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Problemstellung/Zielsetzung

Das Projekt ist Teil des Demonstrationsvorhabens zur zichterischen und anbautechnologi-
schen Verbesserung der Produktion von Kamille, Baldrian und Melisse. Das Verbundvorhaben
hat das Ziel zu zeigen, dass es durch entsprechende Investitionen in Forschung und Entwick-
lung gelingen kann, die Rentabilitat und Produktqualitat zu verbessern und dadurch den Anbau
dieser Arten in Deutschland zu intensivieren sowie den Absatz zu international tblichen Prei-
sen zu steigern.

Das Teilprojekt zur Ziichtung von Baldrian, Valeriana officinalis L., hat das Ziel, durch Auslese
und Kreuzungsziichtung eine oder mehrere Baldriansorten mit gréberen und weniger ver-
zweigten Wurzelstécken mit hohem Ertrag und gutem Inhaltsstoffgehalt zu entwickeln.
Dadurch sollen Ernte- und Aufbereitungsverluste reduziert, der Ertrag erhéht und die Reini-
gung der Wurzeln vereinfacht werden. Gleichzeitig wird im Hinblick auf ein zu entwickelndes
Direktsaatverfahren Wert auf gute Saatgutkeimféhigkeit und Triebkraft sowie eine geringe
Schossneigung im 1. Kultivierungsjahr gelegt. Auf diese Weise sollen insgesamt die Rentabi-
litat der Kultur und die Drogenqualitat verbessert werden.



Sachstand

Charakterisierung und Aufbau des Zuchtmaterials

Der Grundstein fir die zlchterische Bearbeitung wurde 2008-2010 mit der Beurteilung einer
grof3en Herkunftesammlung mit einhergehender Selektion von Individuen gelegt. Die se-
lektierten Einzelpflanzen (Eliten) erwiesen sich als besonders interessant in ihrem morpholo-
gischen Wurzelaufbau und/oder in ihrem Gehalt an Inhaltsstoffen.

Aus Kreuzungen von Eliten mit gegensatzlichen Eigenschaften, die Wurzelmorphologie und
Inhaltsstoffe betreffend, gingen mehrere Fi-Populationen hervor. Durch offenes Abblihen (o-
pen pollination) an Isolationsstandorten entstanden daraus 30 F>-Besténde, aus denen 2013
Einzelpflanzen mit kombinierten Eigenschaften selektiert wurden. Von diesen wurde 2014,
nach Abstammung getrennt in Blihgruppen, die Fs-Generation erzeugt. Mit durchschnittlich
94% zeigte das Saatgut eine sehr gute Keimféhigkeit, sodass alle zehn Fs-Bliihgruppen-Po-
pulationen am Baumannshof auf ihre Leistung gepruft werden konnten. Drei Populationen wur-
den selektiert, die eine bestmdégliche Kombination ztchtungsrelevanter Merkmale zeigen. In
2016 wurden diese drei Populationen zusammen mit einem Standard fiir Inhaltstoffe und ei-
nem Standard fiir grobe Wurzelstruktur in einer vierortigen Feldleistungspriifung unter Praxis-
bedingungen angebaut. Bei gesamtheitlicher Betrachtung mehrerer Merkmale hat sich eine
Kreuzungspopulation aufgrund ihrer Eigenschaften als guter Sortenkandidat erwiesen und
wurde 2017 zur Absicherung der Ergebnisse nochmals mehrortig gepruft. Die gute Leistung
dieses Sortenkandidats hat sich bestatigt, sodass eine Markteinfihrung unter der marken-
rechtlich geschitzten Bezeichnung Weila®riana angestrebt wird. Parallel zu den Prifungen
werden die Saatgutvermehrungsbestande aufgebaut.

Aus ursprunglich 21 Elitepflanzen, selektiert aufgrund grober Wurzelstruktur und guter Inhalts-
stoffe, wurden im Gewéachshaus durch Isolation der Blitenstande Inzuchtlinien erzeugt.

Die Erzeugung der nachsten Inzuchtgeneration bedarf im Normalfall mindestens zwei Jahre,
weil zur Blutenbildung ein Kaltereiz notwendig ist. Um den Zyklus zu beschleunigen wurde
bereits 2009/2010 eine Methode, die die Anlage von Bliten durch eine kinstlich herbeige-
fuhrte Kalteeinwirkung oder durch die Anwendung von Phytohormonen einleitet, erarbeitet.
Dadurch war es mdglich, bis einschlie3lich 2016 insgesamt 434 Inzuchtlinien zu erzeugen und
196 Inzuchtlinien der Inzuchtstufen Iy, I2, I3, und 14 auf ihre Leistung im Feld zu priifen. Aus den
gepriften Inzuchtlinien wurden bis einschliel3lich 2016 insgesamt 249 Individuen mit guten,
dem Zuchtziel entsprechenden Eigenschaften selektiert. Die wichtigen Eigenschaften Vitalitat
und Wuchsigkeit sowie die Anzahl der Inzuchtlinen gingen tendenziell mit zunehmender In-
zuchtstufe zuriick. Dies sind deutliche Zeichen einer Inzuchtdepression. Besonders ausge-
pragt war der Effekt schlieRlich beim Ubergang von der Inzuchtstufe s zur 1s. Deshalb ist die
Is-Generation auch jene, die flr weitere Zichtungsschritte maf3geblich herangezogen wird.
Im Vordergrund steht bei der Inzuchtlinienentwicklung das Interesse der Homogenisierung von
Morphologie und Genetik des Zuchtmaterials, um diese Linien im zweiten Schritt als Kreu-
zungskomponenten zu verwenden.

Die Leistung von Nachkommen (F1) aus Einzelpflanzenkreuzungen wurden 2016/2017 und
werden 2018 im Feld gepruft, um die Kombinationseignung abzuschatzen und eine aus-
sichtsreiche Kombination fir eine Sorteneinfiihrung zu finden. Es konnten bereits Kreuzungen
selektiert werden, die eine gute Leistungskombination der geforderten Zuchtziele zeigen. Mit-
tels in vitro Vermehrung sollen die Komponenten vervielfaltigt werden, um damit Saatgutver-
mehrungsbestande aufzubauen. Dadurch kann genligend Saatgut fur weitere, auch mehror-
tige, Prufungen der Leistung im Feld erzeugt werden. Erste Feldprifungen, mit Saatugt, das
auf in vitro vermehrten Pflanzenmaterial erzeugt wurde, wurden 2018 angelegt.

Zur Ermittlung der Auskreuzungsrate (% Fremdbefruchtung) wurden auf der Genomebene
auftretende Polymorphismen (AFLP’s) herangezogen und die |1-Generation potenzieller Paa-
rungskandidaten untersucht. Dazu wurde die DNA von je 20 Individuen von 16 Inzuchtlinien
und deren Ausgangspflanze isoliert, und es wurden homozygot vorliegende polymorphe Ban-
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den gesucht. Parallel dazu wurden alle 16 Ausgangspflanzen verklont. Drei geeignete Paa-
rungen wurden im Fruhjahr 2013 an zwei Standorten aufgepflanzt und die auftretenden Aus-
kreuzungsraten aus zwei Jahren bestimmt. Die molekulargenetischen Untersuchungen erga-
ben eine Auskreuzungsrate von 78 bis 98%.

Gewebekulturtechniken

Bei der Etablierung einer Methode zur Gewinnung von Haploiden wurden 2011 und 2012
zahlreiche Untersuchungen mit tetraploiden Spenderpflanzen durchgefuhrt. Die Versuche,
durch variierende Kalte- oder Warme-Stressbehandlung der Knospen Uber Mikrosporen
haploide Pflanzen zu erzeugen, lieferten zuerst erfolgsversprechende Erkenntnisse, sind letzt-
endlich jedoch fehlgeschlagen. Es entwickelte sich eine gréRere Anzahl von Kalli, aus denen
sich auch einige Regenerate ausbildeten. Die ersten Auswertungen von Blattmaterial im Flow-
Cytometer ergaben, dass auch scheinbar diploide, also mit halbiertem Chromosomensatz aus-
gestattete, Pflanzen entstanden waren. Bei spateren Messungen konnte die Halbierung des
Chromosomensatzes allerdings nicht mehr nachgewiesen werden.

Dem Ansatz, mit Hilfe von Reizbefruchtung haploide Pflanzen lber das Gyn6zeum zu ge-
winnen, wurde nachgegangen, indem ausgewahlte Mutterpflanzen kastriert und mit Pollen des
nah verwandten Feldsalats und mit Baldrian einer niedrigeren Ploidiestufe bestaubt wurden.
Es konnten keine lebensfahigen Regenerate beziehungsweise keine Pflanzen mit reduziertem
Chromosomensatz erzeugt werden.

Im Anschluss an eine Haplonten-Gewinnung erfolgt fir die Erzeugung von dihaploiden Pflan-
zen eine Wiederaufdopplung des Chromosomensatzes. Untersuchungen mit 0,01 bis
0,6%igen Colchizinldsungen an tetraploiden Samlingen ergab eine steigende Aufdoppelungs-
rate mit zunehmender Colchizinkonzentration. Eindeutig oktoploide Individuen konnten ab ei-
ner Behandlung mit einer 0,1%igen Colchizinldsung gefunden werden. Im weiteren Verlauf
wurde ersichtlich, dass eine Aufdopplung nicht in der gesamten Pflanze erfolgt war und dass
in der I:-Nachkommenschaft von oktoploiden Individuen verschiedenste Ploidiestufen auftra-
ten (Mixoploidie). Bei einer erneuten Selbstung oktoploider I;-Pflanzen wurden abermals un-
terschiedliche Ploidiestufen ermittelt. Es bleibt weiterhin fraglich, welche Ursache hierfir an-
gefihrt werden kann. Denkbar ist eine unvollstandige somatische Aufdoppelung der Eltern-
pflanze oder eine Stérung wahrend der Reifeteilung.

Kreuzung zwischen verschiedenen Cytotypen

Die unterschiedlichen Cytotypen, die es bei Baldrian natirlicherweise gibt, er6ffnen Méglich-
keiten der Kombination und dadurch die Entstehung neuer Variabilitdt und vielleicht auch
neuer Pflanzeneigenschaften. Des Weiteren sind zur Erstellung einer polyploiden Serie Kreu-
zungen unterschiedlicher Ploidiestufen notwendig. In den Nachkommen, die durch solche
Kreuzungen entstanden sind, wurden 2011 nicht plausible Ploidieniveaus ermittelt. Ob dies
am Pflanzenmaterial lag oder durch die Messmethode bedingt war, wurde 2013 in einer Stu-
dienabschlussarbeit untersucht. Die Ploidieniveaus der Elternherkiinfte und deren Fi-Nach-
kommen wurden hierflr sowohl flow-cytometrisch als auch durch Chromosomenzahlung er-
mittelt und verglichen. Die flow-cytometrischen Untersuchungen wurden insoweit adaptiert, als
dass in jeder Probe ein in seiner GenomgréRe (diploid) definierter Standard mit untersucht
wurde. Dadurch war es mdglich, sowohl die absoluten Genomgré3en der Proben zu bestim-
men als auch deren Genomgro(3e relativ zum Standard.

Der Ploidiegrad, der fur die jeweilige Herkunft angenommen wurde, konnte durch die Chromo-
somenzahlung bestétigt werden. Dies galt allerdings nicht fur die Kreuzungsnachkommen. Bei
zwei Kreuzungen wurden ganzlich andere Ploidiegrade ermittelt. Bei einer weiteren Kreuzung
konnten in den Nachkommen verschiedene Ploidieniveaus ermittelt werden. Die Flow-Cyto-
metrie und die Chromosomenzahlung ergaben funf sich entsprechende Ploidieniveaus, deren
Genomgrof3en sich jedoch nicht additiv verhalten.

Da die Kreuzungsnachkommen nicht erwartete Ploidiegrade und innerhalb einer Nachkom-
menschaft auch unterschiedliche Ploidiegrade aufwiesen, ist die Realisierbarkeit einer po-
lyploiden Serie bei einem vertretbaren Aufwand nur schwer méglich.
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Einfluss der Wurzelmorphologie auf Inhaltsstoffe

Ein Zlchtungsschwerpunkt ist die Reduzierung des Seitenwurzelanteils mit einhergehender
Selektion auf dicke Adventivwurzeln. Es wurde befirchtet, dass ein negativer Zusammenhang
zwischen der Selektion in Richtung grober Wurzelstruktur und den Inhaltsstoffgehalten (Vale-
rensaure und Atherisches Ol) existiert. 2012/2013 wurden Untersuchungen durchgefiihrt, die
eine Abschatzung diesbeziiglich zulassen sollten.

Nach einer praxisublichen Kultivierung erfolgte an vier aus Klon-Pflanzen bestehenden Be-
standen eine schonende Ernte mit anschlieRender Auftrennung der Wurzeln in vier verschie-
dene Durchmesser und in zwei Wurzelordnungen (Adventivwurzel, Seitenwurzel) sowie Rhi-
zom. Unterschiede im Gehalt an Inhaltsstoffen zwischen Adventiv-, Seitenwurzeln und Rhizom
waren deutlich vorhanden. Dabei zeigten die untersuchten Inhaltsstoffe und Bestande unter-
schiedliche Verteilungsmuster. Die Inhaltsstoffgehalte zwischen den Wurzeldurchmessern un-
terschieden sich kaum, waren mit zunehmendem Durchmesser sogar leicht steigend.

Unter Beriicksichtigung der Inhaltsstoffgehalte in den einzelnen Fraktionen und deren Anteil
am gesamten Drogengewicht kann davon ausgegangen werden, dass eine Selektion auf
Grobwurzeligkeit keine negative Auswirkung auf die Gehalte an Atherischem Ol und Valeren-
sauren hat.

Zudem wurde das Pflanzenmaterial mittels bildgebender und bildanalytischer Verfahren un-
tersucht, um die Verteilung des atherischen Ols im Wurzelquerschnitt naher zu beleuchten. Im
gesamten Wurzelquerschnitt waren Oltropfchen vorhanden, wobei die Anzahl und Dichte zur
Wurzeloberflache hin zunahm und die vier Klone eine unterschiedliche Verteilung der Oltropf-
chendichte iber den Wurzelquerschnitt zeigten. Die oberflachennahe Lokalisation der Oltrop-
fen verdeutlicht, wie wichtig eine schonende Wurzelernte und -aufbereitung ist, wohingegen
die Verteilung der Oltropfchendichte als Hilfsmittel bei der zlichterischen Selektion herange-
zogen werden konnte.
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