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1 Aufzdhlung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse und
anderer wesentlicher Ergebnisse

1.1 Durchgefiihrte Arbeiten der WWU im Berichtszeitraum

1.1.1 Planung und Ablauf der Arbeiten der WWU

Abweichend von den urspriinglichen Angaben im Projektantrag begannen die in der Gesamtlaufzeit
des Forschungsvorhabens vorgesehen Arbeiten an der WWU erst zum 01.09.2015. Dementsprechend
wurden die Zeitraume der drei Forschungsjahre wie eingangs der folgenden Abschnitte aufgefiihrt

angepasst. Die Gesamtlaufzeit des Forschungsvorhabens endete jedoch fristgerecht zum 25.05.2018.

1.1.1.1 Forschungsjahr WWU1 (01.09.2015-31.08.2016)

Im ersten Jahr des Forschungsvorhabens (WWU1) wurde die molekularbiologische Charakterisierung
von Homologen der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels (Cystathionin y-Synthase (CgS),
Cystathionin 3-Lyase (CbL), Methionin Synthase (MS) und SAM Synthetase (SAMS)) in der Blauen
Lupine (Lupinus angustifolius) wie im Projektantrag vorgesehen durchgefiihrt. Zu Beginn des
Vorhabens wurde das veroffentlichte Genom der Blauen Lupine auf vollstandig konservierte
Homologe der vier Gene durchsucht. Die bioinformatische Analyse erfolgte hierbei anhand der zuvor
identifizierten Gensequenzen aus Glycine max (Sojabohne) und Arabidopsis thaliana (Acker-
Schmalwand). Im Anschluss an die erfolgreiche bioinformatische Identifizierung der Gene wurden die
Sequenzen aus L. angustifolius mittels molekularbiologischer Methoden auf Genom- und
Transkriptomebene aus Blattmaterial der siiRen Zuchtsorte Boruta isoliert und anhand dieser die
Exon-Intron-Struktur abgeleitet. Im Anschluss durchgefiihrte detaillierte Genomanalysen der Blauen

Lupine ergaben, dass von LaMS und LaSAMS eine Vielzahl von Homologen existieren.

1.1.1.2 Forschungsjahr WWUZ (01.09.2016-31.08.2017)

Im zweiten Forschungsjahr (WWU2) wurden zunachst semiquantitative Expressionsanalysen der
identifizierten LaMS- und LaSAMS-Homologe in sich bildenden Kérnern der Blauen Lupine (Sorte
Boruta) durchgefiihrt. Diese ergaben, dass nahezu alle dieser Homologe in den verwendeten Kérnern
exprimiert werden, sodass Real-Time PCR Analysen dieser Gene nicht sinnvoll erschienen. Parallel

hierzu wurde der Methioningehalt und zur vergleichenden Auswertung zusatzlich der
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Rohproteingehalt in reifen Kérnern von insgesamt dreizehn Akzessionen aus Feldanzucht (2016,
ESKUSA GmbH) bestimmt, die hierflir anhand der zlichterischen Kriterien Reifezeitpunkt, Wuchstyp
und pH-Toleranz ausgewahlt wurden. Im weiteren Verlauf des Forschungsjahres lag der Fokus auf der
zeitintensiven Vorbereitung und Durchflihrung von Expressionsanalysen mittels quantitativer Real
Time PCR. Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen wurden, wie auf dem Projekttreffen im
Oktober 2017 (JKI in Grol} Lisewitz) vereinbart, von den Genen der Methioninsynthese ausschlieRlich
die Expression von LaCgS und LaCbL untersucht. AuBerdem wurden die Analysen auf drei in der
Blauen Lupine konservierte Gene von methioninreichen Speicherproteinen (LaGammal (LaGal) und
LaGamma2 (LaGa2), sowie LaDelta4 (LaDe4)) ausgeweitet (Foley et al, 2011, Yang et al., 2013). Eine
hohe Expression dieser Speicherproteine kdnnte in Kombination mit einer erhéhten Expression der
Methioninsynthesegene womodglich zu einem gesteigerten Methioningehalt in Kérnern von

L. angustifolius fiihren. Die durchgefiihrten Real-Time PCRs umfassten hierbei die Expressionsanalyse
in sich bildenden Kérnern von insgesamt fiinf exemplarisch ausgewahlten Akzessionen aus der zuvor
erwdhnten Feldanzucht (2016, ESKUSA GmbH), die zuvor im Rahmen der Methioninanalytik
moglicherweise zlichterisch wertvolle Merkmale gezeigt hat. Die erzielten Real-Time PCR Ergebnisse
sollten im weiteren Verlauf des Vorhabens durch einen Vergleich zur Pflanzenanzucht unter
standardisierten Bedingungen verifiziert werden. Hierflir wurde die verbleibende Zeit des zweiten
Forschungsjahres fir erste Anzuchtversuche der Blauen Lupine unter Standardbedingungen genutzt

und die Sorte Boruta erfolgreich bis zur Abreife kultiviert.

1.1.1.3 Forschungsjahr WWU3 (01.09.2017-25.05.2018)

Im dritten Forschungsjahr (WWU3) lag der Fokus der durchgefiihrten Experimente darauf, die
erzielten Ergebnisse der quantitativen Expressionsanalysen mittels Real-Time PCR sowie der
Methioninanalytik fiir die zuvor untersuchten Akzessionen zu verifizieren und damit das ziichterische
Potential dieser Akzessionen eingehender zu untersuchen. In Absprache mit den Projektpartnern und
dem Projekttrager (Projekttreffen JKI GroR8 Lisewitz, Oktober 2017) wurde somit nicht, wie
urspriinglich geplant, Bezug zu Akzessionen genommen, die sich hinsichtlich ihrer Rhizospharen-
Diversitat als interessant erwiesen hatten (Ergebnisse UniRo). Im Falle der Methioninanalytik wurden
die Analysen der zuvor ausgewahlten Akzessionen auf reife Kérner der Feldanzucht im Jahr 2017
(ESKUSA GmbH) erweitert und mit den Resultaten des Vorjahres verglichen. Damit sollten eventuelle
Standort- und Umwelteffekte auf die Ergebnisse aus WWU2 aufgedeckt und somit eine fundiertere
Bewertung der verschiedenen Akzessionen hinsichtlich ihres Methioninspeicherpotentials ermoglicht

7
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werden. Zur Bestdtigung der Ergebnisse der quantitativen Real-Time PCRs wurden die finf zuvor
ausgewahlten Akzessionen unter Standardbedingungen im Gewachshaus angezogen und sich
bildende Kérner geerntet, um die Expression der Gene zu untersuchen. Mithilfe von
Methioninanalytik und Real-Time PCR Analysen war abschliefend eine grundséatzliche Bewertung
moglich, ob in den untersuchten bitteren Akzessionen zlichterisches Potential zur Verbesserung der

etablierten StRlupinensorten der Blauen Lupine im Hinblick auf ihren Methioningehalt vorhanden ist.

1.1.2 Ergebnisse der WWU

Im Folgenden werden die Ergebnisse im Rahmen der Gesamtlaufzeit des Forschungsvorhabens
,LUPI-ZAV*“ an der WWU durchgefihrten Arbeiten ausfihrlich beschrieben. Hierbei wird im Detail
auf die in den drei Forschungsjahren erzielten Forschungsergebnisse eingegangen. Abweichend von
der urspriinglich vorgesehenen Laufzeit des Forschungsvorhabens, konnte der Projektstart an der
WWU aufgrund gesetzlicher Vorgaben bei der Einstellung von Personal (z.B. Stellenausschreibung)
erst zum 01.09.2015 erfolgen, weshalb die Gesamtlaufzeit des Forschungsvorhabens an der WWU
kirzer ausfiel. Aufgrund dessen wichen Beginn- und Endzeitpunkte der jeweiligen Forschungsjahre

wie aufgefiihrt ab.

1.1.2.1 Forschungsjahr 1 Arbeitspaket WWU1 (01.09.2015-31.08.2016)
Klonierung und molekulare Charakterisierung der Schliisselgene des Methionin-

stoffwechsels in Lupinus angustifolius aus Blattmaterial

Ergebnisse der molekularbiologischen Charakterisierung der Schliisselgene
Wie im Projektantrag vorgesehen, wurde im Rahmen des ersten Forschungsjahres (Arbeitspaket
WWU1) die molekulare Charakterisierung der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels in Lupinus

angustifolius aus Blattmaterial der Zuchtsorte Boruta durchgefiihrt.

Zur Charakterisierung der Gene wurde(n):
- Homologe der vier Schliisselgene des Methioninstoffwechsels im veroffentlichten, bislang
nicht annotierten Genom von L. angustifolius (Yang et al., 2013) mittels Computer-basierter

Verfahren identifiziert. Zu diesem Zweck wurden zunachst die Homologe der Schliisselgene
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in den sequenzierten und annotierten Genomen der Modellpflanzen Arabidopsis thaliana
und Glycine max ausfindig gemacht. Dies erfolgte mit Hilfe der Enzyme Commission (EC)-
Nummern, der durch die Schliisselgene codierten Enzyme (Cystathionin y-Synthase (CgS,
EC 4.2.99.9), Cystathionin B-Lyase (CbL, EC 4.4.1.8), Methionin Synthase (MS, EC 2.1.1.14),
SAM Synthetase (SAMS, EC 2.5.1.6)). Die Nukleotidsequenzen der Schliisselgene aus den
beiden Modellorganismen dienten anschliefend als Basis fiir die Suche im Genom von
L. angustifolius;

- L. angustifolius Sorte Boruta unter standarisierten Bedingungen (16 h Licht bei 20°C, 8 h
Dunkelheit bei 18°C) in Erde angezogen und Blattmaterial geerntet;

- genomische DNA sowie Gesamt-RNA aus Blattmaterial isoliert und die RNA mittels reverser
Transkription in cDNA umgeschrieben;

- die Sequenzen der Schlisselgene auf Genom- und Transkriptomebene mittels Polymerase-

Kettenreaktion vervielfaltigt, kloniert und sequenziert.

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnten die vier Schliisselgene des Methioninstoffwechsels
in L. angustifolius erstmals auf Ebene von Genom und Transkriptom identifiziert werden. Auf Basis
dieser Ergebnisse wurde eine Exon-Intron-Struktur der Gene abgeleitet (Abbildung 1). Hinsichtlich
dieser gilt es zu beachten, dass moglicherweise weitere als die dargestellten SpleiRvarianten der

Gene existieren.

496 104 74 169 60 204 87 108 96 119 124
LaCgs 1 2 ] 4 H [ 7 8 9 10 11
319 373 101 166 104 121 a0 313 a1 539
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Abbildung 1: Genomische Struktur der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels in Lupinus
angustifolius Zuchtsorte Boruta
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Die abgebildete Exon-Intron-Struktur der Gene wurde anhand des bioinformatischen Vergleiches von
genomischer und transkribierter Sequenz erstellt. Zahlen tber bzw. unter den Genabschnitten geben
die Lange des jeweiligen DNA-Fragmentes in Basenpaaren [bp] an. Lupinus angustifolius Cystathionin
y-Synthase (LaCgS), Lupinus angustifolius Cystathionin 8-Lyase (LaCbL), Lupinus angustifolius
Methionin Synthase (LaMS), Lupinus angustifolius SAM Synthetase (LaSAMS).

Die Ergebnisse der computer-basierten Versuche lieRen darauf schlieRen, dass zusatzlich zu den
bereits charakterisierten, moglicherweise weitere Homologe der vier Schliisselgene im Genom von

L. angustifolius existieren. Aufgrund dessen folgte eine ausfihrlichere in silico-Analyse des Genoms

der Blauen Lupine zur ldentifizierung weiterer konservierter Homologe der Gene des

Methioninstoffwechsels.

Ergebnisse der ausfiihrlichen computer-basierten Genomanalyse von L. angustifolius zur
Identifizierung weiterer Homologe der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels

Im Anschluss an die zuvor beschriebene molekularbiologische Charakterisierung der vier
Schlisselgene erfolgten im Rahmen des Arbeitspakets WWU1 weitere, detaillierte bioinformatische
Analysen des Genoms der Blauen Lupine. Diese sollten Aufschluss dartiber geben, ob zusatzlich zu
den bereits charakterisierten moglicherweise weitere Homologe der Schliisselgene des

Methioninstoffwechsels existieren. Ausgangsbasis fir diese Analysen waren

- die zuvor in der L. angustifolius-Varietat Boruta identifizierten und charakterisierten
codierenden Sequenzen der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels (LaCgS, LaCbL, LaMS
und LaSAMS, Abbildung 1);

- dievonYang et al., 2013 veroffentlichte Genomsequenz von L. angustifolius.

Im Rahmen der bioinformatischen Analyse des Genoms der Blauen Lupine konzentrierte sich die
Suche auf diejenigen Homologe, die eine potentiell vollstdndige codierende Gensequenz aufwiesen.
Hierbei bestatigte sich, dass im Falle von zwei der vier Schliisselgene des Methioninstoffwechsels
mehr als ein Homolog vorliegt (Tabelle 1). Wahrend von LaCgS und LaCbL nach wie vor nur ein
vollstandiges Homolog identifiziert werden konnte, wurden von LaMS und LaSAMS mehrere im

L. angustifolius-Genom detektiert. Dieses Ergebnis konnte auferdem durch die bioinformatische
Analyse einer weiteren, vor kurzem publizierten und annotierten Genomsequenz von L. angustifolius

(Hane et al., 2016) bestéatigt werden.

10



ESKUSA GmbH Westfalische Wilhelms-Universitat Miinster Universitat Rostock

Institut flir Biologie und Biotechnologie Institut flr Landnutzung
der Pflanzen Bodenkunde
FKZ: 2814EPS036 FKZ: 2814EPS037 FKZ: 2814 EPS038

Tabelle 1: Anzahl der im Rahmen der computer-basierten Genomanalysen identifizierten
Homologe der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels in L. angustifolius

Anzahl genomisch

Gen identifizierter Homologe in L.
angustifolius

Cystathionin y-Synthase (LaCgS) 1

Cystathionin B6-Lyase (LaCbL) 1

Methionin Synthase (LaMS) 6

SAM Synthetase (LaSAMS) 12

Angegeben sind nur diejenigen Homologe, fiir die eine potentiell vollstandige codierende
Gensequenz identifiziert werden konnte.

Fazit:

Aufgrund der Vielzahl konservierter Homologe im Falle von LaMS und LaSAMS wurde das
Arbeitsprogramm einer detaillierten Expressionsanalyse der vier Schliisselgene des Stoffwechsels
deutlich umfangreicher. Zudem erschien es im Falle von LaMS und LaSAMS schwierig auf Basis von
zuklnftigen Expressionsanalysen zlichterisch wertvolle Hinweise zur Steigerung des
Methioningehaltes zu liefern. Aufgrund dessen sollte im Rahmen des folgenden Arbeitspakets
WWU2 zusatzlich zu den bereits geplanten Arbeiten zundchst ermittelt werden, ob alle diese
Homologe grundsatzlich in Kérnern der Blauen Lupine exprimiert werden und somit fiir die geplanten

detaillierten Expressionsvergleiche relevant sind.

1.1.2.2 Forschungsjahr 2 Arbeitspaket WWU2 (01.09.2016-31.08.2017)
Real-Time PCR der RNA-Transkripte in sich bildenden Kérnern der Blauen Lupine.
Vergleich ausgewdhlter bitterer Akzessionen mit der Siifdlupinensorte Boruta.
Referenzanalytik des Methioningehaltes fiir ausgewdihltes Material.
Pflanzenanzucht bis zur Abreife unter standardisierten Bedingungen.
Im Rahmen des zweiten Forschungsjahres wurden die in Arbeitspaket WWU2 vorgesehen Arbeiten
durchgefihrt. In Absprache mit dem Projekttrager (Projekttreffen JKI GroR Liisewitz, Oktober 2017)
wurden die Experimente im Laufe des Forschungsjahres hierbei, wie im Folgenden beschrieben, auf
Basis der zuvor erzielten Ergebnisse sinnvoll angepasst. Im Detail umfassten die im zweiten

Forschungsjahr durchgefiihrten Arbeiten
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- Expressionsanalysen der genomisch identifizierten, vollstandigen Homologe von LaMS und
LaSAMS in sich bildenden Kornern der Blauen Lupine mittels semiquantitativer Reverse
Transkriptase-PCR (RT-PCR);

- Referenzanalytik des Methionin- und Rohproteingehaltes fiir ausgewahltes Material
verschiedener Akzessionen der Blauen Lupine;

- Expressionsanalysen der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels LaCgS und LaCbL sowie
der Gene methioninreicher Speicherproteine in sich bildenden Kérnern der Blauen Lupine
mittels Real-Time PCR-Analysen (Vergleich ausgewahlter bitterer Akzessionen mit der
SuRlupinensorte Boruta);

- Pflanzenanzucht von L. angustifolius bis zur Abreife unter standardisierten Bedingungen.

Ergebnisse der Expressionsanalysen der vollstéiindig konservierten Homologe von LaMS und
LaSAMS in sich bildenden Kérnern der Blauen Lupine mittels semiquantitativer Reverse
Transkriptase-PCR (RT-PCR)

In Erganzung zu den urspriinglich geplanten Arbeiten wurden im Rahmen des Arbeitspakets WWU?2
zunachst semiquantitative Expressionsanalysen der unterschiedlichen Homologe von LaMS und
LaSAMS durchgefiihrt, die im Rahmen der bioinformatischen Analysen am Ende des ersten
Forschungsjahres im Genom der Blauen Lupine ausfindig gemacht wurden. Diese den geplanten
Expressionsanalysen mittels quantitativer Real-Time PCR vorgeschalteten Experimente sollten
Aufschluss dariber geben, ob alle der bioinformatisch identifizierten, vollstandig im Genom von

L. angustifolius vorliegenden Homologe in sich bildenden Kornern exprimiert werden.

Fir die semiquantitativen Expressionsanalysen wurde(n)
- Gesamt-RNA aus sich bildenden Kérnern der Referenzvarietdt Boruta isoliert und mittels
reverser Transkription in cDNA umgeschrieben;
- spezifische Oligonukleotidkombinationen fiir die einzelnen Homologe von ihrer genomischen
Sequenz abgeleitet;
- die Expression der einzelnen Homologe mittels cDNA-PCRs und Agarose-Gelelektrophorese
Uberprift und die Spezifitat der Oligonukleotide mittels Klonierung und Sequenzierung der

PCR-Amplifikate verifiziert.
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Die durchgefiihrten Experimente konnten belegen, dass mindestens finf der sechs Homologe von
LaMS und alle zwolf LaSAMS-Homologe in sich bildenden Kérnern von L. angustifolius Boruta
exprimiert werden und somit grundsatzlich eine katalytische Funktion in Kérnern von L. angustifolius

ibernehmen konnten.

Fazit:
Die Vielzahl der in Kérnern exprimierten Homologe von LaMS und LaSAMS erschwerten das
Projektziel deutlich, durch Expressionsanalysen dieser Gene ziichterisch wertvolle Hinweise zur
Steigerung des Methioningehaltes zu liefern. Aufgrund dessen erschien eine detaillierte
Expressionsanalyse dieser Gene mittels Real-Time PCR nicht sinnvoll. Von Seiten der WWU wurden
deshalb im Rahmen des zweiten Zwischenberichts Anderungen hinsichtlich der geplanten
guantitativen Real-Time PCR Analysen vorgeschlagen, welche nach Zustimmung des Projekttragers
und der Projektpartner (Projekttreffen JKI GroR Lisewitz, Oktober 2017) wie im Folgenden
beschrieben im verbleibenden Zeitraum des Arbeitspaketes WWU2 umgesetzt wurden. Die von
Seiten der WWU vorgeschlagenen Anderungen umfassten hierbei:

- ausschlieBlich den Einbezug der in L. angustifolius konservierten Homologe von LaCgS und

LaChL;
- Ausweitung der Expressionsanalysen auf Transkripte, die fiir Speicherproteine mit hohem

Methioninanteil kodieren.

Wissenschaftlicher Hintergrund des Anderungsvorschlags

In friiheren Veroffentlichungen wurde beschrieben, dass von den vier betrachteten Schliisselgenen
des Methioninstoffwechsels in Pflanzen der Cystathionin y-Synthase eine besondere Rolle zukommt,
da sie als erstes Enzym des Methioninsyntheseweges das nétige Substrat fir die nachfolgenden drei
Schlisselenzyme bereitstellt. Diese scheinen daher eine eher untergeordnete Rolle in der Regulation
der Verfugbarkeit freien Methionins einzunehmen (Kim et al., 2002, Hesse et al., 2004). Aufgrund
dieser Tatsache und aufgrund der hohen Anzahl der in der Blauen Lupine identifizierten Homologe
von LaMS und LaSAMS, die eine Ziichtung hinsichtlich dieser beiden Merkmale deutlich erschweren,
erschien deshalb aus unserer Sicht ausschlieRlich die vergleichende Expressionsanalyse von LaCgS
und LaCbL sinnvoll.

Stattdessen empfahl sich jedoch die Erweiterung des geplanten Vorhabens auf Homologe von
Speicherproteingenen, die fiir Proteine mit einem hohen Methioninanteil kodieren. In friiheren

Studien wurden in L. angustifolius mehrere Homologe von Speicherproteingenen identifiziert, die
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den vier Speicherproteingruppen (a Konglutin, B Konglutin, y Konglutin und 6 Konglutin) zugeordnet
werden konnten (Foley et al, 2011, Yang et al., 2013). Laut dieser Studien sind in L. angustifolius drei
a Konglutin-, sieben  Konglutin, zwei y Konglutin und vier 6 Konglutin Homologe vorhanden (Tabelle
2). Von diesen Genen kodieren die beiden y Konglutin-Homologe (LaGammal und LaGamma2) sowie
ein 6 Konglutin Homolog (LaDelta4) fiir Proteine mit einem verhaltnismaRig hohen Methioninanteil
bezogen auf die kodierte Aminosdure-Gesamtzahl (Tabelle 2, Foley et al., 2011). Eine hohe
Expression der Speicherproteingene LaGammal (LaGal), LaGamma2 (LaGa2) und LaDelta4 (LaDe4)
kdnnte in Kombination mit einer gesteigerten Expression der Methioninsynthesegene zu einem

gesteigerten Methioningehalt in Kérnern von L. angustifolius fiihren.

Tabelle 2: Ubersicht der in L. angustifolius identifizierten Homologe von Speicherproteingenen

. . Genkbank-Akzession L. Methionin

Speicherprotein- . Methionin- As-
Homolog (kodierende [% As-

gruppe anzahl Gesamtzahl

Gensequenz) Gesamtzahl]

o Konglutin LaAlphal HQ670406.1 3 506 0,59
LaAlpha2 HQ670407.1 1 643 0,16
LaAlpha3 HQ670408.1 2 585 0,34

B Konglutin LaBetal HQ670409.1 3 611 0,49
LaBeta2 HQ670410.1 4 603 0,66
LaBeta3 HQ670411.1 3 580 0,52
LaBeta4 HQ670412.1 3 590 0,51
LaBeta5 HQ670413.1 3 637 0,47
LaBetab HQ670414.1 3 593 0,51
LaBeta7 HQ670415.1 3 605 0,50

y Konglutin LaGammal HQ670416.1 6 449 1,34
LaGamma2 HQ670417.1" 13 446 2,91

6 Konglutin LaDeltal HQ670418.1 1 152 0,66
LaDelta2 HQ670419.1 1 153 0,65
LaDelta3 HQ670420.1 1 149 0,67
LaDelta4 HQ670421.1 2 96 2,08

Die in der Blauen Lupine identifizierten Homologe wurden den vier Speicherproteingruppen (a, B, v
und & Konglutin) zugeordnet (Foley et al., 2011; Yang et al., 2013). Angegeben sind die Genbank-
Akzessionsnummer der codierenden Sequenzen der einzelnen Speicherproteingene (Foley et al.,
2011), die kodierte Methioninanzahl, die kodierte Aminosaure (As)-Gesamtzahl, sowie der Anteil an
Methionin bezogen auf die As-Gesamtzahl des jeweiligen Proteins. Die Methioninanzahl sowie die
Aminosaure-Gesamtzahl der Speicherproteine wurden anhand der kodierenden Gensequenzen
bioinformatisch abgeleitet. Im Falle von LaGamma2 lag die kodierende Gensequenz ) zunichst nur
partiell vor und musste fir die dargestellte Analyse unter zu Hilfenahme einer genomischen Sequenz
des Gens (Genbank-Akzessionsnummer MLAU01014706.1) bioinformatisch vervollstdndig werden. In
Fettdruck hervorgehoben sind die drei Gene mit einem deutlich erhéhten Methioninanteil.
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Ergebnisse der Referenzanalytik des Methioningehaltes in Kérnern ausgewdihlter Akzessionen

Im Rahmen des zweiten Forschungsjahres wurde die geplante Referenzanalytik des
Methioningehaltes in Kérnern ausgewahlter Akzessionen der Blauen Lupine realisiert. Die
durchgefiihrten Analysen sollten hierbei erste Hinweise liefern, ob Unterschiede zwischen dem
Methioningehalt in bitteren Akzessionen im Vergleich zur Referenzvarietat Boruta existieren. In die
Arbeiten wurden hierbei in Abstimmung mit der ESKUSA GmbH neben der Zuchtsorte Boruta
exemplarisch insgesamt zwolf bittere Akzessionen einbezogen. Die Auswahl dieser Akzessionen
erfolgte anhand der zlichterischen Kriterien Reifezeitpunkt, Wuchstyp und pH-Toleranz. Fiir eine
vergleichbare Auswertung des Methiongehaltes wurde zusatzlich der Rohproteingehalt pro
Trockenmasse der Kérner bestimmt. Fiir die Referenzanalytik wurde(n)

- die StiBlupinensorten Boruta sowie die vorgesehenen bitteren Akzessionen der Blauen
Lupine an einem Gunststandort in Feldanzucht im Jahre 2016 bis zur Abreife kultiviert und
das aufbereitete Saatgut ausgewahlter Proben durch die ESKUSA GmbH fiir die
Referenzanalytik zur Verfligung gestellt;

- die Referenzanalytik bei der LUFA Nord-West (Oldenburg, Deutschland) fiir ausgewahltes
Material in Auftrag gegeben. Fiir einen Vergleich der Akzessionen wurde mit der LUFA Nord-
West die Messung des Methionin- sowie des Rohproteingehaltes in den Kérnern der Blauen
Lupine in Einfachbestimmungen vereinbart. Diese wurde nach Verordnung (EG) Nr. 152/2009
vom Institut fir Futtermittel durchgefiihrt. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte

durch die WWU.
Die Auswertung der durchgefiihrten Messungen lieferte erste Hinweise, dass zwischen den einzelnen

Akzessionen moglicherweise Unterschiede hinsichtlich ihres Methionin- und Rohproteingehaltes in

reifen Kornern bestehen (Tabelle 3 und Abbildung 2).
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Abbildung 2: Referenzanalytik des Rohprotein- und Methioningehaltes in Kérnern ausgewahlter
Akzessionen der Blauen Lupine (Feldernte 2016)

Dargestellt sind der Rohproteingehalt bezogen auf die Trockenmasse (TM) [%] und dessen
Methioningehalt [%] in reifen Kornern zwolf ausgewahlter bitterer Akzessionen verglichen mit der
Referenzvarietdt Boruta. Der Grafik liegen die in Tabelle 3 zusammengefassten Daten zugrunde. Die
mit einem Sternchen ") markierten Akzessionen wurden fiir anschlieRende Expressionsanalysen
mittels Real-Time PCR ausgewahilt.

Im Vergleich zu der als Referenz ausgewahlten SRlupinensorte Boruta wiesen acht der zwolf
bitteren Akzessionen bezogen auf den Rohproteingehalt einen vergleichbaren oder erhéhten
Methioningehalt im Rohprotein auf (4, 5, 16, 25, 40, 54, 74, 80), der jedoch in einigen Fallen mit
einem vergleichsweise niedrigeren Rohproteingehalt einherging. Besonders auffallig war dieser
Trend in den drei Akzessionen 25, 40 und 54 zu erkennen, die einen héheren Methionin- in
Kombination mit einem geringen Rohproteingehalt aufwiesen. Eine Besonderheit stellten auBerdem

Akzession 5 und 63 dar, die zu Boruta einen vergleichsweise erhéhten Rohproteingehalt zeigten.
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Tabelle 3: Referenzanalytik des Methionin- und Rohproteingehaltes in Kérnern ausgewahlter
Akzessionen der Blauen Lupine

. Rohprotein Methionin
Akzession [% TM] [%
Rohprotein]
Boruta 31 0,65
4 28,8 0,66
5 34,0 0,65
9 29,2 0,62
16 29,9 0,64
20 29,1 0,60
25 22,2 0,72
33 30,3 0,58
40 24,8 0,73
54 24,3 0,77
63 32,5 0,58
74 28,5 0,64
80 28,3 0,64

Die Messungen erfolgten in Einfachbestimmungen nach Verordnung (EG) Nr. 152/2009 durch die
LUFA Nord-West. Aufgefiihrt sind der Rohproteingehalt bezogen auf die Trockenmasse (TM) [%] der
jeweiligen Probe, sowie der Methioningehalt im Bezug zum Rohproteingehalt [%]. In Fettdruck
hervorgehoben sind die Werte der Referenzvarietdt Boruta. Rot dargestellte Werte liegen unter, griin
dargestellte Werte tiber dem fiir Boruta ermittelten Rohprotein- bzw. Methioningehalt.

Fazit:

Die Messungen von Methionin- und Rohproteingehalt in den reifen Kérnern konnten erste Eindriicke
liefern, dass durchaus Unterschiede zwischen den analysierten Akzessionen bestehen. Sollten sich im
Verlauf des Vorhabens die gemessenen Trends bestadtigen, schienen auf Basis der Methioninanalytik
zumindest einige der Akzessionen ziichterisches Potential zur Steigerung des Methioningehaltes zu
besitzen. Da es sich bei den durchgefiihrten Messungen bislang jedoch um Einfachbestimmungen
von auf einem Feld geerntetem Kérnermaterial handelte, waren die Ergebnisse unter Vorbehalt zu
interpretieren. Deshalb sollten im dritten Forschungsjahr weitere erganzende Experimente folgen,

um die durchgefiihrten Messungen zu verifizieren und einschatzen zu kénnen, inwiefern der

Methioningehalt von Umweltbedingungen, wie Bodenqualitat und Witterung abhangt.
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Ergebnisse der vergleichenden Analysen der RNA-Transkripte der Schliisselgene des
Methioninstoffwechsels und methioninreicher Speicherproteine mittels Real-Time PCR

Im Anschluss an die zuvor getatigten Versuche wurden im restlichen Zeitraum des zweiten
Forschungsjahres in sich bildenden Kérnern der Blauen Lupine die vorgesehenen, vergleichenden
Expressionsanalysen mittels Real-Time PCR durchgefiihrt. Hierbei lag der Fokus, wie zuvor
ausgefihrt, auf den beiden Schliisselgenen der Methioninsynthese LaCgS und LaCbL, sowie den
ausgewahlten Genen der Speicherproteine mit hohem Methioninanteil (LaGal, LaGa2 und LaDe4).
Zum Erreichen der Forschungsziele mussten die geplanten Expressionsanalysen zunachst griindlich
vorbereitet werden. Diese Vorbereitung umfasste folgende Arbeitsschritte:

- Ernte sich bildender Korner verschiedener, anhand zlichterischer Merkmale ausgewahlten
bitteren Akzessionen und der Referenzsorte Boruta (hierfiir freundlicherweise Zugang zur
Feldanzucht an einem Gunststandort im Jahre 2016 der ESKUSA GmbH)

- mechanische Zerkleinerung des Kérnermaterials durch Morsern, Isolation der Gesamt-RNA
aus den geernteten Kérnern, DNase-Behandlung zum Abbau genomischer DNA in den
Proben, Umschreiben der Gesamt-RNA mittels reverser Transkription in cDNA,;

- Suche nach bereits flr die Blaue Lupine veroffentlichten potentiell geeigneten
Haushaltsgenen fiir die geplanten Real-Time PCR Analysen; erste Analysen der ausfindig

gemachten, zuvor in Taylor et al. (2016), beschriebenen Gene auf ihre Eignung fir

Expressionsanalysen in sich bildenden Kérnern und Auswahl zweier Gene (Ubiquitin C (Ubc)

und Helicase (Hel)) fiir die geplanten Real-Time PCRs

- Ableiten und Etablierung von spezifischen Oligonukleotidkombinationen fiir die insgesamt
flnf vereinbarten Zielgene (zwei Methioninsynthese- und drei Speicherproteingene), deren
Transkriptlevel in den geplanten Real-Time PCRs im Vergleich zu den zwei ausgewahlten

Haushaltsgenen untersucht werden sollten.

Im Anschluss an diese erfolgreiche Etablierungsphase konnten die geplanten Real-Time PCRs
schlieBlich flr ausgewahlte Akzessionen durchgefiihrt werden. Exemplarisch wurden hierbei vier
bittere Akzessionen (5, 25, 40 und 63) in die Analysen einbezogen, in denen die Expression der
verschiedenen Gene der Methioninsynthese und der Speicherproteine im Vergleich zur
SuRlupinensorte Boruta untersucht wurde (Abbildung 3). Die Auswahl der Akzessionen erfolgte
anhand der zuvor durchgefiihrten Methioninanalytik (Tabelle 2 und Abbildung 3) bei der diese

entweder aufgrund eines deutlich erhdhten Methioningehaltes (25 und 40) oder eines erhéhten
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Rohproteingehaltes in Kombination mit einem vergleichsweise niedrigen Methioninanteil (5 und 63)
aufgefallen waren. So sollten die Expressionsanalysen dieser Akzessionen nun weitere Hinweise
liefern, ob sich die Methioninanalytik im Transkriptlevel der fiinf ausgewahlten Zielgene
widerspiegelt und die Akzessionen womoglich tatsachlich Gber ziichterisches Potential zur Steigerung
des Methioningehaltes verfliigen. Im Rahmen der Auswertung lag der Fokus zunadchst auf dem
Vergleich des Transkriptlevels der beiden Methioninsynthesegene. Verglichen mit Boruta wiesen die
untersuchten bitteren Akzessionen interessanterweise eine leicht erhéhte Expression von LaCgS
beziehungsweise dhnliche LaCbL-Transkriptlevel auf (Abbildung 3 A und B). Die erhdhte Transkription
von LaCgS koénnte ein erster Hinweis darauf sein, dass die analysierten Akzessionen im Vergleich zu
Boruta tatsachlich eine gesteigerte Syntheserate an freiem Methionin aufweisen, da das von LaCg$S
kodierte Protein eine Sonderrolle als erstes Enzym der Methioninsynthese einnimmt (Kim et al.,
2002, Hesse et al., 2004). Deutlichere Unterschiede zeigten sich weiterhin im Rahmen der
Expressionsanalyse der Speicherproteingene (LaGal, LaGa2 und LaDe4). Im Akzessionsvergleich
unterschieden sich die gemessenen Transkriptlevel drastisch voneinander. Wahrend in den
analysierten Proben der bitteren Akzessionen 5, 25 und 63 keine oder im Vergleich zu Boruta
deutlich verminderte Expression der drei Speicherproteine nachgewiesen wurde, wies Akzession 40

drastisch erhéhte Transkriptlevel auf (Abbildung 3 C-E).

Fazit:

Insgesamt konnten die mittels Real-Time PCR erzielten Ergebnisse erste Hinweise liefern, dass sich
die analysierten Akzessionen hinsichtlich der Expression der einzelnen untersuchten Gene von
Methioninsynthese und methioninreichen Speicherproteinen teilweise deutlich unterscheiden. In
Kombination mit der zuvor durchgefiihrten Methioninanalytik konnten die beobachteten Resultate
somit tatsachlich auf ein zlichterisch wertvolles Potential zur Steigerung des Methioningehaltes
hinweisen, da insbesondere Akzession 40 bei einer erhéhten Transkription des
Methioninsynthesegens LaCgS sowohl liber einen gesteigerten Methioningehalt in reifen Kérnern als
auch liber eine drastisch erhdhte Expression der drei methioninreichen Speicherproteine verfiigte. Zu
diesem Zeitpunkt des Forschungsvorhabens musste jedoch beriicksichtigt werden, dass es sich bei
den durchgefiihrten Analysen nur um erste Tests handelte, die hinsichtlich ihrer Aussagekraft unter
Vorbehalt interpretiert werden mussten. Deshalb sollten die durchgefiihrten Real-Time Analysen
dhnlich wie die Methioninanalytik im verbleibenden dritten Forschungsjahr durch weitere

Experimente mit den bislang analysierten Akzessionen erganzt und verifiziert werden.
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Abbildung 3: Real-Time PCR Expressionsanalyse von Methioninsynthese- und
Speicherproteingenen in sich bildenden Kérnern der Blauen Lupine

Die untersuchten Korner der verschiedenen Akzessionen wurden zu einem definierten Zeitpunkt von
Pflanzen der Feldanzucht 2016 (ESKUSA GmbH) geerntet und zu jeweils einer Gesamtprobe
zusammengefiihrt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Kérner eine moglichst dahnliche GréRe und
somit dhnliches Wachstumsstadium aufwiesen. Jede analysierte Probe enthielt hierbei Kérner, von
mindestens drei verschiedenen Pflanzen. Abgebildet ist die normalisierte Genexpression der
Methioninsynthese- (LaCgS (A) und LaCbL (B)) und Speicherproteingene (LaGal (C), LaGa2 (D), LaDe4
(E)) in den Kornern der vier untersuchten bitteren Akzessionen im Vergleich zur Zuchtsorte Boruta.
Die Normalisierung der Werte erfolgte hierbei gegen die Werte der Haushaltsgene Ubiquitin C

20



ESKUSA GmbH Westfalische Wilhelms-Universitat Miinster Universitat Rostock

Institut flir Biologie und Biotechnologie Institut flr Landnutzung
der Pflanzen Bodenkunde
FKZ: 2814EPS036 FKZ: 2814EPS037 FKZ: 2814 EPS038

(LaUbc) und Helicase (LaHel). Die angegebenen Standardbalken représentieren den kalkulierten
Standardfehler von drei technischen Replikaten der jeweiligen Messungen.

Ergebnisse der Anzucht von L. angustifolius bis zur Abreife unter standardisierten Bedingungen
Die bislang durchgefiihrten Real-Time PCR Expressionsanalysen in sich bildenden Kérnern der
Feldanzucht sollten zur Verifizierung der Ergebnisse im weiteren Verlauf des Vorhabens mit unter
Standartbedingungen gebildeten Kérnern verglichen werden. Fiir diese an der WWU fiir das dritte
Forschungsjahr vorgesehenen Experimente wurde im Rahmen des zweiten Forschungsjahres mit
Anzuchtversuchen von L. angustifolius unter standardisierten Bedingungen bis zur Reife der Kérner
begonnen, welche im Arbeitspaket WWU2 vorgesehen waren. Die durchgefiihrten Arbeiten
beschrankten sich hierbei zunachst auf die Kultivierung der Referenzsorte Boruta, die sich unter
standardisierten Langtag-Bedingungen (bis zur Abreife auf ED73 Einheitserde oder Pikiererde
Einheitserde Classic; beide Substrate bezogen lber Einheitserde Werkverband e.V., Sinntal-
Altengronaul) kultivieren lasst. Bei Erreichen einer entsprechenden GréRe wurden die Pflanzen von
einem Saat- in einen groReren Anzuchttopf Gberfihrt, in welchem sie bis zur Abreife angezogen
wurden. Ein Keimungstest des gereiften Saatguts der auf ED73 Einheitserde angezogenen Pflanzen

zeigte, dass die Kérner grundsatzlich keimfahig sind.

Fazit:

Die gewahlten Anzuchtbedingungen schienen fiir eine standardisierte Anzucht der StiSlupinensorte
Boruta geeignet zu sein, sodass Boruta und die zuvor in die quantitativen Real-Time PCRs
einbezogenen bitteren Akzessionen unter diesen Bedingungen im Gewachshaus angezogen werden
konnten, um die bislang durchgefiihrten Expressionsanalysen in sich bildenden Kérnern zu

verifizieren.
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1.1.2.3 Forschungsjahr 3 Arbeitspaket WWU3 (01.09.2017-25.05.2018)
Real-Time PCR der RNA Transkripte in sich bildenden Kérnern der Blauen Lupine.
Vergleich ausgewdhlter bitterer Akzessionen mit der SiifSlupinensorte Boruta bei
Anzucht unter standardisierten Bedingungen.
Erweiterte Referenzanalytik des Methioningehaltes fiir ausgewdihltes Material.
Vergleich verschiedener Akzessionen aus zwei verschiedenen Anbaujahren.
Im dritten Forschungsjahr (WWU3) lag der Fokus der durchgefiihrten Experimente darauf, die
erzielten Ergebnisse der quantitativen Expressionsanalysen mittels Real-Time PCR sowie der
Methioninanalytik fiir die zuvor untersuchten Akzessionen zu bestatigen. Die Analysen sollten eine
gesichertere Beurteilung ermoglichen, ob die analysierten, bitteren Wildformen tber zlichterisches
Potential zur Steigerung des Methioningehaltes in Kérnern der Blauen Lupine verfligen und ob dieser
malgeblich durch Standortbedingungen beeinflusst wird. Somit wurde nicht, wie urspriinglich
geplant, Bezug zu Akzessionen genommen, die sich hinsichtlich ihrer Rhizospharen-Diversitat als

interessant erwiesen hatten (Ergebnisse Universitat Rostock).

Ergebnisse der erweiterten Referenzanalytik des Methioningehaltes in Kérnern ausgewdhliter
Akzessionen

In Ergdnzung zu den im zweiten Forschungsjahr durchgefiihrten Messungen des Methionin- und
Rohproteingehaltes wurde die Methioninanalytik im dritten Projektjahr auf weitere Kérnerproben
ausgeweitet, welche die Resultate des Vorjahres verifizieren und Aufschluss dariiber geben sollten,
ob Umweltbedingungen, wie Bodenbeschaffenheit und Witterung den Methioningehalt in Kérnern
beeinflussen. Deshalb konzentrierten sich die Analysen auf diejenigen bitteren Akzessionen, die
bereits im Vorjahr im Fokus der Arbeiten standen. Bei den nun in Ergdnzung analysierten Proben,
handelte es sich um reife Korner aus der Feldanzucht des Jahres 2017, die auf einem anderen
Gunststandort von dhnlich guter aber nicht identischer Bodenbeschaffenheit von der ESKUSA GmbH
durchgefiihrt wurde. Leider wurden die Akzessionen 40 und 63 hierbei im Jahre 2017 nicht angebaut
und konnten aufgrund dessen nicht in die vergleichenden Analysen einbezogen werden. Identisch zu
den Ausfiihrungen im zweiten Forschungsjahr wurden die Kérner durch die ESKUSA GmbH
aufbereitet, fir die Methioninanalytik an die WWU weitergeleitet und diese identisch zu den
Ausfiihrungen im zweiten Forschungsjahr durchgefihrt.

Im Rahmen der durchgefiihrten Analysen unterschieden sich die absolut ermittelten Werte des
Rohprotein- und dessen Methioningehaltes im Jahresvergleich zur Feldanzucht 2016 zum Teil

deutlich (Abbildung 4, Tabelle 4). So enthielten die Kérner der Feldanzucht aus dem Jahr 2017
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verglichen mit der Anzucht 2016 insgesamt weniger Rohprotein in Bezug auf die Trockenmasse.
Interessanterweise fiel jedoch gleichzeitig der gemessene Methioningehalt des Rohproteins in den
Koérnern aller untersuchten Akzessionen in 2017 hoher aus. Diese grundsatzliche Beobachtung lieR
vermuten, dass Standort und Witterungsbedingungen grundsétzlich Einfluss auf die
Rohproteinmengen in den Kérnern hatten und die Bedingungen im Jahre 2016 zur Proteinbildung
glnstiger waren. Gleichzeitig schien jedoch die Synthese methioninreicher Speicherproteine
moglicherweise weniger stark von diesen Faktoren abzuhangen, da der Methioningehalt im
Rohprotein bei einer geringeren Rohproteinmenge anstieg. Trotz der insgesamt abweichenden
Messergebnisse konnten zumindest flr einige der Akzessionen die im Vorjahr ermittelten
Verhaltnisse von Rohprotein- und dessen Methioningehalt tendenziell bestatigt werden. So wiesen
zum Beispiel die Korner der Akzessionen 25 und 54 auch im Jahre 2017 einen zu Boruta
vergleichsweise hohen Methioningehalt im Rohprotein in Kombination mit einem geringeren

Rohproteingehalt auf.
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Abbildung 4: Vergleich der Feldanzuchten 2016 und 2017 von ausgewahlten Akzessionen der
Blauen Lupine im Hinblick auf Rohprotein- und Methioningehalte reifer Kérner

Dargestellt sind der Rohproteingehalt bezogen auf die Trockenmasse (TM) [%] und dessen
Methioningehalt [%] in den reifen Kérnern ausgewahlter bitterer Akzessionen verglichen mit der
Referenzvarietdt Boruta (Werte in Tabelle 4). Der Standort fir die Anzucht wechselte zwischen beiden
Jahren, hatte jedoch vergleichbare Bodenqualitdaten. Zwischen den Jahren wurden zum Teil deutliche
Unterschiede im Rohprotein- und Methioningehalt bei den Akzessionen festgestellt, sodass sowohl
Standort als auch Umweltbedingungen einen Einfluss auf die Gehalte zu haben schienen.
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Auffallig war, dass dieses Verhaltnis von Rohprotein- zu dessen Methioningehalt unter anderem auch
flr die Akzessionen 9, 74 und 80 nachgewiesen wurde, die im Vorjahr bei einem héheren
Rohproteingehalt noch ein geringeres oder vergleichbares Methioninlevel im Vergleich zu Boruta
gezeigt hatten. Anders als im Jahr 2016 konnte in 2017 verglichen mit Boruta keine Akzession mit

gesteigertem Rohproteingehalt identifiziert werden.

Tabelle 4: Vergleich der Feldanzuchten 2016 und 2017 von ausgewahlten Akzessionen der Blauen
Lupine im Hinblick auf Rohprotein- und Methioningehalte reifer Kérner

Methionin
[%
Rohprotein]
2016 2017 2016 2017

Rohprotein
Akzession [% TM]

Boruta 31 29,2 0,65 0,72
4 28,8 27,0 0,66 0,70
5 340 283 065 0,78
9 29,2 22,7 0,62 0,79
16 299 24,3 0,64 0,70
20 29,1 27,1 0,60 0,63
25 22,2 248 0,72 0,73
33 30,3 23,6 0,58 0,68
40 24,8  n.b. 0,73 n.b.

54 243 21,7 0,77 0,83
63 32,5 n.b. 0,58 n.b.

74 28,5 24,0 064 0,75
80 28,3 22,8 0,64 0,75

Die Messungen erfolgten in Einfachbestimmungen nach Verordnung (EG) Nr. 152/2009 durch die
LUFA Nord-West. Aufgefiihrt sind der Rohproteingehalt bezogen auf die Trockenmasse (TM) [%],
sowie der Methioningehalt des Rohproteins [%]. In Fettdruck hervorgehoben sind die Werte der
Referenzvarietat Boruta. Rot dargestellte Werte liegen unter, griin dargestellte Werte tGber dem fiir
Boruta ermittelten Rohprotein- bzw. Methioningehalt des entsprechenden Jahres. Die Akzessionen
40 und 63 wurden 2017 nicht auf dem Feld angezogen, entsprechend fehlen die Werte fiir dieses
Jahr (n.b. = nicht bestimmt).

Fazit:
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Zusammengefasst weisen die Resultate der vergleichenden Methioninanalytik aus den beiden
Anzuchtjahren darauf hin, dass der Proteingehalt in reifen Kérnern und die Rohproteinqualitat
hinsichtlich dessen Methioninanteil deutlich von den Umweltbedingungen beeinflusst werden. Ein
sinkender Rohproteingehalt scheint jedoch weniger mit einer verringerten Synthese
methioninreicher Speicherproteine in Verbindung zu stehen und eher auf Kosten anderer Konglutine
zu erfolgen, die einen verhaltnismaRig niedrigeren Methioninanteil aufweisen und in héherer Anzahl
in der Blauen Lupine konserviert sind (Tabelle 2). Diese Vermutung resultiert aus der Beobachtung,
dass der Methioningehalt des Rohproteins aller getesteten Akzessionen bei einem geringeren
Rohproteingehalt im Jahr 2017 vergleichsweise hdher lag. Interessanterweise fiel dieses Phdnomen
bei den verschiedenen Akzessionen unterschiedlich und bei einigen bitteren Akzessionen
(beispielsweise 9 und 16) vergleichsweise drastischer als bei Boruta aus. Dies kdnnte wiederum ein
Indiz dafiir sein, dass die einzelnen Akzessionen unterschiedliche Reaktionen auf die jeweiligen
Umweltbedingungen zeigen. Auf Basis dieser gewonnenen Erkenntnisse der Methioninanalytik war
deshalb zwar abschlieRend keine sichere Beurteilung des zlichterischen Potentials einzelner bitterer
Akzessionen moglich, dennoch belegen die durchgefiihrten Experimente eindrucksvoll, dass die
untersuchten bitteren Wildformen aufgrund der beobachteten Variabilitdt von Rohprotein- und
dessen Methioningehalt generell Giber zlichterisch wertvolles Potential verfligen. Insgesamt gesehen
deuten die Ergebnisse auRerdem darauf hin, dass fiir eine fundierte zlichterische Beurteilung der
einzelnen Akzessionen auch im Falle der Methioninanalytik in moglichen zukiinftigen Experimenten

eine Anzucht unter Standartbedingungen sinnvoll erscheint.

Ergebnisse der vergleichenden Analysen der RNA-Transkripte der Schliisselgene des
Methioninstoffwechsels und methioninreicher Speicherproteine mittels Real-Time PCR

Im dritten Forschungsjahr wurden analog zur Methioninanalytik auch die Real-Time PCRs auf weitere
Proben ausgeweitet. In diesem Zusammenhang sollten Expressionsanalysen in unter standardisierten
Bedingungen gebildeten Kornern Aufschluss tber die Verldsslichkeit und Aussagekraft der zuvor
durchgefiihrten Analysen liefern. Zu diesem Zweck wurden im Vorfeld der Analysen die bitteren
Akzessionen 5, 25, 40 und 63, sowie Boruta unter Langtag-Standardbedingungen (20°C (Licht), 16°C
(Dunkelheit), Pikiererde Einheitserde Classic) im Gewdadchshaus angezogen und die sich bildenden
Kérner etwa 30 Tage nach Bildung der Bliite geerntet. Die Proben wurden im Anschluss identisch zum
zweiten Forschungsjahr fur die quantitativen Real-Time PCRs vorbereitet und die
Expressionsanalysen der Methionsynthese- und Speicherproteingene im Vergleich zu den

Haushaltsgenen durchgefiihrt. Im Rahmen der Auswertung wurden anschliefend die Resultate unter
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standardisierten Bedingungen mit den Ergebnissen der Feldanzucht verglichen (Abbildung 5).
Auffallig war hierbei, dass sich die in den Kérnern der Feldernte detektierten Expressionsverhaltnisse
zwischen den einzelnen Akzessionen zumindest teilweise auch unter Standartbedingungen zeigten.
So wies beispielsweise Akzession 40 unter beiden getesteten Bedingungen jeweils im Vergleich zu
den anderen bitteren Akzessionen drastisch héhere Level von LaGal und LaDe4 (Abbildung 3/5C und
E) auf. Jedoch schienen die unterschiedlichen Transkriptlevel teilweise auch von den jeweiligen
Umweltbedingungen beeinflusst zu werden. So wurden beispielsweise die erhéhten Cgs-
Transkriptlevel in den Kérnern der bitteren Akzessionen unter Standartbedingungen nicht bestatigt
und lagen sogar zum Teil leicht unter den Werten von Boruta (Abbildung 3 und Abbildung 5 A).
AuBerdem wurde zum Beispiel in den bei Feldanzucht geernteten Kérnern der Akzession 63 keine
Expression von LaGa2 detektiert, wohingegen diese unter Standardbedingungen im Vergleich zu

Boruta sogar erhoht erschien (Abbildung 3 und Abbildung 5 D).
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Abbildung 5: Real-Time PCR Expressionsanalyse von Methioninsynthese- und Speicherproteingenen in sich
bildenden Kornern der Blauen Lupine
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Die untersuchten Kérner wurden circa 30 Tage nach Bildung erster Bliiten von unter
Standartbedingungen im Gewachshaus angezogenen Pflanzen geerntet und zu jeweils einer
Gesamtprobe zusammengefihrt. Jede analysierte Probe enthielt hierbei Kérner, von drei
verschiedenen Pflanzen. Abgebildet ist die normalisierte Genexpression der Methioninsynthese-
(LaCgS (A) und LaCbL (B)) und Speicherproteingene (LaGal (C), LaGa2 (D), LaDe4 (E)) in den Kérnern
der vier untersuchten bitteren Akzessionen im Vergleich zur Zuchtsorte Boruta. In den jeweils kleinen
oben rechts abgebildeten Diagrammen sind in Ergdnzung nochmals die Ergebnisse der
Expressionsanalysen in sich bildenden Kérnern der Feldanzucht dargestellt (siehe auch Abbildung 3).
Die Normalisierung der fir die flinf Zielgene gemessenen Werte erfolgte hierbei gegen die Werte der
Haushaltsgene Ubiquitin C (LaUbc) und Helicase (LaHel). Die angegebenen Standardbalken
reprasentieren den kalkulierten Standardfehler von drei technischen Replikaten der jeweiligen
Messungen.

Fazit:

Ahnlich wie die Resultate der Methioninanalytik wiesen die durchgefiihrten Real-Time PCRs auf ein
grundsatzliches zlichterisches Potential der exemplarisch untersuchten Akzessionen hin. Diese
Vermutung stitzte sich auf die in Teilen drastische Expressionsvariabilitdt der einzelnen
untersuchten Methioninsynthese- und Speicherproteingene im Akzessionsvergleich. Die
beobachteten Abweichungen innerhalb einer Akzession unter verschiedenen Umweltbedingungen,
sowie jene Variabilitat zwischen den getesteten Akzessionen kdnnen jedoch weitaus vielschichtigere
Grinde haben, die im Rahmen zukinftiger Experimente eingdnglich untersucht werden missten. Zu
den moglichen Griinden fur die Expressionsunterschiede zdhlen beispielsweise unterschiedliche
Reifestadien der Kérner zum Erntezeitpunkt oder allelische Unterschiede zwischen den Genen der
einzelnen Akzessionen.

Da die bislang vorliegenden Ergebnisse der Transkriptanalytik nur partiell mit den Resultaten der
Methioninanalytik in Einklang gebracht werden konnten, konnte im Rahmen des
Forschungsvorhabens abschlieBend zwar keine eindeutigen Ziichtungsempfehlungen fir einzelne
bittere Akzessionen zur Steigerung des Methioningehaltes abgeleitet werden, trotzdem bilden die im
Rahmen der Versuche gewonnenen Erkenntnisse eine sehr gute Ausgangslage und Raum fir
mogliche zukiinftige Experimente. Diese kdnnten beispielsweise den Fokus darauf richten, warum im
Falle der bitteren Akzession 40 ein hoher Methioninanteil des Rohproteins sich auch in einer
gesteigerten Expression der untersuchten methioninreichen Speicherproteine widerzuspiegeln
scheint, dieser Zusammenhang jedoch in Akzession 25 mit einem ebenfalls erhéhten
Methioningehalt im Rohprotein nicht nachgewiesen werden konnte. Flr konkretere
Ziachtungsempfehlungen scheint auBerdem eine Vertiefung der Transkriptanalytik mit Fokus auf

Expressionsanalysen bei Standartanzucht auf verschiedenen Bodensubstraten, sowie KGnerernten zu

28



ESKUSA GmbH Westfalische Wilhelms-Universitat Miinster Universitat Rostock

Institut flir Biologie und Biotechnologie Institut flr Landnutzung
der Pflanzen Bodenkunde
FKZ: 2814EPS036 FKZ: 2814EPS037 FKZ: 2814 EPS038

unterschiedlichen Reifezeitpunkten eine sinnvolle Erganzung zu den bisherigen Analysen

darzustellen.
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1.2 Durchgefiihrte Arbeiten der ESKUSA GmbH im Berichtszeitraum

1.2.1 Linienbeschaffung und Vermehrung bitterer Formen von L. angustifolius

Die Arbeiten in LUPI-ZAV basierten auf einem 81 Akzessionen umfassenden Sortiment bitterer,
alkaloidreicher Formen von Lupinus angustifolius des Vavilov-Institutes der Pflanzenindustrie, St.
Petersburg, die mit je 30-50 Korn im Jahr 2014 Gbergeben worden waren. Alle Aussaaten zur
Vermehrung und zum Erhalt der Akzessionen und deren Linien erfolgten in den Jahren 2015, 2016
und 2017 am Standort Fischerdorf bei Parkstetten auf einem leichten Sandboden (ca. 30
Bodenpunkte; pH 6,3) mit Rhizobien (HISTICK®L) behandelten Samenkoérnern.

Im Jahr 2015 erfolgte die Ablage von 25 Kérnern je Ausgangs-Akzession in einem Quadrat von 1,25
Meter Kantenldange im Abstand von 25 cm zwischen und innerhalb der Reihen. Der Abstand von einer
Akzession zur anderen betrug 50 cm, so dass sie zur Blite mit Vlieszelten isoliert werden konnten.
Die Ernteperiode setzte am 18. Juli ein und zog sich insgesamt liber drei Wochen hin. In dieser Zeit
wurden jeweils im Abstand von 2 bis 3 Tagen alle reifen Hilsen abgenommen und
einzelpflanzenweise verpackt. Bei zwei Akzessionen (36 und 61) erfolgte kein Feldaufgang. In den
verbleibenden 79 Akzessionen hatten insgesamt 630 Einzelpflanzen die Samenreife erreicht. In 74
Akzessionen standen ausreichend groRe Einzelpflanzennachkommenschaften (EPN) flr eine Aussaat
in mindestens einer Einzelreihe mit je 30 Kérnern auf 2,5 laufende Meter fiir 2016 zur Verflgung.
Im Vegetationsjahr 2016 wurden 564 EPN aus 74 Akzessionen als 111 Einzel- und 453 Doppelreihen
ausgesat (EPN aus Akzessionen werden im Folgenden auch Linien genannt). Absolut homogene EPN
einer Akzession wurden zur Ernte zusammengefasst und morphologisch abweichende EPN einzel-
bzw. doppelreihenweise separat geerntet. Aus heterogenen EPN wurde wiederum
einzelpflanzenweise Saatgut entnommen.

Im Vegetationsjahr 2017 kamen alle ausreichend groRen Chargen (i.d.R. zusammengefasste EPN) in
einem Korn- und einem Griinmasseertragsversuch zum Einsatz (Abschnitt 1.2.3.5). Material aus
einzelpflanzenweiser Ernte wurde wiederum in Einzel- bzw. Doppelreihen ausgesat und,
Homogenitat vorausgesetzt, einzel- bzw. doppelreihenweise geerntet. Von interessanten
inhomogenen Einzel- bzw. Doppelreihen wurden erneut drei bis finf Einzelpflanzen geerntet. Zum
Ende des Vegetationsjahres 2017 stehen damit insgesamt 450 Linien aus 74 Akzessionen in

unterschiedlich groBem Umfang zur Verflgung.
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1.2.2 Untersuchung zur pH-Toleranz bitterer Formen von L. angustifolius

Im Vegetationsjahr 2016 wurde eine Einzelreihenanlage mit jeweils 15 Kérnern pro laufende 1,5
Meter auf einem differenzierenden Standort in Reibersdorf (sandiger Lehm mit einem Boden pH-
Wert von 7,4) realisiert. Dabei wurden insgesamt 434 EPN aus 74 Akzessionen beriicksichtigt. Die
Aussaat erfolgte am 14. April und die Bonituren der ,Kalkchlorosen” am 23. und 30. Mai sowie am
24. Juni (Abbildung 6). Die Boniturnoten (1 = keine Symptome, 9 = abgestorben) wurden zu
Boniturnoten-Integralen (BN-Integral) verrechnet. Diese entsprechen den durch die Grafen der
Boniturnoten Uber der Zeitachse gebildeten Flachen. Die Flachenberechnung erfolgte analog zur
Berechnung eines Befallsintegrals nach der Formel:

n Bl = Befallsintegral

Bl= S (BN{+BN4)/2 *[(t+1) —t] BN = Boniturnote

w1 t = Boniturtermin

Abbildung 6: Unterschiede in der pH-Toleranz: links: Linie mit Kalkchlorose; rechts kalktolerante
Linie

Die in Abbildung 7 dargestellten mittleren BN-Integrale fir ausgewdahlte Akzessionen und die
Referenzsorte Boruta entsprechen den Flachen unter ihren Kurven. Das BN-Integral ist einheitslos
und betrug beispielsweise fiir Boruta 255 und fiir die 59er Akzession 154. Je kleiner der Wert fiir das

BN-Integral, desto weniger anfillig ist die Akzession gegenlber neutralen pH-Werten. Wahrend etwa
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alle Pflanzen aller Referenzreihen von Boruta zum 24. Juni abgestorben waren (mittlere BN = 9), lag
die mittlere Boniturnote aller gepriiften EPN der am wenigsten anfalligen Akzession 59 gerade bei

knapp Uber 6 (mittelschwere Symptomausbildung).

9 /g
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7 //Z/
‘§ 6 . —X—46
35 o —@-59
§ 4 A 072

3 A 81

= =¢=—Boruta
2 O
1

23.5. 30.5. 24.6.
Boniturdatum

Abbildung 7: BN-Integrale unterschiedlich kalkanfalliger Akzessionen im Vergleich zur
Referenzsorte Boruta
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Abbildung 8: Variation der pH-Reaktion innerhalb der empfindlicheren Akzession 81 (links) und der
am wenigsten empfindlichen Akzession 59 (rechts)
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Abbildung 8 zeigt, dass es unter den EPN einer Akzession erhebliche Unterschiede in der pH-
Toleranz gab. So schnitt EPN 81-7 der insgesamt anfalligeren Akzession 81 besser ab, als die meisten
EPN der insgesamt am wenigsten anfalligen Akzession 59. Herausragend in ihrer Toleranz gegeniber
neutralen Boden-pH-Werten war insbesondere die EPN 59-10 mit einem BN-Integral von 98.
Aufgrund der am differenzierenden Standort erhobenen Daten fielen insbesondere die Akzessionen
46 und 59 durch eine deutlich héhere pH-Toleranz im Vergleich zu den Referenzsorten Boruta (BN-
Integral 255) und Boregine (BN-Integral 263) auf. Hier ist eine dezidierte Suche nach noch
toleranteren EPN lohnenswert. Von einigen EPN dieser Akzessionen ist auf dem alternativen (pH-
neutralen) Standort (AS) Saatgut gewonnen worden. Geerntet wurden vollstandig ausgebildete,
keimfahige Korner, die, verglichen mit denen vom Gunststandort (GS) eine um knapp 25% geringere

Tausend-Korn-Masse hatten (Abbildung 9).
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46 AS 46 GS 59 AS 59 GS

Abbildung 9: Tausend-Korn-Massen der Akzessionen 46 und 59 auf dem alternativen (AS) und dem
Gunststandort (GS)

Kreuzungen der aufgefundenen pH-toleranteren Genotypen mit alkaloidarmen Sorten sind bislang

nicht erfolgt, so dass noch keine Aussagen lber die Vererbung getroffen werden kénnen.
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1.2.3 Erfassung der phinotypischen und agronomischen Merkmale bitterer Formen von

L. angustifolius

Die in den Vegetationsperioden 2015, 2016 und 2017 auf dem Standort Fischerdorf angebauten

Akzessionen und deren EPN in den Reihenanlagen wurden auf die wichtigsten Register- und

Wertpriifungsmerkmale bonitiert (Tabelle 5). Im Ergebnis sind samtliche Akzessionen und ihre EPN

mit ihren Eigenschaften hinterlegt und in einer Excel-Datenbank zusammengefasst worden.

Insbesondere finden sich Eintragungen zu Wuchstyp, Wuchshdhe, Blattfarbe, Blitenfarbe,

Abreifeverhalten, Lagerneigung, Platzfestigkeit, Hartschaligkeit, Homogenitat und Samenfarbe. Von

allen in den Jahren geernteten Akzessionen und deren EPN sind Einzelpflanzen-, Einzel- bzw.

Doppelreihen- oder aber Parzellenertrage und die dazugehoérigen Tausend-Korn-Massen (TKM)

erfasst worden.

Tabelle 5: Uber die Projektlaufzeit erfasste Merkmale und deren Ausprigung

Merkmal Auspragung
Bliitenfarbe blau violett rosa weil
Reifegruppe frih mittelfriih mittelspat spat
Referenzsorten Boregine Azuro
Boruta

Blattfarbe Auflauf grin violett
Blattfarbe sehr helles Gelbgriin sehr dunkles Tannengriin
Anthocyan Laub kein dunkel violett
Wuchshoéhe hoch niedrig
Wouchstyp determiniert verzweigt
Verzweigung

- Ansatz an der Basis ab der Mitte

- Steilheit waagerecht senkrecht
Lagerneigung hoch niedrig
Platzfestigkeit der niedrig mittel
Hiilsen
pH-Toleranz mittel niedrig
Samenfarbe Anthrazit, mehrfarbig gesprenkelt reinweil
Ertragspotenzial hoch niedrig
Besonderheiten
Welkesymptome auffallig unauffallig
Anthraknose auffallig unauffallig
Hartschaligkeit ja nein
sonstiges 2.B. GleichmaRigkeit der Abreife aller Triebe, zur Samenreife

einsetzender natdrlicher Blattfall, herausragende Kornqualitat
(gleichmaRig ausgepragte, fleckenlose Samen) etc.
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1.2.3.1 Ertragspotenzial
Abbildung 10 gibt einen Uberblick tiber die Kornertrige samtlicher Einzelreihen (EPN) der

Akzessionen im Vergleich zu den Reihen der siiRen Referenzsorten Boruta (friihe Reifegruppe,

determiniert) und Boregine (friihe Reifegruppe, verzweigt) im Vegetationsjahr 2016. Sehr viele EPN

Uberragten die Ertragsmittel der mehrfach wiederholt eingestellten Referenzsorten bei weitem und

eine beachtliche Anzahl lag auch noch weit tGber den Standardabweichungen der Referenzen.

Infolgedessen darf die Grundannahme, dass in den bitteren Formen der schmalblattrigen Lupine ein

beachtlich hoheres Ertragspotenzial gegeben sein muss, als bestatigt angesehen werden. Wurde in

den siiRen Lupinen in der jiingeren Vergangenheit auf Frihreife (Reifegruppe fr) fokussiert, so

werden kiinftig im Zuge der Klimaveranderung (Vegetationszeit dehnt sich nach vorne ins zeitigere

Frihjahr und nach hinten in den frithen Herbst aus) auch die mittelfriihen (mfr) und ggf. die
mittelspaten (msp) Akzessionen und EPN interessant. Die Abbildung 10 zeigt, dass in allen

Reifegruppen Material mit entsprechendem Ertragspotenzial vorhanden ist.

400 1

350 3

300 :

250 3

200 3

150 3

100 1
50 3

Kornerertrag pro Einzelreihe in g

. 0 :
Reifegruppe fr mfr msp sp
= MW Boruta = ------ Standardabweichung Boruta

------ MW Boregine ------ Standardabweichung Boregine

Abbildung 10: Einzelreihen-Kornertrag aller Einzelpflanzennachkommenschaften (nach
Reifegruppen, dann aufsteigend geordnet) im Jahr 2016
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1.2.3.2 Samenfarbe und -graéfSe

Die Akzessionen und ihre EPN unterschieden sich sowohl in Farbe als auch GroRRe der Samen
auBerordentlich (Abbildung 11). Dabei gab es nicht nur Unterschiede zwischen den Akzessionen
sondern auch innerhalb (Abbildung 12). Die Farbschlage rangierten von reinweil} bis ,multicolor,
d.h. Samen mit einer starken dunkelgrau/anthrazit- farbigen Pigmentierung und mehrfarbigen
(dunkelbeige und/oder verschieden braunen) Zwischenrdumen. Daneben gab es zweifarbige Samen
mit dunkelbeiger oder verschieden brauner Pigmentierung. Bei der Bonitur wurde sowohl die Dichte
der Pigmentierung als auch ihre Farbung bewertet. Unter den Akzessionen fiel insbesondere die Nr.

54 mit ausgesprochen hellen, fleckenlosen (gesunden) und kugligen Samen in all ihren EPN auf.

foaa o o
?x"\&ﬁl‘}.

Abbildung 12: Unterschiede in Samenfarbe und —gréRe zwischen den EPN von Akzessionen

a) verschiedene EPN der Akzession 75 unterscheiden sich wesentlich, b) auch in (iberwiegend
homogenen Akzessionen kénnen EPN mit geringfligigen Abweichungen in der Dichte und/oder der
Farbung der Pigmentierung auftreten (Akzession 70)

Auch die Tausendkornmassen (TKM) lieRen in den Jahren eine grofRe Variation erkennen. Verglichen

mit der strikt einzelpflanzenweisen Ernte in 2015 kam es durch das akzessionsweise
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Zusammenfihren von sehr homogenen EPN zu grofSeren Erntechargen bereits zu einer merklichen
Einschrankung der Schwankungsbreite (Abbildung 14). Dennoch gab es auch in der Ernte 2016
Genotypen (EPN von Akzessionen), die hinsichtlich Masse und GrofRe unterschiedlichen Anspriichen
gerecht werden kdonnen. So werden etwa fir Griindiingungszecke, ob nur mit Lupine oder in
Mischungen, Genotypen mit kleineren Samen bevorzugt, wahrend fiir die Kérnernutzung mit Blick
auf Proteingehalt und-ertrag eher groRe Samenkdrner gewiinscht werden (Abbildung 13). Beziiglich

der inhaltsstofflichen Zusammensetzung wird auf Abschnitt 1.1.2.3 verwiesen.
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1.2.3.3 Hartschaligkeit

In der Reihenanlage 2016 fielen zwei Akzessionen (40 und 41) durch einen Uberaus schlechten
Feldaufgang auf. Von deren Saatgutbestand wurde ein simpler Test auf Hartschaligkeit durchgefihrt,

welche fiir beide Akzessionen bestatigt werden konnte (Tabelle 6 und Abbildung 15).
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Tabelle 6: Test auf Hartschaligkeit von Akzessionen mit schlechtem Feldaufgang im Jahr 2016

Stunden nach dem Gequollen sind von je 30 eingeweichten Kérnern
Einweichen Referenz Boregine Akzession 40 Akzession 41
04:00 25 3 0

08:00 29 4 0

24:00 30 5 0

48:00 30 7 2

Abbildung 15: Kérner von Boregine (Referenz) und den Akzessionen 40 und 41 etwa 4 Stunden
nach dem Einweichen

1.2.3.4 Krankheitsanfilligkeit

In allen Versuchsjahren traten auf der Flache in Fischerdorf mit Beginn der Samenreife
Welkesymptome auf. Diese wurden aufgrund der unverwechselbaren Symptome zweifelsfrei auf
einen Befall mit Verticillium dahlie zuriickgefihrt. Das Krankheitsbild sind vollig abgetrocknete, aus
einigem Abstand silbrig schimmernde Sténgel (Abbildung 16, links), deren Epidermis entweder
faserig herabhangt oder leicht abgelost werden kann. Unter der Epidermis sind zahlreiche
Mikrosklerotien des Pilzes wie feinster Eisenstaub zu erkennen (Abbildung 16, Mitte). Da V. dahliae
als bodenbirtiger Schaderreger nicht gleichmaRig sondern gehauft auf einer Flache verteilt ist,
konnten zwar keine belastbaren Daten wohl aber Indizien fiir unterschiedliche Anfélligkeiten
gesammelt werden. In Abbildung 16 rechts ist ein Auszug aus der Boniturtabelle wiedergegeben.
Bemerkenswert ist der Umstand, dass es nicht nur Unterschiede zwischen den Akzessionen gab,
sondern auch und vor allem innerhalb. Hier sind beispielhaft die mittelspaten EPN der Akzessionen
47 und 66 zu nennen. Besonders interessant sind die blau markierten EPN der Akzessionen 67 und
72. Da die Welke erst mit der physiologischen Reife einsetzt, waren die ersten und mithin schwersten

Symptome an den friiheren Linie zu erwarten. Bei den genannten Akzessionen beispielsweise verhielt
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es sich umgekehrt. Insgesamt ldsst sich konstatieren, dass das Gros der friihen Akzessionen/EPN
tatsachlich deutlichere Welkeerscheinungen zeigten. Ganz offensichtlich hatte das spatere Material,
das zum Abschluss der Ernte Gberwiegend frische griine Stangel aufwies, noch nicht das erforderliche
physiologische Alter fiir den Ausbruch der Symptome erreicht. Neben den schon genannten EPN 67.4
und 72.1 bis 72.7 gab es weitere interessante Ausnahmen (z.B. EPNs 74.6 und 77.2 in der roten

Markierung). Zur sicheren Identifikation von Resistenzgentragern bleiben Infektionsversuche unter

kontrollierten Bedingungen unerlasslich.

Reife-  Auftreten von

Akzession  gruppe Verticillium
47.1-47.5 msp +
47.6+7 msp -
48.1-48.5 fr +
48.6 fr -
48.7 fr -
51.1 fr -
51.3 fr -
64.2+64.3 mfr -
64.1 fr -
65.1 fr +
65.2+65.3 fr -
66.2+5+8 fr +
66.3 msp -
66.9 msp +
66.6 msp +
67.8+67.9 fr -
67.4 fr -
67.10 mfr +

69.2+3+4 mfr -
70.2+70.3 fr -

71.2 fr -
(2.1-12.1 ii§ -
72.8 msp +
72.9 fr -
73.3+73.4 fr -
74.6 fr -
76.2-76.6 fr +
77.2 fr -

Abbildung 16: Erhebung der Verticillium-Welke auf dem Standort Fischerdorf im Jahr 2016; links:
silbrig verfarbte befallene Stingel, Mitte: abgeloste Epidermis mit Mikrosklerotien darunter,
rechts: Auszug aus der Boniturtabelle
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Die Anthraknose der Lupine kam auf der reguldren Reihenanlagenflache in keinem der
Vegetationsjahre vor. Es waren a) prophylaktische Spritzungen zur Zeit der Blite durchgefiihrt
worden und b) lieRen die Witterungsverhaltnisse in allen Jahren wegen der ausgesprochenen
Sommertrockenheit keinen Krankheitsausbruch zu (Abbildung 18).

Indes konnte in einem zur Ermittlung der Griindlingungsleistung erst am 1. August 2017 auf einer
Flache im Vorderen Bayerischen Wald ausgesaten Versuch (vgl. Abschnitt 1.2.3.5 ) die Anthraknose
beobachtet werden. Zwar gab es Unterschiede in der Befallsstarke zwischen Nord- und Siidflanke des
Versuches, doch die ermittelten Werte lieRen einige Riickschliisse auf das Niveau der Anfélligkeit zu.
In Abbildung 17 dargestellt sind die mittleren Befallsintegrale der am 2., 13. und 20. Oktober
durchgefiihrten Bonituren und ihre Schwankung zwischen den 3 Wiederholungen des Versuches. Die
grofRen Spannweiten sind groRtenteils auf die erwahnte Nord-Siid-Lage der Parzellen im Feld
zurlickzufihren. Die hier fiir die Aussaat verwendeten grof3en Erntechargen von 2016 stehen in der
Regel stellvertretend fiir die jeweiligen Akzessionen als Gesamtheit. Zu erwarten waren auch im Fall
der Anthraknose Unterschiede in der Anfalligkeit innerhalb der Akzessionen, die hier nicht erfasst
werden konnten. Auf jeden Fall sind vor einer weiteren Einengung der Anzahl an Linien durch
Selektion auf Ertrag und agronomische Eignung Infektionsversuche unter kontrollierten Bedingungen

vorzusehen, um wertvolle Trager von Resistenzgenen aufzuspiren.
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Abbildung 17: Unterschiede in der Anfilligkeit der Akzessionen gegen Anthraknose, aufgenommen
in einem Griinmasse-Ertragsversuch mit Aussaat am 1. August 2017
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1.2.3.5 Erfassung der Ertragsparameter bitterer Formen von L. angustifolius in

Parzellenversuchen
Zur Ermittlung der Kornertragsleistung der Akzessionen sind ausreichend grofRe Erntechargen aus
dem Jahr 2016 am 12. April 2017 am Standort Fischerdorf in alpha-Gitteranlagen mit dreifacher
Wiederholung ausgesat worden. Dabei wurden friihe und mittelfriihe Akzessionen sowie mittelspate
und spate Akzessionen in zwei getrennten Anlagen untergebracht. Die Rhizobien wurden als
Suspension zusammen mit einem Vorauflaufherbizid gemaR den Angaben des Herstellers
unmittelbar nach der Aussaat ausgebracht. Wahrscheinlich in Folge der ausgesprochen lang
anhaltenden und extremen Trockenheit in den Monaten Mai, Juni und Juli (Abbildung 18) erfolgten
keine Wurzelbesiedlung und entsprechend keine Knéllchenbildung. Das Resultat waren sehr niedrige,
unterversorgte und in vorzeitige Reife eingetretene Bestande, die gleichwohl Gber ihren
unmittelbaren Vergleich untereiander und im Verhaltnis zu den Referenzsorten Aussagen zur

Ertragsleistung zulieRen.
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Abbildung 18: Witterungsverlauf im Jahr 2017 am Standort Fischerdorf im Vergleich zum
langjahrigen Mittel (6kologisches Klimadiagramm nach Walter und Lieth)

Uber begleitende Bonituren ausgewahlter phdnotypischer und agronomischer Merkmale wurde die
Identitat der Akzessionen sichergestellt. Die absoluten Ertragszahlen machen deutlich, dass das

Ertragspotenzial unter den gegebenen Bedingungen bei Weitem nicht ausgeschoépft werden konnte.
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19) offenbarte eine grofRe Variabilitat zwischen ihnen. Zwar war keine signifikant besser (bei p < 0,05)

als die Referenzsorte Boregine, dafiir gab es signifikante Unterschiede zur Boruta (Akzessionen 47-2,

64-1 und 66-2). Signifikant ertragsschwacher waren die Akzessisonen 65-1 und 76-1. Hinsichtlich der

Kleinkdrnigkeit fur potentielle Griindiingungssorten fielen mit signifikant niedrigerem TKM im

Vergleich zur Boregine die Akzessionen 81-1 und 2, 76-1, 65-1 und 2, 51-1, 49-1 sowie 46-1 bis 3 auf.

Signifikant kleiner als Boruta war keine, signifikant groRRer als diese die 25-1 und die 28-1.
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Abbildung 19: Kornertragsleistung der friihen und mittelfriihen Akzessionen im Parzellenversuch

2017

Viel deutlicher noch als auf das friihere Material wirkte sich die Trockenheit auf das spatere Material

aus. Hier waren die Ertragsunterschiede zwischen den Varianten einer Akzession bereits so groft,
dass kaum mehr signifikante Unterschiede zwischen den Akzessionen festgestellt werden konnten

(Abbildung 20). Als besonders ertragsschwach erwiesen sich die Akzessionen 5-1, 45-1 und 59-1.

Signifikant kleinere Koérner als die Referenz Azuro hatten die 5-1, 9-1, 44-1, 54-1 und 2, 59-1 und 74-

1. Die niedrige TKM ging dabei mit niedrigen Ertragen einher.
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Abbildung 20: Kornertragsleistung der mittelspaten und spaten Akzessionen im Parzellenversuch
2017

Als Indiz flr die Grindlingungsleistung der Akzessionen wurde der in einem Parzellenversuch
ermittelte Trockensubstanzertrag herangezogen (Abbildung 21). Verglichen mit der einzigen derzeit
zum Zwecke der Griindiingung zugelassenen Sorte Azuro schnitten die Akzessionen 4-1, 13-1, 50-1

und 60-1 signifikant besser ab.

70

B TM-Ertrag

Trockenmasseertrag in dt/ha

Abbildung 21: Griinmasseleistung ausgewahlter Akzessionen im Parzellenversuch 2017
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Sowohl zwischen als auch innerhalb der Akzessionen der schmalblattrigen, bitteren Lupine des

Vavilov-Institutes konnte eine groRe Variationsbreite in der Auspragung agronomisch relevanter

Merkmale nachgewiesen werden, die weit Gber die noch vorhandene Variabilitit dieser Merkmale

im Zuchtmaterial stiBer Formen hinaus geht. Somit konnte die Hypothese bestatigt werden, dass im

bitteren Genpool der schmalblattrigen Lupine Merkmale vorhanden sind, die es lohnt zlichterisch

weiter zu verfolgen und auch in siiBe Formen einzukreuzen. In ihrer Leistung liber die siiRen

Referenzsorten Boruta und Boregine herausragende bittere Akzessionen sind in Tabelle 7

zusammengestellt.

Tabelle 7: Agronomisch interessante Akzessionen und aus deren Einzelpflanzen-
nachkommenschaften hervorgegangene Linien

Merkmal Akzession/ Linie Referenz
. Linie 66-2 . hohe Ertragsfahigkeit in allen drei
Kornertragsleistung Linie 64-1 Abbildung 19 T s
it al .
Griinmasseleistung LUPIZAV 4 Abbildung 21 ist als Griindiingungssorte
angemeldet
Rohproteingehalt Akzession 5 Abbildung 4 Ergebnis WWU
- . Abbildung 3, .
Methioningehalt Akzession 40 Abbildung 5 Ergebnis WWU
wird fortlaufend an pH-neutralen
Standorten selektiert; auffillige
Linien von 46 Abbildung 7, Reaktionen in Pflanzen- und
pH-Neutralitat Linien von 59 Abbildung 8, Bodenparametern bei Anbau auf
Tabelle 10 Bdden mit unterschiedlichem pH-
Wert flir Akzession 46 bestatigt
durch UniRo
Standfestigkeit ist fast. immer gegeben;
Negativauslese, wenn feststellbar
L. . Linie 77.3 Wird fortlaufend in
Platzfestigkeit der Hulsen Linien von 68 Reihenanlagen selektiert
L Sehr gut dreschbare Hilsen mit
- Linien von 54 . . .
Saatgutqualitat . nahezu kugligen, weiRen, optisch
Linie 64-1 . ..
befallsfreien Kérnern
Frithe Laub- und deutlich verlustarmere Ernte;
. 2.B. Linie 66-1 wird fortlaufend in Reihenanlagen
Strohreife .
selektiert
Sehr.glelchmaﬁlge Linie 44-1 wird ff)rtlaufend in Reihenanlagen
Abreife selektiert
Krankheitsanfalligkeit . . .
V. dahliae z.B. Linien von 64 Abbildung 16 \Qlcl)ﬁtizzlaeuxfael?tim AR P
Anthraknose z.B. Linienvon 58, 54 und  Abbildung 17 §

LUPIZAV 4

Infektionsversuche erforderlich
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Die im Projektantrag vorgesehenen Kreuzungsarbeiten wurden noch nicht durchgefiihrt, weil

e wegen der auBerordentlich groRen Variationsbreite von phanotypischen und
Ertragsmerkmalen der in den Projektjahren selektierten Einzelpflanzennachkommenschaften
(EPN) der Akzessionen zunachst die Verifizierung und Fixierung der interessanten Merkmale
im Fokus stand. Ausreichend stabile EPN mit interessanten Merkmalen/
Merkmalskombinationen stehen nunmebhr fiir die gezielte Kreuzung mit identifizierten hoch
ertragreichen EPN zur Verfliigung (Tabelle 7).

e ein dezidiertes, umfangreiches Kreuzungsprogramm in enger Absprache mit den
Einrichtungen des LUPI-BREED Projektes aufgelegt wird, um die Ressourcen bilindeln und
effizienter und zielgerichteter nutzen zu kénnen. Ein erster Materialaustausch ist hier bereits

erfolgt.

Die Selektions- und Kreuzungsarbeiten im Sortiment der schmalblattrigen, bitteren Lupine werden

von der ESKUSA GmbH (ber die Projektlaufzeit hinaus fortgefiihrt.
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1.3 Durchgefiihrte Arbeiten der UniRo im Berichtszeitraum

1.3.1 Qualitidtsanalyse der Rhizodeposition

Die Rhizodeposition dient als Indikator fiir das genotypspezifische Potenzial der Standortanpassung
durch die Regulierung der Nahrstoffmobilisierung und Toleranzspanne von unterschiedlichen pH-
Werten des Bodens. Die Qualitat der Rhizodeposition der Akzessionen wurde durch die chemische
Analyse der Feinwurzelqualitat erganzt. Rhizodeposite und chemische Feinwurzelqualitat wurden
nach einer Wachstumsperiode von 4 Wochen untersucht, da die Nahrstoffversorgung in dieser
Entwicklungsphase einen besonders hohen Indikatorwert (starkster Rhizosphareneffekt, vgl. Boden
vs. Rhizosphédre in BBCH 31, 53, 71 und héchste Besiedlungsdichte P-mobilisierender Bakterien) fir
die spatere Ertragsleistung besitzt.

Der Probenahmezeitpunkt wurde mit dem physiologischen Entwicklungsstadium der Akzessionen
abgestimmt. Die Aktivitatsverlaufe von hydrolytischen Enzymen und effizienten Vertretern der
Rhizospharenbakterien wahrend des Wachstums sind beispielhaft in Tabelle 8 und Abbildung 22 bis

Abbildung 26 fir die P-Mobilisierungsaktivitat der Sorte Boruta dargestellt.

Tabelle 8: Aktivitat der Phosphodiesterase (PDA), sauren Phosphatase (ACPA), alkalischen
Phosphatase (ALPA), B-Glucosidase (BGA) und Besiedlungsdichte P-mobilisierender Bakterien
(PBAC) in der Rhizosphire von L.angustifolius ( 1= BBCH 31, 2=BBCH 53, 3= BBCH 71) gemessen an
der Referenzsorte Boruta

BBCH PDA ACPA*, ALPA BGA PBAC*
31 843 b 841.80 a 85 b 10.75 b 16884557 a
53 19.50 a 783.39 a 20.5 a 20.50 a 10441179 ab
71 762 b 769.11 a 85 b 6.25 ¢ 10441179 b

Mittelwerte (n=8) unterschiedliche Buchstaben in der gleichen Spalte stehen fir signifikante
Unterschiede (p<0.05) ermittelt mittels Kruskal-Wallis Test; * Tukey Test

46



ESKUSA GmbH

der Pflanzen

FKZ: 2814EPS036 FKZ: 2814EPS037

Westfalische Wilhelms-Universitat Miinster
Institut flir Biologie und Biotechnologie

U-EI)C’_ a a
E 9] T
& !
2 < b
z 7 T .
C
2 24 d 7
=I _
O
o

1B 1R 2B 2R 3B 3R

Abbildung 22: Aktivitit der Phosphodiesterase
(PDA) [ug p-Nitrophenol g* TS h™'] im Boden
(B) und in der Rhizosphdre (R) von L
.angustifolius ( 1= BBCH 31, 2=BBCH 53, 3=
BBCH 71); unterschiedliche Buchstaben
bedeuten signifikante Unterschiede (P<0.05)
im Kruskal-Wallis Test
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Abbildung 24: Aktivitat der alkalischer

Phosphatase (ALPA) [ug p-Nitrophenol g* TS h’

'] im Boden (B) und in der Rhizosphire (R) von
L. angustifolius ( 1= BBCH 31, 2=BBCH 53, 3=
BBCH 71); unterschiedliche Buchstaben
bedeuten signifikante Unterschiede (P<0.05)
im Kruskal-Wallis Test
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Abbildung 25: Aktivitit der B-Glucosidase (BGA)
[ug p-Nitrophenol g* TS h™'] im Boden (B) und in
der Rhizosphdre (R) von L. angustifolius ( 1=
BBCH 31, 2=BBCH 53, 3= BBCH 71);
unterschiedliche Buchstaben bedeuten
signifikante Unterschiede (P<0.05) im Kruskal-
Wallis Test
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Abbildung 26: Kolonieformende Einheiten P-
mobilisierender Bakterien (PBAC) [cfu g -
1TS] im Boden (B) und in der Rhizosphdre (R)
L. angustifolius ( 1= BBCH 31, 2=BBCH 53, 3=
BBCH 71); unterschiedliche Buchstaben
bedeuten signifikante Unterschiede (P<0.05)
im Kruskal-Wallis Test

Fazit:

Die Bonitur von Wurzel- bzw. Rhizosphareneigenschaften auf ziichtungsrelevante Kriterien kann
optimal bereits an Jungpflanzen (BBCH 31) durchgefiihrt werden, da dieser Zeitraum sowohl die
hochste Relevanz fiir die kiinftige Ertragsbildung besitzt als auch die héchste Besiedlungsdichte
rhizospharen-kompetenter Bakterien zur P-Mobilisierung als auch den ausgepragtesten
Rhizosphareneffekt in der Nahrstoffmobilisierung (Differenz von Rhizospharenaktivitdt zum freien

Boden, vgl. Abbildung 22 bis Abbildung 26).

1.3.2 Molekular-chemisches Screening der Rhizodepositionen mit Py-FIMS (UniRo2)

Die molekular-chemische Analyse der Rhizodeposite mittels Pyrolyse-Feldionisation
Massenspektrometrie (Py-FIMS) ermdglicht die Selektion von Akzessionen mit einem hohen
Nahrstoffaneignungsvermaogen (insbesondere der P-Mobilisierung), Trockenstresstoleranz und
Toleranz von abiotischem Stress durch unglinstige pH-Werte des Bodens fiir das Wachstum von L.

angustifolius. Die P-Mobilisierung im Boden wird durch die Abgabe von folgenden Komponenten der
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Rhizodeposition direkt geférdert: Phosphatasen (zur Katalyse der P-Mobilisierung aus organischen
Verbindungen) und Carboxylate (zur Mobilisierung von P aus mineralischen Bindungen mit Ca, Fe und
Al). Die Rhizodepositionsqualitat steht in enger Interaktion mit der Proteinbildung in Lupinen (Muller
et al. 2015).

Fir die qualitative Bewertung der Rhizodeposite werden sowohl die Anteile der Stoffklassen (Tabelle
9) als auch die Anteile von einzelnen Verbindungen mit Indikatorwert fiir die Regulierung der
mikrobiellen Besiedlung und Nahrstoffmobilisierung in der Rhizosphare (Abbildung 27) genutzt.
Hiermit erfolgte eine intra- (Akzessionen von L. angustifolius unterschiedlicher geographischer
Herklnfte) und interspezifische (L. angustifolius vs. L. atlanticus) Differenzierung in der Gattung
Lupinus. Die geographische Distanz der Herkunft der Akzessionen war hierbei kein Indikator des
AusmaRes an Unterschiedlichkeit der Qualitdt der Rhizodeposition (Tabelle 9). Daher konnte eine
zlichtungsrelevante nutzbare hohe Diversitat der wurzelbezogenen Standortanpassung an
ungiinstige Bodenbedingungen bereits innerhalb einer Herkunft nachgewiesen werden.

Relevant fiir die Bonitur zur pH-Toleranz, Nahrstoffmobilisierung und Beeinflussung der mikrobiellen
Rhizospharengemeinschaft sind besonders die Stoffgruppen der Kohlenhydrate (EX1), Lignine (EX3),
Lipide (EX4), Sterole (EX7) und Suberine (EX9). Hohe Kohlenhydratverfiigbarkeit (EX1) in der
Rhizosphare fordert die mikrobielle Aktivitat und die Attraktivitat des Wurzelraumes fir die
Besiedlung assoziierter Mikroorganismen, ist zugleich ein Indikator eines hohen Energiebedarfes fir
die Nahrstoffbereitstellung der Pflanze (Miiller et al. 2015). Dies wurde insbesondere fiir die
Akzession-Nummer 22 und 63 nachgewiesen (ca. doppelt so hoch wie in der Kontrollsorte Boruta).
Die Kontrollsorte Boruta wies hierbei eine geringe Kohlenhydratverfiigbarkeit in der Rhizodeposition
auf, die im Niveau der artspezifischen Qualitdt von L. atlanticus entsprach, wahrend die Mehrheit
aller L. angustifolius Akzessionen eine deutlich hohere Kohlenhydratverfiigbarkeit in der
Rhizodeposition aufweisen und damit eine erhdhte potenzielle Attraktivitat fur die mikrobielle
Rhizosphéarenbesiedlung besitzen. Die Ligninkonzentrationen der Rhizodeposition der getesteten
Akzessionen liegen im Mittel unter den Anteilen der Kontrollsorte Boruta (A22, A37 und A63 ca. die
halbe Konzentration von Boruta). LigninabstoRungen in den Wurzelraum sind Indikatoren von
Wourzelalterung und geringer mikrobieller Abbaubarkeit. A37 wies zugleich mit einem signifikant
geringeren Ligninanteil in der Rhizodeposition ein signifikant erhohtes Ertragsniveau als die

Vergleichssorte Boruta im Feldversuch des Projektpartners ESKUSA auf (vgl. Abbildung 19).

49



ESKUSA GmbH

FKZ: 2814EPS036

Westfalische Wilhelms-Universitat Miinster
Institut flir Biologie und Biotechnologie

der Pflanzen
FKZ: 2814EPS037

Universitat Rostock

Institut flr Landnutzung

Bodenkunde

FKZ: 2814 EPS038

Tabelle 9: Molekularchemische Zusammensetzung der Rhizodeposition von Akzessionen (A.) von L.
angustifolius und L. atlanticus gemessen mittels Py-FIMS (% von TII)

EX1 EX2 EX3 EX4 EX5 EX6 EX7 EX8 EX9 EX10 EX11 EX12 VM
L. angustifolius
Boruta 2.6 4.6 1.8 4.7 8.1 1.7 1.9 5.7 0.1 122 2.7 143 57.9
Al 5.1 6.4 1.3 3.9 8.9 2.2 1.1 74 01 130 3.0 159 84.2
A.22 7.1 7.4 0.9 3.6 6.9 3.2 1.1 128 0.0 137 47 117 79.3
A.25 2.7 6.1 1.6 4.9 9.0 21 1.3 4.7 04 47 1.8 205 88.8
A. 26 4.4 6.2 13 3.2 7.9 3.0 0.8 5.7 0.2 4.1 3.9 19.0 69.7
A. 27 4.1 4.4 1.7 4.5 10.8 3.8 1.4 5.2 0.3 10.1 0.4 20.1 77.5
A.28 4.0 5.5 1.5 3.9 6.1 2.2 1.1 7.1 02 9.1 59 144 96.7
A.37 4.4 6.9 0.7 3.7 8.2 3.5 0.8 64 01 52 24 212 79.5
A. 38 3.8 7.4 1.6 3.6 8.6 3.2 0.6 6.2 0.1 3.9 4.0 19.2 95.0
A. 46 29 6.0 2.1 5.0 10.5 2.8 1.2 9.1 0.1 3.3 2.2 14.8 85.2
A.59 1.2 3.2 2.3 5.8 8.5 0.7 2.9 2.6 03 5.1 0.7 17.0 27.1
A. 63 6.1 7.2 0.8 3.4 7.1 3.2 1.0 8.9 0.1 128 3.5 14.4 69.2
A.73 1.8 4.1 15 6.2 11.9 1.2 29 3.5 0.2 8.6 1.7 17.3 34.1
A.76 2.6 7.2 1.4 6.6 11.7 2.1 3.3 4.6 01 7.2 1.6 15.0 24.7
A.77 3.5 5.0 1.3 3.9 5.9 2.2 0.9 6.1 0.1 155 3.7 143 63.2
A.81 - 2.9 2.3 4.5 6.9 0.7 33 23 04 5.1 1.0 17.6 76.5
L. atlanticus

L5152 1.6 5.0 24 5.2 8.5 1.3 1.5 33 02 438 1.1 175 47.8
L5156 2.5 6.0 0.9 50 133 19 1.5 54 02 50 1.0 194 48.0
L5157 2.5 5.7 1.1 49 104 15 1.5 3.8 0.2 108 10 164 60.0
L5166 1.2 3.5 24 53 109 1.8 1.2 3.0 02 22 0.2 20.0 65.5

Artsp. -

Legende:

Hochste intraspezifische Diversitat (L. angustifolius) zur Sorte Boruta

Artsp.: artspezifische Unterschiede

TIl: Totale lonenintensitat

EX1: Kohlenhydrate

EX2: Phenole + Ligninmonomere

EX3: Lignindimere

EX4: Lipide, Alkane, Alkene, Fettsdauren, n-Alkylester
EX5: Alkylaromaten

EX6: Heterozyklische Stickstoffverbindungen und Nitrile
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EX7: Sterole

EX8: Amide (Aminosduren, Peptide und Aminozucker)
EX9: Suberine

EX10: Freie Fettsduren C16 bis C34

EX11: m/z 15..56

EX12: M+H and 13C peaks

VM: volatiler Anteil

Fir die Bonitur der Rhizodeposite und als Indikatoren der Ertragsbildung im Feld dienten weiterhin
Komponenten der Rhizodeposite mit hemmender Wirkung auf die enzymatische

Nahrstoffmobilisierung und die mikrobielle Aktivitat in der Rhizosphare (Abbildung 27).

Quality of the rhizodeposition of lupin
(Py-FI mass spectra)

Acces. no. 25
(Russia)

Piperettine (m/z 312):
Palmitic acid inhibitor of microbial
(m/z 256): inhibitor of activity
phosphatases

1 Acces. no. 26
(Russia) °|

' t t T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
m/z EE——

Significant intraspecific
differences in the quality of the
rhizodeposits of L
Lupinus angustifolius ‘ DL e 0w o

Abbildung 27: Ausgewahlte Indikatorkomponenten fiir die Bonitur der Rhizodeposition als
Kontrolle der Standortanpassung und Ndhrstoffmobilisierung (Baum et al. 2017, Berlin BonaRes
Workshop)
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Fazit:

Die Bewertung der Qualitat der Rhizodeposition von L. angustifolius ermoglicht eine frithe Bonitur
von Akzessionen von L. angustifolius nach einer 3 wochiger Wachstumsperiode im GefaRversuch mit
hoher Aussagekraft fir die potenzielle Ertragsfahigkeit und Standortanpassung im Feld (Abbildung
28).

Hierbei wurden ursachlich die Anteile folgender Stoffgruppen als summarische Parameter mit
Indikatorfunktion ausgewiesen:

1) Kohlenhydrate (hohe Konzentrationen als Indikator erhéhter Rhizospharenattraktivitat far
assoziierte  Mikroorganismen,  Rhizospharenbakterien zur  P-Mobilisierung  und
Bradyrhizobium spp. zur Knéllchenformung und N-Fixierung,

2) Lignine (geringe Konzentrationen als Indikatoren erhéhter Wurzelvitalitat und verlangsamter
Wourzelalterung und ZellabstoRung)

3) Suberine (erhohte Anteile als Indikatoren von Hemmung mikrobieller Aktivitdt in der

Rhizosphare und verringerter Neigung zur Knéllchenbildung bzw. N-Fixierung)

Einzelne Verbindungen mit mikrobiell oder enzymatisch hemmender Wirkung (Abbildung 27),
besitzen nur bei einzelnen Akzessionen eine herausragende Bedeutung und kénnen zur
Spezifizierung der Rhizospharenqualitat von ausgewahlten Akzessionen herangezogen werden.
Hierzu gehort auch die vereinzelt ausgepragte (z.B. A46) und allgemein eher geringe Rhizodeposition

von Alkaloiden auch aus alkaloidreichen (bitteren) Genotypen.

1.3.3 Akzessionsspezifische Besiedlung der Wurzeln mit Mykorrhizapilzen und

Bakterien (UniRo3 und 4)

Zur Erfassung der wichtigsten mikrobiellen Einfllisse auf die P-Versorgung der Akzessionen wurde die
Mykorrhizierungsneigung der Genotypen erfasst und die Besiedlungsdichte von P-mobilisierenden
Bakterien in der Rhizosphare bei Anzucht in einem P-defizienten Testboden. Mikrobielle Parameter
und Rhizodepositionsqualitdt wurden auf Korrelationen tGberpriift und iber multivariate Statistik
bewertet. Die Auswertung erfolgte im Rahmen einer studentischen Abschlussarbeit (Bachelorarbeit)
von Frau L.-M. Schwinkendorf (Tabelle 11). Alle gepriiften Akzessionen wiesen keine
ernahrungsrelevante Mykorrhizierungsneigung (mykorrhizierte Wurzelldange < 2%) auf, jedoch
signifikante Unterschiede in der in der mikrobiellen Rhizospharenqualitat. Die mikrobielle Aktivitat in
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der Rhizosphare (bakterielle und saprotrophisch-pilzliche P-Mobilisierung) wurde daher in die
weitere Bonitur als Parameter aufgenommen, wahrend die Mykorrhizierung als Merkmal nicht zur
weiteren Bonitur herangezogen wurde. Zu den P-mobilisierenden Bakterien zdhlen auch die zur

symbiontischen N-Fixierung assoziierten Bradyrhizobien (Grafe et al. 2018).

Fazit:

Erhohte Mykorrhizierungsneigung konnte in keiner der getesteten Akzessionen nachgewiesen
werden. Hingegen konnte eine signifikante Differenzierung der mikrobiellen Férderung von
wachstumsférdernden Bodenmikroorganismen (inklusive von Bradyrhizobien als Symbionten zur N-
Fixierung) als aussichtsreiches Selektionskriterium fir eine erfolgreiche Anpassung an abiotischen

Stress im Wurzelraum nachgewiesen werden.

1.3.4 Selektion komplementirer Analytik und Datenanalyse (UniRo5 und 6)

Die Qualitatsanalyse der Rhizodeposition wurde zur Validierung ergianzt um die Untersuchung
weitere Pflanzenparameter, die frithe Indikatoren von Nahrstoffmangel darstellen (Funayama-
Noguchi et al. 2015). Hierfir erfolgte die Aufzucht der Testpflanzen im GefdRversuch in P-defizienten
Boden ungiinstiger pH-Bereiche (5 und 8; unterhalb und weit Gber dem Bereich der
Anbauempfehlung).

Die Akzessionen 22 und 46 erwiesen sich auf dem alkalischen Boden als leistungsstarkste Vertreter;
auf dem sauren Boden Akzession 22 aus Sicht der Pflanzenparameter und Akzession 77 aus Sicht der
Boden- bzw. Rhizosphadrenparameter (Quelle: T.-H. Ladach, 2016; Masterarbeit, Universitat Rostock,

Math.-Nat. Fakultat, Studiengang Funktionelle Pflanzenwissenschaften, vgl. Tabelle 11).
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Tabelle 10: Bonitur von 8 Akzessionen und der Sorte Boruta als Kontrolle auf zwei Boden mit
ungiinstigen pH-Werten (5 und 8) nach 3 Wochen Wachstum im GefaRversuch (Pflanzen- und
Rhizospharenparameter)

Boden A (pH 8)
Akzession
Unbe-
Boruta 1 6 22 27 28 46 63 77 pflanzt | AvsB
Pflanzenparameter
BBCH-Code 0 - 0 ++ 0 0 + 0 + 0
Wurzelldnge -- - 0 + 0 + ++ - 0 -
Wourzelgewicht 0 - - ++ - + 0 ++ 0 -
Sprosslange - -- 0 ++ - 0 + 0 + -
Sprossgewicht 0 - - ++ - + 0 0 + -
Anzahl Seiten-
wurzeln 0 - ++ 0 -- + 0 + -- +
Blattpigmentkonz.:
Chl. A 0 0 - + -- - ++ 0 + -
Chl.B 0 - 0 0 - - ++ + + -
Carotine - ++ + 0 -- - + 0 0 -
Bodenparameter
(Rhizosphére)
pH + - 0 = 0 ++ 0 + - + +
Phosphatase ++ - - 0 + 0 + 0 -- + -
beta-Glucosidase 0 - + ++ -- 0 - + 0 + -
freies P + - ++ 0 - - + 0 0 + +
Boden B (pH 5)
Akzession
Unbe-
Boruta 1 6 22 27 28 46 63 77 pflanzt | AvsB
Pflanzenparameter
BBCH-Code + 0 0 ++ 0 0 0 + 0 0
Wurzellange 0 + - ++ + - 0 -- 0 +
Wurzelgewicht + 0 -- ++ + 0 0 - +
Sprosslange - 0 + ++ - + - 0 0 +
Sprossgewicht ++ 0 0 + 0 + - - -- +
Anzahl Seiten-
wurzeln
Blattpigmentkonz.: ++ - 0 + 0 0 - + -- -
Chl. A + 0 0 0 -- - - ++ + +
Chl. B + 0 0 0 -- - - ++ + +
Carotine 0 0 + - -- - 0 ++ + +
Bodenparameter
(Rhizosphare)
pH ++ - 0 + 0 + - - 0 - -
Phosphatase + -- 0 0 - + - 0 ++ + +
beta-Glucosidase 0 + 0 - + - -- 0 ++ 0 +
freies P 0 ++ + 0 0 - - - + + -
Legende: 0 Mittelfeld
++ hochster Wert - die 3 geringsten Werte
+ die 3 hochsten Werte -- geringster Wert
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Die rhizospharenchemische Qualitat der Akzessionen im GefaRversuch erwies sich als geeigneter
Indikator, um das Ertragspotenzial im Feld zu prognostizieren (Abbildung 28). Sie fiihrte summarisch
zu einer klaren Trennung von ertragreichen und ertragsschwachen Akzessionen im Feldanbau
(Vergleich zu den Feldversuchsergebnissen von Projektpartner ESKUSA). Gleichzeitig kann eine
differenzierte Anbauempfehlung von ausgewahlten Akzessionen fiir pH-Bereiche aullerhalb des
empfohlenen Anbauspektrums der Schmalblattrigen Lupine erfolgen (Tabelle 10).

Die getesteten Akzessionen unterscheiden sich signifikant in ihrer Regulierung des Rhizospharen pH-
Wertes als Kontrolle der Nahrstoffverfligbarkeit in der Rhizosphére. Dies erklart sich anteilig durch
die spezifische Deposition z.B. von Carbonsauren und ebenfalls durch die Bildung von Kohlensaure
infolge der spezifischen Atmungsaktivitat in der Rhizosphare.

Daher kommt der Regulierung der mikrobiellen Aktivitat durch die Qualitdt der Rhizodeposition und
auch der Wurzelstreu im Rahmen der Feinwurzelumsetzungen eine wesentliche Funktion bei der

Standortanpassung zu.
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Abbildung 28: Rhizospharenchemische Differenzierung der Akzessionen im GefiBversuch und
Differenzierung nach ihrer Ertragsleistung (Einzelpflanzenertrag) im Feld: Gruppe A: Akzessionen
mit geringem Einzelpflanzenertrag im Feld; Gruppe B: mit hohem Einzelpflanzenertrag im Feld
(vgl. Ergebnisse Kooperationspartner ESKUSA GmbH, ) (n = 3)
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Fazit:

Die Qualitat der Rhizodeposition hat sich als ein geeigneter Indikator fiir eine friihe Abschatzung
des Ertragspotenzials und der Fahigkeit zur Standortanpassung von L. angustifolius erwiesen. Die
Wirkung der chemische Qualitdt der Rhizodeposition erklart sich Gber ihre Eignung zur
mikrobiellen Umsetzung und der sich daraus ergebenden mikrobiellen Nahrstoffmobilisierung (P)
bzw. Nahrstofffixierung (N). Ausgewahlte qualitative Parameter (Ligningehalt, Suberingehalt) sind
gleichzeitig bekannte KontrollgroRen physikalischer Eigenschaften.

Daher sollten Folgeuntersuchungen kldren, ob z.B. einfache Schnelltests zur Rissfestigkeit (Lignin)
oder zur Hydrophobizitat (Suberin) umfangreichere und arbeitsintensive Analysen im
Zichtungsverlauf ersetzen kénnen, um einen erhéhten Probendurchsatz bei geringem Kosten- und

Arbeitsaufwand zu ermdglichen.

Quellen:

Grafe, M.; Goers, M.; von Tucher, S.; Baum, C.; Zimmer, D.; Leinweber, P.; Vestergaard, G.,
Kublik, S.; Schloter, M.; Schulz, S. (2018): Bacterial potentials for uptake, solubilization and
mineralization of extracellular phosphorus in agricultural soils are highly stable under different

fertilization regimes. Environmental Microbiology Reports, DOI: 10.1111/1758-2229.12651

Funayama-Noguchi, S., Noguchi, K., Terashima, I. (2015): Comparison of the response to
phosphorus deficiency in two lupin species, Lupinus albus and L. angustifolius, with contrasting

root morphology. Plant, Cell and Environment 38, 399-410.

Miiller, J., Godde, V., Niehaus, K., Zérb, C. (2015): Metabolic adaptation of white lupin roots and

shoots under phosphorus deficiency. Frontiers in Plant Science 6, Article 1014.

1.4 Veroffentlichung von Projektergebnissen

Die Einreichung einer Publikation zur Bedeutung der Qualitdt von Rhizodeposition und
Feinwurzelzusammensetzung von Lupinus angustifolius als Indikatoren der Nahrstoffmobilisierung
und Standortanpassung erfolgt 2018 (Arbeitstitel: ,Intraspecific diversity of the chemical quality of

rhizdeposition and fine roots of Lupinus angustifolius®).



ESKUSA GmbH

FKZ: 2814EPS036

Westfalische Wilhelms-Universitat Minster
Institut flir Biologie und Biotechnologie

der Pflanzen

FKZ: 2814EPS037

Universitat Rostock
Institut flr Landnutzung
Bodenkunde

FKZ: 2814 EPS038

Im Rahmen des Projektes LupiZAV sind an der Universitat Rostock unter Betreuung von C. Baum drei

Bachelor- und zwei Masterarbeiten verfasst worden (Tabelle 11).

Tabelle 11: Projektrelevante Bachelor- und Masterarbeiten an der Universitdt Rostock

Jahr Abschluss Thema Bearbeiter
Inter- und intraspezifische Diversitat der
2017 Bachelor  Wurzelentwicklung und Rhizospharenaktivitat von Kollar, Fabian
Lupinus pilosus L. und L. angustifolius L.
in P-defizientem Boden
5017 Master Genotypspezifische Wurzelqualitdt von Lupinus Christiansen,
angustifolius und ihre Bedeutung fiir die Ertragsbildung  Florence
auf Boden mit einem neutralen pH-Wert
o . - . Ladach, Tim-
2016 Master Intraspezifische Diversitat der pH-Toleranz von Lupinus a ac. m
e ) Hendrik
angustifolius L.
2016 Bachelor Intraspezifische Diversitat der Rhizospharenwirkung von  Schwinkendorf,
Lupinus angustifolius L. auf die mikrobielle Aktivitat im Lisa-Marie
Boden
2015 Bachelor Selektion von Akzessionen der Schmalblattrigen Lupine Vitow, Nora

(Lupinus angustifolius L.) auf eine hohe P-
Mobilisierungsfahigkeit in der Rhizosphare

Die Prasentation der Ergebnisse zur Rhizospharenqualitdt der getesteten Akzessionen wurde in drei

gemeinsamen Tagungsbeitragen prasentiert:

(1) Poster auf dem Internationalen Phosphor Workshop in Rostock (2016): Intraspecific

(2)

(3)

diversity of the rhizodeposition of Lupinus angustifolius L. regarding the phosphorus

mobilization in the soil (Baum, Priifer und Eickmeyer).

Vortrag auf der Jahrestagung der DBG in Géttingen (2017): Kommission Il / Thema 5

(Biogeochemische Hotspots im Boden) Autoren: Baum, C.(Rostock), Eckhardt, K.-U.,

Eickmeyer, F., Prifer, D., Leinweber, P., Prasentationsthema: Intraspezifische Diversitat der

Zusammensetzung von Wurzeln und Rhizodeposition von Lupinus angustifolius L. mit ihrer

Bedeutung fir die P-Mobilisierung im Boden

Vortrag auf dem BonaRes Workshop in Berlin (2018): Intraspecific variablility of the quality

of the rhizodeposition of Lupinus angustifolius L. for P-mobilization in the soil. Autoren:

Baum, C.(Rostock), Eckhardt, K.-U., Eickmeyer, F., Priifer, D., Leinweber, P.
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2 \Vergleich des Standes des Vorhabens mit der urspriinglichen Arbeits-,
Zeit- und Ausgabenplanung

2.1 Arbeits-, Zeit- und Ausgabenplanung

Die Arbeits-, Zeit- und Ausgabenplanungen sind eingehalten worden. Die Gelder sind sparsam und
effizient eingesetzt worden. Lediglich die wahrend der Projektlaufzeit geplanten Kreuzungen zum
Aufbau weiteren Materials sind bis zum Berichtstermin noch nicht durchgefiihrt worden, da erst in
der Saison 2018 die interessanten agronomischen Eigenschaften verifiziert und fixiert werden
konnten. Die geplanten Kreuzungen werden im Anschluss an das Projekt durchgefiihrt und das

daraus resultierende Zuchtmaterial wird weiter verfolgt werden.

2.2 Fiir den Berichtszeitraum relevante Meilensteine

Meilenstein Arbeitspakete

Alle Akzessionen sind isoliert vermehrt und phanotypisch
M1 ESKUSA1 charakterisiert. Ausreichend Saatgut fiir parallele ja
Reihenanlagen ist vorhanden.
Die Sequenzen der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels
in Lupinus angustifolius sind ermittelt.
Unterschiede in der Rhizodeposition von Leitsubstanzen fir
M3 UniRo1 alle Genotypen sind erfasst. Genotypen mit hoher P- ja
Mobilisierungsleistung wurden selektiert.
Kornertrage der parallelen Reihenanlagen sind ermittelt.
Isolierte Saatgutvermehrungsparzellen sind beerntet worden.

M2 WWwu1

M4 ESKUSa2 Ausreichend Saatgut fir mehrortige Ertragsprifungen ist )2
vorhanden.

M5 WWU2 Qle Vergleiche der Expressionsraten von Lupinus Genotypen i
sind abgeschlossen.

M6 UniRo2 Die Rhlzodep05|'te der selektierten Genotypen sind ia
molekularchemisch erfasst.

M7 ESKUSA3 Ertragsprufun'gen sind abgf:schlossen. ja .
Kreuzungen sind durchgefiihrt. nein
Einfliisse der Rhizospharen-Diversitat auf die Genexpression

M8 WWU3 der Schliisselgene des Methioninstoffwechsels sind erfasst ja
und beschrieben (ergebnisoffen).
Die Interaktionen von Genotyp x Boden beziiglich der Qualitat

M9 UniRo3 der Rhizodeposition, c!gr P-MoblI'|S|erun“gsle|st‘ung durch die ®
Pflanzen und der spezifischen Rhizospharenmikroflora und
Knollchenbildung durch Rhizobien sind erfasst.

M10 ESKUSA4 Rickkreuzungen sind durchgefiihrt. BC1-Material liegt zur nein

weiteren Bearbeitung vor.
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3 Haben sich die Aussichten fiir die Erreichung der Ziele des Vorhabens
innerhalb des angegebenen Berichtszeitraums gegeniiber dem
urspriinglichen Antrag geandert (Begriindung)?

Nein

4 Sind inzwischen von dritter Seite FE-Ergebnisse bekannt geworden, die fiir
die Durchfiihrung des Vorhabens relevant waren?

Fir den Projektpartner WWU:
- Veroffentlichung einer weiteren Genomsequenzierung von L. angustifolius (Hane et al., 2016)
- Veroffentlichung der Analyse von potentiell geeigneten Haushaltsgenen fir die geplanten

Real-Time PCR Analysen (Taylor et al., 2016)
5 Waren Anderungen in der Zielsetzung notwendig?

M2: Anstelle der Analyse der Homologe von LaMS und LaSAMS als Schliisselgene des
Methioninstoffwechsels wurde das Arbeitsprogramm in Absprache mit den Projektpartnern auf die
weitaus vielversprechende Option der molekularen Charakterisierung von Homologen der
Speicherproteingene, die flir Proteine mit einem hohen Methioningehalt kodieren, abgeandert

(Abschnitt 1.1.1).

M7: Aufgrund der noch sehr hohen Anzahl ertragspriifwerter Akzessionen wurde der zweite Standort
zugunsten einer mehrfachen Wiederholung an einem einzigen Standort in 2017 nicht angelegt. Bei
zwei Standorten hatte zudem das Saatgut vieler Linien nicht fir eine zweite Wiederholung
ausgereicht. Daflir wurden in 2017 zwei getrennte Parzellenpriifungen mit unterschiedlichen
Reifegruppen an einem Standort durchgefihrt. Die Aussagen hinsichtlich des Ertragspotenzials der
bitteren Akzessionen kénnen so reifegruppenspezifischer getroffen werden.

Zusatzlich wurde an einem Standort im Vorderen Bayrischen Wald ein Parzellenversuch zur

Grindingungsleistung angelegt und ausgewertet (Abschnitt 1.2.3.5).

M7/M10: Wegen der ausserordentlich groBen Variationsbreite von phdnotypischen und
Ertragsmerkmalen der Einzelpflanzennachkommenschaften (EPN) der Akzessionen aus dem Jahr

2015 stand zunachst die Verifizierung und Fixierung der interessanten Merkmale im Fokus.
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Ausreichend stabile EPN mit interessanten Merkmalen/Merkmalskombinationen stehen nunmehr fir

die gezielte Kreuzung mit identifizierten hoch ertragreichen EPN zur Verfligung.

M8: Es wurde der Fokus darauf gelegt, die erzielten Ergebnisse der quantitativen
Expressionsanalysen mittels Real-Time PCR sowie der Methioninanalytik fiir die zuvor untersuchten
Akzessionen zu verifizieren und das zlichterische Potential dieser Akzessionen eingehender zu
untersuchen. In Absprache mit den Projektpartnern und dem Projekttrager (Projekttreffen JKI GroR
Lusewitz, Oktober 2017) wurde somit nicht, wie urspriinglich geplant, Bezug zu Akzessionen

genommen, die sich hinsichtlich ihrer Rhizospharen-Diversitat als interessant erwiesen hatten.

6 Fortschreibung des Verwertungsplans

6.1 Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte, die
vom Zuwendungsempfanger oder von am Vorhaben Beteiligten
gemacht oder in Anspruch genommen wurden, sowie deren
standortbezogene Verwertung (Lizenzen u.a.) und erkennbare weitere
Verwertungsmoglichkeiten

Eine Sortenanmeldung einer bitteren Akzession (LupiZAV4) ist zur Prifung auf Grindlingungseignung

im Herbst 2017 beim Bundessortenamt erfolgt. Zum Berichtszeitpunkt gibt es bei dieser Akzession

bisher keine negativen Auffalligkeiten in der Registerprifung auf Homogenitat und

Unterscheidbarkeit. Eine mogliche Sorteneintragung kénnte im Friihjahr 2020 erfolgen. Eine grolRe

Saatenhandelsfirma hat Interesse an der Produktion und Vermarktung dieser Sorte nach Eintragung

signalisiert.

6.2 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Die Merkmale Methioningehalt und Rhizodeposition zielen auf eine hhere Proteinwertigkeit von
Lupinensorten sowie auf eine bessere Anpassungsfahigkeit. Eine Nachfrage nach einheimisch
erzeugten EiweiRpflanzen im Tierfutterbereich inkl. Aquakultur sowie im Food-Bereich (Prolupin) ist
prinzipiell bereits vorhanden. Ein hoherwertiges Lupinenprotein kdnnte insbesondere in der
Futtermittelindustrie hohere Preise erzielen und eine bessere Konkurrenzfahigkeit des
Lupinenproteins im Vergleich zu (importiertem) Soja- und Raps-Extraktionsschrot darstellen. Bessere
Anpassungsfahigkeit wirde Kornertrage sicherer machen und in Verbindung mit

60



ESKUSA GmbH Westfalische Wilhelms-Universitat Miinster Universitat Rostock

Institut flir Biologie und Biotechnologie Institut flr Landnutzung
der Pflanzen Bodenkunde
FKZ: 2814EPS036 FKZ: 2814EPS037 FKZ: 2814 EPS038

hoheren Preisen fir Lupinenkdrner eine héhere Akzeptanz bei den Landwirten hervorrufen.
AuBerdem werden Stickstoffbereitstellung und Phosphataufschluss zukiinftig in der 6konomischen
Bewertung von Fruchtfolgen einen hoheren Stellenwert einnehmen als bisher und zu einer erhéhten
Vorziglichkeit von Leguminosen gegeniber nicht legumen Kulturarten fihren.

Flr qualitativ hochwertige und besser angepasste Lupinensorten mit sicheren Ertrdgen wird aus den
oben genannten Griinden zukiinftig ein hohes Anbaupotenzial erwartet. Neben den bisherigen
Einsatzgebieten in Futtermittel- und Lebensmittelindustrie verfolgt die ESKUSA GmbH Einsatzgebiete
von Lupinenprotein im Non Food-Bereich und beabsichtigt dafiir moéglichst schnell eigene Sorten zu
entwickeln und in die Produktion zu bringen (Zeithorizont bis zur Sortenanmeldung: 3-4 Jahre nach

Abschluss des Projektes).

6.3 Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Im Bereich der molekularbiologischen Forschung werden die wissenschaftlichen Erfolgsaussichten
vor allem in der erstmaligen funktionellen Charakterisierung der Schliisselgene des Methionin-
Stoffwechsels in Lupinen gesehen. In den vom Vavilov Institut der Pflanzenindustrie zur Verfiigung
gestellten Akzessionen konnten zuséatzliche interessante Phanotypen/Genotypen gefunden werden,
die neue und wertvolle Eigenschaften aus agronomischer Sicht aufweisen. Es ist geplant, die
gewonnen Ergebnisse in international renommierten Fachzeitschriften zu veréffentlichen und als
Grundlage weiterer Zusammenarbeiten in der Entwicklung verbesserter Lupinensorten zwischen den
Partnern und darlber hinaus zu nutzen.

Das im beantragten Projekt entstandene Pflanzenmaterial wird voraussichtlich fir die direkte
Sortenzulassung im Lebens- und Futtermittelbereich aufgrund zu hoher Alkaloidgehalte noch keinen
Sortencharakter besitzen. Es ist vielmehr als Prebreeding-Material mit verbesserten Merkmalen
anzusehen und wird als solches in aktuelle Zuchtprogramme einflieBen kénnen. Dafiir wurde eine
Zusammenarbeit mit dem JKI und einem etablierten StiRlupinenziichter vereinbart, um die
gefundenen Merkmale auch fiir StBlupinensorten zuganglich zu machen. Besteht dort kein Interesse
an dem Pflanzenmaterial ist ESKUSA bereit, das erstellte Material eigenstandig bis zur
Sorteneintragung und anschlieBenden Vermarktung weiter zu entwickeln.

Dariber hinaus hat sich aus einem Kontakt mit dem Lebensmitteltechnologen Gerhard Kloth
(LupinoAG) ein interessanter Ansatz zur Entbitterung alkaloidreicher Lupinen ergeben. Dieser Ansatz
ist in eine Projektskizze eingeflossen, die in der Ausschreibung ,,Deutschland - Land mit Genuss”

eingereicht wurde. Eine technische Entbitterung konnte die ausschlieliche Verwendung
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alkaloidarmer Sorten fiir den Futtermittel- und Lebensmittelbereich u.U. aufheben, so dass das im
hier berichteten Projekt verwendete, bittere Pflanzenmaterial auch direkt in den Sektoren food und

feed Verwendung finden kdnnte.

6.4 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfihigkeit

Die wissenschaftliche Anschlussfahigkeit des Vorhabens liegt im Erkenntnisgewinn liber die
molekularen Grundlagen des Methionin-Stoffwechsels in Lupinen. Die detaillierte funktionelle
Analyse der Expression der Schliisselgene in Korrelation zum Gehalt wird Aufschluss dariber geben,
welche Gene bzw. Gendosis fiir eine effiziente Biosynthese verantwortlich ist. In Folgestudien kénnte
diese Information genutzt werden, um die Expression der Schliisselgene durch verschiedene
Zuchtmethoden (z.B. TILLING) derart zu modulieren, dass der Methionin Gehalt in Lupinen
entsprechend des Bedarfes moduliert werden kann. Ferner wird die Korrelationsanalyse zwischen
der Rhizosphéren- Diversitat und Genexpression zukiinftig neue Einblicke in das Forschungsgebiet
der Pflanze-Umwelt-Interaktion, insbesondere fiir den Wurzelraum erlauben.

Die wirtschaftliche Anschlussfahigkeit ergibt sich aus der starken Nachfrage nach dem Rohstoff
Protein. In weiteren Zusammenarbeiten konnten die hier erarbeiteten Ergebnisse fiir die Zlichtung
von optimierten Pflanzen sowie fiir die Entwicklung von Aufarbeitungsprozessen und Prozessen zur
Weiterverarbeitung biobasierter Produkte genutzt werden. Fir die technische Industrie bietet das
Protein aus Lupinen eine neue Rohstoffbasis z.B. als Fullstoff fuir Reifen. Hierdurch kénnte die
Rohstoffbasis fiir diverse technische Produkte zukiinftig verbreitert und die Wettbewerbsfahigkeit in
der Herstellung dieser Produkte gesichert werden. Weiterhin verspricht die nachhaltige Verwendung
der Lupine ein hohes Wertschopfungspotenzial fir landwirtschaftliche Betriebe, insbesondere in
Regionen, fiir die wegen marginaler Bodenbedingungen nur wenig Arten kulturwiirdig sind.

Im technischen Bereich (Reifenindustrie, Anderungen in der Viskositét von Fliissiglatex und anderen
Polymerlosungen, Klebstoffe) kdnnte Sortenmaterial unabhangig vom Alkaloidgehalt eingesetzt
werden. Sowohl die ESKUSA GmbH als auch die WWU pflegen im Rahmen mehrerer gemeinsamer
Projekte intensive Kontakte zur Kautschuk- und Reifenindustrie sowie zur Verarbeitungsindustrie von
Flussiglatex. Es soll mit diesen oder anderen Partnern versucht werden, neue Einsatzgebiete fiir
Lupinenprotein oder —proteinisolate zu identifizieren und voran zu treiben. So konnte aus dem
eingesetzten Lupinenmaterial im Labor des Lehrstuhls fiir Biogene Polymere des TU-Miinchen
Campus Straubing eine erste Folie aus Lupinenprotein hergestellt werden. Dieses Thema soll

kurzfristig in einem F&E-Projekt weiter verfolgt werden.
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Fiir Einsatzbereiche in der stofflichen Nutzung von Protein kénnte das Pflanzenmaterial relativ
kurzfristig direkt und ohne weitere Kreuzungsprogramme zur Sortenanmeldung gebracht werden.
Denkbar ist auch der Einsatz von Lupinen-Keimdl in der Kosmetikindustrie. Dieses kann als
Alternative zu Sojadél bspw. in Haut- und Gesichtscremes eingesetzt werden. Die ESKUSA GmbH ist
diesbezlglich mit einem Extrakthersteller in Kontakt. Erste Muster von Lupinenkeimlingen, die aus
Schalenabfillen herausgereinigt wurden, wurden an den Extrakthersteller zur Probeextraktion
Gbergeben. Bei diesem Extraktionsverfahren konnen stérende Alkaloide voraussichtlich selektiv
entfernt werden, so dass auch hier alkaloidreiches Ausgangsmaterial direkt eingesetzt werden
konnte. SchlieBlich kann das alkaloidreiche Material auch direkt als Griindiingungssorte in
Fruchtfolgen eingesetzt werden. Hier ist insbesondere eine niedrige Tausendkornmasse wegen der
Saatgutkosten wichtig. In den libergebenen Kérnern der VIR-Akzessionen konnten bereits einige
Linien mit entsprechend niedriger TKM identifiziert werden. Der aus der Selektion aus Akzession 4
hervorgegangene Stamm LUPIZAV 4 ist im Jahr 2017 beim Bundessortenamt fir

Grindiingungszwecke angemeldet worden.
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