation in both years, -0.75 and -0.79
in 2002, and -0.33 and -0.21 in 2003. It is
possible that weak correlations in 2003
were caused by small differences in seed
quality of tested samples.
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Zehn elementare Voraussetzungen zur sicheren
Bestimmung von GVO-Beimengungen in Saatgut

Die PLANTON GmbH ist ein akkredi-
tiertes Priiflabor und fiihrt Spezialanaly-
sen fiir die Saatgutwirtschaft durch.

Die Kompetenz der PLANTON GmbH
liegt in der Identifikation und Quanti-
fizierung von GVO-Beimengungen in
Saatgutpartien. Um diese Beimengungen
sicher bestimmen zu konnen, sind ver-
schiedene Maflnahmen zur Qualititssi-
cherung zwingend erforderlich:

Eine Akkreditierung des Priiflabors nach
DIN ENISO 17025:2005 garantiert dem
Auftraggeber eine hohe Analysequalitét
und durch das etablierte Qualitatsma-
nagementsystem (entsprechend der
ISO 9001) die Einhaltung wichtiger
Qualitatsstandards. Die Ablaufe in die-
sem Labor sind standardisiert und die
Ergebnisse reproduzierbar.

Externe Qualitdtskontrollen miissen
durch regelméBige Teilnahme an Ring-
versuchen erfiillt werden. Dariiber hinaus
sorgen Kundenaudits fiir eine Uberprii-
fung des Labors.

In den Priiflaboren muss ein Raumkon-
zept realisiert sein, um Querkontaminati-
onen zu verhindern. Dies wird durch eine

T. KEIL und M. KLEINE

Aufteilung der Rdume in funktionelle
Einheiten und einen Probendurchlauf
nach dem Einwegprinzip sichergestellt.
Nur durch eine effiziente Vermahlung
und eine gute Homogenisierung der
Proben konnen valide Ergebnisse erzielt
werden. Dafiir ist ein probenabhingiges
Vermahlungssystem notwenig. Idealer-
weise konnen damit auch groBe Pro-
benmengen verarbeitet werden, um eine
hohe statistische Sicherheit zu erreichen.
Nur wenn bei der Vermahlung auch eine
homogene Untersuchungsprobe erstellt
wird, sind valide und reproduzierbare
GVO-Nachweise moglich.

Bei der DNA-Isolation miissen fiir
unterschiedliches Probenmaterial, spe-
zielle Protokolle entwickelt werden,
um sowohl eine hohe Ausbeute als auch
eine hohe Giite der DNA zu erzielen.
Uber mehrere DNA Qualititskontrollen
miissen Inhibitoren im Ansatz identifi-
ziert werden.

Mit der real-time PCR wird die Validitat
der Analysen sichergestellt. Durch die
PCR-Analyse mit artspezifischen Genen
(housekeeping genes) werden sowohl die
Proben, als auch die Standardreihen in

ihrer Qualitat und in ihrer Konzentration
korrigiert und aneinander angeglichen.
Beides ist notwenig, um schlieBlich den
exakten Gehalt der GVO-Beimengung in
einer Probe feststellen zu konnen.

Ein mehrfacher Probenansatz stellt die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicher
und eliminiert sowohl falsch positive als
auch falsch negative Proben.

Nur iiber Standardreihen, die aus zer-
tifziertem Referenzmaterial oder defi-
nierten Kundenmaterialien hergestellt
wurden, kann der tatsdchliche Gehalt
einer GVO-Beimengung in einer Probe
berechnet werden.

Samtliche Verfahren sollten konform mit
dem §64 des deutschen Lebensmittel-
und Futtermittelgesetzbuches (LFGB)
sein und sich an den Methoden der ,,L&n-
der Arbeitsgemeinschaft Gentechnik®
(LAG) orientieren.

Die Arbeitsabldufe im Labor miissen an
die Anforderungen der Saatgutwirtschaft
angepasst werden. Insbesondere zu den
Erntezeiten muss ein hoher Probendurch-
satz und eine schnelle Bearbeitungszeit
(< 24 h) gewdhrleistet sein.

Autoren: Dipl.-Ing. Tobias KEIL und Michael KLEINE, PLANTON GmbH, Am Kiel-Kanal 44, D-24106 KIEL, www.planton.de, analytik@planton.de
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Saatgutschwellenwerte -
essenziell fur die Schaffung von Rechtssicherheit

Weltweit gewinnt die Nutzung gentech-
nisch verdnderter Pflanzen an Bedeutung.
Die europdischen Warenstréme kommen
durch steigenden Anbau und Handel
mit gentechnisch verdnderten Pflanzen
zunehmend mit gv-Bestandteilen in Be-
rihrung. Minimale GVO-Spuren in kon-
ventionellen Produkten sind daher nicht
vollstindig auszuschlieBen. Kennzeich-
nungsschwellenwerte ziehen die Grenze
zwischen einer bewussten Anwendung
der Gentechnik und einer zufélligen
und technisch unvermeidbaren GVO-
Beimischung. Sie dienen der Information
von Verbrauchern und Landwirten und
sichern somit die Wahlfreiheit.

Fiir Saatgut wird eine Entscheidung iiber
einen solchen Schwellenwert seit Jahren
immer wieder verschoben. Dadurch
herrscht fiir die Saatgutwirtschaft grof3e
Rechtsunsicherheit, da die Behorden bis-
lang widerspriichlich reagierten, wenn in
Saatgut GVO-Spuren gefunden wurden.
Dies hat fiir die Unternehmen gravieren-
de wirtschaftliche Konsequenzen.

Status Quo

Bisher sind lediglich zwei Maisevents
zum Anbau in der EU zugelassen. Auch
fiir deren Vorkommen gelten keine
verbindlichen Saatgutschwellenwer-
te, aufgrund von EU-Empfehlungen
werden allerdings Spuren bis zu 0,1%
in konventionellem Saatgut toleriert.
Demgegeniiber stehen 51 Events fiir
die in der EU Zulassungsantrage (Ver-
wendung als Lebens- und Futtermittel,
Import als vermehrungsfahiger GVO,
Anbau) gestellt wurden, die aber nicht
zum Anbau genehmigt sind. Zusatzlich
gibt es 92 Drittlandevents sowie einige
Events mit ausgelaufener Zulassung,
die weltweit gehandelt werden, deren
Auftreten in Saatgut in der EU aber
nicht geregelt ist. Werden Spuren die-
ser Events in konventionellem Saatgut
nachgewiesen, miissen die betreffenden

K. MONCH

Saatgutpartien zuriickgerufen, bzw. die
Feldbestédnde bereits ausgesater Partien
vernichtet werden.

Probleme

Auch hinsichtlich Probenahme und
Analytik fiir den Nachweis von GVO-
Bestandteilen bestehen nach wie vor
Unklarheiten. Unterhalb der technischen
Nachweisgrenze von 0,1% ist die Ana-
lytik derart unsicher, dass ein positives
Ergebnis kaum Aussagekraft besitzt. Un-
einheitliche Standards bei Probennahme,
Analytik und der PCR-Methodik bewir-
ken unterschiedliche Untersuchungser-
gebnisse zwischen den Laboren. Selbst
innerhalb eines Labors konnen die Ana-
lyseergebnisse zweier identischer Proben
stark voneinander abweichen. Ein Grund
hierfiir ist, dass die hohe Sensitivitét der
Nachweismethoden (v.a. PCR) - auch
fiir Fehler - unterschétzt wird. Mogliche
Eintragungsgriinde wie z.B. anhaftender
Staub, Verschleppungen im Labor oder
natiirliche Quellen der Zielsequenz
konnen Ergebnisse verfélschen. Dariiber
hinaus steigt die Wahrscheinlichkeit von
nicht eindeutigen (z.B. so genannten
falsch-positiven) Ergebnissen, je nied-
riger die Nachweisgrenzen der Events
sind. Gerade bei unsicheren Ergebnissen
ist es von enormer Bedeutung, diese
durch eine B-Probe zu verifizieren, um
Vollzugsmafnahmen zu verhindern, die
sich auf einen blofen Verdacht begriin-
den. Da Saatgutschwellenwerte fehlen
und keine verbindlichen Standards fiir
die Probenaufbereitung und -analyse
vorliegen, herrscht bei den ausfiihrenden
Behorden extreme Rechtsunsicherheit ob
und wann VollzugsmaBnahmen eingelei-
tet werden sollen.

Auswirkungen

Seit 2000 gab es allein in Deutschland
acht Verdachtsfalle von GVO-Spuren
in konventionellem Saatgut, die zu

enormen finanziellen Schaden bei
Zichtern und Landwirten gefiihrt und
einem Imageverlust der betroffenen
Unternehmen bewirkt haben. Die ver-
meintlich positiven Befunde konnten
bei wiederholter Untersuchung jedoch
nicht bestatigt werden. Schon jetzt er-
greifen die Pflanzenzuchtunternehmen
aus eigener Initiative zusatzliche Quali-
tatssicherungsmafnahmen, die eine hohe
zusitzliche finanzielle Belastung bedeu-
ten. Eine neu verdffentlichte EU-Studie
(") bestitigt steigende Produktionskosten
fiir (Mais)Saatgut, je niedriger der zu-
grunde gelegte Saatgutschwellenwert ist.
Demnach werden Kostenerhhungen v.a.
durch steigende Feldkosten (Erhdhung
Isolationsabstande, getrennte Maschinen
bzw. Reinigungsaufwand der Maschi-
nen), steigende Verarbeitungskosten
(Anlagenmanagement, Reinigung) und
erhohte Verwerfungen von Saatgutchar-
gen bewirkt.

Fazit

Die fiir Pflanzenziichter und Landwirt-
schaft untragbare Situation ist aus-
schlieBlich auf fehlendes Handeln der
Politik zuriickzufiihren, nach Schwellen-
werten fiir Futtermittel und Lebensmittel
auch Saatgutschwellenwerte festzu-
setzen. EU, Bund und Lénder reichen
sich gegenseitig die Verantwortlichkeit
zu. Bisweilen folgt man damit einer
Argumentation, so die Gentechnik er-
folgreich aufzuhalten. Die gravierenden
wirtschaftlichen Schéaden, die dadurch
gerade in der konventionellen Saatguter-
zeugung verursacht werden, nimmt man
billigend in Kauf.

Der BDP fordert daher eine Beendigung
der Rechtsunsicherheit fiir Ziichtungsun-
ternehmen und Behorden durch:

() KALAITZANDONAKES, N. and A. MAG-
NIER, 2007: The economics of adventitious
presence thresholds in the EU seed market

Autor: Dipl.-Ing. Kerstin MONCH, Bundesverband Deutscher Pflanzenziichter e.V. (BDP), KaufmannstraBe 71-73, D-53115 BONN,

www.bdp-online.de
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Festlegung von EU-weit giiltigen
Saatgutschwellenwerten fiir un-
beabsichtigte und unvermeidbare
GVO-Beimischungen genehmigter
Events orientiert am Kennzeich-
nungsschwellenwert fiir Lebens-
und Futtermittel (0,9 %)!

Festlegung eines Toleranzwertes fiir
alle anderen Events!

Einheitliche und verbindliche Vor-
gaben fiir Probenahme und Ana-
lytik, die kulturartenspezifische

Besonderheiten beriicksichtigen!
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Genetische und umweltbedingte Variation
des Starkegehaltes von Weizen und Triticale

in Hinblick auf die Bioethanolerzeugung
M. OBERFORSTER und R. KOHLDORFER

Einleitung

Der Einsatz von Bioethanol in Kraft-
fahrzeugen gewinnt zunehmend an
Bedeutung. Die Richtlinie 2003/30/EG
bestimmt, dass bis 2010 mindestens 5,75
% Biokraftstoffe den fossilen Treibstof-
fen zugemischt werden. In Deutschland
bestehen gegenwartig Anlagen mit einem
Verarbeitungsvolumen von 1,6 Mio t
Getreide. Das osterreichische Werk Pi-
schelsdorf bei Tulln nimmt im Frithjahr
2008 seinen Regelbetrieb auf. Geplant
ist, neben Nassmais und Riibendicksaft
bis zu 450.000 t Getreide (bevorzugt
Weizen und Triticale) zu Ethanol zu
verarbeiten.

Eine hohe Ethanolausbeute je Gewichts-
einheit Rohstoff ist fiir die Wirtschaftlich-
keit des Unternehmens wesentlich. Die
Ethanolausbeute wird primér durch den
Stiarkegehalt, der mit dem Proteingehalt
negativ korreliert ist, bestimmt (ROSEN-
BERGER et al. 2000, KRATSCH 2003,
KUCEROVA 2007). Mit jedem Prozent
Proteinabnahme konnen 5 1 Ethanol pro
Tonne Korntrockenmasse mehr gewon-
nen werden (SCHAFER 1995). Weiters
beeinflussen die Starkebeschaffenheit
(Anteil vergérbarer Stirke) sowie unbe-
kannte Faktoren die Ethanolausbeute.
Derzeit existieren keine Getreidesorten,
die speziell fiir die Ethanolerzeugung
selektiert wurden.

Material und Methoden

Standorte und Versuche

Insgesamt 28 einfaktorielle Winterwei-
zen- (5 Serien) und 12 Triticaleversu-
che (3 Serien) der Jahre 2005 bis 2007
wurden ausgewertet. Es handelt sich um
Standorte im pannonischen Trockenge-
biet, im Alpenvorland, im Miihl- und
Waldviertel sowie in der Steiermark
(Abbildung 1). Die Priifungen sind Teil
des Sortenzulassungsverfahrens.

Weizenversuche
Trockengebiet 2005, 2007

ParzellengroBe 10,0 bis 13,5 m?2, Priif-
glieder in Gitteranlagen 3- bis 4-fach
wiederholt, Vorfriichte waren Sommer-
durum, Kornererbse, Winterraps und
Kartoffel, Aussaat mit 280 bis 325 keim-
fahigen Kornern/m?, N-Gesamtmenge
92 bis 146 kg/ha, Fungizide wurden nicht
eingesetzt.

Weizenversuche
Feuchtgebiet 2005 bis 2007

ParzellengrofBe 8,1 bis 12,2 m?2, Priif-
glieder in Gitteranlagen 3- bis 4-fach
wiederholt, Vorfriichte waren Korner-
und Silomais, Englisches Raygras, So-
jabohne, Lupine, Leguminosengemenge,
Winterraps und Kornersenf, Aussaat mit
300 bis 400 keimféhigen Kérnern/m?, N-
Gesamtmenge 108 bis 164 kg/ha. In der
Saison 2005 und 2006 erhielten mehrere
Versuche das Fungizidpréparat Juwel top
(Wirkstoffe Kresoxim-methyl + Epoxi-

conazol + Fenpropimorph), im Jahr 2007
wurde Champion + Diamant (Wirkstoffe
Boscalid + Epoxiconazol + Pyraclostro-
bin + Fenpropimorph) appliziert.

Triticaleversuche 2005 bis 2007
ParzellengroBe 8,1 bis 12,0 m?, Priifglie-
der in Gitteranlagen 4-fach wiederholt,
Vorfriichte waren Winterroggen, Som-
merhafer, Sommerweizen, Ackerbohne,
Kornererbse, Leguminosengemenge,
Winterraps und Ollein, Aussaat mit
280 bis 350 keimféhigen Kornern/m?,
N-Gesamtmenge 68 bis 122 kg/ha, die
Priifungen erhielten kein Fungizid.

Sorten und Zuchtstamme

Bei Winterweizen wurden 11 (Trocken-
gebiet) bzw. 27 (Feuchtlagen) registrierte
Sorten und Zuchtstdamme analysiert. Das
Sortiment umfasste Qualitatsweizen
(Backqualitdtsgruppe 7), Mahlweizen
(Gruppe 3 bis 6) sowie Sonstige Weizen
(Gruppe 1 und 2). 16 Genotypen von
Triticale wurden getestet.

A Wintertriticale
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Abbildung 1: Versuchsstandorte fiir Winterweizen und Triticale
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Tabelle 1: Winterweizen (Feuchtgebiet) - Mittelwerte von Parametern der duBeren Kornqualitat, Kornertrag, Starkegehalt
und Stéarkeertrag (18 Versuche von 2005 bis 2007, 8 Sorten)

Getreideart/  Zulassungsjahr/  Tausendkorngewicht  Hektolitergewicht ~ Rohprotein Kornertrag Starkegehalt ~ Starkeertrag
Sorte BQG gTsS ka/hl % TS dt/ha 86% TS % TS dtha TS
Augustus 2002/3 43,1 82,3 13,1 90,5 68,7 53,5
Capo 1989/7 37,5 84,7 14,1 84,9 67,6 49,3
Chevalier 2005/5 35,3 82,3 12,9 89,8 67,9 52,4
Kerubino 2004/6 38,1 80,7 13,2 90,7 67,2 52,5
Ludwig 1997/7 41,1 81,7 13,6 88,2 67,9 51,5
Manhattan 2002/1 36,6 79,1 12,6 91,3 68,2 53,5
Mulan 2006/4 38,2 80,4 12,9 93,4 67,3 54,1
Toras 2005/5 36,9 80,1 13,1 88,7 68,8 52,5

BQG: Backqualitatsgruppe, 1 = sehr niedrige, 9 = sehr hohe Backqualitat

Winterweizen Trockengebiet

Capo, Balaton, Eurofit, Ludwig, Manhat-
tan, Rainer, Toras, SW Maxi und mehrere
Zuchtstamme.

Winterweizen Feuchtgebiet
Augustus, Belmondo, Capo, Chevalier,
Globus, Jenga, Kerubino, Levendis,
Ludwig, Manhattan, Megas, Mulan,
Papageno, Plutos, Rainer, Toras, Vitus,
Winnetou und mehrere Zuchtstamme.

Wintertriticale

Agrano, Madilo, Mungis, Polego, Presto,
Rambus, Ticino, Tremplin, Triamant,
Trisidan, Versus, NORD 00824/01 (Tu-
lus) und weiteres Zuchtmaterial.

In Tabelle 1 und Tabelle 4 sind Durch-
schnittswerte orthogonaler Sortimente
dargestellt.

Erhobene und

errechnete Parameter

Zentrale Messgroflen waren der Korner-
trag (dt/ha, 86% TS), das Tausendkorn-
gewicht (g TS, Zahlung von 2 x 500
Kornern), das Hektolitergewicht (kg/
hl, Doppelbestimmung), der Proteinge-
halt (% TS, nach DUMAS) sowie der
Starkegehalt (% TS, polarimetrische
Methode nach Ewers gemdB RL 72/199/
EWG idgF., Einfachbestimmung). Der
Starkeertrag (dt/ha) ist das Produkt aus
Korntrockenmasseertrag (dt/ha) und
Starkegehalt (%). Die Berechnung des
Proteingehaltes erfolgte bei Weizen mit
dem Faktor 5,7, bei Triticale mit dem
Faktor 6,25.

Zusammenhange und gegenseitige Ab-
héngigkeiten einzelner Merkmale sind
mit der einfachen linearen Regression
und dem Korrelationskoeffizient (r)
beschrieben. Eine ,intervarietale Kor-
relation” bezieht sich auf Ergebnisse un-
terschiedlicher Genotypen bei gleichen
Bedingungen (sortimentsspezifische
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Auswertung). In der vorliegenden Arbeit
gingen zumeist arithmetische Mittel der
acht Versuchsserien in die Berechnung
ein. Intervarietale Korrelationen sind
insbesondere fiir ziichterische Strategien
relevant. Die ,intravarietale Korrelation*
stellt die Ergebnisse eines Genotyps aus
unterschiedlichen Umwelten in einer
MafBzahl dar (sortenspezifische Auswer-
tung). Sie gibt Hinweise zu Umweltwir-
kungen (Jahr, Standort) und produktions-
bedingten Einfliissen. Die Vermengung
von Wertepaaren mehrerer Sorten kann
bei genetisch unterschiedlicher Merk-
malsauspragung statistische Zusammen-
hé&nge gravierend verfélschen.

Ergebnisse und Diskussion

Winterweizen

Winterweizen Trockengebiet 2005

Zahlreiche Regentage von Ende Juni bis
Mitte Juli hatten in Ostosterreich vielfach
Auswuchs bewirkt. Die ausgewéhlten
Versuche blieben davon weitgehend ver-
schont. In GrofBnondorf und Pottendorf
waren die Proteingehalte (12,3 bis 15,2%)
teilweise auBlerhalb des fiir Ethanolwei-
zen akzeptablen Bereichs. Ein negativer
Zusammenhang zum Stdrkegehalt war
gegeben (r = -0,95%). Manhattan zeigte
mit durchschnittlich 70,6% um 3% mehr
Starke als Capo; Ludwig, SW Maxi und
Toras nahmen eine Mittelstellung ein.
Die negative intervarietale Beziehung
von Hektolitergewicht und Stirkegehalt
ist sortimentsspezifisch (Tabelle 2).

Winterweizen Trockengebiet 2007

Das Jahr 2007 war in Ostdsterreich durch
eine vom 25. Mérz bis 4. Mai anhaltende
nahezu niederschlagslose Phase ge-
kennzeichnet. Vielfach war dadurch die
vegetative und generative Entwicklung
der Weizenbestiande gestort. Dank guter

Bodenbonitit waren die Auswirkungen
in Grofinondorf, Pottendorf und Staas-
dorf weniger prasent. Wegen der primar
auf die Erzeugung von Backweizen
ausgerichteten N-Diingestrategie lagen
die Proteingehalte im Mittel zwischen
12,9 und 14,7%. Diese fiir Ethanolwei-
zen Uberhohten Werte driickten erwar-
tungsgemal die Stirkegehalte auf 66,4
bis 68,8%. Ein signifikant negativer
Korrelationskoeffizient (r = -0,61%)
bestatigt dies (Tabelle 2, Abbildung 2).
GroBkornige und ertragreiche Genoty-
pen zeigten eine deutliche Tendenz zu
hoheren Starkewerten. SZD 7912A und
Ludwig lieferten mit durchschnittlich
68,6 bzw. 68,8% um 2,2 bzw. 2,4% mehr
Stérke als Manhattan.

Winterweizen Feuchtgebiet 2005

Die Starkewerte differierten im Mittel
zwischen 67,6 und 69,6%. Weder die
duBere Kornqualitdt (Tausendkorn- und
Hektolitergewicht), noch Proteingehalt
und Kornertrag zeigten eine brauchbare
intervarietale Beziehung (r=-0,38 bisr=
0,24 n.s.) zur Stirkeausbeute (Tabelle 2).
Winnetou, Augustus, Vitus, Belmondo
und Plutos brachten hohere Stirkewerte,
Mulan liegt niedriger.

Winterweizen Feuchtgebiet 2006

Die Versuche wurden noch vor den
Auswuchs auslosenden Regenfillen im
August geerntet. Die Kornausbildung
war zumeist giinstig (im Mittel 80,4 bis
85,8 kg Hektolitergewicht). Wegen der
hoheren Proteinwerte (13,3 bis 15,3%)
blieben die Stirkegehalte mit 65,9 bis
69,2% auf méfBigem bis mittlerem Ni-
veau. Abgesehen vom Versuch Ritzlhof
(ohne Fungizidanwendung) war ein
signifikant negativer Zusammenhang
von Protein- und Stirkegehalt gegeben
(im Mittel r = -0,63**). Im Gegensatz
zum Jahr 2005 lieferten ertragsstarke
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Tabelle 2: Winterweizen (Trockengebiet TG, Feuchtgebiet FG) und Wintertriticale - Intervarietale Einfachkorrelationen
(r) von Parametern der duBeren Kornqualitat und Kornertrag zum Starkegehalt (5 bzw. 3 Versuchsserien von 2005 bis

2007)
Serie/Jahr Tausendkorngewicht Hektolitergewicht Rohprotein Kornertrag
Winterweizen TG 2005 5 Sorten, 3 Versuche -0,61 -0,92* -0,95* 0,71
Winterweizen TG 2007 10 Sorten, 3 Versuche 0,60 0,00 -0,61* 0,55*
Winterweizen FG 2005 13 Sorten, 6 Versuche 0,24 -0,01 -0,38 -0,01
Winterweizen FG 2006 18 Sorten, 7 Versuche -0,30 -0,17 -0,63** 0,66**
Winterweizen FG 2007 16 Sorten, 5 Versuche -0,30 -0,35 -0,49* -0,03
Wintertriticale 2005 12 Sorten, 4 Versuche 0,55* 0,36 -0,24 -0,09
Wintertriticale 2006 9 Sorten, 3 Versuche 0,48 0,59* -0,30 0,64
Wintertriticale 2007 8 Sorten, 3 Versuche 0,15 0,19 -0,71* 0,25
*: P < 0,05 (signifikant), Irtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5%
**: P < 0,01 (hoch signifikant), Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 1%
geringer Backfahigkeit oftmals zu einem
73 . . . .
Neinen: Roorcton (N 5.7  Wintertriticale 2005, tieferen Hektolitergewicht neigen.
eizen: Rohprotein (N x 5, = = . . .
. 72 e Sizen: FOnprotel ( ) n=12r=-024 Winterweizen Feuchtgebiet 2007
(7] Triticale: Rohprotein (N x 6,25) ® Wintertriticale 2006
= 71 1 l”ge ”_'ngo '|| Die fiir die Ethanolweizenproduktion
:. nT ’ r— ’ konzipierten Versuche lieferten mehr-
£ 70 A Wl”ge””_t'og'ef*ooz heitlich ein proteinarmeres Erntegut als
z n=8r=-07 2006. Jedoch ist die Beziehung zwischen
< 69 1 W_.V\1/§|ze_n 2%5005’ Protein- und Stéirkegehalt undeutlicher
= | n= ,.r— s (r =-0,04 n.s. bis r = -0,53*, im Mittel
< 68 MW .Weizen FG 2006, | 1= _0 49#*). Im Durchschnitt war kein
g n=18,r=-0,63** . . .
67 - ’ ’ nennenswerter intervarietaler Einfluss
= ¢ W_-V\1’g'ze_" 235907’ von Kornausbildung und Ertragspo-
& 66 n= ,.r— s tenzial auf den Stirkegehalt erkennbar
© W.Weizen TG 2005, | (Tabelle 2). Jenga brachte trotz seiner
65 ‘ ‘ ‘ n=>s, .r— 0.9 Kleinkdrnigkeit und des geringeren
9 11 13 15 >KW_.We|ze_n TG 2*007* Hektolitergewichtes die hdchsten Stér-
Rohprotein, % TS. n=10,r=-0,61 kegehalte und Stirkeertrige.

Abbildung 2: Winterweizen (Trockengebiet TG, Feuchtgebiet FG) und Winter-
triticale - Intervarietale Beziehung zwischen Rohprotein- und Starkegehalt
(5 bzw. 3 Versuchsserien von 2005 bis 2007)

Tabelle 3: Winterweizen (Feuchtgebiet) und Wintertriticale - Intravarietale Ein-
fachkorrelationen (r) von Parametern der duferen Kornqualitdt und Kornertrag
zum Starkegehalt (18 bzw. 10 Versuche von 2005 bis 2007, 8 bzw. 4 Sorten)

Getreideart/Sorte Tausendkorngewicht  Hektolitergewicht Rohprotein Kornertrag
Winterweizen (n = 18)

Augustus -0,54* -0,58** -0,71* -0,11
Capo -0,38 -0,60** -0,83** -0,02
Chevalier -0,39 -0,24 -0,565** 0,01
Kerubino 0,05 -0,32 -0,65** 0,15
Ludwig -0,28 -0,48* -0,75** -0,11
Manhattan -0,20 -0,20 -0,47* -0,28
Mulan -0,27 -0,39 -0,76** 0,21
Toras -0,15 -0,22 -0,51* 0,02
Wintertriticale (n = 10)

Madilo 0,56* 0,40 -0,73** 0,28
Mungis 0,89** 0,70 -0,86** 0,42
Polego 0,68* 0,25 -0,67* 0,23
Triamant 0,67* 0,00 -0,80** -0,21

*: P < 0,05 (signifikant), Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5%
**: P < 0,01 (hoch signifikant), Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 1%

Sorten tendenziell auch hohere Stirke-
ausbeuten.

66,2% die niedrigsten Stdrkegehalte.
Die genotypische Variation des Hekto-

Papageno, Vitus, Jenga und Megas la-
gen voran (68,5 bis 69,2%), Levendis,
Mulan und Capo brachten mit 65,9 bis

litergewichts stand in keiner relevanten
Beziehung zum Stéirkegehalt (Tabelle
2). Ein Grund konnte sein, dass Sorten
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Intravarietale Beziehung (Winter-
weizen Feuchtgebiet 2005 bis 2007)
Es konnte gezeigt werden (Tabelle 3,
Abbildung 3), dass von allen Merkma-
len der Proteingehalt die Variation des
Stiarkeanteils am deutlichsten pragt
(r=-0,47* bis r = -0,83**). Eine zuneh-
mende Korngréfle bei Augustus hatte
gesteigerte Protein- und verminderte
Starkewerte zur Folge. Partien mit ho-
herem Eigengewicht lieferten tendenziell
weniger Stirke. Insbesondere war dies
bei Augustus, Capo und Ludwig zu
sehen (r = -0,48* bis r = -0,60**). Dies
widerspricht Angaben in der Literatur
(KRATSCH 2003, STOLKEN et al.
2006, FARAK et al. 2007), wonach
neben einem niedrigen Proteingehalt
eine gute Kornausbildung wesentlich
fiir die Qualitdt von Ethanolweizen sei.
Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass
glasige und proteinreiche Partien haufig
hohere Hektolitergewichte zeigen als
mehlige. Unerwartet war, dass Ertrags-
hohe und Stirkegehalt bei keiner der acht
Weizensorten positiv korreliert waren.
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Abbildung 3: Winterweizen (Feuchtgebiet) - Beziehung (intravarietal) zwischen
Rohprotein- und Starkegehalt (18 Versuche von 2005 bis 2007, 8 Sorten)
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Abbildung 4: Wintertriticale - Beziehung (intravarietal) zwischen Rohprotein- und
Starkegehalt (10 Versuche von 2005 bis 2007, 4 Sorten)

Wintertriticale

Wintertriticale 2005

Intervarietal hatte die Korngrofe einen
schwach positiven Einfluss (r = 0,55%)
auf die Stdrkeausbeute. Hektoliterge-
wicht, Proteingehalt und Kornertrag
korrelierten statistisch nicht signifikant
mit dem Stéarkegehalt (Tabelle 2). Tria-
mant und Agrano zeigten mit 71,9 bzw.

71,4% um 2 bis 3% hohere Starkewerte
als Versus, Rambus und Madilo.

Wintertriticale 2006

Das Jahr 2006 brachte im Vergleich zu
2005 und 2007 ein kleinkdrnigeres (um
5 bis 7 g geringeres Tausendkornge-
wicht) und um 2 bis 4% proteinreicheres
Erntegut. Dem entsprechend blieben
die Stdrkegehalte 3 bis 4% darunter

(durchschnittlich 67%). Mangelnde Was-
serversorgung und iibernormale Tem-
peraturen limitierten die Photosynthese
und damit die Stdrkeeinlagerung (vgl.
KUCEROVA 2007). Agrano, Polego
und Triamant hatten mit 67,8 bzw.
67,6% nur wenig mehr Stérke als Madilo,
Ticino und Tremplin.

Wintertriticale 2007

Trotz zeitweiligem Trockenstress war
die Kornaushildung in den ausgewéhlten
Versuchen meist giinstig, die Protein-
gehalte lagen im Mittel bei 10,3%. Mit
durchschnittlich 69,5% Stirke wurde na-
hezu das Niveau von 2005 erreicht. Der
zwischensortliche Zusammenhang von
Protein- und Stérkegehalt war straffer
als in den vorangegangenen Jahren (r =
-0,71*). NORD 00824/01 (Tulus) zeigte
mit durchschnittlich 71,9% Stirke ein
beachtliches Niveau, es folgen Mungis,
Presto und Triamant. Im Stédrkeertrag
dominierten NORD 00824/01 (Tulus),
Triamant und Mungis.

Intravarietale Beziehung
(Wintertriticale 2005 bis 2007)

Die Analyse von 10 Versuchen und 4
Triticalesorten (Madilo, Mungis, Polego,
Triamant) belegt, dass der Stirkegehalt
iberwiegend von der Variation der
Merkmale Rohprotein (r = -0,67* bis
r = -0,86**) und Tausendkorngewicht
(r=0,56* bis r = 0,89**) bestimmt wird
(Tabelle 3, Abbildung 4). Das Hektoli-
tergewicht weist mit dem Stérkegehalt
Korrelationskoeffizienten von r = 0,00
bis r = 0,70* auf. Bei kleinkdrnigem,
geschrumpftem und proteinreichem
Erntegut ist demnach mit geringeren
Ausbeuten zu rechnen. In Regionen mit
kiihleren Julitemperaturen und schwé-
cherer Belastung durch Abreifepilze,
beispielsweise im Waldviertel, bringt Tri-
ticale mehrheitlich hohere Starkewerte
als im Pannonikum oder Alpenvorland.

Zusammenfassung

Winterweizen
Die Analyse von 28 einfaktoriellen Feld-

Tabelle 4: Wintertriticale - Mittelwerte von Parametern der duBeren Kornqualitit, Kornertrag, Starkegehalt und Stéarke-
ertrag (10 Versuche von 2005 bis 2007, 4 Sorten)

Getreideart/ Tausendkorngewicht ~ Hektolitergewicht ~ Rohprotein Kornertrag Starkegehalt ~ Starkeertrag
Sorte Zulassungsjahr gTS kg/hl % TS dt/ha 86% TS % TS dt/ha TS
Madilo 2006 32,8 71,0 11,8 79,6 67,7 46,4
Mungis 2007 33,5 7.7 10,9 84,6 69,4 50,5
Polego 2000 32,4 72,4 11,6 80,6 69,2 48,0
Triamant 2003 36,9 70,2 10,6 88,6 70,0 53,3
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Tabelle 5: Starkegehalte (%, adjustierte Mittelwerte) in einem ausgewahlten
Sortiment von Winterweizen (Versuche 2005 bis 2007)

Feucht- und Ubergangslagen

Winnetou, Papageno

Jenga, Vitus, LEU50204

Plutos, SCHW 140-94-17
Belmondo, Augustus, Toras, Megas
Br 4739c32

Manhattan

Globus, Chevalier, Rainer, Ludwig
Capo

Kerubino, Mulan

Lahertis, SZD 7916A, SZD 7913
Levendis

Starke %  Trockengebiet
69,6-69,8 SZD 7912A
69,3-69,5

69,0-69,2

68,7-68,9 Toras, Balaton
68,4-68,6 Manhattan, Ludwig, SZD 9369
68,2-68,3

67,9-68,1

67,6-67,8 Rainer, Eurofit
67,3-67,5 SW Maxi, SZD 9566
67,0-67,2 Capo

66,6-66,9

Tabelle 6: Starkegehalte (%, adjustierte Mittelwerte) in einem ausgewahlten
Sortiment von Wintertriticale (Versuche 2005 bis 2007)

Trockengebiet, Alpenvorland, Steiermark Starke, %  Wald- und Muhlviertel

72,6-73,5 NORD 00824/01 (Tulus)

71,6-72,5 Tremplin

NORD 00824/01 (Tulus) 70,6-71,5 Agrano, Mungis, Presto, Triamant
Presto 69,6-70,5 Polego, Ticino, Trisidan
Triamant, Mungis, Polego 68,6-69,5 Madilo, Versus
Ticino, Agrano 67,6-68,5 Rambus
Versus, Rambus, Tremplin, Trisidan, Madilo 66,5-67,5

versuchen der Jahre 2005 bis 2007 l&sst
Einfliisse von Sorten, Jahren, Standorten
und Stickstoffdiingung auf den Stirkege-
halt erkennen. Der Stirkegehalt zeigte
eine Spannweite von 64,4 bis 72,6%
(TS), die genotypische Variation betrug
3,1% (66,6 bis 69,7%). Bei den im
pannonischen Trockengebiet gepriiften
Weizen brachten SZD 7912A, Balaton,
Toras, Ludwig und Manhattan hohere
Starkeausbeuten. Im Feuchtgebiet do-
minierten Winnetou, Papageno, Jenga,
Vitus, LEU50204, SCHW 140/94-17,
Plutos, Belmondo, Augustus, Toras und
Megas. Die niedrigsten Werte (im Mittel
66,6%) wurden bei Levendis festgestellt
(Tabelle 5).

Die Stirkeertrége variierten von 89,1 bis
106,9% (Trockengebiet) bzw. von 94,1
bis 106,6% (Feuchtlagen). Sie waren
zu mehr als 82% von den Kornertragen
bestimmt. In Ostdsterreich erreichten
Rainer, SZD 7912A, Balaton und SZD
9369 die hochsten Starkeertrage. In den
Feucht- und Ubergangslagen waren
Papageno, Lahertis, Megas, Winnetou,
SCHW 140-94-17 und Jenga erfolgreich.

Intervarietal war mehrheitlich eine sig-
nifikant negative Beziehung zwischen
Protein- und Stirkegehalt nachweisbar
(r=-0,38 n.s. bisr =-0,95*, Mittelwerte
der Serien). Eine Ziichtung auf niedrigen
Proteingehalt diirfte fiir iiberdurch-
schnittliche Stérke- und Ethanolausbeu-

ten am effizientesten sein. Jedoch ist der
Zusammenhang schwécher ausgepragt
als intravarietal. Sorten gleichen Prote-
ingehalts konnen in der Starkeausbeute
markant differenzieren. Ein genetisch
hohes Tausendkorn- und Hektoliterge-
wicht ist im Vergleich zum Proteingehalt
weniger relevant.

Die intravarietale Auswertung (18 Ver-
suche im Feuchtgebiet, 8 Sorten) belegt,
dass der Stiarkegehalt wesentlich von
den Schwankungen des Proteingehalts
gepragt wird (r=-0,47* bis r =-0,83*%*).
Anders als bei Triticale hatten hohere
Tausendkorn- und Hektolitergewichte
keinen positiven Einfluss auf den Star-
keanteil.

Wintertriticale

Bei Triticale (12 Versuche) lagen die
Stirkegehalte zwischen 64,1 und 74,1%
(Gesamt). Ahnlich wie bei Weizen war
die Qualitdt des Erntegutes in Hinblick
auf die Nutzung als Ethanolgetreide in
den Jahren 2005 und 2007 besser als
2006. Die genotypische Variation des
Starkegehalts betrdgt 4,4% (67,3 bis
71,7% Stérke) und ist groBer als im Wei-
zensortiment. Die hochsten Starkewerte
zeigten NORD 00824/01 (Tulus), Presto,
Triamant und Mungis. Unbefriedigende
Gehalte erzielten Rambus und Versus
(Tabelle 6). Die Stirkeertrage differierten
von 84,2 bis 113,2% (Trockengebiet,
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Alpenvorland und Steiermark) bzw. von
90,1 bis 109,1% (Miihl- und Waldvier-
tel). Sie waren zu mehr als 84% von der
Variation der Kornertrage bestimmt. Die
hochsten Stéarkeertrage (Gesamtgebiet)
brachten NORD 00824/01 (Tulus), Tri-
amant und Mungis.

Intervarietal war lediglich 2007 eine ne-
gative Beziehung zwischen Protein- und
Stirkegehalt gegeben. Ein sortentypisch
niedriger Proteingehalt ist fiir tiberdurch-
schnittliche Stirke- und Ethanolgehalte
zwar nicht bedeutungslos, einem gene-
tisch hoheren Tausendkorn- und Hek-
tolitergewicht kommt im Vergleich zu
Weizen jedoch mehr Gewicht zu.

Intravarietal (10 Versuche, 4 Sorten)
wird der Stirkegehalt iiberwiegend von
der Variation in den Merkmalen Roh-
protein (r = -0,67* bis r = -0,86**) und
Tausendkorngewicht (r = 0,56* bis r =
0,89**) bestimmt.
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Netzwerk der Kartoffel - Genexpression

aktiviert durch verschiedene Photoperioden
J. RODEWALD, F. TROGNITZ und B. TROGNITZ

Einleitung

Die Kontrolle der Kraut- und Knol-
lenfaule der Kartoffel ist weltweit und
in Osterreich nur durch teuren Pflan-
zenschutzmittel-Einsatz gewahrleistet.
Dauerhafte Resistenz der Pflanze, deren
Wirkung unabhédngig von den Rassen
des Erregers ist, wére eine alternative
Kontrollmethode; diese ist jedoch in
der Praxis noch von geringer Bedeutung
infolge ihrer engen Korrelation mit der
fiir die Produzenten ungiinstigen Spét-
reife im Langtag. Durch Hybridisierung
von mRNA-Populationen verschiede-
ner Kartoffelsorten mit einem cDNA-
Microarray sollen Schliisselelemente
genetisch- physiologischer Wechselwir-
kungen und die Verkniipfung von Ta-
gesliangenreaktion, Reife und Resistenz
untersucht werden.

Material und Methoden

Produktion des Microarrays

3860 cDNA-Klone der Knollenfaule-
infizierten Kartoffelsorte Yungay wurden
auf Luria Bertani- Medium kultiviert und
die transgenen Plasmide mittels Templi
phi rolling circle Amplifikation vermehrt.
Durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurden die in den Plasmiden enthaltenen
Kartoffel-Inserts amplifiziert und die
Produkte mittels Gelelektrophorese
auf Nukleotidlange, Konzentration und
Reinheit untersucht. Die drei groflen
Literaturdatenbanken PubMed, Current
Contents/Agriculture, Biology & Envi-
ronmental Sciences und Scirus wurden
nach Informationen iber Gene und
Proteine mit erwiesener Bedeutung fiir
Reife, Tagesldngenreaktion oder Re-
sistenz durchsucht, welche gemeinsam
mit komplementédrer Information aus
den Sequenzdatenbanken des National
Center for Biotechnology Information,
NCBI, in einen Excel- Index aufge-

nommen wurden. Die Sequenzen der
gelisteten Gene wurden gegen die TIGR
Kartoffelklon-Datenbank geblastet,
verfligbare Klone wurden bestellt, und
die Inserts wurden entsprechend oben
beschriebenem Verfahren multipliziert.
Aufbeschichteten Objekttragern wurden
1177 der indizierten ESTs und zusatzlich
3475 PCR Produkte der normalisierten
cDNA-Bibliothek, welche das Transkrip-
tom der Knollenfdule-infizierten Sorte
Yungay reprasentiert, gespottet.

Klimakammer-Pflanzenversuch

Um das unterschiedliche Knollenféaule-
Resistenzverhalten verschiedener Ge-
notypen nach unterschiedlichen Pho-
toperioden zu untersuchen wurde ein
Klimakammerversuch durchgefiihrt. 8
verschiedene Sorten unterschiedlicher
Resistenz und Photoperiodensensitivitat
wurden Photoperioden von 8h bzw. 15h
ausgesetzt und anschlieBend mit viru-
lenten Phytophthora infestans- Stdmmen
inokuliert.

Transkriptomanalyse

Gesamt-RNA aus 24h p.i. geernteten
Blattern wurde isoliert und zur Quali-
tatskontrolle elektrophoriert. Um Gen-
expressions- Vergleiche durchzufiihren
wurde der MRNA- entsprechende cDNA
auf den Array hybridisiert. Die Reprodu-
zierbarkeit wurde sichergestellt durch
Errechnung der log ratio Korrelationen
technischer Replikate innerhalb und
zwischen den Labelingmethoden.

Ergebnisse und Ausblick

Um aus den Expressionsdaten Aussagen
iiber physiologische Ereignisse ableiten
zu konnen, haben wir eine lokale Da-
tenbank mit Kontextinformation iiber
die Targets eines thematischen cDNA
Microarray erzeugt. Der hergestellte
Microarray umfasst 4671 Sonden fiir

3487 unterschiedliche Transkripte und
wird genutzt um die Wechselwirkungen
der metabolischen Pfade zu untersuchen,
auf welchen die beiden 6konomisch
bedeutsamen Eigenschaften Resistenz
und Tageslangensensitivitét der Kartoffel
basieren. PCR und Cy-Labeling erhéhte
gegeniiber Alexa-Labeling in techni-
schen Replikaten M-Wert-Korrelation
ausgewahlter Gene und die Sensitivitat
mit einer Detektion von 474 anstelle von
12 Genen bei P<0,003. Die tageslangen-
sensitive Kartoffelsorte MF-I1 reagierte
auf kurze Tagesldngen unter Anderem
mit differenzieller Regulation von 4
Calmodulin- und einem Calmodulin-
ahnlichem Gen. Wir hoffen, durch die
Auswertungen zur Erkldrung des postu-
lierten Zusammenhangs zwischen cyto-
plasmatischem Calcium (BALAMANI et
al. 1986), differentieller Regulierung von
Calmodulinen (TAKEZAWA et al. 1995)
und der Induktion der Knollenbildung
beizutragen.
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Evaluierung der agronomischen und qualitativen
Eigenschaften von Winterweizen (Triticum aestivum L.)

im Kosovo

S. SALIHU, H. GRAUSGRUBER und H.-P. KAUL

Einleitung

Weizen ist eine der wichtigsten Kulturar-
ten im Kosovo. Jahrlich werden ungefahr
80.000-100.000 ha Winterweizen ange-
baut. Der Durchschnittsertrag liegt bei
2500-3000 kg hat. Damit ist die Selbst-
versorgung mit Brotweizen im Kosovo
nicht gewahrleistet und Konsumweizen
muss importiert werden. Auch Saatgut
wird grofBtenteils aus den Nachbarlédndern
importiert. Bis heute sind keine eigenen
Sorten fiir die Vermehrung vorhanden.
Im Markt dominieren ausldndische
Sorten wie Europa, Pobeda, Renesansa,
NS Rana 5, Lenta, Luna, Lara, Brutus,
Justus, Ana oder Soissons. Aus diesem
Grund es ist wichtig, geeignete Weizen-
sorten mit entsprechender Backqualitit
fiir den Kosovo zu selektieren, welche
stabile und zufriedenstellende Ertrége
bei guter Qualitét liefern.

Material und Methoden

49 Winterweizenlinien (F2:5, F2:6)
und fiinf Standardsorten, die in der

800 1 YLD B rutus
P obeda
600 o Lunajystu
Lenta
400 4
200 o
0

B rutus

PQN

P obeda

Lenta LunaJustus

Abbildung 1: Darstellung von Kornertrag (g m) und Promylograph Qualititszahl

der Standardsorten

nationalen Sortenliste des Kosovos ein-
getragen sind (Pobeda, Justus, Brutus,
Lenta, Luna) wurden 2005 und 2006
untersucht. Der Feldversuch wurde in
der Region Rrafshi i Kosovés durch-
gefiihrt (500-600 m Seehodhe, Jahres-
durchschnittstemperatur 10°C, durch-
schnittliche Jahresniederschlagsmenge
640 mm). Bestimmt wurden: Ertrag,
Tausendkorngewicht, Hektolitergewicht,
Protein- und Feuchtklebergehalt (NIT),
SDS-Sedimentationswert (DICK and
QUICK 1983), die hochmolekularen
(HMW) Gluteninallele (PAYNE et al.
1987), Promylograph- und Mikroexten-

Tabelle 1: Darstellung von Standardsorten und Kreuzungslinien

sograph-Parameter (GRAUSGRUBER
et al. 2002). Dariiberhinaus wurde ein
Backversuch durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion
Der durchschnittliche Ertrag der Stan-
dardsorten lag bei 5600 kg ha*. Brutus
zeigte die hochsten Werte sowohl fiir
die agronomischen als auch die quali-
tativen Eigenschaften (Abbildung 1).
Die gute Anpassung von Brutus an die
kosovarischen Klimabedingungen ist
nicht erstaunlich, da diese Sorte fiir das
Pannonikum selektiert wurde und die
Bedingungen (trockene Sommer) dhnlich

Standardsorten Kreuzungslinien
Eigenschaft' Min Max Mittelwert Min Max Mittelwert
KOE 315,0 882,0 560,0 692 1073 871,9
TKG 35,9 59,5 49,0 55,5 66,2 60,1
HLG 77,2 83,2 80,7
PROT 11,8 17,6 14,5 10,0 14,3 12,0
SDS 61,5 98,0 78,5
Promylgraph
PKL 3.2 7,0 6,0 7,0 7,0 7,0
PTE 25,0 46,9 39,6 28,6 35,7 31,3
PQN 2,0 5,8 3,3 2,0 4,0 3.1
Extensograph
R, 23,0 44,0 36,8 13,0 44,7 27,9
A 861,2 1548,0 12311 480,8 1616,8 891,4
E’ 33,9 79,5 56,4 29,4 88,3 47,3
VOLU 336,0 446,2 401,3

1 KOE, Kornertrag (g m?); TKG, 1000-Korngewicht (g); HLG, Hektolitergewicht (kg hL-"); PROT, Proteingehalt (%); SDS, SDS-Sedimentationwert (ml); PKL,
Promylograph Kurvenlange (min); PTE, Promylograph Teigerweichung (PU cm™'); PQN, Promylograph Qualitatszahl (Kurvenlénge bis 450 PE) (min); R , max.
Resistenz (g); E’, Dehnbarkeit (mm); A, Flache (g mm); VOLU, Brotvolumen (cm? 100 g Mehl)
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sind. Die ansprechende Qualitdt kann
teilweise durch die giinstigen HMW Glu-
teninallele 2*/7+9/5+10 erklart werden
(GROGER et al. 1997).

In Tabelle 1 sind Maxima, Minima und
Mittelwerte der untersuchten Parameter
dargestellt. Die Kreuzungslinien zeigten
deutlich hohere Mittelwerte hinsichtlich
agronomischer Eigenschaften, aber
niedrigere Mittelwerte bei den meisten
Qualitdtsmerkmalen. Betrachtet man
allerdings die maximalen Werte wird
deutlich, dass die hochsten Werte fur
die Kreuzungslinien erreicht wurden,
mit Ausnahme von Proteingehalt und

114

PQN. Trotz der etwas niedrigeren Pro-
teingehalte stellen diese Kreuzungslini-
en aufgrund der guten agronomischen
Leistung und den guten rheologischen
Eigenschaften einen viel versprechenden
Genpool fiir die Selektion ertragreicherer
Qualitatsweizen fiir den Kosovo dar.

Schlussfolgerungen

Die Sorte Brutus ist sehr gut an die
kosovarische Anbaubedingungen ange-
passt und somit kann den Landwirten
empfohlen werden diese Sorte auch in
ndchster Zukunft anzubauen. Die neu
geschaffenen Kreuzungslinien stellen

einen vielversprechenden Genpool fiir
die weitere Selektion, sowohl hinsicht-
lich agronomischer als auch qualitativer
Eigenschaften dar.
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