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Zusammenfassung

Im Projekt wurden phanotyische Selektionskriterien zur Identifizierung von
Leguminosenpflanzen (Vicia faba, Pisum sativum und Lupinus angustifolius) mit
methioninreichem Samen bzw. Samenprotein eingesetzt (nach Imsande 2001). Die Selektion
erfolgte an Mx-Generationen EM S behandelter Pflanzen anhand des Chlorophyllgehaltes der
Bléatter und der Keimwurzellénge in einer Ethioninldsung (Et-Test). Der Methioningehalt der
Samen sollte anhand der Schwefelgehalte eingestuft werden. Der im Projekt alternativ
entwickelte bakterielle Schnelltest zur Messung der Methioningehalte im Samenprotein
erreichte noch keine ausreichende Genauigkeit.

Zwischen den Chlorophyllgehalten der Blétter und den Methionin- oder Schwefelgehalten in
den Samen der Pflanzen konnte kein belastbarer Zusammenhang ermittelt werden.

Im Et-Test konnten bei L. angustifoliusim Mittel signifikant hohere relative Methioningehalte
(g9/16g N) in den Samen der selektierten Pflanzen gegentiber den Kontrollpflanzen festgestel It
werden. Bei den Ubrigen untersuchten Pflanzenarten gelang dies nicht. Bel P. sativum lagen
bei den im Et-Test ds potentiell methioninreich selektierten Pflanzen bel hohen absoluten
Methioningehalten (g/kg) gleichzeitig auch oft hohe S-Gehalte in den Samen vor. Die
Methodik des Et-Tests wurde im Projekt erfolgreich entwickelt, jedoch ist die vorliegende
Probenzahl fir eine abschlief3ende Bewertung der Methodik zu gering.

Bei den Untersuchungen zur regulatorischen Funktion vom freiem, zelluléren Methionin auf
die Protein- und Genexpression der Pflanzen konnte eine Reduktion der algemeinen
Proteinexpression in Gegenwart von 1ImM Methionin festgestellt werden. Ein Zusammenhang
zwischen Methioningehalt und Chlorophyllbiosynthese konnte nicht bestétigt werden.

Anhand der Aminosaurezusammensetzung in den Samen eines Leguminosensortiments (je
Art 27-50 Sorten) konnte die aus der Literatur bekannte negative Korrelation zwischen
Rohproteingehalt und relativem Methioningehalt bestdtigt werden. Die Methioningehalte
zeigten mit 12-22 % (g/16gN) bzw. 16-24 % (g/kg) positiver Abweichung vom Mittelwert
eine hohe Variabilitét des Merkmals.

Die Zichtung von methioninreichen Koérnerleguminosen erscheint bereits auf Basis der
natirlichen Variabilitdt der Gehate mit dem bestehenden Sortiment durchaus
erfolgversprechend. Empfehlenswert wére dazu eine breitangelegte Selektion von Einzel-
pflanzen aus bestehenden Sorten und Linien nach exakt bestimmten Aminosduregehalten
(z. B. NIR) im Samen.



Summary

Phenotypic criteria for the selection of grain legumes (Vicia faba, Pisum sativum and Lupinus
angustifolius) with elevated methionine contents in seeds or seed protein were evaluated.
After mutagenic treatment with EM S plants from Mx generations were selected according to
leaf chlorophyll contents and radicle length growth in an ethionine solution (Et-test). The
methionine content of the seeds should be classified according to the total sulphur content
(acc. to Imsande 2001). As an aternative method to measure the methionine content in the
seed protein a bioassay was developed as part of the project but it did not reach sufficient
accuracy.

No resilient correlation between the chlorophyll content of leaves and the methionine or sulfur
contents of seeds could be found.

In the Et-test the average relative methionine content (g/16g N) in seeds of selected L. angus-
tifolius plants was significantly higher than in control plants. For the other plant species no
accordant differences were found. In seeds from P. sativum plants, which were selected as
potentially methionine-rich from the Et-test, high absolute seed-methionine (g/kg) contents
were often paired with high absolute sulphur contents. The methodology of the Et-test was
successfully developed in the project, but the present number of analysed samplesistoo small
for afinal evaluation of the methodology.

Regarding the regulatory function of free cellular methionine on protein and gene expression
of plants, a reduction of general protein expression in the presence of 1 mM methionine was
found. An assumed link between methionine and chlorophyll biosynthesis could not be con-
firmed.

Based on the amino acid composition in seeds of a legume sample (27-50 varieties per spe-
cies) a negative correlation between the seed protein content and relative methionine content
that is known from literature could be confirmed. The varieties showed a high variability in
the methionine content with a positive deviation of 12-22 % (g/16gN) or 16-24 % (g/kg) from
the sample mean.

The production of methionine enriched grain legumes seems aready feasible on basis of the
natural variability of the varieties. For this purpose a broad selection of individual plants from
the existing varieties and inbredlines according to exactly determined amino acid contents
(e. 9. NIR) of the seeds would be recommended.
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1 Ziele und Projektplanung

In einem zweijahrigen Forschungsprojekt sollte ein bei Sojabohne (Glycine max) bereits er-
folgreich verlaufenes Verfahren der Selektion auf Methioninreichtum des Samenproteins
anhand phanotypischer Kriterien (Imsande 2001) bei heimischen Leguminosenarten (Lupine,
Erbse, Ackerbohne - Vicia faba, Pisum sativum und Lupinus angustifolius) angewandt und
etabliert werden und eine erste gezielte Weitervermehrung aussichtsreicher Linien als
Grundlage fur die Okologische Zichtung durchgefiihrt werden. Die Variationsbreite der
Aminosaurezusammensetzung des verfugbaren Liniensortiments der Arten sollte anhand von
Messungen und von in der Literatur verfligbaren Daten erfasst und ausgewertet werden. Mit
den Ergebnissen der Arbeiten sollten der praktischen Pflanzenziichtung Wege aufgezeigt
werden, heimische Leguminosen gezielt auf Wert gebende Inhaltsstoffe (hier Methionin im
Samen) zu selektieren und den Futterwert betriebseigener Futtermittel zu steigern. Durch die
Einbindung von Pflanzenzuchtunternehmen in das Projekt wurde ein direkter Praxistransfer
der Erkenntnisse gewdhrleistet.

Das Vorhaben leistet Beitrage zu den nachstehenden Bereichen des ,, Programms des Bundes-
ministeriums fir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz, zur Férderung von For-
schungs- und Entwicklungsvorhaben sowie von Malinahmen zum Technologie- und
Wissenstransfer im okologischen Landbau“: a) Entwicklung und Verbesserung neuer und
alter Sorten, -mischungen und Artgemengen im Hinblick auf die Zielsetzungen und Bedin-
gungen des 6kologischen Landbaus, b) Konzepte zur Begrenzung der Gefahr der Kontamina-
tion von Betriebsmitteln und Erzeugnissen mit gentechnisch veranderten Organismen, c)
Entwicklung von Zichtungszielen und -konzepten fur den 6kologischen Landbau und d) Ver-
besserung der Qualitéat tkologisch erzeugter Produkte.

Es entspricht damit den forderpolitischen Zielen des Programms.

Folgende Ziele wurden im Projekt angestrebt:
1. Kenntnis Uber die Variationsbreite der Gehalte essentieller Aminosauren im Samenprotein

verschiedener heimischer Leguminosenarten als Grundlage fur eine weitere Zichtung zu er-
langen.
2. Phanotypische Selektionskriterien fir solche methioninreichen Linien bei V. faba, P.

sativum und L. angustifolius definieren.
3. Einen Labortest zur Auswahl der methioninreichen Linien etablieren.
4. Gezielte Selektion methioninreicher Mutanten und Weitervermehrung im Feld bel V. faba,

P. sativum und L. angustifolius al's Grundlage fr die 6kologische Zichtung erproben.
9



1.1 Ausfuhrliche Beschreibung des Arbeitsplans

Die Ziele sollten im Projekt wie folgt erreicht werden.

1.1.1 Zu Zid 1. Kenntnis Uber die Variationsbreite der Gehalte essentieller Aminosau-
ren im Samenprotein verschiedener heimischer Leguminosenarten als Grundlage fur
eine weitere Zuchtung

In diesem Projektabschnitt sollte am Leguminosensortiment gangiger und ,exotischer”
(Wild)Genotypen der Zichterhduser, der Universitét Gottingen und anderer Quellen die Va
riationsbreite der Aminosduregehalte im Samenprotein ermittelt werden. Eventuell interes-
sante Linien fur Zuchtprogramme auf Methioninreichtum sollten so identifiziert und ein
Uberblick tiber die genetische Variabilitdt des Merkmals geschaffen werden. Untersucht
wurde das Aminosdurespektrum von 50 Genotypen je Leguminosenart mittels HPLC. Es
sollte von jeder Pflanzenart Material verwendet und verglichen werden, das an einem Standort
und in einem Anbaujahr angebaut wurde. Wenn verflgbar, sollte das dasselbe Material auch
von einem zweiten Standort verglichen werden, um zu prifen ob eine moglicherweise zu er-
kennende Reihung der Methioningehalte sich auf verschiedenen Standorten gleich auspréagt.
Die Erkenntnisse zur hohen Standortabhangigkeit der Proteinqualitdt bel L. angustifolius aus
dem BLE-Projekt 030E355 ,, Zlichterische Bearbeitung von Sufdupinen fir den 6kologischen
Landbau - Qualitétsuntersuchungen im Hinblick auf Futtereignung” (Jansen et a. 20064) fin-
den insoweit Berlicksichtigung.

Die Auswahl der Genotypen war Bestandteil des Forschungsprojektes. Die Zichterhduser
identifizierten aus ihrem Sortiment ein Spektrum verschiedener Genotypen, bei denen zu er-
warten war, dass ein weiter Messbereich auftrat. Dabei flossen z. B. Kenntnisse Uber tiefe
Blattgriinfarbung, hohe und niedrige Eiweil3gehate sowie Uber ggf. bereits bekannte
Methioningehalte ein. Zusétzlich wurden auch einzelne mit Ethylmethansulfonat (EMS)
mutagenisierte Genotypen analysiert. Die Aminosauregehalte wurden mit dem HPLC-
Verfahren bestimmt.

Vorliegende Daten zu Methioningehalten in Leguminosen aus der Literatur wurden gesam-
melt und ausgewertet. Die Ergebnisse dieses Projektabschnittes wurden in einer wissen-
schaftlichen Zeitschrift und auf Tagungen vertffentlicht (Schumacher et a. 2011a, im Druck,
Paulsen et al. 2010 im Druck).
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1.1.2 Zu Zid 2: Ermittlung von phanotypischen Selektionskriterien fur methioninreiche
Linien bei Viciafaba, Pisum sativum und Lupinus angustifolius

Im Gewéchshaus wurden Samen der verschiedenen Leguminosenarten bel Methioniniber-
schuss im Medium kultiviert. Diesbeziigliche Voruntersuchungen zur Nutzung der Blatt-
farbung als Hinweis aus methioninreiche Pflanzen im Vorfeld der Projektbeantragung hatten
gezeigt, dass die Applikation von 1 mM Methionin im Nahrmedium auch in P. sativum zu

einer deutlichen sichtbaren Zunahme des Blattchlorophylls fihrte (Abb. 1).

Ry R S B b5

1 Ak

Abb. 1: Anzucht von G. max- und P. sativum- Pflanzen in Gegenwart von ver schiedenen
L-Methionin Konzentrationen im Gie3wasser (AG Gau, Uni Hannover, 2007).

Dieses Phdnomen konnte auch durch die Messung des Gesamt-Chlorophyllgehaltes bestétigt
werden. Hierbel zeigte sich, bezogen auf die Blattflache eine Zunahme des Chlorophyll-
Gehaltes bel der G. max-Samen und bei P. sativum fast eine Verdoppelung des Ausgangs-
werts bezogen auf die Kontrollpflanzen (Tab. 1).
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Tab. 1. Bestimmung des Gesamtchlorophyllwertes von G. max und P. sativum bel
Anzucht in Gegenwart von ver schiedenen L-M ethionin-K onzentrationen. (AG Gau, Uni
Hannover 2007)

Gesamtchlorophyllgehalt
L-Methionin K onzentration (ng/cm?)
Glycine max Pisum sativum
0mM 51,6 64,6
0,1 mM 54,6 86,8
1mM 65,7 107,1

Aul¥erdem wurde mit dem Puls Amplituden Modulator Fluorimeter (PAM) die Chlorophyll-
Fluoreszenz bestimmt, ein Mal3 fur die effektive Photosynthese-Leistung der Pflanzen. Bel
diesem aufwandigeren Versuchsansatz hatte sich gezeigt, dass der erhthte Gesamt-Chloro-
phyll-Gehalt in Gegenwart von 1 mM Methionin zu einer Abnahme der Chlorophyll-Fluores-
zenz fuhrt, was ein klarer Hinweis auf eine bessere Kopplung des photosynthetischen Elekt-
ronentransportes ist und somit auf eine effizientere Ausnutzung der Lichtenergie hindeutet.
Im Projekt wurden die im MethioninUberschuss angezogenen Pflanzen hinsichtlich phéno-
typischer Verdnderungen bonitiert. Die phénotypischen Befunde wurden mit gemessenen
Chlorophyllgehalten untermauert. Auch die Ergebnisse dieses Projektabschnittes wurden in
einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift und auf Tagungen publiziert (Schumacher et al.
2009a, 2009Db, Paulsen et a. 2010, im Druck)
Dartber hinaus sollte mit molekularbiologischen Methoden untersucht werden, wie sich der
sukkulente griine Phanotyp Methionin-reicher Leguminosen erkldren lasst. Die Biosynthese
der Aminosaure Methionin ist bis auf die letzten beiden Schritte in den Chloroplasten der
Pflanzen lokalisiert (Hesse and Hoefgen 2003). Aus diesem Grund sollte das Transkriptprofil
des Methionin-Biosyntheseweges mit dem Transkriptprofil des Chlorophyll-Biosynthese-
weges verglichen werden, um zu kl&ren, ob eine regulative Vernetzung bei der Biosynthese
besteht.
Weiterhin sollten anhand eines vergleichenden Transkriptprofils zwischen dem Wildtyp und
ausgewahlten methinonreichen Pflanzen die herauf- bzw. herunterregulierten Transkripte
identifiziert werden. Diese Aspekte sollten im Rahmen einer Promotionsarbeit im Fach Bota-
nik an der Universitdt Hannover untersucht werden. Dabel gewonnene Erkenntnisse Uber
methioninspezifische Veranderungen in den Gen- und Proteinexpressionsmustern der Pflan-
zen konnten in Zukunft zur Entwicklung von spezifischen Selektionsmarkern herangezogen
werden. Denkbar wére ein marker assisted screening (MAS) auf erhdhte Genexpression be-
12




dingt durch hohe Konzentrationen von ungebundenem, cytoplasmatischem Methionin. Zur
Anwendung von derartigen Techniken sind profunde Kenntnisse zu méglichen regulatori-
schen Eigenschaften des Methionins erforderlich, welche bei den verschiedenen Versuchs-
pflanzen Gberpruft und verifiziert werden sollen.

1.1.3 Zu Ziel 3: Etablierung eines Labortests auf Ethioninresistenz und Selektion
methioninreicher Pflanzen

Im Labor wurde ein weiterer Test, der aufgrund des Wurzelwachstums auf methioninreiche
Pflanzen hinweist mit den drel Leguminosenarten durchgeftihrt. Dazu wurde die Lange der
Keimwurzeln in ethioninhaltigem Filterpapier bestimmt (Et-Test) (Imsande 2001). Hinter-
grund des Tests ist, dass Ethionin das Pflanzenwachstum hemmt, die Toxizité des Ethionins
aber fur methioninreiche Pflanzen geringer ist, so dass diese langere Wurzeln ausbilden. Die
so selektierten Pflanzen wurden im Nahrmedium weitergezogen und im weiteren Wachstum
nach dem unter Ziel 2 ermittelten Phanotyp auf Methioninreichtum selektiert.

Die aus diesen Pflanzen gewonnene Saat wurde auf S- und N-Gehalte untersucht und die S
reichen Linien im Feld weitervermehrt (siehe Ziel 4). Der Gesamt-S-Gehalt sollte dabei als
Hinweis auf hdhere Gehalte an S-haltigen Aminosauren dienen.

In der Projektlaufzeit sollte dartber hinaus ein bakteriologischer Schnelltest auf
M ethioninreichtum entwickelt werden, der as weiteres Selektionskriterium eingefthrt werden
kann. Hierzu sollten Bakterien in Gegenwart von pulverisiertem Samen angezogen werden.
Der fir das bakterielle Wachstum benétigte S muss dann aus dem Samen der Pflanzen rekru-
tiert werden. Aus dem Wachstum der Bakterien sollte direkt auf die verfiigbare L-Methionin
Menge geschl ossen werden.

1.1.4 Zu Zid 4. Gezielte Selektion methioninreicher Mutanten und Welterver mehrung
im Feld bei Vicia faba, Pisum sativum und Lupinus angustifolius als Grundlage fur die
Okologische Zichtung.

Im Feld sollten Samen aus jewelils einer chemisch mit EM S mutagenisierten Inzuchtlinie bzw.
Sorte ausgesat und kultiviert werden. Anhand des Phanotyps sollten die methioninreichen
Pflanzen ausgewahlt und markiert, die Einzelpflanzen beerntet und weitervermehrt werden.
Die Samen sollten auf S- und N-Gehalte untersucht werden und die Methioningehalte und die
Aminosaurezusammensetzung der Linien mit den héchsten S-Gehalten bestimmt werden (150
Analysen). Die Saat der verschiedenen Folgegenerationen kann fir Kreuzungen be den

Zuchtunternehmen verwendet werden. Die Ergebnisse dieses Projektabschnittes sollten als
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Bericht in das Internetportal des BOL eingespeist und auch wissenschaftlich publiziert wer-

den.

1.1.5 Unter suchungsrahmen

Fur die Selektion von methioninreichen Leguminosen stellt der Zeitfaktor ein wesentliches
Problem dar. Die normale Selektion findet unter Feldbedingungen im Freiland statt. Im Inland
kann daher nur eine Ernte im Jahr erzielt werden. Im Vorfeld der Antragstellung wurde unter-
sucht, ob Hilsenfriichte wie P. sativum, G. max, L. angustifolius und V. faba unter Gewéchs-
haus- bzw. unter kontrollierten Klimakammerbedingungen zur Blute und nachfolgend zur
Samenproduktion gebracht werden konnen. Die Vorversuche dazu haben deutlich gezeigt,
dass die Anzucht von P. sativum, G. max, L. angustifolius und V. faba in den Sommermona
ten (ab Mai) problematisch ist, da es aufgrund der erhohten Temperaturen im Gewéachshaus
zum Verlust der Blite und somit nicht zur Samenbildung kommt und viele Pflanzen vorzeitig
absterben.

Anders verhdlt es sich bel der Kultivierung von P. sativum, G. max, L. angustifolius und V.
faba unter kontrollierten Klimakammerbedingungen. Bel einer Anzuchttemperatur von 24°C
tagsiiber und 16°C nachts und einer taglichen Belichtungszeit von 12 h mit einer Strahlungs-
intensitét von 100 YE erfolgte die Blitenbildung in der Regel nach 4 Wochen und die Ausbil-
dung des Samens war nach weiteren 4 Wochen abgeschlossen (Abb. 2).

2 Wochen 4 \Wochen 8 Wochen

Abb. 2: Anzucht und Reifung von G. max-, P. sativum-, L. angustifolius- und V. faba-
Pflanzen unter kontrollierten Klimakammerbedingungen (AG Gau, Uni Hannover
2007)

Die Aufzucht der Pflanzen in Klimakammern sollte im Projekt fur die Erhdhung der Genera-

tionenzahl genutzt werden.
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1.1.6 Zeitplan

Die Projektlaufzeit erstreckte sich von 1.4.2008 bis zum 31.12.2010. Drittmittel fur Personal
zur Versuchsdurchfihrung, Forschungsarbeiten und Publikationen standen jedoch nur fir
zwel Jahre zur Verfigung (1.5.2008-30.4.2010). Die einzelnen Projektabschnitte und die
Arbeitsplanung zu Projektbeginn sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Tab. 2. Balkenplan und Meilensteinplanung zum Projekt: 050E024 , Selektion auf

Methioninreichtum des Samenproteins bei heimischen L eguminosen

Arbeitsschritte 2008 2009 2010

Monatf 4| 5| 6|7 |89 (1011|1212 |34 |5([6|7]18]9(10|11)12¢41]|2 (3|4 |5 6| 7| 8| 9]10/11]12

1.1 Identifikation Sortiment

fur Bandbreite

1.2 S-Gehalte NS-

Analyser

1.3 met-Analysen high S
Typen

2.1 Phénotyp met-
Uberschuss, Verfah.

2.2 Phénotyp met-
Uberschuss,
Selektion/Zucht

2.3 Molekularbiologische

Untersuchungen

3.1 et-Resistenz,

Verfahrensentwicklung

3.2 Selektion nach et-

Resistenz fur Zucht

4.1 Anbau, Selektion (2)
Feld

4.2 Anbau, Selektion (3,2)
Lab.

5.1 Vermehrung von MO

zu Mx

6.1 Koordination, Berichte

Meilensteine 411 213 5 6 7 8

Meilensteine

1. Zwischenbericht 2008 an BLE

2. Variationsbreite der Methioningehalte in P. sativum, L. angustifolius und V. faba ermittelt, Stabilitat des Merkmals aus
zuriickliegenden Feldversuchen ermittelt, Ertrage und XP-Gehalte zusammengestellt. Publikation eingereicht.

3. Machbarkeit der Identifikation eines phanotypischen Selektionskriteriums fir met-reiche AB, E, Lu und der Selektion auf et-
Resistenz bei AB, E, Lu bekannt

4. Erste E1 Generation aus Et-Test geerntet

5. Erste P1 Generation aus Phanotyptest im Feld geerntet

6. Zwischenbericht 2008 an BLE

7. Bei Erfolg liegen methioninreiche AB, Lu, E Linien fur weitere Zuchtarbeit vor

8. Abschlussbericht an BLE, Ergebnisse aufbereitet, Publikation eingereicht

* BLE Finanzierung fiir Personal beendet, met = Methionin, et = Ethionin, AB = V. faba, E = P. sativum, Lu = Lupinus spp., Lab. =

Labor
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1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand an den angekntpft wurde

1.2.1 Motivation

In der 6kologischen Tierhaltung ist der Zusatz von synthetischen Aminosauren zu Futterratio-
nen nicht gestattet (EG-V O 834/2007). Daher ist ein adaquates Angebot an den Aminosauren
Methionin und Lysin in 6kologischen Futterrationen z. B. fur Gefligel oder Schweine mit
hofeigenen Futtermitteln meist nur mit einem Eiweil3iberschuss in der Ration zu erreichen
(Zollitsch et al. 2000 und 2004). Das bedeutet eine ineffiziente Ausnutzung von Futtermitteln
und die Gefahr vermehrter N-Verluste durch eine unangepasste Eiwel3versorgung von Tieren
(Jeroch et a. 1999). Mit dem Forschungsprojekt sollten daher erste Schritte unternommen
werden, die Methioningehalte heimischer Leguminosen zu verbessern.

1.2.2 Stand der Wissenschaft und Technik

Leguminosensamen haben einen relativ geringen Gehalt an den S-hatigen Aminosauren
Methionin und Cystein (Abel et a. 2002, Roth-Maier et al. 2004, Bellof et a. 2005, Schuster
et al. 1998). In Mischfuttermitteln kann dies zum Teil durch Getreide ausgeglichen werden,
dessen Eiwell3 im Vergleich zu den Leguminosen hohere Methionin- und Cysteingehalte
aufweist. Im konventionellen Landbau konnen fr Fitterungszwecke zusétzlich synthetische
Aminosauren supplementiert werden. Diese Option fallt fur die 6kologische Futtermittel-
erzeugung weg, so dass hier verstérkt nach Komponenten mit wertvollen Inhaltsstoffen ge-
sucht werden muss (Zollitsch und Baumung 2004). In Futterrationen wird auch in 6kologi-
schen Betrieben G. max eingesetzt, die im Vergleich zu heimischen Leguminosen einen ho-
hen EiweiRgehalt aufweist. Okologisch erzeugte G. max wird Uberwiegend importiert und
weist das Risiko gentechnischer Veranderungen auf (Partridge and Murphy 2004). Wenn G.
max durch P. sativum, V. faba oder L. angustifolius ersetzt werden soll, fuhrt das zu einer
Verscharfung des Problems der unausgewogenen Aminosaurenversorgung vor alem in Fut-
terrationen von Monogastriern.

Ein gezieltes Herangehen in Richtung der Verbesserung der Eiweil3qualitét ist aufgrund des
im Vergleich zu G. max geringen Marktanteils von P. sativum, V. faba und L. angustifolius
und des relativ kleinen 0©kologischen Saatgutmarktes nicht Schwerpunkt der
L eguminosenziichtung. So beschranken sich Zuchtprogramme bei heimischen Leguminosen
heute, trotz vielfaltiger Versuche die Aminosauregehalte gezielt zu beeinflussen (Duranti and
Scarafoni 1999), auf den Ertrag, den Proteinertrag, Standfestigkeit und Resistenzen (Krishnan
2005, Wang et al. 2003, Steigenberger 2002).
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Untersuchungen der Eiwell3gualitdt verschiedener Leguminosensortimente (Boulter et al.
1976, Monti and Grillo 1983, Mintz et a. 1974, Berville et a. 2003, Hanelt et a. 1978)
zeigten, dass eine hohe Variabilitét innerhalb der Arten vorliegt. In Zuchtprogrammen bei
Leguminosen auf high-value Proteine war die Anreicherung einzelner Aminosauren im Pro-
tein jedoch meistens mit einem Abfall des Proteingehaltes der Samen verbunden. Der Protein-
ertrag und der Ertrag der Aminosaure pro Hektar fielen dadurch. Bei S-haltigen Aminosauren
scheint diese Abhangigkeit aber nicht zwingend gegeben zu sein (Monti und Grillo 1983). In
den neunziger Jahren wurden erste Zuchtversuche auf Methioninreichtum mit gentechnisch
verandertem G. max aufgrund des Auftretens allergenen Potentials wieder eingestellt (Mar-
guard und Durka 2005, Nordlee et a. 1996). Jedoch konnte in jlingerer Zeit eine Steigerung
der Methioningehalte in Leguminosen bei der Einfiihrung transgener Pflanzen erzielt werden
(Molvig 1997, Mintz et a. 1998, Krishnan 2005). Mandal und Mandal (2000) fassen in ei-
nem Review die genetische Steuerung der Speicherproteine in den Samen zusammen. Die
Akkumulation und Konzentration der Speicherproteine ist klar genetisch gesteuert jedoch ist
sie, wie die Proteinzusammensetzung auch von Umweltbedingungen abhéngig. Monti und
Grillo (1983) geben die von verschiedenen Autoren gefundene Bandbreite der
Methioningehalte in verschiedenen Leguminosen wie folgt an [g/100g Protein]: P. sativum
und V. faba 0,6-1,0, Lupinus albus 0,5-1. Wird der gesamte Genus einer Art betrachtet wird
Uber @nliche Schwankungsbreiten berichtet (Baldi and Salamini 1973, Holt and Sosulski
1979).

So wurden im Rahmen des BOL -Projekts 030E355 ,, Ziichterische Bearbeitung von SiiRlupi-
nen fur den 6kologischen Landbau — Qualitatsuntersuchungen im Hinblick auf Futtereignung*
z. B. bei verschiedenen Sorten von L. angustifolius, die an einem Standort angebaut wurden
Unterschiede im Methioningehalt des Proteins von bis zu 25 % gefunden (Jansen et al. 2006).
Studien zur Proteinzusammensetzung in P. sativum, belegen z. B. die genetische Variabilitét
der Legumin- (11S) und Vincilin-Gehalte (7S) im Protein von P. sativum (Tzitzikas et al.
2005). Legumin besteht wiederum aus zwei Untereinheiten von denen eine methioninhaltig
ist. Vincilin enthélt kein Methionin. Das Verhdtnis von Legumin zu Vincilin variiert bel ver-
schiedenen Genotypen von V. faba zwischen 1:2 und 1:3,7. Fur die a-Ketten des Legumin A
wurden Regelmaldigkeiten bei der Vererbung herausgefunden, so dass diese als Marker bel
einer zuchterischen Bearbeitung der Proteincharakteristik genutzt werden konnten (Link et al.
2005). Bei 59 Linien von P. sativum und von deren Wildformen fanden Tzitzikas et a. (2005)
eine Bandbreite zwischen 5,3 und 24,5 % beim Leguminanteil am gesamten Protein und da-
mit eine hohe Variabilitét. Es ist davon auszugehen, dass diese genetische Variabilitét inner-
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halb der Arten genutzt werden kann, methioninreiche Linien auf ztichterischem Wege zu er-
reichen.

Die Arbeiten von Imsande (2001) zeigen nun ein Verfahren auf, G. max mit kostengunstigen
Methoden anhand von phanotypischen Merkmalen auf Methioninreichtum zu selektieren. Im
Einzelnen fand Imsande heraus, dass methioninreiche G. max einen dunkelgrinen, sukkulen-
ten Habitus hatten und dass sie in ethioninhaltiger Nahrlésung ein besseres Wurzelwachstum
zeigten as methioninarme Pflanzen. Es gelang ihm durch gezielte Selektion anhand dieser
Kriterien und Kreuzung der ausgewahlten Pflanzen in wenigen Jahren G. max-Linien mit bis
zu 20 % mehr Methioninanteil im Eiwei 3 gegeniiber den Elternpflanzen zu zichten.

Von immer grél3er werdender Bedeutung fur die Pflanzenziichtung ist der Einsatz von mole-
kularbiologischen Markern, u.a. single nucleotide polymorphisms (SNPs) oder restriction
fragment length polymorphsims (RFLPs) (Guimares et al. 2007). Diese dienen zur marker
assisted selection (MAS) und sowohl fir eine Selektion auf monogenetische as auch auf
polygenetische Eigenschaften. Da der Uberwiegende Teil der agronomisch relevanten Pflan-
zeneigenschaften (bspw. Ertrag, Wuchsverhalten und Qualitétsparameter) polygen ausgepragt
wird, ist hierfir der Einsatz von quantitative trait locus markern (QTL) von erheblicher Be-
deutung. Zur Entwicklung und Anwendung derartiger Marker ist jedoch ein fundiertes Wissen
Uber die Auspragung (den Phanotyp) der gewtinschten Eigenschaft (bspw. Kornertrag) im
Sortiment Voraussetzung. Darauf aufbauend konnen Marker den gewiinschten Eigenschaften
zugeordnet werden und zur Identifikation von Pflanzen des gewiinschten Phanotyps dienen,
ohne die Voraussetzung die zugrunde liegende Gen-Eigenschaft genau zu kennen (Guimares
et a. 2007). Von entscheidender Bedeutung fir diesen Zlchtungsansatz ist jedoch, eine um-
fangreiche  Phanotypiserung der  Pflanzen, beispielsweise ene umfassende
Aminosaureanalyse im Sortiment.

Das Selektionsverfahren von Imsande (2001) sollte im Forschungsprojekt an heimischen Le-
guminosen in Zusammenarbeit mit Pflanzenziichtern erprobt werden. Welterhin sollten mit
molekularbiologischen Methoden Grundlagen der Regulierung der Methioninbiosynthese in
Pflanzenzellen und methioninspezifische Verénderungen in den Gen- und Proteinexpressi-
onsmustern der Pflanzen erforscht werden.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden werden die fur die Bearbeitung der oben beschriebenen Fragestellungen ange-
wandten chemischen, physikalischen und biologischen Methoden, die Auswahl der unter-
suchten Pflanzen sowie die Versuchsanstellung in Feld und Labor beschrieben.

2.1 Sortenauswahl

a) Sortenauswahl fur die Ermittlung der Variationsbreite der Aminosaur ezusammen-
setzung heimischer L eguminosen

Die Aminosaurezusammensetzung von insgesamt 107 Sorten der vier Leguminosenarten (L.
angustifolius, L. luteus, P. sativum und V. faba) wurde analysiert. Im Folgenden wird dieser
Probensatz als , Sortiment” bezeichnet. Die Sorten wurden von zwel deutschen Zuchtunter-
nehmen (Norddeutsche Pflanzenzucht, Holtsee und Saatzucht Steinach, Steinach) und der
Abteilung fur Pflanzenziichtung der Universitdt Gottingen entsprechend dem verflgbaren
Sortiment und auf Basis der Uberlegung einen moglichst weiten Bereich moglicher Amino-
saurekonzentrationen abzudecken ausgewdhlt. Bel L. angustifolius wurden z. B. bereits
dunkelgriine Typen in die Auswahl einbezogen.

Die Norddeutsche Pflanzenzucht KG (NPZ) stellte 50 Sorten von P. sativum zur Verfligung.
Darunter waren Futtererbsen (36), Markerbsen (8), vier Zwischenfruchtsorten und zwei Sor-
ten von Wintererbsen. Von der Saatzucht Steinach GmbH kamen 50 Samenproben der Arten
L. angustifolius und L. luteus. Die darunter befindlichen 27 verschiedenen L. angustifolius-
Sorten stammten aus Well¥ussland (8), Deutschland (4), Ungarn (1), Polen (4), Australien
(4), Spanien (2), Marokko (1), Russland (1), Ukraine (1) und Jugoslawien (1). Das Samen-
material stammte dabei von Pflanzen, die an zwel verschiedenen Standorten in Deutschland,
groftenteils im Jahr 2007, gewachsen waren. Zusétzlich wurden vier deutsche Sorten von L.
luteus zur Verfligung gestellt. Die Abteilung fur Pflanzenziichtung der Universitat Gottingen
stellte 50 Samenproben von 27 verschiedenen V. faba Sorten fur die Analyse bereit. Von die-
sen Sorten, stammten 25 aus Deutschland. Die Ubrigen zwei stammten aus Spanien und Ita-
lien. Weiterhin waren zwei Tannin-freie Sorten unter den deutschen Sorten. Zur Uberpriifung
des Standorteinflusses auf die Aminosdurezusammensetzung im Samen wurden 23 Sorten von
V. faba an zwel Standorten sowohl unter Trockenstressbedingungen als auch unter Kontroll-
bedingungen angezogen. Dartiber hinaus wurden vier Wintersorten von V. faba fur die Ana
lyse zur Verfugung gestellt (vgl. Tabellen im Ax, Ay, Az im Anhang).
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b) Sortenauswahl fur die Testsfir die Ermittlung der phénotypischen Selektionskrite-
rien und die Weitervermehrung im Feld

Als Versuchspflanzen dienten P. sativum, L. angustifolius und V. faba. Von der Norddeut-
schen Pflanzenzucht KG wurden die Sorten Hardy (P. sativum) und die Linie VF172 (V. faba:
Mutagenese, Weitervermehrung) und die Sorte Espresso (V. faba: Vorversuche, Testent-
wicklung) bereitgestellt. Die Saatzucht Steinach GmbH stellte die Sorte Boruta (L.
angustifolius) zur Verfigung.

Im Vorfeld des Projekts wurden zur Sortenauswahl auch Bedenken diskutiert, bei einer freien
Selektion von Pflanzen auf Methioninreichtum wirden ggf. vorhandene Zuchterfolge auf an-
tinutritive Inhaltsstoffe nicht ausreichend berticksichtigt. Seitens der Zuchtunternehmen
wurde darauf verwiesen, dass es zunachst wichtiger seli, die grundsétzliche Machbarkeit einer
Selektion auf Methioninreichtum mit den Methoden des Projekts zu Uberprifen. Jedoch mis-
sen die antinutritiven Inhaltsstoffe bei Leguminosenzuchtprogrammen nach wie vor wichtige
Zuchtziele saein. Es wurden fur die Versuche neben der Linie VF 172, daher Sorten aus dem
bestehenden Zuchtprogramm der Firmen verwendet. Die Bedeutung der antinutritiven In-
haltsstoffe der im Projekt verwendeten Legumniosensorten Hardy, Espresso und Boruta fir
die standardisierten praecaecalen Rohprotein- und Aminosaurenverdaulichkeiten bei Schwel-
nen wurde von in 2007 von Mosenthin et a. beschrieben.

2.2 Chemische M ethoden
2.2.1 Aminosaure-Analysen

Die Aminosduren wurden entsprechend der Richtlinie 98/64/EG (1998) der Européischen
Union fur Messungen von Aminosauren, Rohfett und Olaguindox in Futtermitteln analysiert.
Die Messungen wurden mittels HPLC durchgefiihrt und die Ergebnisse als g/16g N (relative
Gehalte) oder g/kg Trockenmasse (absolute Gehalte) dargestellt. Alle essentiellen Amino-
sduren mit Ausnahme von Tryptophan wurden bestimmt.

2.2.2 S- und N-Analysen

Die chemische Analyse wurde mit vermahlenem Samenmaterial durchgefthrt. N- und S
Analysen wurden nach den Methoden von Kjehldal und Dumas durchgefihrt (AOAC Official
Method 990.03, Marco et a. 2002, Kowalenko und van Laerhoven 1997). Fur die direkte
Elementbestimmung nach trockener Veraschung nach Dumas wurde ein Elementaranalyse-
gerét Euro EA 3000 verwendet. Der Rohproteingehalt der Samen wurde aus den ermittelten
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N-Gehalten berechnet (% N x 6,25). Abbildung 3 zeigt die gute Korrelation der Messwerte
zum Rohproteingehalt in Leguminosen bel den beiden verschiedenen Verfahren der N-
Bestimmung. Die in der Arbeit angegebenen Protein-Gehalte bei den Arbeiten zur Bestim-
mung der Bandbreite der Aminoséuregehalte (vgl. Abschnitt 2.1a) basieren auf den N-Gehal-
ten nach Kjehldahl. Im Folgenden wurde nur noch die elementaranalytische N-Bestimmung
durchgefihrt.

50

-1.188 + 1.034 x

y=
45 R =0.834, P = 0.001

40
35 A
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Raw protein [%]
DUMAS

Vicia faba (winter variety)
Vicia faba (spring variety)
Pisum sativum

Lupinus angustifolius
Lupinus luteus

Lupinus succulentus

25 A

20 A

4p>O0@®0

15 2:D 2I5 SID 3I5 4IU 4I5 50
Raw protein [%]
Kjeldahl
Abb. 3: Korrelation des gemessenen Rohpr oteingehaltes nach dem Kjeldahl bzw. Dumas
Verfahren in Samen von funf ver schiedenen L eguminosen Arten (n=150).

2.3 Bakterieller Schnelltest

Es wurde ein Methionin auxotropher E. coli (DSM 9525) Stamm aus dem Bestand der Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen und in
Kultur gebracht. Zur Integration der Plasmide pRL1406 und pRL1419 (Abb. 4) wurde eine
Transformation mittels Elektroporation durchgefuhrt.

Die durch diese Plasmide vermittelten Transposons (TNnRL1406 bzw. TnRL1419) fuhrten zu
einer konstitutiven Lumineszenz der Bakterien. Des Welteren vermittelte das Plasmid
Kanamycinresistenz. Zur Uberprifung der erfolgreichen Transformation und Selektion trans-
formierter Bakterien wurde Bakteriensuspension auf Kanamycin-haltigem Agar ausplattiert.
Sowohl vom Wildtyp als auch von den transformierten Genotypen wurden Wachstumskurven
in M9-Minimalmedium und LB (lysogeny broth)-Medium (pH=6,8-6,9) erstellt. Dazu wurden
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die Optische Dichte (OD) und die Biolumineszenz erfasst. Die Messung der OD erfolgte am
Photometer bei 600 nm stiindlich tGber einen Zeitraum von 10 Stunden. Im gleichen Zeitraum
wurde mit einem Luminometer (Junior LB 9509) die Lumineszenz (in Form von relative light

units (RLU)) quantifiziert.

oriT
(RK2)

8 kb

PBR322

Psti
Eco47Ill

pRL1419

Psti
Sall

Abb. 4: Schematische Dar stellung des pRL 1419 Plasmids. Enthalt Geninformation fur

Sphi

Kanamycin-Resistenz und eine L umineszenz-ver mittelnde [luxCDABE K assette.

Zur Messung des Methioningehaltes im Versuchssaatgut wurde dieses hydrolisiert. Das Saat-
gut von L. angustifolius, P. sativum und V. faba wurde hierzu mit fliissigem N, gefroren und
in einer Kugelmuhle (Pulverisette 5, Fritsch GmbH) zu Mehl zerkleinert. 10 mg des Pulvers
wurden in 1 ml 6N HCl aufgenommen, welche zuvor entgast wurde, und 24 h bel 110°C
hydrolisiert.

Fir die Messung des Methioningehaltes im Mehl wurde zundchst eine LB-Kultur bis zu einer
OD von 0,5 inkubiert. Hiervon wurden 500 pl in 5 ml Minimal Medium 9 (M9-Medium; 9
elementare Néhrsalze) tUberfuhrt und fur 20 h geschittelt um den Verbrauch des zelleigenen
Methionins zu gewéahrleisten. 5 ml frischem M9-Medium wurde 50 pl dieser Bakteriensus-
pension und eine definierte Menge Methionin oder 25 ul des Lysates hinzugefligt und bel
28°C inkubiert. Die Lumineszenz dieser Suspensionen wurde in definierten Zeitabsténden
(von 3 bis 6 h) ermittelt.

2.4 Ermittlung der phanotypischen Selektionskriterien

Zunéchst wurde die Mdglichkeit getestet, durch Zugabe von Methionin in das Nahrmedium
der Leguminosen den von Imsande (2001) an methioninreichen G. max beobachteten spezifi-
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schen Phénotyp mit Bléttern dunklerer Farbe und von sukkulentem Habitus zu erzeugen. Au-

erdem wurden im Projektverlauf auch Pflanzen mit Cystein anstelle von Methionin ernadhrt
um die Spezifitét des Methionineffektes zu prifen.

Zusétzlich wurden, neben der von Imsande ausschliefdlich visuell durchgefihrten Bonitur der
Grunférbung der Pflanzen, Verénderungen der Grinfarbung der Blatter mit verschiedenen
Analyseverfahren erfasst und exakt quantifiziert (vgl. Kap. 2.4.2)

Als weliteres Kriterium nach Imsande (2001) wurde die Wurzelldnge von Keimpflanzen in
Ethionin, einem chemischen Analog zu Methionin bestimmt (Et-Test) (vgl. 2.5).

2.4.1 Pflanzenanzucht

Die Pflanzenanzucht (Abb. 5) erfolgte in einer Klimakammer bei 23 °C und 12 h Belich-
tungsdauer mit einer Lichtintensitdt von 130 pmol/m?s. Es wurden je 3 Samen in einen 1ler
Topf mit Vermiculit gesetzt. Die Bewésserung erfolgte mit Leitungswasser, spater mit
Hoagland Nahrlésung. Die lonenzusammensetzung des Giefdwassers ist in Tabelle 3 fir aus-
gewdhlte lonen aufgefuhrt.

Tab. 3: Inhaltsstoffe des L eitungswasser s und des Hoagland Nahr mediums.

L eitungswasser Hoagland
Nahrmedium
Verbindung | mg/L Verbindung | mM/L
Ca 75 MgSO, 0,5
Mg 5 Ca(N03)2 1,15
Na 25 KH2P04 0,25
K 2,6 KNO; 1,25
NH." <0,04 HsBOs 1,16E™°
NOs 2,8 MnCl, 2,30E®
PO, 1,1 ZnS0, 1,926
SO, 94 Na,M 0O, 9,30
CuSO, 9,00E™®
FeCls 1,80E™
EDTA 0,05

Um methionin- bzw. cysteinreiche Pflanzen zu erzeugen, wurden dem Wasser definierte
Mengen an Methionin und alternativ Cystein hinzugefigt. Als Versuchsansétze wurden 1 mM
Cystein bzw. Methionin, 0,1 mM Cystein bzw. Methionin und as Kontrolle reine
Hoaglandldsung gewahlt.
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Abb. 5: Anzucht der Versuchspflanzen in Klimakammern bei konstanten Bedingungen.
(Temperatur: 23°C, Belichtungsdauer: 12h, Lichtintensitat: 120-130umol/m?)

2.4.2 Methoden zur Ermittlung der Grinféarbung der Blatter

Die Arbeiten von Imsande (2001) an G. max beruhen nur auf visuellen Einschétzungen der
Blattfarbe per Auge. Zur Erweiterung des Interpretationsrahmens wurden im Projekt mit den

nachfolgend beschriebenen Methoden zusétzlich Messwerte zum Blattgriin ermittelt.

a) Chlorophylimessungen

Der Aufschluss des Blattmaterials und die Extraktion der Chlorophylle erfolgte nach gering-
fligig abgewandeltem Protokoll von Lichtenthaler und Buschmann (2001). Es wurden jeweils
die jungsten vollstandig entwickelten Bléatter abgeerntet, in fliissigem N, eingefroren und bel -
70°C gelagert.

Das Blattmaterial (zwischen 100 und 300 mg) wurde in 100 % Aceton aufgeschlossen. Die
Suspension wurde anschlieffend fiir 3 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpippetiert und 1:10 in Aceton (100 %) verdunnt. Die Messung der Extinktion er-
folgte am Photometer bei 661,6 und 644,8 nm. Die Gesamtchlorophyllkonzentration wurde
nach folgender Formel errechnet:

C, +C,(ug/ ml) = 7,054, 5 +18,09,644 5
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Die Extinktion bel 661,6 nm lag im Bereich von 0,3 bis 0,85, um eine ausreichende Mess-
genauigkeit zu gewéhrleisten (Lichtenthaler und Buschmann 2001).

b) SPAD Messungen

Mit einem tragbaren Chlorophyllmessgerat wurden Messungen des
Gesamtchlorophyllgehaltes im Blattgewebe durchgefthrt. Es wurden sowohl Pflanzen der
Vorversuche (Klimakammeranzucht) als auch in Isolierhdusern angezogene EM S-Mutanten
von V. faba (VF172) einer SPAD-Messung unterzogen.

Dabel kam das SPAD-Meter-502 der Firma Minolta zum Einsatz (SPAD=Single-Photon
Avalanche Diode). Die Messdaten wurden als relative SPAD-Werte ausgegeben. Der dabei
ermittelte SPAD-Wert basiert auf der Signalléschung eines 653 nm Strahls. Es wurde pro
Blatt ein Mittelwert (aus 8 Einzelmessungen) aufgenommen. Durch den am Gerét befind-
lichen Abstandshalter konnte die gleichmallige Messung in vergleichbaren Blattregionen ge-
wéhrleistet werden (Abb. 6)

Leaf can be inserted
to this point

Abb. 6: Funktionsweise des SPAD-502 und Anwendung bel der M essung.

c) Visuelle Methoden

Zur visuellen Auswertung der Blattgrunfarbung wurden Einzelblétter abgeerntet und einge-
scannt. Die Bilder wurden mit einer Bildbearbeitungssoftware (Gimp, Version 2.6.6) nach-
bearbeitet, um die Bildqualitét zu verbessern und Unterschiede zwischen den Behandlungen

besser sichtbar zu machen (bspw. den Bildhintergrund reduzieren).

d) Fluorometrische M essungen
Mit fluorometrischen Messungen ist es mdglich, in vivo die Photosyntheseaktivitdt von Pflan-
zen zu messen. Verschiedene Fluoreszenzparameter konnen dabel Aufschluss Uber die Elek-
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tronentransportrate (ETR) am Photosystem |1 der Elektronenransportkette oder auch tber die
COx-Assimilation geben. Mit dieser Messtechnik sollten mogliche positive Einflisse hoher
Methioningehalte auf die photochemischen Reaktionswege der Pflanzen tberprift werden.

Fir die Messungen wurde das Junior PAM (Pulsamplitudenmodulation) Gerét der Firma
Heinz Waltz eingesetzt. Die Versuchspflanzen wurden vor der Fluoreszenzmessung fir 20
Minuten dunkel-adaptiert. Somit konnten Fluorenzenzparameter fir licht- und dunkel adap-
tierte Pflanzen ermittelt werden. Zur Messung wurde eine 4 minitige Induktionskurve aufge-
nommen.

Mit dem ersten Séttingungsimpuls wurden die minimale (Fp) und maximale (Fn,) Fluoreszenz
der Chlorophyll a Molekile ermittelt.

Fur die Auswertungen wurden selektierte Messparameter herangezogen (Tab. 4).

Tab. 4: Angewandte Fluor eszenzparameter mit ihrer jeweiligen Funktion

Parameter | Formel Funktion

F/Fm (Fin~Fo)/Fm Indikator fiir Pflanzenstress (<0,8)

ETR Y (PSII) x PFDax (0,5) | Elektronentransportrate am PS|

NPQ (F°m-F'm)/F'm Lineare Korrelation zur Warmeabgabe (0-8)

2.5 Ethionin-Test (Et-Test)

Die Samen wurden zunachst mit Natriumhypochlorid (6 %) oberflachensterilisiert. Anschlie-
Rend erfolgten 5 Waschschritte mit ddH,O. Zur Simulation erhéhter Methioningehalte im
Saatgut wurden zur Methodenentwicklung die Samen Uber Nacht in ener 1 mM
M ethioninldsung vorgequollen. Die Kontrolle wurde mit ddH,O vorgequollen. Es folgte eine
grundliche Reinigung der Samen mit ddH-O.

Filterpapierbdgen (Whatmann) wurden auf 15,3 cm x 28 cm zugeschnitten, mit ddH,O von
eventuellen Rickstanden gereinigt und autoklaviert (121°C, 20 Min.).

Die Samen wurden zwischen zwei Filterpapierbdgen eingerollt und mit einem Gummiband
fixiert. 7 dieser Rollen wurden senkrecht in ein Becherglas mit 10 cm Durchmesser gestellt
(Abb. 7). Jewells die Halfte der vorbehandelten Samen wurden mit 0,75 mM DL-Ethionin
bzw. Wasser als Nahrmedium versorgt. Daraufhin wurde eine luftundurchl&ssige Plastiktiite
Uber die Becherglaser gestilpt, um die Evaporation zu minimieren. Das Versuchssaatgut
wuchs anschlief3end in einer Klimakammer fir 7 Tage bel konstanten Bedingungen (23°C,
12 h/12 h, 130 pmol/m3s).
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Abb. 7: Anzucht von Keimlingspflanzen in Ethionin-L 6sung unter sterilen Bedingungen.
Keimlingspflanzen wurden fir 7 Tage in den Gefalen angezogen. Verfahren nach
Imsande (2001)

2.6 Feldunter suchungen

In Feldversuchen wurde die Identifikation und Selektion methioninreicher Einzel pflanzen aus
mutagenisiertem Saatmaterial angestrebt. Die Mutagenese, Vitalitétsprufung der MO-Genera-
tion und die anschlief3ende Weitervermehrung zu M1-Samen bzw. zu Samen weliterer Folge-
generationen erfolgten auf Standorten der beteiligten Saatzuchtunternehmen und der Univer-
sitét Gottingen.

2.6.1 Pflanzenmaterial aus der M utagenese

Bel L. angustifolius wurde die Mutagenese mit einer 0,2 % EMS-LAsung durchgefihrt (2 h
Inkubationsdauer). Das Saatgut der daraus erzeugten M2-Generation wurde fur die Selek-
tionsversuche eingesetzt.

Bel V. faba wurde der Schwerpunkt der Untersuchungen auf Pflanzen der Linie VF172 gelegt.
Weiter differenziert wurde nach Varianten mit einmaliger (M4) sowie zweimaliger (M4*)
Mutagenese des Samenmaterials. Je Linie und Generation wurden Pflanzen aler drei
M utagenese-Behandlungen gemessen (Behl, Beh2 und Beh3).

Behandlung 1 =4h0,2% EMS

Behandlung 2=4h 0,4 % EMS

Behandlung3=4h0,2% EMS+ 2 h 0,2 % NaNOs
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Die NPZ liefd zu Projektbeginn in 2008 Saatgut von P. sativum (Sorte Hardy) as Auftrags-
arbeit auf eigene Kosten bel der Universitdt Kiel mit EM S behandeln und hat diese in Eigen-
regie weitervermehrt.

Bel der Universitat Gottingen und bel der Saatzucht Steinach lagen bereits vor Projektbeginn
Nachkommen von den beschriebenen mit EMS mutagen behandelten Samen vor. Diese wur-
den im Projekt verwendet. Die EMS Behandlungen an der Universitét Gottingen wurde im
eigenen Labor der Universitdt durchgefuhrt. Die EMS Behandlung von L. angustifolius fir
die Saatzucht Steinach wurde 2004 an der damaligen Bundesanstalt fur Zichtungsforschung
in Grof3 L isewitz (heute Julius-Khn-Institut) durchgefihrt.

Im Projekt wurde Saatgut der jewelligen M2 Generationen von der NPZ und der Saatzucht
Steinach im Feld parzelliert bzw. in Einzelreihen angebaut.

In Gottingen wurden EMS-Mutanten (Generationen M2-M4) sowohl in Isolierhdusern als
auch auf dem Feld angebaut. Eine Selektion und Beerntung von Einzelpflanzen erfolgte an-
hand phanotypischer Merkmale nach den weiter oben beschrieben Selektionsverfahren.
Weiterhin wurden Samenkorner als Nachkommen von Pflanzen aus EM S behandelter Saat fir
den Et-Test eingesetzt (L. angustifolius und P. sativum: M2-Generation, V. faba: M2 und M4-
Generationen). Von jewells 2000 Samen wurden 10 % der Pflanzen in den Gewéachshausern

der beteiligten Projektpartner bis zur Samenreife gebracht und beerntet (s.u.).

2.6.2 Feldanbau und Selektion nach Grinfarbung

Mutagenisiertes Saatgut der drei Versuchspflanzenarten wurde im Feld ausgebracht und bis
zur Samenreife gezogen. Es wurden hierzu Versuchspflanzenfelder der Saatgutunternehmen
in Hohenlieth (Schleswig-Holstein) und Bocksee/Ankershagen (Mecklenburg-Vorpommern)
als auch der Universitét Gottingen (Reinshof, Niedersachsen) genutzt (Abb. 8).

Eine optische Selektion anhand der Blattgrinférbung erwies sich in dem relativ homogenen
Pflanzenmaterial unter Feldbedingungen als unmdglich und wurde daher nicht weiter verfolgt.
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Abb. 8: Feldanbau der mutagenisierten Versuchspflanzen auf Feldflachen der Saat-
zuchtunternehmen und der Universitdt Goéttingen, 2009 Oben: L. angustifolius
(Bocksee); Unten: V.faba (Reinshof; Gottingen); Rechts: P. sativum (Hohenlieth)

Vielmehr wurden die verfigbaren Analysekapazitdten dafir genutzt, an Pflanzen aus verflg-
baren vorangegangenen Selektionsprozessen der Zichter, genauere Analysen der Farbung
sowie der Chlorophyllgehalte der Blétter und der S-Gehalte der Leguminosensamen durchzu-
fahren.

Bel L. angustifolius standen dazu Mx-Pflanzen verschiedener Herkunft zur Verfugung. Die
Mx-1 Generation dieser heterogeneren Pflanzen war von Seiten der Saatzucht Steinach visuell
auf Unterschiede in der Blattfarbung vorselektiert worden und die Samen der Einzelpflanzen
in 2009 in einzelnen Reihen ausgesdt worden. Hier wurden an Einzelpflanzen SPAD-
Messungen durchgefiihrt und nach der Ernte die S-Gehalte der Samen der Pflanzen bestimmt.

Von V. faba wurde EMS-mutagenisiertes Samenmaterial der M1-Generation und spéterer
Generationen beerntet und in Isolierhdusern wurden von Mutterpflanzen jeweils 10 Tochter-
pflanzen in Reihen gepflanzt (Abb. 9). Hierbel wurde Samenmaterial der Inzuchtlinien VF172
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und Mars/2 benutzt. Diese Pflanzen wurden im Folgenden einem Screening nach
Chlorophyllgehalt unterzogen. Die Messungen erfolgten mit dem SPAD-502 Gerdt.

Abb. 9: Anzucht von V. faba im | solierhaus am Reinshof (Universitat Goéttingen). 10
Tochter pflanzen von jeweils einer Mutter pflanze wurden in Einzelreihe ausgebracht. Es
handelte sich hierbei um Mx2-Pflanzen der EM S-mutagenisierten Inzuchtlinien VF172
und Marg/2.

2.6.3 Vermehrung und Anbau selektierter Pflanzen aus dem Et-Test

Der Ethionintest wurde in 2009 mit jeweils 2000 Samen - Nachkommen chemisch mutagen
behandelter Sorten - durchgefihrt und die Keimlinge mit den 100 langsten bzw. 100 Keim-
linge mit mittlerer Wurzellange ausgepflanzt.

Die Pflanzen wurden im Fruhjahr/Sommer 2009 in Gewéachshausern der beteiligten Pflanzen-
zlchter bis zur Reife gebracht (Abb. 10)

An diesen Pflanzen wurde vor der Blite auch die Grunféarbung der Blétter als weiteres Selek-
tionsmerkmal ermittelt. Zusétzlich zu den im Projekt urspringlich geplanten Analysen wur-
den auch direkte nasschemische Bestimmungen der Chlorophyllgehalte (nach Lichtenthaler)

und SPAD-Messungen an den Blé&ttern vorgenommen.
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Abb. 10: Gewachshaus- bzw, I solierhausanzucht der Et-Test Pflanzen. Kurz vor Beginn
der Samenreife wurde das jeweils jungste, voll entwickelte Blatt entfernt und einer
Chlorophyllgehaltsbhestimmung unterzogen. Oben: L. angustifolius (Bocksee); unten: V.
faba (Gottingen); rechts: P. sativum (Hohenlieth)

Fur jeweils 25 Pflanzen von P. sativum und L. angustifolius der Kontrolle (durchschnittliche
Wurzellange) und der Methioninkandidaten (tUberdurchschnittliche Wurzellénge) aus dem Et-
Test wurden die Aminosduregehalte der beernteten Samen bestimmt. Die S-Gehalte der Sa-
men wurden jeweils in allen 200 Proben bestimmt.

Bel V. faba wurden zwel Et-Tests durchgefihrt und ausgewertet. Im ersten Et-Test wurden
Pflanzen an der Universitét Hannover bis zur Samenreife gebracht und eine Selektion nach
SPAD-Werten der Blétter durchgefihrt. An 12 dieser Pflanzen wurden die
Aminosauregehalte in den Samen ermittelt. Aus dem E