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l. Kurzbericht

1. Urspriingliche Aufgabenstellung sowie der wissenschaftliche und technische Stand an
den angekniipft wurde

Nutzliche Mikroorganismen kodnnen in Pflanzen eine Reaktion, das sogenannte Priming,
ausldsen, welches sich agronomisch in einer Zunahme der Biomasse (Ertrag) und einer erhdhten
Resistenz gegen Krankheiten und Schadlinge manifestiert. Wahrend diese potentiellen Priming-
Effekte umfangreich untersucht sind, ist die zugrunde liegende Genetik dieses Phanomens nur
unzureichend aufgeklart. Ein tiefergehendes Verstandnis und die nachfolgende zuchterische
Nutzung konnte jedoch zu einer betrachtlichen Verringerung des Einsatzes von Pflanzenschutz-
und Dungemitteln beitragen und die Ertrage unter den zunehmenden Herausforderungen des
Klimawandels stabilisieren. Das PrimedWeizen-Konsortium zielte darauf ab, die genetische
Variabilitdt von Weizen hinsichtlich der Priming-Reaktion durch zwei nitzliche
Bodenmikroorganismen systematisch zu erfassen. Eine eingehende molekulargenetische
Untersuchung eines Diversitatssets von tber 200 Winterweizensorten sollte dabei zur Aufklarung
der an der Priming-Reaktion in Weizen beteiligten genetischen Grundlagen beitragen. Des
Weiteren sollten beobachtete Priming-Effekte an ausgewahlten Weizengenotypen unter
Feldbedingungen getestet werden. Die aus diesem Projekt resultierenden Ergebnisse sollten
dabei einen Beitrag zur Entwicklung innovativer pflanzenbaulicher Ansatze leisten, mit wichtigen
Erkenntnissen fUr verschiedene Aspekte in der Anwendung neuartiger biologischer Wirkstoffe
(,Biologicals) sowie der Zichtung neuer Priming-responsiver Weizenlinien. Umfangreiche
Vorerfahrungen der Kooperationspartner mit Priming, unter anderem im Rahmen eines
gemeinsamen Verbundprojekts zur genetischen Grundlage von Priming in Gerste, garantierten

eine effiziente Durchfliihrung der geplanten Arbeiten.

2. Ablauf des Vorhabens

In diesem Teilprojekt wurde ein genetisch diverses Set von tber 200 Winterweizensorten unter
kontrollierten Bedingungen hinsichtlich seiner Reaktion auf den nutzlichen Priming-induzierenden
Pilz Serendipita indica untersucht. Dabei wurden die Parameter ,Wachstumsférderung“ anhand
von Wurzel- und Sprossmasse, sowie die induzierte Resistenz gegentiber Echtem Mehltau
(Blumeria graminis f. sp. tritici) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ausgewertet. Eine
kleinere Auswahl an Weizensorten wurde zusatzlich vergleichend auf seine Reaktion auf das
natzliche Bakterium Rhizobium radiobacter F4 untersucht. Der S. indica-Datensatz wurde zur
Identifizierung molekularer Marker fir Priming mittels genomweiter Assoziationsstudien (GWAS)
ausgewertet. Des Weiteren wurde die Effizienz pilzlicher und bakterieller Priming-Induktoren in
Weizen unter Umwelteinflissen getestet. Dazu wurden an der JLU Gielsen mehrjahrige

Halbfeldversuche in  MitscherlichgefaRen zur Evaluation der Priming-Effekte auf




Publizierbarer Sachbericht fir PrimedWeizen (2818409B18)

Pflanzenwachstum und -entwicklung, sowie auf die Krankheitsresistenz durchgefuhrt.
Mehrjahrige und mehrortige Feldversuche in Kooperation mit allen Projektpartnern des
Konsortiums dienten der umfangreicheren Auswertung solcher Priming-Effekte unter praxisnahen
Bedingungen, sowie der Untersuchung praxisrelevanter Applikationstechniken fir Priming-

induzierende Mikroorganismen.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die umfassende Untersuchung des Weizendiversitatssets ergab eine starke Abhangigkeit der
beobachtbaren Priming-Reaktionen vom jeweiligen Weizengenotyp. Dabei waren sowohl Effekte
in Form von verbessertem Wachstum (Spross, Wurzel) und erhohter Mehltau-Resistenz
beobachtbar, als auch vermindertes Wachstum, héhere Krankheitsanfalligkeit, oder kein Effekt
auf die untersuchten Parameter. Dieses Ergebnis ist bedeutsam, da es eindeutig die genetische
Kontrolle des Primings zeigt und die Notwendigkeit der Aufklarung der genetischen Grundlagen
zur Nutzbarmachung von Priming verdeutlicht, gerade weil sich bisherige Arbeiten grotenteils
ausschlieBllich auf ,positive” Effekte konzentrierten. Wenige Studien zeigten bisher die Variabilitat
in der Priming-Reaktion in einem groReren Set von Pflanzengenotypen. Mittels GWAS wurden
molekulare Marker flr Priming far die Wachstums- und Resistenzparameter identifiziert, welche
fur die Zuchtung Priming-responsiver Weizengenotypen nutzlich sein koénnen. Einige der
identifizierten Genomregionen sind mit Genen assoziiert, die bekanntermallen in der
Krankheitsresistenz von Pflanzen sowie in Priming zugrunde liegenden Mechanismen,
beispielsweise der Phytohormon-basierten Signallibertragung, eine Rolle spielen. Die Versuche
unter Feld- und Halbfeldbedingungen demonstrierten die potenzielle Nutzbarkeit von
Mikroorganismen-induziertem Priming unter Umweltstress im kommerziellen Pflanzenbau zur
Verbesserung verschiedener Parameter. Dabei zeigte sich, dass eine Beizung des Saatguts mit

den nutzlichen Mikroorganismen eine attraktive, funktionierende Anwendungsmethode sein kann.

Die durchgefiihrten Arbeiten fanden in enger Kooperation mit den akademischen und nicht-
akademischen Partnern des PrimedWeizen-Konsortiums statt. Dies umfasste die Erbringung des
proof-of-concept in diesem Teilprojekt als Grundlage fur samtliche weiterflihrenden Arbeiten, die
Bereitstellung des Saatguts durch das JKI-RS in Quedlinburg sowie die Weizenzlchter von
Limagrain GmbH und RAGT 2n, und die gemeinsame Durchfuhrung von Feldversuchen. Es
herrschte regelmafiger Erfahrungsaustausch mit dem Konsortium des BMBF-geforderten

Projekts PrimedPlant. Weitere externe Stellen waren nicht involviert.
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Il. Eingehende Darstellung
1. Durchgefiihrte Arbeiten

In PrimedWeizen wurden die folgenden, Arbeitspakete (AP) und Meilensteine (M) definiert. Die
Arbeiten wurden fast komplett gemaf der urspringlichen Vorhabenbeschreibung durchgefihrt.

Nahere Ausfuhrung finden sich im nachfolgenden Text.

JLU Giel3en

AP-AQ: Proof-of-concept Phase - Beurteilung der genetischen Variabilitat fir das Merkmal

Priming in einer Weizenkollektion des JKI Quedlinburg

MO: Proof-of-concept flir genetische Variabilitdt von Priming in 25 Weizengenotypen

(Induktor: S. indica; Pathogen: Weizenmehltau).

AP-A1: Beurteilung der genetischen Variabilitat fiur das Merkmal Priming in der

Weizenkollektion des JKI Quedlinburg u. in Elternlinien von Limagrain

M1a: bis zu 25 Priming-sensitive Genotypen aus dem 200°'set von Weizengenotypen des

JKI-RS an jungen, 3-Wochen alten Pflanzen identifiziert (Induktor: S. indica).

M1b: bis zu 25 Priming-sensitive Genotypen an jungen, 3-Wochen alten Pflanzen

identifiziert (Induktor R. radiobacter).

M1c: 30 Elternlinien von existierenden DH Linien auf Priming Uberprift.

AP-A2: Testung der in A1 identifizierten ,besten” Genotypen in der automatisierten HAS
RSDS-Plattform

M2: 25°set in der HAS-RSDS-Plattform Uberpriift.

AP-A3: Orientierende Parzellenversuche mit 5 Genotypen durch Limagrain

M3: Orientierende Parzellenversuche mit Limagrain abgeschlossen.

AP-A4: Parzellenversuche durch Limagrain

M4a: Parzellenversuche mit Limagrain abgeschlossen.

M4b: Parzellenversuche mit Limagrain abgeschlossen.

AP-AS5: Bioinformatische Analyse der erhobenen Daten

M5: Bioinformatische Analyse zur Genomanalyse abgeschlossen und Verifikation von JKI-
RS
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Abb. 1: Experimenteller Ablauf der Pflanzenzucht, Priming-Behandlung mit S. indica und

Bewertung der Priming-Wirkung auf das Frischgewicht von Spross und Wurzel und die
Resistenz gegen Echten Mehltau (Bgt).
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Etwaige Abweichungen beinhalten vor allem Anpassungen der Zeitachse, da aufgrund der
vorhandenen Vorerfahrungen sowie der etablierten technischen Voraussetzungen die Arbeiten in
Teilen zugiger vorangingen als geplant. Des Weiteren konnten die Versuche teilweise
umfangreicher als urspringlich geplant angelegt werden, was insgesamt einen hdheren

Erkenntnisgewinn erméglichte. Dies ist im Folgenden an relevanten Stellen beschrieben.

Ein genetisch diverses Set von tUber 200 Winterweizengenotypen wurde hinsichtlich der Genotyp-
spezifischen Priming-Reaktionen systematisch untersucht (Abb. 1). Dieses Diversitatsset
beinhaltete Landrassen, alte Sorten, sowie moderne Sorten unterschiedlicher Qualitatsstufen und
aktuelles Zuchtmaterial von weltweiter Herkunft. Das Saatgut wurde von den Projektpartnern JKI-
RS sowie den Winterweizenzichtern von Limagrain GmbH und RAGT 2n bereitgestellt. Das
gesamte Diversitatsset wurde auf seine Reaktion auf den hocheffizienten Priming-induzierenden
nutzlichen Pilz Serendipita indica (syn. Piriformospora indica) untersucht. Dazu wurden die
Wurzeln vier Tage alter Weizensamlinge in eine Pilzsporen-Suspension getaucht und
anschlielRend in Topferde verpflanzt. Nach drei Wochen wurden Wurzel- und Sprossfrischmasse
von Einzelpflanzen erfasst, sowie die Resistenz gegen Echten Mehltau (Blumeria graminis f. sp.
tritici, nachfolgend Bgt) in detached leaf assays ausgewertet, und mit den Ergebnissen nicht-
geprimter Kontrollpflanzen verglichen. Die in der Vorhabenbeschreibung vorgesehene Anzahl von
15 Pflanzen pro Genotyp und Behandlung wurde auf 20 Pflanzen erhdht, um robustere
Datensatze fur die statistische Auswertung zu erhalten. Dabei lag in Arbeitspaket (AP) AO

zunachst gemaf den Empfehlungen der Gutachter der Fokus auf der Erbringung eines proof-of-
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concepts, in welchem im ersten Projektjahr eine variable Priming-Reaktion in 25 Genotypen
gezeigt werden sollte. Dieses Ziel wurde deutlich vor Ablauf des daflr vorgesehenen
Zeithorizonts erreicht; zum gesetzten Stichtag (14.04.2022) konnte eine entsprechende
Variabilitat in 48 Genotypen dargestellt werden. Die Phanotypisierung der restlichen Genotypen
wurde in AP-A1 kontinuierlich fortgesetzt. AuRerdem wurde basierend auf den erzielten
Ergebnissen eine Auswahl von Genotypen vergleichend hinsichtlich ihrer Reaktion auf das
Priming-induzierende Bakterium Rhizobium radiobacter F4 (RrF4) mit der gleichen Methodik
untersucht. Hierzu wurden die Pflanzenwurzeln in eine Suspension der RrF4-Bakterien getaucht.
In der Auswertung der Ergebnisse zeigte sich, dass die Effekte einer Behandlung mit dem

Priming-Induktor S. indica auf die erfassten Wachstums- und Resistenzparameter stark vom
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Abb. 2: Unterschiede in der Anzaﬂ"'l’i‘> der Bgt-Kolonien nach Inokulation mit_ 8! indica im
Vergleich zu Kontrollpflanzen. (A) Die 175 Winterweizen-Genotypen sind von der hdchsten
Abnahme bis zur héchsten Zunahme der Koloniezahl sortiert. Genotypen mit statistisch
signifikanten (p < 0,05, multiple t-Tests) Unterschieden sind grin hervorgehoben.
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Differenz. (B) Boxplots von Genotypen mit
statistisch signifikanten (p < 0,05; multiple t-Tests) Unterschieden zwischen S. indica-
geprimten und Kontrollpflanzen.
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jeweiligen Genotyp abhangig waren (Abb. 2A). Diese umfassten sowohl signifikant (p < 0,05)
»positive“ Auswirkungen mit verbessertem Wachstum und erhdhter Mehltau-Resistenz, als auch
signifikant (p <0,05) ,negative“ Effekte mit vermindertem Wachstum oder hdherer
Krankheitsanfalligkeit (Abb. 2). Einige Genotypen zeigten auch keine deutlichen Effekte auf die
untersuchten Parameter. Insgesamt zeigte sich eine hohe Variabilitat in der Priming-Antwort. Vor
allem die Haufigkeit von ,negativen® Effekten steht dabei in Kontrast zu weiten Teilen der aktuell
verflgbaren Fachliteratur zu Priming, welche meist anhand einer kleinen Anzahl an Genotypen
vorrangig ,positive“ Auswirkungen darstellt. Daher sind unsere Erkenntnisse hinsichtlich der
Variabilitat in der Priming-Reaktion in einem solchen grof3en Diversitatsset ein wichtiger Beitrag
zur Priming-Forschung. Dabei ist relevant, dass die Priming-Reaktion der Genotypen in unseren

Versuchen weder mit deren Herkunft noch deren Zuchtstatus korrelierten.

Anhand des Datensets S. indica-behandelter Weizengenotypen wurden in Kooperation mit JKI-
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Abb. 3: Manhattan blot zur Identifizierung von Marker-Merkmalsassoziationen fur die Bgt-
Infektion unter geprimten Bedingungen uber alle Weizenchromosomen.

RS unter AP-A5 genomweite Assoziationsstudien (GWAS) durchgefuhrt, mit welcher die
genetischen Grundlagen der Priming-Reaktion in Weizen untersucht werden sollten. Dabei
wurden in 175 Genotypen des Diversitatssets, flir welche genotypische Daten von 90K oder 15K
iSelect arrays (lllumina Inc., San Diego, USA) vorlagen, molekulare Marker fur die Wachstums-
und Resistenzparameter unter Priming- und Kontrollbedingungen identifiziert Abb. 3). Anhand
dieser Marker wurden mit dem jeweiligen Merkmal assoziierte Genomregionen (quantitative trait
loci, QTLs) bestimmt, welche an der Auspragung der Priming-Reaktionen beteiligt sein kénnten
und somit von Interesse flr kinftige Priming-Forschung sowie fir die Zlchtung Priming-sensitiver
Weizensorten sind. Einige dieser QTLs sind mit Genen assoziiert, die bekannte Funktionen in der
Krankheitsresistenz von Pflanzen sowie in Priming zugrunde liegenden Mechanismen haben,
beispielsweise der Phytohormon-basierten Signaltibertragung. In weiteren bioinformatischen
Analysen am JKI-RS wurden die Daten verifiziert und u.a. KASP-Marker identifiziert. Alle

relevanten molekularen Marker, QTLs und Kandidatengene werden veréffentlicht.
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Zur Bewertung der Effektivitat des mikrobiellen Primings unter Umweltstress wurden unter AP-
A2 Versuche unter Halbfeldbedingungen durchgefihrt. Dazu wurden sechs Genotypen aus dem
Diversitatsset selektiert, um diese mit S. indica, RrF4, sowie den jeweiligen Kontrollbehandlungen
zu inokulieren und die Behandlungseffekte auf verschiedene Parameter Uber einen langeren
Zeitraum regelmaRig zu erfassen. Weizensamlinge wurden mit den Priming-induzierenden
Mikroorganismen behandelt und anschlieend in Mitscherlichgefalle verpflanzt. Diese wurden im
Aulenbereich einer neu in Betrieb genommenen Pflanzenforschungsanlage an der JLU Giel3en
platziert, wo sie der lokalen Witterung sowie den am Standort natirlich auftretenden Pathogenen
vollstandig ausgesetzt waren. Die Pflanzenforschungsanlage wurde vom Zuwendungsempfanger
auch im Hinblick auf die Anforderungen in den Projekten PrimedPlant und PrimedWeizen
mitgestaltet und rechtzeitig zum Projektbeginn fertiggestellt. Mit Beginn der nachwinterlichen
Vegetationsperiode begannen wochentliche Bonitierungen der Behandlungseffekte auf
Pflanzenentwicklung gemal der BBCH-Skala sowie des Auftretens von Blattkrankheiten. Sobald
keine weiteren Froste zu erwarten waren, wurde eine weitere Behandlung mit den Priming-
Induktoren durchgefiihrt. Des Weiteren wurden nach der Abreife der Ahren Biomasse und Ertrag
ausgewertet. Diese Versuche wurden in drei aufeinanderfolgenden Jahren wiederholt. Dabei
zeigten sich unterschiedlich stark ausgepragte Effekte auf die erfassten Parameter, welche wie
in den Versuchen unter kontrollierten Bedingungen vom jeweiligen Weizengenotyp abhangig
waren. Die starksten Effekte manifestierten sich in einer Beschleunigung der Pflanzenentwicklung
in geprimten Pflanzen von bis zu 14 Tagen, sowie in einer deutlichen Reduktion des Befalls mit
verschiedenen am Standort auftretenden Blattkrankheiten, namentlich Echter Mehltau (Blumeria
graminis f. sp tritici), Braun- und Gelbrost (Puccinia triticina und P. striiformis), sowie der Septoria-
BlattdUrre (Zymoseptoria tritici, syn. Septoria tritici, Mycosphaerella graminicola). Die Versuche
unter AP-A2 wurden in Mitscherlichgefalien durchgefiihrt und kompensierten die in der
urspringlichen Vorhabenbeschreibung geplanten Versuche in der automatisierten HAS-RSDS-
Plattform in Szeged (Ungarn), welche aufgrund der Reisebeschrankungen wahrend der COVID-
19-Pandemie nicht umgesetzt werden konnten. Insgesamt stellten sich die Versuche in unserer
Anlage als effektiver heraus. In unserer Anlage konnten gréRRere Versuchsansatze angelegt
werden, wodurch zwei statt eines Priming-Induktors getestet werden konnten. Fast alle der fir
die HAS-RSDS-Plattform geplanten Parameter konnten hier ebenfalls untersucht werden. Durch
die Lage vor Ort an der JLU GieRen konnte der Versuch in drei aufeinanderfolgenden Jahren
wiederholt werden, was die gesammelten Daten statistisch deutlich robuster macht. Zudem
handelte es sich hier um Versuche unter Umwelteinflissen, wahrend die Versuche in Ungarn
unter vollstéandig kontrollierten Bedingungen durchgefihrt worden waren. Daher sind die so
gewonnenen Erkenntnisse als deutlich praxisrelevanter anzusehen als solche gemaly der

ursprunglichen Planung.

10
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Aufgrund der vorhandenen Vorerfahrungen mit Priming, und der daraus resultierenden effizienten
Durchfihrung der Versuche am Weizendiversitatsset, beschlossen wir gemeinsam mit dem
wirtschaftlichen Partner Limagrain bereits zu einem sehr friithen Zeitpunkt im ersten Projektjahr,
die urspringlich fir das dritte Projektjahr unter AP-A3/-A4 vorgesehenen vorlaufigen
Feldversuche in das erste Jahr vorzuziehen. So konnten die Versuche im Folgejahr wiederholt
werden, was gemafl dem urspriinglichen Projektplan nicht mdglich gewesen ware. In diesen
Versuchen sollten urspriinglich 5 Genotypen unter Feldbedingungen in Parzellen getestet
werden, um Erkenntnisse dariiber zu gewinnen, ob mikrobielles Priming in Weizen auch unter
praxisnahen Feldbedingungen und unter Einfluss des natirlich vorkommenden
Bodenmikrobioms wirksam sein kann. Diese Zielsetzung wurde erweitert um die Fragestellung,
welche Ausbringungsmethoden fur Anwender im Rahmen des kommerziellen Pflanzenbaus
umsetzbar waren. In Absprache mit Limagrain wurde aus den zum Planungszeitpunkt bereits
getesteten Weizenlinien ein Set von 10 Genotypen (statt der vorgesehenen 5 Genotypen)
selektiert, welches am Standort von Limagrain in wiederholten Parzellenversuchen ausgesat
wurde. Nach Auflaufen des Bestandes wurde im Zwei- bis Dreiblattstadium eine Inokulation der
Weizenpflanzen mit dem Priming-Induktor S. indica im Feld durchgefihrt. Eine weitere
Behandlung erfolgte im Fruhjahr, als keine strengen Froste mehr zu erwarten waren. Die
Behandlungen wurden von der JLU Gielden durchgefihrt. Als Ausbringungsmethode diente das
Gielien einer Suspension aus fein zerkleinertem Pilzmyzel in den wurzelnahen Bereich. Diese
Methode wurde im Hinblick auf die erweiterte Fragestellung (Anwendungstechniken im
kommerziellen Pflanzenbau) gewahlt, da sich das Pilzmyzel kostengunstig in gréReren Mengen
produzieren lasst, was sich auch problemlos auf einen kommerziellen Maf3stab skalieren lielde.
Als landwirtschaftliches Aquivalent zur handischen Ausbringung in unseren Parzellenversuchen
ware die Nutzung von Schleppschlauchen denkbar. Ab Behandlung bis zum Ende der
Vegetationsperiode durch den einsetzenden Winter, sowie mit Beginn der neuen
Vegetationsperiode im zeitigen Friuhjahr bis zur Ernte wurden die sichtbaren phanotypischen
Effekte bei regelmaRigen Feldbegehungen beobachtet. Insgesamt zeigte sich, dass eine
Ausbringung von Pilzmyzel unter Feldbedingungen die Entwicklung der Pflanzen beeinflussen
kann, wobei sich die Auspragung der Effekte zwischen den verschiedenen Weizengenotypen
unterschied. Dabei wurde vor allem eine verbesserte Jugendentwicklung vor Einsetzen des
Winters festgestellt. Ein solcher Effekt ist vorteilhaft fiir die Jungpflanzen, da der kraftigere Wuchs
die Winterharte verbessern kann, sowie Grundlage fir ein zigiges Wachstum in der neuen
Vegetationsperiode ist. Des Weiteren zeigte sich, dass Priming vor allem an stressanfalligen
Standorten einen Vorteil bringen kann. Auflerdem konnten in Wurzelproben, welche nach Winter
vor der zweiten Behandlung genommen wurden, anhand mikroskopischer Untersuchungen
Pilzsporen in den Wurzeln geprimter Pflanzen detektiert werden, welche in Optik und Gréfie dem

sehr markanten Aussehen der Sporen von S. indica entsprechen. Dies deutet darauf hin, dass
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der Pilz die Pflanzen vor Wintereinbruch erfolgreich besiedeln und sich in den Wurzeln vermehren

konnte.

Durch die in der ersten Projektphase gewonnenen Erkenntnisse ergaben sich Fragestellungen,
die, starker als bei der Beantragung des Projektes erwartet, die agronomische Anwendung der
Priming-Strategie betrafen. Im Speziellen handelte es sich dabei um einen starkeren Fokus auf
kostengunstige, fir den Anwender attraktive Ausbringungsmethoden, sowie die Fragestellung
nach Formulierungsmdglichkeiten hinsichtlich kinftiger Produktentwicklung. Deren nahere
Untersuchung sollte essentiell zum wirtschaftlichen Erfolg des Projektes beitragen. Daher wurden
die ab dem vierten Projektjahr (zweite Forderperiode) geplanten Feldversuche in
Zusammenarbeit mit allen Partnern des PrimedWeizen-Konsortiums in erweiterter Form
angelegt. Dies gelang zum einen durch Erfahrungen aus den vorlaufigen Parzellenversuchen der
beiden Vorjahre, zum anderen durch den Beitritt des wirtschaftlichen Partners RAGT 2n in das
PrimedWeizen-Konsortium im Jahr 2022. Dadurch standen weitere Feldflachen zur Verfiigung,
sodass die Versuche an drei Standorten in verschiedenen Regionen (JKI-RS, Limagrain, RAGT
2n), anstatt wie urspringlich vorgesehen nur bei Limagrain, ausgesat werden konnten. Aussaat,
Betreuung und Bonitierung, sowie Ernte der Versuchsparzellen wurden von den jeweiligen
Projektpartnern am eigenen Standort durchgeflhrt. Dabei herrschte stets eine enge
Kommunikation zwischen allen Partnern des PrimedWeizen-Konsortiums betreffend Planung und
Durchfuhrung samtlicher Arbeitsschritte, koordiniert Uber regelmaRige Treffen per
Videokonferenz und in persona. Auch die JLU GielRen war dabei in viele Schritte involviert. Dies
betraf zunachst die Planung der Ablaufe und Art der angestrebten Bonitierungen. Das Konsortium
wahlte ein Set von 30 Weizenlinien fur diese Versuche aus. Kriterien fur die Auswahl waren unter
anderem auch die Ergebnisse aus der Diversitatsset-Testung sowie aus den Mitscherlichgefal3-
Versuchen an der JLU. Dieses Set beinhaltete Priming-sensitive Linien aus dem Diversitats-Panel
des JKI-RS sowie aus den modernen Sorten, welche von beiden Zichtungspartnern zur
Verfigung gestellt wurden. Die Vorerfahrungen aus den vorlaufigen gemeinsamen
Feldversuchen der JLU mit Limagrain bildeten den Ausgangspunkt fur die Entscheidung, in den
erweiterten Feldversuchen eine weitere praxisnahe Methode zur Ausbringung der Priming-
induzierenden Mikroorganismen zu testen. Als neuer Ansatz wurde die ,Beizung“ des
Weizensaatguts mit den Priming-Induktoren gewahlt, also eine Beschichtung der Kérner mit einer
die nitzlichen Mikroorganismen enthaltenden Suspension. Eine solche Beizung ist eine flir den
Anwender attraktive Behandlungsmethode, da sie bereits gangige Praxis in der Landwirtschaft
ist, und im Falle des Kaufs vorbehandelten Saatguts keine zusatzlichen Arbeitsschritte durch den
Anwender erfordert. Als Priming-Induktoren wurden Sporen des nutzlichen Pilzes S. indica von
der JLU Gielden zur Verfigung gestellt, sowie das Bakterium Bacillus amyloliquefaciens (syn. B.

velezensis) 1T45, von Limagrain bereitgestellt. Diese wurden in einer ebenfalls von Limagrain
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bereitgestellten, kommerziell genutzten Beizlosung suspendiert. In der Kontrollvariante wurde der
Beizlésung Wasser zugesetzt. Die Beizung sowie die Aufteilung des behandelten Saatguts auf
die drei Versuchsstandorte wurde von der JLU Gie3en am Standort von Limagrain vorgenommen.
Wahrend der laufenden Bonitierungen verschiedener Parameter zu Pflanzenwachstum und -
entwicklung, sowie des Auftretens von Krankheiten tber natirlichen Infektionseintrag, fanden
regelmalliige Besprechungen statt, um neue Ergebnisse, Fortschritte und weitere Schritte
gemeinsam abzustimmen. Auch verschiedene Ernteparameter wurden an allen Standorten
erfasst. Zusatzlich wurde an der JLU Restsaatgut aus den Feldversuchen auf seine
Lagerfahigkeit getestet. Auch nach 16 Monaten der Lagerung bei 4°C konnten noch signifikante
(p < 0,05) Effekte des nutzlichen Pilzes S. indica auf Spross- und Wurzelmassebildung der
Pflanzen festgestellt werden. Die Zusammentragung aller Ergebnisse der drei Versuchsstandorte
sowie deren detaillierte, standortiibergreifende Auswertung wurden vom Partner JKI-RS
durchgefihrt. Insgesamt zeigte sich, dass Priming-induzierende Mikroorganismen auch unter
Feldbedingungen messbare Effekte haben kdnnen. Es konnten abermals Genotyp-spezifische
Unterschiede in der Priming-Reaktion festgestellt werden, teilweise auch zwischen dem pilzlichen
und dem bakteriellen Priming-Induktor. Der Standort hatte dabei groflen Einfluss auf die
Auspragung der Priming-Effekte. Unterschiedliche Anwendungsmethoden wie das Ausbringen

einer Suspension in den Bestand oder die Beizung des Saatguts sind moglich.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Der zahlenmaRige Nachweis liegt dem BLE vor. Der grofdte Anteil der Zuwendungen wurde flr
Personalkosten verwendet. Wahrend der gesamten Projektlaufzeit wurden monatliche
Vergitungen nach Entgeltgruppen E12-E15 gemaR Tarifvertrag fiir den Offentlichen Dienst des
Landes Hessen (TV-L) ausgezahlt. Somit wurde eine durchgangige Betreuung des Projekts durch
wissenschaftliche Mitarbeitende erzielt, welche Koordination und Planung der Versuche,
Durchfihrung der praktischen Arbeiten, Aufbereitung der Ergebnisse, sowie Betreuung von

Abschlussarbeiten im Rahmen des Projektes umfasste.

Die zweitgroRte Position setzt sich zusammen aus den Ausgaben flur unterschiedliche
Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Kits flr die Laborarbeit sowie fir sonstiges fir die
Versuche bendtigtes Zubehdr. Die grofiten Ausgaben unter dieser Positionsnummer belaufen
sich dabei auf Kits, welche flr Probenaufbereitung und Durchfihrung molekulargenetischer
Analysen, wie dem Nachweis der Priming-induzierenden Mikroorganismen in den Pflanzen,
bendtigt wurden. Aufgrund der teilweise komplexen Chemie, welche fir eine qualitativ
hochwertige Ausbeute im Rahmen der hochsensiblen molekularen Laborarbeit essenziell ist,

belaufen sich die Kosten solcher Kits vereinzelt auf Gber 1000 €. Die restlichen Kosten unter
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dieser Positionsnummer lagen meist weit unter diesem Wert. Diese beinhalten beispielsweise die
Anschaffung personlicher Schutzausristung (Latex- und Nitrilhandschuhe), sowie fir die
Laborhygiene vorgeschriebenen Oberflachendesinfektionsmittel. Vor allem fir die Kultivierung
der Priming-induzierenden Mikroorganismen wurden Verbrauchsmaterialien wie Petrischalen
bendtigt, sowie diverse Chemikalien fir die Herstellung der Nahrmedien, in welchen die
Mikroorganismen kultiviert wurden. Weitere fiir die Laborarbeit benétigte Verbrauchsmaterialien
umfassten beispielsweise Pipettenspitzen, Filterpapier, Markierbander und Verschlussfolie. Ein
Tischwaage wurde fir die Auswertung der Biomasse-Parameter in den Diversitatsset-Versuchen,
sowie in den Mitscherlichgefa3-Versuchen bendétigt. Spezifisch fir die Mitscherlichgefal3-
Versuche wurden auflerdem Papierbeutel fir die Aufbewahrung der Pflanzenproben,

Stecketiketten zur Markierung der Behandlungsvarianten, sowie Pflanzendinger angeschafft.

Des Weiteren wurden Dienstreisekosten beglichen, welche im Rahmen der Besuche
projektrelevanter Fachtagungen und -kongresse entstanden. Eine regelmaliige Teilnahme an
Fachtagungen und die Prasentation der Projektfortschritte vor Fachpublikum war neben der
Veroffentlichung in Fachzeitschriften essenziell fur die Kommunikation der Ergebnisse. Der
Grolteil der in diesem Rahmen angefallenen Kosten belief sich dabei auf die Teilnahmegebuhren

der jeweiligen Veranstaltungen.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit

Die Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit ergeben sich durch die sehr
genaue Umsetzung des im urspringlichen Antrag dargelegten Arbeitsplans. Die Arbeiten wurden

gemal dem Primat ,Gute Wissenschaftliche Praxis“ durchgefuhrt.

Der Anbau von Weizen wird in der Zukunft durch extreme Wetterperioden aufgrund des
Klimawandels und der geringen genetischen Vielfalt der heute verwendeten Sorten sowie durch
die politischen Vorgaben eines stark eingeschrankten Zugangs zu effektiven
Pflanzenschutzmitteln schwieriger werden. Neuartige Strategien im Weizenanbau sind deshalb
essenziell fur die Nahrungsversorgung der Bevdlkerung. Wichtige Anséatze hierfur beinhalten die
zuchterische Verbesserung von verschiedenen Parametern, beispielsweise einer angepassten
Architektur des Wurzelsystems flir eine verbesserte Wasser- und Nahrstoffaufnahme, oder einer
Erhéhung der Stresstoleranz gegeniiber biotischen und abiotischen Schadeinfliissen, sowie die
Anwendung neuartiger biologischer Wirkstoffe (,Biologicals®). Einige nutzliche Mikroorganismen,
darunter auch die Priming-Induktoren S. indica und RrF4, kdnnen moglicherweise als solche
,Biologicals* angewandt werden und eine Verbesserung der genannten Parameter in von ihnen
besiedelten Pflanzen induzieren. Wahrend das Auftreten solcher Wachstums- und

Resistenzeffekte unter Besiedelung bereits hinreichend untersucht ist, fehlte bisher eine

14



Publizierbarer Sachbericht fir PrimedWeizen (2818409B18)

systematische Auswertung der tatsachlichen Anwendbarkeit hinsichtlich der Stabilisierung der
Produktivitat wichtiger Kulturarten wie Weizen. In bisherigen Studien fand der genetische
Hintergrund der Pflanzen als mdglicher Einflussfaktor auf die Auspragung von Priming wenig
Beachtung. Eine entsprechende Aufklarung dieses Aspekts ist essenziell, um Priming fir den
kommerziellen Rahmen nutzbar zu machen. Diese kann nur erreicht werden, indem ein
systematischer Vergleich einer gro3en Anzahl an Weizensorten durchgefiihrt wird. Die gewahlten
Sorten missen dabei eine moéglichst hohe genetische Diversitat aufweisen, um moglichst viele
Genomvarianten und die daraus resultierenden potenziellen Einflisse auf die Auspragung der
Priming-Reaktion abzudecken. Aus diesem Grund beinhaltete das flr das Projekt PrimedWeizen
ausgewahlte Diversitatsset uber 200 Weizenlinien. Die grindliche Auswertung von induziertem
Wachstum in Spross und Wurzeln sowie der induzierten Resistenz gegen Echten Mehltau dienten
hierbei einerseits der Identifizierung Priming-responsiver Genotypen, andererseits bestatigte dies
die Annahme, dass der bisher wenig beachtete genetische Hintergrund der Pflanze ein wichtiger
Einflussfaktor ist. Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dass eine effektive kommerzielle
Anwendung von Priming von der Verwendung Priming-sensibler Sorten abhangt. Um solche
Sorten zu identifizieren und gezielt zu zuchten, ist eine Aufklarung von an der Priming-Reaktion
beteiligten Regionen im Weizengenom notwendig. Um dies zu erreichen, wurden im Projekt
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) durchgefihrt. Die mittel GWAS identifizierten
molekularen Marker kénnen flr markergestitzte Selektion auf Priming-responsive Genotypen in

der Weizenzlchtung genutzt werden.

Der Grofiteil bisheriger Studien zu Priming wurde unter kontrollierten Bedingungen durchgefihrt.
Hinsichtlich der kommerziellen Nutzbarmachung muss die Effektivitdt von Mikroorganismen-
induziertem Priming allerdings auch unter Umweltstress nachweisbar sein. Aufgrund der bisher
geringen Anzahl an Studien unter Feldbedingungen, vor allem im wirtschaftlich relevanten
Weizen, leisten die Erkenntnisse aus den PrimedWeizen-Feldversuchen hier einen wichtigen
Beitrag. Besonders hervorzuheben ist dabei die starke Ausrichtung der Feldversuche im Projekt
hinsichtlich einer spateren Anwendbarkeit im kommerziellen MalRstab. Wahrend viele Studien
zwar schlussfolgern, dass Priming-induzierende Mikroorganismen ein vielversprechender Ansatz
zur Stabilisierung der Ertrage sein kénnen, setzen nur wenige einen tatsachlichen Fokus auf die

Testung praxisrelevanter Anwendungsmethoden, welche sich skalieren lassen.

Insgesamt konnten aus allen durchgeflihrten Versuchen wertvolle neue Erkenntnisse gewonnen
werden, welche sowohl flr weiterfuhrende Priming-Forschung, als auch fir die zlchterische
Erstellung Priming-angepasster Sorten dienlich sein kdnnen. Die durchgefuhrten Arbeiten
inklusive aller Erweiterungen der Versuche kénnen somit, gemessen am Erkenntnisgewinn, als
angemessen betrachtet werden. Eine Verringerung der Arbeiten, beispielsweise die Testung von

bedeutend weniger Genotypen, hatte die Qualitadt der Daten stark vermindert und vor allem die
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genetischen Analysen mittels GWAS stark beeintrachtigt, da diese Analysemethode nur auf Basis
grolier Stichproben mit hoher genetischer und phanotypischer Variabilitat zuverlassige

Ergebnisse liefern kann.

4. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit des Ergebnisses

Die im Rahmen des Verbundprojektes erarbeiteten/gewonnenen Daten, Ergebnisse und
Methoden kénnen in Forschung und Lehre (Pflanzenschutz und Pflanzenziichtung) eingesetzt
werden. Auch Abschlussarbeiten im Rahmen von Bachelor, Master oder Promotion konnten und
kénnen auf Grundlage dieses Projekts bearbeitet werden. Veroéffentlichungen der Ergebnisse in
Fachzeitschriften tragen zur Reputation der Forschungseinrichtungen bei und férdern einen
institutstibergreifenden Wissenstransfer. Die Ergebnisse wurden regelmaRig in Fachbeitragen auf
nationalen und internationalen Tagungen und Konferenzen prasentiert und mit dem
Fachpublikum diskutiert. So standen die wissenschaftlichen Erkenntnisse sowohl Ziichtern als
auch anderen wissenschaftlichen Einrichtungen und Interessierten zur Verfigung. Dabei wurde
stets eine hohe Resonanz erzielt und Aufmerksamkeit fur das Thema Mikroorganismen-
induziertes Priming geschaffen. Arbeiten zum Forschungsthema Priming sind haufig auf eine
kleine Anzahl an Pflanzengenotypen beschrankt und werden selten unter verschiedenen
praxisnahen Bedingungen durchgefiihrt. Die umfangreichen Versuche im Rahmen des Projekts
mit einer groRen Anzahl genetisch diverser Weizenlinien sowie darauf aufbauende praxisnahe
Halbfeld- und Feldversuche brachten einen hohen neuen Erkenntnisgewinn, ermdglichten die
Untersuchung Genotyp-abhangiger Aspekte, welche in der bisherigen Forschung wenig

Beachtung fanden, und steigerten somit die wissenschaftliche Konkurrenzfahigkeit.

Anhand der Ergebnisse konnte verdeutlicht werden, dass der genetische Hintergrund einer
Pflanze eine entscheidende Rolle in der Auspragung der Priming-Reaktion spielt. Da dieser
Aspekt bisher wenig Beachtung fand, handelt es sich hier um einen erheblichen
Erkenntnisgewinn, welcher fir die kunftige Priming-Forschung und das Gesamtverstandnis der
Wirkweise von Priming bedeutsam ist. Kunftige Studien kdnnen basierend auf den gewonnen
Ergebnissen in ihrer Fragestellung einen Fokus auf die Pflanzengenetik, auch in anderen
Kulturarten als dem Weizen, legen, was einen erheblichen Erkenntniszuwachs zur Wirkweise des
Primings zur Folge hatte. Die mittels GWAS identifizierten molekularen Marker und
Genomregionen sowie dort lokalisierte Kandidatengene, welche anhand unserer Ergebnisse mit
Priming assoziiert wurden, kénnen in weiterflhrenden Studien n&her hinsichtlich ihres
tatsachlichen Einflusses auf die Priming-Reaktion untersucht werden. Die Erkenntnisse aus
diesem Projekt flossen bereits in die Planung weiterer Projekte an der JLU Giellen ein und

werden auch kinftig in die Entwicklung der Fragestellungen neuer Projektantrage einflielen.
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Neben den zuvor genannten Aspekten sind auch Fragestellungen hinsichtlich der Priming-Effekte
auf weitere Parameter, beispielsweise Trockenstress, von hoéchstem Interesse, vor allem
angesichts immer haufiger auftretender Trockenperioden durch den Klimawandel. Die
durchgefiihrten Arbeiten im Projekt kdnnen hierbei als Blaupause dienen, um eine systematische
Auswertung weiterer Parameter zu planen. Die Methoden und Fragestellungen koénnen

weitestgehend auf weitere Kulturarten Gbertragen werden.

Die identifizierten mit Priming assoziierten molekularen Marker und Genomregionen kénnen
zlchterisch genutzt werden, um standortangepasste und resilientere Weizenlinien zu zichten.
Markergestutzte Selektion auf Priming-responsive Genotypen ist eine Moéglichkeit, ,Primebarkeit
als neues Zlchtungsziel zu etablieren. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fir eine effiziente
Nutzung von Priming-induzierenden Mikroorganismen. Eine passende Kombination Priming-
responsiver Weizenlinien mit einem hocheffizienten Priming-Induktor kann Ernten stabilisieren
sowie zu einer Reduktion von Dunger und Pflanzenschutzmitteln beitragen. Dies kann die
Wirtschaftlichkeit des Weizenanbaus steigern und einen Beitrag leisten zum Erreichen von
Nachhaltigkeitszielen. Die in diesem Projekt identifizierten mit Marker und Genomregionen
stehen den wirtschaftlichen Partnern fur zlchterische Ansadtze ohne Einschrankung zur

Verfigung und werden darUber hinaus vollstandig veroffentlicht.

Die starke Ausrichtung der Feldversuche auf die praxisrelevante Anwendung der Priming-
induzierenden Mikroorganismen tragt stark zur wirtschaftlichen Verwertbarkeit der Ergebnisse
bei. Wir konnten zeigen, dass verschiedene Ausbringungsarten (hier: Ausbringung einer
Suspension und Saatgutbeizung) mdglich sind. Die gewahlten Ausbringungsmethoden wurden
gezielt vor dem Hintergrund einer méglichen Skalierung auf kommerzielles Niveau sowie der
Anwenderfreundlichkeit ausgewahlt. Dies geschah in enger Absprache mit den nicht-
akademischen Projektpartnern, welchen die Anforderungen des Marktes sehr gut kennen. Beide
Zichtungsunternehmen vertreiben eigene Mikroorganismen-basierte Produkte und betreiben
eigene Forschung und Entwicklung (FUuE). Die gewonnenen Erkenntnisse standen den nicht-
akademischen Partnern unmittelbar zur Verfigung und kdnnen nach eigenem Ermessen in die
firmeninterne FUE einflieRen. Besonders die Erkenntnisse aus der Saatgutbeizung sind relevant,
da diese fur den Anwender wenig Arbeitsaufwand bedeutet. Im Gegensatz zu einer Ausbringung
der Mikroorganismen mittel Schleppschlauchen in den Bestand erfordert die Aussaat gebeizter
Kdrner keine zusatzlichen Arbeitsschritte auf dem Feld. Die Vermarktung von Saatgut Priming-
responsiver Weizenlinien, welches mit Priming-induzierenden Mikroorganismen vorbehandelt ist,
ist hier sehr vielversprechend. Des Weiteren zeigte sich, dass eine Verwendung von Sporen des
Pilzes S. indica in der Beiz-Formulierung eine aulRerordentlich lange Lagerfahigkeit aufwies. Bei
der Verwendung lebender Mikroorganismen ist die Lagerfahigkeit ein stark limitierender Faktor,

da diese schnell an Vitalitat verlieren kénnen. Die Verwendung Priming-induzierender Pilze wie
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S. indica, welche ausdauernde Sporen bilden, ermdglicht die Produktion vorbehandelten
Saatguts auf Vorrat, sodass Arbeitsspitzen kurz vor der Aussaat vermieden werden kénnen, was
sich positiv auf die Wirtschaftlichkeit durch effizientere Arbeitsplanung auswirken kann. Auch der
Aussaattermin kann vom Anwender flexibler gewahlt werden, beispielsweise bei starken
Verzdgerungen durch unglinstige Witterung, ohne dass ein starker Verlust der Effektivitat der

Mikroorganismen-Beizung zu beflirchten ist.

5. Wiahrend der Durchfiihrung bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet

Wahrend der Durchflihrung gab es keine uns bekannten Fortschritte, welche relevant flr die im
Projekt durchgefliihrten Arbeiten sowie deren Ergebnisse waren. Wahrend der Projektlaufzeit
veroffentlichte Studien waren haufig ahnlich ausgerichtet und aufgebaut wie bereits zuvor
verfugbare Arbeiten. Matros et al. (2023) berichteten von einer starken Variabilitat in der Priming-
Antwort in einem Gersten-Diversitatsset, welche vom Genotyp abhangig ist, ahnlich wie in
unseren Versuchen mit Weizen. Hierbei handelt es sich allerding um keinen unerwarteten
Fortschritt, da dies eine Veréffentlichung des PrimedWeizen-Konsortium-Partners JKI-RS ist,
welche im Rahmen des BMBF-geforderten Projektes PrimedPlant entstand, in welchem auch die
JLU Gielen beteiligt war. Dennoch kann diese Veroffentlichung als Bestatigung der im Projekt

PrimedWeizen erzielten Ergebnisse herangezogen werden.

Matros, A.; Schikora, A.; Ordon, F.; Wehner, G. (2023): QTL for induced resistance against leaf
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