LupiBreed - Erhohung der Ertragsstabilitat
und Ertragsleistung der SuBlupine zur
Sicherung der einheimischen
EiweiBversorgung

LupiBreed - Increase of yield stability and yield performance of sweet lupins

FKZ: 14EPS009

Projektnehmer:

Julius Kihn-Institut (JKI)

Institut flr Zichtungsforschung an landwirtschaftlichen Kulturen
Rudolf-Schick-Platz 3, 18190 Sanitz OT Grof} Lisewitz

Tel.: +49 38209 45-200

Fax: +49 38209 45-222

E-Mail: zI@julius-kuehn.de

Internet: www.julius-kuehn.de

Autoren:
Kristin Fischer, Steffen Roux, Hans-Ulrich Jiirgens, Brigitte Ruge-Wehling

Gefordert durch das Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft aufgrund eines Beschlusses
des Deutschen Bundestages im Rahmen der BMEL Eiweipflanzenstrategie.

Die inhaltliche Verantwortung fur den vorliegenden Abschlussbericht inkl. aller erarbeiteten Ergebnisse
und der daraus abgeleiteten Schlussfolgerungen liegt beim Autor / der Autorin / dem Autorenteam.

Bis zum formellen Abschluss des Projektes in der Geschaftsstelle Eiweilpflanzenstrategie kdnnen sich
noch Anderungen ergeben.

Dieses Dokument steht unter www.orgprints.org/32887/ zum Herunterladen zur Verfigung.



Abschlussbericht

LupiBreed

Erhohung der Ertragsstabilitat und Ertragsleistung der
SuRlupine zur Sicherung der einheimischen

Eiweil3versorgung

Zuwendungsempfanger: Julius Kuhn-Institut

FKZ:
Laufzeit:

Kooperationspartner:

Institut fur Zidchtungsforschung an landwirtschaftlichen

Kulturen

Institut fir Stresstoleranz und Resistenzforschung
Erwin-Baur-Str. 27

06484 Quedlinburg

2814 EPS 009

15.02.2015 - 14.2.2018

Saatzucht Steinach GmbH & Co. KG, Bocksee

Leibniz-Institut fir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung, Gatersleben

Thinen-Institut, Trenthorst




Kurzfassung

Kurzfassung

Die  Erhéhung der  Ertragsstabilitat als  Voraussetzung fur eine
merkmalsverbessernde Sortenziichtung konnte durch die markergestitzte Nutzung
definierter Anthraknoseresistenzgene und Mutantenlinien mit definierten
Platzfestigkeitsgenen realisiert werden. Fir das Resistenzgen LanrBo wurden
molekulare Marker entwickelt, die mit diesem eng gekoppelt und sowonhl fir eine
effiziente markergestutzte Selektion von LanrBo-tragenden Zuchtlinien als auch far
die Pyramidisierung der unabhangigen Resistenzgene LanrBo und Lanr1 geeignet
sind. Eine markergestitzte Selektion mit publizierten Markern ist ebenfalls mdglich
fur die bekannten Platzfestigkeitsgene lentus und tardus mit den als platzfest

eingestuften Mutanten-Linien und mit platzfesten Zuchtstammen.

Im Hinblick auf die Ertragsleistung sind in einem Set an Mutanten-Linien (N= 44)
neue, positive Wuchstypen im Ertragsversuch identifiziert worden, die signifikant
erhoéhte Kornertrage, Proteingehalte und auch Proteinertrage im Vergleich zu den
jeweiligen Ausgangssorten (Boruta, Probor) aufwiesen.

Auch im Vergleich zu der aktuell ertragsreichsten, verzweigten Sorte Boregine
konnten im Mutantenset Linien nachgewiesen werden, die an Standorten mit
geringer Bodenqualitat dieser ertragsmaflig uberlegen waren. Dartber hinaus
wiesen einige Mutantenlinien im Vergleich zu Boregine einen statistisch
abgesicherten, erhhten Proteingehalt bzw. Proteinertrag auf und waren auch in der

Abreife deutlich friher als die Vergleichssorte.

Unter einer Auswahl von Genbankakzessionen wurden solche identifiziert, die
aufgrund niedriger Alkaloidgehalte bei gleichzeitig hohen Proteingehalten

zUchterisch wertvoll sein konnten.

Das Projekt hat aufgezeigt, dass durch Nutzung von vorselektierten Mutantenlinien
und genetischen Ressourcen die Selektion von neuem Prebreeding-Material
ermdglicht wird, welches den géngigen Sorten im Hinblick auf Ertragsmerkmale
Uberlegen ist. Im Ergebnis konnte das Projekt einen Fortschritt flr die Zlchtung von

Lupinen erzielen.




Kurzfassung

Abstract

The aim of the project was to genetically improve sweet lupins with regard to disease
resistance, grain-yield potential, and seed composition.

With regard to disease resistance, molecular markers were identified which are
closely linked to the anthracnose resistance locus LanrBo and, thus, allow for
marker-assisted selection of LanrBo carriers. In addition, these markers may be
helpful for pyramidising the independent resistance loci LanrBo and Lanr1, in order
to provide a genetically broad and hopefully durable basis for anthracnose
resistance in narrow-leafed lupin. Also, a marker-assisted selection for the non-pod
shatter genes lentus and tardus in crossing programmes with the shatter resistant
mutant lines and breeding lines that carry the respective genes will improve yield
stability.

With respect to yield performance mutant lines were identified, that showed
significant increases in kernel yield, protein content, and protein yield compared to
the respective original cultivars (Boruta, Probor). Some of these lines turned out to
be significantly improved in protein content and protein yield, as well as in earliness,
compared to the high-yielding cv. Boregine, which has been the dominating narrow-

leafed lupin cultivar in Germany during the past ten years.

Among a sub-set of gene bank accessions that were analysed for the first time
concerning protein and alkaloid contents, some lines were found to have high
protein contents along with low alkaloid levels. These accessions may have

potential for further breeding activities.
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EinfUhrung

1 Einfdhrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Gegenstand des Vorhabens war die zichterische Verbesserung der Suf3lupine im
Hinblick auf Kornertrag bzw. Inhaltsstoffqualitat. Grundlage dafir war ein Set an
Prebreeding-Linien aus einem EMS-Mutageneseprogramm (Rudloff et al. 2008;
Rudloff 2011; Fischer et al. 2018). Dariiber hinaus sollte die enge genetische Basis
der Lupinen durch Einbeziehung pflanzengenetischer Ressourcen verbreitert

werden, um das Potenzial flr eine zilichterische Weiterentwicklung zu vergroéRern.
1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Gesamtziel des Projektes war es, die Ertragsstabilitat und die Ertragsleistung der
SuRlupine zu verbessern und damit ihre Bedeutung als heimische Eiweil3pflanze im

Sinne der Eiweil3pflanzen-Strategie (EPS) der Bundesregierung zu vergrof3ern.
Daraus ergaben sich im Einzelnen folgende Ziele:

Erhéhung der Ertragsstabilitat durch ...

— Einschatzung des Anthraknose-Resistenzniveaus der Prebreeding-
Linien

— Entwicklung effizienter Selektionsmarker fur den Resistenzlocus LanrBo,
die dann fur eine markergestitzte Einkreuzung in Zuchtmaterial zur
Verfligung stehen

— Genetische Analyse einer Anthraknose-Resistenz in der Gelben Lupine

— ldentifikation platzfester Prebreeding-Linien

Erh6hung der Ertragsleistung durch ...

— Identifikation ertragsstarker Prebreeding-Linien in mehrjahrigen und

mehrortigen Leistungsprufungen (Kornertrag, Proteinertrag)

11



EinfUhrung

Darstellung der Variationsbreite in Genbankmaterial durch ...

— Bestimmung der Rohprotein- und Gesamtalkaloidgehalte

1.3 Planung und Ablauf des Projekts

Die Arbeitspakete wurden entsprechend der Vorhabensbeschreibung bearbeitet.

12



Wissenschatftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft

wurde

Anthraknoseresistenz

Bei der Blauen SuBlupine (Lupinus angustifolius) ist das Resistenzgen Lanr1 aus
der australischen Sorte 'Tanjil' bekannt (Yang et al. 2004). Im Rahmen eines bereits
abgeschlossenen Drittmittelprojekts konnte ein weiteres Resistenzgen, LanrBo, aus
der Zuchtlinie Bo7212 der Saatzucht Steinach GmbH und Co. KG identifiziert
werden, welches fur den Lupinenanbau in Deutschland eine grof3e Relevanz
aufweist (Ruge-Wehling et al. 2009). Fur LanrBo wurden F2-Kartierungs-
populationen entwickelt, die mit molekularen Markern genotypisiert wurden und eine
Zuordnung von LanrBo zur Kopplungsgruppe NLL-11 von L. angustifolius (Nelson
et al. 2006; Fischer et al. 2015) ermdglichten.

Neben genetischen Karten (Boersma et al. 2005; Nelson et al. 2010, Yang et al.
2013) fur die Blaue SuRlupine steht mittlerweile das sequenzierte Genom der
Blauen SiuRlupine (Kamphuis et al. 2015; Hane et al. 2017) fur eine effiziente
Entwicklung von Selektionswerkzeugen zur Verfigung. Am JKI, Institut fur
Zichtungsforschung an landwirtschaftlichen Kulturen, steht eine Transkriptom-
bibliothek zur Verfigung, aus der SNP-haltige Sequenzen gefiltert werden kdnnen,
die bereits erfolgreich fur die Entwicklung eng gekoppelter Marker verwendet

worden sind.

Fur die Gelbe Lupine (L. luteus) war bisher eine nicht monogen vererbte und nicht
voll wirksame Anthraknose-Resistenz bekannt (Adhikari et al. 2011). In dem BOLN-
Projekt 'Zuchtungsmethodische Ansatze zur Erh6hung der Anbaubedeutung der
Gelben (Lupinus luteus) und WeiRRen Lupine (Lupinus albus) im Okolandbau' (FKZ
28090E071) wurde in dreijghrigen Feldprifungen eine Gelbe Lupinensorte
polnischer Herkunft identifiziert, die unter den Versuchsbedingungen in Grof3

Lisewitz als nahezu befallsfrei eingestuft werden konnte.

Aktuell ist fur die Gelbe Lupine keine genetische Karte publiziert. Von Parra
Gonzalez et al. (2010; 2012) wurden EST-Bibliotheken erstellt, deren

13
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Sequenzinformationen fir die Entwicklung von molekularen Markern fir

verschiedene Fragestellungen genutzt werden kdnnen.
Platzfestigkeit

Das Hilsenplatzen und damit einhergehende Ernteverluste sowie zlchterische
Anséatze zu dessen Minderung wurden bereits von v. Sengbusch und Zimmermann
(1937) beschrieben. Hackbarth (1938) konnte bei der Gelben Lupine einen
monogen-rezessiven Erbgang fur dieses Merkmal aufzeigen. Gladstones (1967)
identifizierte in der Blauen Suflupine die zwei rezessiven Gene tardus und lentus,
die nur in Kombination ein Platzen vollstéandig verhindern. Homozygotie des lentus-
Allels ist dabei an rétlich gefarbten Stangeln und Hulseninnenseiten zu erkennen.
Boersma et al. (2007) und Li et al. (2012) entwickelten PCR-Marker fir die Selektion
auf lentus. Li et al. (2010) veroéffentlichten eng gekoppelte Marker und PCR-Assays

fur das tardus-Allel.
Erhéhung der genetischen Variabilitét

Die heute verbreiteten sif3en Sorten von Blauer und Gelber Lupine gehen auf die
Selektion weniger Einzelpflanzen mit spontanen Mutationen zurtick (v. Sengbusch
1930). Somit verfiigt das aktuelle SuBlupinen-Sortiment Uber eine sehr enge
genetische Basis, welche die Mdéglichkeiten, in aktuellem Zuchtmaterial nach neuen

agronomisch wertvollen Merkmalen zu selektieren, begrenzt.

Am JKI in Grof3 Lusewitz wurde bereits vor einigen Jahren ein Programm zur
Erh6hung der genetischen Variabilitat bei der Blauen Su3lupine begonnen (Rudloff
2011). Mittlerweile steht hieraus auf Basis verschiedener Sorten eine Kollektion von
Prebreeding-Linien zur Verfigung, die u.a. neue Wuchstypen reprasentieren.
Einige dieser Linien zeigten in Ertragskomponententests ein im Vergleich zur
Referenzsorte erhohtes Kornertragspotenzial.

Als weitere Ressourcen zur Erhéhung der genetischen Variabilitat stehen am IPK
Gatersleben Genbankakzessionen von L. angustifolius zur Verfigung. Aufgrund der
limitierten Saatgutmenge konnten diese Akzessionen bisher nicht naher evaluiert

werden.
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Inhaltsstoffanalysen

Mit Blick auf die EiweiRversorgung werden Lupinensorten benétigt, die neben einem
hohen Kornertrag tber einen hohen und stabilen Eiweil3gehalt verfigen und
gleichzeitig arm an Alkaloiden sind. Das Ziel sicherer Inhaltstoffqualitdten gehort zu
den Herausforderungen in der Zichtung von Blauen Lupinen fir Feed- und Food-
Verwendungen. Rohproteingehalt und Alkaloid-Gehalt bestimmen maRgeblich die

Kornqualitat bei Stu3lupinen (Eickmeyer 2009).

Zur Erfassung des Rohproteingehaltes in Einzelsamen von Blauen Lupinen wurde
am JKI, Institut fir Resistenzforschung und Stresstoleranz, eine zerstérungsfreie
NIR-Methode an Einzelkdrnern etabliert, die es ermdglicht, anhand sehr geringer
Materialmengen Proteingehalte zu ermitteln, um anschlieRend die unversehrten
Samenkdrner fiur Zichtungsarbeiten weiter zu nutzen (Jansen et al. 2009).
Umweltbedingungen, wie z. B. die Anbautemperatur (Jansen et al. 2009) sowie der
Einsatz von verschiedenen Dingemitteln (Ciesiolka et al. 2005), haben einen
Einfluss auf den Alkaloid-Restgehalt von bitterstoffarmen SdRlupinen. Um eine
Uberschreitung bestehender Richtwerte zu vermeiden, sind Sorten mit niedrigem
Bitterstoffgehalt unter allen Anbaubedingungen notwendig. Mittels GC/MS
(Gaschromatographie, gekoppelt mit Massenspektrometer) kann eine exakte
Bestimmung der Bitterstoffe (Alkaloide) durchgefuhrt werden (Jansen et al. 2009).
Der Einsatz der NIR-Technik als schnelle Bestimmungsmethode ist in der inter-
nationalen Literatur fir einige Inhaltsstoffe in Kulturpflanzen und Futtermitteln
bereits beschrieben. Mittlerweile konnte flr die Lupinenarten Blaue, Gelbe und
WeilRe Lupine eine NIR-Methode zur Bestimmung des Proteingehaltes an ganzen

Kornern entwickelt werden (Jansen et al. 2014).
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3 Material und Methoden

3.1 Pflanzenmaterial

3.1.1 Entwicklung und Auswahl der Mutanten-Linien

Grundlage fur die Versuche zur Ertragsstabilitat und Ertragsleistung waren ein Set
an Mutanten-Linien, die auf eine EMS-Mutagenese von Saatgut der Sorten Boruta
und Probor zuriickgehen (Abb. 1).

Selbstung Selbstung Selbstung
MO — M1 — M2 — M3 — M4
Samen Pflanze Pflanze Pflanze Pflanze
EMS-Behandlung Selektion Selektion Vermehrung
neuer homogener der
Wuchstypen Wuchstypen Wuchstypen

Abb. 1 Entwicklung der Mutanten-Linien

Saatgut (Mo) der Sorten wurde behandelt, im Feld ausgeséat und die Mi-Pflanzen
geselbstet und beerntet. In der darauffolgenden Generation (M2) wurden
Wauchstypen selektiert, die von dem determinierten, in manchen Anbaujahren in
Bezug auf die Abreife vorteilhaften Wuchstyp der Sorte Boruta abwichen. Die
Variabilitat der beobachteten Wuchstypen reichte dabei von Zwergtypen bis hin zu
neuen Verzweigungstypen. Nachfolgende Selbstungsgenerationen dienten zur
Saatgutvermehrung von Mutanten-Linien mit vielversprechendem Wuchstyp und
wurden im Feld auf phanotypische Homogenitat und genetische Stabilitat geprift
und bis zur Ms- bzw. Ms-Generation vermehrt. Fur die Versuche wurden solche
Wuchstypen ausgewahlt, die aufgrund ihrer Verzweigung einen Mehrertrag im
Vergleich zur determinierten Ausgangssorte Boruta erwarten lieBen (Rudloff et al.
2008; Rudloff 2011).

Insgesamt wurden 44 phéanotypisch divergente Mutanten-Linien ausgewahlt und

diese aus versuchstechnischen Erwagungen in eine frilhe und eine spate Gruppe

gruppiert.

16



Material und Methoden

Diese Linien gingen in die Versuche zur Einschatzung (1) des Anthraknose-

Resistenzniveaus, (2) der Platzfestigkeit und (3) der Ertragsleistung ein.

3.1.2 Kartierungspopulationen

Die Entwicklung von Selektionsmarkern fur das Resistenzgen LanrBo in der Blauen
Lupine erfolgte anhand von F2-Populationen, die fur das Merkmal
Anthraknoseresistenz spalten und auf Kreuzungen des Resistenztragers Bo7212
mit der stark anfalligen Sorte Arabella zurlckgehen. F1-Pflanzen aus den
Kreuzungen wurden geselbstet und die daraus entstandenen F2-Populationen im
Gewachshausresistenztest hinsichtlich ihrer Resistenzauspragung definiert. Die
Spaltungsanalysen der Populationen sind bereits publiziert (Fischer et al. 2015).

Die genetische Analyse einer Anthraknoseresistenz bei der Gelben Lupine basiert
auf Kreuzungen der Sorte Taper, die in einem Vorgangerprojekt in
Gewachshausresistenztests und unter Feldbedingungen nahezu symptomfrei
eingestuft worden war, mit der als stark anfallig beurteilten Sorte Amulett. Das
Kreuzungssaatgut wurde ausgesat und die F1-Pflanzen zur F2-Generation

geselbstet. Insgesamt wurden N = 206 F2-Einzelpflanzen untersucht.

3.1.3 Zuchtstdmme

Im Rahmen der Platzfestigkeitsprifung wurden 20 Zuchtstamme der Saatzucht
Steinach GmbH und Co KG gepriift.

3.1.4 Genbankakzessionen

Fir die Abschatzung zichterischer Optionen zur Verbesserung des Rohprotein-
bzw. des Alkaloidgehaltes und der Zusammensetzung der Alkaloide wurden durch
die Projektpartner (Saatzucht Steinach GmbH und Co KG; Leibniz-Institut fir
Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung) genetische Ressourcen evaluiert
und vermehrt. Insgesamt wurden 229 (aus den Ernten 2015 und 2016, 100 bzw.

129) Genbankakzessionen fur die Inhaltsstoffanalyse verwendet.
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3.2 Erfassung der Anthraknose-Anfalligkeit der Mutanten-Linien

3.2.1 Resistenztests

Der Anthraknose-Resistenztest im Gewdachshaus erfolgte wie bereits publiziert
(Yang et al. 2004, Ruge-Wehling et al. 2009).

Die Feldtests wurden einortig (Versuchsfeld Grol3 Liusewitz, konventionelle
Bewirtschaftung) tber drei Jahre durchgefihrt. Die Prifglieder (Frihe Gruppe N =
22, Spate Gruppe N = 22) wurden in Doppelreihen ausgesat und waren jeweils
flankiert von einem Inokulationsstreifen. Dieser bestand aus zuvor mit
Colletotrichum lupini inokuliertem Saatgut der stark anfalligen Weil3en Lupinen-
Sorte Amiga. Als Standards dienten die zwei bis dato bekannten Resistenztrager,
namlich Bo7212 — ein Zuchtstamm der Saatzucht Steinach GmbH und Co. KG —
und Tanjil, eine australische Sorte. Die Sorte Arabella wurde als anfalliger Standard
genutzt. Die Anthraknose-Bonitur erfolgte im Entwicklungsstadium BBCHG65
(Bluhende) auf einer Skala von 1 (befallsfrei) bis 9 (70 — 100 % befallen).

3.2.2 Molekulare Marker

Far die Prufung auf das Vorhandensein des Resistenzgens Lanr1 wurden
publizierte Selektionsmarker (Yang et al. 2004; Kamphuis et al. 2015; Hane et al.
2017) verwendet.

LanrBo wurde ebenfalls mit bereits publizierten Markern (Fischer et al. 2015)
detektiert. Fur die Entwicklung eng gekoppelter Marker wurde das im
Projektzeitraum verdffentliche Genom von Lupinus angustifolius (Hane et al. 2017,
siehe 4.1.1.2) genutzt.

3.3 Erfassung der Platzfestigkeit der Mutantenlinien

3.3.1 Feldtests

Die Platzfestigkeit der Mutanten-Linien wurde zweiortig (Versuchsfeld Grof3
Lusewitz, konventionelle Bewirtschaftung & Zuchtstation Bocksee) tber 3 Jahre in
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Microplots mit einer Aussaatdichte von 100 keimfahigen Kornern je m? getestet.
Neben den 44 Mutanten-Linien wurden 20 Zuchtstamme der Saatzucht Steinach
GmbH und Co KG evaluiert. Auch hier erfolgte die Einteilung in eine frihe und spéate
Gruppe. Als platzfeste Standards dienten die australischen Sorten Tanijil, Unicrop
und Uniwhite, die Trager der bekannten Platzfestigkeitsgene lentus und tardus sind.
Als stark platzanfalliger Standard wurde die litauische Sorte VB Antaniani genutzt.
Die Bonitur erfolgte auf einer Skala von 1 bis 9, mit Note 1 bei weniger als 10 %
Pflanzen mit mindestens einer geplatzten Hilse zu einem Boniturzeitpunkt mit
maximalem Hiulsenplatzen des anfalligen Standards und Note 9 bei etwa 80 — 100

% Pflanzen mit geplatzten Hulsen pro Parzelle.
3.3.2 Molekulare Marker

Zur Charakterisierung der Prufglieder bezuglich der Gene lentus und tardus wurden
publizierte Selektionsmarker (Boersma et al. 2009; Li et al. 2010; Li et al. 2012)
eingesetzt.

3.4 Feldtests zur Ermittlung der Ertragsleistung

Zur exakten Ermittlung des Ertrages wurden die 44 Mutanten-Linien an drei Orten
(Versuchsfeld Grof3 Lisewitz — konventionelle bzw. 6kologische Bewirtschaftung;
Zuchtstation Bocksee) Uber drei Jahre mit jeweils 2 Wiederholungen in
Leistungsprifungen beurteilt. Parzellen mit 5 m? und einer Aussaatdichte von
100 Korn/m? dienten der Erfassung der Merkmale Wuchstyp, Homogenitat des
Wuchstyps, Bestandesdichte, Blihbeginn, Blihende, Gelbreife, Wuchshohe, Lager
und Kornertrag. Als Qualitatsmerkmale wurden das TKG und vom JKI, Institut far
Stresstoleranz und Resistenzforschung, der Protein- und Alkaloidgehalt erfasst
(siehe 3.5). Auf Basis des Kornertrages und des Proteingehaltes wurde der

Proteinertrag ermittelt.
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3.5 Inhaltsstoffbestimmungen

3.5.1 Probenvermahlung

Die standardmafige Vermahlung der Kdrner erfolgte in zwei Schritten. Die
Vorzerkleinerung der harten Lupinensamen mit der Schrotmihle SM3 der Fa.
Brabender und eine anschlieRende Vermahlung mit der Fallzahimihle der Fa.
Perten (Sieb 0,8 mm) garantierte die reproduzierbare Herstellung reprasentativer
Vollschrote.

3.5.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Analyse des Rohproteingehaltes (% in FM) erfolgte nasschemisch nach
Kjeldahl (1883).

3.5.3 Bestimmung des Alkaloidgehaltes und der -zusammensetzung

Der Alkaloidgehalt (pg/g FM) bzw. die -zusammensetzung wurden
gaschromatographisch nach Bermudez Torres et al. (2002) ermittelt, wobei
zunachst eine salzsaure Extraktion durchgefihrt wurde und anschlie3end nach pH-
Umstellung mit NaOH die Alkaloide aus dem Extrakt durch Festphasenextraktion
an Hydromatrix mit Dichlormethan isoliert wurden. Die Analysen der eingeengten
Proben erfolgten mit einem Gaschromatographen der Fa. Agilent tGber einen FID-
Detektor. Um eine Umrechnung auf Trockenmasse zu ermoglichen, wurden
zusatzlich die Feuchte jeder Probe im Schrot und einer Mischprobe fir die

Einzelkdrner im Feuchteabsolutbestimmer bei 130 °C bestimmt.

Parallel wurden Rohprotein- und Alkaloidgehalte in ganzen Kérnern, im Schrot und
im Einzelkorn mittels Nabhinfrarotspektroskopie (MPA Spektrometer Bruker)

analysiert.
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3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mittels Varianzanalyse und
einem angemessenen PostHoc-Test (Kruskal-Wallis-Test bzw. Dunnett-Test) in
dem Software-Paket R (R Core Team 2016).

Korrelationsanalysen sind nach der Methode nach Pearson durchgefiihrt worden.
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4 Ausfihrliche Darstellung und Diskussion der wichtigsten

Ergebnisse

4.1 Ertragsstabilitat

4.1.1 Anthraknose

4.1.1.1 Einschéatzung des Resistenzniveaus der Mutanten-Linien

Der Versuch wurde deshalb durchgefihrt, weil vor der Empfehlung neugeschaffene
Variabilitdt in Form von Mutantenlinien ztichterisch zu nutzen nicht nur die Prifung
deren Ertragspotenzials, sondern, entsprechend der Bedeutung der Krankheit, auch
deren Abschneiden im Hinblick auf Anthraknose geprift werden muss. Eine grof3e
Variabilitéat im hinblick auf die Befallstarke ist nicht zu unerwarten, da die bereits
bekannten Resistenzen durch einzelene, dominant vererbte Gene (LanrBo und
Lanr1) bedingt werden. Somit war es unwahrscheinlich, mittels EMS-Behandlung,
die rezessive Mutationen hervorruft, neue, Resistenz gegenuber Anthraknose

vermittelnde Allele zu generieren und zu identifizieren.
Die dreijahrigen Versuche sind wie folgt zusammenzufassen:

Die Ergebnisse zeigen eine fast vollstandige Befallsfreiheit der resistenten
Standards Bo7212 sowie Tanjil und dem fast vollstandigen Befall des anfélligen
Standards Arabella Uber die drei Jahre. Die Sorten Boruta, Probor und Boregine

wiesen einen moderaten Anthraknose-Befall auf.
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Abb. 2 Mittlerer Anthraknosebefall der Mutanten-Linien, A: friithe Gruppe, B: spéate Gruppe

Innerhalb der Mutanten-Linien gibt es, wie erwartet, wenig Variabilitdt im Hinblick
auf die Anthraknose-Anfalligkeit, die Unterschiede konnen wohl eher auf

Umwelteffekten zuriickzufiihren sein.

4.1.1.2 Selektionsmarker fur LanrBo

Mit Hilfe neuer genomischer Ressourcen (Yang et al. 2013, Hane et al. 2017)

wurden eng gekoppelte Marker fir LanrBo identifiziert.

Mit Hilfe neuer genomischer Ressourcen (Yang et al. 2013, Hane et al. 2017)
wurden eng gekoppelte Marker fir LanrBo identifiziert.

Auf der Basis bereits kartierter Ankermarker (Fischer et al. 2015) wurde auf dem
Chromosom NLL-11 eine Region von 6,6 Mbp bis 10,8 Mbp definiert, in der LanrBo
lokalisiert ist. Fur die Entwicklung spezifischer Marker wurden Sequenzen genutzt,
die SNPs enthalten und aus einem MACE-Experiment hervorgegangen sind. Hier
wurden differenziell exprimierte Sequenzen generiert, auf Sequenzunterschiede hin
untersucht und mit dem Lupinengenom (www.lupinexpress.de, Hane et al. 2017)
abgeglichen. Es wurden solche SNPs verwendet, die im definierten Bereich auf
NLL-11 lokalisiert waren. Dabei konnte eine Markerklammer identifiziert werden, die
beidseitig jeweils in einem Abstand zum Resistenzlocus LanrBo von etwa 1 cM
kartiert. Diese im Rahmen der Projektarbeiten entwickelten Marker ermoglichen
somit eine sichere markergestitzte Selektion auf die Anwesenheit von LanrBo in

der praktischen Lupinenziichtung.
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4.1.1.3 Allelietests von LanrBo und Lanr1

Zur Frage, ob die Gene LanrBo und Lanr1 denselben Genort oder unabhangige
Loci reprasentieren, wurden Alleliekreuzungen der betreffenden Resistenztrager
(Bo7212 x Tanijil) durchgefiuihrt. Insgesamt wurden N= 283 F2-Nachkommen im
Gewaéchshausresistenztest untersucht. Die beobachtete Aufspaltung in 262
Resistente und 21 Anfallige ist mit einem Verhaltnis von 15:1 vereinbar (y? 15:1=0,66)

und lasst auf eine unabhangige Vererbung von LanrBo und Lanr1 schliel3en.

Die Selektionsmarker wurden fir ein gezieltes Einkreuzen der Resistenzgene
LanrBo und Lanr1 in aktuelles Zuchtmaterial und in die ertragsstarksten Mutanten-
Linien sowie zur Pyramidisierung beider Gene eingesetzt (siehe Abschlussbericht
des Projektpartners Saatzucht Steinach GmbH und Co KG).

4.1.1.4 Genetische Analyse und Nachkommenschaftstests von spaltenden

Populationen der Gelben Lupine

Die genetische Analyse einer Anthraknoseresistenz in der Gelben Lupine,
identifiziert in der Sorte 'Taper' in einem Vorgangerprojekt, erfolgte anhand

spaltender F2-Populationen (Tab. 1).

Tab. 1 Genetische Analyse spaltender Populationen der Gelben Lupine

Population  Mutter Vater N Individuen N resistent N anfallig y? 3.

G1118/2 Taper Amulett 77 52 20 0,296

G4118/3 Taper Amulett 129 97 32 0,003

Die Phéanotypisierung der F2-Populationen erfolgte in einem Gewéachshaus-
resistenztest (Ruge-Wehling et al. 2009). Die nachgewiesene 3:1-Auspaltung in

Resistente und Anféllige lasst auf einen monogen-dominanten Erbgang schliel3en.

Zur Verifizierung der F2-Phanotypisierung wurden sowohl fir die Familie G1118/2
als auch fur G4118/3 F3-Nachkommenschaftstests, diesmal unter
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Feldbedingungen, durchgefthrt. Aus der Familie G1118/2 wurden 39 F3-
Nachkommenschaften getestet, wobei bei 35 der Nachkommenschaften das
Ergebnis aus dem F2-Gewéachshausresistenztest bestatigt wurde und vier der F3-
Nachkommenschaften abweichend zum Gewachshaustest unter Feldbedingungen
als anfallig eingestuft wurden. Die Abweichung von Gewachshaus vs Feldtest kann

zum grofRen Teil mit den unterschiedlichen Umweltbedingungen erklart werden.

Fur die Familie G4118/3 wurden insgesamt 68 F3-Nachkommenschaften
untersucht. Fur 63 Nachkommenschaften konnte der Resistenzphénotyp unter
Feldbedingungen bestatigt werden, funf der Nachkommenschaften zeigten ein
abweichendes Ergebnis. In dieser Familie wurden 36 von 53 resistenten F3enn als
Nachkommenschaften von heterozygot resistenten F2-Pflanzen identifiziert. 15 F3-

Nachkommenschaften bestétigten einen anfélligen F2-Phanotyp.

4.1.2 Platzfestigkeit

Die Verrechnung dreijahriger Daten von jeweils 2 Orten ermoglichte die
Identifizierung von 10 Mutanten-Linien sowie 14 Zuchtstammen, die eine signifikant
geringere mittlere Platzanfalligkeit aufwiesen als der anfallige Standard 'VB
Antaniani' (Abb. 3, Abb. 4, hellgrau hinterlegt). Die Sorte VB Antaniani wies
erwartungsgemal eine hohe Platzanfalligkeit auf, die platzfesten Standards Tanijil,
Uniwhite sowie Unicrop, Trager der rezesssiven Platzfestigkeitsgene lentus und

tardus, verhielten sich erwartungsgemaf nicht platzend.

Das hohe Niveau der Platzfestigkeit der Zuchtstdmme der SZS ist das Ergebnis
bereits intensiv betriebener Einkreuzungen von platzfesten Sorten mit
anschlieBender Selektion auf Platzfestigkeit. Dies konnte durch Markeranalysen der

betreffenden Gene bestétigt werden (siehe unten).

Mit Hilfe der publizierten Selektionsmarker fir lentus und tardus wurden die
Prufglieder und auch die Zuchtstamme auf Vorhandensein dieser Gene
getestet(Tab. 2 und Tab. 3 . Erwartungsgemald weisen Mutanten-Linien, die auf
Boruta zurtckzufiihren sind, die betreffenden Allele, wie ihr Donor, nicht auf

wogegen M-Linien, die aus Probor (positiv fur lentus und tardus) entwickelt wurden,
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beide Allele zeigten. Die untersuchten Zuchtstdmme sind durch vorangegangene

Zichtungsaktivitaten haufiger mit diesen Genen ausgestattet.

Die Selektionsmarker sind wahrend der Projektlaufzeit zum gezielten Einkreuzen
der Gene lentus und tardus in aktuelles Zuchtmaterial und in die ertragsstarksten
Mutanten-Linien effizient eingesetzt worden (siehe Abschlussbericht des
Projektpartners Saatzucht Steinach GmbH und Co KG).
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Abb. 3 Mittlere Platzfestigkeit der Mutanten-Linien (blau), Zuchtstdmme (orange) und
Standards (grun), Frihe Gruppe, Mittelwerte tber 3 Jahre und 2 Standorte, hellgraue

Markierung: signifikant platzfester als VB Antaniani.
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Abb. 4 Mittlere Platzfestigkeit der Mutanten-Linien (blau und lila), Zuchtstamme (orange)
und Standards (griin), Spate Gruppe, Mittelwerte Uber 3 Jahre und 2 Standorte hellgraue

Markierung: signifikant platzfester als VB Antaniani.
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Tab. 2 Charakterisierung der Prifglieder Tab. 3 Charakterisierung der Prufglieder

hinsichtlich der Platzfestigkeitsgene hinsichtlich der Platzfestigkeitsgene
tardus und lentus, Frihe Gruppe tardus und lentus, Spate Gruppe
Priifglied tardus lentus Priifglied tardus lentus
Al B1 *
A2 B2
A3 B3 *
A4 B4
A5 B5
A6
B6
A7
A8 B7
A9 B8
Al10 B9
All B10 *
Al2 B11l
Al3 B12 *
Al4 B16 * v v
A5 B17 * v v
Al16 B18 v v
AL7 i y y
Al8 B20 * v v
Al9 —oil
A20
A21 * v v B22
A22 B23 v v
A23 v B24 * v
A24 v v B25 * v
A25* v v B26 * v
A26 * v B27 * v
A27 * v B28 * v
A29 * v B30 * y
A30 v v
B31 * v
A3l v v
A32 v B2 v
VB Antaniani VB Antaniani
Unicrop v v Unicrop v v
Uniwhite v Uniwhite
Tanjil v v Tanijil v v
Boregine v Boregine v
Boruta Boruta
Probor v v Probor y y

P127255 PI27255




4.2 Ertragsleistung

4.2.1 Kornertrag, Proteingehalt und Proteinertrag

Die Ertragsleistung der Mutanten-Linien wurde Uber drei Jahre an drei divergenten

Standorten (= 9 Umwelten) in zwei Wiederholungen ermittelt.

Am Prifort Grol3 Lusewitz waren die Kornertrage der Mutanten-Linien bei
konventionellem Anbau mit im Durchschnitt 42,5 dt/ha (frihe Gruppe) bzw. 39,6
dt/ha (spate Gruppe) im Vergleich zu den anderen Priforten hoch (Tab. 4, Tab. 5).
Dies ist auf die hohe Bodenqualitat mit 40/47 Bodenpunkten (BP) sowie die
durchgefuhrten  PflanzenschutzmafBnahmen  (Vorauflaufherbizid, Insektizid
wahrend der Vegetation) zurickzufuihren. Das Ertragsniveau in Grof3 Lusewitz lag
bei 6kologischem Anbau etwa 30 % unter jenem bei konventionellem Anbau. Auf
dem Magerstandort Bocksee mit 18 — 20 Bodenpunkten lag der mittlere Kornertrag
bei 15,1 dt/ha in der frihen und 16,3 dt/ha in der spaten Gruppe.

Auf allen drei Standorten konnten Linien identifiziert werden, die im Jahresmittel
einen signifikant hoheren Kornertrag erbrachten als die Ausgangssorte Boruta,
wenngleich die Ertrage dieser Linien nicht an die Kornertrage der Standardsorte
Boregine heranreichten. Gemittelt Gber 9 Umwelten (3 Versuchsjahre x 3
Standorte), lagen die besten Mutanten-Linien im Durchschnitt jedoch nur 10 % unter
dem Kornertrag von Boregine. Hervorzuheben ist hier, dass einzelne Linien bei
Betrachtung der drei Jahre nur fir den Standort Bocksee (Magerstandort) héhere

Kornertrage erzielten als die Sorte Boregine.

Betrachtet man den Proteingehalt, so wird auch hier deutlich, dass auf den drei
Standorten Linien identifiziert werden konnten, die im Vergleich zu ihrer
Ausgangssorte einen hoheren Proteingehalt aufweisen. Im spaten Versuch zeigten
sogar einige Linien (mit Probor als Ausgangssorte) einen héheren Proteingehalt als

die ohnehin schon proteinreiche Ausgangssorte Probor.
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Im Proteinertrag erbrachte ein Teil der Mutanten-Linien im Mittel signifikant hohere

Ergebnisse im Vergleich zur Ausgangssorte Boruta und lag nur knapp unter den

Proteinertragen von Boregine.

Tab. 4 Mittelwerte des Kornertrags, Proteingehalts und des Proteinertrags tber 3 Jahre,
Versuch Frihe Gruppe

Umwelt Kornertrag Proteingehalt Proteinertrag
(dt/ha) (%) (dt/ha)
GL konv Min. 33.1 28.8 9.2
BPA0-47  ian®M ax, 51.1 33.0 15.2
Mittel 42.5 30.2 12.5
Boruta 43.7 30.6 13.1
Probor 52.4 31.9 16.3
Boregine 57.1 28.6 15.9
GL 6ko Min. 20.5 24.8 5.5
BP40-47 mr‘:ite""r?te”' Max. 36.4 305 9.8
Mittel 29.6 26.8 7.8
Boruta 29.6 25.7 7.4
Probor 35.1 29.8 10.2
Boregine 41.5 27.8 11.2
Bocksee Min. 10.3 24.6 2.4
BP18-20 E’i'ﬁite"":te”' Max. 18.7 28.5 7.6
Mittel 15.1 26.4 4.1
Boruta 154 26.2 3.9
Probor 17.6 28.5 5.2
Boregine 18.2 26.5 6.0
gesamt Min. 214 26.1 5.8
vtanten- Ma 35.4 29.3 10.0
Mittel 29.1 27.6 8.0
Boruta 29.6 27.5 8.2
Probor 35.0 30.0 10.5
Boregine 38.9 27.6 10.7
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Tab. 5 Mittelwerte des Kornertrags, Proteingehalts und des Proteinertrags tber 3 Jahre,
Versuch Spéte Gruppe

Kornertrag Proteingehalt Proteinertrag

Umwelt (dt/ha) (%) (dt/ha)
GL konv Min. 30.3 28.8 9.6
BP40-47 mr‘:it:r?te”' Max. 46.6 34.7 147
Mittel 39.6 31.6 12.1
Boruta 36.3 29.5 104
Probor 47.7 32.8 15.1
Boregine 53.2 28.9 14.9
GL 6ko Min. 18.7 26.1 55
BPA0-47  ian®M ax, 35.4 32.3 10.6
Mittel 29.5 28.8 8.2
Boruta 30.6 26.2 7.7
Probor 40 30.2 11.7
Boregine 39 26.0 9.8
Bocksee Min. 11.1 25.2 2.7
BP18-20 mr‘:ite""r?te”' Max. 223 327 6.2
Mittel 16.3 29.4 4.6
Boruta 17.9 28.6 4.9
Probor 17.7 29.8 6.6
Boregine 17.8 27.9 5.5
gesamt Min. 20.8 26.9 6.2
m;‘itg‘rr]“e”' Max 32.9 327 10.0
Mittel 28.4 29.9 8.4
Boruta 28.3 28.1 7.7
Probor 35.2 30.9 10.7
Boregine 36.7 27.6 9.9

Die Varianzanalyse der Merkmale beider Gruppen ergab signifikante Ortseffekte.
Mit Ausnahme des Merkmals Lager bei Reife wiesen die Merkmale auch signifikante
Genotypeffekte auf (Tab. 6, Tab. 7). Zusatzlich wurden signifikante Genotyp x Ort-
Interaktionen nachgewiesen. Die Heritabilitaten fielen mit Ausnahme fir das

Merkmal Lager bei Reife alle sehr hoch aus.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Selektionsentscheidung zur
Verbesserung der im Rahmen dieser Leistungsprufungen untersuchten Merkmale
vorrangig auf der Basis von mehrortigen Prufungen erfolgen sollte und bestatigen
damit eine allgemeine zlchterische Regel. Hohe Heritabilitdten und die durch die
signifikanten Genotypeneffekte nachgewiesene hohe genotypische Varianz

belegen, dass innerhalb des Mutanten-Sortiments die Voraussetzungen fir die
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Selektion leistungsstarker Linien und somit fir das Erreichen von Zuchtfortschritt

gegeben sind.

Tab. 6 Varianzanalyse und Heritabilitaten, Frihe Gruppe

Genotyp- Orts- G x O- h2
effekte effekte Interaktionen
Kornertrag *x *x *x 0.94
Gelbreife o o * 0.92
TKG o o * 0.95
Wuchshohe o o * 0.91
Bluhbeginn i i *x 0.95
Bliihende i i * 0.96
Alkaloid pg/g *x *x *x 0.87
Prot_TM o o * 0.90
Proteinertrag *x *x *x 0.94
Lager b. Reife *x *x 0.00
Tab. 7 Varianzanalyse und Heritabilitaten, Spate Gruppe
Genotyp- Orts- G x O- h2
effekte effekte Interaktionen

Kornertrag o * * 0.94
Gelbreife o * * 0.92
TKG ** ** *% 097
Wuchshohe o * 0.88
Blihbeginn hid * * 0.98
Bliihende o * * 0.94
Alkaloid pg/g o * * 0.92
Prot TM o * (+) 0.92
Proteinertrag o * * 0.92
Lager b. Reife o i 0.14

4.2.2 Merkmalskorrelationen

Korrelationsanalysen (Tab. 8, Tab. 9) der erfassten Merkmale kénnen zur Ableitung
zuchterischer und pflanzenbaulicher Empfehlungen genutzt werden.

In beiden Gruppen wurde eine hoch signifikante positive Korrelation zwischen der
Bestandesdichte und dem Kornertrag festgestellt. Dies zeigt, dass Lupinen bei einer
reduzierten Bestandesdichte im Lauf der Vegetationsperiode nur eingeschrénkt in
der Lage sind, dies auszugleichen. Starke Konkurrenz durch Unkraut fihrt

anschlieBend zu EinbufRen im Kornertrag. Zur Ausschopfung des vorhandenen
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Kornertragspotenzials muss demnach dem Erreichen der optimalen

Bestandesdichte pflanzenbaulich eine hohe Wertigkeit beigemessen werden.

Bei einer erwarteten engen, signifikant positiven Korrelation zwischen Kornertrag
und Proteinertrag wurde eine unerwartete, schwach positive, indes unterhalb des
Signifikanzlevels liegende Korrelation zwischen Kornertrag und Proteingehalt

ermittelt.

Tab. 8 Merkmalskorrelationen, Friihe Gruppe

% q(]_) = = o
o) o ) @ D = o v S @ 2
S 5§ % 3 8 5 F %3 gz g
= foa) 3 o
m o) N X e e
g ; S < o o
Bluh-
X 1
beginn
Blih- 0.74 1
ende *E
Bestandes-
dichte -0.13 0.04 1
Wuchs- 0.50
héhe 0.08 . 0.25 1
Lagerbei ;11 008 000 006 1
Reife

Gelbreife -0.01 -0.07 -0.09 0.25 0.20 1

Kom-— 545 037 %% 001 015 012 1

ertrag

TKG ~ -008 -005 034 035 018 022 030

Alkaloid-  -0.38 -0.50 0.42 054 0.48

venat o0 %0 016 036 %P2 014 O9F O 4

Protein- -0.50 -0.54 1> n09 018 049 039 015 025 1
gehalt

Protein-  -0.54 -0.47 0.64 0.97 045 054 0.59
g et OFTO8% 001 010 021 [G3T O 024 038 4
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Tab. 9 Merkmalskorrelationen, Spéte Gruppe

9 ) —
= = < = >
E s 2 £ & o B s 2 £
g & $§ & 3z £ §5 ¢ 28 2 ¢
E 5 8 § 5 © £ F = © @
2 =& & 2 & o g g ¢ B
é ks e o o
Bluh-
) 1
beginn
Bluh- 0.79 1
ende *E
Bestandes-
dichte -0.08 -0.15 1
Wuchs- 0.58 0.40 0.49 1
hohe *%% * *
Lagerbei 4, 018 031 022 1
Reife

Gelbreife 0,;9*5 0.23 -0.06 0;33 0.11 1

Ko 515 -000 %82 036 018 -015 1
ertrag
0.56 0.68 0.69
TKG 26 018 031 988 011 089 o3 g
Alkaloid- 5 5 919 045 081" 40 024 039 037 1
gehalt * =
Profein- 508 -0.38 023 020 017 030 005 -0.12 010 1
gehalt
ngttr‘;'g' 016 -0.20 98Y 033 021 004 924 023 037 037 1

4.2.3 Wertvolle Mutanten-Linien

Aus den Prifungen zur Ertragsstabilitat und Ertragsleistung sind einige Linien
hervorgegangen, die aufgrund ihres homogenen Wuchstyps, eines hohen
Kornertrags, eines hohen Proteinertrags bei gleichzeitig niedrigem Alkaloidgehalt
und hoher Platzfestigkeit als wertvolle Prebreeding-Linien fungieren kdnnen. Diese

21 Linien sind in Tab. 10 zusammengefasst.
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Tab. 10 Mutantenlinien als potenziell wertvolles Prebreeding-Material

B7 B10 B4 B22 B16 B19

B8 B3

B5

A4 Al15 A3 Al18 A5 Al19 Al7 Al2 A7 B6 Bll B9
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1000l Q = b b x
xeniog, 2 + gy + : <
pa
xeniog, 2 + ¥ + - «
Q B + - <
enlog, + + I =, <
emniog,| =2 + AL + o “ =
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-
einiog, | 2 T 4 T 4, 3 x
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einiog, H i H “ <
-
eimniog, 2 T n T - - =
o] + d - —
xeniog, T + + = <
einiog ° + . + - X
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- —
eliniog, 2 + =, ' = <
1 1
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einiog, 2 + + + = =N x
1
- —
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Legende zu Tab.. 10

++ signifikant besser als Donor
+ besser als Donor
signifikant geringer /friher als Donor
- geringer /fruher als Donor
X X signifikant besser als platzender Standard

X besser als platzender Standard
hb hoch angesetzt verzweigt

zb nicht verzweigt

11 signifikant besser als Boregine
1 besser als Boregine

Hervorzuheben ist unter anderem die Linie A4 mit signifikant hdherem Kornertrag,
Proteingehalt und Proteinertrag sowie signifikant niedrigerem Alkaloidgehalt im
Vergleich zu ihrer Ausgangssorte ("Donor") Boruta. Zusatzlich zeichnete sich diese
Linie durch eine gute Platzfestigkeit und einen signifikant hoheren Proteingehalt
sowie durch einen signifikant niedrigeren Alkaloidgehalt im Vergleich zu Boregine

aus.

Weiterhin wiesen die Linien B6 und B11 signifikant hohere Kornertrage,
Proteingehalte und -ertrdge im Vergleich zur Ausgangssorte auf, sowie eine gute

Platzfestigkeit.

Des Weiteren hervorzuheben sind die Linien B16 und B19, die auf Probor als Donor
zurickgehen und einen signifikant hoheren Proteingehalt als die ohnehin schon

proteinreiche Sorte Probor aufweisen.

Die Linien A12 und A17 zeichnen sich durch ihre Frihzeitigkeit aus, die dazu fuhrte,

dass sie signifikant friiher gelbreif waren als Boregine.

Die multiple Merkmalsverbesserung dieser Linien bildet eine wertvolle Grundlage
fur die Entwicklung neuer, ertragsstarker und ertragsstabiler Sorten.

4.3 Variationsbreite von Genbankmaterial

Zur Bestimmung der Variationsbreiten des Rohprotein- und Alkaloidgehaltes in
genetischen Ressourcen wurden 229 Genbankakzessionen beziglich dieser
Qualitatsparameter charakterisiert. Zusatzlich wurde die Alkaloidzusammensetzung

erfasst.
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4.3.1 Alkaloidgehalt

Zwei der untersuchten Genbankakzessionen sind keine Blauen Lupinen, sondern
wurden als Lupinus luteus bzw. Lupinus cosentinii beschrieben. Von den
verbleibenden 227 Akzessionen sind 29 den SuBlupinen bis zu einem

Gesamtalkaloidgehalt von 5000 pg/g TM zuzuordnen (Abb. 5).

Gesamt-Alkaloide

E— Quantile Statistische KenngroBen
o e | S | 100.0 % Maximum 3978156  Mittelwert 19601.075
99.5 % 39193.252 Std.-Abw. 8502.2881
97.5% 31854.84  Std.-Fehler Mittelwert ~ 564.31668
90.0 % 281419  95% Kl oben Mittelwert ~ 20713.07
75.0 % Quartil 24884.16 95% Kl unten Mittelwert 18489.08
50.0 % Median 214578 N 227
25.0% Quartil 18128.85
10.0 % 2365.608
25% 514.018
S 6 6 6 6 o5 oo oo 0.5 % - 216.8136
(000 \QQQ \%@ 'LQQQ q(/,)QQ %QQQ %%QQ @QQ 00%  Minimum 191.51

Abb. 5 Verteilung der Alkaloide 2015 und 2016

Davon befanden sich 7 im Anbau 2015 und 22 im Anbau 2016 (Abb. 6, Abb. 7). In
den Abbildungen sind die Verteilungen der Alkaloidgehalte aus beiden Jahren
gezeigt. Obwohl der Mittelwert des Alkaloidgehaltes aller untersuchten Akzessionen
aus 2016 mit 1.75 % der TM niedriger lag als im Jahr 2015, war die Variationsbreite

hier deutlich groR3er.
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Alkaloide [mg/g]

— Quantile Statistische KenngroBen
L XY | < | 100.0 % Maximum 3438436 Mittelwert 22185.913
99.5 % 34384.36  Std.-Abw. 7257.1381
97.5 % 32450.69725  Std.-Fehler Mittelwert ~ 725.71381
90.0 % 30424.217  95% Kl oben Mittelwert 23625.886
75.0 % Quartil 26315.6275  95% Kl unten Mittelwert 20745.939
50.0%  Median 2356279 N 100
25.0 % Quartil 19017.53
10.0 % 15720.11
2.5 % 632.767
O & & & & & & & & 05 % - 403.47
S \QQQ \%QQ ’L@Q 'ﬁ"QQ %QQQ ’))%QQ D‘QQQ 0.0%  Minimum 403.47
Abb. 6 Verteilung der Alkaloide 2015
Alkaloide [pug/g]
— Quantile Statistische KenngréBBen
o) 100.0% Maximum 3978156  Mittelwert 17565.77
99.5 % 39781.56  Std.-Abw. 8877.0799
97.5 % 29200.034 Std.-Fehler Mittelwert ~ 787.71346
90.0 % 25966.894  95% Kl oben Mittelwert 19124.632
75.0 % Quartil 22848.72 95% Kl unten Mittelwert 16006.908
50.0%  Median 20337.06 N 127
25.0 % Quartil 14732.42
10.0 % 1271.63
25 % 400.466
O & & & & & & & & 0.5 % - 19151
&> \Q@ \%@ q/QQQ qf’QQ %QQQ ";)QQ @QQ 00%  Minimum 191.51

Abb. 7 Verteilung der Alkaloide 2016

Der analysierte Maximalgehalt betrug nahezu 4 % der TM und der gemessene
Minimalwert von unter 0.02 % der TM lag im empfohlenen Bereich flir eine
Verwertung in Nahrungsmitteln. Fir die Zichtung neuer Sorten kann ein
unterschiedliches Spektrum an gefundenen Einzelalkaloiden ein Hinweis auf
genetische Variabilitdt sein. Daher wurde der Anteil der Einzelalkaloide in der

Gesamtsumme ausgewertet.
4.3.2 Alkaloidzusammensetzung

Die in Blauen Lupinen am haufigsten gefundenen Alkaloide sind Lupanin, 13-
Hydroxylupanin, Angustifolin und Isolupanin. Daneben gibt es noch eine Reihe
weiterer Alkaloide, die haufig nur in Spuren vorkommen. Lupanin wurde im Mittel
mit einem Anteil von 36 % an den Gesamtalkaloiden bestimmt. Der minimal
gefundene Anteil lag bei 0.5 % und der maximale Anteil bei 69 % (Abb. 8).
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Lupanin %

Quantile

100.0 % Maximum
99.5 %

97.5 %

90.0 %

75.0 % Quartil
50.0 % Median
25.0 % Quartil
10.0 %

2.5 %

0.5 %

0.0 % Minimum

69.18
68.3302
60.572
55.03
4723
39.98
27.68
10.776
1.307
0.548
0.52

Statistische KenngréBen

Mittelwert 36.212599
Std.-Abw. 16.257135
Std.-Fehler Mittelwert 1.079024
95% Kl oben Mittelwert 38.338833
95% Kl unten Mittelwert 34.086365
N 227

Abb. 8 Verteilung des relativen Anteils von Lupanin in den Alkaloiden

Fur 13-Hydroxylupanin liegt der Mittelwert bei nahezu 44 % und die dazugehorigen
Minimal- und Maximalwerte bei 22 % bzw. 73 % (Abb. 9).

13 OH-Lupanin %
Quantile

—] [ — 100.0% Maximum
99.5 %
97.5 %
90.0 %
75.0 % Quartil
50.0 % Median
25.0 % Quartil
10.0 %
2.5 %
0.5 %
P o ® X @ o S 0.0 % Minimum

73.54
73.5036
69.919
64.8
52.61
40.4
34.89
28.504
24.982
22.3244
2212

Statistische KenngroBen

Mittelwert 43.904273
Std.-Abw. 12.771749
Std.-Fehler Mittelwert ~ 0.8476908
95% Kl oben Mittelwert 45.574662
95% Kl unten Mittelwert 42.233885
N 227

Abb. 9 Verteilung des relativen Anteils von 13-Hydroxylupanin in den Alkaloiden

Das vorwiegend in Blauen Lupinen vorhandene Angustifolin hat mit ca. 17 % einen

deutlich geringeren mittleren Anteil. Aber

auch hier

wurde eine hohe

Variationsbreite im Anteil von minimal 1 % und maximal 37 % beobachtet (Abb. 10).
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Angustifolin %

— Quantile Statistische KenngréB3en
& +—{ ¢ F—Twe, 100.0 % Maximum 367 Mittelwert 16.69511
99.5 % 35.9342 Std.-Abw. 5.6146332
97.5 % 2885  Std.-Fehler Mittelwert  0.3726563
90.0 % 23.676 95% Kl oben Mittelwert 17.429435
75.0 % Quartil 19.35 95% Kl unten Mittelwert 15.960785
50.0 % Median 16.85 N 227
25.0 % Quartil 13.86
10.0 % 11.686
25% 1.843
0.5% 1.2454
© © N 00%  Minimum 1.23

Abb. 10 Verteilung des relativen Anteils von Angustifolin in den Alkaloiden

Isolupanin, ein Alkaloid, das in nahezu allen Lupinenarten vorhanden ist, wurde mit
einem niedrigen Anteil von durchschnittlich 1.2 % ermittelt. Maximal war es in einer

Akzession mit 5 % des Gesamtalkaloidgehaltes zu beobachten (nicht dargestellt).
4.3.3 Proteingehalt

Der mittlere Protein-Gehalt der 227 Genbankakzessionen von Blauen Lupinen
betrug in den beiden Anbaujahren 31.8 % TM. Die Variationsbreite lag zwischen

minimal 23.6 und maximal 38.8 % der Trockenmasse (Abb. 11).

Protein [%]

—_— Quantile Statistische KenngroBBen
—1 <3 }+— 100.0% Maximum 3881  Mittelwert 31.801674
99.5 % 387778  Std.-Abw. 3.3333178
97.5% 37.925  Std.-Fehler Mittelwert  0.2212401
90.0 % 36.074  95% Kl oben Mittelwert 32.237631
75.0 % Quartil 34.35 95% Kl unten Mittelwert 31.365717
500%  Median 3209 N 227
25.0 % Quartil 29.04
10.0 % 27.13
r . 25% 25394
05% 23.66
> P Y » 5 3 00%  Minimum 23.59

Abb. 11 Verteilung des Protein-Gehaltes der gesamten Genbank-Akzessionen

Im Anbaujahr 2015 war der durchschnittliche Proteingehalt um einen Prozentpunkt
hoher als 2016 (Abb. 12, Abb. 13). Andererseits war 2016 neben den niedrigeren

Minimalwerten auch der Wertebereich vergrof3ert.

Werden die Akzessionen mit niedrigem Alkaloidgehalt hervorgehoben (Abb. 11,
schraffiert dargestellt), so wird nahezu die ganze Variationsbreite im Proteingehalt

abgedeckt.
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Protein [%]

Quantile Statistische KenngréBen
100.0 % Maximum 3881  Mittelwert 32.354
99.5 % 3881  Std.-Abw. 2917117
97.5 % 38.56425 Std.-Fehler Mittelwert ~ 0.2917117
90.0 % 36.061  95% Kl oben Mittelwert 32.932819
75.0 % Quartil 34585 95% Kl unten Mittelwert 31.775181
500%  Median 32395 N 100
25.0 % Quartil 29.9475
10.0 % 28.517
25% 26.57675
0.5 % 26.14

02 @ » » G > 0.0%  Minimum 26.14

Abb. 12 Protein-Verteilung 2015
Protein [%]
e — Quantile Statistische KenngroBen

] J — 1000 % Maximum 3821 Mittelwert 31366772
99.5 % 3821  Std.-Abw. 3.5791648
97.5% 37.678  Std.-Fehler Mittelwert ~ 0.3175995
90.0 % 3623 95% Kl oben Mittelwert 31.995292
75.0 % Quartil 3424 95% Kl unten Mittelwert 30.738252
50.0%  Median 3192 N 127
250 % Quartil 28.45
10.0 % 26.51
2.5% 24.512
0.5 % 23.59

ORI . £ 00%  Minimum 23.59

Abb. 13 Protein-Verteilung 2016

Aus zlchterischer Sicht - hoher Protein-Gehalt (=33 % TM) bei gleichzeitig
niedrigem Alkaloidgehalt (0.2 % TM) - konnten 10 interessante Akzessionen (blau
markiert) identifiziert werden (Abb. 14).
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Abb. 14 Diagramm Gesamtalkaloide - Protein

Insgesamt wurden 227 Akzessionen an Blauen Lupinen auf Protein- und
Alkaloidgehalt untersucht. Von diesem Genbankmaterial konnten 12 Akzessionen
mit einem Alkaloidgehalt von <0.1 % TM bzw. 29 Akzessionen mit einem
Alkaloidgehalt von <0.5 % TM gefunden werden. Im gleichen Material wurden 5
Akzessionen mit einem Proteingehalt von >38 % TM bzw. 24 mit einem
Proteingehalt von >36 % TM bestimmt.

Neben der nasschemischen Analyse des Rohprotein- bzw. Alkaloidgehaltes wurden
fur alle unvermahlenen Kornproben, standardmafig vermahlenen Schrotproben
und ausgewahlten Einzelkornproben NIR-Spektren (700-2500 nm) mittels
Reflexions- bzw. Transflexionsmessungen aufgenommen. Damit sollte Uberpriift
werden, inwieweit die NIR-Spektroskopie zur quantitativen Bestimmung des
Protein- und Alkaloidgehaltes in Lupinen geeignet ist. Da fUr zlichtungsrelevante
Arbeiten besonders auch die Einzelkornanalyse von Interesse ist, wurden zusatzlich
insgesamt 860 Einzelkérner aus 38 Genbankakzessionen nasschemisch exakt

beziglich Protein- bzw. Alkaloidgehalt charakterisiert.
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4.3.4 Genetische Variabilitat von Genbankakzessionen beztiglich Rohprotein und

Alkaloidgehalt bzw. -zusammensetzung

Fur eine Verwertung von Lupinen im Feed- und Food-Bereich werden Grenzwerte
im Gesamtalkaloid-Gehalt von maximal 500 bzw. 200 pg/g (0.05 bzw. 0.02 %)
angestrebt. Das hier untersuchte Genbankmaterial kann aber immer wieder ein oder
sogar mehrere Fremdkorner enthalten, die von einem bitteren Genotyp stammen.
Das haben ausgewéhlte Einzelkornanalysen von verschiedenen Akzessionen
gezeigt. Die hier ermittelten Alkaloidgehalte sind aus einer gemahlenen Mischprobe
der einzelnen Akzessionen bestimmt worden. Die Einordnung als Suf3lupine wurde
daher bis zu einen Gesamtgehalt von 5000 pg/g (0.5 %) erweitert. In der Tab. 11
sind die Anzahl von Akzessionen bis zum genannten Alkaloidgehalt gezeigt.

Tab. 11 Verteilung der Gesamt-Alkaloidgehalte innerhalb der Genbankakzessionen

Alkaloidgehalt in pg/g TM < |  Anzahl Akzessionen
1000 12
2000 21
3000 27
4000 28
5000 29

Unterschiede in der Zusammensetzung der Alkaloide sind im Allgemeinen
genetisch bedingt. Daher sind Abweichungen in der Zusammensetzung von denen
der aktuell zugelassenen Sorten zur Erweiterung der genetischen Diversitat
besonders interessant. Die drei Alkaloide Lupanin, 13-Hydroxylupanin und
Angustifolin bestimmen in der Summe nahezu den Gesamtgehalt. Bei einer
vorgenommenen Hauptkomponentenanalyse sollte bei einer voneinander
unabhangigen Synthese der Alkaloide ein Winkel von 120° zwischen den einzelnen
Komponenten erwartet werden. Es zeigt sich aber, dass ein héherer Lupaninanteil
an den Gesamtalkaloiden gleichzeitig zu geringeren Anteilen an 13-Hydroxylupanin

und Angustifolin fihrt und dass hohere Angustifolin-Anteile haufig auch mit hohen
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13-Hydroxylupanin Anteilen korreliert sind (Abb. 15). So sind die in der Abbildung
rot markierten Akzessionen durch hohe Anteile an Angustifolin charakterisiert,
wahrend die grin markierten Akzessionen hohe Anteile an 13-Hydoxylupanin
aufweisen.

Gemeinsame Schnittmengen sind durch hohe Anteile beider Alkaloide

gekennzeichnet.

Komponente 2 (16.1 %)

4 3 2 a4 0 1 2 31 4
Komponente 1 (83.5 %)

Abb. 15 Hauptkomponentenanalyse der Alkaloide

Blau markierte Akzessionen bedeuten hohe Anteile an Lupanin und blaugrau
markierte geringe Angustifolin-Anteile. Auch hier sind Uberschneidungen beider
Kreise zu finden. Dies kann an Beispielen der Gaschromatogramme einzelner
Akzessionen gezeigt werden (Abb. 16, Abb. 17).
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Lupanin

13 OH-Lupanin

= Caffeine -ISTD
b ANgustifolin
Isolupanin

L . ‘

4 8 12 min

Abb. 16 Chromatogramm einer Akzession mit sehr hohen Anteilen an Lupanin oben (Nr.
77) und andererseits sehr hohen Anteilen an Angustifolin und 13-Hydroxylupanin unten
(Nr. 94)

Der Ubersichtlichkeit halber, sind die Bezeichnungen der Alkaloide im oberen und
unteren Teil nur einmal aufgefuhrt. Die Nr. 77 hat mit den héchsten Anteilen an
Lupanin gleichzeitig noch die beiden typischen anderen Hauptalkaloide der Blauen
Lupine. Dagegen hat die Nr. 94 fast kein Lupanin, dafir die hochsten Anteile an
Angustifolin und hohe Anteile an 13-Hydroxylupanin.

Isoangustifolin

1= Angustifolin

Lupanin

Tetrahydrorhombifolin
Unbekanntl

| — SR
b

e 1 3 OH -Lupanin

b= Caffeine -ISTD
\Tetrahydrocytisin
P Isolupanin

Abb. 17 Chromatogramm mit sehr hohen Anteilen an 13-Hydroxylupanin oben (Nr. 90)
und andererseits mit nahezu keinem Anteil an Angustifolin unten (Nr. 66)

In Abb. 17 hat die Nr. 90 den hdchsten Anteil an 13-Hydroxylupanin und in Nr. 66

wurden nur geringe Mengen an Angustifolin gefunden.
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In Tab. 12 sind die 10 Akzessionen mit den jeweils héchsten bzw. niedrigsten
Anteilen der einzelnen Hauptalkaloide vom Gesamtalkaloidgehalt absteigend bzw.
aufsteigend zusammengestellt. Rot gekennzeichnete Akzessionen treten zweifach
auf und blau markierte sind im Gehalt aller drei Hauptalkaloide auffallig.

Tab. 12 Genotypen mit hohen(+) und niedrigen(-) Anteilen der Hauptalkaloide

Lupanin 13-Hydroxylupanin Angustifolin
Nr.(-) Nr. (+) Nr. (-) Nr. (+) Nr. (-) Nr. (+)
95 154 154 90 66 94
62 77 141 111 118 37
136 225 77 83 154 102
115 229 227 82 17 32
32 141 107 108 16 36
110 133 225 87 76 99
94 14 229 115 134 89
82 118 14 95 137 174
87 227 133 109 179 81
81 228 118 100 21 112

Neben den typischen Hauptalkaloiden wurden noch andere in Spuren
vorkommende Alkaloide gefunden. Dazu z&hlen Isoangustifolin, Ammondendrin,
Tetrahydrorhombifolin, Multiflorin und einige andere z.T. nicht identifizierte
Verbindungen. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser Alkaloide und
den Hauptalkaloiden war nicht erkennbar. Lediglich bei hohen Mengen an Lupanin

konnte haufig auch etwas mehr Tetrahydrorhombifolin gefunden werden.

Die Toxizitat der Alkaloide in Lupinen wird durch die hdheren Mengen der
Hauptalkaloide hervorgerufen. Bei mehr als 96 % der 227 untersuchten

Akzessionen hatten diese drei Hauptalkaloide Lupanin, 13-Hydroxylupanin und
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Angustifolin einen Gesamtanteil von mehr als 90 %, bei mehr als 88 % der

Genotypen war der Gesamtanteil aus diesen drei Alkaloiden sogar groRRer als 95 %.

Ein Zusammenhang zwischen dem Alkaloid- und dem Proteingehalt war nicht

erkennbar. Das zeigt auch die Hauptkomponentenanalyse der beiden Parameter
(Abb. 18).

Komponente 2 (48.4 %)

Komponente 1 (51.6 %)

Abb. 18 Hauptkomponentenanalyse von Protein- und Alkaloidgehalt

Die gemeinsame Schnittmenge der blau markierten Akzessionen (geringer Alkaloid-
Gehalt) mit den grin markierten (hoher Protein-Gehalt) stellt die fur die Ziichtung

interessanten Prufglieder dar. In Tab. 13 sind sie noch einmal zusammengestellt.

Tab. 13 Proteinreiche und alkaloidarme Akzessionen

Alkaloid Protein Akzessions-Nr.

162, 6,99, 9, 171,
<0.1 % >34 % T™M 64

148, 12, 6, 9, 225,
<0.5% >35 % FM 64

a7



Ausfuhrliche Darstellung und Diskussion der wichtigsten Ergebnisse

4.3.5 NIR-Spektroskopie zur quantitativen Bestimmung des Rohprotein- bzw.

Alkaloidgehaltes

Die Kalibrationen wurden spezifisch im Schrot, in Kérnern und in Einzelkdrnern fur
die Merkmale Rohprotein- und Alkaloidgehalt durchgefuhrt. Fir die Messungen

wurden ,klimatisierte® lagerfahige Proben verwendet.

Die Auswertung erfolgte mit der Software OPUS QUANT2 der Fa. Bruker. Dabei
handelt es sich um ein multivariates PLS (Partial Least Squares) Verfahren, das
nicht nach Regressionskoeffizient und Steigung beurteilt werden kann. Die
Bewertung der Kalibrierergebnisse erfolgte mit den Ublichen FehlermalR3en der
Kalibrationsstatistik. Dazu werden mittlere Abweichungen der NIR-Vorhersagen von
den Referenzwerten der Komponenten berechnet: RMSEE (Root Mean Square
Error of Estimation), RMSECV (Root Mean Square Error of Cross Validation) und
RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction). Zusammen mit dem RPD-Wert
(Residual Prediction Deviation; Verhéaltnis zwischen der Standardabweichung des
Validationssets (SD) zum Standardfehler der Vorhersage (SEP) ist dann eine
hinreichende Bewertung der Kalibrationen mdglich. Zusatzlich kann mit

orientierendem Charakter das Bestimmtheitsmaf (R?) angegeben werden.

(a) Fur das Rohprotein ergaben sich die folgenden Kalibrationen bzw. Test-Set
Validierungen (Vorhersagen) bzw. im Fall der Einzelkérner nur eine
Kreuzvalidierung, da der Datensatz fur eine unabhangige Test-Set-Validierung nicht
grol3 genug war ( (b)

Abb. 19, Abb. 20, Abb. 21).
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Fit vs Wahr / Protein [%] / Kalibrierung Vorhersage vs Wahr / Protein [%] / GeabankLupine2015+2016Proteinjed2seddiggelb.q2

p 4 f /

o 37 et

35

at—
30 é% o 5|

24
7

20 Lt AT |

T
2 2 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

T T—T T T T T T T T T
19 20 21 22 23 24 25 26 27 2B 25 30 31 32 33 3 35 36 I 3B 39 40 41 42 43

Offset: 0.594 Steigung: 0.979 Korr. Koeff.: 0.9895 RMSEP 0505 Bias 0.00M2  RPD: 548
Rang 7 R:=9791 RMSEE =0525 RPD:- 692 Ofisel: 0676 Steigung 0976 Kow. Kosfl - 0.9833

(b) (b)

Abb. 19 Kalibration (a) bzw. Vorhersage (b) des Rohproteingehaltes im Schrot der
untersuchten Genbankakzessionen
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Abb. 20 Kalibration (a) bzw. Vorhersage (b) des Rohproteingehaltes in ganzen Kérnern
der untersuchten Genbankakzessionen
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Abb. 21 Kalibration (a) bzw. Kreuzvalidierung (b) des Rohproteingehaltes in Einzelkérnern
der untersuchten Genbankakzessionen

Parallel erfolgte die Erstellung von Kalibrierungen fiir den Alkaloidgehalt (Abb. 22,
Abb. 23, Abb. 24).
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Abb. 22 Kalibration (a) bzw. Vorhersage (b) des Alkaloidgehaltes im Schrot der
untersuchten Genbankakzessionen
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Abb. 23 Kalibration (a) bzw. Vorhersage (b) des Alkaloidgehaltes in ganzen Kérnern der
untersuchten Genbankakzessionen
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Abb. 24 Kalibration (a) bzw. Vorhersage (b) des Alkaloidgehaltes in Einzelkdrnern der
untersuchten Genbankakzessionen

Die Ergebnisse in Form der wichtigsten Kenngrél3en der Kalibrationsstatistik sind in

der folgenden Tab. 14 zusammengefasst.
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Tab. 14 Kalibrations- und Validationsergebnisse fur Rohprotein- und Alkaloidgehalt von
Genbankakzessionen der Blauen Lupine im Schrot, in ganzen Kérnern und im Einzelkorn

Kalibrierung Vorhersage (Kreuzvalidierung)
RMSEE R2cal RPD RMSEP R2val RPD
(RMSECV)

Rohproteingehalt

Schrot 0.525 0.98 6.92 0.585 0.97 5.48
Korner 0.858 0.94 4.14 0.946 0.91 34
Einzelkorn 0.953 0.95 4.44 1.27 0.91 3.25

Alkaloidgehalt

Schrot 1330 0.98 6.44 1330 0.97 5.71
Korner 2880 0.89 2.98 3590 0.78 2.11
Einzelkorn 3420 0.90 3.2 4660 0.81 2.33

Fur die Kalibrationen konnte auf Proben aus zwei Erntejahren von zwei
Versuchsstandorten zurtickgegriffen werden, die von den Projektpartnern zur
Verfiigung gestellt wurden. Fiur die Einzelkornuntersuchungen wurden zunachst
Genbankakzessionen ausgewahlt, die in der nasschemischen Analyse eine breite
Spanne in beiden Qualitdtsparametern garantierten.

Fur den Rohproteingehalt konnten Kalibrationen erstellt werden, die
zufriedenstellende Ergebnisse liefern (Tab. 14). Die Bestimmtheitsmalie
unterscheiden sich wenig. Die RPD-Werte der Kalibrierungen liegen zwischen 4,14
- 6,92 und lassen damit eine praktische Anwendung zu. Ublicherweise sind RPD-
Werte unter 2 fir ein Screening nicht geeignet. Wahrend die RPD-Werte bei
Kornern und im Einzelkorn Uber 4 liegen und damit ein angemessenes Screening

zulassen, ist im Schrot (RPD-Wert von 6,92) sogar eine sehr gute Kalibrierung ftr
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eine entsprechende Qualitatssicherung entstanden. Fir die Kalibrierung des
Rohproteingehaltes scheint es dariiber hinaus unerheblich zu sein, ob es sich um
Blaue, Gelbe oder Weile Lupinen handelt. Die im untersuchten Sortiment
nachweislich enthaltenen ,nicht Blauen“ Lupinen (s.0.) fielen an keiner Stelle als
AusreiRer auf. Bei einer Ausweitung des Untersuchungsmaterials ist die

Kalibrierkurve in dieser Hinsicht zu erharten.

Auch fur den Alkaloidgehalt konnten entsprechende Kalibrationen erstellt werden.
Im Schrot kann, wie beim Rohproteingehalt, von einer sehr guten Kalibrierung
(RPD-Wert von 6,44) ausgegangen werden, wobei zu beachten ist, dass in diesem
Fall mit einer mittleren Abweichung der NIR-Vorhersagen von den Referenzwerten
mit bis zu 1330 pg/g TM zu rechnen ist. Damit kann diese, an sich sehr gute,
Kalibrationskurve kaum flur eine exakte Selektion ,stuf3er® (Grenze Alkaloidgehalt
500 pg/g TM) Genotypen verwendet werden. Das liegt an der sehr kleinen absoluten
Alkaloidkonzentration und den damit verbundenen geringfiigigen Anderungen in
den Spektren. Fiur ein Screening (mit den angegebenen Abweichungen) ist die
Kalibrierung sehr gut zu verwenden. In Kérnern und Einzelkérnern ist mit den
Kalibrierungen (RPD-Werte von 2,98 — 3,2) maximal eine grobe Vorselektion
maoglich. Eine angestrebte zlchtungsrelevante zerstérungsfreie Selektion von
Einzelkdrnern (die dann im weiteren Zichtungsprozess verwendet werden kdnnen)
mit einem definierten Alkaloidgehalt von max. 500 pug/g TM, ist unter den gegebenen
Bedingungen nicht mdglich. Im Gegensatz zu den Rohprotein-Kalibrierungen fielen
bei der Kalibrierung bezuglich Alkaloidgehalt die ,nicht Blauen“ Lupinen besonders
auf. Das sollten die Auswirkungen deutlich veranderter
Alkaloidzusammensetzungen und damit verdnderter Spektren sein. Bei
weiterfihrenden kinftigen Arbeiten sind diese Fakten zu klaren.
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5 Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und Verwertbarkeit der

Ergebnisse

Die Ergebnisse bilden eine gute Grundlage fur die Zichtung neuer ertragsstarker

sowie ertragsstabiler Lupinensorten.
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6 Gegenlberstellung der geplanten zu den erreichten Zielen

Ziel des Projektes war es, die Ertragsstabilitat und die Ertragsleistung der Suf3lupine

zu erhdhen.

Folgende Ziele wurden dabei erreicht.

Erh6hung der Ertragsstabilitat durch ...

Einschatzung des Anthraknose-Resistenzniveaus der Prebreeding-
Linien in Feldtests.

Entwicklung nahezu diagnostischer Selektionsmarker fir den
Resistenzlocus LanrBo, die fur eine markergestitzte Einkreuzung in
Zuchtmaterial zur Verfigung stehen sowie der Nachweis, dass die beiden
bekannten Resistenzgene LanrBo und Lanr1 unabhangig voneinander
sind

Genetische Analyse einer Anthraknose-Resistenz in der Gelben Lupine
und damit die Benennung eines monogen dominant vererbten Faktors,
der in der Gelben Lupine Resistenz gegentuber Anthraknose vermittelt.
Die Entwicklung eines Selektionsmarkers fir den Locus konnte nicht
abgeschlossen werden.

Identifikation von signifikant platzfesteren Prebreeding-Linien und

Zuchtstammen im Vergleich zu einem stark platzenden Standard.

Erh6éhung der Ertragsleistung durch ...

Identifikation ertragsstarker Prebreeding-Linien in mehrjahrigen und
mehrortigen Leistungsprifungen. Diese weisen zum Teil signifikante
Erhdhungen im Kornertrag, Proteingehalt und Proteinertrag sowie
signifikante Erniedrigungen im Alkaloidgehalt auf. Einige Linien zeigten
sich als fruhzeitig, und erlauben somit eine gute Integration in die

Fruchtfolge.
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Darstellung der Variationsbreite in Genbankmaterial durch ...

— Innerhalb eines Sets an Genbankakzessionen sind Alkaloidgehalt, -
zusammensetzung sowie Rohproteingehalt bestimmt worden und eine

hohe Variationsbreite identifiziert worden.
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7 Zusammenfassung

Ziel des Projektes war die zlchterische Verbesserung der Produktivitat der
SuRlupine.

Dies wurde einerseits erzielt durch eine Erh6hung der Ertragsstabilitat. In Bezug auf
die Anthraknoseresistenz wurden eng gekoppelte Marker fir den Locus LanrBo
entwickelt. Zudem wurde gezeigt, dass die beiden Resistenzloci LanrBo und Lanr1
voneinander unabhéngig vererbt werden. Eine markergestutzte Einkreuzung und
Zusammenfihrung ("Pyramidisierung”) beider Gene in aktuell bestehendes
Zuchtmaterial ist somit moglich. Mit Blick auf die Anthraknoseresistenz bei der
Gelben Lupine ist der aufgeklarte Vererbungsmodus eine gute Grundlage fir die
Verfolgung des Gens in weiteren Kreuzungsprogrammen sowie fir die

Selektionsmarkerentwicklung.

Hinsichtlich der Platzfestigkeit sind Mutanten-Linien sowie Zuchtstdmme mit
publizierten Selektionsmarkern fir die beiden rezessiven Platzfestigkeitsgene
lentus und tardus charakterisiert worden. Deren signifikant verminderte
Platzanfalligkeit wurde in Feldtest nachgewiesen. Auch hier ist eine markergestitzte

Selektion mdglich.

DarlUber hinaus konnte bei der Blauen Lupine Prebreeding-Material mit verbesserter
Ertragsleistung gefunden werden. In einem Set an Mutanten-Linien wurden solche
identifiziert, die einen signifikant erhohten Kornertrag, Proteingehalt als auch
Proteinertrag im Vergleich zu ihren Ausgangssorten aufwiesen. Im Vergleich zu der
ertragsstarken Sorte Boregine ragten einige Linien durch einen erhohten
Proteingehalt und Proteinertrag sowie durch ihre Frihzeitigkeit heraus.

In einem Set von Genbankakzessionen, die erstmalig hinsichtlich ihrer Protein- und
Alkaloidgehalte sowie der Alkaloidzusammensetzung untersucht worden sind,
wurde eine breite Variabilitat festgestellt. Dabei wurden auch Akzessionen
identifiziert, die aufgrund ihres niedrigen Alkaloidgehaltes und gleichzeitig hohen

Proteingehaltes einen zlchterischen Wert haben kénnten.
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Zusammengefasst wurden im Vorhaben Linien identifiziert, die in mehreren
Merkmalen (Kornertrag, Proteingehalt,  Alkaloidgehalt, Platzfestigkeit)
zlchterisches Potenzial aufweisen. Unter Anwendung markergestutzter Selektion
erscheint es moglich, die aktuell bekannten Anthraknoseresistenzgene LanrBo und

Lanr1 in diese neuen Prebreeding-Linien einzulagern.
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