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1 Aufgaben und Ziele des Vorhabens

Die Akkumulation von Glykoalkaloiden (GA) und deren Derivaten in verschiedenen Gewe-
ben von keimenden Kartoffelknollen ist aufgrund der toxikologischen Bewertung dieser
Stoffe von Interesse fiir die gesamte Wertschopfungskette der Kartoffel (vom Feld bis zur
Ladentheke). Ziel des Projektes ist es, Erkenntnisse tber die Bildung von GA und deren
Derivaten in keimenden Speisekartoffeln zu liefern. Es soll ein Modell (metabolische Karte)
erarbeitet werden, das den Biosynthesemechanismus und die rdumliche Verteilung der
untersuchten Metabolite in der Knolle erklart. Die molekularbiologischen Untersuchungen
sollen Unterschiede in Kandidatengenen aufzeigen, die Uber Markerentwicklung eine
zuchterische Reduktion der GA-Gehalte in den Knollen ermdglichen sollen. Zusatzlich soll
untersucht werden, welche Veranderungen sich in der GA-Konzentration wahrend der Zu-
bereitung der Speisekartoffeln ergeben. Das so erlangte Verstandnis kann genutzt wer-
den, um eine Risikobewertung vorzunehmen und Minimierungsansatze zu entwickeln. Da-
mit wird eine héhere Entscheidungssicherheit fur die Verwendung von Speisekartoffeln
mit beginnender Keimung erlangt und die Ressourceneffizienz gesteigert, da Knollen ge-
zielter aussortiert werden kénnen.

2 Wissenschaftlich technischer Stand, an den angeknupft wurde

Im Jahr 2023 wurden in Deutschland 11,6 Millionen Tonnen Kartoffeln geerntet [1]. Der aktu-
elle Pro-Kopf-Verbrauch von Speisekartoffeln und Kartoffelprodukten lag in Deutschland bei
63,5 kg pro im Wirtschaftsjahr 2023/2024, wobei Speisekartoffeln 25,5 kg ausmachten [1].
Sub-optimale Lagerungsbedingungen kénnen zur Keimung der Knollen fiihren, wobei GA ge-
bildet werden, die toxikologisch relevant sind [2, 3]. Aktuell findet eine Diskussion um die Re-
duktion des Schwellenwertes (von 200 mg/kg auf 100 mg/kg Frischmasse) oder sogar um die
Einfuhrung eines Richtwertes fur GA in Kartoffeln statt [2]. Der Einfluss von Keimung auf GA-
Gehalte wurde bereits in zahlreichen Studien gezeigt [4-7]. Ein Zusammenhang zwischen Kei-
mungsintensitat (Keimlange) und GA-Gehalt wurde bislang aber noch nicht tiefergehend un-
tersucht. Fur eine bessere Ressourceneffizienz ist weiterfihrendes Wissen bezuglich der GA-
Gehalte bei unterschiedlichen Keimungsintensitaten, sowie deren Anderungen wahrend der
Zubereitung notig. Die Kenntnis der Verteilung der GA innerhalb der gekeimten Knolle
(Mark/Kern, Periderm, Keime) ist essentiell, um nur belastete Teile der Knolle effizient zu ent-
fernen. Dies wurde bislang in wenigen aktuellen Studien im Bereich der Grundlagenforschung
gezeigt [6, 7], wobei hier nur ein limitierter Praxisbezug hergestellt werden kann. Distl [8] zeigte
zwar in sektionierten Knollen die praxisrelevante Verteilung der beiden Haupt-GA, nutzte aber
ungekeimte Knollen und fand die hochsten Gehalte im Bereich der Augen. In vielen Studien
werden nur die mengenmalig wichtigsten GA a-Solanin und a-Chaconin betrachtet [9, 10].
Weitere Metabolite wie z.B. 8- und y-Formen von Chaconin und Solanin, sowie deren Aglykon
Solanidin sind bisher nur unzureichend untersucht, sollten aber fiir eine umfassende toxikolo-
gische Bewertung keimender Kartoffeln ebenfalls beachtet werden [3]. Beziglich der GA-Bio-
synthese wurde in verschiedenen Studien bereits die Bildung des Aglykon [11], sowie die
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nachfolgende Glykosilierung untersucht [12-14]. Das Aglykon (Solanidin) dient als Grundbau-
stein fir die GA-Synthese und die Monosachharide (Glucose, Galactose und Rhamnose) wer-
den mit dem Aglycon zu B- und y-Derivaten kondensiert. Die Strukturen unterscheiden sich
jeweils anhand der Zuckerreste. Molekulare Untersuchungen haben zur Identifizierung der am
Glykoalkaloidstoffwechsel beteiligten Gene gefluhrt [15]. Die steroidalen Alkaloidglykosyltrans-
ferasen SGT1 und SGT2 spielen dabei eine wichtige Rolle flr den Gehalt an a-Solanin und a-
Chaconin [12, 16]. Kurzlich publizierte Arbeiten haben lber genomweite Assoziationsstudien
Quantitative Trait Loci (QTL) zu Glykoalkaloidgehalten in fiinf Genombereichen (Chr. 1, Chr.
3, Chr. 5, Chr. 7 und Chr. 11) gefunden und zur Identifizierung einer 2-Oxogluterat abhangigen
Dioxygenase gefuhrt [17]. Die Arbeiten zeigen aber auch, dass noch weiterer Forschungsbe-
darf besteht, insbesondere, weil die meisten Untersuchungen an Blattern und nur wenige an
Kartoffelknollen durchgefihrt wurden [18].

3 Ergebnisse

Um zu gewabhrleisten, dass die im Forschungsvorhaben geplanten Arbeiten reibungslos
und planmafig starten koénnen, fanden bereits vor dem Berichtszeitraum Vorarbeiten
durch die Projektpartner (MRI, VSD, URO) mit der Universitat Bielefeld statt. Dadurch
stand bereits zum Projektstart ein umfangreicher Probensatz bestehend aus finf in 2021
durch die VSD angebauten Speisekartoffelsorten (Lilly, Gala, Laura, Allians, Belana) ver-
schiedener Kochtypen [19] fir Analysen zur Verfigung. Die Sorten werden im weiteren
Verlauf codiert und als Sorten 1 bis 5 bezeichnet.

3.1 Anbau, Lagerung und Probennahme

Zur Bestatigung der vorlaufigen Ergebnisse aus der ersten Vegetationsperiode (2021),
wurden die wirtschaftlich relevanten Sorten 3 und 5 selektiert und im Frihjahr 2023
(24.04.2023; Legeabstand 36 cm) in dreifacher Feldwiederholung in einem Sandboden
(Dethlingen, Heidekreis) angebaut. Das Pflanzgut wurde von den jeweiligen Zichtungs-
unternehmen Solana GmbH & Co. KG und Nordring- Kartoffelzucht- und Vermehrungs-
GmbH (Norika) bereitgestellt. Vorfrucht auf dem Schlag war Zuckerriibe und zur Boden-
bearbeitung wurde gegrubbert und entsteint. Die Gesamtnahrstoffzufuhr zum Boden be-
trug 123 kg/ha N, 70 kg/ha P205, 279 kg/ha K20 und 35 kg/ha MgO. Zudem erfolgte eine
Blattdingung zu BBCH 55 mit den Mikronahrstoffen Bor und Mangan. Pflanzenschutz-
malinahmen erfolgten praxisublich fur den konventionellen Anbau. Wahrend der Kultivie-
rung wurde unter Nutzung eines DUsenwagens nach Bedarf bewéssert. Die Sorten wurden
als Streifenanlage (je Sorte eine Parzelle; Parzellenlange 140 m, Breite 0,75 m) angelegt,
sodass eine nach Reifegruppe individuelle Krautminderung technisch nicht realisierbar
war. Die Krautminderung wurde mit drei chemischen MalRnahmen durchgeftihrt. Alle Sor-
ten zeigten zum Zeitpunkt der Krautminderung Abreifeerscheinungen, die aber nach Sor-
ten/Reifegruppen etwas unterschiedlich ausfiel. Die Rodung erfolgte am 18.09.2023.
Nachdem Uber- und UntergréRen aussortiert (Sortierung 35-65 mm) wurden, erfolgte die
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Wundheilungsphase von etwa drei Wochen bei Raumtemperatur und unter Lichtaus-
schluss. Anschliel3end wurden die Knollen verpackt und am 11.10.2023 zum MRI nach
Detmold versandt. Die anschlielRende Lagerung bei 4°C und 90 %rF erfolgte analog zum
ersten Anbaujahr am MRI. Dort wurden die Kartoffeln zum Keimen gebracht und im Be-
richtszeitraum zu unterschiedlichen Zeitpunkten entsprechend des gewlnschten Kei-
mungsstadiums beprobt (Tabelle 1 und Abbildung 1A).

Tabelle 1: Unterteilung der Keimungsstadien zur Probenahme.
Keimungsstadium ‘ Erklarung
1 Direkt nach der Ernte, ungekeimt
2 Nach 2 - 3 Monaten Lagerung bei 4°C, ungekeimt
3 3 Tage nach Erhéhung der Temperatur auf 18-20°C,

ungekeimt

Beginnende Keimung, Spitzen <3 mm

Keime < 10 mm

Keime 10 - 30 mm

N | o | o |~

Keime > 30 mm

Jeweils direkt nach der Ernte (Keimungsstadium 1) sowie nach 2 Monaten Lagerung bei
4°C und 90 %rF (Keimungsstadium 2) wurden ungekeimte Knollen beprobt, um den Aus-
gangszustand zu erfassen. Da die Proben ohne Keimhemmungsmittel gelagert wurden,
war im Dezember 2023 bei einer der Sorten bereits eine beginnende Keimung zu erken-
nen. Um den Zustand der Knollen bei einsetzender Keimung zu erfassen wurde bei dieser
Sorte zu diesem Zeitpunkt auch Stadium 4 (Spitzen) friiher als geplant beprobt (bereits im
Dezember 2023). Um die weitere Keimung zu forcieren wurde Anfang Marz 2024 die La-
gertemperatur erhdht (20°C), so dass die weiteren Keimungsstadien beider Sorten zeitnah
beprobt werden konnten.

Aus den Knollen wurden analog zum Anbaujahr 2021 (Vorarbeiten) verschiedene Proben
gezogen: (i) Rohstoffe: unterteilt nach Sektionen in Schale/Periderm, Kern/Mark und
Keime (Abbildung 1B);

(i) Garversuche: Pellkartoffeln (Pelle, Kern), Salzkartoffeln (geschéalt) sowie das Kochwas-
ser (Abbildung 1C);

(iii) Bohrkerne roher Knollen fur molekularbiologische Arbeiten an der URO sowie fiir das
MALDI-TOF-Imaging an der Universitat Bielefeld zusatzlich zu den rohen Knollen in 2023
auch aus gegarten Pellkartoffeln (vgl. Abbildung 9A und Abbildung 20).
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Samtliche Proben wurden stabilisiert (-80°C, -18°C bzw. gefriergetrocknet, vermahlen und
trocken/dunkel gelagert) zur Verwendung fur die Analysen.

Stadium 1-3 Stadium 5 Stadium6 Stadium7

C =

- frisch - getrocknet

E Kochwasser
Pellkartoffeln

frisch - getrocknet

Gegarte Pellkartoffel

Schale-/Kerntrennung

und exemplarische s

Bestimmung der Petirars 8
Schalendicke |ty
. 2634
Kochwasser
Abgetrennte Keime Pelle 4 Salzkartoffeln

Abbildung 1:  Aussehen der unterschiedlichen (A) Keimungsstadien, (B) rohen und (C) gegarten
Kartoffeln sowie Kochwasserproben.

3.2 Instrumentelle Analytik zur Quantifizierung der GA-Gehalte

Zur Quantifizierung der GA-Gehalte wurden tbereinstimmend mit den Vorgaben der Emp-
fehlung der Europaischen Kommission [20] zwei Analysemethoden angewandt, die in den
folgenden Kapiteln dargestellt werden. Zum einen wurden die beiden a-Formen der GA
mittels Hochdruckflissigchromatographie (HPLC) gekoppelt mit einem Diodenarray-De-
tektor (DAD; Jasco), der im ultravioletten Bereich (UV) Signale der Analyten erfasst, gear-
beitet. Dieses Analysesystem wird im Folgenden als HPLC-DAD bezeichnet. Zum anderen
wurde mit einem Ultra-Fast Liquid Chromatography (UFLC) System gearbeitet, welches
an ein MS/MS (Triple-Quadrupole Massenspektrometer) gekoppelt ist und im Folgenden
als LC-MS/MS (Shimadzu) bezeichnet wird. Das letztgenannte System bietet hhere Emp-
findlichkeiten und geringere Anfalligkeit Unempfindlichkeit gegeniiber Stérsubstanzen in
der Matrix. Hiermit ist bei Kalibrierung mit kommerziell erhaltlichen Reinsubstanzen der
Analyten ebenfalls die Quantifizierung weiterer Substanzen wie dem Aglykon Solanidin
oder y-Chaconin mdglich.

3.2.1 Analyse der a-Formen der Glykoalkaloide mittels HPLC-DAD

Die Analyse der a-Formen der Glykoalkaloide erfolgte am MRI mittels HPLC-DAD nach
Hellenéas et al. [21]. Nach Extraktion in einem Gemisch aus Wasser/Essigsaure/Natrium-
bisulfit (95:5:0,5) wurde die Probe zentrifugiert und mit Hilfe eines Faltenfilters filtriert. Zur
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weiteren Aufreinigung erfolgte eine Festphasenextraktion und eine anschliel3ende Filtra-
tion Uber einen Nylon Filter (45 um). Die Analyse an der HPLC wurde isokratisch unter
Verwendung einer C-18-Vorsdule (Security Guard, C18, Phenomenex) und C-18-
Trennsaule (HyperClone 5 ODS, C18, Phenomenex, 150x 4,6 mm) mit anschlie3ender
UV-Detektion bei 202 nm (DAD) vorgenommen. Als Eluent diente Acetonitril/Kaliumphos-
phat-Puffer (pH=7,6) im Verhaltnis 55:45. Abbildung 2 kann entnommen werden, dass
eine ausreichende Trennung der Analyten bereits innerhalb der ersten vier Minuten erfolgt.
In dem linken Teil der Abbildung (Abbildung 2A) erkennt man die zeitliche Trennung der
Signale der Reinsubstanzen (Kalibrierstandard), sowie die erfolgreiche Signaltrennung
zweier Kontrollproben aus Kartoffelschale und Kartoffelkern. Im rechten Teil der Abbildung
dagegen sieht man eine Uberlagerung des Solaninsignals mit einem Artefakt einer Kartof-
felkernprobe der Sorte 1, Termin 4 (Abbildung 2B). Derartige Befunde des Solaningehaltes
durch Peakiberlagerung fielen erst bei dem Vergleich mit den LC-MS/MS Ergebnissen
auf und beschranken sich auf einzelne Kartoffelkernproben. Aufgrund dieser Problematik
wird auf die Ergebnisdarstellung der Kernproben mittels HPLC-DAD, wie sie im 1. Zwi-
schenbericht erfolgte im vorliegenden Abschlussbericht verzichtet.

] i e
A ™ Kern, Termin 4 Sorte 1 B
1 g Versuchsprobe mit Storpeak bei a-Solanin

Schale (Standardkontrollprobe)

dgsrsn38338RERE

Kalibrierstandard (Reinsubstanz)

SABRBEEASEBR

5
T

Abbildung 2:  (A) Chromatogramm der Reinsubstanzen a-Solanin und a-Chaconin sowie beispiel-
hafter Kontrollproben (Schale, Kern) sowie (B) Versuchsproben mit bzw. ohne tberlagerndem Stor-
peak (Artefakt) bei a-Solanin aus der HPLC-DAD Messung.

3.2.2 LC-MS Analyse der GA mittels LC-MS/MS

Entgegen der urspringlichen Planungen wurden stattdessen die Analysen mittels LC-
MS/MS am MRI vorgenommen. Vor der Analyse der Glykoalkaloide mit LC-MS/MS er-
folgte eine Extraktion nach Raters et al. [22]. Hierzu wurde die gefriergetrocknete Probe in
Ethanol mit 5% Essigsaure im Ultraschallbad extrahiert und nach Zentrifugation tiber einen
PTFE Filter (20 pm) filtriert. Im Gegensatz zur Probenvorbereitung fir die HPLC-DAD De-
tektion wurde auf eine Aufreinigung mittels SPE verzichtet. Als Trennsaule diente die
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Phenomenex Phenyl-Hexyl 5 um 150 x 2 mm, die in einem S&ulenofen auf 35°C erwarmt
wurde. Die Trennung der Substanzen erfolgte mit einer UFLC und die Detektion mit einem
Triple-Quadrupole MS von Shimadzu. Tabelle 2 zeigt das verwendete Gradientenpro-
gramm.

Tabelle 2: Gradientenprogramm der LC-MS/MS Messung mit Eluent A = H20 und Eluent B = Me-
thanol, Flussrate: 0,4 mL/min.

Zeit (min) ‘ Eluent A (%) ‘ Eluent B (%)
0 100 0
3 50 50
12 50 50
13 90 10
15 90 10

W XIC of +MRM (12 pars): 397.998.2 Da 1D: Solamdin quan from Sample 2 (0.25) of 250312_GA_Test_Phenyl-Hexyl.wiff (Turbo Spray)

444 . g

1.00e5 ) Solanidin
: I
— 5.00e4 a2 Il
.Il g

0.00 ; ’ ; L . ; : . Y y .

10 20 30 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0

Time_min
[~ B X|C of +MRM (12 parrs): 852.3/98.2 Da 10: alpha-Chacoenin quan from Sample 2 (0.25) of 250312_GA_Test_Phenyl-Hexyl wiff (Turbo Spray)

413
2.084 | a-Chaconin
= 1.0e4 {
|
0.0 . , . L4 . , . . . , , ,
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Abbildung 3:  Chromatogramme der Reinsubstanzen a-Solanin, a-Chaconin, Solanidin (Aglykon) der
LC-MS/MS Messung.

Abbildung 3 zeigt die Peaks der kommerziell erhaltlichen Einzelsubstanzen in den LC-
Chromatogrammen. Es konnten alle kommerziell erhaltlichen Analyten getrennt werden.
Beim Aglykon Solanidin ist ein Satellitenpeak vorhanden. Die Auswertung der Solanidin-
Signale konnte innerhalb der Projektlaufzeit aufgrund technischer Probleme nicht
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vollstandig abgeschlossen und eine Kalibrierung mit y-Chaconin nicht realisiert werden.
Weitere relevante Reinsubstanzen sind kommerziell nach derzeitigem Kenntnisstand nicht
erhaltlich.

3.3 GA-Gehalte in rohen und zubereiteten Kartoffeln

3.3.1 Quantifizierung der GA-Gehalte in rohen Kartoffeln mit unterschiedlichen Kei-
mungsstadien

Die GA-Gehalte der rohen Kartoffeln wurden entlang der Keimungsstadien aus zwei An-
baujahren (2021 und 2023) untersucht und ausgewertet. Zur besseren Vergleichbarkeit
werden im Folgenden die Ergebnisse beider Anbaujahre zusammen dargestellt. Die Kon-
zentrationsveranderungen der a-Formen der Glykoalkaloide in Abh&ngigkeit der Keimung
bestimmt mittels LC-MS/MS bzw. wenn als sinnvoll erachtet auch mittels HPLC-DAD wer-
den in den Abbildung 4 bis Abbildung 8 dargestellt. Hierbei wird die Entwicklung in den
unterschiedlichen Sektionen der Kartoffel (Kern, Schale, Keime) bei allen finf Sorten, in
den Keimungsstadien 2, 4, 5, 6 und 7 betrachtet. In 2021 wurden lediglich drei technische
Replikate der Probenaufbereitung und Messung aus einer biologischen Probe untersucht.
Dadurch sind statistische Aussagen zum Einfluss der Keimung auf die GA-Gehalte im ers-
ten Versuchsjahr limitiert.

3.3.1.1 GA-Gehalte im Kern der Kartoffel

Der Gesamt GA-Gehalt aller Sorten (Summe aus a-Solanin und a-Chaconin) ermittelt mit
LC-MS/MS liegt fur beide Jahre im Kern zwischen 4,8 mg/kg und 26,6 mg/kg FM (Abbil-
dung 4) und somit deutlich unter dem Gehalt in der Schale (Abbildung 5und Abbildung 6).
Mit zunehmender Keimungsintensitat kommt es innerhalb jeder Sorte im Kern zu Unter-
schieden im GA-Gehalt zwischen den Keimungsstadien (Abbildung 4). Die Sorten 1 und
2 zeigen tendenziell abnehmende GA-Gehalte, wahrend die Sorten 3 bis 5 keinen eindeu-
tigen Trend mit zunehmender Keimungsintensitat im ersten Jahr aufweisen. Statistisch
absichern lasst sich vor allem im zweiten Versuchsjahr eine Abnahme im GA-Gehalt ge-
genlber dem ungekeimten Zustand von bis zu 52% im Kern der rohen Kartoffeln bei Gber
3 cm langen Keimen, wahrend ein schwach signifikanter Anstieg bei Sorte 3 lediglich bei
dem Erreichen einer Keimlange von 1 cm zu beobachten ist. Insgesamt kann bei den un-
tersuchten Sorten kein eindeutiger und tber zwei Jahre reproduzierbarer Nachweis eines
GA-Anstiegs bzw. einer GA-Abnahme im Kern der Kartoffeln durch die Keimung festge-
stellt werden.

Berechnet man das Verhaltnis von a-Solanin zu a-Chaconin so sticht Sorte 3 mit Werten
uber 1 hervor (1,3 bis 1,6). Sorte 3 weist somit in beiden Jahren deutlich geringere a-
Chaconingehalte als Sorte 5 auf, woraus sich ein kleineres Verhaltnis von a-Solanin zu a-
Chaconin fur Sorte 5 von 0,6 bis 0,8 ergibt. Da a-Chaconin eine hohere Toxizitat aufweist
als a-Solanin [2, 23], ist diese Beobachtung relevant fir eine toxikologische Einschatzung.
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Abbildung 4:  a-Solanin und a-Chaconin (mg/kg FM) in den finf Keimungsstadien im Kern in zwei
Versuchsjahren unterteilt nach Sorten mittels LC-MS/MS detektiert. In 2021 sind Werte als Mittelwerte
(MW) + Standardabweichung (SD) aus drei technischen Replikaten angegeben (n=3). Es wurde kein
statistischer Vergleich berechnet. Fur 2023 ist der MW = SD aus drei bio-logischen Wiederholungen
dargestellt. Zwischen den Werten innerhalb einer Sorte, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekenn-
zeichnet sind, bestehen signifikante Unterschiede (p > 0,05) in der Summe aus a-Solanin und a-Cha-
conin. Prozentuale Angaben lber den Balken zeigen die Veranderung der GA-Konzentration vom un-
gekeimten Zustand zum jeweiligen Keimungsstadium (signifikante Verdnderungen in 2023 *p < 0,05
bzw. **p < 0,01, Tukey-Test). n.e. nicht ermittelt.



Die GA-Gehalte der HPLC-DAD Messungen schwanken gerade in 2021 in den Kernpro-
ben zwischen den Keimungsstadien sehr stark, was vor allem auf vermutete Stdrpeaks
bei der Detektion von a-Solanin zurlckzufuhren ist. Aus diesem Grund wird auf die Dar-
stellung der HPLC-UV Daten fur die Kern-Proben verzichtet und lediglich die LC-MS/MS
Daten werden verwendet.

3.3.1.2 GA-Gehalte in der Schale

In der Schale werden generell hohere GA-Gehalte gefunden als in den Kernen der rohen
Kartoffelknollen. Die Gehalte (Summe aus a-Solanin und a-Chaconin) liegen zwischen 70
und 355 mg/kg FS (HPLC-DAD, 2 Jahre, alle Sorten) bzw. 239 und 311 mg/kg FS (LC-
MS/MS, 2 Jahre nur Sorten 3 und 5) (Abbildung 5 und Abbildung 6). Uber alle Sorten und
Jahre werden in den Schalen sowohl Zunahmen als auch Abnahmen oder gleichbleibende
a-Solanin und a-Chaconin-Gehalte im Verlauf der Keimung nachgewiesen (Abbildung 5).
Betrachtet man beispielsweise Sorte 3 im zweiten Versuchsjahr so findet zu Keimungs-
stadium 5 (bis 1 cm lange Keime) eine Zunahme und zum darauffolgenden Keimungssta-
dium eine Abnahme statt (Abbildung 6). Sorte 5 dagegen zeigt tendenziell in 2021 Zunah-
men der GA-Gehalte durch die Keimung, wahrend im Jahr 2023 mittels LC-MS/MS Detek-
tion signifikante Abnahmen durch zunehmende Keimungsintensitat zu verzeichnen sind.

Es kann festgehalten werden, dass ebenso wie fur die Kernproben auch fiir die Schalen
der rohen Kartoffeln kein eindeutiger und reproduzierbarer Effekt durch die zunehmende
Keimungsintensitét nachgewiesen werden kann. Aussagen koénnen nur auf das unter-
suchte Sortenset bezogen werden und die Ergebnisse erlauben keine Ausweitung dieser
Aussagen auf andere Sorten.
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Abbildung 5:  a-Solanin und a-Chaconin (mg/kg FM) in den finf Keimungsstadien in der Schale in
zwei Versuchsjahren unterteilt nach Sorten mittels HPLC-DAD detektiert. In 2021 sind Werte als Mittel-
werte (MW) + Standardabweichung (SD) aus drei technischen Replikaten angegeben (n=3). Es wurde
kein statistischer Vergleich berechnet. Fiir 2023 ist der MW + SD aus drei biologischen Wiederholungen
dargestellt. Zwischen den Werten innerhalb einer Sorte, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekenn-
zeichnet sind, bestehen signifikante Unterschiede (p > 0,05) in der Summe aus a-Solanin und a-Cha-
conin. Prozentuale Angaben Uber den Balken zeigen die Verénderung der GA-Konzentration vom un-
gekeimten Zustand zum jeweiligen Keimungsstadium (signifikante Veranderungen in 2023 *p < 0,05,
**p < 0,01 bzw. ***p < 0,001, Tukey-Test).
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Abbildung 6:  a-Solanin und a-Chaconin (mg/kg FM) in den fiinf Keimungsstadien in der Schale in
zwei Versuchsjahren unterteilt nach Sorten mittels LC-MS/MS detektiert. In 2021 sind Werte als Mittel-
werte (MW) = Standardabweichung (SD) aus drei technischen Replikaten angegeben (n=3). Es wurde
kein statistischer Vergleich berechnet. Fir 2023 ist der MW + SD aus drei biologischen Wiederholungen
dargestellt. Zwischen den Werten innerhalb einer Sorte, die mit unterschiedlichen Buch-staben gekenn-
zeichnet sind, bestehen signifikante Unterschiede (p > 0,05) in der Summe aus a-Solanin und a-Cha-
conin. Prozentuale Angaben Uber den Balken zeigen die Veréanderung der GA-Konzentration vom un-
gekeimten Zustand zum jeweiligen Keimungsstadium (signifikante Veranderungen in 2023 **p < 0,01,
Tukey-Test).

3.3.1.3 GA-Gehalte in den Keimen

Es wird grundsatzlich empfohlen und davon ausgegangen, dass gekeimte Knollen vor dem
Verzehr entkeimt werden und die Betrachtung der Keime somit eine geringere Relevanz
fur den Verbraucher aufweist. Um die toxikologische Relevanz eines méglichen Verzehrs
der Keime zu verdeutlichen und um den Bildungsmechanismus besser zu verstehen, wur-
den Keime ebenfalls auf GA-Gehalte hin untersucht. Erst ab Stadium 5 (bis 1 cm Keim-
lange) stand ausreichend Material fir Analysen zur Verfigung; Spitzen des Stadiums 4
konnten bei der Betrachtung nicht bericksichtigt werden und besitzen bei der Untersu-
chung der Schale (Abbildung 5 und Abbildung 6) Relevanz.

Die Analyse der GA (Summe aus a-Solanin und a-Chaconin) in den Keimen der Stadien
5, 6 und 7 ergeben Gehalte zwischen 6080 und 14644 mg/kg FS (HPLC-DAD, 2 Jahre,
alle Sorten) bzw. 7069 und 19207 mg/kg FS (LC-MS/MS, 2 Jahre nur Sorte 3*Stadium 5
und Sorte 5*Stadien 5 bis 7) (Abbildung 7 und Abbildung 8). In allen Sorten nimmt der GA-
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Gehalt in den Keimen mit zunehmender Keimungsintensitat signifikant um bis zu 57,8%
(Abbildung 7) ab.
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Abbildung 7:  a-Solanin und a-Chaconin (mg/kg FM) in den Keimungsstadien 5 bis 7 in den Keimen
in zwei Versuchsjahren unterteilt nach Sorten mittels HPLC-DAD detektiert. In 2021 sind Werte als Mit-
telwerte (MW) £ Standardabweichung (SD) aus drei technischen Replikaten angegeben (n=3). Es wurde
kein statistischer Vergleich berechnet. Fir 2023 ist der MW + SD aus drei biologischen Wiederholungen
dargestellt. Zwischen den Werten innerhalb einer Sorte, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekenn-
zeichnet sind, bestehen signifikante Unterschiede (p > 0,05) in der Summe aus a-Solanin und a-Cha-
conin. Prozentuale Angaben Uber den Balken zeigen die Verédnderung der GA-Konzentration vom un-
gekeimten Zustand zum jeweiligen Keimungsstadium (signifikante Veranderungen in 2023 *p < 0,05,
**p < 0,01 bzw. ***p < 0,001, Tukey-Test).
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Abbildung 8: a-Solanin und a-Chaconin (mg/kg FM) in den Keimungsstadien 5 (Sorte 3) so-
wie 5 bis 7 (Sorte 5) in den Keimen in zwei Versuchsjahren unterteilt nach Sorten mittels LC-
MS/MS detektiert. In 2021 sind Werte als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung (SD) aus
drei technischen Replikaten angegeben (n=3). Es wurde kein statistischer Vergleich berech-
net. Fur 2023 ist der MW £ SD aus drei biologischen Wiederholungen dargestellt. Zwischen
den Werten innerhalb einer Sorte, die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind,
bestehen signifikante Unterschiede (p > 0,05) in der Summe aus a-Solanin und a-Chaconin.
Prozentuale Angaben (ber den Balken zeigen die Veranderung der GA-Konzentration vom
ungekeimten Zustand zum jeweiligen Keimungsstadium (signifikante Ver&nderungen in 2023
**p < 0,01, Tukey-Test).

3.3.2 GA-Verteilungen in unterschiedlichen Keimungsstadien mittels bildgebender
Massenspektrometrie

Um die rdumliche Verteilung relevanter Metaboliten im GA-Metabolismus detaillierter zu
zeigen stellt die bildgebende Massenspektrometrie ein geeignetes Verfahren dar. Diese
wird als Erweiterung zu den quantitativen zielgerichteten Verfahren, HPLC-DAD und LC-
MS/MS, die im Projekt fiir die Detektion der GA in sektionierten Kartoffeln genutzt werden,
angewandt. Hierbei werden analog zu den quantitativen zielgerichteten Verfahren vor al-
lem die beiden Glycoalkaloide mit héchster Abundanz in Kartoffeln, a-Solanin und a-Cha-
conin, sowie das Solanidin betrachtet. Wie geplant wurden die semi-quantitativen Analy-
sen mittels MALDI-Imaging bei der Universitat Bielefeld (IIT GmbH) in Auftrag gegeben.
Zur Analyse der in situ Verteilung der Haupt-GA a-Solanin und a-Chaconin und méglicher
weiterer relevanter Metaboliten wurden in diesem Projekt verschiedene bildgebende mas-
senspektrometrische Verfahren genutzt. Daflr wurden die Kartoffeln zu den beschriebe-
nen Zeitpunkten, sowohl als Rohstoff und verarbeitet als Pellkartoffel, beprobt, indem 1x1
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cm dicke Stanzen erstellt wurden (Abbildung 9A und Abbildung 9B). Die bildgebende mas-
senspektrometrische Analytik erfolgte via MALDI-qToF-MSI mit Hilfe des Massenpektro-
meters timsTOF fleX (Bruker Daltonics) (Abbildung 9C).

Schneiden der rohen Kartoffel Gefrieren in Schneiden der gegarten
von Nabel- bis Krone flissigem Stickstoff Kartoffelknollen von Nabel- bis Krone
B Aufbringen der Matrix in einem automatisierten

Schneiden auf leitfahigen Glasobjekttragern

$ =

.

Sprayer

MALDI massenspektrometrische Aufnahmen In situ Visualisierung der Analyten

~ i
~nidli

e

Intensity

&

m/z

Abbildung 9:  Workflow der Probennahme (A), der Probenvorbereitung (B) und der Messung (C) in
der bildge-benden Massenspektrometrie mittels bildgebender MALDI (Matrix-unterstiitzte Laser-
Desorption/lonisation)-TOF (Time-of-Flight)-Massenspektrometrie.

3.3.2.1 Vorversuche zur bildgebenden Analyse der GA in Kartoffelknollen

Um die Verteilung der Haupt-GA a-Solanin und a-Chaconin und maoglicher weiterer rele-
vanter Metabolite in situ zu analysieren, wurden bildgebende massenspektrometrische
Verfahren genutzt. Zunachst wurde ein Vorversuch an den funf Sorten zu Keimungssta-
dium 7 aus Anbaujahr 2021 durchgefuhrt. Dabei wurden die zwei Haupt-GA a-Solanin und
a-Chaconin detektiert. Die Messungen der Proben bei spatem Keimungsstadium zeigen
eine deutliche Akkumulation der GA im Bereich der Keime (Abbildung 10).
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Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus Kapitel 3.2.2 zeigt sich in jeder Sorte eine
deutlich geringere Signalintensitat der GA im Kern der Knolle, verglichen mit dem Keim.
Die Verteilung der GA in den Keimen ist nicht homogen, sondern scheint mit morphologi-
schen Strukturen zu korrelieren. Auch unterscheiden sich die Verteilungen von a-Solanin
und a-Chaconin in den Keimen und sind nicht vollstandig co-lokalisiert. Ihre Verteilungs-
muster weichen insbesondere in tieferen Keimregionen voneinander ab, wobei a-Chaco-
nin dort eine héhere Signalintensitat aufweist.

Allians Belana Gala Laura Lilly
m/z=868,50 a-Solanin
4 mm
— 868.513 m/z + 559.5 ppm A.-wa- A 166%
0% 100%
B

Allians Belana

Lilly
4 mm m/z=852,51 a-Chaconin

E— 852544 m/z £ 537.8 ppm e 203%

0% 100%
Abbildung 10: Bildgebende Massenspektrometrie der 5 Sorten im hdchsten Keimungsstadium (> 3
cm). Je intensiver gelb die Einfarbung, desto hoher die Konzentration der beiden Haupt-GA a-Solanin
(A) und a-Chaconin (B). Durch die transparente Visualisierung der Akkumulation ist jeweils ein Scan
der Probe als Hellfeld-Bild im Hintergrund zu sehen. Die Messung wurde bei positiver lonisierung mit
Matrix 2,5-Dihydroxybenzoesdure an einem ultrafleXtreme Massenspektrometer (Bruker Daltonik) mit
einer lateralen Auflésung von 100 pm durchgefihrt.

Die mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie Uber das Masse-zu-Ladung-Verhaltnis an-
notierten GA wurden zusatzlich mit einer héheren Massenauflosung und Tandem-Mas-
senspektrometrie an einem MALDI-Orbitrap-Massenspektrometer analysiert. Dadurch
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wurde die Annotation der GA a-Solanin und a-Chaconin bestétigt. Es wurden die zu er-
wartenden Fragmentspektren der GA detektiert, welche in Abbildung 11 dargestellt sind.
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Abbildung 11: Tandem-Massenspektrometrie der Haupt-GA a-Solanin (A) und a-Chaconin (B) in Kar-
toffelproben. Die Ausgangsionen m/z 868 und m/z 852 sind zu sehen. Spezifische Fragmente sind durch
Pfeile markiert. Die Messung wurde bei positiver lonisierung mit Matrix 2,5-Dihydroxybenzoeséaure an
der Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher Scientific), gekoppelt mit einem MALDI/ESI-Injector
(Spectroglyph) durchgefihrt.

Im Anbaujahr 2021 ermdglichte eine zunachst unbeabsichtigte Variation in der Proben-
ahme der Sorte 2 die ergdnzende Untersuchung des Nabelendes (Abbildung 12). Die Ana-
lyse zeigt, dass die Signalintensitat und somit die Abundanz des exemplarisch dargestell-
ten GA’s a-Chaconin am Nabelende deutlich geringer ist als am Kronenende, an welchem
sich zugleich die Keime befinden. Daruber hinaus ist a-Chaconin auch am Nabelende vor-
wiegend in der Schale sowie den an die Schale angrenzenden Gewebebereichen lokali-
siert.
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Abbildung 12: Gewebeverteilung des Glycoalkaloids a-Chaconin am Nabelende der Sorte 2 der
hochsten Keimungsintensitat (Kategorie 7) aus dem Anbaujahr 2021 verglichen mit dem Kronenende.
Die Messung der 20 pm dicken Gewebeschnitte wurde bei positiver lonisierung mit der Matrix 2,5-
Dihydroxybenzoesaure an einem timsTOFflex Massen-spektrometer (Bruker Daltonik) mit einer latera-
len Auflésung von 100 um durchgefihrt.

3.3.2.2 Verteilung der Haupt-GA in verschiedenen Keimungsstadien in beiden Ver-
suchsjahren

Nachdem die primare Lokalisierung der Haupt-GA in den Keimen aller finf Sorten bei
starker Keimung (Stadium 7) im Vorversuch (Anbaujahr 2021) gezeigt wurde (Abbildung
10), dienten die Proben der beiden Sorten 3 und 5 sowohl aus dem Anbaujahr 2021 sowie
aus dem Anbaujahr 2023 als Grundlage fur weiterfihrende Analysen hinsichtlich der Ver-
teilung der Haupt-GA in verschiedenen Keimungsstadien. Zusatzlich wurden im Anbaujahr
2023 auch Verteilungsmuster gegarter Kartoffelknollen ermittelt.

Abbildung 13 zeigt die Verteilungen von a-Solanin und a-Chaconin in unterschiedlichen
Keimungsstadien (Kategorie 3-7) in zwei Sorten (Sorten 3 und 5) des Anbaujahres 2021.
Je nach Verflugbarkeit wurden 2-5 Replikate pro Sorte und Keimungsstadium analysiert.
Ab Kategorie 5 zeigt sich eine starkere Akkumulation der Haupt-GA, welche erneut haupt-
sachlich in den Keimen (Kategorie 6 und 7) detektiert wurden. Innerhalb der Keime wurde
die hochste Intensitat der GA im dulReren Rand gefunden. Zudem befinden sich GA unab-
hangig vom Keimungsstadium in der Schale.

-17 -



Kategorie 3 Kategorie 4 Kategorie 5 Kategorie 6 Kategorie 7

A a-Solanin

: Bengu BUAVE foni kiii E“
ant BB  w¥s Siﬂ‘ Tt

-B l:nn Ve dowi R }i&
asy B8 owm adWE i%d

—2em _—
0% 100%

Gala

Iy

L

Gala

Abbildung 13: Bildgebende Massenspektrometrie der Haupt-GA in den Sorten 3 und 5 bei verschie-
denen Keimungsintensitaten (Kategorie 3-7) aus dem Anbaujahr 2021. Je intensiver gelb die Einfar-
bung, desto héher die Konzentration der beiden Haupt-GA a-Solanin (A) und a-Chaconin (B). Die Mes-
sung wurde bei positiver lonisierung mit Matrix 2,5-Dihydroxybenzoeséure an einem timsTOFflex Mas-
senspektrometer (Bruker Daltonik) mit einer lateralen Aufldsung von 100 pm durchgefuhrt.

Die Proben aus neuen Feldversuchen des Anbaujahres 2023 dienten als Grundlage fur
weiterfuhrende Analysen. Mittels MALDI-qToF-MSI wurde die Verteilung der Haupt-GA a-
Solanin und a-Chaconin sowie dem Aglykon Solanidin in unterschiedlichen Keimungssta-
dien (Kategorie 2+4-7) in zwei Sorten (Sorten 3 und 5) untersucht. Je Sorte und Keimungs-
stadium wurden 4 Replikate analysiert. Bei den Replikaten handelt es sich um unterschied-
liche beprobte Knollen aus 3 Feldversuchen. Das vierte Replikat stammt jeweils von einem
zuféllig ausgewahlten Feldversuch aus einem der drei Feldversuche.

In Abbildung 14 ist die Verteilung der GA sowie Solanidin exemplarisch fur jeweils ein Rep-
likat pro Keimungsstadium und Sorte dargestellt. Anhand der Resultate lassen sich die
Beobachtungen aus dem Anbaujahr 2021 bestétigen. Die Haupt-GA a-Solanin und a-Cha-
conin sind, sofern bereits Keimung stattgefunden hat, unabhéngig vom Keimungsstadium
primér im Keim lokalisiert. Im Keim weisen die GA die héchste Abundanz auf, gefolgt von
der Schale sowie dem an die Schale angrenzenden Gewebe. In ungekeimten Knollen be-
finden sich die GA somit primar in der Schale und dem an die Schale angrenzenden Ge-
webe. Im Rahmen der MSI-Analytik der Kartoffelproben aus dem Anbauversuch des Jah-
res 2023 wurde ebenfalls die Verteilung des Aglykons Solanidin bertcksichtigt. Die Gewe-
beverteilung von Solanidin deckt sich mit der Verteilung der Haupt-GA. Unterschiede las-
sen sich jedoch hinsichtlich der Signalstarke ausmachen. Solanidin weist grundséatzlich
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eine geringere Signalstarke auf als a-Solanin und a-Chaconin. Es lasst sich somit die Aus-
sage eines geringeren Solanidingehaltes treffen. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist
jedoch eine gewisse Vorsicht geboten, da das detektierte Solanidin physiologischen Ur-
sprungs sein kann, jedoch nicht zwingend sein muss. Theoretisch konnte es ebenso als
Fragmentierungsprodukt von a-Solanin und a-Chaconin entstanden sein.

Eine abschlielende Differenzierung, ob das detektierte Aglykon Solandin auf eine In-
Source-Fragmentierung zurtckzufihren ist oder nativ vorliegt, wirde in einem maoglichen
Folgeprojekt den Einsatz vertiefender analytischer Methoden erfordern. Die hdchste Sig-
nalstarke im Vergleich zu den anderen Analyten weist a-Chaconin in beiden untersuchten
Sorten und allen Keimungsstadien auf. Signifikante Unterschiede hinsichtlich der GA-Ver-
teilung zwischen den Sorten 3 und 5 konnten nicht beobachtet werden.

A Sorte 3 B Sorte 5
Kategorie 2 Kategorie 4 Kategorie 5 Kategorie 6 Kategorie 7 Kategorie 2 Kategorie 4 Kategorie 5 Kategorie 6 Kategorie 7
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Abbildung 14: MALDI-MSI der Haupt-GA a-Solanin und a-Chaconin sowie des Aglykons Solanidin in
den Sorten 3 (A) und 5 (B) in verschiedenen Keimungsstadien (Kategorie 2+4-7) aus dem Anbaujahr
2023. Die Messung der Kartoffelschnitte (Schnittdicke: 20 um) wurde bei positiver lonisierung mit der
Mat-rix 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) an einem timsTOFfleX Massenspektrometer (Bruker Dal-
tonics) mit einer lateralen Auflésung von 100 um durchgefiihrt. Grof3enskala: 5 mm. Der Schalen-be-
reich befindet sich am oberen Rand.
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3.3.3 Einfluss der Zubereitung auf GA-Gehalte in Kartoffelknollen

3.3.3.1 Quantitative Bestimmung der GA

Zur besseren Bewertung der Verbrauchersicherheit wurden die Kartoffeln auf unterschied-
liche Weise verzehrfahig zubereitet. Die GA-Gehalte (a-Solanin und a-Chaconin) von Pell-
und Salzkartoffeln, die aus den 5 Sorten (2021) bzw. 2 Sorten (2023) des Keimungsstadi-
ums 7 (Keime tber 3 cm) zubereitet wurden, wurden analysiert (Abbildung 15 und Abbil-
dung 16A). Dargestellt sind lediglich die Ergebnisse der LC-MS/MS Analytik.

Durch die Zubereitung zeigt sich grundsatzlich eine deutliche Minimierung im GA-Gehalt
(Summe aus a-Solanin und a-Chaconin) der Pell- und Salzkartoffeln gegentiber der rohen
ungeschalten Kartoffel. Alle Sorten zeigen eine héhere Reduktion des GA-Gehaltes von
der geschélten rohen Knolle zur zubereiteten Salzkartoffel im Vergleich zur Reduktion
durch Zubereitung zu Pellkartoffeln. Im ersten Jahr wurden Reduktionen von bis zu 85%
fur Salzkartoffeln und 57% fur Pellkartoffeln und im zweiten Jahr bis zu 93% fir Salzkar-
toffeln und 80% fir Pellkartoffeln nachgewiesen. Die absoluten Konzentrationen der GA

(Summe aus a-Solanin und a-Chaconin) lagen maximal bei 13 mg/kg FM in Salzkartoffeln
und 45 mg/kg FM in Pellkartoffel.
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Abbildung 15: Einfluss der Zubereitung zu Pellkartoffeln und Salzkartoffeln auf den GA-Gehalt (An-
baujahr 2021, Keimstadium 7). Dargestellt sind jeweils MW +/- SD aus drei technischen Replikaten (n
= 3). Auf einen statistischen Vergleich wurde mangels biologischer Replikate verzichtet. Prozentuale
Angaben Uber den Balken beziehen sich auf die Reduktion der GA-Konzentration vom Rohstoff zum

geschéalten Zwischenprodukt bzw. zubereiteten Produkt. Analysen wurden mittels LC-MS/MS durchge-
fuhrt.
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Abbildung 16: Einfluss der Zubereitung zu Pellkartoffeln und Salzkartoffeln auf den GA-Gehalt (An-
baujahr 2023, Keimstadium 7). Dargestellt sind jeweils MW +/- SD aus drei biologischen Replikaten (n
= 3). Analysen wurden mittels LC-MS/MS durchgefiihrt. (A) Der statistische Vergleich bezieht sich auf
die Konzentration der Summe der beiden Hauptalkaloide (a-Solanin und a-Chaconin) in Kartoffeln und
Produkten in Abhangigkeit der Zubereitungs-stufe fir jede Sorte getrennt. Signifikante Unterschiede (p
> 0,05) sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Prozentuale Angaben tber den Bal-
ken beziehen sich auf die Reduktion der GA-Konzentration vom Rohstoff zum geschélten Zwischenpro-
dukt bzw. zubereiteten Produkt. (B) Gehalte an a-Solanin, a-Chaconin und Solanidin in Schale und
Pelle. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (p > 0,05) zwischen Schale
und Pelle innerhalb einer Sorte (GroRRbuchstaben fir Solanin, Kleinbuchstaben fir Chaconin, kursive
Grol3buchstaben fiir Solanidin). Solanidin ist in der Einheit ug/100 g FM dargestellt, wahrend Solanin
und Chaconin in mg/kg FM dargestellt sind.

Erste Auswertungen des Solanidins erfolgten fiir Pelle und Schale im zweiten Anbaujahr
(Abbildung 16B). Grundsatzlich ist die Solanidin-Konzentration in den Proben deutlich
niedriger als die der a-Formen der GA (a-Solanin und a-Chaconin) und wird daher zur
besseren Anschaulichkeit auf pug/100 g FS umgerechnet. Die Pelle besitzt Solanidinge-
halte von maximal 1232 pug/100 g FS (entsprechen 12,3 mg/kg FS) und die Schale von
maximal 265 ug/100 g FS (entsprechen 2,7 mg/kg FS), wahrend die a-Formen der GA in
Summe bei 2257 mg/kg FS (Pelle) und 473 mg/kg FS (Schale) aufweisen. Interessanter-
weise ist die Konzentration (mg/kg FS bzw. pg/100 g FS) aller Einzelsubstanzen,
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Solanidin, a-Solanin und a-Chaconin, in der Pelle tendenziell und teilweise sogar signifi-
kant héher als in der Schale. Eine mdgliche Ursache kann darin liegen, dass bei der Pelle
hauptsachlich das Periderm (auf3ere Zellschichten) und bei der Schale auch darunterlie-
gende Gewebeschichten mit bis zu 2 mm Dicke und vermeintlich geringeren GA-Konzent-
rationen als im Periderm verwendet wurden. In den Schalen kann somit eine Verdiinnung
vermutet werden.

Zum tieferen Verstandnis der Anderungen im GA-Gehalt durch die Zubereitung der Spei-
sekartoffeln war auch geplant Untersuchungen am Kochwasser, das bei der Zubereitung
anfallt, durchzufihren. Die im ersten Zwischenbericht gezeigten Ergebnisse basieren auf
einer Bestimmung mittels HPLC-UV. Auf die Ergebnisdarstellung wird allerdings im vorlie-
genden Bericht aus folgenden Grunden verzichte. Zum einen konnte eine als notwendig
erachtete Verifizierung der HPLC-UV Ergebnisse mittels LC-MS/MS zeitlich im Projektver-
lauf nicht umgesetzt werden. Zum anderen wurden trotz Filtration der Kochwasser unter-
schiedliche Mengen an Feststoffen, die sich im Garprozess gelost haben, getrocknet
(siehe Abbildung 1C). In der Ruckschau wird die Bezugsbasis (Inhaltsstoffzusammenset-
zung wie z.B. an Schalen anhaftende Bodenpartikel, zerfallenes Kartoffelgewebe aus Cel-
lulose oder Stéarke in der Masse der getrockneten Kochwasser) der einzuwiegenden Pro-
ben daher als nicht gesichert vergleichsfahig erachtet. Die Aufstellung einer Massenbilanz
zum Verbleib von GA im Garprozess ist daher mit der gewahlten Methode nicht zuverlas-
sig maoglich.

3.3.3.2 Veranderung der GA-Verteilung

Nach der Analyse der GA-Verteilung in rohen Kartoffeln sowohl im vorherigen Abschnitt
als auch im vorhergehenden Zwischenbericht, liegt der Fokus dieses Abschnitts auf den
Veranderungen, die durch die Verarbeitung zur Pellkartoffel auftreten. Mittels MALDI-MSI
wurde untersucht, inwieweit sich die raumliche Verteilung und Intensitat der GA durch den
Kochvorgang verandert.

Der Abbildung 17 Iasst sich enthehmen, dass a-Solanin, a-Chaconin und Solanidin, unab-
hangig von der Sorte, ebenso wie im Rohstoff priméar im Keim, bzw. der Schale und der
Schale angrenzenden Gewebe lokalisiert sind. Auffallig ist die geringere Signalstéarke der
Haupt-GA sowie Solanidin verglichen mit rohen Kartoffelproben, was die Aussage eines
geringeren Gehaltes in den verarbeiteten Pellkartoffelproben zulasst. Auch in den Pellkar-
toffelproben weist Solanidin die geringste Signalintensitat im Vergleich mit den anderen
untersuchten Analyten auf. Ferner tritt es in Co-Lokalisation mit a-Solanin und a-Chaconin
auf.
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Abbildung 17: Vergleich der GA-Verteilung von a-Solanin und a-Chaconin sowie des Aglykons Sola-
nidin in rohen (je 2 Replikate) und zu Pellkartoffeln verarbeiteten Kartoffeln (je 2 Replikate) der Sorte 3
in den Keimungsstadien Kategorie 4 (A) und 7 (B) bzw. der Sorte 5 in den Keimungsstadien Kategorie
4 (C)und 7 (D) Die Messung der Kartoffelschnitte (Schnittdicke: 20 um) wurde bei positiver lonisierung
mit der Matrix 2,5-Dihydroxybenzoeséure (DHB) an einem timsTOFfleX Massenspektrometer (Bruker
Daltonics) mit einer lateralen Auflésung von 100 um durchgefiihrt. GréRenskala: 5 mm. Der Schalenbe-
reich befindet sich am oberen Rand.
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3.3.3.3 Analyse der Eindringtiefe von a-Solanin in den Kern der Kartoffel

Aufbauend auf dem Vergleich der GA-Verteilung in rohen und gekochten Kartoffeln (Pell-
kartoffeln) richtet sich das Augenmerk dieses Abschnitts auf die Analyse der Eindringtiefe
von GA in das innere Gewebe der Knolle. Hierzu wurden die rdumlich aufgelosten mas-
senspektrometrischen Bilddaten grafisch ausgewertet, wobei die Grauwertintensitat der
detektierten GA-Signale als Mal3 fuir deren relative Konzentration entlang der Schnitte her-
angezogen wurde. Es wurden Bereiche mit Schale fur die Analyse herangezogen, wobei

die Keime ausgespart wurden, da der Einbezug der Keime das Gesamtergebnis potenziell
verfalscht hatte.

Die Abbildung 18 fasst exemplarisch erste Resultate hinsichtlich der Analyse der Eindring-
tiefe von GA in den Kern der Kartoffel auf Basis der mittels MALDI-MSI erzeugten lonen-
verteilungskarten zusammen. Den bisherigen Ergebnissen ist zu entnehmen, dass sich
die Profile der untersuchten Sorten potenziell unterscheiden (Abbildung 18A Rohstoff und
Abbildung 18B). Eine statistisch belastbare Aussage hierzu kann jedoch derzeit noch nicht
getroffen werden. Hierfir ist eine weiterfiihrende Datenanalyse erforderlich. Es lasst sich
eine deutliche Tendenz beobachten, dass der groRte Anteil des a-Solanin Signals (= 85
%) innerhalb der ersten 2 mm der Kartoffel ausgehend von der Schale akkumuliert. Diese
Beobachtung deckt sich mit der aus verschiedenen Studien durch die EFSA zusammen-
getragenen Reduktionen der GA durch das Schéalen der Kartoffeln von bis zu 75% [3].

A Sorte 3 B Sorte 5
ooe — e
occa [ ) soom - Al
H | o1 soce |
el i W |
- [ o Yoo = o ||
=, =z =z
R g o i | 8t ||
2 B | \ E Pl @B 3 o) |
3 sm | 5 . £z |
o= ! 8l | | 2B I
e &5, . ‘ oo | B 5 om0 ' /.‘
[ iy
‘\ 10000 i f 4 S |
10060 | W, o a0 NS {
o M A e ol D =l — i [ AE- = L
on 02 04 3 as 2 0z e [ . Fhes oz o o oy
Eindringtiefe [em] Eindringtiefe [em] Eindringtiefe [cm]
Replikat 1 Replikat 2 Replikat 1
a = T
et el | “I
W | |
3 WH] “ ',wmr | 0o |‘
= - \ -
T = \ s
Q£ ! £ Q¢ el
£ guu i “". §4uw¢ | 2 § ‘.\‘
T \ 4 = 1006
e 1y e S5 |
c] i ] M [-¥c i .
A o \ 2000¢ \‘ | g“.\ 20000 |\ A
(W, a
1580 WA A oce [~ 0000
- RV ‘/‘\/‘-‘/ e — Y N R e \_. A R
. ! . L W o . N B S S N I N
o [+ w1 8 o 00 02 4 a6 ) o 02 04 o8 04
Eindringtiefe [cm] Eindringtiefe [em] Eindringtiefe [em]
Replikat 1 Replikat 2 Replikat 2

Abbildung 18: Analyse der Eindringtiefe von a-Solanin in den Kern der Kartoffel. Die Eindringtiefe des
GAs a-Solanin wurde exemplarisch in Kartoffelproben (Kategorie 7) beider Sorten, Sorte 3 (A) und Sorte
5 (B) auf der Basis der massenspektrometrischen Bilddaten der a-Solanin Gewebeverteilung unter-

sucht. Hinsichtlich der Sorte 3 wurde zusatzlich der Rohstoff mit der als Pellkartoffel verarbeiteten Form
verglichen.
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3.4 Freie Monosaccharide und Saccharose

Die freien Monosaccharide (Glucose und Galactose) und Saccharose wurden mittels An-
ionenaustauschchromatographie (high pressure anion exchange chromatography;
HPAEC) am MRI in einem ausgewahlten Probenset aus dem Anbaujahr 2023 der Sorte 5
gemessen. Rhamnose konnte nicht detektiert werden, da sie zum einen von einem hohen
Glucosepeak Uberlagert wurde und zum anderen in den Keimen und in Proben mit gerin-
gerer Glucosekonzentration aufgrund einer schlechten Trennung von einem Uberlagern-
den Peak nicht auswertbar war. Es wird vermutet, dass es sich bei den Peaks, die der
Retentionszeit der Rhamnose zugeordnet werden kdnnen, um unbekannte Artefakte han-
delt.

Es zeigte sich generell in allen Proben eine hohe Abundanz von Glucose und Saccharose
und eine geringe Abundanz von Galactose (Abbildung 19). Hohe Glucose-, geringere Sac-
charose- und deutlich geringere Galactosegehalte in Keimen zeigen, dass der Zucker-
transport in Keimen vor allem in Form von Glucose stattfindet. Die hohen Glucosekonzent-
rationen der Keime konnten dem GA-Metabolismus direkt in den Keimen zur Verfliigung
stehen. In dem Kern der Pellkartoffeln sind geringere Saccharose- und Glucosekonzent-
rationen vorhanden, was vermutlich auf eine bereits in rohen Kartoffeln geringere Kon-
zentration dieser beiden Zucker zurickzufuhren ist.

Insgesamt lassen sich bei den detektierbaren Zuckern Saccharose, Glucose und Galac-
tose keine signifikanten Veranderungen durch den Garprozess feststellen. Es kann
schlussgefolgert werden, dass sich mogliche chemische Abbauprozesse der Glykoalkalo-
ide durch Abspaltung der Monosaccharide nicht auf indirektem Wege durch die Quantifi-
zierung der Glucose und Galactose prufen lassen. Ein chemischer Abbau der Glykoalka-
loide konnte nur durch den direkten Nachweis der Zwischenprodukte gezeigt werden.
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Abbildung 19: Freie Monosaccharide und Saccharose in Keimen und unter dem Einfluss der
Zubereitung zu Pellkartoffeln und Salzkartoffeln (Anbaujahr 2023, Keimstadium 7, Sorte 5).
Dargestellt sind jeweils MW +/- SD aus drei biologischen Replikaten (n = 3). Analysen wurden
mittels HPAEC durchgefihrt. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unter-
schiede (p > 0,05, Tukey-Test) zwischen den verschiedenen Matrizes getrennt nach Zucker.

3.5 Molekularbiologische Untersuchungen (RNASeq, RT-qPCR)

Fur die RNASeq-Analysen wurden die am MRI genommenen Kartoffelproben (Abbildung
20) homogenisiert und fur die RNA-Extraktionen genutzt. Die Bohrkerne von Nabel zu
Krone beinhalten auerdem, je nach Auspragung, die Keimlinge. Fir jede der beiden Sor-
ten wurde RNA fir die Keimungsstadien 2, 5, 6 und 7 (mit jeweils drei Replikationen) fur
beide Anbaujahre (2021 und 2023) isoliert. Alle Proben wurden zur RNA-Sequenzierung
mittels lllumina (150 bp paired-end) zur Novogene GmbH nach Minchen geschickt. Die
Ergebnisse der RNASeq-Analysen flur 48 Proben = 2 Sorten x 2 Jahre x 4 Stadien x 3
Replikationen wurden anschliel3end bioinformatisch analysiert.
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Abbildung 20: Bohrkerne der Kartoffelknollen mit Darstellung der Probenahme. Links Keimungssta-
dium 2, rechts Keimungsstadium 5.

Die Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analyse, PCA) fiur die RNASeq-Da-
tensatze zeigte deutlich vier groR3e Cluster (Abbildung 21). Die beiden Sorten 3 und 5 lie-
3en sich deutlich auftrennen und zwischen dem Keimungsstadium 2 und den drei anderen
Keimungsstadien (5, 6 und 7) konnte eindeutig unterschieden werden. Zwischen den zwei
Anbaujahren zeigten sich keine Unterschiede in der PCA. Auch die drei Replikationen der
jeweiligen Keimungsstadien und Sorten liegen jeweils dicht beieinander, so dass eine gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gegeben ist. Auf dieser Grundlage konnten die Ergeb-
nisse und die verschiedenen differenziell exprimierten Gene (DEGSs) analysiert werden.
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Abbildung 21: Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analyse, PCA) von allen sequenzier-
ten Proben mit Markierung der Cluster fir die Sorten und die Keimungsstadien 2, 5, 6 und 7.
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Um einen Uberblick uber die DEGs zu bekommen, wurden die Volcano Plots fur die inte-
ressanten Vergleiche (z.B. Sorte 5 Vergleich des Keimungsstadiums 2 mit dem Keimungs-
stadium 5) betrachtet und die Verteilung der signifikanten hoch- und runterregulierten
Gene angeschaut (Signifikanzlevel: padj < 0,05; |IongoIdChange| = 1; Abbildung 22).
Besonders signifikante oder besonders stark hoch- bzw. runterregulierte Gene sowie Clus-
terbildungen kénnen hier interessant sein.
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Abbildung 22: Volcano Plot mit allen differenziell exprimierten Genen zwischen den Keimungsstadien
2 und 5 der Sorte 5. Blaue Punkte = nicht signifikante Gene, grine Punkte = signifikant runterregulierte
Gene, rote Punkte = signifikant hochregulierte Gene. Auf der x-Achse ist die Stérke der unterschiedli-
chen Expression aufgetragen (je weiter auf3en die Punkte liegen, desto starker differenziell exprimiert
sind die Gene), auf der y-Achse ist die statistische Signifikanz aufgetragen (je weiter oben die Punkte
liegen, desto signifikanter ist die unterschiedliche Expression).
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In der Publikation von Akiyama et al. [24] wurde ein Cluster von Genen der Steroid Glyko-
alkaloid Biosynthese untersucht, welches von einem Transkriptionsfaktor reguliert wird.
Diese 47 Kandidatengene wurden als Grundlage fur die Analysen der RNA-Sequenzie-
rungsdaten genommen. Es wurde eine Heatmap der Logz2FoldChange Werte dieser Gene
in unseren Analysen erstellt (Abbildung 23). Dabei fiel auf, dass sehr viele der in dieser
Publikation beschriebenen Gene auch bei uns eine unterschiedliche Expression aufwie-
sen, welche sich sowohl zwischen den zwei untersuchten Sorten als auch zwischen den
unterschiedlichen Keimungsstadien unterschieden. Einige Gene zeigten besonders zwi-
schen den Sorten starke Unterschiede.

Fur die Gene, welche die starksten Unterschiede zwischen den Sorten und den Keimungs-
stadien zeigten, wurden Primer fur RT-gPCRs abgeleitet. Zusatzlich dazu wurde fur alle
funf Sorten aus den Proben des Anbaujahres 2021 RNA isoliert, um Unterschiede zwi-
schen allen angebauten Sorten zu erkennen. Mit diesen Proben wurden in dreifacher bio-
logischer und dreifacher technischer Replikation (n = 9) fiur jedes Gen gPCRs durchge-
fuhrt. Als Referenzgene dienten Actin und GAPDH [24]. Die Auswertung der gPCR erfolgte
mittels der Methode nach Pfaffl [25].

Vergleicht man sowohl die RNASeq-Daten als auch die qPCR-Daten fur alle Sorten zeigte
sich durchweg ein signifikanter Unterschied zwischen den Keimungsstadien 2 und 5 (Ab-
bildung 24). In Keimungsstadium 2 waren die Gene der Steroid Glykoalkaloid Biosynthese
gar nicht bis wenig exprimiert, wobei in Keimungsstadium 5 alle untersuchten Gene die-
ses Biosyntheseweges eine deutliche Expression zeigten. Vergleicht man dies mit dem
Vorkommen der Glykoalkaloide im Kern der Kartoffeln deckten sich die Ergebnisse nur
teilweise (Abbildung 4). Bei einigen Sorten ging der Glykoalkaloidgehalt im Kern im Jahr
2021 von Keimungsstadium 2 zu Keimungsstadium 5 hoch (Sorte 3 und 5), bei den an-
deren beiden Sorten allerdings blieb der Gehalt gleich oder nahm ab. In 2023 gab es nur
bei Sorte 3 zu Stadium 6 eine Zunahme der GA Gehalte wahrend die GA Gehalte bei
Sorte 5 abnahmen. Auch in der Schale zeigte sich kein ganz eindeutiges Bild fir den
Verlauf der Keimungsstadien fur Sorten 3 und 5, wobei tendenziell eher abnehmende GA-
Gehalte zu verzeichnen sind (Abbildung 5 und Abbildung 6). Die Gehalte in den Keimen
nahmen grundsatzlich ab mit zunehmender Keimlange (Abbildung 7 und Abbildung 8).
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Abbildung 23: Heatmap der LogzFoldChange Werte der 47 Kandidatengene der Steroid Glykoalkaloid
Biosynthese aus Akiyama et al. [24] aus den Analysen der Anbaujahre 2021 und 2023. Rot = hochre-
gulierte Gene, blau = runterregulierte Gene. Je dunkler die Farbe wird, desto starker die unterschiedli-
che Expression. Die einzelnen Zeilen zeigen die Gene, die Spalten bilden die jeweiligen Vergleiche
zwischen den Sorten/ Stadien ab.

Vergleicht man die Expression der neun Kandidatengene in Keimungsstadium 5 tber alle
Sorten liel3en sich einige signifikante Unterschiede erkennen (Abbildung 25). Allerdings
konnte kein Zusammenhang mit dem Verteilungsmuster der Glykoalkaloide zwischen den
verschiedenen Sorten in den Kartoffelknollen festgestellt werden.
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Zusétzlich zu den Expressionsanalysen wurden mit Hilfe der RNASeq-Daten (Anbaujahr
2021 und 2023) SNP Analysen durchgefuhrt, um geeignete Marker zu entwickeln. Auch
hierfir wurden die 47 Kandidatengene von Akiyama et al. [24] als Grundlage genutzt. Ge-
fundene SNPs mussten folgende Anforderungen erfiillen, um als Grundlage zur Marke-
rentwicklung zu dienen:

- ein Vorhandensein in allen drei Replikationen,

- eine Read Depth > 10, einen Fisher Score von > 30 (Phred-scaled p-value using
Fisher's exact test) und

- eine Qualitat der read Depth > 2.

Die Analysepipeline ist in Abbildung 26 dargestellt.

Referenzgenom: S. tuberosum

(Pham et al. 2020)
Sortieren - SAMtools sort
Hinzufligen fehlender Read Groups - SAMtools addreplacerg
Identifizieren doppelter Reads - Picard MarkDuplicates
Variant-Calling mit GATK HaplotypeCaller
Filtern von SNPs/INDELs nach Coverage und Qualitatsmarkern
SNP und INDEL Annotierung - SnpEff
Filtern von SNPs in Kandidatengenen - Perl Script

6.689 mogliche SNP Marker

Abbildung 26: Pipeline der SNP Analyse. Referenzgenom nach Pham et al. [26].

Mit Hilfe dieser Analysepipeline wurden insgesamt 6.689 mdgliche SNPs zur Markerent-
wicklung gefunden. Dabei konnten sowohl stadienspezifische als auch sortenspezifische
SNPs ermittelt werden. In Abbildung 27 sind die fur die Sorten 3 und 5 spezifischen SNPs
je nach Anbaujahr in einem Venn-Diagramm abgebildet.

Die gefundenen SNPs haben grol3es Potential, die moderne Zichtung zu unterstutzen.
Um die SNPs zu testen und als molekulare Marker nutzen zu kénnen, wird ein gro3eres
Assoziationspanel an Kartoffelsorten mit bekannten Glykoalkaloidgehalten bendtigt.
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5 21 5 23

Abbildung 27: Venn Diagramm Uber alle SNPs der Sorten 3 und 5 in den Anbaujahren 2021 und
2023.

3.6 Schlussbetrachtung
3.6.1 Effekt der Keimung

Fur geschalte Kartoffeln (Kern) lasst sich kein eindeutiger Effekt der Keimung auf die GA-
Bildung in rohen Kartoffeln ableiten. Insgesamt liegen die GA-Gehalte im Kern bei allen
Sorten und Keimungsstadien deutlich unterhalb des mdglichen zukinftigen Richtwertes
von 100 mg/kg FM und sogar unter 50 mg/kg FM. Die angewandten instrumentellen Ana-
lysen bestétigen, dass GA vor allem in der Schale und in den Keimen lokalisiert sind. Zu-
dem zeigen sich die GA-Gehalte in Nabelende und Kern in der Imaging Analyse als un-
problematisch im Vergleich zur Region der Augen, der Schale und dem Keim. Die GA-
Gehalte in der Schale sind mit zunehmender Keimungsintensitat gleichbleibend oder ab-
nehmend bezogen auf das untersuchte Sortenset. Die Keime weisen zwar die hochsten
GA-Konzentrationen auf, jedoch kommt es mit zunehmendem Keimwachstum zu einer
Abnahme der GA-Konzentration in den Keimen, was u.a. vermutlich auf einen Verdin-
nungseffekt zurtickgefiihrt werden kann.

Monosaccharide und Saccharose kénnen als weitere im GA-Synthese- und Abbauprozess
relevante Metabolite nicht als Indikator fir ein hohes GA-Bildungspotential herangezogen
werden. Jedoch zeigt sich fir Glucose, dass dieses Monosaccharid insbesondere im
Keimling lokalisiert ist, wo es theoretisch auch verstarkt fur die GA-Bildung (vor allem a-
Chaconin) zur Verfiigung stehen kann.

-34-



Signifikante Unterschiede kénnen im Transkriptom zwischen dem ungekeimten und ge-
keimten Zustand nachgewiesen werden. Bei den veranderten Transkripten handelt es sich
unter anderem um Gene aus dem Biosyntheseweg der GA. Zu bedenken ist hierbei, dass
der nachgewiesene Effekt der Keimung im Transkriptom nicht auf Einzelfraktionen wie
zum Beispiel dem Kern der Kartoffel Ubertragbar ist, da eine Mischprobe flr die moleku-
larbiologischen Arbeiten verwendet wurde. SNPs aus RNA Seq-Analysen erlauben eine
sorten- und stadienspezifische Markerentwicklung, die fir die Zichtung von Sorten mit
geringerem GA-Bildungspotential genutzt werden kénnten

3.6.2 Effekt der Zubereitung zum verzehrfahigen Produkt (Garen) auf GA-Gehalte

Durch die Zubereitung insbesondere zu Salzkartoffeln findet eine Minimierung von bis zu
57-92 % statt. Das Schélen der auf3eren ca. 2 mm fuhrt zu deutlicher Reduktion, da hierbei
das Periderm und weitere Zellschichten abtragen werden. Zudem findet eine weitere Re-
duktion vermutlich durch Auslaugung oder Abbau der GA wéahrend des Garprozesses
statt. Pellkartoffeln weisen hohere GA-Gehalte als Salzkartoffeln auf. Der Bereich der Au-
gen und die Pelle bei Pellkartoffeln sollten gerade fur vulnerable Gruppen entfernt werden

Bei grol3zlgiger Entfernung der Schale erscheint bei Betrachtung des ausgewahlten Sor-
tensets sogar die Verwendung gekeimter Kartoffeln zur Verwendung als Salzkartoffeln un-
problematisch. Allerdings sollten weitere Versuchsjahre und ein gré3eres Sortenspektrum
betrachtet werden, bevor eine gesicherte Aussage getroffen werden kann. Empfehlungen
die Schale zu entfernen und zur Sicherheit auf ungekeimte Kartoffeln zuriickzugreifen und
bei beginnender Keimung den Bereich der Augen grof3zugig zu entfernen werden durch
die vorliegende Untersuchung grundsatzlich bestétigt.

4 Verwertung der Ergebnisse
- 4 Projekttreffen mit dem Projektbegleitenden Ausschuss im Berichtszeitraum
- Abschlussarbeit an der Hochschule Fulda 2024
- Vortrag vor Europatat Mai 2026

- Vortrag vor Unika Gremien kann bei Bedarf ermoglicht werden (z.B. Frihsommer
2026)

- Eine Publikation Kartoffelbau bis Ende 2026

- Zwei Publikationen in peer-review Journalen (ab 2026)
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5 Erklarung zur Ausgaben- und Zeitplanung

Aufgrund des verspateten Projektstarts und einzelner technischer Probleme (defekte Na-
del am TimsTOF fleX MALDI-2 an der Universitat Bielefeld; wartungsbedurftige Vakuum-
pumpe Gefriertrocknungsanlage, Defekte Pumpe HPAEC, notwendige Reinigung nach
Messung unverdinnter Proben und verspateter Technikertermin LC-MS/MS am MRI) hat
sich ein Teil der geplanten Ausgaben verschoben. Die urspringlich fir 2023 geplante
Anschaffung einer neuen Pumpe fur die Gefriertrocknung am MRI entfiel nach Rickspra-
che mit dem QS Wissenschaftsfond zugunsten eines deutlich giinstigeren Pumpenwar-
tungs-Kits. Die restlichen Mittel, die fur die Anschaffung der neuen Pumpe veranschlagt
waren, wurden nach Rucksprache mit dem QS Wissenschaftsfond zunachst in Ver-
brauchsmittel umgewidmet. Anschlie3end wurden nach Ricksprache mit dem QS Wis-
senschaftsfond Mittel fir eine unvorhergesehene Wartung der HPAEC-Pumpe am MR,
welche fiur die Analyse der l6slichen Zucker bendtigt wurde, verwendet. Die geplanten
Reise- und Sachmittel wurden teilweise erst in 2025 in Anspruch genommen und betru-
gen fur die gesamte Projektlaufzeit 433,44 €. Die Investitionen lagen bei 2904,74 €. In
der Projektlaufzeit wurden insgesamt 29.233,87 € ausgegeben, wobei der Grofteil fur
Sachmittel in Hohe von insgesamt 25.895,69 € aufgewendet wurde. Eine detaillierte Be-
legliste zum Verwendungsnachweis fir das vorliegende Projekt wurde vom MRI am 13.
Januar 2026 ubermittelt.

Tabelle 3: Angepasste Meilensteinplanung.

Monat/Jahr Meilensteine (MS) stelle

‘ Forschungs-

08/2024 MS 1 Die Proben fur weitere Untersuchungen VSD, MRI
wurden erfolgreich generiert.

10/2025 MS 2 Garversuche wurden durchgefuhrt und MRI
Proben hieraus generiert. Die Konzent-
ration der Haupt-GA in rohen und zube-
reiteten keimenden Speisekartoffeln ist

bekannt.
10/2025 MS 3 | Eine metabolische Karte wurde erstellt. MRI
10/2025 MS 4 Die Regulation der Biosynthese wah- URO

rend der Keimung ist aufgeklart.
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Untersuchungen (RNASeq, qRT-PCR)

3. Auswertung

Auswertung der Versuche

Abbildung 28: Angepasster Balkenplan.
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FS 2023 2024 2025 Monate
Modul 8[9]10]11]12|1]2[3]4]5][6]7]8]9]10[12]12[1]2]3]4a]5]6[7]8]9]10
1. Projektmanagement
Projektplanung/Koordinierung
2. Arbeitspakete
AP 1 Anbau, Lagerung und Probennahme | VSD
AP 2 Garversuche, GA-Untersuchung MRI
AP 3 Erstellen einer metabolischen Karte
mittel HPAEC, LC-MS und bildgenden MRI
Verfahren (MALDI-TOF Imaging)
AP 4 Molekularbiologische URO
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