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Abstract

Wheat of the DOK-field trail (Switzerland) was comprehensively characterised in order to
detect possible biochemical differences between wheat originating from organic and
conventional farming systems. Directed at this goal, we used the ‘profiling techniques’
metabolomics and proteomics, complemented by traditional analytical methods for detection
of individual components. Results of analyses of individual components and metabolite-
profiles showed minor differences in DOK-wheat of the different farming systems. Protein-
profiles, obtained with two dimensional gel-electrophoresis, revealed significant differences
in the expression of a small number of proteins in organic and conventional wheat from
harvests of two growing seasons. It is concluded that organically and conventionally produced
DOK-wheat is of equal quality with respect to nutritional value. It is further concluded that
the results obtained with protein-profiles represent an indication for a signature to
differentiate organic and conventional DOK-wheat.
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Zusammenfassung

Weizen aus dem DOK-Feldversuch (Schweiz) wurde umfassend hinsichtlich mdglicher
biochemischer Unterschiede zwischen 6kologischen und konventionellen Anbauformen
charakterisiert. Dazu wurden die ,,Profiling Techniken* Metabolomics und Proteomics,
erganzt durch traditionelle Analytik von Einzelverbindungen, eingesetzt. Die Ergebnisse der
Analytik von Einzelverbindungen und von Metabolit-Profilen zeigten lediglich geringfligige
Unterschiede im DOK-Weizen aus unterschiedlichen Anbauformen. Im Protein-Profil,
aufgenommen mit Hilfe von zweidimensionaler Gel-Elektrophorese, konnten signifikante
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Unterschiede fiir die Expression einiger Proteine in 6kologischem und konventionellem
Weizen zweier Anbaujahre detektiert werden. Aus diesen Ergebnissen wird gefolgert, dass
Okologisch und konventionell erzeugte DOK-Weizen erndhrungsphysiologisch gleich
wertvoll sind. Die weitere Schlussfolgerung der Ergebnisse ist, dass auf Ebene der Proteine
viel versprechende Hinweise auf eine Signatur zur Unterscheidung von 6kologischem und
konventionellem DOK-Weizen gefunden wurden.

Schliisselwérter: Herkunftsnachweis, Metabolomics, Okologischer Landbau, Profiling,
Proteomics, Weizen

1 Einleitung

Positive Auswirkungen des okologischen Landbaus auf Agro-Okosysteme, besonders die
Biodiversitat und die Bodenfruchtbarkeit, sind durch wissenschaftliche Daten gut belegt
(Mader et al., 2002). Zudem &uBern viele Verbraucher die Meinung, dass Okologische
Lebensmittel sicherer und gestinder sind als konventionelle (Bourn and Prescott, 2002;
Kuhnert et al., 2003).

Diese Verbrauchermeinung ist ein Grund fir den wachsenden Erfolg von Produkten aus dem
okologischen Landbau. Ein wissenschaftlicher Nachweis, dass 6kologische Lebensmittel eine
erndhrungsphysiologisch bessere Qualitat haben, ist allerdings schwierig zu erbringen. Eine
umfangreiche Literaturstudie aus dem Jahr 2003 stellt fest, dass Unterschiede hinsichtlich
verschiedener Inhaltsstoffe auftreten, wegen widerspriichlicher Ergebnisse jedoch keine
eindeutigen Folgerungen abgeleitet werden koénnen (Tauscher et al.,, 2003). Eine der
moglichen Ursachen flr diese widerspruchlichen Ergebnisse wurde im analysierten
Probenmaterial gesehen, das vielfaltigen Einflussen ausgesetzt ist, die nicht im
Zusammenhang mit 6kologischem oder konventionellem Landbau stehen. Aus diesem Grund
wurde flr die hier vorgestellte Arbeit auf Probenmaterial aus dem DOK-Feldversuch
zuruckgegriffen. Der DOK-Feldversuch umfasst verschiedene 0©kologische und
konventionelle Anbausysteme und wird seit 1978 kontinuierlich in der Nahe von Basel
(Schweiz) durchgefiihrt (Mader et al., 2006). Der Anbau identischer Sorten und gleicher
Fruchtfolgen, gleiche klimatische Bedingungen und der homogene Bodentyp gewahrleisten,
dass die Bedingungen fir die 0©kologischen und konventionellen Anbausysteme
weitestgehend gleich sind. Lediglich Form und Menge der Dingung und die
PflanzenschutzmaBnahmen sind spezifisch fur die jeweiligen Anbausysteme (Mé&der et al.,
2002; Méder et al., 2006). Weizen des DOK-Feldversuchs eignet sich daher hervorragend, um
Vergleichsstudien verschiedener landwirtschaftlicher Systeme durchzufuhren.

Ziel der Arbeiten war, den DOK-Weizen umfassend hinsichtlich mdglicher biochemischer
Unterschiede zwischen dkologischen und konventionellen Anbauformen zu charakterisieren.
Dazu wurde einerseits traditionelle Analytik von Einzelverbindungen eingesetzt. Andererseits
wurden ,,Profiling Techniken* verwendet.

Unter Profiling Techniken versteht man eine Reihe von methodischen Konzepten, die es
erlauben, zum Beispiel den pflanzlichen Stoffwechsel umfassend zu analysieren. Diese
Techniken werden seit einigen Jahren eingesetzt, u. a. um die Effekte und Wirkungen von
Stress, Hormonen oder Arzneimitteln auf Organismen aufzuklaren. Grundsatzlich
ermoglichen Profiling Techniken die Erfassung der gesamten Bandbreite des Stoffwechsels
auf den Ebenen der mRNA, der Proteine und auch der Stoffwechselmetabolite. Der
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betrachteten Stoffklasse entsprechend werden die Methoden mit den Begriffen
Transcriptomics, Proteomics und Metabolomics umschrieben.

Im Folgenden werden Ergebnisse von Profiling Analysen und der Analytik von
Einzelverbindungen an DOK-Weizenproben berichtet.

2 Material und Methoden

Weizenkdrner (Triticum aestivum L.) vom DOK-Feldversuch der Ernten 2003, 2005 (cv.
Titlis) und 2006 (cv. Runal) wurden eingesetzt. Der DOK-Feldversuch wird seit 1978 in der
Né&he von Basel vom Forschungsinstitut fur biologischen Landbau, Frick (Schweiz) und der
Forschungsanstalt Agroscope Reckenholz-Téanikon, Zurich (Schweiz), durchgeftihrt. Fir eine
detaillierte Beschreibung des Feldversuchs wird auf die Publikation von Méder et al. (2002)
hingewiesen. Weizen von zwei 6kologischen Anbausystemen, die als bio-organisch und bio-
dynamisch bezeichnet werden, wurden verwendet. Konventioneller Weizen des DOK-
Feldversuchs stammte aus zwei integrierten Anbausystemen, in denen entweder nur
mineralischer Dlnger oder mineralischer und organischer Diinger eingesetzt wurden. Fir
Stickstoff, Phosphor und Kalium war die Dingung in den 6kologischen Anbausystemen
zwischen 34 und 51 % niedriger als in den konventionellen Systemen (Mader et al., 2002).
Fruchtfolgen, Sorten und Bodenbearbeitung waren in allen Anbausystemen identisch.

Analytik von Stickstoff, Phosphat, I6slicher und Gesamt-Oxsaldure, Phytinséure, Fruktan,
I6slicher und unloslicher Ballaststoffe und der antioxidativen Kapazitat erfolgte wie in
Langenkdmper et al. (2006b) beschrieben. Elementkonzentrationen fur Mg, Fe, Zn, Cd, Pb,
und Ni, Glutathion-Reduktaseaktivitdt und die Konzentration von Glutathion wurden
bestimmt (Langenkamper et al., 2006a). Stiarke und resistente Starke wurden durch
enzymatischen Abbau (AOAC Methoden 996.11 und 2002-02) unter Einsatz kommerzieller
Kits (Megazyme, Irland) bestimmt.

In methanolischen Extrakten von Weizenproben wurden mit Hilfe von Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) Metaboliten-Profile aufgenommen (Zorb et al., 2006). Durch
Anwendung von zweidimensionaler Gel-Elektrophorese (2D GE), im Wesentlichen wie bei
Zorb et al. (2004) beschrieben, wurden Protein-Profile erstellt. Die Auswertung der 2D-Gele
erfolgte Uber eine Spezialsoftware (Delta2D, Decodon), die die jeweiligen technischen
Replikate einer Variante zu virtuellen 2D-Mittelwertgelen verarbeitet und auf der Basis dieser
2D-Muittelwertgele dann einen Vergleich der Konzentration jedes einzelnen Proteins
ermdglicht. Uber die Einfiihrung statistischer Kriterien und Filter wurden nur solche Proteine
ausgewertet, die reproduzierbar in verschiedenen Gelen detektierbar waren (95%-Niveau).
Ein weiterer Filter wurde so gesetzt, dass Proteinkonzentrationen aus konventioneller und
Okologischer Anbauform nur dann als verdndert angesehen wurden, wenn ein mindestens
zweifacher Konzentrationsunterschied zwischen ihnen vorlag. Die Proteinidentifizierung
erfolgte Uber Matrix unterstitzte Laser-Desorption/lonisierung Flugzeit-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS).

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Test nach Tukey mit Hilfe des SAS
Programms (SAS Institute Inc., Cary, USA) durchgefiihrt. Signifikanz wurde auf dem 5 %
Niveau getestet. Fur jedes der verschiedenen Anbausysteme wurden Proben von mindestens
drei unabhéngigen Versuchsparzellen untersucht.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Analytik von Einzelverbindungen

In den DOK-Weizenproben wurden die Konzentrationen von Inhaltsstoffen, u. a. Proteine
(ermittelt Gber Kjeldahl N), Phenole, Phytinséure, Oxsalsdure, Ballaststoffe (Langenk&mper et
al., 2006b), oxidative Substanzen und Mineralstoffe (Langenkédmper et al., 2006a), Stérke und
resistente Stérke (Bruder et al., in Vorbereitung) bestimmt. Fir die groBe Mehrzahl der
untersuchten Parameter wurden keine signifikant verschiedenen Konzentrationen fiir Weizen
aus Okologischem oder konventionellem Anbau gefunden. Ein Unterschied bestand im

Rohproteingehalt (Kjeldahl N), der im 6kologischen Weizen geringfligig, aber signifikant
niedriger war.

3.2 Metaboliten-Profile

Ein Schwerpunkt der Arbeiten lag auf der Erstellung eines Profils der Inhaltsstoffe oder
Metabolite des Weizens aus den verschiedenen Anbausystemen. Aus Weizenschroten wurden
methanolische Extrakte hergestellt, die mittels GC-MS analysiert wurden. Beispielhaft sind
zwei Gesamtionen-Chromatogramme von Weizen aus 6kologischem und konventionellem
Anbau in Abbildung 1 dargestellt.
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Organisch (bio-organisch), Konventionell (mineralisch-organisch). Eine Auswahl identifizierter Substanzen ist
gezeigt. Ribitol wurde als interner Standard zugesetzt. Abbildung verandert nach Zérb et al. (2006).

Abbildung 1. Metaboliten-Profiling: Gesamtionenchromatogramm methanolischer Extrakte

von Weizenkdrnern aus organischem und konventionellem Anbau mit Hilfe kombinierter
Gaschromatographie-Massenspektrometrie.
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Mit GC-MS Analysen wurde ein Profil von 52 Inhaltsstoffen erstellt, u. a. Aminoséauren,
Zucker, Zuckeralkohole und organische Séauren. Lediglich bei den acht Inhaltsstoffen
a-Alanin, B-Alanin, Valin, Myo-Inositol, Glycerat, Hydroxyglutarat, Harnstoff und
Panthotensdure wurden statistisch signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den
Weizen der verschiedenen Anbauformen festgestellt. Die Konzentrationsunterschiede dieser
acht Inhaltsstoffe zwischen den verschiedenen Anbauformen betrugen bis zu 50%. Eine
Hauptkomponentenanalyse der Ergebnisse hat aber gezeigt, dass die Unterschiede in den
Metabolitkonzentrationen nicht zur Differenzierung zwischen 6kologischem und
konventionellem Weizen genutzt werden konnten. Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden im
Detail verdffentlicht (Zorb et al., 2006).

3.3 Protein-Profile

Mittels 2D GE wurde ein Protein-Profil (Proteomics) von o6kologisch und konventionell
erzeugtem Weizen erstellt (Zorb et al., in Vorbereitung). 2D-Gele aus dem 6kologischen und
konventionellen Anbau sind in Abbildung 2 als Beispiel gezeigt.
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Molekulargewicht, vertikal; pH-Wert, horizontal. Gezeigt sind zwei Einzelgele.

Abbildung 2. Protein-Profiling: Zweidimensionale Auftrennung von Weizenkornproteinen
durch kombinierte isoelektrische Fokussierungen und SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese.

Insgesamt wurden auf allen 2D-Gelen Uber 1000 Proteine detektiert. Die quantitative
Auswertung der Farbungsintensitdten ergab, dass einige dieser Proteine in zwei
Anbauperioden signifikant unterschiedlich in den Weizenkornern der verschiedenen
Anbauformen vorlagen. Dieses Ergebnis deuten wir als einen viel versprechenden Ansatz fur
eine Signatur, anhand derer die DOK-Weizenmuster aus 6kologischem und konventionellem
Anbau unterschieden werden konnen. In einem ndchsten Schritt soll untersucht werden, ob
diese Signatur gleichfalls in Weizenproben, die aus dem kommerziellen Anbau stammen,
gefunden werden kénnen.
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4 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der Analytik von Einzelverbindungen und von Metabolit-Profilen zeigten
geringfugige Unterschiede im DOK-Weizen aus unterschiedlichen Anbauformen. Im Protein-
Profil konnten signifikante Unterschiede fir die Expression einiger Proteine in 6kologischem
und konventionellem Weizen zweier Anbaujahre detektiert werden. Aus diesen Ergebnissen
wird die Schlussfolgerung gezogen, dass 6kologisch und konventionell erzeugte Weizen
erndhrungsphysiologisch gleich wertvoll sind. Es ist aber klar, dass selbst die verwendeten
Ansétze zur Erstellung von Profilen nur einen Ausschnitt aus der Fille an Inhaltstoffen
erfassen, wenn auch einen vergleichsweise sehr grof3en. Die weitere Schlussfolgerung der
Ergebnisse ist, dass auf Ebene der Proteine viel versprechende Hinweise auf eine Signatur zur
Unterscheidung von 6kologischem und konventionellem DOK-Weizen gefunden wurden.
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