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Abstract:

Besides other legumes lupins belong to the local protein crops usuable as feeding
stuff in ecologic farming. Therefore an important breeding aim is to provide lupins with
high and stable protein content. A non-destructive analysis using near infrared
transmittance spectroscopy was developed for determination of protein in single seeds
of lupins. Calibration and validation equations were calculated on the basis of 300
single seeds of 3 blue lupins (‘Azuro’, ‘Bolivio’, ‘Boregine’) growing at 3 ecological
locations. The estimation of protein content was possible in a range of 15-44% protein
with a coefficient of determination (r? of 0,907 and a standard error of prediction
(SEP) of 1,86%. The equation was applied to evaluate the protein content of single
seeds in single plants of lupins. So the prediction of protein content is possible at early
breeding stage and the investigated seeds can further used for the sowings.

Einleitung:

Im Rahmen eines vom Bundesprogramm Okologischer Landbau finanziell geférderten
Projektes ,Zuchterische Bearbeitung von SuRlupinen fiir den 6kologischen Landbau —
Qualitatsuntersuchungen im Hinblick auf Futtereignung® wurde damit begonnen,
Proteinuntersuchungen an Einzelsamen durchzufilhren. Nach wie vor gehort die
SiiRlupine zu den wichtigsten im Okolandbau einsetzbaren EiweiRtragern. Die Roh-
proteinuntersuchungen sollten dazu dienen, die Voraussetzungen fiir einen besseren
und schnelleren Zichtungsfortschritt zur Erhdhung des Proteingehaltes in Lupinen zu
schaffen. Die mit der Kjeldahl-Methode ermittelten Proteindaten von Lupinen-Einzel-
kérnern wurden zur Kalibrierung eines NIT-Spektrometers eingesetzt, um eine
schnelle und zerstérungsfreie Methode zur Proteinbestimmung an Einzelkdrnern in
frihen Zuchtstadien zu entwickeln. Die analysierten Kdrner kdnnen anschlieRend
wieder fur weitere Ziichtungsarbeiten eingesetzt werden.

Im folgenden Beitrag werden die Ergebnisse zur Erstellung der Kalibrierung von Roh-
protein an Einzelsamen dargestellt. Die Qualitdt der Methode wurde an einem unab-
héangigen Probensatz kontrolliert. Nutzungsmaoglichkeiten in der Pflanzenziichtung zur
Analyse von Einzelpflanzen wurden gepruft.

Weiterhin wird vorgestellt, ob Beziehungen zwischen dem Gewicht der Kdrner bzw.
der Dichte der Kérner und dem Rohproteingehalt bestehen, um eventuell Selektions-
maoglichkeiten zu erleichtern.
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Methoden:

Von Anbauversuchen der Ernte 2005 auf 3 dkologischen Standorten wurden 3 Sorten
der Blauen Lupine ausgewahlt: ‘Azuro’ (Standort Bogen in Niederbayern), ‘Boregine’
(Standort Gulzow in Mecklenburg Vorpommern) und ‘Bolivio’ (Standort Grof3 Lusewitz
in Mecklenburg Vorpommern).

Einzelpflanzen der Sorten ‘Probor’ und ‘Vitabor’ stellte die Saatzucht Steinach GmbH
(Station Bornhof) zur Verfiigung.

Fir die Kalibrationsentwicklung wurden jeweils 99 Kdrner von ‘Azuro’, ‘Boregine’ und
‘Bolivio’ verwendet.

Die Bestimmung des Rohproteingehaltes in Einzelsamen erfolgte nach Kjeldahl, nach
vorheriger Gewichtsbestimmung, Dichtebestimmung und Quetschung des Korns. Die
Dichte einzelner Korner wurde mit einer Waage der Fa. Sartorius, die mit einem
Dichtebestimmungs-Set zur Ermittlung des Korngewichtes und des Unterwasser-
gewichtes ausgerustet war, analysiert.

Die Transmissionsmessungen im Nahen Infrarot (NIT) wurden mittels Nah-Infrarot-
Spektrometer Infratec 1255 der Firma FOSS durchgefihrt.

Ergebnisse und Diskussion:

Der Rohproteingehalt in Blauen Lupinen aller 3 Standorte (Bogen, Gulzow und GroR
Lusewitz) schwankte im Anbaujahr 2004 zwischen 19,48 und 33,61% (JANSEN et al.
2005) und im Anbaujahr 2005 zwischen 17,61 und 33,64% (JANSEN et al. 2006).
Dabei waren die Standortunterschiede im Proteingehalt wesentlich gro3er als die
Sortenunterschiede. 3 Sorten mit niedrigem, mittlerem und hohem Proteingehalt unter
Beriicksichtigung der Standorte wurden ausgewahlt und der Proteingehalt an jeweils
99 Einzelkdrnern mittels Kjeldahlmethode bestimmt. In Abbildung 1 ist deutlich zu
erkennen, dass die Variationsbreite in Einzelkérnern wesentlich hoher ist als im
gesamten angebauten Sortiment. Die Sorte ‘Azuro’ schwankte zwischen 8,83 und
26,17%, ‘Boregine’ zwischen 18,55 und 36,94% und ‘Bolivio’ zwischen 20,60 und
44,04%. Vor der nasschemischen Analyse wurden Transmissionsspektren der
einzelnen Korner aufgenommen.
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Abb. 1: Haufigkeitsverteilung des Proteingehaltes von je 99 Einzelkdrnern
‘Azuro’, ‘Bolivio’ und ‘Boregine’ (Klassen angegeben als obere Klassengrenze).
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Vom Ausgangsdatensatz, der alle 3 Sorten mit insgesamt 297 Koérnern enthielt, wur-
den fur den Kalibrierungssatz jedes 3. Korn (99 Kdérner) fur die Methodenentwicklung
zur Proteinbestimmung an Einzelkdérnern mittels NIT verwendet. Innerhalb dieses
Probensatzes wurde eine interne Validierung (Kreuzvalidierung) durchgefiihrt. Die
Abschatzung der Vorhersagegenauigkeit erfolgte in einem separaten Probensatz
(externe Methodenvalidierung). Dafiir wurden die restlichen Proben des Ausgangs-
datensatzes (198 Korner) eingesetzt. Die Kalibrations- und Validationsdaten sind in
Tab. 1 dargestelit.

Tab. 1: Ergebnisse der Kalibration und Validation von Rohprotein an Einzelsamen von Lupinen.

Mittel- | Bereich Kalibrierung Kreuzvalidierung | Mittel- | Bereich externe
wert wert Validierung
SEC | r? SECV r2 SEP r2
25,75 8,83- 1,83 | 0,917 | 1,94 0,91 26,01 15,27- 1,86 0,907
36,94 44,04

SEC Analysenfehler der Kalibrierung

SECV Analysenfehler der Kreuzvalidierung

SEP Analysenfehler der externen Validierung

r2 BestimmtheitsmaR

Im Datensatz wurden keine Proben entfernt und die statistische Berechnung erfolgte
Uber eine PLS (Partial Least Square)-Regression mit 5 Faktoren. Von den Original-
spektren wurde die erste Ableitung gebildet ohne vorherige Streulichtkorrektur.

Mit den erzielten Ergebnissen liegt eine zuverlassige Kalibrierung fiir einen Einsatz in
der Zichtung vor, bei der die nasschemisch bestimmten Werte gut mit den vorher-
gesagten Werten Ubereinstimmen, was durch ein hohes Bestimmtheitsmald von r2 =
0,907 und einen akzeptablen Fehler SEP = 1,86 bei einer externen Validierung aus-
gedriickt wird. Eine weitere Kontrolle der Kalibrierung wird mit neuen Sorten aus den
Anbaujahren 2005 und 2006 erfolgen.

Vergleichbare Werte bei einer Proteinanalyse in Einzelkdrnern von Sojabohnen mittels
NIT wurden von TAJUDDIN et al. (2002) erreicht. Durch eine vorherige Siebung der
Kdrner in 6 mm und groRer sowie <6 mm konnten KorngroReneffekte reduziert wer-
den und fuhrten zu folgenden Ergebnissen: 6 mm (r = 0,88, SEP = 1,32%) und <6 mm
(r=0,87, SEP = 1,57%).

Die von der BAZ erstellte Kalibrierung wurde genutzt, um in Lupinen-Einzelpflanzen
einer Sorte mit hohem Proteingehalt (‘Probor’) und einer Sorte mit niedrigem
Proteingehalt (‘Vitabor’) die Variation im Proteingehalt der Einzelkérner zu ermitteln.
Die Sorte ‘Probor’ hatte bei einem mittleren Proteingehalt von 34,90% in 400
Einzelkdrnern eine Schwankungsbreite von 25,40 — 42,99% und die Sorte ‘Vitabor’
einen Mittelwert von 30,89% mit einer Variation von 21,57 — 41,90%. Die Verteilung
der Proteinwerte in einer Einzelpflanze von ‘Probor’ mit einem mittleren Proteingehalt
von 36,28% und einer Einzelpflanze von ‘Probor’ mit einem mittleren Proteingehalt
von 33,33% sind in Abbildung 2 dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass sowohl
zwischen den Einzelpflanzen als auch innerhalb einer Einzelpflanze eine erhebliche
Streuung der Proteinwerte einzelner Korner vorhanden ist. Ob es signifikante
Unterschiede in den Hilsen einer Einzelpflanze gibt und diese dann zlchterisch
nutzbar gemacht werden kann, wird demnéchst tberpruft.

Ideal ware eine Differenzierung in hohe und niedrige Proteingehalte mittels einfacher
morphologischer und physikalischer Merkmale, wie das Korngewicht oder die Korn-
dichte.

Zwischen dem Proteingehalt und dem Korngewicht sowie der Korndichte zeichnete
sich weder eine signifikante Korrelation, noch eine einheitliche Tendenz fir eine
Beziehung zwischen beiden Parametern innerhalb einer Sorte ab.
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Eine zerstorungsfreie und kostengiinstige Bestimmung des Proteingehaltes in friihen
Zuchtgenerationen ist bei Lupinen notwendig. Bisher konnten wegen eines geringen
Vermehrungskoeffizienten in den jungen Generationen keine Proteingehalte bestimmt
werden. Die systematische Analyse von Umwelt- und Positionseffekten auf den
Proteingehalt erlaubt die Ableitung von konstant zu haltenden Parametern, um die
genetische Komponente identifizieren und zuchterisch nutzen zu kénnen.

18

16 +—| B Einzelpflanze mit Proteinmittelwert 33,33 %

14 +— M Einzelpflanze mit Proteinmittelwert 36,28 %

12

10

Anzahl

25 28 31 34 37 40 43 und groRer
Rohproteingehalt [% im Korn]

Abb. 2: Haufigkeitsverteilung des Proteingehaltes von Einzelkdrnern in Einzelpflanzen
‘Probor’ mit niedrigem und hohem Proteingehalt (Klassen angegeben als obere
Klassengrenze).
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