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Einleitung

Die Nutzung pflanzlicher Rohstoffe in der chemischen und pharmazeutischen Industrie sowie bei
der Kraftstoff- und Energiegewinnung basiert zurzeit meist auf linearen Konzepten, die von einem
Substrat zu einem Produkt flihren. Fiir anfallende Nebenprodukte miissen in langjahrigen Entwick-
lungsphasen erst Nutzungsstrategien entwickelt werden, wie wir am Beispiel des Glycerins bei der
Biodieselerzeugung sehen kdnnen. Heute sind vielfiltige Nutzungsstrategien fiir dieses Abfallpro-
dukt entwickelt und werden auch in die Tat umgesetzt, was auch die Preise fiir Glycerin wieder
steigen lasst. Insbesondere eine energetische Nutzung von Pflanzen ohne eine vorherige stoffliche
Nutzung verschwendet das in den Pflanzen vorliegende Potenzial an Rohstoffen fiir verschiedene
Industriezweige.

Vor dem Hintergrund des zunehmenden Einsatzes von nachwachsenden Rohstoffen in der Industrie
stellt sich zunehmend die Frage der Landnutzungskonkurrenz zwischen den Wertschopfungsketten
Nahrungsmittel, Industriechemikalien, Kraftstoffe/Energie. Zur Bereitstellung von Energie aus
pflanzlichen Materialien gibt es eine Reihe von alternativen regenerativen Energiequellen, auRer-
dem wird sich im Energiebereich selbst bei steigenden Energiepreisen keine vergleichbare Wert-
schopfung erreichen lassen wie bei der Produktion von Chemikalien. Daher ist es sehr wahrschein-
lich, dass die Produktion von Brennstoffen aus Pflanzenmaterial eine Ubergangsldsung darstellt,
mittelfristig vor allem die Co-Nutzung von Biomasse fiir verschieden Zwecke lber Bioraffinerie-Kon-
zepte erfolgen wird, in denen verschieden Wertstoffe und, aus den Reststoffen, Energie gewonnen
wird. Dabei wird sich der Gesamtprozess an der Optimierung des Wertschopfungspotentials Gber
alle Verwertungen orientieren. Als weiter wichtiger Faktor missen auch veranderte Rahmenbedin-
gungen der Produktion, die sich beispielsweise aus dem Klimawandel und globaler wirtschaftlicher
Veranderungen ergeben, berlicksichtigt werden. So sagen beispielsweise regionale Klimamodelle
fiir die nachsten Jahrzehnte in Mitteleuropa deutlich warmere und trockenere aber auch sich ver-
langernde Vegetationsphasen voraus. Diese Entwicklung muss bei Konzepten fiir die landwirt-
schaftliche Biomasseproduktion durch den Einsatz alternativer oder zlichterisch optimierter Nutz-
pflanzen beriicksichtigt werden. Dariber hinaus sind diese Fragestellungen nur im Gesamtkontext
zu beantworten und erfordern im zunehmenden Malie die interdisziplinare Zusammenarbeit aller
an der Wertschopfungskette beteiligter Partner und Akteure.

Ziel einer Optimierung der nachhaltigen Produktion pflanzlicher Biomasse fir die stoffliche Nut-
zung kann deshalb nicht nur die Fokussierung auf den Wertstoff selbst sein. Vielmehr muss die
Produktionseffizienz relativ zum Ressourceneinsatz (z.B. wertstoffspezifische Wasser- und N&hr-
stoffeffizienz) durch Ganzpflanzenoptimierung erhéht werden. Dieser Ansatz beinhaltet sowohl
die Steigerung der Biomasse, der Konzentration des Wertstoffs im Ernteorgan, als auch die Opti-
mierung der pflanzenbezogenen (z.B. Nahrstoffaufnahme und pflanzeninternen Stoffverteilung)
und agrarischen (z.B. Nutzung veranderter Vegetationsperioden und Produktion unter gednderten
Klimabedingungen) Ressourcennutzungseffizienz.

Ganz in diesem Sinne zielt das vorliegende Projekt SynRg auf eine ganzheitliche Optimierung ab,
wobei alle Schritte einer Wertschopfungskette von der Pflanzenzucht, (iber Anbau, Aufarbeitung
bis hin zur Produktsynthese betrachtet werden. Untersucht wird dies anhand einer Kette, die von
Olsaaten ausgeht und mit der Herstellung von Polyestern, Polyamiden und Co-Polymeren endet.
Spezielle Ziele umfassen daher die Steigerung der Gewinnung des Primarmetaboliten Fettsaure
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und des Sekundarmetaboliten Polyphenol, der Entwicklung geeigneter Technologien zu ihrer opti-

malen Gewinnung und Aufarbeitung, sowie der Entwicklung hochwertige Polymere auf Basis die-

ser Rohstoffe.

Die nachhaltige Gewinnung dieser Rohstoffe wird daher in interdisziplindrer Zusammenarbeit un-

tersucht und modifiziert, um so innovative Methoden und Verfahren zur Wertstoffgewinnung zu

ermitteln. Um in einem neuartigen, integrierten Ansatz Systembiologie und Systemchemie zu ei-

nem ganzheitlichen Konzept der Systembiotechnologiezu verbinden, zielen die Arbeiten auf die

ideale Kombinationen von Wertstoffsynthese, Syntheseort und Verarbeitung fiir ausgesuchte

Stoffklassen. Die Verwertung der Pflanzenausgangsstoffe in Chemie und Energieerzeugung mittels

fermentativer, chemischer und physikalischer Methoden wird so optimal aufeinander abge-

stimmt. Dazu wird die Wertschopfungskette in die drei Blécke Wertsteigerung der Pflanze und de-

ren Produkte, Verfahren und Prozesse, sowie Produkte und Anwendungen geteilt, in denen fol-

gende Themenbereiche interdisziplinar behandelt werden:

1. Charakterisierung und Extraktion von Inhaltsstoffen aus existierendem Pflanzenmaterial

2. Ableitung und Anwendung von Ziichtungsstrategien zur Erhohung des Wirkstoffgehalts undbe-
sseren Zuganglichkeit der Pflanzeninhaltsstoffe

3. Isolierung und Nutzung von Biokatalysatoren zur Funktionalisierung von nachwachsenden Roh-
stoffen

4. Entwicklung neuer selektiver Aufschluss-, Extraktions-und Trennverfahren zur Gewinnung von
Pflanzeninhaltsstoffen; Downstream Processing

5. Entwicklung von Erntetechnik in Form selektiver Integration neuer verfahrenstechnischer Lo-
sungen fiir die Aufbereitung sowie Handhabung getrennter Stoffstrome und Lagerung

6. Biotechnologische und chemische Transformation der gewonnenen Inhaltsstoffe zu Synthese-
bausteinen bzw. Produkten in Chemie, Pharmazie, Kosmetik und Pflanzenschutz einschlieRlich
Reststoffverwertung durch Bereitstellung von Biokatalysatoren

7. Anwendungstechnische Untersuchungen der Extrakte/Pflanzeninhaltsstoffe sowie der Folge-
produkte einschlieRlich Biokonversationsstudien, toxikologischer Untersuchungen sowie 6ko-
logische und 6konomische Bewertung der Verfahren und Vergleich verschiedener Prozessvari-
anten.

Ergebnissteil

Zur besseren Ubersicht im Verlauf der Bearbeitung des Projektes wurden die verschiedenen Ein-
zelprozesse entlang der betrachteten Wertschépfungskette inhaltlich in drei Gibergeordnete The-
mengebiete zusammengefasst: |) Wertsteigerung der Pflanze und deren Produkte, Il) Verfahren
und Prozesse, sowie lll) Produkte und Anwendungen. In diese drei Teilprojekte gingen die aus for-
malen Griinden in sieben Einzelprojekte (sog. Teilvorhaben mit jeweils eigenem Férderkennzei-
chen) unterteilten, experimentellen Arbeiten ein.

In der Folge sind die im Projekt erzielten Ergebnisse dargestellt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
sind auch sie fiir die jeweiligen Teilprojekte zusammengefasst worden.
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Teilprojekt 1
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1. Ziele

1. Aufgabenstellung

Das vom Forschungszentrum Jilich koordinierte TP 1 hat zum Ziel, Gber die Kombination von ge-
netischen Ansétzen, Struktur/Funktionsdanderungen auf der Ebene von Gesamtpflanzen und der
Nutzung phanotypischer Technologien zur Selektion und zur Optimierung der Pflanze-Umwelt-
Interaktion eine Verbesserung der Leistungsfahigkeit und Zusammensetzung der Pflanze als Basis
fiir die weiteren Schritte der Wertschopfungskette zu erzielen.

Ziel vom TV2 war die Produktivitatssteigerung der Ausgangspflanzen durch Modifikation der
Pflanzenarchitektur und —Entwicklung, eine Anpassung vorhandener Phanotypisierungssysteme
auf SynRg-Zielpflanzen - ggf. Entwicklung neuartiger Verfahren als Proxies fir relevante Pflanzen-
merkmale -, die Phanotypisierung von Elite-Linien sowie das Screening von genetisch diversifizier-
tem Material von SynRg-Pflanzen. MPIPZ und HHU nutzen ihr Wissen zur Kontrolle des Blihzeit-
punktes und der Samenbildung in Brassicaceae zur Identifizierung und dem nachfolgenden Einsatz
von Genen und Regulatoren zur Steuerung des Bliihzeitpunktes und Samenbildung (Ertragssteige-
rung) in Raps. In den ersten 3 Jahren dieses Projekt wurden automatisierte, nicht-invasive Phano-
typisierungsmethoden angepasst. | den Jahren 4 und 5 erfolgte die Untersuchung der dynami-
schen Wechselwirkung von Pflanzeneigenschaften mit Umweltfaktoren, welche die Biomasseent-
wicklung und Produktion wichtiger Kulturpflanzen in Deutschland und weltweit nachteilig beein-
flussen, z.B. Verfligbarkeit und (toxische) Wirkung mineralischer Nahrstoffe. Hierzu wurde eine
Methode entwickelt, Mithilfe von digitaler Bildanalyse das Wurzelwachstum von Rapskeimlingen
in Abhdngigkeit der verfiigbaren Aluminiumkonzentration zu quantifizieren. Ziel war, durch nicht-
invasive Phanotypisierung des Wurzelsystems, den Aluminium-induzierten Effekt auf Rapspflan-
zen unter Laborbedingungen zu charakterisieren und neue Screeningsysteme aufzubauen.

Der Forschungsverbund SynRg beabsichtigt, einen interdisziplindren Ansatz zur Optimierung von
Wertstoffsynthese, Syntheseort und Weiterverarbeitung fiir die Nutzung von Pflanzenrohstoffen
in Chemie und Energieerzeugung zu starten. Die gesamte Wertschopfungskette fir die Umstel-
lung von petrochemischen auf pflanzliche Grundstoffe soll am Beispiel der Polymere unter dem
Aspekt nachhaltigen, d.h. dauerhaften 6konomisch und 6kologisch sinnvollen Produktion von
Wertstoffen aus nachwachsenden Rohstoffen unter Berticksichtigung der Stoffstromverteilung in
Pflanzen in interdisziplindrer Zusammenarbeit untersucht und modifiziert werden, um so neue
und innovative Methoden und Verfahren zur Wertstoffgewinnung zu ermitteln. Die inhaltlich ab-
gestimmte Zusammenarbeit von Unternehmen im Verbund mit wissenschaftlichen Instituten ga-
rantiert die notwendige Breite, Tiefe und Effizienz. Dabei soll die Optimierung von Pflanzen durch
Kontrolle von Zahl und Bildungszeitpunkt der Speicherorgane, die Wertstoffstromverteilung der
Polyphenole und Fettsduren und die Entwicklung und Verbesserung von wirtschaftlichen Verfah-
ren der Zlichtung und Biotechnologie zur Bereitstellung von qualitativ hochwertiger und kosten-
glinstiger Biomasse, Inhaltsstoffen und Enzymen im Vordergrund stehen. Bei den Olpflanzen sol-
len zlichterisch und durch Nutzung der Biodiversitat die Gehalte an interessanten Fettsduren auf
moglichst hohe Anteile in den Triglyceriden gebracht werden und die Sequestrierung zwischen
Membran und Speicherorganen untersucht werden. Bei den Polyphenolen soll vor allem die Kon-
zentration gesteigert werden bzw. die optimale Kombination aus Gehalt und Aufreinigungsverfah-
ren flr diese meist in geringer Menge vorkommenden Stoffe gefunden werden. Eine weitere
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Wertsteigerung soll durch Erzeugung von SynRg-Pflanzen erfolgen, die unterschiedliche Nutzun-
gen erlauben (z. B. Energieweizen mit erh6htem Polyphenolgehalt in der Aleuronschicht). In
SynRg sollen von der Saaten-Union Biotec GmbH (SUBIO) sowohl mit einem transgenen als auch
mit einem molekularen Ansatz morphologische Ertragsmerkmale bearbeitet werden. Die Entwick-
lung molekularer Marker und doppelhaploider Linien fir die Entwicklung der in SynRg bearbeite-
ten Zuchtziele ist ebenso neu und erganzt sich in optimaler Weise mit den biotechnologischen
F&E-Programmen von SUBIO.

2. Stand der Technik

Bei zunehmendem Einsatz nachwachsender Rohstoffe in der Industrie stellt sich immer mehr die
Frage der Nutzungskonkurrenz zwischen Nahrungsmitteln, Industriechemikalien, Kraftstof-
fen/Energie. Ferner missen auch verdnderte Rahmenbedingungen der landwirtschaftlichen und
industriellen Produktion, die sich beispielsweise aus dem Klimawandel und globaler wirtschaftli-
cher Verdanderungen ergeben, beriicksichtigt werden.

Ziel einer Optimierung pflanzlicher Biomasse fiir die stoffliche Nutzung kann deshalb nicht nur die
Fokussierung auf den Wertstoff sein. Vielmehr muss die Produktionseffizienz relativ zum Ressour-
ceneinsatz (z.B. wertstoffspezifische Wasser- und Nahrstoffeffizienz) durch Ganzpflanzenoptimie-
rung erhoht werden. Dieser Ansatz beinhaltet sowohl die Steigerung der Konzentration des Wert-
stoffs im Ernteorgan und der Biomasse insgesamt, als auch die Optimierung der pflanzenbezoge-
nen (z.B. Nahrstoffaufnahme und pflanzeninternen Stoffverteilung) und agrarischen (z.B. Nutzung
veranderter Vegetationsperioden und Produktion unter gednderten Klimabedingungen) Ressour-
cennutzungseffizienz. Dabei haben die Pflanzenarchitektur (z.B. Organ- und Fruchtbildung) und ihr
Wachstum (z.B. vegetative und reproduktive Phase) groRen Einfluss auf die Effizienz der Biosyn-
thesen, der Ernte und den Aufschluss. Architektur, Wachstum und Biosynthesen werden durch die
Wirkung von genetischen Regulatoren und Enzymen bestimmt.

Die Untersuchungen zur Regulation der Pflanzenarchitektur bei Arabidopsis als Modellsystem fiir
Brassicaceen haben zu einer grundlegenden Kenntnis der molekularen Regulatoren gefiihrt, die
MeristemgroRRe und damit die Organ- und Samenanzahl kontrollieren. So ist bekannt, dass die
Stammzellpopulation in Spross- und Blitenmeristemen durch die Interaktionen zwischen den Ge-
nen des WUS und CLV Signalwegs kontrolliert wird. Durch Verdnderungen der Expressionsstarke
dieser Gene, entweder in transgenen Pflanzen oder bei spontan auftretenden oder induzierten
Mutationen, lassen sich die Meristementwicklung, Organbildung und FruchtgréRe gezielt veran-
dern. Homologe Regulatorgene wurden aus verschiedenen Spezies isoliert und zum Teil durch
Mutanten charakterisiert, d.h. die Funktion dieser Regulatoren ist nicht auf Arabidopsis be-
schrankt. Methoden zur Genidentifikation, Klonierung, Kartierung und Erzeugung transgener
Pflanzen sind im Labor von HHUD, MPIPZ und PHY als Routineverfahren etabliert.

In Arabidopsis wird die Transition des vegetativen Wachstums zur Bliitenbildung durch viele, zum
Teil konservierte, regulatorische Gene kontrolliert, die auch in Brassica-Arten gefunden wurden.
Zu diesen Genen zadhlen die Gene FT und FLC, welche die frihe Bliite als Antwort auf Photoperi-
ode bzw. auf winterliche Temperaturen auslosen. Erhéhte oder verminderte Expression einiger
dieser Gene |6st eine verfriihte oder verspatete Bliite aus, was wiederum die Zahl der von der
Pflanze gebildeten Blatter und typischerweise auch die Zahl der Infloreszenzen und Bliiten erh6ht.
In den letzten fiinf Jahren wurden erhebliche Fortschritte bei der Entwicklung und Etablierung von
Phanotypisierungs-Methoden, basierend auf nicht-invasiven Sensoren, erzielt. Heute haben meh-
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rere Laboratorien Plattformen fiir die routinemaRlige Messung der Pflanzenmerkmale implemen-
tiert, die mit erhéhter Biomasse-Produktivitat und verbesserte Ressourceneffizienz verbunden
sind. Die dynamische Charakterisierung der Spross-Entwicklung und Architektur wird durch digi-
tale Bildbearbeitung (RGB und Chlorophyll Floureszenz) erreicht (review Fiorani and Schurr, 2013).
Erhebliche Fortschritte sind noch fiir nicht-invasive (Hochdurchsatz) Messungen der Stamm-Archi-
tektur in kiinstlichen Substraten und im Boden erforderlich. Die vor kurzem erfolgten Entwicklun-
gen der automatisierten Plattformen und speziellen Software fiir die Analyse von Wurzelarchitek-
tur bieten einzigartige Moglichkeiten, um Pflanzen mit verbesserter Ressourceneffizienz auszu-
wahlen (Postma et al, 2014; Lobet et al., 2013; Nagel et al., 2012).

Die Saaten-Union Biotec GmbH unterstiitzt die Pflanzenziichtung bei der Entwicklung von Sorten
fir die energetische Nutzung (Weizen mit hohem Stirkegehalt, Raps mit hohem Olgehalt, héhere
Ertrage, mehr Trockenmasse etc.) durch biotechnologische und molekulare Verfahren. Dazu ste-
hen ausreichend Labor- und Gewéachshauskapazitaten und das entsprechende Fachpersonal zur
Verfligung. Das Zuchtziel eines hohen Polyphenolgehaltes wurde bei den Gesellschaftern der Saa-
ten-Union Biotec GmbH bei Weizen bisher tiberhaupt nicht, bei Raps eher in entgegen gesetzter
Richtung (Verringerung des Sinapingehaltes im Rapsschrot) beachtet. Die Veranderung des Blih-
zeitpunkts und der Pflanzenarchitektur mit Genen aus der Modellpflanze Arabidopsis in die Nutz-
pflanze Raps wurde bisher nicht bearbeitet. Die Entwicklung von transgenem Raps wird zurzeit
ausschlieBlich in dem Bereich mehrfach ungesattigte Fettsduren (LC-PUFA) und Sinapinverringe-
rung durchgefiihrt. Die Zusammenarbeit mit der weien Biotechnologie ist jedoch sehr gering aus-

gepragt.
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3. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

In TP1 arbeiteten die Projektpartner MPIPZ, HHU, PHY, SU BIO und FZJ in einem aufeinander ab-
gestimmten Verbundprojekt zusammen. MPIPZ und HHU waren dabei finanztechnisch Unterauf-
tragnehmer des Forschungszentrums Jilich. PHY und SU BIO waren eigenstandige Projektpartner
in TP1. Uber den gesamten Projektverlauf wurde zwischen den Partnern sehr eng zusammengear-
beitet. Die Partner generierten gemeinsam neue genetische Ansatze und tauschten entspre-
chende Konstrukte und Pflanzenmaterial miteinander aus, welche dann mit der jeweiligen Exper-
tise des Partners auf seine optimierten Eigenschaften hin untersucht wurden. Alle Partner waren
in regelmaRigem Kontakt per E-Mail. Projekttreffen fanden nach Absprache an den Standorten
der Partner statt und wurden ausfiihrlich fiir die Darstellung und Diskussion aller Ergebnisse ge-
nutzt. Darliber hinaus hat SUBIO eng mit einem Weizenzlichter kooperiert, um die entwickelten
doppelhaploiden gelbmehligen und anthocyanreichen Weizenlinien zu vermehren und weiter cha-
rakterisieren zu kénnen.

II. Ergebnisse
1. Erzielte Ergebnisse

Teilbericht Forschungszentrum Jilich IBG2 (FZJ))

Anpassung / Etablierung von Phinotypisierungssystemen sowie Phanotypisierung und Scree-
ning von Kandidaten- und Elitelinien (AP2.2 und 2.3)

1.1. Methodenentwicklung und Optimierung fiir die nicht-invasive Quantifizierung des Wachstums
und der Architektur der wichtigsten Merkmale von SynRG Raps Ziel-genotypen

1.1.1. Wurzelmerkmale: Zur Eignungspriifung etablierte Verfahren wurden optische Analysen zur
Quantifizierung von Architektur von Wurzeln und Wurzelsystemen in Agar mithilfe einer Eigenent-
wicklung des FZ) (GROWSCREEN-Root) durchgefiihrt. Die Eignung dieser automatischen Quantifi-
zierung, auch fiir den Hochdurchsatz, wurde festgestellt. Eine lineare Regression ergab, dass die
Wourzelldngen mit der automatischen Methode akkurat vermessen werden kénnen (r>=0,98). Die
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Gesamtlange der Primarwurzel, die Gesamtlange und die Teillangen der Sekundar- und Tertiar-
wurzeln, Verzweigungsparameter wie die Winkel zwischen Primar — und Sekundarwurzeln und die
Dichte der Seitenwurzeln konnten bestimmt werden. Allerdings eignet sich das Verfahren bei gro-
Reren Pflanzen wie Raps nur fir friihe Wachstumsphasen. Zlichter kdnnen jedoch auch wichtige
Informationen Gber die Merkmalsauspragung in friihen Entwicklungsphasen nutzen.

1.1.2. Sprossmerkmale: Wachstumsanalysen zur Quantifizierung von Architektur von Blattern,
inkl. Blattflaichen und Wachstum, sowie Sprosssystemen waren auch durch zeitintensive Handver-
messungen moglich. Das Funktionsprinzip von sich in der Entwicklung befindenden optischen Me-
thoden und selbstentwickelter Segmentierungssoftware wurde erfolgreich gepruft. Zur Etablie-
rung neuer Verfahren erfolgte die (Weiter)Entwicklung einer neuen optischen Analyse (mit Hard-
und Softwareentwicklung) zur Quantifizierung. Die Eignung dieser automatischen Quantifizierung
des Sprosswachstums im Hochdurchsatz wurde festgestellt. Das Verfahren eignet sich bei Pflan-
zen mit einem GréRenwachstum wie z.B. Raps nur fir friihe Wachstumsphasen (bis etwa 80 cm
Pflanzenhohe). Zichter konnen jedoch auch wichtige Informationen (iber die Merkmalsauspra-
gung in frilhen Entwicklungsphasen nutzen. In der ersten Phase des Projekts wurde eine der Som-
merrapslinien (CH8451/08, Partner SU BIO) mit manuellen und automatischen Messungen umfas-
send analysiert und dient als Modell sowohl flir andere Rapslinien als auch andere zweikeimblatt-
rige Arten (Abb. I.1). Die ,Screen-House Spross-Phanotypisierungsplattform” kombiniert
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Abbildung I.1. Screen-House Spross-Phanotypisierungsplattform. Pflanzen der SynRg Sommerrapslinie
CH8451/08 auf Gewéachshaustischen vor der Bildaufnahmestation (oben links). Entwicklung des Spross-Sys-
tems wahrend der Wachstumsphase (Tage nach Aussaat/DAS) reprasentiert durch aus den Bildern berech-
nete projizierte Blattfliche (oben links). Lineare Regression aus Daten zu projizierter Blattflache von allen
drei Kameras und der Sprossbiomasse.
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Bildaufnahme- und Verarbeitungstechniken mit einem Pflanzentransportroboter, wodurch die
SproR-Phanotypisierung von in Topfen wachsenden Pflanzen ermdglicht wird. Die Biomasse-
Werte hatten eine signifikante Korrelation (r? 0,96-0,99) zu den mit den Kameras aufgenomme-
nen Blattflichenwerten (Abb. 11.1 unten, links). Die Lineare Regressionsanalyse zeigte, dass die an
der Oberseite (0°) und die im 45°-Winkel angebrachten Kameras fiir die Analyse von Rapspflanzen
am besten geeignet sind. Eine Erfassung der Sprossbiomasse in regelmaRigen Abstanden wahrend
der Wachstumsphase ist mittels dieser Phanotypisierungsanlage moglich.

Die Dynamik der Raps-Sprossentwicklung konnte auch mit einer Phanotypisierungsplattform, be-
stehend aus einem Infrarot-Laserscanner mit einer Reflektionskamera (PlantEye, Phenospex N.V.),
nicht-invasiv, schnell und automatisiert bestimmt werden. Die SynRg-Rapssorte Lisora (Samen be-
reitgestellt von SU BIO) und CH8451/08 wurde in kleinen Bestanden mit 40 Pflanzen pro m? kulti-
viert, was der Zuchtpraxis in Deutschland entspricht. Eine lineare Regression ergab, dass die Pflan-
zen mit der automatischen Methode akkurat vermessen werden kénnen (r>=0,98). Die hier vorge-
stellte, schnell und automatisiert arbeitende Phanotypiesierungsmethode kann auch in grofReren
Pflanzenbestanden eingesetzt werden, so dass sie fir die Pflanzenziichtung geeignet ist.

Als weitere Moglichkeit wurde die nicht-invasive Quantifizierung der Photosyntheseleistung der
Pflanzen identifiziert. Hierzu wurde das am FZJ etablierte Mini-PAM Chlorophyll Fluorometer z.B.
bei den Rapssorten des Partners SU BIO verwendet, mit welchem 1-Punkt Messungen mit 2-3
Pflanzen pro Minute bzw. Lichtkurven mit 1 Pflanze pro 10-15 Minuten erstellt werden kénnen.

1.2. Screening von Kandidaten- und Elitelinien

1.2.1. Etablierung einer Screening-Methode zur Charakterisierung der Toleranz von Brassica napus
Wurzelwachstum in Reaktion auf hohe Konzentration an Aluminium in der Rhizosphdre: Im 4. Jahr
dieses Projekts wurden dem FZJ Brassica napus-Linien durch den TP1-Partner Saaten-Union GmbH
zur Verfligung gestellt. Ausgewahlt wurden die Genotypen aufgrund ihrer moglichen Toleranz ge-
geniliber hohen Aluminium-Konzentrationen im Boden. Die Raps-Pflanzen wurden in vertikalen

Agarplatten kultiviert. Basierend auf Vorversuche mit der Rapssorte Campino wurden Aluminium-
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Konzentrationen von 0, 2 und 4 mM im Agar eingestellt. Die Versuchsanordnung war vollstandig
randomisiert (4 replizierte Platten mit je 3 Pflanzen pro Genotyp und Behandlung). Die Entwick-
lung von Rapswurzeln im Agarmedium wurde fiir 15 Tage verfolgt, wobei in regelmaRigen Abstan-
den Aufnahmen von den Wurzeln gemacht wurden. Aluminiumkonzentrationen (2 und 4 mM)
wiesen geringere Wurzellangen verglichen mit der Kontrollgruppe (0 mM) auf (Abb. 1.2). Die Archi-
tektur des Wurzelsystems wurde ebenfalls beeinflusst: besonders die hohe Aluminiumkonzentra-
tion von 4 mM fiuhrte nicht nur zu einer Reduktion des Wachstums der Primarwurzel, sondern
hemmte auch die Entwicklung der Seitenwurzeln. Die Gesamtwurzelldnge der Genotypen L06, LO7
und L08, L09 wurde durch 4 mM Aluminium insgesamt weniger stark gehemmt als die Wurzelent-
wicklung der anderen Rapslinien. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese vier Genotypen
tendenziell hohe Aluminiumkonzentrationen im Wachstumsmedium besser tolerieren kénnen.

1.2.2. Phanotypische Analyse des Sprosswachstums der Rapssorte Mozart und der abgeleiteten
RNAi-transgenen Linien Clavatal, Clavata2, Coryne und Erecta: FZJ erhielt transgene Raps-Linien
von HHU Dusseldorf, die bezliglich ihres Sprosswachstums phanotypisch analysiert werden soll-
ten. Die Gene Erecta, Clavatal, Clavata2 und Coryne haben Funktionen in der Morphogenese von
Spross und Infloreszenz, so dass zu erwarten ist, dass die RNAi-Linien, in denen die jeweiligen
Gene ausgeschaltet sind, Verdanderungen im Sprosswachstum aufweisen. Zur phanotypischen Un-
tersuchung der transgenen Rapspflanzen und Referenzen wurden randomisiert die Individuen mit
Hilfe der Screenhouse-Phanotypisierungsplattform 2x pro Woche vermessen. Genotyp-abhangig
zeigten sich Unterschiede in der Keimrate, wobei insbesondere die Coryne-Linie eine niedrige
Keimrate (37%) aufwies, wahrend die anderen Transgene nur geringfiigig niedrigere Keimraten
(88,9 bis 92,6%) hatten als die Hintergrundsorte Mozart (96,3%). Aus den ersten und letzten Gro-
Renmessungen wurden relative Wachstumsraten fiir jede Pflanze ermittelt. Diese lagen bei Mo-
zart mit 17,5% d* niedriger als bei Clavata2-RNAi (18,4% d!), Erecta-RNAi (18,7% d!), Clavatal-
RNAI (19,0% d) und Coryne-RNAI (19,8% d™). Die Pflanzen wurden 49 Tage nach der Aussaat ge-
erntet und dabei vermessen und gewogen. Zu dieser Zeit hatten alle Genotypen die Hauptinflo-
reszenz angelegt; diese war bei Clavatal-RNAi noch zwischen den obersten Laubblattern verbor-
gen, bei den anderen Genotypen war sie bereits deutlich sichtbar. Ubereinstimmend mit den Bild-
daten aus der Phanotypisierungsanlage ergaben die Blattflaichenmessungen mit dem Leaf Area
Meter fur Clavata2 die héchsten Werte (ca. 3000 cm? pro Pflanze), wiahrend Mozart und Coryne-
RNAi mit ca. 2500 cm? pro Pflanze die niedrigsten Werte aufwiesen. Clavata2-RNAi hatte das
hochste Frisch- und Trockengewicht, Coryne-RNAi -Pflanzen waren im Mittel die leichtesten. Wie
bei der Blattflache waren die Unterschiede zwischen den Genotypen im Frisch und Trockenge-
wicht relativ gering; signifikante Unterschiede fanden sich nur zwischen den extremen, d.h. zwi-
schen Clavata2-RNAi und Coryne-RNAI. Bei Coryne-RNAi wurden leicht reduzierte und bei Erecta-
RNAi erhohte Blattzahlen festgestellt. Diese phanotypischen Analysen zeigten differentielle Funk-
tionen der untersuchten Gene auf. Die GroRBe und Biomasse der Pflanzen wurde insbesondere von
Clavata2 beeinflusst. Die Anzahl der Blatter wurde von Clavatal, Coryne und Erecta kontrolliert.
Der Zeitpunkt der Knospenbildung wurde von Clavatal beeinflusst. Bei allen transgenen Linien
war der Anteil der Blattmasse an der Gesamt-Sprossmasse gesteigert, insbesondere bei Clavatal.
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Teilbericht Phytowelt GreenTechnologies GmbH (PHY)

Entsprechend der Vorhabensbeschreibung umfassen die Aufgaben der Phytowelt (PHY) im Rah-
men des TP1 im Wesentlichen die Bereitstellung von molekularbiologischen Dienstleistungen (u.a.
Klonierungsarbeiten) fir die akademischen Partner. Daneben ist Phytowelt bei SynRg an den Pro-
jektteilen Koordination und ,,Produkte/Anwendungen durch Funktionalisierung/Derivatisierung”
(TP3) beteiligt, deren Ergebnisse in den entsprechenden Zwischenberichten dargestellt werden.
Bezliglich TP1 wurden im Berichtzeitraum vom Partner HHU zunachst die Klonierung der regulato-
rischen Sequenzen der Zielgene Clavata 1 (CLV1), Clavata 2 (CLV2), Erecta (ER), Coryne (CRN) und
Jagged Lateral Organs (JLO) aus Arabidopsis thaliana angefordert. Es folgte die Ermittlung der
mutmallichen Promotorsequenzen der Zielgene. Hierzu wurden die in gdngigen Datenbanken
vorliegenden Sequenz-Informationen ausgewertet und die vorgelagerten Gene, die intergeni-
schen Regionen sowie evtl. vorliegende untranslatierte Regionen (UTR) der verschiedenen Ziel-
gene bestimmt. Weitere in silico-Analysen dienten zur genaueren Eingrenzung der putativen Pro-
motoregionen. Basierend auf diesen Analysen wurden entsprechende Oligonukleotide (Primer)
abgeleitet und, nach Isolierung von genomischer Arabidopsis-DNA, erfolgreich zur PCR-Amplifika-
tion und Klonierung der CLV1-, CLV2-, ER- und CRN-Promotorsequenzen eingesetzt. Der JLO-Pro-
motor konnte in wiederholten Experimenten und mit unterschiedlichen Ansatzen nicht erhalten
werden. Durchgefiihrte alternative Ansatze zur Isolation von Teilbereichen des JLO-Promotors
blieben ebenfalls erfolglos. Diese Arbeiten wurden eingestellt.

Als Zwischenschritt, und zur Durchfiihrung der Isolierung und Sequenzierung/Analyse, erfolgten
die Klonierungen zunachst in bakteriellen Vektoren. Die Verifikation der erhaltenen Konstrukte
erfolgte mittels DNA-Sequenzierungen und deren Analyse. Nach Absprache mit HHU wurden Klo-
nierungsarbeiten zur Herstellung von Pflanzenexpressions-Vektoren durchgefiihrt, in denen die
erhaltenen Promotoren transkriptionell mit den Reportergenen Green-Fluorescent-Protein (GFP,
Tsien, 1998) bzw. Glucuronidase (GUS) fusioniert sind. Die Klonierungen wurden erfolgreich abge-
schlossen und die Konstrukte an HHU Ubergeben.

Teilbericht Heinrich-Heine-Universitat (HHU)

Kontrolle der Samenbildung im Modellsystem Arabidop sis und in Raps

Die Anzahl der Samenanlagen (Ovulen) je Arabidopsis-Pflanze (ovule number per plant, ONP)
hangt von der Anzahl der gebildeten Bliten sowie der Anzahl der Samenanlage je Bliite oder
Schote ab (ovule number per silique, ONS) (Abb. II.3). Die ONS wiederum wird durch die maximale
GroRe der Schote sowie durch den Abstand der Ovulen zueinander kontrolliert.

Um den Mechanismus und die unterliegenden Kontrollgene der Samenbildung bei Arabidopsis zu
identifizieren, wurde eine Assoziationskartierung durchgefiihrt. Dabei stand der Abstand der
Ovulen (Samenanlagen) im Vordergrund, der letztlich die Anzahl der Samen je Schote und damit
einen zentralen Ertragsparameter kontrolliert. Dazu wurden Daten aus verschiedenen Versuchs-
ansdtzen miteinander integriert. Untersucht wurden sowohl verschiedene Arabidopsis Okotypen,
als auch Mutanten und andere Arabidopsisspezies. Eine Voruntersuchung von 96 Arabidopsisdko-
typen lieR bereits eine starke phanotypische Variation in Bezug auf die Schotenldange und Ovulen-
zahl erkennen. Die Okotypen wurden in einem randomisierten Versuchsansatz mit drei Replikaten
bei zwei verschiedenen Temperaturen (bei 16°C und 21°C) in Phytokammern durchgefihrt.
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Abbildung I.3. Unterschiede in Samendichte und (Ratio), Samenanzahl (Ovule number) und Schotenldnge zwischen Ara-
bidopsis Okotypen Cvi und NFA-8. Daten wurden als logio Werte dargestellt.

Die Phanotypisierung erfolgte an reifen Schoten, wobei fiir jeden Okotyp 5 Schoten je Versuchs-
ansatz und Replikat analysiert wurden. Gemessen wurden die Schotenlange (SL), Ovulenzahl (ON)
und die Ovulendichte (ON/SL).

Um die genetische Basis der phanotypischen Variation in der Ovulenzahl aufzudecken, wurden die
Phanotypisierungsdaten mit frei verfligbaren Daten zu Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs)
mittels einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) abgeglichen. Kandidatengene wurden um
signifikante SNPs in einer genetischen Region von +/-20 Kilobasen (kB) identifiziert. Diese Untersu-
chung erbrachte eine erste Liste mit Kandidatengenen, die aufgrund ihrer niedrigen Probabilitats-
werte (p-Value) und der ihnen zuzuordnenden Varianz selektiert wurden.

Durch weitere Untersuchungen rekombinanter Inzuchtlinien (RILs) einer Kartierungspopulation
von Arabidopsis Cvi x Ler konnten verschiedene chromosomale Regionen eingrenzen werden, in
denen Regulatorgene der Samenanzahl, Schotenlange oder Samendichte (Samenanzahl / cm
Schote) kartieren. Den héchsten LOD-Wert zeigte eine Region auf Chromosom 2, wo verschiedene
Rezeptorkinase-kodierende Gene kartieren. Durch Untersuchungen an verschiedenen mutanten
Arabidopsislinien sowie durch Komplementationsexperimente konnte deren Funktion in der Kon-
trolle der Samendichte bestatigt werden. Transgene Arabidopsispflanzen, die die entsprechende
Rezeptorkinase unter Kontrolle eines plazentaspezifischen Promoters exprimieren, wiesen eine
hohere Samendichte bei gleichzeitig geringerer SamengroRe auf. Um eventuelle funktionale Ef-
fekte dieser Rezeptorkinase auf Wachstum und Entwicklung der Pflanzen speziell im Hinblick auf
MeristemgroRe zu untersuchen, wurde Pflanzenmaterial an den Projektpartner FZJ zur Validie-
rung und Phanotypisierung weitergegeben. Weiterhin wurden Vektoren zur stabilen Transforma-
tion von Raps generiert, die vom Projektpartner SUBIO fiir Transformationsexperimente einge-
setzt wurden. In einem ersten Transformationsansatz wurden dabei gezielt Gene, die die Me-
ristemgrolRe in Arabidopsis steuern, abreguliert. In transgenen Versuchspflanzen konnten jedoch
bei Raps, im Gegensatz zu Arabidopsis, keine starken Wachstumseffekte beobachtet werden. In
einem zweiten Versuchsansatz wurden daher transgene Rapspflanzen erzeugt, bei denen Rezep-
torkinasefunktionen gezielt in der Plazenta fehlreguliert wurden. Die Evaluation dieser Linien ist
zurzeit noch nicht abgeschlossen.
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Teilbericht Max-Planck-Institut fiir Pflanzenziichtungsforschung (MPIPZ)

Kandidatengene zur Transformation in Brassica napus

Zu Beginn des Projektes wurden interessante Architektur- und Wachstumstypen mit veranderten
Bllihzeitpunkten festgestellt. Insgesamt wurden fiinf Kandidatenlinien in Arabidopsis thaliana und
Arabis alpina identifiziert. Der erwiinschte Effekt in diesen Linien wurde entweder durch starkere
oder schwiachere Expression der Gene FT oder FLC bzw. PEP1, das A. alpina Ortholog von AtFLC,
verursacht. Uberexpression des FT Gens fiihrt zu friih bliihenden Pflanzen, Ausschalten des Gens
flihrt zu verspéateter Bliite bei hoherer Biomasse (Kandidatenlinien 2, 3 und 5). Unterdriicken der
Expression von FLC fiihrt zu friiher, Uberexpression zu spater Bliite bei héherer Biomasse der
Pflanze (Kandidatenlinien 1 und 4). Konstrukte mit oben genannten Genen und Funktionen wur-
den an den Partner SUBIO zur Transformation in Winterraps weitergeleitet (PEP1 dsRNAI,
SUC2::FT, genomisches FT Konstrukt, FT dsRNAi, genomisches FLC Konstrukt).

Bei der Pflanzentransformation missen in einem ersten Schritt homozygote, transgene Linien se-
lektiert werden, welche das Transgen nur einmal in ihr Genom inseriert haben. MPIPZ gab flnf
Konstrukte zur Pflanzentransformation an den Partner SUBIO weiter (Tabelle 11.1). Nur das PEP1
dsRNAi sowie das SUC2::FT Konstrukt zeigten den erwarteten Effekt (friihe Bliite, Abb. I.4). Die
Linien mit den Konstrukten AtFLC sowie AaFT dsRNAi sollten beide spater bliihen als die Kontrolle
Mozart. Dies konnte jedoch nicht festgestellt werden. Um festzustellen, ob die Pflanzen bei der
Bllite grofSer sind und zahlreichere bliihende Seitensprosse besitzen, mussten zunachst homozy-
gote Linien etabliert wurden.

Tabelle I.1: An SUBIO weitergegebene Transformationskonstrukte und ihr erwarteter Effekt

Sorte in welche trans-

Name Konstrukt . erwarteter Effekt
formiert wurde
PEPI dsRNAI Falcon (Winterraps) friihe Blite ohne Vernalisierung
SUC2::FT Falcon (Winterraps) friihe Bliite ohne Vernalisierung

genomisches FT Konstrukt
(Arabidopsis thaliana)
AaFT dsRNAi Mozart (Sommerraps) spatere Blite
genomisches FLC Konstrukt
(Arabidopsis thaliana)

Falcon (Winterraps) friihe Blite ohne Vernalisierung

Mozart (Sommerraps) spatere Blite

Aufgrund des eindeutigen Phanotyps konzentrierte sich die Analyse auf die PEP1 dsRNAi-Linien.
Dieses Konstrukt sollte, eingebracht in die Winterraps-Sorte ,Falcon’ (SUBIO), zu einer friihen
Bllite ohne Vernalisierung fiihren. Insgesamt konnten unter den Nachkommen der 3 unabhangi-
gen transgenen Linien 7 homozygote Linien sicher identifiziert werden. Flinf der homozygoten Li-
nien wurden zusammen mit der Sorte ,Falcon’ (SUBIO) als Kontrolle weiter kultiviert, um den
exakten Blihzeitpunkt anhand von Blattzahlungen zu bestimmen. Wahrend die Sorte ,Falcon’
ohne Vernalisierung nie zur Bliite kam, bliihten die transgenen Linien durchschnittlich mit einer
Gesamtzahl von 13 bis 15 Blattern. Dies unterstreicht die Wirksamkeit des Transgens zur Aufhe-
bung der Notwendigkeit zur Vernalisierung und zeigt auch, dass alle 3 unabhangigen transgenen
Linien zu ahnlichen Zeitpunkten bliihen und es somit keinen merklichen Positionseffekt des Trans-
gens gibt.
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Abbildung 1.4: Vergleich Kontrollpflanze Sorte Falcon (mitte) mit Transgenen Rapspflanzen (links und rechts), bei wel-
chen die Notwendigkeit zur Vernalisierung aufgehoben wurde. Links im Bild Sorte Falcon transformiert mit SUC2::FT,
rechts mit Bild Sorte Falcon transformiert mit PEP1 dsRNAI.

Erstellung einer BAC-Bank zum Auffinden neuer Gensequenzen

Um Orthologe von bekannten an der Regulation der Blite beteiligten Genen zu finden, wurde
eine BAC Bank der Brassica napus Line SynRg 1 (SUBIO) mit dreifacher Genomabdeckung (23,000
Klone mit 140 kB Inserts) sowie Filter erstellt. Hiermit wurden Orthologe von aus A. thaliana be-
kannten Regulatorgenen der Bliite gesucht. In einer ersten Untersuchung der Raps-Transforman-
ten wurde klar, dass das dsRNAi PEP1 Konstrukt den vermuteten Effekt, namlich die Ausschaltung
der Notwendigkeit zur Uberwinterung vor der Bliite, vermittelte. Hierdurch ist es méglich, friiher
blithenden Raps zu erhalten (frihere Ernte) bzw. durch diese Eigenschaft schneller neue Rapsli-
nien zu ziichten. Lange Wartezeiten durch mehrwdchige Kalteperioden fallen weg, so dass eine
schnellere Abfolge von Generationen erreicht werden kann. Im Anschluss kann das Transgen
durch Kreuzung entfernt, und so wieder ein Winterraps erreicht werden. In A. thaliana liegt das
FLC Gen in einer Kopie im Genom vor. In Raps hingegen sind aufgrund der komplizierteren Evolu-
tion des Genoms (Allender und King, 2010) sowie einer ancestralen Triplikation des Genoms (z.B.
Lysak et al. 2005) sechs Kopien von FLC zu erwarten (zum Vergleich: In der Literatur sind 5 Para-
loge fur B. napus beschrieben (Tadege et al. 2001)). Fiir den weiteren Verlauf des Projektes war es
nun interessant, Sequenzinformationen tiber die Raps-Orthologe von FLC zu erhalten, um auch die
Moglichkeit zu besitzen, weiteres Material nach gewlinschten Genvarianten zu durchsuchen (z.B.
funktional gegeniiber nicht funktional). Beim Durchsuchen der BAC Bank mit einer gegen
FLC/PEP1 gerichteten Sonde (Wang et al. 2009) wurden sechs positive Klone identifiziert. Des
Weiteren wurden Primer entworfen (basierend auf den von Tadege et al. 2001 publizierten Se-
guenzen), welche die fiinf bekannten FLC Paraloge spezifisch amplifizieren kénnen.

Natiirliche Variation von PEP1/FLC in A. alpina und unterschiedlichen Varietdten von B. napus
Brassica napus: In PEP1 ds RNAI Linien kommt es zur friihen Blite, da die B. napus Orthologe von

FLC nicht mehr exprimiert werden kdnnen. In A. thaliana sind natirliche Akzessionen bekannt,
welche wenig oder kein FLC exprimieren und dadurch friher als Akzessionen mit aktivem FLC blG-
hen. Unter anderem reguliert FRIGIDA (FRI) die Expression von FLC und ist damit hauptséachlich
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verantwortlich fiir die natlrliche Variation des Bliihzeitpunktes in A. thaliana (Johanson et al.
2000). Auch in B. napus und B. oleracea scheint FRI eine wichtige Rolle in der natiirlichen Varia-
tion des Blihzeitpunktes zu spielen (Irwin et al. 2012). Daher wurden in Zusammenarbeit mit
SUBIO Sequenzen von FRIGIDA-Orthologen aus unterschiedlichen Sommer- wie Winterraps-Akzes-
sionen verglichen um festzustellen, ob auch hier die gleichen zuvor beschriebenen (oder neue)
mit Unterschieden im Blihzeitpunkt korrelierten Nukleotidpolymorphismen zu finden sind. Fir
einen Nukleotidpolymorphismus konnte gezeigt werden, dass dieser auch in den 20 bei dem Part-
ner SUBIO verfligbaren B. napus Varietdaten mit dem Winter- bzw. Sommertyp korreliert. Die fir B.
oleracea beschriebene Deletion (Irwin et al. 2012) konnte in keiner der 20 B. napus Akzessionen
gefunden werden.

Arabis alpina: A. alpina bendtigt eine Kalteperiode um zur Bllte zu kommen. Es ist bekannt, dass
dieses Verhalten auf die Expression des FLC Orthologs PEP1 zurickzufiihren ist (Wang et al. 2009).
Weiterhin ist bekannt, dass nicht alle A. alpina Akzessionen einen Kaltereiz bendtigen und dies in
Verbindung zu verschiedenen natiirlich vorkommenden Allelen von PEP1 steht (Albani et al.
2012). Das MPIPZ verfigt Gber eine groRe Anzahl an Akzessionen von A. alpina, welche alle natir-
lichen Populationen entstammen. Hier wurden Akzessionen identifiziert, welche ohne Kalteperi-
ode bliihen kdnnen. Kreuzungsversuche mit einem Individuum, welches ein bekanntes mutiertes,
nicht-funktionales Allel von PEP1 tragt (pep1-1 Mutante, Wang et al. 2009) zeigten, dass in Akzes-
sionen, welche ohne Winter blihen, teilweise ein nicht-funktionales Allel von PEP1 fiir den Phano-
typ verantwortlich ist. Die Allele wurden sequenziert.

Teilbericht Saaten Union BIOTEC GmbH (SUBIO)

Doppelhaploide gelbmehlige anthocyanreiche Weizenlinien mit verbessertem Ertragspotential

Gelbweizen bzw. gelbes (= B-carotinoid haltiges) Mehl resultiert aus einem héheren Carotinoid-
gehalt und ist in der Erndahrung sehr gefragt. Zusatzlich hat sich ein angenehm aromatischer Ge-
schmack in den Backwaren gezeigt und die Gelbmehle eignen sich zur Herstellung von Ei-freien
oder Ei-reduzierten Backwaren (=Didtmehle). Daneben gibt es Purpur-Weizen, der sich durch den
hohen Gehalt an Anthocyanen in der Schale des Korns auszeichnet. Anthocyane wirken als Radi-
kalfanger und die Konzentrationen in Purpurweizen kénnen denen in Rotwein entsprechen. Dop-
pelhaploide Linien aus entsprechendem Kreuzungsmaterial, das im Vorfeld des Projektes erstellt
worden war, wurden mittels der Mais-Weizen Methode erstellt. Die Spenderpflanzen der 5 Kreu-
zungen mit den Sommerweizengenotypen LILA, LUTEUS, SAFRANIA und TYBALT wurden im Okto-
ber 2009 getopft. Wahrend der Kreuzungsphase im Dezember 2009 wurde keine sichtbare Ant-
hocyanfirbung an den Ahren beobachtet. Ende Dezember 2009 bis Mitte Januar 2010 wurden die
Embryonen aus den Ahren prapariert und zur Kultivierung in-vitro auf Regenerationsmedium ge-
setzt. Nach einer guten Regeneration der Keimlinge und anschlieRender Erdkultur wurde im Marz
2010 die Colchizinierung durchgefiihrt. Anschliefend konnten 665 Pflanzchen zur weiteren Kultur
unter natirlichen Bedingungen ins Versuchsfeld gepflanzt werden (Tab.1). Die restlichen Ahren
der Spenderpflanzen wurden geselbstet. Genotyp SUR 328 und SUR 332 zeigten schwarze Korner.
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Tabelle 1.2: Ubersicht iiber die erzeugten und ausgepflanzten Regenerate

Kreuzung Anzahl Bemerkung
Genotyp Regenerate
SUR 328 | LILAXTYBALT 142 z.T. anthocyan am in-vitro Regenerat
SUR 329 LUTEUS x TYBALT 120 Teilweise anthocyan am ER-Korn
SUR 330 SAFRANIA x TYBALT 105 Teilweise anthocyan am ER-Korn
SUR 331 LUTEUS x LILA 217 Teilweise anthocyan am Spross
SUR 332 | SAFRANIA x LILA 81 z.T. anthocyan am in-vitro Regenerat
SUMME 665

Abbildung 1.5 : Regenerate im Feld

Von den 665 Regeneraten konnten im Sommer 353 doppelhaploide Pflanzen geerntet werden,
die im Herbst 2010 als Einzelreihen angelegt wurden. Darliber hinaus wurden parallel 613 F5-Kor-
ner (iber die Single Seed Descent — Methode entwickelt und als Sommerung geséat. Bei beiden Ma-
terialgruppen wurde die Aleuronfarbe bonitiert. Fiir die Kartierung der Gene fiir Gelomehligkeit
und Luteinbildung wurden im Mai 2010 die Elterngenotypen im Markerlabor angezogen, die DNA
isoliert und fir das geplante Polymorphismus-Screening vorbereitet. Bei der Auswahl der einzu-
setzenden Marker konzentrierten wir uns auf publizierte Genorte auf den Chromosomen 1A, 1BS,
2AL, 2AM, 2AS, 3AL, 3BM, 7AL und 7BS. 50 Marker wurden zunachst daraus selektiert, bestellt
und auf die Eltern angewendet, um mdgliche Polymorphismen zwischen den Eltern identifizieren
zu kénnen. 47 der 50 Marker zeigten Fragmente bei den Eltern und es konnten zwischen 5 und 8
polymorphe Marker pro Kreuzung identifiziert werden. Dabei gab es die meisten Polymorphismen
auf den Chromosomen 2A und 7A. Bei 3 Markern zeigten die beiden B-Carotinoid - Sorten SAFRA-
NIA und LUTEUS identische Allele, bei 4 Markern zeigte LILA (erhdhter Proantocyaningehalt) ein
anderes Allel als die anderen Sorten.
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Tabelle 1.3: Finale Populationen, Mehlbonituren und Validation polymorpher SSRs

Regenerate Kornfarbe F1 g;‘;ﬁhl g;rnfarbe Mehlbonitur E;FI{\;
1.Safrania x Tybalt 105 normal 43 normal 21 gelb : 22 weiss 8
2. Luteus x Lila 217 keine Gber 41 schwarz 2 gelb : 6 inter : 33 weiss 7
3. Safrania x Lila 81 schwarz 6 schwarz 1 gelb: 5 weiss 5
4. Lila x Tybalt 142 schwarz 14 schwarz  0gelb : 14 weiss 8

Die molekularen Analysen wurden nach Vorliegen der phanotypischen Bonituren der geernteten
Pflanzen validiert. Somit liegt SUBIO zum Ende des Projektes 1 Markerassay auf Chromosom 7A
zur Vorhersage der Mehlfarbe vor, sofern die Sorte SAFRANIA als Elter eingesetzt wird. Hinsicht-
lich der Kornfarbe, die zumindest bei den hier eingesetzten Genotypen dominant vererbt wird
und somit an alle Nachkommenschaften weitergegeben wurde, ergeben sich erste Hinweise zur
molekularen Identifizierung mit einem Markerassay, der auf 7D kartiert, sofern die Sorte LILA ei-
ner der Eltern ist. Die generelle Einsatzbarkeit der Marker wird an weiterem Material getestet
werden.

Brassica BAC Bank als Ressource fiir das SynRg Projekt

Beim Partner MPIPZ-KGIn liegt eine BAC-Bank der Linie SynRgl mit dreifacher Genomabdeckung
vor (23,000 Klone mit 140 kB Inserts). Es wurden dort auch Filter erstellt, um die Bank durchfors-
ten zu kdnnen. Um die Qualitdt der BAC-Bank abzuschatzen, wurde von SUBIO zusammen mit
dem Partner MPIPZ ein Qualitatstest der Bank durchgefiihrt. SUBIO lieferte zwei Sonden (PCR-
Produkte aus Raps) und Primer zu zwei PCR-Markern, die im Raps-Genom dicht beieinander liegen
(vermutl. wenige tausend Basen). In Kéln wurde die BAC-Bank mit den zwei verschiedenen Son-
den beprobt und es konnten 13 positive Klone identifiziert werden, welche durch PCR und an-
schlieBende Sequenzierung des Amplikons bestatigt wurden. Die Sequenzen (alle forward) wur-
den bei uns als einheitlich verifiziert. Die gefundene Anzahl positiver BAC-Klone entspricht etwa
der doppelten Anzahl der erwarteten Klone. Die Sonde bindet an einen Bereich, welcher nur ein-
mal im Genom vorhanden ist; bei einer dreifachen Genomabdeckung wurden 3 Kopien aus dem
A-Genom und 3 Kopien aus dem C-Genom erwartet. Die Sonden lagen im Genom relativ nah zu-
sammen und hatten beide in 12 von 13 Klonen an die gleichen BACS gebunden; es waren also 6
Klone erwartet worden und nicht 12; 12 Klone waren nur bei sechsfacher Genomabdeckung oder
dem Binden der Sonden an unterschiedliche BACs zu erwarten gewesen. Eine weitere Evaluierung
und Nutzung der BAC-Bank war zunachst geplant worden. Diese Arbeiten wurden neu in das Pro-
jekt aufgenommen und waren eine wichtige Basis fiir die Erreichung von M 3.7. Die BAC Bank
wurde zunachst als eine wichtige genetische Ressource fiir die weiteren Genkartierungs- und ggf.
auch —klonierungsarbeiten mit Bezug auf Ertragsbildung von Raps eingeschatzt. Im Projektverlauf
haben wir weitere BAC-Klone vom MPIPZ erhalten, die bei -20°C eingelagert wurden. Eine ge-
plante zweite Screening-Runde wurde jedoch nicht durchgefiihrt, da zwischenzeitliche Zugang von
SUBIO zu proprietaren RapsgenomSequenzen moglich wurde. Nun kénnen Genkopien direkt als
Sequenz erhalten werden (kein Umweg tiber BACs mehr notwendig). Eine Evaluierung der BAC-
Bank war daher nicht mehr notig. Mit den proprietdaren Rapsgenomsequenzen wurden homologe
Gensequenzen fir das bliihrelevante Gen FRI (FRIGIDA homolog zu BnaA.FRI) recherchiert. Posi-
tive Sequenzen von 5 Winter- und 5 Sommerrapsen sowie von den Grundartentypen (Ribsen,
Kohl) wurden aus der nicht-6ffentlichen Datenbank gezogen (BLAST) und an den Partner MPIPZ

Seite 20 von 111



Schlussbericht SynRg

K6In zur Analyse (ibergeben. Analoge Arbeiten zu dem Gen FLC (FLOWERING LOCUS C (FLC)) wur-
den begonnen. Des Weiteren wurden Arbeiten zur Entwicklung eines diagnostischen Markers fiir
die Unterscheidung von Winter- und Sommerraps begonnen. Mittlerweile ist es uns moglich, 90%
der genetischen Hintergriinde mit dem derzeitig besten Marker zu unterscheiden. Sowohl ein
Mikrosatellitenmarker, als auch ein TagMan-Assay wurden entwickelt. Die Arbeiten zur weiteren
Verbesserung dieser Marker werden fortgesetzt (Zusammenarbeit mit dem MPIPZ). Diese Marker
sind sehr niitzlich fur die beschleunigte Ziichtung verbesserter Rapssorten, da , Traits” im hetero-
zygoten Zustand in SSD Populationen mit Sommerrapsgenotypen ,gehalten” werden kénnen und
erst im letzten Schritt wieder in den Winterrapstyp gekreuzt werden kénnen. Somit kann man
mehrere Generationen pro Jahr herstellen und spart Zeit und Kosten, die mit Winterraps grund-
satzlich anfallen wiirden. Des Weiteren kann der Marker fiir Durchwuchskontrolle verwendet

werden.
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Abbildung. 1.6: Unterscheidung von Winter- Sommerraps durch Langenpolymophismus (A) und TagMan Assay (B)

Als dritter Baustein wurden SNP Marker fir die Selektion auf hoch oder niedrig ErucaSaure-Gehalt
entwickelt. Diese beruhen auf zwei Genen (Fettsdure-Elongasen - FAE). FAE_AO08 mit Kopie im A-
Genom und FAE_C03 mit Kopie im C-Genom. Ein Marker zur Selektion auf FAE_AOQ8 (auf Kapillar-
elektrophorese) und zwei Marker zur Selektion auf FAE_C03 (ebenso auf Kapillarelektrophorese)
liegen nun vor.

Gene relevant fiir Regulation der Anzahl von Eizellen/Bliite/Embryogenese:

Vom Projektpartner Uni Disseldorf wurde eine Liste mit Genen libergeben, die relevant fiir Regu-
lation der Anzahl von Eizellen/Blite/Embryogenese bei Arabidopsis sein konnten. Diese Gene
konnten auch fir die Rapsforschung interessant sein. Fiir die ldentifizierung von zu diesen Se-
guenzen homologen Genen in Raps wurde die Sequenz-Diversitat an Hand von 20 proprietar vor-
handenen Shot-Gun Sequenzen (5-10x) von verschiedenen Sommer- und Winterrapslinien unter-
sucht.
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Abbildung 1.7 : Ein typisches Alignment.

Sichtbar ist der C/T-Polymorphismus auf Chromosom NO2 in einem Raps-SequenzAlignment zu
einer homologen Arabidopsis-Sequenz zu AT1G65380 (receptor-like protein CLAVATA2). In der Se-
qguenzdatenbank konnte sechsmal das ,,C“ (davon zweimal bei Winterraps) und in zehn Genoty-
pen das , T“ gefunden werden. Fir alle sechs Gene wurde versucht, Alignments fir den jeweiligen
Genbereich (einige hundert bis wenige tausend Basen) zu erstellen, um SNPs in Raps zu finden.
Fiir YABBY_1 konnten keine sinnvollen SNPs untersucht werden, da es sich hier um eine zu kom-
plexe Genfamilie mit vielen Kopien in Raps handelt. Fiir alle anderen fiinf Gene mit unterschiedli-
chen Genvarianten (Allelen) mit vielversprechender Allelfrequenz wurden SNP-Marker etabliert
und damit ein Diversitatsset untersucht. Die in silico gefundenen SNPs konnten schlieRlich fir die
Gene ERECTA, AGL11 und FRIGIDA verifiziert werden (YODA MAPKK monomorph, CLAVATA2 as-
say failed)

Transformation von Raps

Vom Projektpartner HHU wurden vier Antisense-Konstrukte fiir die Gene CORYNE, ERECTA, CLA-
VATA | und Il aus Arabidopsis thaliana fertig gestellt und im Oktober 2009 libergeben. Die Trans-
formationsarbeiten mit dem Konstrukt SynRg | und Il (Coryne und Clavata |) wurden im Herbst
2010 abgeschlossen. Hieraus wurden 51 transgene Linien im Gewdachshaus getopft und der Ab-
reife zugefiihrt. Das Saatgut wurde nach Selbstung der Blitenstande Anfang 2011 geerntet und an
den Projektpartner Uni Disseldorf fiir weitere Analysen abgegeben. Die Konstrukte SynRg 3 und 4
(Clavata Il und Erecta) konnten ebenso erfolgreich in Raps transformiert werden. Eine ausreichend
grofde Zahl putativ transgener Sprosse konnte tGber Anzucht auf herbizidhaltigem Medium selek-
tiert werden. Diese Sprosse wurden anschlieBend mittels ELISA auf Transgenitat tiberprift und zur
Selbstung und Abreife in unser Gewachshaus lberfiihrt. Von den 76 transgenen Linien konnte
Saatgut aus nur 71 Pflanzen geerntet werden, da einige wenige Individuen sich im Gewachshaus
nicht weiter entwickelten und abstarben. Das gewonnene Saatgut wird ebenfalls fiir weitere Ana-
lysen an den Projektpartner HHU abgegeben. Von dem Projektpartner MPIPZ (Frau Dr. Kiefer) er-
hielten wir fiinf Konstrukte zur genetischen Transformation in Raps. Es handelte sich dabei um 2
Antisense Konstrukte (PEP1 dsRNAi und FT dsRNAi) und 3 Einfachkonstrukte (SUC2:FT, AaFT und
AtFLC). Die Transformationsarbeiten sollten in zwei verschiedenen Rapsformen durchgefiihrt wer-
den Sommer oder Winter). Die Arbeiten mit dem Sommergenotyp Mozart und dem Konstrukt
AaFT dsRNAi wurden abgeschlossen, und 15 transgene Linien wurden selektiert. Die transgenen
Linien reiften im Gewachshaus ab und das Saatgut wurde fiir weitere Analysen an den Projekt-
partner abgegeben. Das Konstrukt AtFLC wurde ebenfalls in den Sommergenotyp Mozart transfor-
miert. Die Arbeiten waren nicht so erfolgreich und es konnten nur drei transgene Linien selektiert
werden. Diese Pflanzen reiften im Gewachshaus ab und Saatgut steht ebenso zur Verfligung. Das
PEP1 dsRNAi Konstrukt sollte die Notwendigkeit der Kalteperiode zur Blihinduktion (Vernalisa-
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tion) im Raps aufheben. Dieses Konstrukt konnte erfolgreich in den Wintergenotyp Falcon trans-
formiert werden. Die Anzahl putativ transgener Sprosse nach der Selektion betrug mehr als 70.
Diese Sprosse wurden anschlieRend mittels ELISA iberpriift und 45 transgene Linien zur Abreife
ins Gewachshaus gebracht. Die restlichen Linien blieben im Labor als Reserve fiir eine spatere Ver-
nalisation beim Scheitern des transgenen Ansatzes. Der Erfolg des Ansatzes konnte bestatigt wer-
den, als 20% der nicht vernalisierten Pflanzen zu Bliihen begannen. Diese bildeten spater Schoten
und setzten Saatgut an. Weitere flnf Pflanzen zeigten Knospenbildung aber bisher wurde keine
offene Blite beobachtet. Das Konstrukt SUC2:FT wurde ebenfalls in den Wintergenotyp Falcon
transformiert. Aus dieser Transformationsserie konnten 20 transgene Linien selektiert werden.
Diese Linien wurden im Gewdachshaus getopft und anschliellend einer Kalteperiode unterzogen.
Das FT-Gen sollte zu friiherer Blite von Winterraps flihren. Das Experiment ist noch nicht abge-
schlossen. Somit konnte der Meilenstein M3.1 erreicht werden. Das gesamte oben beschriebene
Material wurde den Partner fiir weitere Analysen zur Verfligung gestellt. Einzelne positiv charak-
terisierte Linien konnten bei SUBIO weiter vermehrt werden. Dazu sind jedoch zunachst die weite-
ren Untersuchungen der Partner an dem Material abzuwarten.

2. Verwertung

Die von FZJ bereitgestellten Technologien haben das Potential, in Zucht- und Forschungsaktivita-
ten von Unternehmen wie SUBIO und anderen eingegliedert zu werden. Jegliches konventionelles
Material bei Raps und Weizen wird unmittelbar in die Sortenentwicklung einflieen kénnen. Da-
bei sind insbesondere die Zuchtziele Kombination von Fettsduregehalten mit verbesserten agro-
nomischen Merkmalen und die Veranderung des Wuchstypes (Idiotyp) bei Raps von besonderer
Bedeutung. Eine wissenschaftliche Anschlussfahigkeit ist dann jederzeit gegeben (auch fiir F&E-
Anséatze bei anderen Kulturarten).

Die vom FZJ weiterentwickelten und optimierten Phanotypisierungstechnologien werden in wis-
senschaftlichen und industriellen Forschungsprojekten, gemeinsam mit externen Partnern, ver-
wendet. Daten und Gene (erzeugte Transformationskonstrukte) zur moglichen Ertragssteigerung
oder Verkiirzung von Produktions- oder Ziichtungszeitraumen werden durch den Partner SUBIO
hinsichtlich einer (kommerziellen) Nutzung in Agrarpflanzen z.B. in Raps analysiert. Die aus B. na-
pus DNA (Linie SynRg1, SUBIO) erstellte BAC-Bank wurde auch SUBIO und HHU fiir ihre Forschung
sowohl innerhalb als auch teilweise aulRerhalb des Projektes zur Verfligung gestellt. Die erhalte-
nen Sequenzdaten zu den Orthologen des Arabidopsis Bliihrepressors FLC aus der Brassica Linien
SynRg 1 (Sommerraps) und Falcon (Winterraps) wurden nach Punktmutationen durchsucht, wel-
che die Unterschiede in Bezug auf die Notwendigkeit zur Vernalisierung erklaren kénnten. Die
Auswertung wurde an SUBIO weitergereicht, um bereits bestehendes Material zu durchsuchen
und feststellen zu kénnen, ob dies ein generelles Muster zur Unterscheidung von Sommer- und
Winterraps ist. Die Im Rahmen des Projektes erhaltenen Gensequenzen und transgenen Pflanzen
sowie die aus Material von SUBIO erstellte BAC-Bank werden weiterhin als Ressource eingesetzt.
Die Aussichten fur eine erfolgreiche Fortfiihrung und/ oder Implementierung der gewonnenen
Daten und Technologien wird als hoch eingeschatzt. Interessierte Anfragen aus Akademia und
Wirtschaft liegen bereits vor.

Mit einer Erfindung oder Schutzrechtsanmeldung der von SUBIO etablierten molekularen
Markerassays ist nicht zu rechnen, da diese als Betriebsgeheimnisse von SUBIO gefiihrt werden.
Die drei funktionierenden SNP-Marker fiir die Gene ERECTA, AGL11 und FRIGIDA sind sehr gut fiir
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die Erweiterung des SUBIO Raps-Marker-Portfolios zu gebrauchen. Diese Marker werden zukiinf-
tig in Kombination mit einigen SSR-Markern fiir Studien zur genetischen Distanz, Sortenidentitat
und marker-assisted Backcrossing eingesetzt. Der Nachweis konkreter Markerallele auf Ertrag o-
der Ertragsstabilitdt konnte im Rahmen von SynRG nicht geleistet werden, jedoch kénnen diese
Daten/Marker in zukiinftige Studien zur Genetik des Merkmals Ertrag einflieRen. Die neuen Raps -
Olqualitdten werden eine ganze Reihe von positiven Effekten haben. Ein solches Ol kann als
Grundlage zur Entwicklung von speziellen Praparaten dienen oder als Bestandteil weiter verarbei-
teter Lebensmittel vermarktet werden. Der Nutzen einer heimischen und nachwachsenden Quelle
fir hochwertiges pflanzliches Fett stellt fiir den Standort Deutschland einen entscheidenden Vor-
teil dar. Mittlerweile ist es den SUBIO angeschlossenen Rapsziichtern gelungen, verbesserte Hoch-
erucasre.-Rapssorten zu zlichten. Des Weiteren stehen fiir die markergestiitzte Selektion geeig-
nete Marker fur Erucasre. Allele zur Verfligung, so dass sich die Zlichtung hier schneller und effizi-
enter durchfiihren lasst. Der Erucasre.-Rapsmarkt ist ein stabiler aber kleiner zusatzlicher Markt.
Zusatzliche Nutzungsschienen fiir Erucasre. in der Polymerherstellung waren dringend erforder-
lich. Die Saaten-Union BIOTEC GmbH schatzt die Erfolgsaussichten nach Projektende im Bereich
der genetischen Transformation und der Produktion neuer homozygoten Linien (sowohl bei Raps,
als auch bei Weizen) als sehr aussichtsreich ein. Die in SynRG durchgefiihrten Markerentwicklun-
gen und die Arbeiten an der SYNRG-BAC-Bibliothek sind fiir SUBIO wichtige genetische Ressour-
cen und genomische Werkzeuge, um die sprunghaft ansteigenden Markeranwendungen in der
Rapsziichtung noch weiter zu steigern und um diese dann in nitzliche Markerapplikationen fir
die Zlichtungsprozesse der angeschlossenen Rapsziichter umzuwandeln. Als Perspektive fiir eine
Markteinfithrung der neu erzeugten Olqualititen ergibt sich ein Zeitraum von etwa 10 Jahren
nach Projektbeginn. Die Techniken zur Transformation werden durch internationale Forschungsta-
tigkeit immer praziser, sicherer und effizienter. Durch die Etablierung dieser Techniken besteht fiir
die Saaten-Union Biotec GmbH die Aussicht, als Dienstleister im Bereich der genetischen Transfor-
mation aufzutreten. Die Erstellung neuer DHs bei Weizen (auch Spezialitaten wie Gelbmehligkeit
und Buntweizen) werden zunehmen. Neue aus Arabidopsis klonierte Gene sollen in einer neuen
Phase in Raps transformiert werden und deren Effekte auf ertragsrelevante Merkmale bei Raps
untersucht werden.

3. Erkenntnisse von Dritten

Wahrend des Projektes wurden neue Erkenntnisse zur Variabilitdt und Evolution des Zielgens
BnFLC und seiner Paraloge gewonnen (Zou et al. 2012). Auch wurden neue Erkenntnisse bezlglich
des B. napus Orthologs FRIGIDA gewonnen, welches an der Regulation von FLC beteiligt ist (Irwin
et al. 2012). Des Weiteren wurden ausserhalb des Projektes weitere nicht-funktionale Allele des
FLC Orthologs PEP1 in wilden Akzessionen von A. alpina beschrieben (Albani et al. 2012).
Khlestkina et. al. (2014) hat das Gen Pp3 auf dem Chromosom 2A in Weizen isoliert und hinsicht-
lich der Funktion untersucht. Es tragt wesentlich zur Aktivierung der Anthocyan-Biosynthese zu-
sammen mit dem Gen Pp-1 bei. Dabei ist davon auszugehen, dass in diesen beiden Genen eine
allelische Diversitat vorhanden ist, was bei weiterfiihrenden Arbeiten bericksichtigt werden soll.
Im Wesentlichen kdnnte es sich bei den bei SUBIO gefundenen polymorphen Markern um eng mit
diesen Genen gekoppelte Marker handeln.
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1. Ziele

1. Aufgabenstellung

Mittlere Teil der Wertsch6épfungskette — Verfahren und Prozesse zur Ernte, zum Aufschluss und
zur Aufreinigung

Projektpartner: Technische Universitat Kaiserslautern (TUKL), Clariant Produkte (Deutschland)
GmbH (vormals Stid-Chemie AG) (Stid-CH), GEA Westfalia Group GmbH (vormals GEA Westfalia Se-
parator Process GmbH) (GEA), ATB; CLAAS (beratend), ICT, PPM, KLEE, UMSICHT

Um Pflanzenbiomasse differenziell und komplett (Ganzpflanzennutzung) verwerten zu kénnen, ist
es nach optimaler Ernte notwendig, innovative Aufschluss- und Trennverfahren zur verbesserten
Biomassebereitstellung/-konditionierung zu entwickeln. Bei der Thematik Ernte erscheint eine Neu-
konzipierung von Erntegeraten nicht erforderlich, wird jedoch fiir die zweite Halfte des Projektes in
Betracht gezogen, wenn die ersten Ergebnisse bzgl. des Wertstoffstroms vorliegen. Um jedoch die
Wertschopfungskette nicht nur von akademischer Seite, sondern auch auf Industrieseite durchgan-
gig darstellen zu kdnnen, hat sich CLAAS bereit erklart die Projekte beratend zu begleiten.

Fiir die Fettsauren setzt sich SynRg zum Ziel, im Bereich der Wertstoffgewinnung und Aufreinigung
Verfahren zu untersuchen und zu optimieren, die die ganzheitliche Nutzung der Pflanzen berlick-
sichtigen. Hierzu missen samtliche Nutzungspfade fiir Produkte und Nebenprodukte einschlieflich
der erforderlichen Prozesse definiert und anschliefend unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten be-
wertet werden. Zunichst werden die Partner (ATB, UMSICHT, PPM, CLARIANT/Sud-CH, GEA (WS))
das bereit gestellte Pflanzenmaterial (Raps, Sonnenblumen z.B. von SURL) aufarbeiten und daraus
die bendtigten Ole und Polyphenole gewinnen. In diesem Zusammenhang soll nicht nur die Wert-
stoffgewinnung aus den wertstoffreichen Pflanzenteilen, sondern insbesondere auch aus der bei
der Ernte anfallenden , Restfraktion” erfolgen. Die hierzu erforderlichen Aufschluss- und Extrakti-
onsverfahren sollen fortentwickelt und die verschiedenen Verfahren der einzelnen Partner mitei-
nander verglichen werden, um die 6kologisch und 6konomisch sinnvollste Methode zu finden. Hier-
bei kann die Bereitstellung neuartiger Extraktionsmethoden auf Basis des Einsatzes von natiirlichen
und synthetischen Tonen (CLARIANT/Sud-CH) oder mit tGberkritischen Fluiden (UMSICHT) einen in-
novativen Beitrag leisten. Informationen (iber Verbesserungen der Pflanzenmaterialien zur Opti-
mierung der Aufschluss- und Extraktionsverfahren werden an die Partner des ersten Teils (ibermit-
telt. Auch die bei der Olgewinnung anfallenden Feststofffraktionen sollen hinsichtlich ihres Wert-
stoffgehaltes untersucht und aufgearbeitet werden, da sie immer noch einen erheblichen Anteil an
interessanten Inhaltsstoffen aufweisen. Mit Hilfe von Extraktionstechniken (Wasser, organische L6-
semittel (PPM, GEA (WS)), mit Gberkritischen Fluiden (UMSICHT) und Adsorption (CLARIANT/Std-
Chemie) ist es moglich, auch diese Wertstoffe zu gewinnen und einer weiteren Nutzung zu zufiih-
ren. GroRere Mengen von Olen und Feststoffen kénnen von KLEE/GEA (WS) fiir groRtechnische
Versuche in Pilotanlagen zur Verfligung gestellt werden.

Aus den gewonnenen Olen sollen die freien Fettsduren oder die entsprechenden Fettsiureester
durch chemische oder enzymatische Konversion (PPM, TUKL, CLARIANT/Siid-Ch) gewonnen wer-
den. Im Bereich der Olhydrolyse soll die Méglichkeit des Einsatzes immobilisierter Enzyme unter-
sucht, die moglichen Enzyme hierfiir gescreent und die Verfahren bewertet werden (TUKL). An-
schlieBend erfolgt die Aufreinigung und Fraktionierung der aus der Fettspaltung von Rapsol bzw.
auch Sonnenblumendl stammenden Gemische. Hierbei soll nicht nur die Trennung der Ester- von
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der Restolphase sondern im Wesentlichen die Fraktionierung der Esterphase durchgefiihrt werden
(UMSICHT). PPM untersucht das Verfahren der Kristallisation der Fettsduresalze. Dabei soll das be-
kannte Verfahren dahingehend verbessert werden, dass anstelle von Schwermetallsalzen preis-
werte und unbedenklich verwendbare Leichtmetallsalze eingesetzt werden. Ziel ist es, EVONIK,
TUM und ICT (und der FH-OOW), die sich mit der Weiterverarbeitung insbesondere der Olsiurees-
ter befassen, Produkte in entsprechender Reinheit zur Verfliigung zu stellen. Fiir eine erfolgreiche
Bearbeitung verfligt UMSICHT neben dem erforderlichen Know-how auch (iber entsprechende La-
bor- und Technikumsanlagen der mechanischen und thermischen Verfahrenstechnik sowie der Re-
aktionstechnik. Analog wird CLARIANT/Sud-CH im Themenbereich ,,Polyphenole” neue Prozesse zur
Aufreinigung und Separation von Polyphenolen aus Trauben und Weizen einbringen. Die Auftren-
nung und/oder Aufreinigung der Polyphenole soll in Zusammenarbeit mit der TUKL erfolgen. Diese
Prozesse sollen u.a. auf einem Einsatz von Adsorbentien der CLARIANT/Sud-CH basieren und mit
den anderen untersuchten Prozessen kombiniert und verglichen werden (UMSICHT). Hierzu sollen
einerseits natirliche Tonmineralien, anderseits synthetische Hydrotalcite (kationische Tone) auf
lhre Eignung untersucht werden. Falls erforderlich, sollen diese Materialien noch oberflachenmo-
difiziert werden. Der Einsatz von natlirlichen Tonmaterialien ist sowohl unter dem Gesichtpunkt der
Nachhaltigkeit als auch der Kosten interessant.

Ein Schwerpunkt soll die Anpassung vielversprechender Adsorbentien an die von den Partnern fa-
vorisierten industriellen Prozesse wie z. B. Sdulenpackungen oder Ultrafiltrationsverfahren darstel-
len. Hierzu gehoren auch die Herstellung der Adsorbentien im TechnikumsmaRstab und im indust-
riellen Mal3stab sowie eine Beteiligung an Produktionsversuchen.

Ein ebenfalls Gbergreifender Ansatz nutzt Phytowelts (PHY) Expertise in molekularer Pflanzenbio-
technologie und Biodiversitat. Hier erfolgt die Entwicklung genereller Verfahren, um unerwiinschte
Produkte (Gifte oder Seitenprodukte) zu entfernen oder wahrend der Lagerung in den Pflanzen ab-
laufender unerwiinschter Reaktionen zu unterbinden. Hier sollen Verfahren entwickelt werden, um
z.B. Enzyme wie im Rohmaterial unerwiinschte Polyphenoloxidasen (PPOs) zu hemmen und
dadurch den vorzeitigen/ungewollten Abbau von Polyphenolen und Fettsduren zu unterbinden, o-
der wahrend der Aufreinigung freigesetzte Nebenprodukte und Giftstoffe liber geeignete enzyma-
tische Reaktionen abzubauen (TUKL). Hierdurch entstehen Querverbindungen zu SUBIO, zu TUM
(Recherche und Expression von neuartigen Enzymen transient in Pflanzen) und zu den fir Auf-
schluss und Aufreinigung zustdndigen Projektpartnern (TUKL, PPM, UMSICHT, ICT, ATB), aber auch
zu Aktivitaten bei bei PHY.

Die sich anschlieBenden (Bio)Konversionsprozesse inklusive der nachfolgenden Produkt-aufarbei-
tung missen im Einklang mit den Verarbeitungseigenschaften als Gesamttechnologie optimiert und
in den technischen MaRstab (scale-up) tGberfiihrt werden. Die ersten Schritte der Aufbereitung soll-
ten so robust sein, dass sie moglichst feldnah in modularen Systemen eingesetzt werden kdnnen
und erste Primarprodukte liefern, die kosteneffizient zur jeweils weiteren Verarbeitung transpor-
tiert werden konnen. ATB bietet die Mdglichkeit, eine Reihe der Prozesse des Vorhabens im Mal3-
stab einer Pilotanlage durchzufiihren, um Daten fiir die Mal3stabstibertragung zu erfassen und die
praktische Bestatigung von Modellldsungen fiir nachhaltige Gesamtkonzepte zur stofflichen und
energetischen Nutzung von landwirtschaftlichen Rohstoffen zu liefern. Diese und andere in diesem
Teilprojekt erhobenen Daten flieRen in das geplante Steuerungstool (Datenbank) ein (AP1).
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2. Stand der Technik

Wie eingangs dargestellt zielt das Projekt SynRg auf eine Ganzpflanzenoptimierung ab mit den spe-
ziellen Zielen der Steigerung der Gewinnung des Primdrmetaboliten Fettsdure und des Sekundar-
metaboliten Polyphenol, der Entwicklung geeigneter Technologien zu ihrer optimalen Gewinnung
und Aufarbeitung sowie