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Einleitung 1

1 Einleitung

Diese Arbeit wurde im Rahmen des bilateralen deutsch-indonesisch Forschungs-
projektes "BTIG Phase IV", gefordert durch das Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung", angefertigt. Ziel des Gesamtprojektes war die Forderung biotechno-
logischer Forschung und Entwicklung in Deutschland und Indonesien. Die Arbeit an
Sojabohnen wurde auf Anregung der indonesischen Projektpartner begonnen. Dieses
Teilprojekt (BMFB Nr. 441-108001-36) sollte zur Losung von Problemen beim
Sojaanbau auf sauren Mineralbdden beitragen.

1.1 Sojabohnenanbau in Indonesien

Indonesien hat in den Jahren 1990-1998 durchschnittlich 1.56 Mt Sojabohnen
produziert und stand damit in der Rangfolge der grof3ten Sojaproduzenten der Welt auf
Platz acht (FAO, 2000). Im gleichen Zeitraum war das Land jedoch auf den Import von
0.64 Mt Sojabohnen angewiesen, um seinen Bedarf zu decken. Dies entspricht einer
Importquote von 29 % und einem Finanzaufwand von ca. 188 Mio. USS$. Der Bedarf an
Soja kann nicht gedeckt werden, obwohl ausreichend Landfliche zur Verfiigung steht.
Der Grund fiir den Mangel ist daher in der geringen Produktivitidt des Sojaanbaus zu
suchen. Die Ertrdge lagen in den Jahren 1990-1998 bei durchschnittlich nur 1.2 t/ha,
wéhrend der Ertrag in den USA bei 2.5 t/ha und in Brasilien bei 2.1 t/ha lag. Indonesien
liegt damit in der Rangfolge nach Hektarertragen, weltweit auf Rang 53. Die geringen
Ertrage werden durch soziodkonomische, pflanzenbauliche und pflanzenziichterische
Probleme verursacht (SUMARNO UND ADISARWANTO, 1996).

In Indonesien werden in der Landwirtschaft grundsitzlich zwei Anbausysteme
unterschieden. NaBreisfelder mit Anstaubewidsserung stehen trockenen Boden mit
Regenversorgung gegeniiber. Soja wird in beiden Systemen auf einem geringen
Ertragsniveau produziert.

Die Ursachen fiir die geringen Ertrdge im NaBreissystem sind vorwiegend sozio-
Okonomischer Natur. In diesem Anbausystem spielt Reis die absolut dominierende
Rolle. Soja wird hier als Sekundér- oder Zwischenfrucht nach zwei Reisernten
betrachtet und nur wihrend der Trockenzeit angebaut, solange kein Reisanbau moglich
ist (ADISARWANTO UND SUNARLIM, 1996). Eine hohe Produktivitit von Soja spielt eine
untergeordnete Rolle. Dementsprechend gering ist der Aufwand an Arbeit und
Pflanzenschutz, welcher in den Sojaanbau investiert wird. Die Nahrstoffversorgung auf
diesen Boden ist im allgemeinen gut und wiirde hohere Ertrage ermdglichen.
Problematisch ist teilweise die Verschlammungsgefahr im Keimlingsstadium, sowie
tiefe RiBbildung bei Trockenheit, welche zu Wurzelschiden fiihren kann. Dieses
Produktionssystem fiir Soja dominiert auf der dicht besiedelten und intensiv
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landwirtschaftlich genutzten Hauptinsel Java. Hier werden 56 % der indonesischen
Sojaproduktion erwirtschaftet (s. Tabelle 1). Das Entwicklungspotential ist jedoch
begrenzt, da eine Verdringung des Reisanbaus zugunsten von Soja nicht angestrebt
wird.

Tabelle 1: Anteile saurer Boden (pH< 5.5) an der nutzbaren Landfliche in den
Indonesischen Provinzen nach RADJAGUKGUK (1983) DARMAN

(1996).

Provinz Nutzbare Saure Boden Anteil saurer Anteil an
Landfldche in 1000 ha Béoden in % Sojaproduktion
in 1000 ha in%

Java und

1321 1 24

Madura 3219 3100 56

Sumatera 47363 20713 44 26

Kalimantan 54000 15465 29 1

Sulawesi 19094 3937 21 7

Maluku und 49675 11799 24 |

Irian Jaya

Nusatenggara 7593 563 7 9

Indonesien

190944 55597 29 100
gesamt:

Im sogenannten "upland" Anbausystem, also Feldern ohne Anstaubewdsserung, sind die
geringen Sojaertrige umwelt- und produktionstechisch bedingt. Unter dieser Bewirt-
schaftungsmethode sind die Boden weit weniger anthropogen beeinflufit als die
NaBreis-Boden. GroBle Flachen, insbesondere auBerhalb der Hauptinsel Java, werden
erst seit wenigen Jahren bis Jahrzehnten landwirtschaftlich genutzt. Diese Boden sind
meist stark ausgewaschen und weisen pH-Werte zwischen pH 4 und pH 5.5 auf. In
Tabelle 1 sind die Flichen und Anteile saurer Boden, sowie die Sojaproduktion in
verschiedenen indonesischen Provinzen dargestellt. Insgesamt wird der Anteil saurer
Boden in Indonesien auf knapp 30 % geschétzt. Die Sojaproduktion erfolgt neben Java
hauptsdchlich auf Sumatera. Mittelfristig bietet Sumatera das grofite Potential zur
Erhohung der Sojaproduktion, da die anderen groBen Provinzen Kalimantan (Insel
Borneo) und Irian Jaya (Insel Neu Guinea) kaum entwickelt und noch weitgehend von
Regenwald bedeckt sind. In Sumatera ist jedoch 44 % der nutzbaren Landfldche von
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sauren Mineralboden bedeckt, wodurch das Ertragspotential fiir Sojabohnen massiv
beeintrichtigt wird.

Diese Betrachtungen zeigen, da3 der Sojaanbau auf sauren Mineralboden in Indonesien,
insbesondere auf Sumatera, ein zentrales Problem bei der Erhohung der Sojaproduktion
darstellt. Die Optimierung des Sojaanbaus auf diesen Bdden stellt damit eine
entscheidende Hiirde fiir die Selbstversorgung Indonesiens mit Sojabohnen dar.

1.2 Problematik saurer Mineralboden

Die Problematik saurer Mineralbdden ist nicht auf Indonesien beschrinkt. Es wird
geschitzt, dall etwa 30 % der nicht von Eis bedeckten Landoberfliche der Erde von
sauren Boden bedeckt ist (VON UEXKULL UND MUTERT, 1995). Die Verbreitung saurer
Boden konzentriert sich auf zwei groe geographische Regionen in den gemédBigten
Zonen der nordlichen Hemisphire und in einem breiten Giirtel der Tropen. Die
nordlichen Gebiete werden fast ausschlieBlich forstwirtschaftlich genutzt. In den Tropen
werden die Regenwilder und Savannen, welche urspriinglich die sauren Bdden
bedeckten, zunehmend durch eine landwirtschaftliche Nutzung verdréngt.

Die Unfruchtbarkeit saurer Boden wird durch eine Vielzahl von Faktoren ausgelost. Der
niedrige pH-Wert stellt bereits einen Stref3faktor dar. Wichtiger ist jedoch, daf3 sich die
Verfiigbarkeit vieler Ionen bei sinkendem pH-Wert dndert (WILKINSON, 1994). Als
wichtigster Faktor der Phytotoxizitit saurer Boden gilt der erhohte Gehalt an
Aluminium (Al) in der Bodenlésung (KOCHIAN, 1995, und darin enthaltene Zitate). In
mineralischer Form gebunden, liegt Al in praktisch jedem Boden vor, ist jedoch nicht
toxisch fiir Pflanzen. Erst mit sinkendem pH-Wert geht Al in Losung und wird damit
verfligbar und potentiell phytotoxisch (RITCHIE, 1995). Neben Al kann es auch zu einem
toxischen Uberangebot von Mangan- und Eisenionen kommen. Im Gegensatz dazu,
herrscht in solchen, stark verwitterten Mineralboden hédufig ein Mangel an den mobilen
Basen Calcium, Magnesium und Kalium sowie Molybdidn (SPEHAR, 1994b). Meist ist
auch ein massiver Phosphatmangel zu beobachten. Die geringen Mengen an Phosphat
werden zudem von Eisen- und Aluminiumionen gebunden und sind damit nicht mehr
pflanzenverfiigbar.

Zur Erhohung der Produktivitit saurer Boden stehen grundsitzlich zwei Strategien zur
Verfiigung (s. Abbildung 1Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Es kann entweder der Boden an die Bediirfnisse der Kulturpflanzen angepalit werden,
oder es konnen Pflanzen entwickelt werden, welche die vorhandenen
Bodenbedingungen tolerieren.

Die wichtigste und effektivste MaBnahme zur Bodenverbesserung ist meist die
Applikation von Kalk. Damit wird der pH-Wert des Bodens angehoben und zugleich
eine Versorgung mit Calcium (z.T. Magnesium) sicher gestellt. Durch eine Erhéhung
des pH-Wertes iiber pH 5-5.5, wird die Verfiigbarkeit von toxischen Aluminium- und
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Manganionen stark reduziert. Alleine durch diese Maflnahme lassen sich je nach Boden

und Fruchtart die Ertrage z.T. vervielfachen (FOY, 1992; RADJAGUKGUK, 1983).

Der Nachteil der Kalkung besteht darin, daB3 die Mobilitdt von Kalk sehr gering ist und
daher die Wirkung auf die Bearbeitungstiefe beschriankt bleibt. Dies reicht jedoch
hiufig nicht aus, da die Pflanzen tiefere Bodenschichten, insbesondere bei Al-Toxizitét,
nicht durchwurzeln kénnen. Damit stehen Nihrstoffe und Wasser tieferer Schichten
nicht zur Verfligung, was bereits bei kurzen Trockenperioden zu Wasserstref3 fiihren
kann. Als Ergidnzung oder Alternative zu Kalk kann auch Gips (Calciumsulfat)
eingesetzt werden, da dieser eine hohere Mobilitdt aufweist und so auch tiefere
Schichten erreicht (SUMNER, 1993). Gips hat jedoch nur eine geringe pH-Wirkung und
reduziert Al-Toxizitdt daher nur durch eine Verschiebung des Al:Ca -Verhiltnisses.

Anpassung des Bodens Anpassung der Pflanze an
and die Bediirfnisse der vorhandene
Pflanze Bodenbedingungen
Kalkung Selektion Genubertragung
|
¢ v v
Dingung in vivo in vitro
|
¢ v v
organische Feld Schnelltest
Substanz
v 3
Bewasserung Markergestutz
\_+ |
v
optimierte optimierte
Anbaumethode Genotypen

v

leistungsfahige
Produktion

Abbildung 1: Ldsungsansiitze fiir den Anbau von Soja auf sauren Boden. Die

Aufgabenbereiche dieser Arbeit sind grau hervorgehoben




Einleitung 5

Wenn die Al-Toxizitdt erfolgreich behoben wurde, tritt meist die sehr geringe
Phosphatverfligbarkeit als ertraglimitierender Faktor in den Vordergrund. Um hohe
Ertrige zu erzielen, mul in diesen Bdden daher eine "Phosphat-Aufbaudiingung"
erfolgen (EDWARDS, 1991). Wegen der hohen P-Fixierung im Boden, sind teilweise
mehrere hundert Kilogramm P,0s pro Hektar nétig, um ein ertragswirksames Phosphat-
niveau zu erreichen (MAIDL, 1996). Zur Stabilisierung des Bodens und Erhéhung der
Kationenaustauschkapazitiat sollte durch geeignete Managementmallnahmen die
organische Substanz im Boden stabilisiert und moglichst erhoht werden.

Obwohl die genannten MalBnahmen zur Bodenverbesserung effektiv und zum Teil
unverzichtbar sind, konnen sie alleine die Problematik saurer Boden nicht lGsen.
Insbesondere in der kleinstrukturierten Landwirtschaft Indonesiens stehen Investitionen,
Kenntnisse und Mechanisierung fiir ein optimales Management saurer Boden meist
nicht zur Verfiigung (SUMARNO UND ADISARWANTO, 1996). Die notigen Mengen an
Kalk und Phosphat sind von der weit iiberwiegenden Mehrheit indonesischer Farmen
nicht finanzierbar. Selbst wenn Kalk zur Verfiigung gestellt wird, mangelt es an den
Kenntnissen fiir einen effektiven Einsatz und der Mechanisierung fiir die Einarbeitung.
Wegen flacher Einarbeitung von Hand und schlechter Bodendurchmischung, sind die
Erfolge der Kalkung oft gering. Im Gegensatz zu Kalk steht Phosphat den meisten
indonesischen Farmen zur Verfiigung und wird auch genutzt. Die nétige Aufbau-
diingung kann jedoch, wegen der geringen Aufwandmengen, viele Jahre in Anspruch
nehmen.

Vor diesem Hintergrund bietet sich die ziichterische Anpassung der Pflanzen an den
Boden als erfolgversprechende Strategie zur Uberwindung der Probleme saurer Boden
an. Al-Toxizitit als wichtigster ertragslimitierende Faktor (KOCHIAN, 1995), ist einer
zlichterischen Bearbeitung zuginglich. Auch Bdden mit hohem Gehalt an freiem
Aluminium weisen Pflanzenbewuchs auf. Es gibt also eine Reihe von Pflanzenarten, die
hohe Al-Gehalte in der Bodenldsung tolerieren. Schon sehr frith wurde bei Weizen,
Gerste und Sojabohne auch eine sortenspezifische Ausprigung der Al-Toleranz in
saurem Boden beobachtet (ARMIGER ET AL., 1968; FOY ET AL., 1965). Daraus konnte
geschlossen werden, daBl Al-Toleranz eine genetisch bedingte Eigenschaft ist und
Al-tolerante Genotypen entwickelt werden konnen.

1.3 Ziele dieser Arbeit

Fir die Entwicklung Al-toleranter Sojasorten sind verschiedene Strategien denkbar
(s. Abbildung 1Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Einerseits
konnen Al-tolerante Genotypen selektiert werden, oder Toleranzgene auf
biotechnologischem Weg iibertragen werden. Die Selektion kann theoretisch in vivo
oder in vitro erfolgen. Bei der in vitro Kultur sollen auf Basis der somaklonalen
Variantion Al-tolerante Zellinien selektiert werden. Die Selektion an ganzen Pflanzen
kann entweder direkt im Feld, auf sauren Boden, oder durch verschiedene Schnelltests
im Gewichshaus oder Labor durchgefithrt werden. Nach einer Korrelation von
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Phianotyp und Genotyp, kann die Selektion mdglicherweise durch die Entwicklung
molekularer Marker filir Al-Toleranz effektiver gestaltet werden.

Diese Strategien sollen zur Entwicklung Al-toleranter Sojasorten fiihren, welche unter
optimierten Anbaubedingungen eine leistungsfihige Sojaproduktion auf sauren
Mineralboden Indonesiens ermdglichen.

Das eingangs erwihnte bilaterale Forschungsprojekt hatte das Ziel Al-tolerante
Sojasorten flir den Anbau auf sauren Mineralbdden Indonesiens zu entwickeln. Hierzu
sollten vorwiegend die Mdglichkeiten biotechnologischer Methoden genutzt werden.
Verschiedene Projektteile beschiftigten sich mit der in vitro-Selektion (RATH, 2000)
und Regeneration Al-toleranten Sojazellinien. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Untersuchung verschiedener Ziichtungsstrategien zur Entwicklung Al-toleranter
Sojasorten. Der Schwerpunkt wurde dabei auf eine gezielte Kreuzungsziichtung mit
anschlieBBender in vivo- und markergestiitzter Selektion gelegt.

Fiir eine effektive Kreuzungsziichtung sind zwei entscheidende Voraussetzungen nétig.
Erstens, mul} eine ausreichende genetische Variabilitdt im Bezug auf die gewlinschte
Eigenschaft vorhanden sein, oder durch die Nutzung geeigneter Genresourcen
geschaffen werden. Als zweite Voraussetzung, muf die einfache und genaue Erfassung
des Phénotyps mdglich sein, um den gesuchten Genotypen effektiv selektieren zu
konnen. In dieser Arbeit sollen grundlegende Informationen iiber beide Voraus-
setzungen, im Bezug auf die Entwicklung Al-toleranter Sojasorten in Indonesien,
gewonnen werden.

Durch eine Analyse der genetischen Diversitit, werden Informationen iiber die
Variabilitdt innerhalb eines indonesischen Sortenspektrums und in Bezug zu
internationalen Sojasorten gewonnen. Die Korrelation der Ergebnisse der Diversitéts-
analyse mit phanotypischen Daten, ermdglicht die Identifikation von Genpools mit
erhohter Al-Toleranz. Diese konnen als Quellen fir die Einkreuzung von
Al-Toleranzgenen in den indonesischen Genpool dienen. Weiterhin dient die
Diversititsanalyse der Vorbereitung einer Markerentwicklung. Die Ergebnisse erlauben
die Auswahl von Kreuzungseltern fiir spaltende Populationen mit einem hohen Poly-
morphiegrad fiir die genutzten genetischen Marker. Hierdurch wird eine spétere
genetische Kartierung der Eigenschaft wesentlich erleichtert.

In einer Reihe von Kulturversuchen sollten verschiedene Methoden fiir eine
phénotypische Charakterisierung der Al-Toleranz untersucht werden und ihre Eignung
zur Selektion Al-toleranter Genotypen gepriift werden. Als Referenz fiir die Beurteilung
von Gewichshaustests, sollten Feldversuche vor Ort dienen. Diese Tests dienen auch
der Identifikation von Sojasorten, welche fiir die Ziichtung Al-toleranter Sorten in
Indonesien genutzt werden konnen. Zur Vorbereitung einer Kopplung genetischer
Marker, sollten Kreuzungseltern mit moglichst unterschiedlicher Al-Toleranz
identifiziert werden, um Populationen mit deutlich spaltenden phéanotypischen
Merkmalen entwickeln zu konnen. Weiterhin wurde gepriift, ob verschiedene Test-
methoden Einblicke in die physiologischen Grundlagen der Al-Toleranz ermdglichen.
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Hierdurch sollte die Eigenschaft "Al-Toleranz" nach Mdglichkeit in verschiedene
Teilaspekte aufgespalten werden, um die Korrelation einzelner Loci zu erleichtern.

Um den Weg fiir eine markergestiitzte Selektion zu Offnen, sollten Kreuzungs-
populationen entwickelt werden, welche die Korrelation phénotypischer Merkmale mit
molekularen Markern ermoglicht. Aufbauend auf die Ergebnisse der Diversitdtsanalyse
und der Erfassung der Al-Toleranz im untersuchten Sortenspektrum sollten
Populationen entwickelt werden, welche hohe Variabilitdt in Bezug auf die Toleranz
gegeniiber hohen Al-Konzentrationen im Kulturmedium aufweisen. Mit Hilfe dieser
Population sollten Informationen iiber den Vererbungsmodus der Al-Toleranz in Soja
gewonnen werden.
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2

2.1 Berechnung von lonengleichgewichten

Material und Methoden

Die Berechnung von Ionengleichgewichten in verdiinnten Losungen wurde mit den
Programmen MINTEQA2 /PRODEFA2 durchgefiihrt (ALLISON ET AL., 1991).
MINTEQAZ2 ist ein Modell, welches der Berechnung chemischer Gleichgewichte
zwischen gelOsten, adsorbierten, festen und gasformigen Phasen unter vorgegebenen
Umweltbedingungen dient. Das Programm PRODEFA2 ermdglicht das Erstellen der
von MINTEQA?2 bendtigten Eingabedateien. Beide Programme greifen auf eine
umfangreiche Bank zuverldssiger thermodynamischer Daten zu. Zusédtzliche thermo-
dynamische Daten fiir die Reaktionen zwischen Aluminium und Citrat / Malat wurden
von NORDSTROM UND MAY (1996), GERKE (1997); und JACKSON (1982) iibernommen.

Tabelle 2: Gleichgewichtskonstanten verschiedener Aluminiumionenspezies in
verdiinnter wissriger Losung

Reaktion log K
AP +OH => AlIOH* 5.0
AP’ +2 OH => AI(OH)," 10.1
A" +3 OH => Al(OH); 16.8
Al +4 OH => AI(OH)4 23.0
AP +8045=> Al(SO,)" 35
AP +2 SO, => AI(SOy)y 5.0
AP’ +Citrat” => AlCitrat 8.8
AP’ +2 Citrat* => AlCitrat,> 13.0
AP’ +Hcitrat” => AIHCitrat” 6.6
AP’ +H,Citrat => AIH,Citrat” 2.9
AP’ +Citrat” + H,0 => AIOHCitrat + H" 4.6
AP’ +2 Citrat® + H,0 => AIOH(Citraty)* + H' 8.8
AP’ +2 Citrat™ => Al(Citrat),” 13.0
AP’" +Malat” => AlMalat’ 5.3
AI’" +2 Malat* => AlMalat,” 9.3
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Die, in die Datenbank aufgenommenen Gleichgewichtskonstanten sind in Tabelle 2
dargestellt. Fir alle Modellrechnungen wurden Gleichgewichtsbedingungen
vorausgesetzt und von einem fixierten pH-Wert ausgegangen, sowie eine Prézipitation
von Feststoffen ausgeschlossen. Diese vereinfachenden Annahmen konnen fiir Nahr-
16sungen, nicht aber fiir reale Boden gerechtfertigt werden.

2.2 Pflanzenmaterial

In der vorliegenden Untersuchung wurden 48 Genbankakzessionen, Sorten und
Zuchtlinien der Sojabohne aus verschiedenen Anbauldndern analysiert (s Tabelle 3).
Die Auswahl erfolgte im Hinblick auf die Erzielung einer moglichst hohen genetischen
Diversitit, sowie auf Informationen iiber die Al-Toleranz der entsprechenden Sorte. Es
wurden 4 europidische Sorten in die Kollektion aufgenommen. 10 indonesische Sorten
sowie 3 Zuchtlinien wurden auf Wunsch indonesischer Partnerinstitute untersucht und
von diesen zur Verfligung gestellt. Fiir einige dieser Sorten lagen bereits Information
iiber den Anbau auf sauren Boden vor. Eine, in Indonesien weit verbreitete Sorte "Wilis'
wurde aus zwei verschiedenen Quellen bezogen. Die Genotypen erhielten in dieser
Arbeit die Bezeichnung '"Wilis' und 'Wilis2'. Weitere 7 brasilianische Sorten wurden von
Dr. Spehar (Cerrados Agrarforschungs Zentrum CPAC EMBRAPA; Planaltina
Brasilien) zur Verfiigung gestellt. Von der Genbank am ,Internationalen Institut fiir
tropische Landwirtschaft (IITA) in Nigeria konnten 5 Linien als Repridsentanten des
afrikanischen Genpools bezogen werden.

Einen groBen Anteil an der Genotypenkollektion mit 11 Sorten erhielten US-
amerikanische Sorten, da in den USA, geschichtlich gesehen, die meiste Ziichtungs-
arbeit geleistet wurde. Diese Sorten wurden in Untersuchungen von SAPRA ET AL.
(1982), HORST UND KLOTZ (1990) sowie CAMPBELL UND CARTER (1990) bereits auf ihre
Al-Toleranz hin untersucht. Neben den US-amerikanischen Sorten konnte von der
Genbank des USDA (United States Department of Agriculture) weitere 5 Linien
bezogen werden, welche in der Literatur Erwdhnung fanden (BIANCHI-HALL ET AL.,
1998; CAMPBELL UND CARTER, 1990; HORST UND KLOTZ, 1990). Saatgut aus den
verschiedenen Quellen wies starke Unterschiede in der Saatgutqualitdt, in Hinblick auf
Keimfahigkeit und Keimkraft auf. Diese Tatsache hatte einen deutlichen Einflu3 auf die
Versuchsdurchfiihrung und Auswertung.
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Tabelle 3: Liste der untersuchten Sorten
Genbank  Europa  Indonesien USA Brasilien  Nigeria
(USDA) (IITA)
P1159322 Kalmit Tampomas Jogun Cristalina Samsoy 2
PI416937 Dorado  Malabar Norchief IAC-9 M-351
P1417021  Jutro Tambora Hawkeye Savanna  TGX-536-02D
PI381674 Labrador Kerinci Perry Doko RC TGX-1448-2E
PI81042  Major Wilis Kent IAC-17 TGX-923-2E
Picador  Wilis2 Maple Arrow
Goldor Lumut Gasoy-17
Genjah jepang Forrest
Sindoro Essex
Slamet Missoy
No. 3577 Biloxi
No. 3578
No. 3911

2.3 Kulturversuche

2.3.1 Sandkultur

Fiir Langzeitstudien zur Aluminium- und pH-Toleranz sollten verschiedene Genotypen
in einem bodendhnlichem Substrat kultiviert werden. Um die chemischen Bedingungen
im Wurzelbereich kontrollieren zu konnen, wurde reiner Quarzsand als chemisch inertes
Substrat gewidhlt. Zur Nahrstoffversorgung und zur Simulierung der StreBfaktoren
wurde das Substrat mit entsprechenden Nahrlosungen getrankt. Die Versuchsvarianten
fir zwei Versuche sind in Tabelle 4 dargestellt. In den pH-Versuchen war die
Al-Konzentration konstant bei 0 uM Al, wéhrend in den Al-Versuchen der pH-Wert
konstant pH 4.3 war. Der Quarzsand hatte eine Kérnung von 0,3 -1 mm, was ein
leichtes Auspiilen der Wurzel am Versuchsende erlaubt. Der Sand wurde durch
mehrfaches Spiilen mit 0,5 % HCI und anschlieBendem Spiilen mit demineralisiertem
Wasser (= VE-Wasser) vorbereitet. Als Pflanzgefile dienten 41 Polyethylentopfe,
wobei jeweils 98 Topfe im Abstand von 5 cm auf einem Tisch plaziert wurden. Mit
einer Tropfchenbewisserungsanlage konnten alle Topfe eines Tisches mit Néhrlosung
aus einem 2001 Vorratsfal versorgt werden. Die Anlage wurde automatisch so
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gesteuert, dal die Topfe dreimal tdglich mit mindestens doppeltem Volumen ihrer
Wasserkapazitit durchspiilt wurden. Die, aus den Topfen ablaufende Losung wurde
aufgefangen und in die Vorratsfisser zuriickgefiihrt. Vor Versuchsbeginn wurden die
Topfe kontinuierlich mit den entsprechenden Nihrlosungen durchspiilt. Dabei wurde
3-4 mal taglich der pH-Wert auf den Sollwert korrigiert, bis der Wert iiber mindestens 3
Messperioden konstant blieb. AnschlieBend wurde die Nahrlosung erneuert und der
Versuch gestartet. Wiahrend des Versuchs wurde der pH-Wert der Néhrlosungen
zweimal tiglich gemessen und, wenn noétig, mit HCI korrigiert. Eine Erhohung des
pH-Wertes war nie notig. Zweimal pro Woche wurden die Losungen in den Vorrats-
behiltern erneuert.

Die Keimung der Sojabohnen wurde direkt im Sandsubstrat durchgefiihrt. Je Topf
wurden 4 Bohnen eines Genotyps ausgelegt und nach ca. 1 Woche die beiden kleineren
mit Wurzeln entfernt.

Die Versuchsanlage erfolgte als unregelméBiges Lateinisches Rechteck mit 14 Sorten in
7 Wiederholungen (Topfen). Die Anordnung wurde in allen Versuchsvarianten in
gleicher From wiederholt. Die Versuchsvarianten konnen aus Tabelle 4 entnommen
werden. Es wurden die BR-40', 'BR86-9508', 'Cristalina', 'Doko RC', 'I1AC 17', 'Jutro',
'Kador', 'Kalmit', 'Kerinci', 'Malabar', 'Savanna', 'Tambora', 'Tampomas', 'Wilis' getestet.
Die Sorten 'Savanna', 'Jutro' und 'Kador' wurden von der Versuchsauswertung
ausgeschlossen, da sie eine zu geringe Keimfihigkeit bzw. schwache Keimlingsvitalitét
zeigten.

Tabelle 4: Varianten der Sandkulturversuche
Versuche Varianten 1 Varianten 2 Varianten 3 Varianten 4 Varianten 5
pH-Versuch pH 7,0 pH 6,0 pH 5,0 pH 4,0 pH 3.0

Al-Versuch |[OpM Al 200 uM Al 600 upM Al 1000 pM Al 1400 uM Al

Datenerhebung

Die Kulturdauer der Sandkulturversuche betrug 33 Tage. Die Trennung in oberirdische
und unterirdische Biomasse erfolgte unmittelbar an der Substratoberfliche. Die
Wurzeln wurden aus den Topfen ausgespiilt, vollstindig von Quarzsand befreit und
nach Trocknung bei 80 °C iiber 48 Stunden die Spross- und Wurzeltrockenmasse je
Topf bestimmt. Als MaB fiir die Toleranz wurden die Messgréf3en auf den Mittelwert
der jeweiligen Sorte in der Nullvariante (pH 7, bzw. 0 uM Al) bezogen. Die Beurteilung
des Saureeffektes erfolgte bei den pH-Versuchen tiber alle Sorten gemittelt.
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Nahrlésung

Die Nahrlosung bestand aus 500 uM KNO;, 500 uM NH4Cl, 250 uM CaCl,,
100 uM MgSOy4, 1 uM KH,PO4, 1 pM MnSOs4, 1 uM ZnSO4, 0.1 uM CuSOsq,
0.1 uM NaMoOs, 5 uM H3BO3, 10 uM Fe(NO3)s, gelost in VE-Wasser. Vor der Zugabe
von Aluminiumchlorid mufite der pH-Wert auf pH 4.8 abgesenkt werden, um eine
Prizipitation von Aluminiumhydroxiden zu verhindern.

2.3.2 Filterkultur

Um das Wurzelwachstum in einem festen Medium verfolgen zu kdnnen ohne dabei
Manipulationen an der Wurzel vornehmen zu miissen, wurde eine Apparatur entwickelt,
welche die Kultur und Beobachtung vieler Keimlingswurzeln erlaubt. Die gleiche
Anordnung konnte auch zum Ankeimen von Sojabohnen fiir andere Versuche genutzt
werden.

Die Keimapparatur besteht aus einem Stapel von Schaumgummimatten mit den MaBlen
20 x 35 x 1 cm welcher durch Hartschaumplatten an beiden Enden und Haltestangen
zusammen gehalten wird (s. Abbildung 2). Auf diese Weise konnen die Schaum-
gummimatten in vertikaler Position gehalten und ein leichter Druck auf den Stapel
ausgelibt werden. Zum Ankeimen von Sojabohnen werden jeweils zwischen zwei Lagen
Schaumgummi zwei Filterpapiere mit den Maflen 20 x 30 cm positioniert. Die Bohnen
werden von oben in ca. 2 cm Tiefe zwischen die Filterpapiere geschoben. Daraufhin
wird der ganze Stapel in eine Wanne gestellt, welche ca. 2 cm hoch mit Losung befiillt
wird. Durch die Filterpapiere ist eine konstante Wasserversorgung sichergestellt,
wiahrend die Sauerstoffversorgung durch die Schaumgummimatten, welche zwar
offenporig sind aber kein Wasser aufsaugen, gewéhrleistet wird. Im Gegensatz zur
Keimung auf horizontalen Filterpapieren, enwickeln sich in dieser Keimapparatur
gerade gewachsene Wurzeln. Mit diesem Aufbau konnen Sojabohnen unter
reproduzierbaren Bedingungen mehrere Tage kultiviert werden. Auf einer Grundfliche
von ca. 35 x 35 cm konnen bis zu 300 Keimlinge kultiviert werden.
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1 Hartschaum
2 Schaumgummi
3 Haushaltsfolie
4 Filterpapier
5 Klemmklotz
6 Haltestange
7 Markierung

Abbildung 2: Apparatur zur Kultvierung von Keimlingen auf vertikalen
Filterpapieren.

Zur Simulierung verschiedener Bodenparameter werden die Filter mit Nahrlosungen
entsprechender Zusammensetzung getriankt. Die Inkubation der Filter in Nahrldsung vor
Versuchsbeginn betrug drei Tage. Dabei wurde die Losung tiglich gewechselt, um
eventuelle Bindungsstellen fiir lonen in den Filtern abzuséttigen.

Wihrend der Versuchsphase wurde einer der Filter durch eine Haushaltsfolie ersetzt.
Trotz dieser MaBinahme ist eine ausreichende Wasser und Sauerstoffversorgung fiir
normales Wachstum gewihrleistet. Der Stapel kann vorsichtig umgeschichtet werden
und dabei die Wurzeln jeder Lage beobachtet und markiert werden. Die jeweilige
Position der Wurzelspitzen wurde mit einem wasserfesten Folienstift auf der Haushalts-
folie markiert. Auf diese Weise konnte das Wurzelwachstum iiber mehrere Tage exakt
verfolgt und dokumentiert werden, ohne dabei Manipulationen an Wurzeln vornehmen
zu miissen. Zur leichteren Handhabung und Dokumentation wurden die Folien vor der
Auswertung auf Papier kopiert. Die Markierung der Wurzelspitze erfolgte im Abstand
von 24 h tiber drei Tage.

2.3.3 Losungskultur

Losungskulturversuche wurden in schwarzen Polyethyleneimern durchgefiihrt. Die
Eimer waren mit Hartschaumplatten abgedeckt, in welche 34 Locher mit 1 cm Durch-
messer gebohrt waren. Die Luftversorgung jedes Eimers erfolgte individuell {iber einen
Ausstromerstein. Sojabohnen wurden in Filterpapieren vorgekeimt, bis die Keimlinge
ein Wurzellange von 3-5 cm aufwiesen und anschlieBend das Hypokotyl der Keimling
mit Schaumgummi umwickelt und je ein Keimling in die Locher plaziert.
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Zu Versuchsbeginn wurden die Hauptwurzeln der Keimlinge 1 cm hinter der Wurzel-
spitze mit einem Faserschreiber markiert. Tests hatten gezeigt, dal die Markierung
ausreichend wasserfest war und die Wurzel ungehindert weiterwuchsen, wenn sie nicht
mechanisch beschidigt wurden. Durch diese Methode konnte der Zuwachs genauer
ermittelt werden als bei einer Messung der Gesamtwurzel ab dem Hypokotyl. Dartiber
hinaus beschrinkte sich die Messung auf die Elongationszone, welche von Aluminium
primér geschadigt wird.

Der Zuwachs der Hauptwurzel wurde mit einem Lineal bestimmt. Wahrend der
Messung muflite die Wurzeln regelméflig mit Wasser iiberspriiht werden, um Schiden
durch Austrocknung zu verhindern. Die Messungen erfolgten iiber 3 Tage im Abstand
von 24 h.

Wegen der Versuchsgrofle war es nicht moglich einen Messzeitraum von exakt 24 h
einzuhalten. Abweichungen von 1-1.5h konnen, bei einem maximalen Wurzel-
wachstum bis zu 2.5 mm/h, die Messwerte der Wurzelldnge deutlich beeinfluen. Daher
wurde fiir die Versuchsauswertung, bei allen Filter- und Losungskulturversuchen, der
Parameter Wurzelwachstum (mm/h) anstelle der Wurzelldnge (mm) herangezogen.

Um den EinfluB der Keimlingsvitalitit zu minimieren, wurde das Wurzelwachstum
unter Al-Stre} auf das Wachstum der jeweiligen Sorte ohne Al bezogen. Da bei den
SaurestreBversuchen in Filter- und Losungskultur auf ein pH 7.0 Variante verzichtet
wurde, muflte in diesem Fall das absolute Wurzelwachstum betrachtet werden.

Losungen fur Filter- und Losungskultur

Die Nihrlosung fiir Filter- und Losungskulturversuche bestand aus 50 mM KNO;3,
25 mM NH4NO;, 25 mM CaCl,, 10 mM MgSO4 gelost in VE-Wasser. Bei der
Zusammensetzung der Nihrlosung konnte auf alle Mikrondhrstoffe verzichtet werden.
Diese Maflnahme 148t sich dadurch rechtfertigen, dafl der maximale Versuchszeitraum
3 Tage betrug und die Nihrstoffversorgung noch durch die Kotyledonen unterstiitzt
wurde.

Fiir Al-haltige Versuchsvarianten wurde der pH-Wert der Losung zuerst auf pH 4.8
abgesenkt, dann eine entsprechende Menge Al-Stammldsung zugegeben und der
pH-Wert auf 4,3 eingestellt. Die Messung und Korrektur des pH-Werts erfolgte
zweimal tdglich. Bei der Filterkultur erfolgte die Messung in der iiberschiissigen
Losung in den Wannen. Es traten nie Abweichungen von mehr als 0,2 pH-Einheiten
auf. Die vereinzelte Uberpriifung des pH-Wertes der Filter mit Indikatorpapier zeigte
ebenfalls keine deutliche Abweichungen. Die Versuchsvarianten der Filter- und
Losungskulturversuche sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle S: Varianten der Losungs- und Filterversuche
Versuche Varianten 1 Varianten 2 Varianten 3 Varianten 4
pH-Versuch

H 4,6 H 4.3 H 4,0
Filter/Losung P %, P %, P,
Al-Versuch

M Al M Al 20 uM Al M Al

Losung On SH On 80n
Al-Versuch | \p Al 500 uM Al 1000 kM Al 1500 uM Al
1. Filter
Al-Versuch
> Filter 0 uM Al 750 uM Al

2.3.4 Feldversuche

Um die Kurzzeitversuche mit den realen Bedingungen im Feldanbau auf saurem Boden
vergleichen zu konnen, wurden Feldversuche in Indoesien angelegt. Die beiden
Versuchsstandorte Sitiung (Sitiung Experimental Farm) und Lampung (Tamanbogo
Experimental Farm) mit sauren Bodden liegen in Zentral- bzw. Siidsumatra
(s. Abbildung 3). Als Referenz mit neutralem Boden diente der Standort Malang
(Jambegede Experimental Farm) in Westjava.

Philipping
Ssa

s North
Pacific
Ocwean

« BBk GUINEA
e

Abbildung 3: Lage der Standorte der Feldversuche Sitiung, Lampung und
Malang in Indonesien
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Boden und Klimadaten der Standorte sind in Tabelle 6 dargestellt. Die Versuchsanlage
erfolgte als randomisierte Blockanlage mit 4 Wiederholungen. Die Parzellen hatten eine
Fliche von 2 mx 3.5 m. Die Pflanzweite war 40 cm x 15 cm mit je zwei bis drei
Kornern pro Saatloch. Die Aussaat erfolgt von Hand mit einem Stock, es muf3 also von
einer ungleichmidssigen Tiefenablage ausgegangen werden. Die Diingung wurde
ortsiiblich mit 50 kg Harnstoff, 75 kg Superphosphat (36% P) und 60 kg KCI zu
Versuchsbeginn durchgefiihrt. Die Unkrautkontrolle erfolgte durch zweimaliges Hacken
per Hand. Die Insektenkontrolle sollte nach Bedarf mit den Insektizieden "Decis",
"Matador" und "Thiodan" durchgefiihrt werden.

Tabelle 6: Boden und Klimadaten der Versuchsstandorte Malang, Lampung
und Sitiung.

Malang Lampung Sitiung
Textur:
Sand % 16 51 44
Schluff % 28 13 11
Ton % 56 36 45
Bodenchemie:
pH (120) 6.8 3.9 4.2
pH ar 5.7 3.6 3.8
C% 1.9 1.04 1.35
N % 0.52 0.11 0.12
P05 (ppm)(Bray 1) 26.8 84.2 35.6
Ca (me/100 g) 6.49 0.52 1.33
Mg (me/100 g) 3.43 0.17 0.52
K (me/100 g) 0.96 0.08 0.09
CEC (me/100 g) 12.95 4.84 6.38
Basensittigung % 84 16 28
Al (me/100 g) 0.00 1.28 0.98
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Malang Lampung Sitiung
Klima:
Niederschlag/Jahr 2030 2280 2620
mm
Durchschnitts- 27 26 27
temperatur °C
Durchschnitts- 84 86 79
luftfeuchte %

2.4 Saatgutgewinnung

Zur Saatgutvermehrung und Entwicklung von Inzuchtpopulationen wurden Soja-
pflanzen in Topfen im Gewéchshaus kultiviert. Je 4 1 Rechtecktopf wurden bis zu 3
Pflanzen kultiviert. Die Wasserversorgung erfolgte iiber eine automatische Spriihanlage.
Durch den Spriihnebel, welcher sich von oben auf die Pflanzen legte, wurde effektiv
einem Befall von Spinnmilben vorgebeugt. Falls ndtig wurde eine Bekdmpfung von
Spinnmilben erfolgreich mit der Raubmilbe Phytoseiulus persimilis durchgefiihrt.
Sonstige Krankheiten oder Schidlinge waren nie bekdmpfungswiirdig. Wéhrend der
Bliitezeit wurde die Beregnung von oben eingestellt.

Insbesondere die tropischen Sorten verhalten sich sensitiv gegeniiber der Tagesldnge.
Als Kurztagspflanzen zeigten diese Sorten bei Tageslingen iiber 12 h ein starkes
vegetatives Wachstum, ohne Bliitenansatz. Durch Abdecken der Pflanzen mit licht-
dichten Folien, wurde die Tagesldnge auf 11 h reduziert, wodurch der Bliitenansatz
induziert werden konnte. Bei dieser Methode besteht das Problem, dall unter der
Abdeckung eine sehr hohe Luftfeuchte und Temperatur entstehen. Hierdurch kommt es
leicht zu Befall mit unspezifischen Féaulniserregern. Als beste Kulturmethode hat sich,
die Ausnutzung natiirlicher Tagesldngen bewéhrt. Hierzu muf3 die Aussaat Ende Juli bis
Anfang August erfolgen. Die Pflanzen haben dann die Mdglichkeit die Jugend-
entwicklung unter guten Lichverhéltnissen wéhrend der Sommermonate zu durchlaufen.
Ende September herrschen natiirliche Kurztagsbedingungen, die Pflanzen setzen Bliiten
an und konnen die realtiv guten frithherbstlichen Lichtbedingungen zur Hiilsenfiillung
nutzen. Zur Abreife wihrend der Wintermonate mufl dann starke kiinstliche
Beleuchtung gewidhrt werden, um eine Etiolierung der Pflanzen und ungiinstige
Samenreife zu verhindern. Mit dieser Kulturmethode konnen iiber 200 Korner je
Pflanze geerntet werden.

Selbst unter dieser Kulturmethode ist die kiinstliche Hybridisierung im Gewéchshaus
extrem schwierig. Sobald die Umweltbedingungen nicht vollstindig den Anforderungen
der Pflanzen geniigen, findet die Selbstbefruchtung bereits in der geschlossenen Knospe
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statt. Die Bliitenknospen haben in diesem Stadium eine GroBe von nur etwa 3x2x2 mm.
Haufig entfalten sich die Petalen nicht und es setzt direkt die Hiilsenbildung ein. Bei
schlechter Pflanzenbeobachtung kann so der Bliitenansatz unbemerkt bleiben, bis
bereits Hiilsen erkennbar werden. Mit etwas Ubung konnen jedoch die Knospen
rechtzeitig erkannt und vor der Selbstbefruchtung erfolgreich emaskuliert werden
(FEHR, 1980). Selbst in diesem Fall ist die Hybridisierung problematisch, da der Pollen
in den Knospen offensichtlich nur sehr kurze Zeit befruchtungsfahig ist. Trotz umfang-
reicher Versuche konnten nur vereinzelt F1-Hybriden im Gewéchshaus erzeugt werden.
Die Kreuzung der Eltern 'Doko RC' und '"Wilis' fiir die unten dargestellte Population
wurde wihrend eines Gastaufenthaltes am Cerrado Agrarforschungszentrum (CPAC)
des EMRAPA in Planaltina Brasilien, unter geeigneten Klimabedingungen durch-
gefiihrt. Die zweite untersuchte Population 'Wilis x B3578' wurde in Indonesien von
Projektpartnern unter optimalen Wachstumsbedingungen erstellt.

Vegetative Vermehrung

Selbst unter geeigneten Klimabedingungen ist die Kreuzung von Soja meist nicht sehr
effektiv. So konnte von ca. 15 hybridisierten Bliiten der Kreuzung 'Doko RC x Wilis'
nur drei Samen geerntet werden, wovon sich zwei als Selbstungen erwiesen. Da fiir
weiterfiilhrende Untersuchungen eine Populationsgrofle von mindestens 300 Linien
angestrebt wurde, muflte die einzige vorhanden F1-Pflanze vegetativ vermehrt werden.

Die Methode der Pfropfung erwies sich dabei als sicherer und effektiver als eine
Stecklingsvermehrung (SPEHAR, 1990). In Abbildung 4 sind die einzelnen Schritte der
Pfropfung dargestellt.

Die Pfropfunterlagen werden ca. 2-3 Wochen vor dem Pfropftermin ausgeséht. Die
Keimlinge sollten das erste geteilte Blatt voll entfaltet haben, bevor sie als Unterlage
genutzt werden. Der Stengel ist in diesem Stadium kréftig entwickelt (ca. 2,5 mm O),
beginnt aber noch nicht zu verholzen. GroBkorniges Saatgut liefert meist kréftigere
Keimlinge mit dickeren Stengeln. Zur Fixierung der Pfropfung werden Kunststoff-
bandagen benutzt. Dazu wird ein Trinkhalm der Léinge nach aufgeschnitten und
anschlieBend in ca. 10 mm lange Stiicke geschnitten. Die Abschnitte werden eingerollt
und in einen Gummiring mit ca. 2.5-3.5 mm Innendurchmesser gesteckt.

Alle beschriebenen Schnitte werden mit neuen Rasierklingen ziehend ausgefiihrt, um
die Verletzung des Stengelgewebes zu minimieren. Die Pfropfunterlage wird immer
zuerst vorbereitet, da sie iiber das Wurzelsystem mit Wasser versorgt wird. Zuerst wird
der Sprof direkt unterhalb des Primérblattpaares waagerecht abgeschnitten (s. Nr. 1
Abbildung 4). Die Kotyledonen bleiben erhalten, da sich die Pfropfungen besser
entwickeln, wenn die Keimblitter weiter zur Erndhrung und Assimilation beitragen
konnen. Uber den SproBstumpf wird eine der vorbereiteten Bandagen geschoben
(s. Nr. 2 Abbildung 4). AnschlieBend wird der Stengel durch einen zentralen
senkrechten Schnitt ca. 10 mm tief gespalten (s. Nr. 3 Abbildung 4). Der entstehende
Spalt sollte nie langere Zeit offen stehen, um das Austrocknen der Wundrinder zu
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verhindern. Erst nach dieser Vorbereitung der Unterlage werden die SproBspitzen
geschnitten. Die Sprofispitzen werden mit einem senkrechtem Schnitt unmittelbar tiber
einem Nodium von der Mutterpflanze getrennt (s. Nr. 4 Abbildung 4). Das verbleibende
Internodium muf} eine Lange von mindestens 2 cm aufweisen.

Abbildung 4: Pfropfung von Sojabohnen

An der SproBspitze sollte ein kleines aber bereits entfaltetes Blatt verbleiben damit sich
die Pfropfung ohne starke Verzogerung weiter entwickelt. Hier gilt es, ein Mittelmal3
zwischen der Maximierung der Assimilationsfliche und der Minimierung der
Transpirationsfliche zu finden. Das Internodium wird nun etwa 10 mm lang keilformig
zugeschnitten (s. Nr. 5 Abbildung 4). Hierzu wird der Stengel flach auf eine Hart-
schaumunterlage gelegt, die Rasierklinge senkrecht zur Unterlage in der gewiinschten
Position angesetzt und ein einseitiger Keil geschnitten. Dann wird der Stengel um 180°
gedreht und die zweite Seite des Keils geschnitten. So ist ein gezielter Schnitt mdglich,
ohne dal} das Gewebe gequetscht wird. Die Wundfldchen werden nur von der Klinge
beriihrt. Der entstandene Keil wird nun in den Spalt der Unterlage geschoben (s. Nr. 6
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Abbildung 4). Es ist darauf zu achten, dal moglichst alle Wundridnder biindig
aufeinander liegen. Ist dies wegen unterschiedlicher Dicke der Stengel nicht moglich,
sollten wenigstens die Rénder auf einer Seite libereinstimmen.

Zur Fixierung der Pfropfung wird die zuvor angebrachte Kunststoffbandage von unten
iber die Schnittstelle geschoben (s. Nr. 7 Abbildung 4).Das Ziel ist, die Stengelteile fest
zusammen zu pressen ohne sie dabei zu quetschen.

Die frisch gepfropften Pflanzen miilen ca. 4-5 Tage mit transparenten Kunststofftiiten
abgedeckt werden, bevor sie schrittweise an normale Klimabedingungen gewohnt
werden konnen. Nach dieser Methode durchgefiihrte Pfropfungen waren zu 100 %
erfolgreich. Die Pflanzen zeigten ein vitales Wachstum und waren nach etwa 3 Wochen
kaum von nicht gepfropften Pflanzen zu unterscheiden.

Durch die beschriebene Methode wurden von der vorhandenen FI1-Pflanze der
Kreuzung 'Doko RC x Wilis' 12 Klone produziert. Durch die Kultivierung unter
Langtagsbedingungen, wurde allen Pflanzen ein iippiges vegetatives Wachstum
ermoglicht, bevor durch Kurztagsbedingungen die Bliite induziert wurde. Auf diese
Weise konnte eine F2-Population von iiber 3400 Individuen erzeugt werden.
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2.5 Rhizospharenanalysen

Rhizospharenlosung

Zur Identifikation von Al-komplexierenden Wurzelausscheidungen sollte Losung aus
der Rhizosphidre der Wurzelspitzen gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurden
jeweils fiinf Wurzelspitzen in einem 500 pl Reaktionsgefal kultiviert.

1- Sojakeimling

2- Parafilm

3- Losung

4- Reaktionsgefal

Abbildung 5: Kulturmethoden zur Gewinnung von Rhizosphirenlosung

Die Vorkeimung der Sojabohnen erfolgte zwischen vertikalen Filtern bis sie eine
Wurzellinge von 3-5 cm aufwiesen. Die Reaktionsgefile wurden mit 300 pul Losung
mit 500 uM AICI; bzw. 500 uM CaCl, und einem pH-Wert von 4,3 befiillt und mit
einer Lage Parafilm verschlossen. Zu Beginn des Versuchs wurde der Parafilm mit einer
Stecknadel durchstochen. Nach griindlichem Spiilen in VE-Wasser, konnten die
Wurzeln vorsichtig durch die Locher geschoben werden, bis sie ca. 1 cm tief in die
Losung eintauchten. Dabei weiteten die Wurzelspitzen die Locher auf das notige Mal3
auf und dichteten gleichzeitig das Gefdl gegeniiber dem AuBenmilieu ab
(s. Abbildung 5). Wurzeln von Sojakeimlingen sind stabil genug diese Prozedur
unbeschadet zu iiberstehen und zeigten in CaCl, Losung ungehindertes Wachstum.
Nach Ablauf der Inkubationszeit von 5 h wurden die Wurzeln vorsichtig entfernt und
das GefaB3 mit einem sauberen Deckel verschlossen. Wéhrend der Inkubationszeit blieb
das Losungsvolumen im Gefdll weitgehend erhalten, da die Keimlinge noch nicht
aufgelaufen waren und daher tiber die Wurzel kaum Wasser aufnahmen.

Auf eine Durchfilhrung des Versuchs unter sterilen Bedingungen wurde bewuft
verzichtet, da nur kurze Versuchszeitraume geplant waren und keine Nahrlosung zum
Einsatz kam. Dariiber hinaus sollte eine Methode entwickelt werden, welche eine
unkomplizierte Handhabung umfangreicher Tests ermoglicht. Bis zur Analyse wurden
die Losungen bei -20 °C gelagert.
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HPLC Analyse

Die Analyse der Rhizosphérenlosungen erfolgte mit einem "Dionex 4506i" Hochdruck-
Fliissigchromatographie Gerdt mit einer "lon Pac (10-32) AS 11 Sdule mit 4 mm
Durchmesser. Als Laufmittel diente Wasser und als Eluent wurde NaOH eingesetzt. Der
Verlauf der NaOH Konzentration wahrend der Analyse ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Eluenten Konzentration wihrend der HPLC-Analyse

Die Rhizosphérenlosungen wurden direkt, ohne vorherige Reinigung oder Konzentra-
tion injiziert. Als Detektoren dienten ein Leitfahigkeitsdetektor und ein UV-Detektor,
welcher die Aborption bei einer Wellenldnge von 205 nm ermittelte. Der Einsatz von
zweil Detektoren dient der Absicherung der Ionenidentitit. Wenn die Konzentrations-
berechnungen beider Detektoren iibereinstimmt, kann davon ausgegangen werden, daf3
der Peak durch das zur Kalibration verwendete Ion verursacht wird.

2.6 Gelfarbemethode

Zur Identifikation von Ort und Ausdehnung komplexbildender Wurzelausscheidungen,
sollten diese direkt sichtbar gemacht werden. Hierbei sollten nicht die Wurzeln selbst
gefarbt werden (vgl. POLLE ET AL., 1978) sondern das umgebende Substrat, in welchem
die Beeinflussung der Rhizosphére stattfindet. Als Substrat wurde Agarosegel gewdhlt,
da es pflanzenvertriglich und leicht zu handhaben ist. Dariiber hinaus weist Agarosegel
ausreichende optische Eigenschaften auf.
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Zur Herstellung der Gele wurde 1,0 % (w/v) Agarose durch Erhitzen in VE-Wasser
gelost. Die heifle Agaroselosung wurde zwischen zwei Glasplatten, welche in einem
Abstand von 1,0 mm fixiert waren abgekiihlt. Eine der Glasplatten war zuvor diinn mit
Agarose beschichtet und getrocknet worden. Das neue Gel haftete daher vollstindig auf
dieser Glasplatte, so konnte die andere entfernt werden ohne das Gel zu zerstoren. Eine
Inkubation fiir mindestens 72 h in einer 1 mM AICl; Lésung bei pH 4,3 dient dazu, den
pH-Wert und die Al-Konzentration im Gel einzustellen. Diese Prozedur ist notwendig,
da Agarose in einer Al-Losung bei pH 4.3 nicht erstarrt.

Sojabohnen wurden in der oben beschriebenen Keimapparatur angekeimt bis die
Wurzeln eine Lénge von etwa 8 cm hatten. Fiir die Versuche mufiten gesunde, gerade
Wurzeln ausgewihlt werden.

Nach der Vorkultur wurde einer der Filter entfernt, und ein Gel so unter die Wurzel
gelegt, daB3 die Spitze etwas in der Mitte des Gels zu liegen kam. Dieser Aufbau ist mit
Frischhaltefolie abgedeckt, durch Schaumstoffmatten fixiert und in eine vertikale
Position gebracht worden. Nach Ablauf einer Inkubationszeit von 2-16 h wurden die
Wurzeln entfernt, die Gele aus der Halterung genommen und bis zur Weiter-
verarbeitung vor Austrocknung geschiitzt.

Vor dem Firben mufiten die Gele kurz mit VE-Wasser gespiilt werden, um lose
anhaftende Al-Losung zu entfernen. Dann wurden die Gele bei Raumtemperatur fiir
5 min in einer Farbelosung aus 2 g/l Hematoxylin und 0,2 g/l NalO; (GILL ET AL., 1974)
unter leichtem Schiitteln inkubiert und anschlieBend fiir 3 min in VE-Wasser gespiilt.
Nach weiteren 5 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Dokumentation der
Farbreaktion mit einem Herolab Videosystem. Der Farbstoff Hematoxylin hat die
Eigenschaft in den ersten Minuten der Farbreaktion nur mit freiem AI** zu reagieren. Da
andere lonenformen und komplex gebundenes Al nur zeitlich verzogert zu einem
violetten Farbstoff umgesetzt werden, ist die Bindung von freiem AI’" durch Wurzel-
ausscheidungen als Authellung gegeniiber dem umgebenden Gel erkennbar.

2.7 Molekulargenetische Methoden

2.7.1 Isolierung genomischer Soja-DNA

Die Sorten wurden mindestens 14 Tage vor der DNA Isolation im Gewéchshaus
angekeimt. Im Normalfall erfolgte die Keimung in Komposterde bei einer Saattiefe von
mindestens 1 cm. Sorten mit schwacher Keimkraft wurden zwischen Filterpapier
vorgekeimt und nach einer Woche in Topfe gepflanzt. Sobald ausreichend Blattmaterial
vorhanden war, konnte je Sorte ca. 4 g frisch expandierte Blattfiedern gezupft und
kurzfristig bei 0 °C gelagert werden.

Die Isolation der genomischen Soja-DNA folgte weitgehend der CTAB-Methode nach
SAGHAI-MAROOF ET AL. (1984) mit Abwandlungen durch KEIM ET AL. (1988). Hierbei
wurde das Blattgewebe in fliissigem Stickstoff schockgefroren und fein gemdrsert, um
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die Zellstruktur zu zerstdren. Das Pulver wurde in tiefgerforenem Zustand in ein
Zentrifugenrohrchen (50 ml  Falconréhrchen) tberfiihrt, welches 20 ml eines
1,25 x CTAB Puffer enthielt. Das Pulver mufite sofort mit einer Vortexapparatur in dem
vorgewarmten Puffer suspendiert und bei 60 °C fiir 60 min inkubiert werden. Dabei
wird die DNA durch Bildung eines CTAB-DNA-Komplexes gelost und zugleich
stabilisiert. Es folgte ein Extraktionsschritt mit 20 ml Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1), durch 10 miniitiges Schiitteln in einem Uberkopfschiittler. Durch Zentrifugation
fiir 30 Minuten bei mindestens 3500 g und 15 °C konnte die organische Phase mit
denaturierten Proteinen und sonstigen Zellbestandteilen von der leichteren wissrigen
Phase abgetrennt werden. Die in der Oberphase geloste DNA wurde nun unter
Vermeidung von Scherkriften ein sauberes Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt. Die
enzymatischen Spaltung der noch enthaltenen RNA erfolgte durch Zugabe von 20 pl
Rnase A (10 mg/ml) und Inkubation der Losung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde die Chloroformextraktion wiederholt, und die wéssrige Phase in
ein neues Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Nach Zugabe von 2/3 Volumen —20 °C kaltem
Isopropanol konnte die DNA als watteartige, fadige Substanz aus der Losung gefillt
werden. Mit Hilfe eines sterilen Glashakens wurde der DNA Klumpen in ein neues
Gefall mit 10 ml 80 % Ethanol und 15 mM Amoniumacetat iiberfithrt und mindestens
20 Minuten inkubiert. Die DNA wurde jetzt in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 iiberfiihrt,
tiberschiissiges Ethanol abpippetiert und das restliche Ethanol in einem Vakuum-
konzentrator abgedampft. Die Riicklosung der DNA erfolgte in 300-700 pl TE-Puffer.

Nach vollstindiger Losung der DNA wurde jeweils ein Aliquot auf ein Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Hilfe dieser Testgele konnte sowohl
die Qualitat, als auch die Quantitit der DNA durch Vergleich mit einem
Lambda/Hind 111 DNA-Standard geschétzt werden. Die mit dieser Methode gewonnene
DNA-Mengen betrug zwischen 0,1 mg und 0,5 mg. Die DNA hatte eine ausreichende
Reinheit, um in RFLP, AFLP und RAPD Analysen eingesetzt zu werden.

2.7.2 RFLP-Analyse

Die RFLP (= Restriktions- Fragment- Léngen- Polymorphismus) Analyse mit den
Schritten, Restriktionsverdau, Gelelektrophorese, Southerntransfer, Sondenisolation,
Markierung und Hybridisierung, erfolgte in allen Schritten wie von HATZ (1997)
beschrieben. Die Sonden-DNA wurde als Plasmid in E. coli -Stimmen von der Firma
"Biogenetic Services Inc." bezogen. Die RFLP-Sonden wurden von KEIM ET AL. (1990)
entwickelt und kartiert. Die benutzten Sonden sind in Tabelle 12 dargestellt. Die
Auswahl der Sonden und zugehorigen Restriktionsenzyme erfolgte anhand der
"Soybase" Datenbank (SHOEMAKER ET AL., 2000).

2.7.3 AFLP-Analyse

Die AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) Methode wurde mit dem Ziel
entwickelt, die Verldsslichkeit der RFLP Technik mit der Leistungsfahigkeit PCR
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basierter Methoden zu verbinden. Die Methode basiert auf der selektiven
PCR-Amplifikation von Restriktionsfragmenten eines Komplettverdaus genomischer
DNA (ZABEAU UND VOs, 1992).

Die Durchfithrung der AFLP-Technik folgte weitgehend der von VOS ET AL. (1995)
beschriebenen Methode. Die AFLP-Methode erfordert die Durchfiihrung von drei
getrennten Reaktionschritten und die anschlieBende Auftrennung und Detektion der
DNA-Fragmente. Die Markierung der Fragmente erfolgte mit Fluoreszenzfarbstoffen.
Die Detektion wurde mit einem DNA-Sequenzierautomaten (ABI 377 Prism; Perkin
Elmer) durchgefiihrt.

Im ersten Schritt wird die genomische DNA geschnitten und zugleich werden
Oliginukleotide an die Schnittstellen ligiert. Diese Oligonukleotide werden als
Adaptoren bezeichnet und dienen spdter der Anlagerung der PCR-Primer. Im zweiten
Schritt  erfolgt eine PCR-Amplifikation mit selektiver Vermehrung von
DNA-Fragmenten mit einem spezifischen Nukleotid neben der Schnittstelle. Das
Produkt dieser PCR-Reaktion dient im dritten Schritt als Vorlage zur selektiven
Vermehrung von Fragmenten mit jeweils zwei zusitzlichen spezifischen Nukleotiden
neben der Schnittstelle. Die Sequenzen der Primer, Adaptoren und Schnittstellen sind
inTabelle 7. dargestellt.

Tabelle 7: Sequenz der Schnittstellen, Adaptoren und Primer
Enzym | Schnittstelle Adapter Primer
TAA-3’
Msel |5-T T-5 TACTCAGGACTCAT
3-AAT GAGTCCTGAGTAG CAG NN-C AAT GAGTCCTGAGTAG
AATTC-3’
EcoRIl |5-G G-5 AATTGGTACGCAGTC
3"-CTTAA CCATGCGTCAG ATGCTC |NN-A CTTAA CCATGCGTCAG

Restriktion und Ligation

Bei dieser Reaktion wird die genomische DNA des Testorganismus fiir die folgenden
PCR-Reaktionen vorbereitet, um eine effektive Amplifikation spezifischer Fragmente
zu ermoglichen. Zuerst wird die DNA mit Restriktionsendonukleasen fragmentiert. Bei
dieser Untersuchung wurden die Enzyme Eco RI und Msel eingesetzt. Durch das
hdaufig schneidende Enzym Msel entstehen FragmentgroBBen, welche effektiv
amplifiziert werden und sich gut in Polyacrylamid-Gelen auftrennen lassen. Durch den
zusdtzlichen Einsatz von Eco RI, einem selten schneidenden Enzym, entstehen < 10 %
Eco RI-Mse I geschnittene Fragment sowie sehr wenige Eco RI-Eco RI Fragmente.
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Da DNA-Fragmente unbekannter Sequenz vermehrt werden sollen, miissen Adaptoren
bekannter Sequenz an die Fragmente ligiert werden. Die Ligation kann im gleichen
Reaktionsgemisch wie die Restriktion erfolgen, da die Sequenz der Adaptoren von der
Erkennungssequenz der Enzyme abweicht und somit eine erneute Restriktion ausge-
schlossen ist. Dagegen werden Ligationen von Fragmenten untereinander bei dieser
Reaktion erneut geschnitten. Adaptor-Adaptor Ligationen sind dadurch verhindert, daf3
diese nicht phosphoryliert sind.

Als Ausgangssubstanz dienten 500 ng DNA in 5,5 pl TE-Puffer. Dies wurde mit einem
Gemisch aus 0,1 ul T4 DNA Ligase-Puffer, 0,1 ul NaCl (0,5 M), 0,05 ul BSA
(1mg/ml), 0,25 ul Eco RI (5 U), 0,25 ul Mse I (1 U), 0,126 ul T4 DNA Ligase (1 U),
0,124 pul bist. H,O sowie 1,0 ul T4 DNA Ligase-Puffer, 1,0 ul NaCl (0,5 M), 0,5 pl
BSA (Img/ml), 1,0 ul Mse I Adaptoren (AFLP-Ligation and Preselektive Amplification
Modul, Perkin Elmer) und 1,0 ul Eco RI Adaptoren (AFLP-Ligation and Preselektive
Amplification Modul, Perkin Elmer) gemischt und 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Das mit 189 pl TE-Puffer auf ein Endvolumen von 200 pl verdiinnte Reaktionsprodukt
stellte die Ausgangslosung fiir den nidchsten Reaktionsschritt dar.

Vorselektive Amplifikation

Ziel einer vorselektiven Amplifikation ist es, durch eine PCR-Reaktion, selektiv
DNA-Fragmente zu vermehren und diese gegeniiber allen {iibrigen Fragmenten
anzureichern. Die hierfiir eingesetzten Primer entsprechen der in Tabelle 7 dargestellten
Sequenz nach dem Trennstrich. Eine Selektion amplifizierter Restriktionsfragmente
erfolgt nach zwei Prinzipien. Es werden nur Fragmente mit zwei unterschiedlichen
Schnittstellen (Eco RI und Mse I) vermehrt und dariiberhinaus werden Fragmente mit
jeweils einer zusitzlichen spezifischen Base (Cytidin bei Msel und Adenosin bei
Eco RI) neben der Schnittstelle selektiv vermehrt.

In einem Reaktionsgemisch aus 4,0 pl Restriktion-Ligation Produkt, 12,1 pl bist. H,O,
2,0 ul 10 x PCR-Puffer mit MgCl, 0,1 ul Tag-Polymerase (0,5 U), 0,8 pl dNTP-Mix
(5mM) sowie 1,0 ul EcoRI und Msel Preselektiv-Primer (AFLP-Ligation and
Preselektive Amplification Module, Perkin Elmer) wurde eine PCR-Reaktion durchge-
fiihrt. Die Reaktion erfolgte in einem Perkin-Elmer PE-9600 Thermocyler mit den in
Tabelle 8 dargestellten Reaktionsbedingungen.
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Tabelle 8: Programm fiir vorselektive PCR-Amplifikation

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Anzahl der
Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer Zyklen
95 °C 2 min 1
94 °C 1 sek 56 °C 30 sek 72 °C 2 min 20
60 °C 30 min 1

Jeweils 10 pl Produkt aus dieser Reaktion wurde auf 200 pl mit TE-Puffer verdiinnt.
Dies stellte das Ausgangsprodukt fiir die abschlieende AFLP-Reaktion dar.

Selektive Amplifikation und Markierung

Im letzten Schritt wird die Zahl amplifizierter Fragmente auf etwa 50-100 reduziert, um
diese anschlieBend in der Elektrophorese getrennt auflésen zu kdnnen. Dies wird durch
den Einsatz von verschiedenen Primern mit jeweils zwei zusdtzlichen selektiven
Nukleotiden neben der Schnittstelle erreicht. In Tabelle 7 sind diese Nukleotide durch
»INN dargestellt. Nach diesem Prinzip konnen jeweils 16 Primer mit verschiedenen
selektiven Basen hergestellt werden. Durch die Kombination von jeweils zwei Primern
in der PCR-Reaktion, konnen daher bis zu 256 verschiede Fragmentgruppen selektiv
amplifiziert werden. Die Eco RI Primer sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert,
so dal3 jeweils ein Strang der PCR-Produkte detektiert werden kann.

Als Ausgangsmaterial fiir selektive Amplifikation dienten 3ul des Produktes der
vorselektiven PCR-Reaktion. 3,0 ul der Ausgangs-DNA, 12,1 ul bist. H,O, 2,0 pl
10 x PCR-Puffer mit MgCl, 0,1 pl Tag-Polymerase (0,5 U), 0,8 ul dNTP-Mix (SmM)
sowie 1,0 ul EcoRI- (1 uM) und 1,0 ul Mse I-Primer (5 uM) (AFLP Selektive
Amplification Start-Up Module, Perkin Elmer) wurden gemischt und einer
PCR-Reaktion unterzogen. Die Bedingungen fiir die PCR-Reaktion sind in Tabelle 9 zu
ersehen.
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Tabelle 9: Programm fiir selektive PCR-Amplifikation und Fragment

Markierung.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Anzahl der
Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer Zyklen
95 °C 2 min 1
94 °C lsek | 65->56°C  30sek 72 °C 2 min 9
94 °C 1 sek 56 °C 30 sek 72 °C 2 min 22
60 °C 30 min 1

Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der amplifizierten Fragmente erfolgte in einem
denaturierenden 5 % Polyacrylamid-Gel. Mit einem ABI 377 Prism Sequenziergerit
wurde ein 36 cm langes Gel einer vertikalen Elektrophorese in TBE-Puffer unterzogen.
Die Elektrophorese wurde bei 2500 V fiir 4 Stunden bei 50 °C durchgefiihrt. Jede Spur
wurde mit einem Gemisch aus drei Proben und einem internen Léngenstandard beladen.
Durch die Markierung mit unterschiedlichen Farbstoffen konnen die Proben und der
Léangenstandard einzeln detektiert werden. Die aufgetrennten Fragmente werden vom
Sequenziergerdit mit einem CCD-Sensor detektiert und die Daten elektronisch
gespeichert.

Auswertung

Im Datenanalyseprogramm Genescann konnen die erzeugten Elektropherogramme
beziliglich der Intensitit der Spuren nivelliert werden. Durch den in jeder Spur
mitlaufenden Lingenstandard kann die GroBBe der Fragmente auf ein Basenpaar genau
bestimmt werden. Auf diese Weise sind die Daten einer automatischen Analyse
zugédnglich, da vom Analyseprogramm Genpotyper Banden indivduell erkannt und
zwischen den Spuren verglichen werden kdnnen. Die vom Programm vorgeschlagenen
Polymorphismen wurden anhand der Elektropherogramme iiberpriift. Aufgrund der
hohen Anzahl von Banden sind bei der AFLP-Analyse Banden verschiedener Grof3e
nicht als Allele eines Locus erkennbar. Daher wird primdr jede Bande als ein Locus
aufgefalit. Somit sind an jedem Locus nur ein Allel und das Nullallel méglich. Diese
Informationen konnten EDV-gestiitzt in eine bindre Martix umgesetzt werden, welche
die Grundlage fiir alle weiteren Berechnungen darstellte.

2.7.4 RAPD-Analyse

Die RAPD-Reaktion (= Random Amplified Polymorphic DNA) wurde in 20 pl
Reaktionsvolumen in einem Hybaid Omnigene Thermocyler durchgefiihrt. Das
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Reaktionsgemisch bestand aus, 4,0 ul der Ausgangs-DNA, 11.04 pul HyOpigest, 2,0 pnl
10 x PCR-Puffer mit MgCl,, 0,16 ul Tag-Polymerase (5 U/ul), 0,8 ul dNTP-Mix
(10 uM) und 2 pl Primer (2 uM). Die Reagenzien wurden gemischt, kurz abzentri-
fugiert und mit 2 Tropfen Mineraldl iiberschichtet. Das Reaktionsprogramm ist in
Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10:  Programm fiir PCR-Amplifikation von RAPD Fragmenten.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Anzahl der
Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer Zyklen
95 °C 3 min 1
94 °C 10 sek 36 °C 20 sek 72 °C 30 sec 40
72 °C 15 min 1
30 °C 30 min 1

Die Reaktionsprodukte wurden in 1%-Agarose-TAE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
und mit einem CCD-Kamera-System (Herolab, Wiesloch) dokumentiert. Als Lingen-
standard diente eine Hind III Verdau des Lambda Phagen. Auf den ausgedruckten
Bilddaten wurden polymorphe Bandenmuster visuell ausgewertet und in eine binére
Martix iibertragen. Jede FragmentgrdBe lieferte ein Allel und das Nullallel.

2.8 Datananalyse

Distanzberechnung

Fiir die Berechnung genetischer Distanzen aus bindren Datensdtzen stehen verschiedene
Formeln zur Verfiigung. Diese Formeln basieren auf Kontingenztafeln, in welchen die
Ubereinstimmungen und Unterschiede zwischen zwei Objekten zusammengefaBt
werden (s. Tabelle 11). Dabei stellen Noy die Anzahl der in beiden Sorten fehlenden
Banden, Ny; die Anzahl der in Sorte A fehlenden und in Sorte B vorhandenen Banden,
Nio die Anzahl der in Sorte A vorhandenen und in Sorte B fehlenden Banden und Ny
die Anzahl der in beiden Sorten vorhanden Banden dar. Die Berechnung der Distanz-
koeffizienten basiert auf diesen vier Haufigkeiten.
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Tabelle 11:  Kontingenztafel

Beobachtung bei Sorte B
0 1
Beobachtung 0 Noo Noi
bei Sorte A | Nig Ny

Soll die Distanz zwischen mehreren Objekten berechnet werden, ist es vorteilhaft je
eine Kontingenzmatrix fiir die Haufigkeiten Nyo bis N;; zu erzeugen (s. Abbildung 7).
Die Matrizen konnen mit der gewéhlten Distanzformel zur Distanzmatrix verrechnet
werden. In dieser Arbeit wurde der Distanzkoeffizient nach DICE (1945) als Distanzmal3
gewdhlt. Wie in Formel 1 zu erkennen ist, wird bei der Berechnung dieses Distanz-
koeffizienten die Anzahl der in beiden Sorten fehlenden Banden Ny nicht einbezogen.
Damit wird beriicksichtigt, dal ein Bandenmuster, welches in zwei Sorten fehlt, keine
Aussagekraft iiber die Ahnlichkeit der Sorten hat. Dies wird leicht verstéindlich durch
die Vorstellung, daf3 fiir jedes Objektpaar beliebig viele Eigenschaften denkbar sind,
welche beide nicht haben. Durch den AusschluB der negativen Ubereinstimmungen
verschiebt sich das Verhiltnis zwischen Ubereinstimmungen und Unterschieden in
Richtung der Unterschiede. Um dies auszugleichen, werden positive Uberein-
stimmungen doppelt gewichtet.

Formel 1: Distanzkoeffizient nach DICE (1945)

D=1-2 N11/ (2N11+ N01+ Nl())

Bei dieser Berechnungsmethode darf keiner Bande eines Markers der Wert "0"
zugewiesen werden. Daher muf3 bei kodominanten Markern jedes Allel als eigene
Datenreihe behandelt werden (s. 2.7.2).

Alle Analysen wurden mit SPSS (SPSS, 1999; SPSS, 2000) durchgefiihrt. Da dieses
Programm bei der meniigesteuerten Distanzberechnung fehlende Werte nicht
verarbeiten kann, mufliten die Distanzkoeffizienten iliber Martixbefehle errechnet
werden.

Die Distanzmatrix dient als Basis fiir die Clusteranalyse und Multidimensionale-
Skalierung (= MDS) (s. Abbildung 7). Beiden Methoden machen die Informationen der
Distanzmatrix einer Interpretation zugénglich und ergénzen sich dabei gegenseitig.

Die Distanzen von N Objekten einer Distanzmatrix konnen nur in einem
(N-1)-dimensionalen Raum fehlerfrei dargestellt werden. Fiir die {iibersichtliche
grafische Darstellung der Distanzmatrix muf3 daher eine Dimensionsreduktion durch
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eine MDS erfolgen. Als Ergebnis dieser Analyse konnen die Genotypen in zwei-
dimensionalen Streudiagrammen dargestellt werden. Diese Karten ermdglichen eine
visuelle Beurteilung der Beziehungen und Gruppierung der Sorten. Das Auge ist
hervorragend geeignet, Stukturen und Gruppen zu identifizieren, wenn die Daten
entsprechend aufbereitet sind. Dabei gewonnene Informationen kdnnen bei der Inter-
pretation der Clusteranalyse genutzt werden. Umgekehrt konnen Ergebnisse der
Clusteranalyse genutzt werden, um die Beurteilung der Streudiagramme zu erleichtern,
indem die Punkte entsprechend der Clusterzugehorigkeit kodiert werden
(s. Abbildung 11).

Die Ergebnisse einer hierarchischen Clusteranalyse konnen in zwei Grafiken dargestellt
werden. Das Dendrogramm zeigt eine Ubersicht iiber die Reihenfolge der Cluster-
fusionen, sowie die Gruppierung der Sorten in den jeweiligen Fusionsebenen. Die
genetische Distanz zwischen zwei Sorten kann aus einem Dendrogramm nicht
abgeleitet werden. Das Fusionsebenen-Diagramm liefert Informationen iiber die
Distanzkoeffizienten der Clusterfusion, sowie die Differenz zwischen den Distanz-
koeffizienten zweier aufeinander folgenden Clusterfusionen. Daraus konnen
Riickschliisse iiber die Clusterstabilitidt, und damit Eignung bestimmter Partitionen
gezogen werden. Die Information des Fusionsebenen-Diagramms ist im allgemeinen
bereits im Dandrogramm enthalten, wird hier jedoch weniger deutlich.

In dieser Arbeit wurden Clusteranalysen nach den Fusionierungsmethoden von Ward
und UPGMA (= unweighted pair group method with arithmetic average) durchgefiihrt
(BACKHAUS ET AL., 1996).

Fiir eine abschlieBende Beurteilung struktureller Beziehungen zwischen Sorten und
Gruppen kdnnen noch externe Informationen herangezogen werden, welche nicht in der
Distanzberechnung genutzt wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Diversitatsanalysen

Fiir eine genetische Kartierung und Korrelation der Al-Toleranz zu molekularen
Markern, mul} eine spaltende Population entwickelt werden. Zur gezielten Wahl der
Kreuzungseltern, ist die Schiatzung genetischer Distanzen innerhalb des untersuchten
Sortenspektrums sehr hilfreich. Neben der Auswahl von Eltern mit moglichst stark
kontrastierenden Phéinotypen, ist die Verfiigbarkeit einer ausreichenden Zahl von
polymorphen Markern entscheidend fiir den Erfolg eines Kartierungsversuchs.

Mit Hilfe der geschitzten genetischen Distanzen konnen die Genotypen zu
verschiedenen Verwandtschaftsgruppen oder "Genpools" zugeordnet werden. Durch
Selektion toleranter Eltern aus verschiedenen Gruppen, kann in der Ziichtung die
Wabhrscheinlichkeit fiir die Kombination verschiedener Toleranzmechanismen erhoht
werden. Weiterhin besteht die Chance, Gruppen von Genotypen zu identifizieren, in
welchen bestimmte Toleranzeigenschaften gehduft vorkommen. Diese konnten
wertvolles Ausgangsmaterial fiir die weitere Ziichtung liefern.

Stammbaumdaten fiir das untersuchte Sortenspektrum stehen nur in geringem Umfang
zu Verfiigung. Aullerdem sind diese oft nicht zuverldssig. Die Charakterisierung der
Sorten mit molekularen Markern bietet eine gute Mdoglichkeit, trotz fehlender Stamm-
baumdaten, die Diversitit der Genotypen zu untersuchen. Molekulare Marker bieten
den Vorteil, genetische Distanzen ohne Beeinflussung der Umwelt direkt auf der Ebene
des Genoms zu bestimmen. Dies ist besonders wichtig, wenn Sorten mit vollig
unterschiedlichen Klimaanspriichen untersucht werden. Hier wiirde selbst die Erhebung
phinotypischer Daten, unter einheitlichen Umweltbedingungen, stark verzerrte
Ergebnisse liefern. Die Ergebnisse der Diversitdtsanalyse mit molekularen Markern,
konnen direkt zur Selektion geeigneter Marker fiir eine Kartierung genutzt werden.

3.1.1 Analyse molekularer Marker

Bei der molekularen Analyse von 45 Sojagenotypen wurden AFLP, RAPD, und RFLP
Marker genutzt. Es wurden 16 AFLP-Primer Kombinationen, 13 RAPD Primer und 13
RFLP Sonden eingesetzt. In Tabelle 12 sind die Marker und die jeweils erzielte Anzahl
an polymorphen Fragmenten dargestellt.

Aufgrund der hohen Anzahl polymorpher Fragmente je Primerkombination, ist die
AFLP-Technik, im Hinblick auf die Gesamtzahl polymorpher Fragmente stark
dominierend.
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Tabelle 12:  Benutzte molekulare Marker und Anzahl polymorpher Fragmente

AFLP RAPD RFLP
selektive
Basen polymorphe polymorphe polymorphe
EcoRlI Msel| Fragmente | Primer Fragmente | Sonde  Fragmente

AGG CTT 8 R180/5 2 A199 7
AGT CTT 14 R270/1 2 A023 3
AAC CTT 25 R270/3 3 A374 2
AAG CTT 28 R271/0 1 A102 2
AAT CTT 31 R280/1 2 A378 5
AGT CCT 18 R280/2 2 A112 2
AAC CCT 12 R280/3 1 B166 2
AGC CTC 18 R280/4 2 B039 2
AGG CTC 21 R380/1 2 K002 2
ACT CCA 11 R380/3 1 K069 2
AAC CCA 23 R460/4 1 K300 3
AAA CCA 13 R480/5 1 K003 2
AGA CCA 22 R180/9 2 K411 2

AAT CGC 6

ACC CGC 2

AGG CGC 13
Min.: 2 Min.: 1 Min.: 2
Max.: 31 Max.: 3 Max.: 7
Mittel: 16.6 Mittel: 1.7 Mittel: 2.8
Gesamt: 265 Gesamt: 22 Gesamt: 36

Die eingesetzten RAPD-Primer lieBen im Mittel nur die Auswertung von 1.7
polymorphen Fragmenten zu. Dieser Wert liegt deutlich unter den erfahrungsgeméif mit
dieser Methode erziehlbaren Werten. Durch eine Optimierung des Laborprotokolls
sollte es moglich sein, zumindest die doppelte Mengen an Polymorphismen
auszuwerten. In dieser Untersuchung wurde aber Wert darauf gelegt, nur absolut
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zweifelsfreie Fragmente zu bewerten, da beim Vergleich der Sorten keine Referenz in
Form von Kreuzungseltern vorliegt.

Im Gegensatz zur RAPD-Technik scheinen die RFLP-Sonden ungewdhnlich viele
polymorphe Fragmente zu erzeugen. Dies liegt jedoch an der hier gewéhlten Methode
der Auswertung (s.2.7.2), welche jedes Allel getrennt bewertet.

Insgesamt wurden 323 polymorphe Fragmente in die Berechnung der genetischen
Distanzen einbezogen. Bei einer Genomgrof3e der Sojabohne von ca. 3400 cM (KEIM ET
AL., 1997) entspricht das einer mittleren Markerdistanz von weniger als 10.5 cM. Man
kann also davon ausgehen, dafl das Genom gut abgedeckt wurde. Auch das Verhiltnis
von 45 zu charakterisierenden Sorten zu 323 Variablen, 148t sehr verlaliche Ergebnisse
erwarten.

3.1.1.1 Berechnung genetischer Distanzen

Die polymorphen Bandenmuster wurden in eine Bindrmatrix iibertragen, welche zur
Berechnung der genetischen Distanzen zwischen allen Sorten genutzt wurde. Die
resultierende Distanzmatrix ist in Tabelle 30 dargestellt.

Tabelle 13:  Zusammenfassung der Distanzmatrix
Distanzkoeffizient Sortenkombination
Mittelwert 0.297
Maximum 0.407 Norchief - B3911
Minimum 0.020 Perry - Kent

Wie Tabelle 13 zu entnehmen ist, liegt die durchschnittliche genetische Distanz
zwischen allen Sorten bei 0.297. Dieser Wert ist spezifisch fiir diese Untersuchung und
abhingig von der Zahl der untersuchten Objekte und Variablen. Er sollte daher nur als
Vergleichswert innerhalb dieser Distanzmatrix dienen. Die maximale Distanz tritt
zwischen 'Norchief' und 'B3911', einer nordamerikanischen Sorte bzw. indonesischen
Genbanklinie auf. Der Distanzkoeffizient von 0.407 entspricht 136 Unterschieden bei
323 Beobachtungen. Die geringste Distanz liegt zwischen den zwei nordamerikanischen
Sorten 'Perry' und 'Kent', welche sich nur in 8 Bandenmustern unterscheiden. Dieser
Wert liegt deutlich unter dem, der Genotypen 'Wilis' und 'Wilis2'. Obwohl diese beiden
Genotypen unter dem gleichen Sortennamen im Umlauf sind, unterscheiden sie sich in
29 Mustern und weisen einen Distanzkoeffizienten von 0.097 auf. Dies ist ein typisches
Beispiel dafiir, dal Informationen iiber Sorten, und damit Stammbaumen, nicht immer
zuverldssig sind. Dies gilt besonders fiir Material, welches nicht aus Genbanken
entnommen wird.
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3.1.2 Multidimensionale Skalierung

Fiir eine ibersichtliche grafische Darstellung der Distanzen, in Form von zwei-
dimensionalen Streudiagrammen muf} eine Dimensionsreduktion durchgefiihrt werden.
Dies kann durch eine Faktoranalyse, oder eine Multidimensionale-Skalierung (MDS)
erfolgen.

Die Faktoranalyse geht von der Annahme aus, dal mehrere Variablen durch einen
gemeinsamen Faktor bedingt sind. Bei der Analyse von molekularen Markern, in
zufilligen Populationen, wird jedoch davon ausgegangen, dal3 die Marker unabhingig
spalten. Selbst wenn Korrelationen zwischen Markern auftreten, ist es wenig sinnvoll
diese zu Faktoren zusammenzufassen, da diese, ohne weitere Informationen keiner
Interpretation zugénglich sind. Dariiber hinaus benétigt die Faktoranalyse metrische
oder ordinale Variablen fiir die Berechnung. In der urspriinglichen Datenmatrix liegen
aber binir nominale Daten vor, welche nicht direkt verrechnet werden konnen. Eine
Berechnung basierend auf einer abgeleiteten Distanzmatrix ist zwar moglich, aber mit
dem Grundgedanken einer Faktoranalyse nicht vereinbar.

Aus diesen Griinden wurde die Methode der Multidimensionalen-Skalierung an Stelle
einer Faktoranalyse angewandt. Diese Methode reduziert die Anzahl der Dimensionen
mit dem Ziel, die urspriinglichen Distanzen der Sorten moglichst fehlerfrei darzustellen.
Bei der Beurteilung der Ergebnisse muf3 jedoch bedacht werden, da3 es bei jeder Art
von Projektion zwangslaufig zu Verzerrungen kommt. Die Distanz zweier Sorten kann
also nicht mit Sicherheit aus Abbildung 8 abgelesen werden. Ein gutes Beispiel hierfiir
liefern die beiden Genotypen Norchief' und 'B3911'. Obwohl sie die groBite genetische
Distanz aufweisen (s. Tabelle 13), liegen einige Sorten in der zweidimensionalen Karte
weiter von 'Norchief' entfernt als 'B3911".

Tabelle 14:  StreB3-Werte und Fehlerquadrate bei Skalierung und 2-4

Dimensionen
Dimensionen 2 3 4
Stref3 0.24 0.16 0.13
RSQ 0.70 0.80 0.84

Die Giite der Darstellung kann anhand des Stref-Wertes und der Summe der
quadratischen Abweichung (= RSQ) abgeschétzt werden (s. Tabelle 14). Ein Stre3-Wert
iiber 0.2 wird als geringe, ein Wert unter 0.2 als ausreichende Anpassungsgiite
betrachtet (BACKHAUS ET AL., 1996). Der RSQ-Wert kann direkt als Anteil der Gesamt-
varianz interpretiert werden, welcher durch die vorgegebenen Dimensionen wieder-
gegeben wird. Tabelle 14 zeigt eine geringe Anpassung und 70 % erkldrte Varianz in
der zweidimensionalen Losung. Die drei- und vierdimensionalen Losungen bieten eine
ausreichende Anpassung und erkldren 80 bzw. 84 % der Varianz. In der weiteren
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Darstellung und Interpretation der Ergebnisse wird die dreidimensionale Losung
gewihlt, da gegeniiber der zweidimensionalen Losung, eine deutliche Verbesserung der
Anpassung erreicht wird. Die geringe Verbesserung der Beurteilungsmalle in der
vierdimensionalen Losung, rechtfertigen nicht die Nachteile in Darstellung und
rdumlichem Versténdnis eines vierdimensionalen Raums.
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Abbildung 8: Position der Sorten in den ersten beiden Dimensionen einer
dreidimensionalen Skalierung der genetischen Distanzen.

In Abbildung 8 ist die Position der Sorten in den ersten beiden Dimensionen der
dreidimensionalen Losung dargestellt. In dieser Darstellung ist erkennbar, daB3 die
Sortenverteilung einen Bezug zur jeweiligen Herkunft aufweist. Sorten, welche negative
Werte in der 1. Dimension aufweisen, stammen, mit Ausnahme der Sorten 'Biloxi' und
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'Missoy', aus Indonesien oder Nigeria. Im Quadranten mit negativen Werten in der
1. Dimension und positiven Werten in der 2.Dimension sind ausschlieBlich
indonesische Sorten zu finden. In der oberen Hélfte der Darstellung sind Sorten aus
Brasilien, Europa und den USA, sowie Genbankakzessionen zu finden. Die weitere
Aufteilung dieser Gruppen ist weniger deutlich als im Fall der indonesischen Gruppe.
Dennoch trennt die 2. Dimension zumindest die brasilianischen Sorten 'Savanna',
'Doko RC', 'TAC 17", TAC9' und 'Cristalina’ mit negativen Werten von den
europdischen Sorten 'Kalmit', 'Dorado', 'Jutro', 'Goldor', '"Labrador' und 'Picador' mit
positiven Werten. Die US-amerikanischen Sorten und Genbankakzessionen sind
zwischen den beiden letztgenannten Gruppen mit einer stiarkeren Verteilung zu finden.

3.1.3 Hierarchische Clusteranalysen

Um die in 3.1.2, aufgrund visueller Einteilung der Sortengruppen, vermutete Beziehung
zwischen genetischer Ahnlichkeit und Herkunft der Sorten genauer analysieren zu
konnen, wurde eine Clusteranalyse durchgefiihrt. Da eine klare Entscheidung fiir eine
bestimmte Clustermethode problematisch ist, wurde neben der am héufigsten
verwendeten "Avarage-Linkage"- (= UPGMA: unweighted pair group method with
arithmetic average) auch die "Minimalvarianz"-Methode nach Ward durchgefiihrt.
Diese Vorgehensweise ist im Rahmen einer explorativen Datenanalyse sinnvoll, da
beide Methoden unterschiedliche Gruppierungstendenzen haben.

3.1.3.1 Average-Linkage Methode

Die Clusterbildung mit der Average-Linkage Methode hat die Tendenz, Gruppen
deutlich verschiedener Grofe zu bilden und vereinzelte Punkte spit einzugliedern.
Diese Tatsache kann dazu genutzt werden, isoliert liegende Punkte zu identifizieren.
Andererseits fiihrt die Bildung inhomogener ClustergroBen zu schwer interpretierbaren
Gruppen.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse einer hierarchischen Clustergruppierung im
Dendrogramm, muf} streng genommen, jede Losungsebene isoliert betrachtet werden.
Nur Gruppen, welche durch einen vertikalen Schnitt durch das Dendrogramm von
einander getrennt werden, diirfen miteinander verglichen werden. In Abbildung 9 sind
zwei dieser Losungsebenen mit 4 bzw. 10 resultierenden Clustern dargestellt.

Bei der Clusteranalyse wird von der Annahme ausgegangen, dafl die untersuchten
Sorten bestimmten Gruppen mit dhnlichen Eigenschaften, oder naher Verwandschaft
angehoren. Ziel der Clusteranalyse ist die Identifikation der zugrundeliegenden
Gruppen. Daher stellt sich nach einer hierarchischen Clusterlosung das Problem, welche
Fusionsebene die zugrundeliegenden Gruppen wiedergibt. Ein Hinweis auf eine
"natiirliche" Gruppierung ist die Stabilitdt der Cluster. Ist ein starker Anstieg des
Distanzkoeffizienten von einer Fusionsebene zur nichsten zu beobachten, kann davon
ausgegangen werden, daf3 diese Losung Cluster von besonderer Stabilitit liefert.
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In Abbildung 9 ist dieses Stabilitdtskriterium im Fusionsebenen-Diagramm im oberen
Bereich der Grafik dargestellt. Stabilititsplateaus sind hier als breite Balken erkennbar,
insbesondere wenn diese von kiirzeren Balken eingerahmt sind. Ein typisches Beispiel
ist die Fusionsebene mit 28 resultierenden Clustern. Hier wird ein besonders breiter
Balken von deutlich kiirzeren eingerahmt, bzw. die Differenz der Distanzkoeffizienten
zweier Fusionsebenen (= Breite der Balken) erreicht ein lokales Maximum. Obwohl
eine 28 Cluster-Partition bei nur 45 Objekten grundsétzlich keine sinnvolle Inter-
pretationsmoglichkeit erwarten 148t, soll kurz auf diese Losung eingegangen werden.

Die Mehrzahl der Cluster bei dieser Losung enthalten nur 1-3 Sorten und sind somit als
Gruppen nicht interpretierbar. Es verbleibt nur ein groBer Cluster, welcher
ausschlieBlich von Sorten indonesischer Herkunft gebildet wird. Offensichtlich weist
diese Gruppe eine wesentlich geringere genetische Diversitdt auf, als alle iibrigen
Sorten. Diese Sortengruppe setzt sich auch in Abbildung 8 rechts unten deutlich von
den iibrigen Sorten ab.

Bei Cluster-Partitionen mit wenigen Clustern, sind kaum deutliche Stabilititsplateaus zu
erkennen. Losungen mit 4 bzw. 10 Clustern weisen leicht erhdhte Stabilitdt auf und
sollen im weiteren kurz erldutert werden. In der 4 Cluster-Partition werden zwei grofie
Gruppen gebildet, sowie zwei Sorten isoliert. Wie bereits erwidhnt, werden bei der
Gruppierung nach dem Avarage-Linkage Verfahren isolierte Objekte sehr spét einge-
gliedert und sind daher leicht identifizierbar. Die Sorten 'TAC-9' und 'Dorado’
unterscheiden sich offensichtlich relativ stark von allen iibrigen Gruppen und kénnen
daher als Ausreifler betrachtet werden. Beide Sorten sind in Abbildung 8 am Rande des
gesamten Spektrums zu finden. Die beiden groBen Cluster sind durch deutlich
unterschiedliche Verteilung der Sortenherkiinfte gekennzeichnet. Wéhrend im unteren
Cluster alle Sorten aus Nigeria und Indonesien vereint sind, ist der {iberwiegende Teil
der europdischen, brasilianischen und US-amerikanischen Sorten, sowie die Genbank-
akzessionen im oberen Cluster vertreten. Diese zwei Gruppen spiegeln direkt die
Trennung an der Nullachse der 1. Dimension in Abbildung 8 wieder. Die Gruppen der
10 Cluster-Partition sind in Abbildung 9 durch graue Schattierung hervorgehoben. Bei
dieser Losung werden zusitzlich die Sorten 'Malabar' und 'Missoy' isoliert, und
kommen damit als AuBBenseiter in Frage. Von den Sorten US-amerikanischer Herkunft,
weist neben der Sorte 'Missoy', nur die Sorte 'Biloxi' einen negativen Wert in der
1. Dimension der multidimensionalen Skalierung auf (s. Abbildung 8). Neben drei
weiteren kleinen Gruppen sind drei groBe Cluster erkennbar. Der unterste wird
ausschlielich von nigerianischen und indonesischen Sorten gebildet. Die im oberen
Bereich liegenden Cluster bestehen aus europdischen und US-amerikanischen, bzw.
brasilianischen und US-amerikanischen Genotypen.

Insgesamt bietet die Average-Linkage Methode in diesem Fall eine wenig befriedigende
Gruppenbildung, da entweder die Stabilitit der Cluster gering ist, oder zu viele Cluster
gebildet werden. Ein weiters Problem dieser Clustermethode liegt darin begriindet, daf3
in der 15., 30. und 37. Fusionierungsebene kein Zuwachs des Distanzkoeffizienten
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auftritt. Dies bedeutet, dal in diesen Ebenen zwei verschiedene Clusterfusionen
gleichzeitig erfolgen miifiten. Da dies in der hierarchischen Clusteranalyse nicht
vorgesehen ist, kann es hier zu Zufallsentscheidungen kommen, welche das weitere
Verfahren beeinflussen und somit in Frage stellen. Deshalb wird eine weitere Cluster-
analyse nach der Minimal-Varianz Methode durchgefiihrt, um homogene Gruppen zu
identifizieren. Der besondere Wert des oben dargestellten Verfahrens liegt jedoch in der
Identifikation von Objekten, welche sich nur schwer in andere Gruppen eingliedern
lassen. Dies ist mit der Isolierung der Sorten TAC-9', 'Dorado', 'Missoy' und 'Malabar'
eindeutig gelungen. Weitere Genotypen, welche einer vorsichtigen Interpretation
bediirfen sind 'Doko RC' 'Biloxi', "Tambora', 'P1159322' und 'P1381674".
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3.1.3.2 Minimal-Varianz Methode

Wie bereits erwihnt, hat diese Methode zur Clusterbildung die Tendenz, Gruppen
einheitlicher Grofe zu bilden und dabei auch AufBlenseiter einzubinden. Gelegentlich
wird daher vorgeschlagen, mogliche Aullenseiter von einer Analyse mit dieser Methode
auszuschlieBen. Dies wurde hier nicht durchgefiihrt, da fiir bessere Vergleichbarkeit,
Wert auf eine einheitliche Datengrundlage gelegt wurde. Wie im Balkendiagramm im
oberen Bereich der Abbildung 10 zu erkennen ist, nimmt der Distanzkoeffizient bei den
letzten beiden Fusionsebenen stark zu, und weist damit auf Losungsmoglichkeiten hin.
Beide Fusionsschritte stellen jedoch keine lokalen Stabilitdtsmaxima dar und sind daher
keine optimalen Losungen. Als wesentlich elegantere Losung zeigt sich dagegen die
6 Cluster-Partition mit einem deutlich erkennbaren Stabilitdtsplateau. AufBerdem
enthalten alle Gruppen geniigend Sorten fiir eine sinnvolle Interpretation. Daher wird im
folgenden diese Partition néher betrachtet.

Die resultierenden Cluster enthalten zwischen 4 und 11 Sorten. Der GroBte wird
ausschlieflich von indonesischen Sorten gebildet. Diese Gruppe bleibt bis zum letzten
Fusionsschritt unverindert erhalten, was darauf hinweist, dal3 sie sich von den {ibrigen
Sorten deutlich unterscheidet und eine hohe Stabilitdt aufweist. In Abbildung 8 nimmt
diese Gruppe alleine den unteren rechten Quadranten ein.

Alle weiteren Cluster werden von Genotypen verschiedener Herkunft gebildet. Dennoch
ist eine Ordnung der Sorten nach Herkunft erkennbar. Alle brasilianischen Sorten sind
in Cluster 4, alle nigerianischen Sorten in Cluster 5 zu finden. Alle Genbankakzessionen
sind ebenfalls in einem Cluster vereinigt, welcher von diesen dominiert wird. Eine
stirkere Aufspaltung zeigen die europdischen und US-amerikanischen Sorten. Die
europdischen Sorten sind in den Clustern 1, 2 und 3 zu finden, wobei Cluster 1
dominiert wird. Die Sorte 'Dorado’, welche sich in einer Gruppe mit den Genbank-
akzessionen befindet, wurde bereits in 3.1.3.1 als AuBenseiter identifiziert. Ihre
Gruppierung muf3 daher als unsicher betrachtet werden. US-amerikanische Sorten sind
in fiinf verschiedenen Clustern zu finden und weisen damit die groBte Variabilitét auf.
Die US-amerikanischen Sorten konnen jedoch anhand der Reifegruppe in zwei
Herkiinfte getrennt werden. Die Sorten mit einer Reifegruppe von IV oder darunter,
bilden die Herkunft der "ndrdlichen USA", die spitreifen Sorten mit Reifegruppen iiber
IV bilden die Herkunft der "siidlichen USA". Nach dieser Trennung ist auch die
Verteilung der amerikanischen Sorten besser interpretierbar. Sorten aus den ndrdlichen
USA befinden sich iiberwiegend in Cluster 2. Die Sorte 'Maple Arrow' wurde zu
Cluster 1, die Sorte 'Jogun' in Cluster 3 gruppiert. Drei Sorten aus den siidlichen USA
bilden gemeinsam mit den brasilianischen Genotypen den Cluster 4. Die Sorten 'Missoy'
und 'Biloxi' wurden zu Cluster 5 gruppiert, welcher von nigerianischen Genotypen
dominiert wird. Zusétzlich enthélt dieser zwei indonesische Sorten. Alle vier nicht
nigerianischen Sorten in diesem Cluster, wurden in der Average-Linkage Methode als
mogliche Auflenseiter identifiziert, daher ist ihre Gruppenzuordnung etwas unsicher.
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Obwohl die Dendrogramme aus beiden Clusteranalyse-Methoden auf den ersten Blick
sehr unterschiedlich erscheinen, sind Gruppierungen weitgehend iibereinstimmend. Der
oberste Cluster in Abbildung 9 korrespondiert direkt mit den Clustern 1 und 2 in
Abbildung 10. Den einzigen Unterschied bilden die beiden Sorten 'Perry' und 'Kent',
welche in Abbildung 9 im zweiten Cluster von oben zu finden sind. Dieser
unterscheidet sich wiederum nur in den erwdhnten Sorten von Cluster 4 der Minimal-
Varianz Methode. In beiden Clustermethoden wird eine sehr stabile und homogene
Gruppe indonesischer Sorten gebildet. In der 10 Cluster-Partition in Abbildung 9 ist
diese Gruppe bereits mit nigerianischen Sorten zu einer Gruppe vereint. Die
nigerianischen Sorten scheinen also in der Zuordnung weniger stabil zu sein. Wahrend
sie nach der Avarage-Linkage Methode mit den indonsischen Genotypen vereint sind,
tendieren sie nach dem Minimal-Varianz Verfahren eher zu den siidamerikanischen
Sorten. Die Betrachtung von Abbildung 8 zeigt, dal beide Losungen sinnvoll sind, da
diese Sorten etwa zwischen den indonesischen und den brasilianischen Sortengruppen
zu finden sind. Die Genbanknummern von Cluster 3 sind in der Average-Linkage
Methode in zwei Cluster aufgeteilt, aber immer noch erstaunlich homogen.
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Abbildung 11: Darstellung der 6 Cluster-Partition der Minimal-Varianz Methode
im dreidimensionalen Raum der multidimensionalen Skalierung

Die Giite einer Clusterlosung kann leicht beurteilt werden, indem die Clusterzuordnung
in einer multidimensionalen Karte dargestellt wird. In Abbildung 11 ist die Verteilung
der Sorten im dreidimensionalen Raum der Skalierung aus 3.1.2 dargestellt. Die Sorten
wurden entsprechend ihrer Clusterzugehorigkeit markiert. Im linken Teil der Grafik ist
die senkrechte Projektion auf die ersten beiden Dimensionen dargestellt (entspricht
Abbildung 8). Eine diagonale Linie, welche in der 3. Dimension eine Ebene senkrecht
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zur Papierebene aufspannt, trennt die ersten drei Cluster von den Clustern 4, 5 und 6.
Diese drei Cluster konnen durch zwei weitere Flachen von einander isoliert werden. Die
Cluster 1-3 konnen in den ersten beiden Dimensionen nicht von einander getrennt
werden. Der Wert der 3. Dimension wird im rechten Teil der Grafik deutlich. Hier ist
eine 45° Projektion der Dimensionen eins und zwei dargestellt. Diese Projektion 1a63t
sich leicht vorstellen, indem man in Gedanken, die linke Grafik zuerst um 45° um den
Ursprung dreht, und anschlieBend um 90° nach hinten kippt. Die zuerst eingefiihrte
Trennebene kann wiederum als Linie dargestellt werden, da sie senkrecht zur Papier-
ebene steht. Jetzt lassen sich die Cluster 1-3 leicht durch zwei weitere Linien (Flachen)
von einander trennen. Die Cluster 4-6 iiberlagern sich in dieser Projektion. Die
3. Dimension ist also notig, um die Cluster vollstidndig differenzieren zu konnen. Mit
einer Ebene und vier Flichen, welche sich alle etwa im Nullpunkt der drei Dimensionen
beriihren, konnen die Cluster fehlerfrei getrennt werden.

Bis auf Cluster 5, zeigen alle Cluster in den drei Dimensionen relativ geringe Streuung,
bilden also homogene Gruppen. Fiir Cluster 5 gilt dies jedoch nur fiir die ersten beiden
Dimensionen. In der 3. Dimension ist eine sehr starke Streuung zu erkennen. Daher
weist Cluster 5 auch die groBten durchschnittlichen Distanzen innerhalb der Gruppe auf
(s. Tabelle 15). Die geringsten Distanzen innerhalb der Gruppe zeigt sich bei Cluster 1.
Kaum grofler ist die mittlere genetische Distanz innerhalb des indonsischen Clusters 6,
obwohl er mehr als doppelt soviele Genotypen enthilt wie Cluster 1. Die Cluster 3 und
6 unterscheiden sich am deutlichsten mit einer durchschnittlichen Distanz von 0.343.

Tabelle 15:  Mittlere genetische Distanzen innerhalb und zwischen den Clustern
Cluster 1 2 3 4 5 6
1 0.128
2 0.274 0.166
3 0.297 0.312 0.212
4 0.318 0.298 0.313 0.197
5 0.339 0.326 0.328 0.308 0.223
6 0.342 0.330 0.343 0.324 0.289 0.149

Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 mit der 6 Cluster-Partition der Minimal-
Varianz Methode mit hoher Sicherheit eine sehr gute, bis optimale Gruppierung
gefunden wurde, welche die Datenstruktur der genetischen Distanzen gut wiedergibt.
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3.1.4 Merkmalskorrelation

Nachdem eine erfolgreiche Gruppierung der Genotypen durchgefiihrt wurde, soll im
folgenden der Versuch unternommen werden, Sortenmerkmale zu identifizieren, welche
zu den verschiedenen Clustern korrelieren. Bereits die Betrachtung der Ergebnisse der
multidimensionalen Skalierung, legte die Vermutung nahe, dal die Herkunft ein
Hauptfaktor in der genetischen Struktur der Sorten ist. Diese Vermutung wurde von der
Clusteranalyse bestirkt. Zur Bestdtigung dieser Annahme wurden die Korrelationen
zwischen der Gruppenzuordnung nach Herkunft bzw. Cluster errechnet. Zuvor wurde
die Gruppierung nach der Herkunft, entsprechend der Informationen der Clusteranalyse,
angepalit. Die Trennung der US-amerikanischen Sortengruppe in eine friihreife und eine
spatreife Gruppe wurde bereits erwihnt. Die spétreife Gruppe aus den siidlichen USA
wurde jetzt mit den brasilianischen Sorten in einen vermuteten Genpool "tropisches
Amerika" vereinigt. Die Korrelationen der so gebildeten Herkunftsgruppen zu den
identifizierten Clustern, sind in Tabelle 16 dargestellt. Die Korrelation zwischen den
Clustern und den jeweils vermuteten zugrundeliegenden Herkiinften ist in allen Fillen
hoch signifikant und eindeutig.

Die Ursache fiir die, aus den Markerdaten abgeleitete, Clustergruppierung wurde damit
zweifelsfrei identifiziert.

Tabelle 16:  Korrelation zwischen Clustern und Herkunftsgruppen.
Europa USA nord Genbank tropisches Nigeria Indonesien
Amerika

Cluster 1| 0.63** 0.07 -0.13 -0.19 -0.11 -0.23
Cluster 2 0.19 0.62** -0.14 -0.21 -0.12 -0.25
Cluster 3| -0.02 0.01 0.82** -0.23 -0.13 -0.27
Cluster 4 -0.2 -0.18 -0.16 0.87** -0.15 -0.3
Cluster 5 -0.2 -0.18 -0.16 0.03 0.67** -0.04
Cluster6| -0.24 -0.22 -0.2 -0.3 -0.18 0.89**

Neben der Zuordnung der Sorten zu bestimmten Genpools, entsprechend ihrer Cluster-
zugehorigkeit in der 6 Cluster-Partition, kdnnen auch weitere Clusterldsungen sinnvoll
interpretiert werden. In Abbildung 12 ist ein reduziertes Dendrogramm der Ward-
Methode dargestellt. In der 2 Cluster-Partition werden die Sorten klar in einen
indonesischen und einen nicht indonesischen Genpool getrennt. Der nichste Schritt
spaltet den nicht indonesischen Genpool offensichtlich in eine Gruppe von Sorten aus
tropischem Klima und eine Gruppe mit Sorten aus geméBigtem Klima. Die "tropische"
Gruppe enthilt den nigerianischen und den tropisch-amerikanischen Genpool. Der
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"gemiBigte" Cluster enthilt die Genpools aus Europa, dem nordlichen Amerika, und die
Genbanknummern. Drei der Genbankakzessionen gehdren jedoch den Reifegruppen V
bzw. VI an und passen daher nicht zur erwdhnten Interpretation der Cluster. Die
Aufspaltung der Genotypen in zwei Gruppen unterschiedlicher Klimaanpassung
entspricht der ersten Trennebene in Abbildung 11. In der rdumlichen Darstellung kann
also einen Anordnung der Sorten nach Klimaanpassung gefunden werden. Hier scheint
eine phénotypische Eigenschaft der Sorten flir die Verteilung verantwortlich zu sein.
Eine gemeinsame Zuchtgeschichte liegt vermutlich nicht vor, da sich der indonesische
Genpool deutlich vom tropisch-amerikanischen Genpool unterscheidet.

nordliche USA
Genbank
tropisches Amerika

nicht indonsisch

tropisch

Europa _|— gemanigt

Nigeria

indonsisch

Indonesien

Abbildung 12: Dendrogramm der Gruppen und Clustereigenschaften

Eine Gruppierung entsprechend weiterer phénotypischer Eigenschaften, wie Bliiten-
farbe, Wuchstyp oder Al-Toleranz, konnte nicht identifiziert werden. Dies ist auch nicht
zu erwarten, da zufdllig gewihlte molekulare Marker eingesetzt wurden. Selbst wenn
einige dieser Marker mit einer bestimmten Eigenschaft korreliert wéren, wiirde diese
Information von den {ibrigen, gleich gewichteten Markern iiberdeckt. Es koénnen also
nur stark multigene Eigenschaften, welche groBe Bereiche des Genoms betreffen, die
Gruppenbildung in dieser Analyse beeinflussen.
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3.2 Modellierung von lonengleichgewichten

Aluminium bildet in wissrigen Losungen eine Vielzahl unterschiedlicher anorganischer
und organischer Komplexe. Aluminium-Hydroxy-Komplexe entstehen durch
schrittweise Hydrolyse des Al(H,0)¢"" Tons welches iiblicherweise vereinfachend als
AI’" dargestellt wird. Die Toxizitit der gebildeten Ionenspezies gegeniiber Pflanzen-
wurzeln ist sehr unterschiedlich (NOBLE ET AL., 1988; PAVAN ET AL., 1982). Da eine
direkte oder indirekte Messung einzelner Ionenspezies ohne Eingriff in das Losungs-
system sehr problematisch ist (BLOOM UND ERICH, 1996), wurden die Verteilung der
Al-Ionspezies durch Modellierung mit dem Computerprogramm MINTEQA2 (ALLISON
ET AL., 1991) geschitzt.

Von entscheidender Bedeutung fiir die Toxizitdt von gelostem Aluminium ist der
pH-Wert. Daher wurde zunichst die Verteilung verschiedener Al-lIonenspezies in
Abhéngigkeit vom pH-Wert berechnet. Die lonenkonzentrationen in der Modell-
rechnung entsprachen der vereinfachten Nahrlosung, welche fiir die Sand- und Filter-
versuche genutzt wurde (s.2.3). Die Gleichgewichtsverhiltnisse wurden fiir
Al-Konzentrationen im Bereich von 20-400 uM berechnet. Dabei zeigten sich nur
geringfiigige Unterschiede in den Anteilen der Ionenspezies in Abhdngigkeit von der
Gesamt Al-Konzentration. Abbildung 13 zeigt exemplarisch die Verteilung bei 400 uM
Al Der starke EinfluB des pH-Werts zeigt sich dagegen deutlich. Im weiteren wird
besonders auf AI’" eingegangen, da davon ausgegangen wird, daB dieses Ion haupt-
verantwortlich fiir toxische Reaktionen ist (s. 4.1.1).

Bei pH-Werten von 3.7 und darunter bildet sich ein Gleichgewicht zwischen freiem
A" und dem AISO," Komplex aus, welches unter den gewihlten Bedingungen bei
etwa 8:1 liegt. Dieses Verhiltnis dndert sich je nach Al bzw. SO4” Konzentration, wobei
bei sinkenden SO, Konzentrationen Aluminium zunehmend als Als" vorliegt. Mit
steigenden pH-Werten wird Al;" zunehmend durch Al-Hydroxy-Komplexe ersetzt.
Wihrend AIOH*" schon unter pH 4.0 zu einem geringen Anteil vorkommt und bei
pH 5.1 einen maximalen Anteil von ca. 30% erreicht, erscheint AI(OH)," bei einem pH
von etwa 4.3 erstmals in der Losung und nimmt bei pH 5.7 nahezu 50 % des geldsten
Aluminium ein. Bei dieser Modellrechnung wurde nur die geloste Form des Al(OH);
Komplexes einbezogen, die Prizipitation zu Gibbsit wurde in diesem Modell
ausgeschlossen, um das System zu vereinfachen. Der neutrale Al(OH); Komplex
entsteht bei pH Werten {iber 4.7 und nimmt bis pH 5.7 stetig zu. Es ist zu erwarten, daf3
Al(OH); aufgrund geringer Loslichkeit iiber pH 5.0 ausfillt. Da die Prizipitation aber
ausgeschlossen wurde ist das Modell in diesem Bereich nicht mehr verldsslich. Der
Aluminium-Sulfat Komplex ist besonders im sauren Bereich stabil und wird bei
héheren pH-Werten von den Hydroxy-Komplexen verdrangt.
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Abbildung 13: Anteile unterschiedlicher Aluminiumionenspezies am gelosten
Aluminium bei verschiedenen pH-Werten

Im Bereich von pH4.5 bis etwa 5.3 ist die stirkste Abnahme des Al’*-lons zu
beobachten. Dies bedeutet, daB in diesem Bereich eine geringfiigige Anderung des
pH-Wertes eine deutliche Anderung der Verfiigbarkeit des AI’*-Ions bewirkt und sich
damit die Toxizitdt der Losung dndert. Aus diesem Grund wurde dieser pH-Bereich bei
Versuchen zur Al-Toxizitdt nicht gewdhlt um instabile Versuchsergebnisse durch
leichte pH-Schwankungen zu vermeiden. Unter pH 4.5 flacht die AP*-Kurve deutlich
ab und das System reagiert weniger empfindlich auf pH-Schwankungen. Desweiteren
ergibt sich aus Abbildung 13, dal3 bei der Herstellung von Néhrlosungen, pH-Werte von
iiber 4.8 zu vermeiden sind, um die Prézipitation von Gibbsit ( AI(OH);)
auszuschlieBen. Die Losung muf} also vor Zugabe von Aluminium auf einen pH-Wert
von 4.8 eingestellt werden. Eine tiefere Absenkung des pH-Wertes ist ebenfalls zu
vermeiden, da der pH-Wert bei Zugabe von AICIl; unter den Zielwert absinken kann.
Wenn in diesem Fall der pH-Wert mit NaOH angehoben werden muf, besteht die
Gefahr, dal durch ungleichmiBige Vermischung verschiedene Al-Hydroxy-Polymere
(z.B. Alj3) gebildet werden konnen (BERTSCH UND PARKER, 1996). Uber die toxische
Wirkung dieser Al-Hydroxy-Polymere, sowie deren Losungsverhalten besteht noch
weitgehende Unklarheit (s.4.1.1). Die Toxizitit einer Al-Losung wird also unter
Umstédnden nicht nur durch ihre Zusammensetzung bestimmt, sondern auch durch die
Art wie sie hergestellt wird.

Neben anorganischen Ionen bildet AI’* auch mit organischen Molekiilen, wie nieder-
molekularen organischen Sduren, Hydroxy-Phenolen, und Huminstoffen, Komlexe. In
organisch komplexierter Form ist Aluminium deutlich weniger toxisch (SUHAYDA UND
HAUG, 1986). Aufgrund der Ergebnisse aus 3.3.3.2 wurden weitere Modellrechnungen
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unter Einbeziehung der Tonen Citrat und Malat” durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Rechnung sind in Abbildung 14 und Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 14: Prozentuale Verteilung unterschiedlicher Aluminiumionenspezies,
bei verschiedenen Citrat-Konzentrationen in einer 400 pM
Aluminium Lo6sung

In Abbildung 14 ist zu erkennen, daB mit zunchmender Citratkonzentration AI’" bis
400 uM Citrat linear abnimmt, AIOHCitrat und AlCitrat dagegen linear zunimmt. Dies
beruht auf einer nahezu vollstindigen Komplexierung von Citrat, solange ausreichend
Aluminium verfiigbar ist. Citrat bildet also sehr starke Komplexe mit AI’" und
verdringt Aluminium aus den OH und SO~ Komplexen. Unter den gewihlten
Bedingungen dominiert der AIOHCitrat Komplex gegeniiber dem AlCitrat Komplex.
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Abbildung 15: Prozentuale Verteilung unterschiedlicher Aluminiumionenspezies,
bei verschiedenen Malat-Konzentrationen in einer 400 pM
Aluminiumlésung

Im Vergleich zu Citrat bildet Malat schwichere Komplexe mit Aluminium aus. Dies
wird in der nicht linearen Beziehung zwischen Konzentration und Anteil an
Malat-Komplexen deutlich (s. Abbildung 15). Im Gegensatz zu Citrat kommt Malat bei
Anwesenheit von A" auch als freies Ion in der Lésung vor. Daher ist zu erwarten, daf
Malat eine geringere Effizienz bei der Entgiftung von Aluminium in sauren Lésungen
aufweist. Bei einem dquimolaren Verhédltnis von Malat und Aluminium liegen noch
etwa 15 % des Al als AI’" vor, wihrend unter gleichen Voraussetzung bei Citrat nur
etwa 3 % AI’" vorliegen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal sowohl Citrat als auch Malat freies
AI*" komplexieren und dadurch in der Lage sind Aluminium in sauren Ldsungen zu
entgiften, wenn sie in dhnlich hohen Konzentrationen wie Aluminium vorliegen.
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3.3 Kulturversuche

Fiir die Analyse sortenspezifischer Reaktionen gegeniiber Strebedingungen, wurden
die brasilianischen Sorten 'BR 40, BR86-9508, Cristalina, Doko RC' und 'TAC 17', die
indonesischen Sorten 'Kerinci, Malabar, Sindoro, Slamet, Tambora, Tampomas und
Wilis' die nigerianischen Linien '™ 351, TGX-1448-2, TGX-536-02, TGX-923-2E/,
sowie die europdische Sorte 'Kalmit' ausgewdhlt. Ziel der Versuche war es, eine
Methode zu entwickeln, welche einen schnellen und sicheren Test auf Al-Toleranz
ermoglicht. Dabei sollten zugleich Sorten mit deutlich unterschiedlicher Reaktion
gegeniiber Al-Strel3 identifiziert werden, um diese fiir die Entwicklung von Inzucht-
populationen fiir eine Kartierung von Toleranzgenen zu nutzen. Dariiber hinaus sollte
untersucht werden, ob bei verschiedenen Genotypen unterschiedliche Toleranz-
strategien auftreten. Gene, welche unterschiedlichen Toleranzstrategien zugrunde
liegen, konnten ziichterisch akkumuliert werden, um einen Genotypen mit
hervorragender Al-Toleranz zu entwickeln. Um die genannten Ziele zu verwirklichen,
muBlten verschiedene Kulturmethoden eingesetzt werden, um sowohl sorten- als auch
kulturspezifische Reaktionen identifizieren, und in Beziehung setzen zu konnen.

3.3.1 Saure-StreR Versuche

Wie die Ergebnisse aus 3.2 zeigen, ist die Applikation von Al-Stre nur bei sauren
pH-Werten moglich. Um die Einfliile Al- und pH-Stre3 getrennt beurteilen zu kdnnen,
wurden Kulturversuche mit niedrigen pH-Werten, aber ohne Al durchgefiihrt. Das Ziel
der Versuche war, einen pH-Bereich zu ermittlen, bei welchem sich Sdureschdaden und
Al-Toxizitdt moglichst wenig tiberlagern.

3.3.1.1 Sandkultur

Die relative Trockenmasse von Wurzel und Spro83 ist in Abbildung 16 {iber alle Sorten
gemittelt dargestellt. Die Wurzeltrockenmasse unterscheidet sich in den Varianten pH 7,
pH 6 und pH S5 nicht signifikant. In der Variante pH 4 ist das Wurzelwachstum
geringfiigig, aber signifikant geringer. Bei pH 3 wird eine massive Einschriankung des
Wurzelwachstums sichtbar. Die, gegeniiber der pH 7-Variante erhohte Sproftrocken-
masse in den Varianten mit pH 4-6 kann statistisch abgesichert werden. Ein Maximum
tritt bei pH 5 mit 124 % auf. Besonders deutlich wird hier der Ubergang von pH 4 mit
121 % auf pH 3 mit 30 %. Ein pH-Wert im Bereich zwischen 5 und 6 diirfte nach diesen
Ergebnissen optimales Wachstum ermoglichen. Der pH-Wert von 4 stellt einen
Grenzbereich dar. Wéhrend die Sprofentwicklung offenbar noch normal ist, wird das
Wurzelwachstum hier bereits geringfligig eingeschrinkt. Unterhalb von pH 4 ist das
Wachstum von Wurzel und Spro3 deutlich eingeschriankt, was auf eine Séaure-
unvertraglichkeit schlieBen 1a6t.
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Abbildung 16: Mittlere relative Trockenmasse von Sprof3 und Wurzel bei
verschiedenen pH-Werten

3.3.1.2 Filter und Lésungskultur

Bei einem Losungversuch mit den pH-Varianten 3.5, 4.0, und 4.5 zeigte sich, dal} bei
einem pH-Wert von 3.5 das Wurzelgewebe innerhalb von 24 h bis etwa 3 cm hinter der
Wurzelspitze zerstort wurde. Bei pH 4.0 war das Wurzelwachstum vollig unterbunden,
das Gewebe aber noch intakt, d.h. nach Transfer in einen hdheren pH-Wert wieder

wachstumsfdhig. Das Wachstum bei pH 4.5 war mit tiber 1.5 mm/h nach 3 Tagen
nahezu ungestort.

Zur genaueren Differenzierung des pH-abhingigen Wurzelwachstums im Bereich
zwischen pH 4 und pH 5, wurde eine weitere Versuchsreihe mit den pH-Varianten
pH 4.0, 4.3 und 4.6 in Losungs- und Filterkultur durchgefiihrt. In Abbildung 17 ist die,
iber Sorten gemittelte, absolute Wurzellinge wahrend des Versuchs dargestellt.
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Abbildung 17: Durchschnittlicher zeitlicher Verlauf der Wurzellinge bei
veschiedenen pH-Werten und Kulturmethoden.

Bei der Betrachtung der Filterkultur féllt auf, dal die Wurzellinge in allen pH-Stufen
grofer ist, als in der Losungskultur. Die Differenzierung des Wurzelwachstums bei
verschiedenen pH-Werten ist nur schwach ausgeprigt. Bei allen Sorten war die
Wurzelldnge nach 3 Tagen in der pH 4.6 Variante am lidngsten, gefolgt von der pH 4.0
und der pH 4.3 Variante. Bei einem mittleren Wachstum von 1.58 mm/h iiber 3 Tage in
der pH 4.0 Variante kann davon ausgegangen werden, dall keine nennenswerte
Beeintriachtigung des Wurzelwachstums durch den niedrigen pH-Wert hervorgerufen
wurde. Von den 17 untersuchten Sorten war nur bei einer Sorte ein signifikanter
Unterschied zwischen der pH 4.0 und der pH 4.6 Variante nachweisbar. Auch diese
Sorte (‘Malabar') zeigte mit 1.64 mm/h in der niedrigsten pH-Variante ein anndhernd
normales Wurzelwachstum.

Die Reaktion des Wurzelwachstums auf sauren pH stellt sich in Losungskultur vollig
anders dar. Hier ist eine Differenzierung zwischen den Versuchsvarianten deutlich
erkennbar. Bei einem pH-Wert von 4.0 in der Nahrlosung, wurde das Wurzelwachstum
bei allen Sorten nahezu vollstdndig blockiert. Bis zur ersten MeBung, nach einem Tag,
konnte noch geringes Wurzelwachstum beobachtet werden, zwischen der ersten und
dritten MeBung war jedoch kein Wurzelwachstum mehr moglich. Das maximale
Wurzelwachstum realisierte in dieser Variante die Sorte 'Sindoro' mit 0.13 mm/h, was
die stark schidigende Wirkung unterstreicht. Auch ein pH-Wert von 4.3 schrinkt das
Wurzelwachstum in Losungskultur offensichtlich ein. Uber alle Sorten gemittelt,
wurden in dieser Versuchsvariante eine Wurzellinge von 77 % der pH 4.6 Variante
erreicht. Zwischen 16 der 17 Sorten konnte kein gesicherter Unterschied im relativen
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Wurzelwachstum nachgewiesen werden. Das maximale Wachstum zeigte die Sorte
'"TGX-923-2E' mit 93 % gegentiber 61.4 % der schwichsten Sorte BR 40.

1.80

W Filter W Losung
1.60

1.40 A

mm/h

4.0 4.3 4.6
pH

Abbildung 18: Wurzelwachstum nach 3 Tagen in Abhingigkeit von pH-Wert und
Kulturmethode.

Die varianzanalytische Betrachtung des Wurzelwachstums in mm/h nach drei Tagen in
Abhingigkeit der Faktoren "Sorte", "pH-Wert" und "Kulturmethode", zeigte einen
signifikanten Einflu aller drei Hauptwirkungen, sowie der Wechselwirkungen
"Sorte x Kulturmethode" und "pH-Wert x Kulturmethode". Das heif3t, dal die Sorten
unterschiedlich auf verschiedene Kulturmethoden reagieren. Dal die Wirkung des
pH-Wertes von der Kulturmethode abhéngt, wird in Abbildung 18 erkennbar. Wahrend
in Filterkultur bei einem pH-Wert von 4.0 ein anndhernd normales Wachstum zu
beobachten ist, bewirkt der gleiche pH-Wert in Losungskultur eine vollstindige
Blockierung des Wurzelwachstums. Die Wechselwirkung "Sorte x pH-Wert" hat ein
Signifikanzniveau von "0.067" und damit, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %,
keinen EinfluB auf das Wurzelwachstum. Es kann also kein sortenspezifischer
Unterschied in der Reaktion gegeniiber dem pH-Wert nachgewiesen werden. Eine
dreifache Wechselwirkung der Versuchsfaktoren, hat ebenfalls keinen nachweisbaren
EinfluB} auf das Wurzelwachstum.

Insgesamt zeigen die Versuche zum pH-abhingigen Wurzelwachstum, daf3 ein pH-Wert
von 4 offensichtlich den Grenzbereich der Sduretoleranz von Sojawurzeln darstellt. Von
pH-Werten um pH 4.0 und darunter, kann eine starke Schddigung des Wurzel-
wachstums ausgelost werden. Demgegeniiber scheinen pH-Werte iiber 4 nicht zu
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nennenswerten Einschrdnkungen im Wurzelwachstum zu fiihren, da selbst in Losungs-
kultur ein mittleres Wachstum von iiber 1.1 mm/h bei pH 4.3 erreicht wurde.

Fiir die Durchfiihrung der Versuche zur Al-Toleranz bedeuten obige Ergebnisse, dal3
pH-Werte um und unter pH 4 nicht geeignet sind, da hier Al-Toxizitdt von Siure-
schiden iiberlagert werden kann.

3.3.2 Aluminium-StreR Versuche

Bei der Durchfithrung von Versuchen zur Aluminiumtoleranz stellt sich das Problem,
daB Aluminiumtoxizitdt nicht unabhingig vom pH-Wert ausgeldst werden kann. Damit
Al als toxisches Al’*-Ton in der Losung vorliegt, miissen pH-Werte unter 5 vorliegen
(s. Abbildung 13). Der Einflul des pH-Wertes auf das Wurzelwachstum soll aber in
diesen Versuchen moglichst ausgeschlossen werden, um eine isolierte Untersuchung der
Al-Toxizitdt zu ermdglichen. Da Wurzeln unabhéngig von Al auch auf den pH-Wert
reagieren, besteht das Problem, die beiden pH abhingigen Systeme
"Al-Tonengleichgewicht" und "Wurzelwachstum" so zu kombinieren, dafl das Wurzel-
wachstum moglichst ausschlieBlich von Al-Toxizitit beeinfluBBt wird.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der pH-abhéingigen Systeme
Al-Ionengleichgewicht und Wurzelwachstum

In Abbildung 19 sind die Zusammenhinge zwischen pH-Wert und Al**-Verfiigbarkeit,
sowie pH-Wert und Wurzelwachstum schematisch wiedergegeben. Wie in
Abbildung 13 dargestellt, muf ein pH-Wert unter 4.5 gew#hlt werden, damit AI*" sicher
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in hohem Prozentsatz verfiigbar ist. Andererseits mufl ein pH-Wert von deutlich iiber
pH 4.0 gewidhlt werden, um einen starken Einflull des pH-Wertes auszuschlieB3en.

Diesen Uberlegungen folgend, wurde fiir die folgenden Versuche zur Al-Toleranz ein
pH-Wert von 4.3 gewéhlt.

3.3.2.1 Sandkultur

In diesem Versuch wurden die in 3.3 erwdhnten Sorten mit Ausnahme der afrikanischen
Linien 'M-351', 'TGX-1448-2', 'TGX-536-02' und 'TGX-923-2E', sowie die
indonesischen Sorten 'Sindoro' und 'Slamet’, welche zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur
Verfligung standen, eingesetzt.

Durch die regelmiBige Kontrolle und Korrektur, konnte der pH-Wert in allen
Versuchsvarianten iiber den gesamten Zeitraum in engen Grenzen gehalten werden. In
Tabelle 17 ist dargestellt, daf in allen Versuchsvarianten die pH-Werte im Bereich von
4.2-4.3 schwankten. Die Minimalwerte liegen, abgesehen von der 0 uM Al-Variante,
ebenfalls noch im akzeptablen Bereich oberhalb von 4.0. Bei den maximalen Werten
liegt nur die 200 uM Al-Variante auBlerhalb des Zielbereichs. Die einmalige Unter-
bzw. Uberschreitung des Zielbereichs diirften die Versuchsergebnisse nicht beeinfluBit
haben, da diese Werte innerhalb eines Tages korrigiert wurden. Die Werte zeigen die
Problematik der richtigen Wahl des pH-Wertes und einer ausreichenden Kontrolle.
Sowohl die Minima mit ca. 4,05, als auch die Maxima mit ca. 4.5 liegen an den Grenzen
des, oben identifizierten, akzeptablen Bereichs. Daraus ist zu schlieBen, da3 pH 4.3 als
Zielwert optimal gewidhlt wurde, da bei der Wahl eines anderen Wertes, bei gleicher
Schwankungsbreite, die Grenzen regelméBig iiberschritten worden wéren.

Tabelle 17. Mittelwerte und Schwankungsbreite des pH-Wertes wihrend des

Versuchsverlaufs.
Variante Mittelwert Standard- Minimum Maximum
abweichung

0 uM Al 4.27 0.10 3.99 4.45
200 uM Al 4.30 0.15 4.06 5.05
600 uM Al 4.25 0.09 4.09 4.51
1000 uM Al 4.23 0.07 4.08 4.38
1400 uM Al 4.22 0.07 4.05 4.34
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Abbildung 20: Relative Trockenmassen von Wurzel und Sprof3 gemittelt iiber
Sorten

In Abbildung 20 sind die Tockenmassen von Wurzel und SproB iiber Sorten gemittelt
dargestellt. Die relative Wurzeltrockenmasse liegt in der 200 uM Al-Variante leicht
iiber der 0 uM Al-Variante. Diese Tatsache iiberrascht, da Al auch in geringen Mengen
nicht als Néhrelement genutzt wird. Diese Variante unterscheidet sich aber, wie auch
die 600 uM Al Variante, nicht signifikant von der stre3freien Variante und konnte daher
als Versuchsfehler betrachtet werden. Das geringste Wurzelwachstum ist mit 70 % in
der 1400 uM Al-Variante zu beobachten. Die Sprofltrockenmasse ist bereits in der
niedrigsten StreBvariante leicht, aber nicht signifikant reduziert. Bei der
600 uM Al-Variante ist die Reduktion auf 80 % bereits statistisch gesichert. Die
Reduktion der Sproftrockenmasse auf 65 % in der stirksten StreBvariante, ist etwas
stirker, als bei der Wurzeltrockenmasse. Da in den Versuchsvarianten mit 200 uM und
600uM Al offensichtlich nur ein geringer Stre3 auf die Pflanzen einwirkte, waren diese
Varianten flir eine Analyse der Al-Toleranz nicht nutzbar. Fiir die weiteren Analysen
zur sortenspezifischen Al-Toleranz ,wurden Daten der 1400 uM Al-Variante genutzt, da
hier die Differenzierung zwischen den Sorten etwas stirker war, als in der 1000 uM Al
Variante.
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Tabelle 18:  Relative Wurzeltrockenmasse der Sorten in der 1400 pM Al
Variante, Ringe und multipler Mittelwertsvergleich

Sorte relatives Rang Homogene Untergruppen

Wurzelwachstum

BR86-9508 84.7 1

Tambora 81.1 2

IAC 17 81.0 3

BR 40 80.2 4

Kerinci 79.2 5

Tampomas 73.4 6

Doko RC 73.2 7

Cristalina 73.1 8

Wilis 67.1 9 b

Kalmit 49.1 10 b c

Malabar 33.7 11 c

Die beiden Sorten 'Kalmit' und 'Malabar' zeigen ein deutlich geringeres relatives
Wurzelwachstum und unterscheiden sich signifikant von den Sorten von Rang 1-8.
Zwischen den Sorten, welche in ihrer Leistung zwischen den Sorten 'Wilis' mit 67.1 %
und 'BR86-9508' mit 84.7 % liegen, kann kein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden. Es hat sich gezeigt, daB3 die Saatgutqualitit einen deutlichen EinfluB} auf die
Keimlingsentwicklung hat. Selbst nach Selektion der beiden vitaleren Keimlinge aus
jedem Topf, zeigte sich bei einigen Sorten eine stark unterschiedliche Entwicklung der
verbliebenen Keimlinge, was innerhalb einer Sorte nicht auf unterschiedliche, genetisch
bedingte Al-Toleranz zuriickgefiihrt werden kann. Dieser starke Einflufl der Keimlings-
vitalitdt erkldrt die hohe Varianz innerhalb der Sorten, welche eine bessere statistische
Differenzierung der Sorten nicht zulaft.
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Tabelle 19:  Relative Sprofitrockenmasse nach Kultur 1400nM Al haltigem
Sand, sowie Rangordung und multipler Mittelwertsvergleich.

Sorte relatives Rang homogene Untergruppen
Wurzelwachstum

IAC 17 83.3 1 a

BR 40 77.4 2 a b

Doko RC 75.4 3 a b
Tambora 75.3 4 a b
BR86-9508 74.5 5 a b
Tampomas 68.9 6 a b
Cristalina 68.5 7 a b

Wilis 62.3 8 a b c
Kerinci 57.5 9 b c
Kalmit 46.0 10 c
Malabar 41.8 11 C

Tabelle 19 zeigt, dal die Sorte 'BR86-9508', welche das hochste relative Wurzel-
wachstum aufwies, beim MeBparameter "relative Sproftrockenmasse" nur an fiinfter
Stelle steht. Die Sorte TAC 17' ist dagegen von Rang 3, nach der relativen Wurzelmasse
auf Rang 1 in Tabelle 19 nach vorne geriickt. Es wird deutlich, daB Wurzel- und
SproBentwicklung nicht vollstindig korreliert sind. Trotzdem zeigen sich Ahnlichkeiten
zwischen beiden MeBparametern. Die Sorten TAC 17', 'BR 40', 'BR86-9508', und
'"Tambora' liegen nach beiden Beurteilungskriterien in der besseren Hilfte. Die Sorten
'Kalmit' und 'Malabar' sind auch bei der SproBBentwicklung signifikant schlechter, als die
Sorten von Rang 1-7. Eine entscheidende Verschiebung ist bei der Sorte 'Kerinci'
festzustellen. Wihrend sie nach der relativen Wurzelmasse nicht nachweislich
schlechter als die beste Sorte ist, kann bei der Spromasse ein signifikanter Unterschied
zur besten Sorte abgesichert werden. In diesem Versuch wies keine Sorte eine
tiberlegene Al-Toleranz auf. Die Sorten 'Kalmit' und 'Malabar' zeigen jedoch eine klar
unterdurchschnittliche Leistung bei Al-StreB und konnen in diesem Versuch als
Al-sensitiv identifiziert werden.

3.3.2.2 Filter- und Losungskultur

Zur Identifikation von Al-Toleranz in Kurzzeitversuchen, wurden verschiedene
Sojasorten parallel in Filter- und Losungskultur getestet. Die Versuche sollten auf
wenige Tage beschrankt bleiben, um den Aufwand gegeniiber den Sandversuchen
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deutlich zu reduzieren. Wegen der Beschrinkung der Versuchszeit auf wenige Tage ist
es moglich, vereinfachte Niahrlosungen ohne Phosphat und Mikronéhrstoffe
einzusetzen. Durch den AusschluB von Phosphat aus der Nihrlosung wird die
Prizipitation von Al verhindert und somit das System vereinfacht. Die Nahrstoff-
versorgung wird zu Beginn der Keimlingsentwicklung durch die Kotyledonen gesichert,
so daB ein Phosphatmangel unwahrscheinlich ist. Zu welchem Zeitpunkt die Phosphat-
versorgung iiber die Wurzel wichtig wird, kann jedoch nicht genau definiert werden. In
einem Alter von etwa 8-10 Tagen bilden die Pflanzen Primérblétter und Seitenwurzeln,
es kann daher von einem erhohten Nahrstoffbedarf ausgegangen werden. Versuche mit
vereinfachten Nahrlosungen sollten zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen sein, um einen
EinfluB von Phosphat- oder anderen Nahrstoffmangel mit hoher Wahrscheinlichkeit
auszuschliefen.

Aus technischen Griinden wurde eine maximale Versuchsdauer von 3 Tage gewdhlt.
Ausgehend von einem normalen Wurzelwachstum von ca. 2 mm/h und einer
Keimlingsldnge von 50 mm zu Beginn des Versuchs, verbleiben ca. 150 mm bzw. 75 h
bis die Wurzeln am unteren Ende aus der Kulturapparatur wachsen. Dariiber hinaus
beginnt bei einer Wurzellinge von ca. 15-20 cm die Entwicklung von Seitenwurzeln,
welche die Messung der Wurzelldnge in Losungskultur deutlich erschwert.

Die beiden Kulturmethoden werden gemeinsam dargestellt, da sie unter gleichen
Bedingungen durchgefiihrt wurden. Die Keimlinge fiir beide Kulturvarianten wurden
gemeinsam angekeimt und beide Kulturversuche waren gleichen Umweltbedingungen
im Gewichshaus ausgesetzt. Dariiber hinaus wurde bei beiden Kulturmethoden direkt
die Wurzelldnge bestimmt und daraus der MeBparameter relatives Wurzelwachstum
bestimmt.

Filtervorversuch

In einem Vorversuch sollte eine Al-Konzentration ermittelt werden, welche in Filter-
kultur das Wachstum auf 50 %-70 % reduziert, also eine dhnliche StreBwirkung wie in
Sandkultur hervorruft. Da Kapazititsgrenzen eine Untersuchung aller Sorten in
mehreren Al-Konzentrationsstufen nicht erlaubten, wurde dieser Versuch auf zwei
Sorten beschrankt. Um trotzdem unterschiedliche Sortenreaktionen abzudecken, wurden
die Sorten 'Malabar' und 'BR86-9508' eingesetzt, welche nach relativer Wurzelmasse in
Sandkultur, Extreme darstellen.
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Abbildung 21: Mittleres relatives Wurzelwachstum der Sorten 'Malabar' und
'BR86-9508' in Filterkultur.

Die Unterschiede zwischen den Sorten sind in diesem Versuch nicht so ausgeprigt, wie
in Sandkultur. Signifikante Unterschiede sind in der 500 uM Al und 1000 uM Al-Stufe
identifizierbar. Wihrend die Wachstumseinschrankung von 0 uM Al auf 500 uM Al nur
etwas iiber 10 % betrégt, ist die Reduktion bei weiterer Erh6hung der Al-Konzentration
auf 1000 uM Al sehr stark. Bei einer Konzentration von 1500 uM kommt das Wurzel-
wachstum nahezu vollstindig zum Erliegen. Eine, der Sandkultur bei 1400 uM Al
vergleichbare StreBwirkung tritt also bereits bei etwa der halben Al-Konzentration auf.
Da keine der Varianten die angestrebte Wachstumsreduktion auf 50 %-70 % zeigte,
wurde fiir weitere Versuche eine Konzentration 750 uM Al eingesetzt.

Losungs- und Filterkultur Parallelversuche

Beim Vergleich des absoluten Wurzelwachstums iiber 3 Tage fillt auf, daB3, wie bei den
Versuchen in 3.3.1.2, das Wurzelwachstum in Filterkultur hoher war als in Lésungs-
kultur (s Abbildung 22).

Es kann also angenommen werden, dafl Sojawurzeln grundsitzlich in Filterkultur ein
vitaleres Wachstum zeigen, als in Losungskultur. Die Differenzierung der einzelnen
Varianten ist nach einem Tag noch schwach ausgeprégt, wird jedoch nach zwei und drei
Tagen deutlich sichtbar. Insbesondere die Unterschiede zwischen der 0 uM und 750 uM
Variante in Filterkultur werden erst bei der dritten Messung deutlich. Daher wird im
folgenden das Wurzelwachstum nach drei Tagen genauer betrachtet.
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Abbildung 22: Mittlere Wurzellinge bei verschiedenen Kulturmethoden und Al-
Konzentrationen

In Abbildung 23 ist das relative Wurzelwachstum nach 3 Tagen, bezogen auf die
jeweilige Kulturvariante, ohne Al dargestellt. Bei Losungskultur fillt auf, daB das
Wachstum in der O uM Al Variante vom Wachstum in der 5 uM Al Variante
iibertroffen wird. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant und daher wohl nicht auf
Melfehler zuriickzufiihren. Dieses erhohte Wurzelwachstum in der geringsten Al-Stufe
ist vergleichbar mit der erh6hten mittleren Wurzelmasse bei 200 uM Al in Sandkultur,
und 14Bt daher auch diese Werte in neuem Licht erscheinen. Beim Ubergang von
5 uM Al auf 20 uM Al ist eine starke Reduktion des Wurzelwachstums von 123 % auf
29 % zu beobachten. Eine weitere Erhohung der Al-Konzentration auf 80 uM 146t nur
6 % Wurzelwachstum zu. In Abbildung 22 ist zu erkennen, dafl das Wurzelwachstum
bei 80 uM Al im ersten MeBzeitraum realisiert wird und anschlieend voéllig zum
Erliegen kommt. Da bei dieser Konzentration das Wurzelwachstum vollstindig
gehemmt wird, kann keine sinnvolle Sortendifferenzierung erwartet werden. Ebenso
kann die 5 uM Variante nicht zur Differenzierung von Al-Toleranz genutzt werden, da
bei dieser Konzentration offensichtlich keine Al-Toxizitdt ausgelost wird. Die weiteren
Betrachtungen der Losungskultur beschrinken sich daher auf die 20 uM Variante,
obwohl hier ein deutlich stdrkerer Al-Stre8 ausgeldst wird, als in Filterkultur bei
750 uM und Sandkultur bei 1400 uM.
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Abbildung 23: Vergleich des relativen Wurzelwachstums zwischen
Kulturmethoden und Konzentrationen nach 3 Tage

In Filterkultur wurden bei 750 uM Al, iiber alle Sorten gemittelt, 66 % des Wurzel-
wachstums der 0 uM Variante erreicht. Die Kulturmethode hat offensichtlich, wie in
den pH-Versuchen, einen starken Einflul auf das Wurzelwachstum und die Reaktion
gegeniiber dem Streflfaktor. Daher werden die weiteren Auswertungen zu sorten-
spezifischen Reaktionen getrennt nach Kulturmethoden durchgefiihrt.

Sortenvergleich in Losungskultur

In Tabelle 20 sind die Sorten, geordnet nach relativem Wurzelwachstum nach drei
Tagen, in Losungskultur dargestellt. Die Spannweite reicht von 77.7 % der Sorte
'BR86-9508" bis 21.3 % der Sorte 'TAC 17'. 'BR86-9508' zeigte bereits in Sandkultur das
hochste relative Wurzelwachstum unter StreBbedingungen. Diese Sorte ist die einzige,
bei welcher kein signifikanter Unterschied zwischen der 0 uM und 20 uM Al-Variante
nachgewiesen werden kann. Demgegeniiber iiberrascht die schlechte Leistung der Sorte
'TAC 17', da sie nach dem MeBparameter relative SproBitrockenmasse in Sandkultur, die
beste Leistung zeigte. Ein multipler Mittelwertsvergleich mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von V =5%, identifiziert 4 homogene Unterguppen, innerhalb
welcher keine Unterschiede zwischen den Sorten nachgewiesen werden konnen. Die
Sorte 'BR86-9508' ist hierbei der alleinige Vertreter der Gruppe "a" und unterscheidet
sich somit von allen anderen Genotypen. Wie an der Untergruppe "d" zu erkennen ist,
unterscheiden sich nur die drei besten Genotypen 'BR86-9508', 'Kalmit' und 'Doko RC'
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signifikant von der schlechtesten Sorte 'IAC 17'. Die relativ schlechte Sorten-
differenzierung ist auf hohe Variabilitét innerhalb der Sorten zuriickzufiihren.

Tabelle 20:  Relatives Wurzelwachstum bei 20 puM Aluminium in Losungskultur
nach 3 Tagen sowie homogene Untergruppen nach Tukey’s Test

Sorte relatives Rang homogene Untergruppen
Wurzelwachstum
BR86-9508 77.7 1 a
Kalmit 53.6 2 b
Doko RC 45.6 3 b ¢
TGX-1448-2 40.7 4 b ¢ d
Malabar 36.0 5 b c d
BR 40 35.0 6 b ¢ d
TGX-536-02 33.7 7 b ¢ d
Kerinci 33.6 8 b c d
Tambora 33.5 9 b c d
Tampomas 31.9 10 c d
Sindoro 29.2 11 c d
Cristalina 26.0 12 c d
M-351 23.7 13 d
TGX-923-2E 23.3 14 d
Wilis 23.1 15 d
Slamet 21.8 16 d
IAC 17 21.3 17 d
V=5%

Sortenvergleich in Filterkultur

In Tabelle 21 ist das relative Wurzelwachstum der Sorten unter StreBbedingungen in
Filterkultur dargestellt. Die Sorten zeigen eine sehr breite Spannweite im relativen
Wurzelwachstum zwischen 62.6 % bei der Sorte "TGX-923-2E' und 110.0 % bei der
Sorte 'M351'. Bei den Sorten von Rang 1-5 ist kein signifikanter Unterschied zur
0 uM Variante nachweisbar. Eine Stimmulierung des Wurzelwachstums durch Al ist
also auch bei der Sorte 'M351' nicht zu erwarten. Die iibrigen Sorten zeigen ein
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nachweislich reduziertes Wurzelwachstum. Bei Vergleich der Sorten innerhalb der
StreBvariante, identifiziert ein multipler Mittelwertsvergleich 7 homogene
Untergruppen, innerhalb welcher sich die Sorten nicht unterscheiden. Dieser
MeBparameter liefert damit die stirkste Sortendifferenzierung aller untersuchten
MefBparameter und Kulturmethoden. Alle Genotypen der homogenen Untergruppe "a"
zeigen ein nachweislich hoheres relatives Wurzlewachstum als die Genotypen der

n.n

Untergruppe "g".

Tabelle 21:  Relatives Wurzelwachstum bei 750 pM Aluminium in Filterkultur
nach 3 Tagen, sowie homogene Untergruppen nach multiplem

Mittelwertsvergleich.

Sorte Wurzatwaonsum | B9 | Untergrappen

M 351 110.0 1 a

Slamet 109.4 2 a b

Cristalina 102.6 3 a b c¢

TGX-1448-2 100.3 4 a b ¢ d

TGX-536-02 90.0 5 b ¢ d e

Doko RC 88.8 6 c d e

Sindoro 82.4 7 d e f

IAC-17 80.2 8 e f g

BR86-9508 79.1 9 e f g

Malabar 78.3 10 e f g

Wilis 76.3 11 e f g

Tambora 75.1 12 e f g

BR 40 73.0 13 e f g

Kalmit 72.9 14 e f g

Tampomas 67.1 15 f g

Kerinci 66.6 16 f g

TGX-923-2E 62.6 17 g
V=5%

Obwohl fiir Filterkultur- und Ldsungskulturversuche sehr &hnliche Ausgangs-
bedingungen vorlagen und die gleichen MeBparameter bestimmt wurden, besteht keine
erkennbare Beziehung zwischen dem relativen Wachstum der Sorten unter
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StreBbedingungen (s. Abbildung 24). Die Sorte 'TGX-923-2E' zeigt in beiden Kultur-
methoden eine sehr schwache Leistung. Demgegeniiber wechseln die anderen Sorten
scheinbar willkiirlich ihre Rangposition. Ein extremes Beispiele sind die Sorten 'Slamet’
und 'M 351', welche das hochste relative Wachstum in Filterkultur, aber nur ein sehr
geringes Wachstum in Losungskultur zeigen. Die Sorte '/BR86-9508' fillt durch ihr weit
tiberdurchnittliches relatives Wurzelwachstum in Losungskultur auf, wihrend sie in
Filterkultur nur durchschnittliche Toleranz zeigt.
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Abbildung 24: Vergleich des relativen Wurzelwachstums der Sorten in Filter- und
Losungskultur unter Streffbedingungen

3.3.2.3 Feldversuche

Beschreibung der Pflanzenentwicklung

Bei einer Besichtigung der Versuchsfelder in Malang und Lampung, wurde eine
deutlich unterschiedliche Entwicklung der Sorten beobachtet. Die indonesischen Sorten
zeigten allgemein einen besseren Feldaufgang und eine vitalere Entwicklung. Es war
eine klare Abstufung nach der Herkunft erkennbar. Von den eingefiihrten Sorten zeigten
die afrikanischen die beste Anpassung an Klima und Anbaumethode, gefolgt von den
brasilianischen Sorten. Die einzige europdische Sorte 'Kalmit', sowie die brasilianische
Sorte 'Cristalina' waren nicht kultivierbar. Die Sorten TAC 17', 'BR86-9508' und 'BR 40'
wiesen, aufgrund schlechten Feldaufgangs, eine sehr geringe Bestandesdichte auf
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(s. Abbildung 25). Die Sorte TAC 17' konnte mit 14.5 cm Pflanzenh6he am Standort
Malang nur ein extrem geringes vegetatives Wachstum erzielen. Auch die Sorten
'Doko RC' und 'BR 40' erreichten nur Hohen von ca. 30 cm. Dies ist auf eine schlechte
Anpassung an Klima und Anbaubedingungen zuriickzufiihren, aber auch auf
grundsétzlich unterschiedliche Pflanzentypen. Die brasilianischen Sorten zeigen auch
unter optimalen Bedingungen eine geringere Pflanzenhéhe und Verzweigung, gehen
frith in das generative Wachstum {iber und haben grofe Bohnen. Demgegeniiber
zeichnen sich indonesischen Sorten durch {ippiges vegetatives Wachstum mit hohen
Pflanzen und starker Verzweigung, sowie relativ kleinen Bohnen aus. Diese
Unterschiede diirften auf Selektion unter verschiedenen Anbaubedingungen zuriick-
zufiihren sein. Wéhrend kleine Pflanzen mit wenig Verzweigung gut fiir den Mahdrusch
geeignet sind, werden in Indonesien gro3e Pflanzen bevorzugt, da die gesamte Pflanze
von Hand geerntet wird. Weiterhin kann in Brasilien, dank maschineller Aussaat ein
gleichméafBiger Feldaufgang und Standraum erzielt werden, so dal} eine Kompensation
ungleichmaBiger Bestidnde durch iippige Verzweigung nicht in dem Malle bendtigt wird,
wie in Indonesien, wo die Aussaat in der Regel per Hand erfolgt. Der beobachtete
unterschiedliche Feldaufgang zwischen indonesischen und brasilianischen Sorten, kann
dadurch erklart werden, daBl groBkorniges Saatgut empfindlicher auf ungeeignete
Lagerung reagiert, als kleinkorniges (pers. Mitt. Dr. Darman).
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Abbildung 25: Mittlere Pflanzenhohe und Bestand am Standort Malang

Die beiden afrikanischen Sorten "TGX-1448-2' und 'M 351" wiesen als einzige Import-
sorten ein Wachstum auf, welches mit dem einheimischer Sorten vergleichbar war.
Daher wurden auch nur diese beiden Sorten von den Kollegen vor Ort als kulturwiirdig
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eingestuft. Die beiden Sorten 'Tambora' und 'Tampomas' konnten nicht in die
Auswertung aufgenommen werden, da sie nach unzureichender Beizung, durch einen
Befall mit "Bohnenfliege" im Keimlingsstadium zu iiber 90 % zerstort wurden.

Aufgrund der extrem unterschiedlichen Pflanzenzahl je Parzelle, (s. Abbildung 25) kann
keine sinnvolle Auswertung der Parzellenertrage erfolgen. Daher dient im folgenden der
Parameter "Ertrag je Pflanze" als MaB fiir die generative Leistung einer Sorte. Auch
dieser Parameter wird durch die Bestandesdichte beeinflu3t, diirfte aber fiir die
Identifikation der Wirkung des sauren Bodens auf die Pflanzenentwicklung am besten
geeignet sein. Als Mal} fiir das vegetative Wachstum wird die Pflanzenhohe erfaf3it. Da
die absolute Leistungsfihigkeit der Sorten sehr unterschiedlich ist, ist ein Vergleich
zwischen Sorten nach absoluten Werten nicht sinnvoll zur Analyse der Al-Toleranz.
Daher werden alle Werte zum Mittelwert der jeweiligen Sorte am Standort Malang in
Bezug gesetzt und, wie bei den Gewéchshausversuchen, Relativwerte betrachtet.

Standortvergleich

Beim Vergleich der Pflanzenentwicklung an den Versuchsstandorten féllt auf, da3 der
Standort Malang den beiden Standorten Sitiung und Lampung nicht deutlich {iberlegen
ist. Die grofiten Unterschiede sind bei der Bestandesdichte zu beobachten, hier liegen
die beiden Standorte mit saurem Boden signifikant unter dem Referenzstandort Malang
(s. Abbildung 26). Der mittlere Ertrag je Pflanze und die Pflanzenhdhe unterscheiden
sich nicht zwischen den Standorten Sitiung und Malang. Dies ist moglicherweise durch
das, im Vergleich zum Standort Lampung, realtiv hohe Ca/Al Verhiltnis (s Tabelle 6)
zu erkldren. Am Standort Lampung liegt der Ertrag je Pflanze signifikant niedriger, als
am Referenzstandort. Die mittlere Pflanzenhéhe ist in Lampung niedriger, als in
Sitiung, unterscheidet sich aber nicht statsitisch gesichert vom Referenzstandort. Die
geringen Unterschiede zwischen den StreBstandorten und dem Referenzstandort sind
auf eine unterdurchschnittliche Bestandesentwicklung auf der Versuchsfliche in
Malang zuriickzufithren. Die Bestandesentwicklung aller Sorten war in der hier
vorgestellten Saison am Standort Malang unter dem Mittel mehrerer Anbaujahre. Dies
war Folge von Bodenverschlimmung wihrend der Keimlingsentwicklung, gefolgt von
einer zweiwochigen Trockenperiode (pers. Mitt. Dr. Darman). Daher sollte nicht
geschlossen werden, daf3 die Versuchsfldchen in Lampung und Sitiung ungeeignet sind,
den EinfluB saurer Boden zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigen vielmehr, dafl die
Pflanzenentwicklung im Feld von vielen StreBfaktoren beeinfluft wird und erst
mehrjdhrige Versuche es erlauben, die Wirkung bestimmter Umwelteinfliisse sicher zu
identifizieren.
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Abbildung 26: Vergleich der Pflanzenentwicklung an den Versuchssstandorten
Malang, Sitiung und Lampung.

Sortenvergleich

Im folgenden werden die Parameter Ertrag/Pflanze und Pflanzenhohe betrachtet, um die
Leistung der Sorten an den Standorten Sitiung und Lampung zu untersuchen.

Am Versuchsstandort Lampung zeigt die Sorte 'TAC 17" mit jeweils etwa 170 % die
hochste Leistung in beiden MeBparametern (s. Tabelle 22). Dies ist jedoch darauf
zuriickzufithren, daB3 diese Sorte am Referenzstandort eine extrem schlechte
Entwicklung zeigte, und sollte daher nicht zu dem Schluf3 verleiten, die Sorte wiirde
eine sehr hohe Al-Toleranz besitzen. In absoluten Werten ist TAC 17' auf allen
Versuchsflichen den iibrigen Sorten weit unterlegen. Die Ausnahmestellung dieser
Sorte schldgt sich auch darin nieder, daB sie sich signifikant von allen iibrigen Sorten
unterscheidet.

Trotz der hohen Spannweite des Ertragsparameters von 28.0 % bis 91.4 %, identifiziert
ein multipler Mittelwertsvergleich nach Tukey in diesem Bereich nur zwei homoge
Untergruppen. 'BR 40' ist damit nachweislich besser als die Sorten von Rang 10-13.
Etwas stirker ist die Differenzierung nach dem Parameter Pflanzenhdhe. Hier werden
vier homogene Untergruppen identifiziert. Zwischen dem Einzelpflanzenertrag und der
Pflanzenhdhe der Sorten, ist keine Beziehung erkennbar. Nach dem Ertragsparameter
liegen die brasilianischen Sorten 'BR 40', 'BR86-9508' und 'Doko RC' in der oberen
Halfte der Rangfolge, dagegen nach der Pflanzenhdhe in der unteren Hilfte. Ein
umgekehrtes Verhalten zeigen die indonesischen Sorten 'Slamet' und 'Sindoro'. Die
beiden afrikanischen Sorten '™ 351' und 'TGX-1448-2', welche eine gute absolute



Ergebnisse 71

Pflanzenentwicklung erzielten, zeigen nach den relativen MeBparametern nur
durchschnittliche Leistungen.

Tabelle 22:  Ertag je Pflanze und Pflanzenhohe am Versuchsstandort Lampung
relativ zum Standort Malang.

Sorte E;gigé Rang Sorte Pﬂanzi/n- hahe Rang
% 6
IAC 17 174.7 a 1 IAC 17 170.7 a 1
BR 40 914 b 2 Sindoro 1112 b 2
BR86-9508 | 60.9 bc 3 TGX-923-2E(109.2 bc 3
Kerinci 56.2 bc 4 Slamet 98.5 bcd 4
Doko RC 55.8 bc 5 M 351 90.4 bcd 5
TGX-923-2E| 55.7 bc 6 Kerinci 86.7 bcde 6
M 351 54.3 bc 7 Malabar 85.1 bcde 7
Malabar 514 bc 8 Doko RC 85.0 bcde 8
TGX-1448-2 | 43.5 bc 9 TGX-536-02| 82.1 cde 9
Wilis 36.0 c 10 BR 40 81.4 cde 10
Slamet 323 ¢ 11 TGX-1448-2| 81.1 cde 11
Sindoro 300 c 12 Wilis 75.5 de 12
TGX-536-02| 280 ¢ 13 BR86-9508 | 59.4 e 13

(V =5 % Buchstaben kennzeichen homogene Untergruppen)

Auch am Standort Sitiung realisiert die Linie TAC 17' Leistungen von weit iiber 100 %
in beiden Parametern, wird aber im Ertrag noch von der Linie 'BR86-9508' iibertroffen
(s. Tabelle 23). Diese Sorte unterscheidet sich signifikant von allen iibrigen Sorten. Mit
einem mittleren Ertrag von 8,7 g pro Pflanze, erzielt sie auch den absoluten Spitzenwert
am Standort Sitiung. Eine Steigerung von etwa 2 g auf 8 g pro Pflanze kann, bei einem
Durchschnitt von etwa 4 g je Pflanze iiber alle Sorten und Standorte, als realistischer
Wert betrachtet werden. Hervorzuheben ist die Tatsache, da3 'BR86-9508' nach dem
Parameter "relative Pflanzenhdhe" den letzten Rang einnimmt. Es besteht jedoch keine
signifikante Abweichung vom Referenzstandort.

Die drei afrikanischen Linien 'TGX-923-2E', 'TGX-536-02' und 'M 351' sowie die
brasilianischen Genotypen 'IAC 17', 'BR 40' und 'Doko RC' erzielen hdhere Einzel-
pflanzenertrige als am Referenzstandort. Demgegeniiber erreichen die Sorten 'Slamet’
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und 'Sindoro' nur etwa 50 % ihrer Leistung. Im Mittelwertsvergleich werden drei
homogene Untergruppen identifiziert. Neben den bereits erwidhnten Sorten 'BR86 9508'
und 'TAC 17' unterscheidet sich nur die Sorte 'BR 40' von der schlechtesten Sorte. Die
Pflanzenhohe differiert bei den meisten Sorten nur geringfiigig von den Versuchs-
flichen in Malang. Ein Mittelwertsvergleich identifiziert drei homogene Untergruppen,
welche sich nicht {iberlappen, da die Ersten beiden ausschlieBlich von den Sorten
'TAC 17" und 'TGX-923-2E' gebildet werden. Auf die Sonderstellung der Sorte TAC 17'
wurde bereits eingegangen. Auch an diesem Versuchsstandort ist keine Beziechung
zwischen dem relativen Ertrag und der relativen Pflanzenhdhe erkennbar.

Tabelle 23:  Ertrag je Pflanze und Pflanzenhohe am Versuchsstandort Sitiung
relativ zum Standort Malang. Ringe auf Spannweite 1-17 skaliert.

Ertrag pro Pflanzen-
Sorte Pflanze Rang Sorte héhe Rang
% %
BR86-9508 (409.7 a 1 IAC 17 2345a 1
IAC 17 2332 b 2 TGX-923-2E/140.4 b 2
BR 40 179.9 bc 3 Kerinci 109.0 c¢ 3
TGX-923-2E |156.6 bcd 4 TGX-1448-2(107.5 ¢ 4
Doko RC 147.1 bcd 5 TGX-536-02(104.5 ¢ 5
M 351 118.5 cd 6 M 351 101.0 ¢ 6
TGX-536-02 |111.7  cd 7 Doko RC 100.0 c 7
Kerinci 83.5 cd 8 Slamet 995 ¢ 8
Wilis 72.6 cd 9 Sindoro 95 ¢ 9
TGX-1448-2 | 68.7 cd 10 BR 40 991 ¢ 10
Slamet 493 cd 11 Wilis 922 ¢ 11
Sindoro 47.3 d 12 BR86-9508 | 87.5 ¢ 12

(V =5, % Buchstaben kennzeichen homogene Untergruppen)
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3.3.2.4 Vergleich der Kulturmethoden

Vergleich der Al-Konzentrationen in Kulturmethoden

Vergleicht man die, in den verschiedenen Kulturmethoden eingesetzten
Al-Konzentrationen, ist festzustellen, dafl extreme Unterschiede bestehen. In Filter-
kultur wird nur die halbe Al-Konzentration benotigt, um einen der Sandkultur
vergleichbaren Al-Stref3 auszuldsen. Noch extremer fillt der Vergleich zur Losungs-
kultur aus. Hier erfolgt eine stirkere Schadigung des Wurzelsystems als in Filter-r und
Sandkultur, obwohl bei diesen Kulturmethoden eine siebenunddreiflig- bzw.
siebzigfache Al-Konzentration eingesetzt wurde.

Sortenvergleich tiber Methoden hinweg

Um Sorten iiber verschiedene Kultur- und MeBmethoden hinweg vergleichen zu
konnen, werden die Sorten, entsprechend ihrer relativen Leistung, unter StreB3-
bedingungen sortiert und anschlieBend Rangwerte vergeben. Die beste Sorte erhilt
dabei den Rang "1" die schlechteste Sorte den Rang "17". Sind weniger als 17 Sorten in
der Rangordnung, werden die vergebenen Rénge auf den Bereich von 1-17 umskaliert.
Daraus ergeben sich fiir die Verrechnung nicht ganzzahlige Rangwerte, welche jedoch
in Tabelle 24 gerundet dargestellt sind. Dies ist notwendig, um die Réange aller
Versuche ohne Verzerrung verrechnen zu konnen. Wegen dieser fehlenden Werte
wurde zur Zusammenfassung der Versuche der durchschnittliche Rangwert fiir die
Sorten errechnet, anstelle der iiblichen Rangsumme. Die Sorte TAC 17' hat den
niedrigsten durchschnittlichen Rang und damit iiber alle Analysenmethoden die hochste
Leistungsfahigkeit unter Strefbedingungen. Diese Aussage mufl jedoch relativiert
werden, da die Sorte ihre fiihrende Stellung vorallem den besten Rédngen in den
Feldversuchen verdankt. Die Sonderstellung dieser Sorte wurde bereits oben erldutert.
In Losungskultur belegt 'TAC 17' den letzten Platz. Auch in Filterkultur ist ihre Toleranz
unterdurchschnittlich. Die nichstbesten Sorten sind 'Doko RC' und 'BR86-9508', mit
einem mittleren Rang von 7.1. Die beiden Sorten unterscheiden sich dadurch, daf3
'Doko RC' ausgeglichenere Leistungen zeigt als 'BR86-9508', welche bei drei Mel-
parametern den ersten Rang und zugleich bei zwei MeBparametern den letzten Rang
einnimmt. Auf diesen Kontrast wurden bereits bei der Darstellung der Feldversuche
eingegangen.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, da3 eine eindeutige Klassifizierung
der Sorten in "Al-tolerant" und "Al-sensitiv" nicht moglich ist. Es liegen bei allen
MeBparametern nur graduelle Unterschiede zwischen den Sorten vor. Dariiberhinaus
verhalten sich die Sorten in Abhéngigkeit von der Kulturmethode sehr unterschiedlich.
Bei einigen Genotypen sind jedoch klare Tendenzen erkennbar. Die Sorte 'Wilis' kann
als Al-senstiv betrachtet werden, da sie in allen untersuchten Parametern deutliche
LeistungseinbuBen unter Strebedingungen zeigt. 'TIAC 17' scheint auf den ersten Blick
das Al-tolerante Gegenstiick zu 'Wilis' zu sein. Allerdings wurde bereits auf die
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problematischen Ergebnisse dieser Sorte in den Feldversuchen hingewiesen, eine klare
Zuordnung sollte daher unterbleiben. Als Al-tolerant koénnen die Sorten 'Doko RC',
'BR86-9508" gelten. Diese Aussage ist jedoch weniger klar als bei 'Wilis', da beide
Sorten in manchen Bewertungen auch héhere Riange belegen.

Bei der Betrachtung von Sortengruppen lassen sich klare Aussagen machen. Die vier
besten Sorten stammen aus Brasilien, nur 'Cristalina’ liegt auf einem mittleren Rang.
Fiinf von sechs indonesischen Genotypen liegen auf den sechs schlechtesten Réngen,
nur unterbrochen von der européischen Sorte 'Kalmit'. Die Sorte 'Kalmit' liefert in Sand-
und Filterkultur sehr schlechte Leistungen, ist dagegen die zweitbeste Sorte in Losungs-
kultur. Die Linien afrikanischer Herkunft liegen alle auf mittleren Réngen. Im
brasilianischen Genpool ist offensichtlich eine hohere Al-Toleranz vorhanden, als im
afrikanischen Genpool. Im indonesische Genpool scheint dagegen nur eine geringe
Al-Toleranz vertreten zu sein.
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Tabelle 24:  Ringe der Sorten bei verschiedenen Kulturmethoden und
MefBlparametern
2 2 Fel
S % Feld eld Sand | Lésung | Filter
S S Sitiung Lampung
D
= =
> A\ Tl 9| < c | 2
2 S s | 5 3 B B 3
0 = Sz $|/2 2| 5 |5 |3
o > Y > 9 3 3 o o 4
3 ® o ® ) ) Q S S >
D = S o @ 2 2 3,
@ @ =
= ® ® 3 3
IAC-17 1 2 1 1 4 1 17 8 4.5
Doko RC 10 7 10 11 4 3 6 71
BR86-9508 17 1 17 4 1 7 1 9 7.1
Tambora 6 9 12 7.4
BR-40 14 4 13 2 3 6 13 7.6
M-351 8 8 13 1 7.6
TGX-923-2E 2 5 14 17 8.4
TGX-1448-2 5 14 14 12 4 4 8.9
Kerinci 4 11 8 5 7 14 8 16 9.1
Cristalina 12 11 12 3 9.5
TGX-536-02 7 10 12 17 7 5 9.5
Slamet 11 16 5 14 16 2 10.7
Tampomas 9 9 10 15 10.8
Sindoro 13 17 2 16 11 7 10.9
Malabar 9 10 17 17 10 11.4
Kalmit 15 15 14 11.7
Wilis 16 13 16 13 14 12 15 11 13.6

Methodenvergleich uiber Sorten hinweg

Um Beziehungen zwischen den Kulturmethoden zu identifizieren, wurden Rang-
korrelationskoeffizienten nach Spearman (PRECHT, 1987) berechnet.
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Insgesamt wurden flinf signifikante Korrelationen identifiziert (s. Tabelle 25). Die
Reihung der Sorten nach dem relativen Wurzelwachstum in Filterkultur korreliert zu
keinem anderen MeBparameter. Die Bewertung der Genotypen durch den Ldsungs-
kulturversuch zeigt ebenfalls keine nennenswerte Korrelation, aufler einer signifikant
negativen Korrelation zur Pflanzenhohe in Lampung. Die Rénge, entsprechend der
beiden MeBparameter in Sandkultur korrelieren untereinander. Diese Korrelation ist
jedoch nicht so hoch, wie bei den direkt abhingigen Systemen SprofB- und Wurzel-
entwicklung zu erwarten wire. Dal} diese Beziehung nicht sehr eng ist, zeigt sich bereits
daran, daf} in Sandkultur bei 200 uM Al das Sprolwachstum leicht eingeschriankt ist,
wiahrend das Wurzelwachstum noch iiber 100 % liegt (s. Abbildung 20). Statistisch
abgesicherte Rangkorrelation bestehen auch zwischen der Wurzelmasse in Sandkultur
und den Ertragsparametern beider Feldversuche. In beiden Feldversuchen ist keine
Korrelation zwischen den beiden Parametern Pflanzenhdhe und Ertrag pro Pflanze zu
beobachten. Die abgesicherte Korrelation zwischen der Rangfolge nach dem Ertrags-
parameter in beiden Feldversuchen deutet auf &hnliche Bedingungen an beiden
Standorten hin. Auch die Bewertung nach der Pflanzenhdhe korreliert zwischen beiden
Feldversuchen, kann aber nicht statistisch abgesichert werden.

Tabelle 25:  Korrelation der Rangfolgen in verschiedenen Kulturmethoden und
MefBparameter nach 'Spearman’s' Rangkorrelation

Kultur- Feld Feld Sand Lésun
methode Sitiung Lampung g
g 2T & 2TR:E3¥ 53
> L3 > L3le 303 93
MeRparameter | © NQ | © NQ |8& & ¢ 2 0
1 C 1
3
Feld
Sitiung Ertrag/Pflanze 0.07
Feld Hohe 0.57 -0.13

Lampung |Ertrag/Pflanze 0.15 0.80** 0.00

Wurzelmasse -0.03 0.94** -0.11 0.86*

Sprolmasse 0.31 0.60 0.07 0.75 0.72*

Lésung |Wurzelwachstum | -0.33 0.22 -0.64* 0.14 -0.03 -0.22
Filter Wurzelwachstum | -0.03 -0.38 0.07 -0.45 -0.01 0.33 -0.15

Sand

(*, ** signifikant bei V =5 % bz.w 1 %)
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Die enge Beziehung zwischen Sandkultur und den Feldversuchen zeigt, dafl diese
Kulturmethode die realen Anbaubedingungen besser widerspiegelt, als die Kurzzeit-
versuche. Dies ist vermutlich auf das bodendhnliche Substrat, den langen Beob-
achtungszeitraum, sowie die Erfassung der "Biomasse" Parameter zuriickzufiihren. Die
fehlende Korrelation zwischen den Kurzzeitversuchen und den Langzeitversuchen
deutet darauf hin, dal die MeBbedingungen sich zu stark von realen Anbaudingungen
unterscheiden, um eine direkte Ubertragung der Ergebnisse zu erlauben. Auch die
beiden Kurzzeitversuche korrelieren untereinander nicht, obwohl die gleichen MeB-
parameter und MeBzeiten angewendet wurden. Daraus muf} geschlossen werden, daf3
sich die Kulturbedingungen grundsétzlich unterscheiden.

Wird der Parameter "Ertrag pro Pflanze" als Ertragsparameter aufgefalit, ist von den
Gewichshausversuchen die Sandkultur am besten geeignet, auf erhohte Produktivitit zu
selektieren.

3.3.3 Wurzelausscheidungen

3.3.3.1 Gelfarbemethode

Die Ergebnisse der Kulturversuche deuten auf die Entgiftung von Al in der Rhizosphére
hin, da damit die extreme Wechselwirkung zwischen Al-Konzentration und Kultur-
methode erklirbar sind (s.4.4.1). Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde eine
Methode entwickelt, welche freies AI’™ in der Umgebung der Wurzel sichtbar macht
(s. 2.6). Auf diese Weise wird eine Engiftungsreaktion durch die Abnahme von freiem
AP’ erkennbar. In Abbildung 27 ist die Aufnahme eines Gels dargestellt, auf welchem
drei Sojawurzeln fiir 16 Stunden kultiviert wurden. Die Intensitdt der Farbreaktion
korreliert direkt mit der Konzentration von toxischem AI’*, das heiBt in den dunklen
Bereichen des Gels liegt ein hoher AI’*-Gehalt vor. Es sind starke Aufhellungen im
Bereich der Wurzelspitzen aller drei Wurzeln erkennbar. Die Lage der Wurzelspitzen
wurden jeweils zu Beginn und Ende des Versuchs auf der Glasplatte markiert. Die
Markierungen sind als dunkle Punkte im Bereich der Authellungszone erkennbar. Die
Wurzeln sind wéhrend des Versuchs ca. 10-12 mm gewachsen und die Entgiftungszone
erstreckt sich liber etwa die gleiche Lange. Dies 146t den Schlu3 zu, dal nur unmittelbar
an der Wurzelspitze eine Verdnderung der Rhizosphire erfolgt. Eine weitere Zone mit
reduziertem AI’*-Gehalt ist im oberen Bereich der mittleren Wurzel erkennbar. An
dieser Stelle wurden die ersten Seitenwurzeln gebildet. Auffallig ist, da3 in dlteren
Wurzelbereichen offensichtlich keine Entgiftung der Rhizosphére stattfindet. Dal3 die
Lage der élteren Wurzelbereiche durch eine dunkle Linie erkennbar ist, deutet auf eine
Akkumulation von Al an der Wurzeloberfliche hin. Diese Beobachtung konnte aber
auch dadurch zu erkléren sein, dafl das Gel unter der Wurzel eingedriickt und dehydriert
wird.



Ergebnisse 78

Abbildung 27: Hematoxylin gefidrbtes Agarosegel nach 16-stiindiger Kultur von
Sojawurzeln.

Die ungleichmifige Hintergrundfirbung des Gels ist durch schwankende Agarose-
konzentrationen, und damit unterschiedliche Al-Aufnahme wihrend der Inkubation in
Al-Losung zu erkldren. An der rechten Wurzel ist ein typischer Effekt bei der Kultur auf
Al-toxischem Gel zu erkennen. Die Wurzeln kriimmen sich grundsétzlich in Richtung
des Gels, da die Wurzelseite, welche dem Gel aufliegt, im Wachstum gehemmt wird,
wihrend die andere Seite normal weiter wéchst. Zu Beginn dieser Versuche wurden
Agarosegele mit geringerer Konzentration benutzt. Dies fiihrte dazu, dafl die Wurzeln in
die Gele wuchsen, und sie dabei beschéddigten. Bei hoherer Agarosekonzentration kann
die Wurzelspitze nicht in das Gel eindringen und weicht daher zur Seite aus.

Bei einigen Gelen wurde der pH-Wert im unbeeinflufiten Gel und in der Umgebung der
Wurzelspitze durch Auflegen von Indikatorpapier iiberpriift. In wurzelfernen
Gelbereichen blieb der pH-Wert von 4.3 weitgehend erhalten. In einigen Féllen wurden
leichte Verdnderungen des pH-Wertes an der Wurzelspitze beobachtet, sowohl in
Richtung hoherer als auch niedrigerer Werte. Da keine pH-Werte iiber 4.8 beobachtet
wurden, ist nicht davon auszugehen, daBl eine Anhebung des pH-Wertes zur



Ergebnisse 79

Reduzierung der Al’"-Konzentration gefithrt hat. Die beobachtete Rhizosphiren-
entgiftung diirfte also auf die Ausscheidung von komplexbildenden Stoffen
zuriickzufiihren sein.

Abbildung 28: Nahaufnahme des Bereichs der Wurzelspitze eines Hematoxylin
gefiarbeten Agarosegels nach 2 Stunden Inkubationszeit.
1-Wurzeldurchmesser; 2-Exudationszentrum; 3-Wurzelspitze;
4-Abstand Wurzelspitze-Exudationszentrum.

Zur genaueren Lokalisierung des Wurzelbereichs, an welchem eine Ausscheidung von
Al-komplexierenden Stoffen erfolgt, wurde die Zeit verkiirzt, in welcher die Wurzel auf
dem Gel inkubiert wurde. Durch einen kiirzeren Kontakt wird die "Bewegungs-
unschérfe" reduziert, dafiir 148t der Kontrast stark nach. Eine mindestens zweistiindige
Exposition der Wurzel wird bendtigt, damit die Aufhellung durch Wurzel-
ausscheidungen deutlich erkennbar ist. In dieser Zeit wichst die Wurzel unter den
angegebenen Bedingungen knapp 2 mm. In Abbildung 28 ist der Bereich der Wurzel-
spitze eines Gels nach zweistiindiger Inkubation dargestellt. Die Wurzel hatte einen
Durchmesser von etwa einem Millimeter. Das Zentrum der stirksten Aufhellung liegt
ca. 4 mm hinter der Wurzelspitze und die axiale Ausdehnung der Entgiftung betragt
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etwa 4-6 mm. Ausgehend von einem Zuwachs von 2 mm dehnt sich also die
Exudationszone nur {iber eine Bereich von 2-3 mm im Abstand von 2-3 mm hinter der
Wurzelspitze aus.

Hieraus ergibt sich die Frage, ob dieses Exudationsmuster geeignet sein kann, die
Wurzel effektiv vor einer Al Vergiftung zu schiitzen, obwohl die unmittelbare Wurzel-
spitze nicht geschiitzt zu sein scheint. Abbildung 29 zeigt zwei Wurzeln aus Sandkultur,
wobei die obere in Al-freiem und die untere in 1400 uM Al-haltigem Medium kultiviert
wurde. Die Wurzel aus der Al-StreBvariante zeigt eindeutige Toxizitdtssymtome, wie
gestauchtes Wachstum, Verdickung, Verkriimmung, rissige Rhizodermis, und briichiges
Gewebe. Es ist jedoch auch erkennbar, dal die ersten 1-2 mm der Wurzel sich nahezu
nicht von der ungeschédigten Wurzel unterscheiden. Offensichtlich wird die Wurzel
(entgegen allgemeiner Uberzeugung) an der unmittelbaren Spitze nicht geschidigt.
Daher ist ein Schutz durch Exudation in diesem Bereich auch nicht ndtig. Ahnlich
verhélt es sich mit den é&lteren Bereichen der Wurzel. Hier besteht Einigkeit dariiber,
daBl diese Bereiche von Al nicht geschidigt werden. Also ist ein Schutz durch
Komplexierung auch hier nicht notig.

Abbildung 29: Wurzelspitzen von Wurzel mit bzw. ohne Aluminium Stref3

Der Ort der Ausscheidung entgiftender Substanzen stimmt also genau mit dem Ort der
Schiadigung der Wurzel iiberein. In diesem Zusammenhang mufl nochmals auf die
Ausscheidungen im Bereich der Bildung von Seitenwurzeln hingewiesen werden. Auch
hier werden empfindliche Bereiche neuer Wurzeln geschiitzt. Abbildung 27 148t leider
keine Aussage darliber zu, ob die Ausscheidungen in diesem Bereich nur von neu
gebildeten Wurzeln stammen, oder ob auch die dlteren Wurzelbereiche wieder Stoffe
ausscheiden, wenn junge Wurzeln gebildet werden.
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3.3.3.2 Wurzelausscheidungen

Nachdem die Entgiftung von Al in der Rhizosphédre durch die oben beschriebene
Methode nachgewiesen wurde, sollten die ausgeschiedenen Stoffe identifiziert und
quantifiziert werden. Zu diesem Zweck wurde, durch Inkubation von mehreren Wurzeln
in einem engen GefdB, Losung aus der unmittelbaren Nédhe der Wurzelspitzen
gewonnen (s. 2.5). Die Ausscheidung organischer Sduren wurde bereits in Zusammen-
hang mit Al-Toxizitdt beschrieben (DELHAIZE ET AL., 1993b). Daher wurde mittels
HPLC die Konzentration niedermolekularer Anionen in den Rhizosphérenldsungen
bestimmt. In Abbildung 30 sind beispielhaft durch einen Leitfdhigkeitsdetektor
indentifizierte Anionen in einer Rhizosphirenlosung ohne Al-Strel dargestellt. Der
hohe Chlorid-Gipfel stammt aus der Zugaben von CaCl, zur Testlosung. Weiterhin sind
minimale Mengen von Malat, Oxalat und Phosphat identifizierbar. Der Citrat-Gipfel ist
bereits deutlich erkennbar. Der mit "6" markierte Gipfel repridsentiert einen nicht
identifizierten Stoff.

Abbildung 31 zeigt die detektierten Ionen in der Rhizosphdrenldosung, wenn die
Wurzeln einem Al-Stref3 ausgesetzt werden. Hierbei fallen sofort die sehr hohen Werte
fiir die Stoffe Malat und Citrat auf. Daneben ist noch eine leicht verstirkte Aus-
scheidung von Oxalat und Phosphat zu beobachten. Oxalat bildet wie Malat und Citrat
starke Komplexe mit Al und wére daher geeignet, zu einer Al-Entgiftung beizutragen.
Nach den vorliegenden Ergebnissen spielt Oxalat aber keine entscheidende Rolle. Auch
der Al-Phosphat Komplex ist unter den vorgegebenen Bedingungen sehr stabil. Eine
gezielte Ausscheidung von Phosphat zur Al-Entgiftung ist aber aus theoretischen
Uberlegungen unwahrscheinlich, da insbesondere auf sauren Boden eine limitierte
Phosphatversorgung zu erwarten ist. Demgegeniiber kdnnen organische Séuren in fast
unbegrenzter Menge neu synthetisiert werden. Auch der unidentifizierte Stoff "6" zeigt
eine etwas hoheren Gipfel und erhielt in Abbildung 31 die Nummer "11".
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Abbildung 30: HPLC Detection organischer Siduren in Rhizosphirenlosung mit
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Abbildung 31: HPLC Detektion organischer Siuren in Rhizosphirenlosung mit
500uM AICI;

Die Abbildungen und weitere Messungen zeigen jedoch deutlich, dafl Al-Stref3
hauptséchlich die Ausscheidung von Malat und Citrat an der Wurzelspitze auslost.
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Abbildung 32: Malat- und Citrat-Ausscheidung von Wurzelspitzen der Sorten
IAC 17 und Malabar

Die MeBBung der Wurzelauscheidungen der Sorten 'IAC 17' und 'Malabar' wurde in vier
Wiederholungen in der Al-Variante und zwei Wiederholungen in der Kontrollvariante
durchgefiihrt. Von beiden Sorten wird in der StreBvariante nachweislich mehr Citrat
und Malat ausgeschieden. Die absolute Menge der Wurzelausscheidungen beider Sorten
unterscheiden sich, mit Ausnahme der Malatmenge in der Al-Variante, nicht signifikant.
'TAC 17" exudiert bei Al-StreB3 signifikant mehr Malat, als die Sorte 'Malabar'. Der
Efflux von Malat und Citrat steigt unter Al-Stref3 bei der Sorte 'TAC 17' auf den 6 fachen
bzw. bei der Sorte Malabar auf den zehnfachen Wert der Ca-Variante an. Das
Verhiltnis von Citrat zu Malat liegt bei TAC 17' bei 1.2 : 1, wéihrend 'Malabar' ein
Verhiltnis von 1.5 : 1 aufweist. Die beiden zuletzt genannten Tatsachen konnen als
Hinweise auf sortenspezifische Unterschiede im Exudationsverhalten gewertet werden.
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Tabelle 26:  Ausscheidungsraten organischer Siuren bezogen auf eine

Wurzelspitze.
Losung Malat nmol/h Citrat nmol/h
IAC 17 500uM AICl; 1.1* 1.3
500uM CaCl, 0.2 0.2
Malabar 500uM AICl; 0.7* 1.1
500uM CaCl, 0.1 0.1

(*, signifikant bei V =5 %)

Um abzuschitzen, ob die gemeBenen Exudationen ausreichen kénnen, um Al’" effektiv
zu entgiften, wurden mogliche Konzentrationen der organischen Séduren in der
Rhizosphére errechnet. Hierzu wurden zuerst die gemessenen Konzentrationen in den
Probengefdflen in eine mittlere Ausscheidungsrate (nmol/h) je Wurzel umgerechnet
(s. Tabelle 26). Als Basis der Berechnung des Rhizosphiarenvolumens diente eine
Wurzel mit 1 mm Durchmesser. Die Ausdehnung der hypothetischen Rhizosphéire
wurde mit 10 mm in axialer und 0.1 mm in radialer Dimension angenommen. Der
Wurzeldurchmesser von 1 mm entspricht etwa dem Durchmesser der Wurzeln, an
welchen obige MeBungen durchgefiihrt wurden. Die axiale Ausdehnung von 10 mm
wurde gewdhlt, da dies der Lénge entspricht mit welcher die Wurzeln bei der MeBBung
in die Losung eintauchten. Dariiber hinaus zeigen die Ergebnisse der Gelfarbemethode,
dal sich der Wurzelbereich, in welchem Exudation stattfindet, nur iiber wenige
Millimeter hinter der Spitze erstreckt (s. Abbildung 28). Zum Schutz der Wurzel vor
toxischem Aluminium reicht es theoretisch aus, wenn nur die unmittelbare Wurzel-
oberfliche entgiftet wird. Die Schichtdicke von 0.1 mm reprédsentiert in dieser
Schitzung die erweiterte Wurzeloberflache. Die Konzentration von Malat und Citrat in
dieser hypothetische Rhizosphire, sind aus Tabelle 27 zu entnehmen.

Tabelle 27: Konzentration von Malat und Citrat nach einer Stunde Efflux in
eine hypothetische Rhizosphire

Losung Malat uM Citrat uM
IAC-17 500 uM AICl; 311 362
Malabar 500 uM AICl; 210 311

Werden die Malat- und Citratkonzentrationen gemeinsam betrachtet, sind in der
hypothetischen ~ Rhizosphédrekonzentrationen  in  der  GroBenordung  der
Al-Konzenentration zu erwarten. Bei diesen Konzentrationen liegen nur noch 1.1 %
bzw. 6.0 % des Aluminiums als freies AI’" vor (s. Tabelle 28). Da Sojawurzeln in
diesem Stadium bei ungehindertem Wachstum ca. 2-2.5 mm je Stunde wachsen, muf3
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theoretisch auch nur dieser Rhizosphdrenbereich, anstelle der angenommenen 10 mm,
entgiftet werden. Die durchgefiihrte Schitzung der Konzentrationen ist daher eher
konservativ.

Tabelle 28:  Verteilung der Ionenspezies in einer hypothetischen

Rhizosphirenlosung.
Al-Spezies 1AC-17 Malabar
AP 1.1% 6.0 %
AlOH* 1.1 %
AlCitrat 27.1 % 24.4 %
AlOHCitrat 41.1 % 37.0 %
AlMalat” 16.9 % 25.5%
AlMalat,” 13.5% 5.7 %

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dall die Menge der Exudationen in
einer GroBenordnung liegen, die eine weitgehende Entgiftung toxischer Al-Ionen
ermoglicht. Dieser SchluB3 deckt sich mit der Beobachtung, dafl das Wurzelwachstum
im Konzentrationsbereich von 500 uM nur geringfiigig reduziert ist, wenn die Wurzel in
der Lage ist, die Rhizosphére zu beinflussen.
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3.4 Entwicklung und Untersuchung spaltender
Populationen

Fir eine markergestiitzte Kartierung von Toleranzgenen, miissen zuerst spaltende
Populationen erstellt werden. Damit eine Kartierung Erfolg hat, sollten die Kreuzungs-
eltern gezielt ausgewihlt werden. Die erste wichtige Voraussetzung ist, da3 sich die
Eltern moglichst deutlich in der untersuchten Eigenschaft unterscheiden. Weiterhin muf3
eine ausreichende Anzahl polymorpher Marker innerhalb der Kreuzungspopulation
verfliigbar sein, um eine genetische Karte im Abstand von maximal 20-30 cM
abzusittigen. Die Zahl polymorpher Marker innerhalb der Kreuzungspopulation kann
durch die Wahl von Kreuzungseltern mit einer hohen genetischen Distanz erhdht
werden. Wenn auf eine genetische Karte verzichtet werden kann, und lediglich ein
Marker gesucht wird, welcher mit der untersuchten Eigenschaft korreliert ist, kann auch
der umgekehrte Weg gegangen werden. Durch die Auswahl genetisch nahestehender
Kreuzungseltern besteht die Moglichkeit, daBl diese in weiten Genombereichen
identisch sind, sich jedoch im Bereich des gesuchten Toleranzgen unterscheiden. Durch
diese Strategie wird die Wahrscheinlichkeit erhoht, daB einer der verfiigbaren
polymorphen Marker mit der gesuchten Eigenschaft in Beziehung steht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Populationen entwickelt und ndher untersucht.
Eine F2 Population der Kreuzung 'Doko RC'x 'Wilis' sowie eine F3-Population der
Kreuzung 'Wilis' x 'B3578".

Die erste der beiden Kreuzungen wurde erstellt, weil die beiden Sorten in den oben
dargestellten Kulturversuchen deutlich unterschiedliche Reaktionen gegeniiber Al-Stref3
zeigten (s.3.3.2.4). AuBerdem weisen die Sorten 'Doko RC' und '"Wilis' eine hohe
genetische Distanz von 0.358 auf. Dies entspricht 114 polymorphen Markern. Hieraus
kann abgeleitet werden, daB sich bei einer zufilligen Verteilung der Marker auf dem
etwa 3400 cM (KEIM ET AL., 1997) groen Genom der Sojabohne, mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 90% ein Marker im Abstand von 35.5 cM zum gesuchten Genlocus
befindet. Dieser Wert liegt fiir eine sichere Abdeckung des Genoms zu hoch. Durch die
hohe Effizienz der AFLP-Technik, ist es aber kein Problem die Markerdichte schnell zu
erhohen. Die Sorte 'Wilis' wurde auch deswegen als Kreuzungspartner gewéhlt, weil sie
die indonesische Sorte mit der weitesten Verbreitung ist (SUMARNO UND
ADISARWANTO, 1996).

Die Eltern der zweite Kreuzung weisen im Feldversuch eine unterschiedliche Toleranz
gegeniiber Al-Stre8tandorten auf (pers. Mitt. Darman M. Arsyad). Die genetische
Distanz der Eltern ist mit einem Distanzkoeffizienten von 0.149 bzw. 46 polymorphen
Banden relativ gering. Wilis wurde auch hier als Elter eingesetzt, um eine Verbindung
zu der dichten Karte aus der ersten Population zu ermdglichen. Diese Population wurde
auch genutzt, weil eine hohere Generation zu Verfiigung stand, wodurch MeB-
wiederholungen mdglich wurden.
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Ein Vergleich der beiden Populationen sollte Analysen ermdglichen, ob die Al-Toleranz
in 'Doko RC' und Feldtoleranz in 'B3578' moglicherweise auf unterschiedlichen
Strategien und damit genetischen Grundlagen basieren.

3.4.1 Die Population 'Doko RC x Wilis'

In der Kreuzungspopulation 'Doko RC x Wilis' stand die zweite Filialgeneration zur
Verfiigung. Da in dieser Generation jedes Individuum einen einmaligen Genotyp
darstellt, muflite das Wurzelwachstum mit und ohne Al-Stref an einem einzigen
Keimling bestimmt werden. Die Keimlinge wurden zuerst in Al-freier Losungskultur
kultiviert und der Zuwachs nach 48 h bestimmt. AnschlieBend wurde Al zur Losung
gegeben und der Zuwachs nach weiteren 48 h unter StreSbedingungen erneut gemessen.
Die Wurzelzuwéchse sind in Abbildung 33 dargestellt. Die Relation dieser beiden
Werte ergab als relatives Wurzelwachstum eine Malzahl fiir die Al-Toleranz.
Gegeniiber den oben dargestellten Versuchen hat diese Methode den Vorteil, dal die
StreBreaktion eines Individuums mit sich selbst in Beziehung gesetzt werden kann.
Hierdurch kann der Einfluf unterschiedlicher Keimkraft verschiedener Individuen einer
Sorte ausgeschlossen und dadurch ein groBer Teil der Umweltvarianz eliminiert werden.
Dieser Vorteil kann jedoch nicht den Mangel an MefBwiederholungen ausgleichen. Daf}
auch bei dieser MeBmethode eine starke Umweltvarianz zu beobachten ist, zeigt
Abbildung 33. Obwohl bei den Elternsorten 'Doko RC' und 'Wilis' von homozygoten
Genotypen ausgegangen werden muB, ist eine deutliche Streuung der Werte einzelner
Individuen zu erkennen. Dies belegt klar, dal die tatsdchliche Al-Toleranz eines
Genotyps nicht an einem einzelnen Individuum bestimmt werden kann. Daher wird im
weiteren auch nicht auf die Al-Toleranz einzelner F2 Individuen eingegangen.

Tabelle 29:  Relative Wurzelliinge von Eltern und F2 Nachkommen der
Population 'Doko RC x Wilis'.

Mittelwert relativer Standardabweichung Anzahl
Wurzelldnge
Doko RC 90.7 % 21.9 48
F2 Doco RC x Wilis 72.0 % 16.3 294
Wilis 64.0 % 14 .4 53

In Tabelle 29 sind Mittelwerte, Standardabweichungen und Anzahl der gemessenen
Individuen der beiden Elternsorten und der Nachkommenschaftspopulation dargestellt.
Die mittleren relativen Wurzelldngen der drei Gruppen unterscheiden sich deutlich und
konnen statistisch abgesichert werden. Die Sorte 'Doko RC' zeigt mit 91 % relativem
Wachstum nur eine geringe Beeintridchtigung, wéhrend 'Wilis' mit 64 % Wachstum
bereits deutlich geschédigt ist. Der Mittelwert der Nachkommenschaftspopulation liegt
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mit 72 % erwartungsgemall zwischen dem der Eltern, jedoch mit einer deutlichen
Tendenz zu geringerer Al-Toleranz. Durch einen Kolmogorov-Smirnov-Test konnte bei
den Elternlinien keine Abweichung der MeBwerte von der Normalverteilung nach-
gewiesen werden. Die Verteilung der Nachkommen weicht bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von V =109% signifikant von der Normalverteilung ab
(Signifikanzniveau = 0,051).

Hieraus kann geschlossen werden, dall neben einer additiv genetischen Varianz auch
eine dominant genetische Varianzkomponente auftritt. Bei der Betrachtung der
Varianzen iiberrascht jedoch, daBl die Standardabweichung der F2-Population nicht
groBer ist als die der Eltern. Es wére zu erwarten, dafl sich zur umweltbedingten
Variabilitdt die genetische Variabilitdt addiert, was zu einer deutlich hoheren Standard-
abweichung in der spaltenden F2-Population fithren miifite. Dal dies nicht zu
beobachten ist, liegt vermutlich daran, da3 die Umweltvarianz wesentlich groBer ist, als
die genetische Varianz und diese nahezu vollstindig iiberdeckt. Da die Umweltvarianz
nicht unbedingt fiir alle drei Gruppen gleich sein muf, ist auch eine unterschiedliche
Verteilung der Varianzen bei Eltern und Nachkommen denkbar. Bei der F2 Population
konnte, aufgrund gleichméBig guter Saatgutqualitit, eine geringe Umweltvarianz
vorliegen und daher vornehmlich genetische Varianz beobachtet werden. Dagegen wird
bei den Elternlinien, wegen geringerer Saatgutqualitit iiberwiegend umweltbedingte
Variabilitdt beobachtet.
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Abbildung 33: Wurzelwachstum der Elternlinien und F2-Nachkommen in 48
Stunden mit bzw. ohne Al-Stref.

Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, tritt praktisch keine Transgression auf. Lediglich in
Richtung geringerer Toleranz finden sich einige F2-Individuen, welche unterhalb der
Spannweite des schlechteren Elters "Wilis' liegen. Dariiber hinaus finden sich noch eine
Reihe von F2-Individuen, welche am absoluten Wurzelwachstum gemessen, besser als
beide Eltern sind. Dies konnte jedoch auch auf hohere Keimlingsvitalitit wegen
besserer Saatgutqualitét oder restlicher Heterosis zuriickzufiihren sein. Wird das relative
Wurzelwachstum betrachtet, dargestellt durch Geraden durch den Ursprung, so
tibertrifft keiner der 294 F2-Individuen die besten 'Doko RC' Individuen. Alle wichtigen
positiven Al-Toleranzgene sind also im Genotypen 'Doko RC' vereinigt. Die Sorte
'Wilis' scheint keinen Beitrag zu einer erhohten Al-Toleranz leisten zu konnen. Diese
Tatsache kann sich bei einer weiteren molekulargenetischen Analyse der Eigenschaft
als sehr niitzlich erweisen. Obwohl Al-Toleranz offensichtlich quantitativ vererbt wird,
kann nach den vorliegenden Ergebnissen ein monogene Vererbung, welche von einer
sehr starken Umweltvarianz iiberlagert wird, nicht ausgeschlossen werden. Bei einem
einzigen Gen, welches im dominanten Allel ein Wurzelwachstum von 64 % erlaubt und
im rezessiven Allel 91 %, wire in einer spaltenden Nachkommenschaft ein durch-
schnittliches Wachstum von ca. 71 % zu erwarten. Die bisherigen Ergebnisse reichen
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jedoch keinesfalls aus, um aussagekréftige Informationen iiber die Anzahl beteiligter
Genloci, sowie deren Wirkung zu erhalten.

3.4.2 Die Population '"Wilis x B3578'

In der Kreuzungspopulation "'Wilis x B3578' stand eine F3-Generation mit 222 Linien
zur Verfiigung. Da in den F3-Familien ausreichend Saatgut zur Verfiigung stand,
konnten bei dieser Population je Linie bei 5 Keimlingen das Wurzelwachstum unter
StreBbedingungen und unter streBfreien Bedingungen bestimmt werden. In
Abbildung 34 sind die gemittelten Wurzelldngen nach 3 Tagen mit bzw. ohne Al-Stref3
dargestellt. Die beiden Elternlinien sind in diesem Fall nur durch einen Punkt
dargestellt, da auch fiir sie gemittelte Werte genutzt wurden. Die Sorte 'B3578' erzielt
eine mittlere relative Wurzelldnge von 81 % unter StreBbedingungen. 'Wilis' erzielt nur
eine relative Wurzelldnge von 55 %, wihrend der Mittelwert aller F3-Familien mit
64 % zwischen den Werten beider Eltern liegt. Wie in der oben beschrieben Population
liegt das relative Wachstum der Kreuzungspopulation deutlich unter dem Mittel der
beiden Eltern. Al-Toleranz scheint also rezessiv vererbt zu werden.
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Abbildung 34: Wurzelwachstum der Elternlinien und F3-Familien nach 72 h mit
bzw. ohne Al-Stref3

Da die Varianz der Eltern in Abbildung 34 nicht abgeschitzt werden kann, wurde die
Verteilung des relativen Wurzelwachstums der Individuen der Elternlinien und der



Ergebnisse 9

Nachkommenschaft in Abbildung 35 als Boxplot dargestellt. Hier ist deutlich zu
erkennen, dal im Gegensatz zu Population 'Doko RC x Wilis', die Variabilitdt der
Kreuzungspopulation grofler als die der Eltern ist. Es kann auch eine Transgression in
beide Richtungen beobachtet werden. Positive wie negative Allele sind offensichtlich in
beiden Eltern vorhanden. Trotz der geringen genetischen Distanz der Eltern (s. 3.1)
scheint es moglich, daB3 aus dieser Kreuzung Linien hervorgehen, welche beide Eltern in
der Al-Toleranz iibertreffen. In einer Analyse der Eigenschaft mit molekularen Markern
ist diese Verteilung positiver und negativer Allele nicht wiinschenswert.
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Abbildung 35: Boxplot der relativen Wurzelléiinge von Individuen der
Kreuzungseltern und Nachkommenschaften.

In Abbildung 34 ist erkennbar, da3 die grauen Punkte der F3-Familien keine homogene
Punktewolke bilden. Eine Gruppe von F3-Familien erzielt unter Al-Stre8 nur einen
Wurzelzuwachs von ca. 40 mm in 72 h, obwohl sie ohne Al-Stre3 ein normales
Wurzelwachstum von ca. 120 mm in 72 h erreichten. Diese Gruppe bildet im
Histogramm in Abbildung 36 einen Gipfel bei etwa 30 % relativem Wurzelwachstum,
wodurch sich der Eindruck einer zweigipfeligen Verteilung ergibt. Durch einen
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung kann bei einem Signifikanzniveau
von V =5 % eine Abweichung von der Normalverteilung nachgewiesen werden. Sollte
tatsdchlich eine zweigipfelige Verteilung zugrunde liegen, wire dies ein Hinweis auf
die Wirkung eines Major-Gens. Dieses konnte durch weitere Gene modifiziert, sowie
durch Umwelteffekte iiberlagert werden und so eine weitgehend quantitative
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Eigenschaft bedingen. Gegen diese These spricht jedoch, dal3 die Al-Toleranz der oben
erwiahnten Gruppe von Nachkommenschaftslinien deutlich unter der des schlechteren
Elters ('Wilis') liegt. Wire ein dominantes Allel eines Major-Gens fiir Al-Sensitivitdt in
der Sorte 'Wilis' vorhanden, miiite der Mittelwert der Nachkommen mit diesem Allel
mit der Al-Toleranz der Sorte "Wilis' etwa iibereinstimmen. Da jedoch eine Gruppe mit
weiter verminderter Al-Toleranz vorhanden ist, muf} auch die Sorte 'Wilis' mindestens
ein Gen mit positiver Wirkung auf die Al-Toleranz besitzen.
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Abbildung 36: Histogramm der relativen Wurzellinge in der F3 Nachkommen-
schaft sowie Mittelwert der Eltern und Nachkommen und ideale
Normalverteilung.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl die Population 'Doko RC x Wilis' wegen
hoherer genetischer Distanz und besserer phianotypischer Differenzierung vermutlich
besser geeignet ist Marker fiir Al-Toleranzgene zu identifizieren.

Offensichtlich handelt es sich bei der Al-Toleranz um ein quantitativ vererbtes
Merkmal. Die Ergebnisse geben jedoch Hinweise darauf, dal moglicherweise nur
wenige Gene beteiligt sind, deren Wirkungen aber durch eine sehr grofle Umwelt-
varianz Uberlagert werden. Die genetische Varianzkomponente kann nur durch
umfangreiche MeBwiederholungen mit homozygoten Linien sicher identifiziert werden.
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4 Diskussion

4.1 Auswirkung der Aluminiumchemie auf die
experimentelle Untersuchung der Al-Toleranz

4.1.1 Chemie von Al-lonen in Lésung

Obwohl Aluminium, mit 8% Gewichtsanteil, das haufigste Metall in der Erdkruste ist
(GUTTMAN UND HENGGE, 1990), spielt es in der Regel keine spezifische Rolle im
Stoffwechsel der Pflanze. Von wenigen Ausnahmen abgesehen (JANSEN ET AL., 2000;
WANATABE ET AL., 1998) vermeiden Pflanzen die Aufnahme dieses Elements. Im
allgemeinen verursacht Aluminium keine Vergiftungserscheinungen, da es im Boden in
Form von Oxiden, Silicaten, Sulfaten oder Phosphaten gebunden ist. Mit sinkendem
pH-Wert steigt der Anteil an austauschbaren und geldsten Aluminiumionen (RITCHIE,
1995). Mit dem Ubergang von Al-Ionen in Losung werden diese verfiigbar und damit
potenziell phytotoxisch. Ein Problem bei der Beurteilung der Phytotoxizitdt von
Aluminium besteht darin, dal Al auch in Losung in einer Vielzahl verschiedener Ionen
vorkommt (BERTSCH UND PARKER, 1996; NORDSTROM UND MAY, 1996). Die Verteilung
der Tonenspezies hangt stark vom pH-Wert der Losung, von der Konzentration anderer
Ionen und moglicher Komplexbildner in der Ldsung ab. Die verschiedenen
Ionenspezies weisen deutlich unterschiedliche Toxizitdt auf. Daher sind Informationen
iber die Verteilung verschiedner Al-lonen entscheidend fiir Planung, Durchfithrung und
Beurteilung von Versuchen zur Al-Toxizitdt. Es ist nahezu unmdglich, die
Konzentration der Al-Ionen ohne BeeinfluBung des Losungsgleichgewichtes zu
bestimmen und die lonen messtechnischen zu differenzieren (NOBLE ET AL., 1988). Mit
allen photometrischen Messmethoden wird nur zwischen "mono-" und "polynuklearen"
Al-Spezies unterschieden. Tatsdchlich wird hier lediglich zwischen schnell bzw.
langsam reagierenden Ionenformen differenziert (ALVA ET AL., 1989; BARNES, 1975;
SEIP ET AL., 1984). Es ist jedoch zu bedenken, daf3 die Differenzierung nach Reaktions-
zeit, mehr oder weniger willkiirlich erfolgt. Aulerdem sind die meisten Ionenformen in
beiden Fraktionen vertreten, wenn auch in stark unterschiedlichen Anteilen.

Die Verteilung und Konzentrationen der einzelnen Al-Ionenspezies in einer Losung
konnen durch Modellierung abgeschétzt werden. Hierzu muf3 die Gesamtkonzentration
von Al, sowie die Gleichgewichtskonstanten aller moglicher Reaktionen bekannt sein.
Die Gleichgewichtskonstanten konnen dabei in isolierten Systemen bestimmt werden
(NORDSTROM UND MAY, 1996). Diese Modellierungen weisen meist Vereinfachungen
auf, was dazu fiihrt, daB3 die Ergebnisse mehr oder weniger stark von der Realitét
abweichen. In dieser Untersuchung wurden beispielsweise lonenaustauschvorginge,
Prizipitation, und polynukleare Al-Spezies nicht beriicksichtigt. Zudem gehen alle
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Modellrechnungen davon aus, dal sich die Losung im Gleichgewicht befindet. Die
Einstellung des Gleichgewichts kann aber fiir einige Al-Spezies lingere Zeit dauern
(BERTRAM ET AL., 1996). In realen Bodenlosungen diirften die Verhéltnisse daher
deutlich von den Modellen abweichen. Unter geeigneten Bedingungen, wie etwa in
Losungskultur, stimmen berechnete und gemessenen Konzentrationen jedoch gut
iberein (STEVENS ET AL., 1997).

Selbst mit Informationen iiber Konzentration und Verhéltnis der Ionenspezies, ist es
schwierig, die Toxizitit eindeutig vorherzusagen, da die Bedeutung verschiedener
Al-Komplexe umstritten ist. Die Versuche, diese Frage zu kliren, wurden durch die
Koexistenz mehrerer Ionenformen und die Abhéngigkeit von pH-Wert und Losungs-
zusammensetzung behindert (KOCHIAN, 1995).

Viele 16sliche Komplexe wie AI(OH)4, AlSO,", AlI(SO4),;" und solche mit organischen
Molekiilen, scheinen nicht toxisch zu sein (ALVA ET AL., 1991; DIATLOFF ET AL., 1998;
KINRAIDE, 1991; KINRAIDE, 1997). HUE ET AL. (1986) bezog jedoch AISO4" in eine
Summe toxischer Al-lonen mit ein. Fiir AIF*" und AIF," konnte die Toxizitit bei
Tomate, Weizen und Hafer gezeigt werden (KINRAIDE, 1997; STEVENS ET AL., 1997).
Diese lonen diirften aber unter natiirlichen Bedingungen keine wichtige Rolle spielen.

Im Zentrum der Diskussion stehen die Hydroxymonomere AI(OH)*" und AL(OH),”
(KINRAIDE UND PARKER, 1989). KINRAIDE (1997) schloB die Toxizitét dieser Ionen-
spezies fliir Weizen aus. Auch CAMERON ET AL. (1986) und PAVAN ET AL. (1982) kamen
zu dem SchluB, daB AI’" hauptverantwortlich fiir die Al-Toxizitét ist. NOBLE ET AL.
(1988) fanden dagegen eine bessere Korrelation der Toxizitét zur Summe von A’ und
den Hydroxymonomeren. Andere Untersuchungen weisen darauf hin, da AI(OH)*" und
AL(OH),", nicht aber AI’", toxisch fiir Sojabohne und andere Pflanzenspezies ist (ALVA
ET AL., 1986; BLAMEY ET AL., 1983; KINRAIDE UND PARKER, 1990). Diese Beobachtung
ist moglicherweise darauf zuriickzufithren, daB AI’" die Toxizitit von H' reduzieren
kann, weshalb die Interpretation teilweise von den Autoren selbst angezweifelt wurde
(KINRAIDE UND PARKER, 1990). Auch die Bildung, meist nicht beriicksichtigter,
polynuklearer Aluminiumspezies (z.B. Alj3) kann dazu fiihren, daB3 die toxische
Wirkung  fdlschlicherweise den  mononuklearen = Hydroxyaluminium-Spezies
zugerechnet wird (KINRAIDE, 1991; KINRAIDE, 1993).

Die Bedeutung polynuklearer Aluminiumspezies ist ihrerseits umstritten. Es wurden
eine Vielzahl mdglicher polynuklearer Strukturen mit zwei bis 54 Al Atomen
vorgeschlagen, aber nur fiir wenige konnten direkte Hinweise gefunden werden
(BERTSCH UND PARKER, 1996). Mittels *’Al NMR (Kernmagnetische Resonanz-
spektroskopie) konnte die Existenz von Al;; (AlO4Al12(OH)24(H20)12+7) unter Labor-
bedingungen eindeutig nachgewiesen und Al;; als dominantes polymeres Al-Ion in
Losung identifiziert werden (KLOPROGGE ET AL., 1993; THOMPSON ET AL., 1987). Je
nach Methode der Mischung von Al- bzw. Basen- enthaltender Stamml6sungen werden
unterschiedliche Mengen an Al;; gebildet (PARKER UND BERTSCH, 1992). Die Relevanz
dieses Ions unter natiirlichen Bedingungen wird in verschiedenen Ubersichtsartikeln
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kontrdr beurteilt. Wahrend FURRER (1993) Aly; als weitverbreitetes Ion mit wichtiger
Rolle in natiirlichen Systemen betrachte, wird dies von HEM UND ROBERSON (1990) und
BERTSCH UND PARKER (1996) stark in Frage gestellt. Diese Skepsis wird vor allem
damit begriindet, daB bisher erst einmal Al;; in natiirlichen Bodenldsungen
nachgewiesen werden konnte (HUNTER UND ROSS, 1991). Dariiber hinaus konnten diese
Ergebnisse in nachfolgenden ’Al NMR Untersuchungen nicht bestitigt werden.

Aus den oben dargestellten Erkenntnissen wird deutlich, daB3 auch die Beurteilung der
Toxizitdt des Aljs-lons schwierig ist. Wahrend BLAMEY ET AL. (1983) zeigten, dal3
polymere Al-Spezies keine toxische Wirkung aufweisen, schlossen PARKER ET AL.
(1989), daB unter bestimmten Losungsbedingungen, Aljz bei Weizen und Sojabohne
eine bis zu fiinf mal hohere Toxizitit aufweist als AI’". Auch WAGATSUMA UND
KANEKO (1987) unterstiitzen die These, dal polymeres Al eine hdhere Toxizitét
aufweist als AI’". Allerdings untermauern sie ihre Behauptung damit, daB die Toxizitdt
bei steigendem pH-Wert im Bereich von 4-5 zunimmt, einer Beobachtung, die der
allgemeinen Auffassung entgegensteht. Bei Weizen wurden Sorten identifiziert, welche
tolerant gegeniiber AI’" nicht aber gegeniiber Al;; waren. Aus diesen Ergebnissen
schlossen die Autoren auf grundsétzlich unterschiedliche Toxizititsmechanismen der
verschiedenen Ionenspezies.

Nahezu allen Arbeiten zum Thema der Toxizitdt verschiedener Al-lIonenspezies ist
jedoch gemeinsam, daf das Al’-Ion als dominierende Ursache fiir Al-Toxizitit
akzeptiert wird. Daher wurde in dieser Arbeit die Konzentration von Al'" als Bezugs-
grole zur Beurteilung der Al-Toxizitdt verschiedener Losungen gewdhlt. Um diese
Betrachtungsweise zur rechtfertigen, wurde darauf geachtet, die Bildung polymerer
Al-Spezies zu verhindern. Der pH-Wert in Al-haltigen Losungen wurde nie durch
Zugabe von alkalischen Losungen eingestellt. Vor der Zugabe einer Al-Stammldsung
mul} der pH-Wert so weit abgesenkt wurden, dall Al sicher gelost bleibt (vgl. DELHAIZE
ET AL., 1993a). Andererseits darf der pH-Wert keinesfalls unter den Zielwert absinken,
da er aus den genannten Griinden nicht mit Basen angehoben werden darf.

Aus den Ergebnissen von 3.2 wurde abgeleitet, da3 fiir Al-Stre3-Versuche ein pH-Wert
von 4.3 gut geeignet ist. Dieser Wert liegt im Bereich der in der Literatur genannten
Werte (GRAUER UND HORST, 1990; HETHERINGTON ET AL., 1988; HORST UND KLOTZ,
1990). Die, in der Modellrechnung, starke Reduktion freier Al;"-Ton bei einer Erh6hung
des pH-Wertes iiber 4.3, wurde auch von NOBLE UND HARDING (1989) bei der Messung
monomerer Al-Spezies gefunden. Die Modellrechnung 3.2 zeigt, wie wichtig der
pH-Wert bei der Beurteilung von Ergebnissen verschiedener Losungsversuche zur Al-
Toleranz ist. Besondere Vorsicht ist geboten, wenn Al-Toleranz bei pH-Werten iiber 5.0
interpretiert wird (CAMARGO, 1984), da in diesem Bereich kaum toxische Al-lIonen zu
erwarten sind.

Insgesamt wird deutlich, dal die exakte Quantifizierung des toxischen Stoffs in
Versuchen zur Al-Toleranz zu Problemen fiihrt. Ein Vergleich der Ergebnisse
verschiedener Autoren und Untersuchungsmethoden ist daher sehr schwierig.
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4.2 Strategien zur Selektion auf Al-Toleranz

Da die toxische Wirkung von Aluminium offensichtlich sehr stark von den Umwelt-
bedingungen abhingt, stellt sich die Frage, welche Versuchsbedingungen am besten
geeignet sind, Al-tolerante Pflanzen zu selektieren.

Von Feldversuchen, iiber Topfkultur und kurzfristigen Wurzelldngentests, bis zur
Gewebekultur, wurden eine Vielzahl von Strategien genutzt, um die Reaktion von
Pflanzen gegeniiber saurem Boden zu untersuchen. Die Eignung jeder Methode, mit
ihren typischen Vor- und Nachteilen, hingt vom Ziel der jeweiligen Untersuchung ab.
Die genannte Reihe ist gekennzeichnet von einer zunehmenden Abstraktion der realen
Verhéltnisse. Dies erlaubt eine bessere Differenzierung einzelner Aspekte der
Sensitivitit gegeniiber sauren Boden, bis hin zu detailierten physiologischen Reaktionen
in der Gewebekultur (RATH, 2000). Dem gegeniiber steht die steigende Entfernung von
natiirlichen Anbaubedingungen. Unter Beriicksichtigung der Komplexitit des Systems
Pflanze-Boden unter sauren Bedingungen, ist es schwierig und oft riskant, Ergebnisse
tiber die Bedingungen des jeweiligen Experiments hinaus zu interpretieren (BLAMEY,
1995).

4.2.1 Kulturmethoden

Eine abschlieBende Beurteilung der Toleranz gegeniiber sauren Bodenbedingungen
kann nur im Feldversuch erfolgen. Auch zur Identifikation anbauwlirdiger Genotypen
ist die Selektion vor Ort sicherlich am besten geeignet. Die Selektion im Feld weist aber
auch deutliche Nachteile auf. Wegen der starken Variabilitit der Umweltbedingungen,
miissen viele Wiederholungen iiber mehrere Anbaujahre analysiert werden, um
verlaBliche Ergebnisse zu erzielen. Diese Notwendigkeit wird bei den in 3.3.2.3
dargestellten Feldversuchen deutlich. Hier wurden die Ergebnisse am Standort Malang
moglicherweise stirker von der Wasserversorgung beeinfluf3t, als von den Boden-
bedingungen. Fiir eine abschlieBende Beurteilung der Toleranz der hier untersuchten
Genotypen, miissen daher weitere Ergebnisse abgewartet werden. Durch mehrjahrige
Wiederholungen kann der Anteil der umweltbedingten Varianz abgeschéitzt werden und
damit der genetisch bedingte Varianzanteil identifiziert werden.

Selbst wenn der genetische Anteil der Eigenschaft "Toleranz gegeniiber saurem Boden"
abgeschitzt werden kann, ergeben sich weitere Probleme. Wihrend in vielen sauren
Mineralboden Al- und Mn-Toxizitit ein Problem darstellen, ist auch Néhrstoffmangel
weit verbreitet (FOy, 1992). Insbesondere die Verfiigbarkeit von Ca, Mo, P und N
limitiert hiufig das Pflanzenwachstum (SPEHAR, 1994a). Weiterhin sind Wechsel-
wirkungen zwischen Al-Toleranz und Wasser-Strefl gut dokumentiert (GOLDMAN ET
AL., 1989a; GOLDMAN ET AL., 1989b). Im Feldversuch konnen Ursachen fiir die
reduzierte Leistungsfahigkeit der Pflanzen kaum getrennt werden. Es wird also immer
ein Komplex aus einer Vielzahl von Faktoren betrachtet. Da die einzelnen Faktoren der
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Eigenschaft "Séuretoleranz" wiederum multigen veranlagt sein konnen, sinkt die
Selektionsschérfe gegeniiber allen Einzelfaktoren und Genen stark ab. Dariiber hinaus
kann nicht ausgeschlossen werden, dafl an verschiedenen Standorten unterschiedliche
Faktoren, wie Al-Toxizitdt, Mn-Toxizitidt (z.B. Standort Sitiung), Phosphatmangel,
Calciummangel etc. dominieren. Hierdurch wiirden unterschiedliche Aspekte einer
komplexen Eigenschaft erfasst werden. Insgesamt fiihrt dies zu einem sehr langsamen
und unsicheren Zuchtfortschritt (GOLDMAN ET AL., 1989D).

Eine Aufspaltung der verschiedenen Strelfaktoren durch geeignete Wahl der Test-
methoden, ermoglicht eine schirfere Selektion auf bestimmte entscheidende Faktoren
und verspricht damit einen schnelleren Zuchtfortschritt. Eine Korrelation von
molekularen Markern zur Eigenschaft "Sauretoleranz" hat, bei vertretbaren Aufwand,
nur Aussicht auf Erfolg, wenn die Eigenschaft in die zugrundeliegenden Einzelfaktoren
aufgegliedert werden kann. Fiir diese Aufgabe sind Feldversuche aus den genannten
Griinden schlecht geeignet. Es miien daher Methoden genutzt werden, welche eine
bessere Kontrolle der Umweltbedingungen, insbesondere im Bereich der Wurzel
erlauben.

Topfversuche mit saurem Boden ermoglichen eine bessere Kontrolle von Klima und
Boden (NOBLE ET AL., 1984). Dariiber hinaus wird ein wesentlich einfacherer Zugriff
auf die Wurzelmasse der Pflanze ermoglicht (FOY ET AL., 1993, ARMIGER ET AL., 1968).
Da die Wurzel der primére Ort der Al-Toxizitét ist, ermoglichen Wurzelmessungen eine
genauere Bestimmung der Symptome, als Messungen an der oberirdischen Biomasse.
Prinzipiell besteht bei der Kultur im Boden aber weiterhin das Problem, daf
verschiedene Stref3faktoren schlecht differenziert werden konnen, da die Zusammen-
setzung der Bodenldsung nur unzureichend kontrolliert werden kann.

Um Al-Toxizitdt als Teilaspekt der Problematik saurer Boden genauer zu untersuchen,
ist es notwendig, eine moglichst vollstindige Kontrolle der chemischen Zusammen-
setzung des Wachstumssubstrates zu erreichen. Dies kann nur erreicht werden, wenn
statt natiirlicher Boden, kiinstliche Substrate als Kulturmedium genutzt werden. Am
weitesten verbreitet ist dabei die Kultur in Nahrlosung. In dieser Arbeit wurden, neben
der reinen Néhrlosung, auch Quarzsand und Filterpapier als feste Substrate zusammen
mit definierten N&hrlosungen eingesetzt. Das Ziel dieser Versuche war es, eine
moglichst einfache und verldBliche Methode zur Bestimmung der Al-Toleranz
verschiedener Genotypen zu entwickeln. Dies sollte erreicht werden, indem in den
Versuchen die Faktoren Zeit und Kulturmedium variiert wurden.

Die Sandkultur erlaubte eine ldngerfristige Kultur in einem bodendhnlichem Substrat.
Der Nachteil dieser Kulturmethode ist, dal wurzelbezogene Messparameter nur einmal
am Ende des Versuchszeitraumes erhoben werden konnen. Die Kultur in Néhrlosung
und auf Filterpapieren erlaubte dagegen die regelmiBige Erhebung von Daten, ohne das
Wurzelwachstum nennenswert zu stdren. Der Nachteil dieser beiden Kulturmethoden
besteht in der Tatsache, dal der Beobachtungszeitraum auf wenige Tage beschrinkt
bleiben muB.
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4.2.2 EinfluR des Pflanzenmaterials und der Kulturmethode

Der Vergleich der Ergebnisse aller Kulturmethoden (s. Tabelle 24) zeigt, da3 die
Beziehung zwischen den einzelnen Methoden sehr schwach ist. Insbesondere zwischen
den Kurzzeitversuchen und den Langzeitversuchen besteht offensichtlich keine
Korrelation (s.Tabelle 25). Die mangelnde Korrelation kann verschiedene Ursachen
haben. Einerseits konnen die unterschiedlichen Reaktionen in den Kulturmethoden
selbst bedingt sein. Andererseits kann sich die Al-Toleranz im Jugendstadium von der
reifer Pflanzen unterscheiden.

Uber eine physiologisch begriindet Keimlingstoleranz kann nur spekuliert werden, da
keine Untersuchungen von Pflanzenmaterial unterschiedlicher Entwicklungstadien mit
den gleichen Analysemethoden verfiigbar sind. HANSON UND KAMPRATH (1979)
schlossen aus einem Vergleich von Ldsungsversuchen mit Topfversuchen, daf3
zumindest ein Teil der, im Keimlingsstadium expremierten Al-Toleranz, spezifisch fiir
dieses Enwicklungsstadium ist. Eine ausgepriagte Alters- oder Jugendtoleranz im Feld
wurde bisher nicht beobachtet. Im allgemeinen zeigen sensitive Pflanzen auf saurem
Boden in allen Entwicklungsstufen eine reduzierte Vitalitit. Eine mogliche Wechsel-
wirkung zwischen Genotyp und Keimlingstoleranz wird iiber die Korngro3e vermittelt.
In Untersuchungen von DEVINE ET AL. (1979) wurde eine positive Korrelation von
KorngroBe und Al-Toleranz im Keimlingsstadium erkennbar. Dies 148t sich durch eine
bessere Nahrstoff- und Energieversorgung erkldren. HANSON UND KAMPRATH (1979)
wiesen darauf hin, daf} eine hohere Wurzeldicke und Wachstumsgeschwindigkeit einen
positiven EinfluB auf die Al-Toleranz im Keimlingsstadium haben. Auch bei den
Versuchen dieser Arbeit wurde die iiberragende Bedeutung der Keimlingsvitalitit
beobachtet. Da Saatgut von sehr unterschiedlicher Herkunft benutzt werden muflte, war
die Keimlingsvitalitdt sehr variabel. Dies hat die Versuchsergebnisse vermutlich stark
beinflullt. SPEHAR (pers. Mitteilung) stellte die Forderung auf, fiir Keimlingstests sollte
grundsétzlich nur Saatgut genutzt werden, welches unter einheitlichen Bedingungen
produziert wurde. Diese Forderung diirfte jedoch von den wenigsten, in der Literatur
beschriebenen Untersuchungen erfiillt worden sein. Bei den meisten Untersuchungen
wird nur der Hinweis gegeben, dal die Keimlinge vor den Versuchen selektiert wurden
(BAIER ET AL., 1995; CAMPBELL UND CARTER, 1990; HANSON UND KAMPRATH, 1979;
KAsIM UND WASSOM, 1990), was als Hinweis auf den Einflul der Vitalitit gewertet
werden kann. HANSON UND KAMPRATH (1979) beriicksichtigten dieses Problem und
fanden eine sehr geringe Wechselwirkung mit der Saatgutherkunft. Allerdings wurde
diese Aussage ausdriicklich auf qualitativ hochwertiges Saatgut beschriankt. Um den
EinfluB3 unterschiedlicher Saatgutqualitit auf die Ergebnisse zu minimieren, wurde in
dieser Arbeit das Wurzelachstum unter Al-Strefl, immer zum Wachstum ohne Stref3 in
Beziechung gesetzt. Auch BIANCHI-HALL ET AL. (1998) wiesen in diesem Zusammen-
hang auf den Vorteil der relativen Betrachtungsweise hin.

Die zweite mogliche Begriindung fiir die schlechte Korrelation der Kulturmethoden
liegt in den Methoden selbst begriindet. Da Schnelltests auf Al-Toleranz meist als
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Ersatz oder Ergiinzung zu Feldtests entwickelt wurden, stehen eine Reihe von Unter-
suchungen zum Vergleich von Losungskultur und Feldversuchen zur Verfiigung. Die
SchluBifolgerungen aus diesen Versuchen gehen dabei weit auseinander. BAIER ET AL.
(1995) fanden bei 43 Weizensorten Korrelationskoeffizienten von iiber 80 % fiir die
Merkmale Feldbonitur und Wurzellinge in Losungskultur mit 20-150 uM Al bei
pH 4.0. Die Problematik der Beurteilung verschiedener Versuche wird an diesem
Beispiel besonders deutlich. Konzentration und pH-Wert lagen in einem {iblichen
Bereich, doch die Herstellung der Nahrlosung mul3 skeptisch betrachtet werden. Die
Autoren beschreiben, dafl der pH-Wert mit HCI auf 4.0 eingestellt, Al zugegeben, und
anschlieBend der pH-Wert erneut mit KOH auf pH-4.0 eingestellt wurde. Nach eigener
Erfahrung sinkt bei dieser Vorgehensweise der pH-Wert auf bis zu pH 3.5 ab. Zur
Anhebung des pH-Wertes auf 4.0 mul} daher eine erhebliche Menge KOH zugegeben
werden. Die Zugabe einer starken Base, wie KOH, fiihrt jedoch zur Bildung polymerer
Al-Spezies (s.0). Auch wenn die Korrelation von Nahrlosung und Feldbonitur nicht zu
leugnen ist, diirfen die Ergebnisse nicht ohne weiteres auf andere Losungsversuche
tibertragen werden.

Eine signifikante Korrelation zwischen relativem Wurzelwachstum in Losungskultur
und Kornertrag fanden HOWELER UND CADAVID (1976) bei der Analyse von 240
Reissorten. Bei dieser Analyse erstreckte sich die Losungskultur iiber eine Zeitraum von
drei Wochen. Auch REID ET AL. (1971) konnten bei Gerste eine positive Korrelation
zwischen Topfversuchen mit saurem Boden und einer Losungskultur {iber 18 Tage
nachweisen. Moglicherweise hat bei diesen Versuchen der etwas ldngere Zeitraum der
Losungskultur eine positive Korrelation begiinstigt. Bei Sojabohnen sind deutlich
weniger Berichte vorhanden, welche die Eignung von Losungsversuchen als Test fiir
Feldtoleranz bestitigen. CAMPBELL UND CARTER (1990) konnten fiir 12 Sojagenotypen
eine Korrelation von 81 % zwischen Wurzelwachstum in Ldsungskultur (11 uM Al,
pH 4.6) und SproBtrockenmasse bei Kultur in saurem Boden im Gewéichshaus
nachweisen. Da3 SARTAIN UND KAMPRATH (1978) und SAPRA ET AL. (1982) keine
Beziehung zwischen der Al-Toleranz in Ldsungs- und Topfkultur finden konnten,
begriindet CAMPBELL UND CARTER (1990) mit unzureichender Versuchswiedeholung. In
einer Reihe von Versuchen konnten NOBLE ET AL. (1982; 1984; 1987) ebenfalls keine
Korrelation zwischen Losungs- und Topfkultur finden. Ergebnisse von Feldversuchen
stimmten dagegen gut mit den Losungstests iiberein.

In dieser Arbeit wurde eine signifikant negative Korrelation zwischen der realtiven
Wurzellinge in Losungskultur und Pflanzenhohe am Standort Lampung gefunden.
Diese Beobachtung kann nicht mit unzureichender Versuchswiederholung erklart
werden. Dal3 diese negative Beziehung kein einmaliges Phdnomen ist, zeigt eine
Untersuchung von KASIM ET AL. (1990). Die Autoren fanden bei Mais ebenfalls eine
negative Rangkorrelation zwischen relativer Wurzelldnge in Losungskultur und der
Vitalitdt im Feldversuch.
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Bei einer Analyse von 938 Sojagenotypen in Losungskultur konnten HORST UND KLOTZ
(1990) zwar eine gute Ubereinstimmung mit vorhergehenden Studien, aber keine
Korrelation zur Leistungsfahigkeit im Feldversuch nachweisen. Basierend auf der
Annahme, daBl moglicherweise mechanischer Wiederstand die Al-Toleranz beeinflufit,
entwickelten die Autoren eine Kulturmethode mit Quarzsand und Nahrlosung (HORST
ET AL., 1990). HORST UND KLOTZ (1990) fanden eine schwache aber signifikante
Korrelation zwischen Sand- und Lo&sungskultur. Die Korrelation zu Feldversuchen
wurde durch den Einsatz von Quarzsand zwar hoher blieb aber unsignifikant. In den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit verschob sich das Bild dahingehend, daB keine
Korrelation zwischen Losungs- und Sandkultur feststellbar war. Dagegen wurde
zwischen dem relativen Feldertrag auf saurem Boden und der relativen Wurzelmasse in
Sandkultur eine signifikante positive Korrelation gefunden. Diese Diskrepanz in den
beobachteten Beziehungen zwischen verschiedenen Kulturmethoden, kann moglicher-
weise durch die Kulturdauer erklart werden. HORST UND KLOTZ (1990) analysierten das
Wurzelwachstum in Sandkultur iiber einen Zeitraum von 4 Tagen, im Gegensatz zu 33
Tagen Beobachtungszeitraum in dieser Arbeit. Durch die ldngere Dauer entsprach die
Sandkultur dieser Arbeit vermutlich mehr der Feldkultur, was zu einer hoheren
Korrelation der Ergebnisse fiihrte.

Fiir eine direkten Vergleich von kurzzeitiger Kultur in Fest- und Flissigmedium wurde
die Kultumethode der Filterkultur entwickelt. Die Versuche in Losungs- und Filter-
kultur wurden unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt und die gleichen MeB-
parameter wurden erfasst. Trotzdem besteht keine Korrelation zwischen der relativen
Wurzelldngen in beiden Kulturmethoden. Es muf} also ein fundamentaler Unterschied
zwischen beiden Methoden bestehen. Auch zu den Ergebnissen der Sandkultur und
Feldversuche wurde, abgesehen von der negativen Korrelation zur Pflanzenhohe am
Standort Lampung, keine Beziehung gefunden. Damit hat sich die Hoffnung, mit der
Filterkultur einen "boden-dhnlichen" Schnelltest zu entwickeln leider nicht erfiillt.

Daf3 die Kulturmethode einen entscheidenden EinfluB8 auf die Al-Toleranz hat wurde
von HORST UND KLOTZ (1990) und dieser Arbeit eindeutig nachgewiesen. Wechsel-
wirkungen zwischen Genotyp und Kulturmethode konnen daher grundsétzlich nicht
ausgeschlossen werden. Die kurzzeitigen Tests dieser Arbeit waren offensichtlich
ungeeignet, um Genotypen fiir den Anbau auf saurem Boden zu identifizieren. Die
Sandkulturmethode nimmte eine Zwischenstellung im Bezug auf Feldversuche und
kurzzeitige Losungsversuche ein. Die Kulturzeit lag mit 33 Tagen zwischen einer vollen
Vegetationsperiode und drei Tagen der Losungskultur. Auch das Substrat verbindet
Boden und Losungskultur. Diese Testmethode war vermutlich aus diesem Grund die
einzige, welche eine signifikant positive Korrelation zu den relativen Ertrigen auf
sauren Boden erzielte. Leider ist der Aufwand dieser Methode so grof3, daB3 sie als
Alternative fiir Feldversuche kaum Vorteile bringt.

Bei einer zusammenfassenden Betrachtung von Losungsversuchen als schnellen Ersatz
fiir Feldversuche, bleiben Zweifel offen. In einer Reihe von Untersuchungen wurde die
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Eignung zwar deutlich nachgewiesen, in ebenso vielen Fillen war die Korrelation aber
nur schwach ausgebildet oder fehlend. Eine allgemein giiltige Bestdtigung von
Losungsversuchen, als Testmethode in der Ziichtung, liegt also keinesfalls vor. Die
Beziehung sollte weiterhin fiir jede spezielle Versuchsanstellung tiberpriift werden. Dies
bringt auch ein Zitat von C.D. Foy (FOYy ET AL., 1993), einem der Viter der
Al-Toleranz-Forschung, deutlich zum Ausdruck: "Our findings illustrate the
complexitiy of plant response to Al in acid soils. Methods of selecting soybeans for
adaptation to acid soils remain far from standardized; perhaps they can never be".
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4.3 Physiologische Grundlagen der Al-Toxizitat

Da deutliche Hinweise auf eine Wechselwirkung zwischen Testmethode und
Al-Toleranz vorhanden sind, soll diese Beobachtung niher betrachtet werden. Eine
naheliegende Erkldrung fiir diese Wechselwirkung ist, dal mit den verschiedenen
Untersuchungsmethoden unterschiedliche Faktoren der Toleranz erfasst werden. Bei der
Betrachtung von Feldversuchen ist dies offensichtlich, da hier ein Komplex von
EinfliiBen erfasst wird, in welchem Al-Toxizitit nur einen Faktor darstellt. Die
Erklarung der Unterschiede in den Gewdéchshausversuchen ist mit diesem Ansatz
weniger offensichtlich. Da in all diesen Versuchen die Umweltbedingungen, besonders
im Wurzelbereich, gut kontrolliert wurden, ist davon auszugehen, dal Al-Toxizitét
immer der limitierende Faktor fiir das Pflanzenwachstum war. Die Wechselwirkung mit
der Kulturmethode, wire jedoch erkldrbar, wenn sich auch Al-Toleranz weiter in
verschiedene physiologische Reaktionen auftrennen lieBe. Um mdgliche Toleranz-
mechanismen beurteilen zu konnen, miilen die physiologischen Ursachen der
Al-Toxizitdt genauer betrachtet werden.

Die Toxizitdt einiger Al-lonspezies ist noch unklar (s. 4.1), daher verwundert es nicht,
dafl auch der primdre Wirkmechanismus von Aluminium auf physiologischer Ebene
nach wie vor umstritten ist (TAYLOR, 1995; KOCHIAN, 1995; HORST, 1995). Aluminium
geht mit einer Vielzahl von intrazelluldren und extrazelluldren Stoffen Bindungen ein,
daher wurden nahezu ebensoviele Mechanismen der Phytotoxizitit vorgeschlagen.
Auswirkungen von Al-Stre3 sind in der Zellwand, der Plasmamembran und dem
Symplasten nachzuweisen.

4.3.1 Zellteilung oder Zellstreckung

Die Reduktion des Wurzelwachstums ist das erste und wichtigste Symptom von
Al-Toxizitdt. Daher wurde schon frithzeitig ein Zusammenhang mit der Zellteilung im
Wurzelmeristem vermutet (CLARKSON, 1965). Eine Reihe von Untersuchungen konnten
die Wechselwirkung von Aluminium mit Chromatin und eine Hemmung der Zellteilung
nachweisen (BRAZDOVICOVA ET AL., 1994; LiU ET AL., 1995; MATSUMOTO, 1988;
MORIMURA ET AL., 1978). Bei Mais verursacht die Applikation von Aluminium an die
meristematische Zone eine Hemmung des Wurzelwachstums, nicht aber eine
Applikation an die Elongationszone (RYAN ET AL., 1993). Andere Autoren kommen bei
der gleichen Spezies zu dem kontrdren Schluf3, dafl nicht die meristematische Zone,
sondern die Elongationszone die hochste Sensitivitit gegeniiber Aluminium aufweist
(KOLLMEIER ET AL., 2000; SIVAGURU UND HORST, 1998). Es gibt eine Reihe von
Hinweisen darauf, da3 Al die Elongation hemmen kann. Bei Soja ist die Zellteilungsrate
des Meristems offenbar weniger sensitiv, als die Elongationsrate der Wurzel (HORST
UND KroTtz, 1990). KOCHIAN (1995) weist dariiber hinaus darauf hin, da die
Hemmung des Wurzelwachstums so schnell erfolgt, dal die primire Ursache sehr
wahrscheinlich nicht in der Zellteilung zu finden ist.
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4.3.2 Symplast oder Apoplast

Eng verbunden mit der Frage, ob Zellteilung oder Zellstreckung zuerst geschadigt
werden, ist die Frage, ob Al-Toxizitit ein primir symplastischer oder apoplastischer
Effekt ist. Zur Beurteilung dieser Frage muf3 die Mobilitdt von Aluminium betrachtet
werden.

Es besteht weitgehend Einigkeit dariiber, da3 bei Al-exponierten Wurzeln der weit
iiberwiegende Teil des aufgenommenen Al in der Zellwand gebunden wird. Uber
Menge und Rate der Aufnahme in den Symplasten sind jedoch stark differierende
Angaben zu finden. LAZOF ET AL. (1994; 1996) konnten bei Soja bereits nach 30 min
Aluminium im Symplasten nachweisen, bei Hafer gelang dieser Nachweis dagegen erst
nach zehn Tagen (MARIENFELD ET AL., 1995; MARIENFELD UND STELZER, 1993). Auch
Untersuchungen an dem Modelsystem Chara corallina, einer Alge mit Riesenzellen,
zeigten, daBl sich 99,99 % des akkumulierten Al in der Zellwand befand. Eine
Aufnahme tliber die Plasmamembran wurde auch gefunden, allerdings in sehr geringer
Rate (REID ET AL., 1995; RENGEL UND REID, 1997).

Auch wenn der Weg und die Rate der Al-Aufnahme noch unklar sind, ist doch
erwiesen, daB Al die Plasmamembran passieren kann. Eine toxische Wirkung im
Symplasten kann daher nicht ausgeschlossen werden.

4.3.3 Symplastische Phytotoxizitat

Da Al offensichtlich in den Symplasten eindringen kann (LAZOF ET AL., 1996), stellt
sich die Frage, welche Auswirkungen dies auf den intrazelluldren Stoffwechsel hat. Da
in der intakten Zelle eine pH-Wert von etwa 7.5 aufrecht erhalten wird, ist zu erwarten,
daBl Al als AI(OH)4 vorliegt. Das Aluminat-Ion ist weder intrazelluldr noch extrazellular
toxisch (KINRAIDE, 1990; MARTIN, 1988). Da auBlerdem im Cytosol eine Vielzahl
potentieller Liganden vorhanden sind, liegt die Aktivitdt von freiem AI3" etwa im
Bereich von 107-10""> Mol/I. Trotzdem kann die Toxizitit durch Wechselwirkungen mit
Stoffen, welche eine sehr hohe Affinitdt zu Al haben, nicht ausgeschlossen werden
(MARTIN, 1988; TICE ET AL., 1992).

Aus der medizinischen Forschung ist bekannt, dal Al die Signaltransduktion iiber die
Phosphinositidkaskade beinflussen kann (HAUG ET AL., 1994; SHI ET AL., 1993).
Obwohl das System in Pflanzenzellen noch unzureichend charakterisiert ist, sind
Auswirkungen auf Proteinphosphorylierung und Ca*"-Konzentration im Cytosol
wahrscheinlich.

Calcium spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Zellstoffwechsels, als Cofaktor
von zahlreichen Enzymen und als "second messenger" (KAuss, 1987). Dabei ist
umstritten, ob Al-StreB zu einer Zunahme oder Abnahme von cytosolischem Ca®" fiihrt,
da es auch bei reduzierter Aufnahme, aus intrazelluliren Speicher freigesetzt werden
konnte (LINDBERG UND STRID, 1997; JONES ET AL., 1998a; 1998b;). Ein plotzlicher
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Anstieg des cytosolischen Ca*" Spiegels kann zur Bildung von Callose fiihren und damit
die Elongation der Wurzel hemmen (HORST, 1995; WISSEMEIER ET AL., 1987).

Dariiberhinaus greift Al’*, durch Beinflussung des Ca’" Haushaltes oder direkte
Interaktion, in die Regulation Calmodulin-abhingiger Stoffwechselvorginge ein. Es ist
allerdings umstritten, ob AI’" an Calmodulin bindet und zu Strukturverinderungen fiihrt
(SIEGEL UND HAUG, 1983a; SIEGEL UND HAUG, 1983b; SLASKI, 1989; SLASKI, 1990;
YOU UND NELSON, 1991).

An Al-gestreBten Pflanzenwurzeln wurden Verdnderungen im Cytoskelett festgestellt,
was zu einer Hemmung des Wurzelwachtums fiihren konnte (BLANCHAFLOR ET AL.,
1998; HORST ET AL., 1999; SASAKI ET AL., 1997a; SASAKI ET AL., 1997b). Es wird
vermutet, dal Aluminium, Magnesium aus GTP- bzw. ATP-Komplexen verdréngt, und
hierdurch Aufbau und Stabilitdit von Mikrotubuli und Actinfilamenten beeintriachtigt
werden (GRABSKI UND SCHINDLER, 1995; SIVAGURU ET AL., 1999).

Die starke Bindung von AI’* an die energiereichen Phosphate ATP und GTP hat
vermutlich massive Auswirkungen auf den Energiestoffwechsel (MARTIN, 1986;
PETTERSON UND BERGMAN, 1989). Auch das Verhéltnis von NAD zu NADP verschiebt
sich durch BeeinfluBung der Calmodulin-abhéngigen NAD-Kinase (LORENC-PLICINSKA
UND KAROLEWSKI, 1994). Hierdurch werden weitere energieabhingige Stoffwechsel-
vorgédnge direkt oder indirekt in Mitleidenschaft gezogen.

Auf eine Reihe weiterer eher spekulativer Wirkungen, wie etwa die BeinfluBung der
Phytohormonregulation (KOLLMEIER ET AL., 2000; MARSCHNER, 1991), soll hier nicht
ndher eingegangen werden. Die Wechselwirkung von Aluminium mit dem Chondriom
wurde bereits oben dargestellt.

4.3.4 Apoplastische Phytotoxizitat

Insbesondere HORST (1995) vertritt die These, dal Al nicht in den Symplasten
aufgenommen werden muf3, um toxisch zu wirken. Ausgehend von der Annahme, daf3
Al nur in geringen Mengen und langsam die Plasmamembran durchdringt (DELHAIZE ET
AL., 1993a; GODBOLD ET AL., 1988), entwickelte Horst und Grauer ein Model, welches
Al-Toxizitdit mit rein extrazelluliren physiologischen Wirkmechanismen erklart
(GRAUER, 1993; GRAUER UND HORST, 1992). Das Model basiert auf der Annahme, daf3
die Bindung an, bzw. Konkurrenz um sensitive Bindungsstellen in der Zellwand und der
duBeren Plasmamembran Al-Toxizitit bedingt. Dies stiitzt sich unter anderem auf die
verbreitete Beobachtung, dafl steigende Konzentrationen von mehrwertigen Cationen
wie Ca®” und Mg”" in der Lage sind, die Toxizitit einer bestimmten Al-Aktivitit zu
reduzieren. Die Auswirkungen von Al auf die Plasmamembran wurden bereits oben
dargestellt, deshalb wird hier nur auf die Bindungsstellen in der Zellwand eingegangen.

Als wichtigster Effekt wird hier die Wechselwirkung mit der Pektinenmatrix der
Zellwand aufgefiihrt. BLAMEY ET AL. (1993) konnten in einem in vitro Versuch zeigen,
daBl die Zugabe von Al die Permeabilitit einer kiinstlichen Ca-Pektat Membran sofort
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und grundlegend reduziert. Aber auch Wechselwirkungen mit anderen Zellwand-
bestandteilen, wie Enzymen, Extensin und Xyloglucan dndern hdchstwahrscheinlich
nicht nur die physikalische sondern auch die funktionelle Integritit der Zellwand. Eine
sofortige Reduktion der Zellwandelastizitit expandierender Zellen, wiirde die sehr
schnelle Reaktion des Wurzelldingenwachstums hervorragend erkldren. In eigenen
Versuchen konnte eine Einschrinkung des Wurzelwachstums bereits 15 min nach
Al-Zugaben beobachtet werden (nicht dargestellt).

4.3.5 Wechselwirkung mit der Plasmamembran

Der Plasmamembran kommt die Vermittlerrolle zwischen Apoplast und Symplast zu.
Hier finden eine Reihe wichtiger Stoffwechselprozesse statt, welche von Al beeinfluf3t
werden konnen.Viele Publikationen befassen sich mit der Aufnahme von Néhrstoffen in
die Wurzelzelle, bei Anwesenheit von Al (FOY ET AL., 1978; LASSEIGNE ET AL., 1996;
OZAKI ET AL., 1998). Die Bindung von Aluminium kann sowohl zu einer Hyper-
polarisation, als auch zu einer Depolarisation fithren und damit die Aufnahme
verschiedener Ionen unspezifisch hemmen (KINRAIDE, 1993; OLIVETTI ET AL., 1995;
LINDBERG UND STRID, 1997; SIVAGURU ET AL., 1999). Dariiber hinaus kdnnen auch
Calcium- und Magnesiumkanile spezifisch gehemmt werden (HUANG ET AL., 1992;
RENGEL UND ELLIOT, 1992). Allerdings konnte fiir beide Ionen gezeigt werden, da3 das
Wurzelwachstum bereits bei Al-Konzentrationen reduziert ist, bei welchen die
Aufnahme von Ca und Mg noch nicht beeinflullit wird (RYAN ET AL., 1994b; GODBOLD
UND JENTSCHKE, 1998).

Die Integritidt bzw. Fluiditdt der Plasmamembran kann auch durch Lipidperoxidation
(CAKMAK UND HORST, 1991; RATH, 2000; STASS UND HORST, 1995) gestort werden,
damit werden praktisch alle Membranvorgénge behindert.
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4.4 Mogliche Toleranzmechanismen

Bei der oben dargestellten Fiille an Toxizitdtsmechanismen sind theoretisch ebensoviele
Toleranzmechanismen der Pflanze denkbar. Tatsdchlich wurden aber nur relativ wenige
in der Forschung nédher untersucht. Im Prinzip stehen der Pflanze zwei verschiedene
Strategien zur Verfiigung. Al-Stre8 kann vermieden werden, oder der Stoffwechsel
kann so angepasst werden, dafl aufgenommenes Al toleriert wird (CARVER UND OWNBY,
1995; TAYLOR, 1988c; KOCHIAN, 1995; MARSCHNER, 1991). Aufgrund der ortlichen
Trennung wird héaufig auch von "interner" und "externer" Toleranz gesprochen.

Externe Toleranzmechanismen haben den konzeptionellen Vorteil, dafl alle oben
beschriebenen Toxizitdtsmechanismen verhindert werden, indem die Wechselwirkung
mit Al verhindert wird. Interne Toleranzmechanismen miifiten dagegen fiir jeden
betroffenen Stoffwechselvorgang entwickelt werden. Es ist zu vermuten, dal} aus
diesem Grund wesentlich mehr im Bereich der externen Toleranz geforscht wurde
(KocHIAN, 1995).

MARSCHNER (1991) beschreibt den reduzierten Bedarf an Nihrstoff als internen
Toleranzmechanismus, da er der Pflanze ermdglicht, unter StreBbedingungen zu
existieren. Da Néhrstoffmingel im Zusammenhang mit Al-Toxizitét eher als sekunddre
Effekte angesehen werden, kann dies hier eigentlich nicht als Al-Tolernzmechanismus
angesprochen werden.

Uber die Entwicklung toleranter Stoffwechselprodukte, Enzyme und Regulations-
systeme liegen keinerlei Informationen vor. Daher verbleiben als symplastische
Toleranzmechanismen wiederum nur "interne" Vermeidungsstrategien. In Tee, einer
Al-Akkumulator Pflanze, wird Al offensichtlich in der Wurzel chelatisiert und als nicht
toxisches Spezies in das Blattgewebe verlagert (MATSUMOTO ET AL., 1976). Aus
Losungskultur-Versuchen wurde geschlossen, daB3 Al von Proteinen im Cytoplasma
gebunden wird (ANIOL, 1984), oder in der Vacuole kompartimentiert wird (TAYLOR,
1988a). MA ET AL. (1998) haben die interne Entgiftung durch Oxalséure bei
Buchweizen dokumentiert.

Insgesamt ist das Verstindnis interner Toleranzmechanismen bestenfalls bruchstiickhaft
(KOCHIAN, 1995) und die Hinweise mangelhaft.

Im Bezug auf externe Toleranzmechanismen werden hauptsidchlich drei Strategien
diskutiert. Die Reduzierung der Kationen-Austausch-Kapazitit (= KAK) der Zellwand
konnte zu einer geringeren Affinitdt von Al zur Wurzel fithren und dadurch den Stref3
vermindern. Durch eine Anhebung des pH-Wertes in der Rhizosphédre konnten tolerante
Pflanzen Al entgiften bevor es empfindliche Wurzelbereiche schidigen kann. Oder die
Entgiftung von Al in der Rhizosphére erfolgt durch die Ausscheidung organischer
Séuren.
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Die Hypothese, dal3 eine Reduktion der Elektronegativitit (KAK) der Zellwand zu einer
geringeren Bindung von Al und Mn und damit zu einer Reduktion des Al-Strel3 fiihren
konnte, wurde schon sehr friith aufgestellt (VOSE UND RANDALL, 1962). Tatsichlich
existieren Berichte, da3 Pflanzen, welche an saure Boden angepasst sind iiber eine
geringere KAK verfligen (BLAMEY ET AL., 1990; BUSCHER ET AL., 1990). Bei einer
Betrachtung vieler Pflanzengenotypen konnte jedoch keine eindeutige Beziechung
zwischen KAK und Al-Toleranz hergestellt werden (GRAUER, 1992). Bei der Resistenz
gegen Schwermetalle, wurde sogar der gegenteilige Effekt beobachtet. Die Bindung von
Schwermetallionen an die Zellwand, gefordert durch einen hohe KAK, erhohte die
Resistenz (VERKLEL UND SCHAT, 1990; WANG UND EVANGELOU, 1994). Insgesamt muf3
diese Hypothese aus heutiger Sicht skeptisch betrachtet werden, auch wenn ein Beitrag
zu Al-Toleranz nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Anderung der KAK kann als Ubergang zwischen internen und externen Toleranz-
mechanismen betrachtet werden, da die Wirkung zwar auB3erhalb der Zelle auftritt, aber
moglicherweise innerhalb eines geschiadigten Gewebes (HORST, 1995). Die beiden
tibrigen Toleranzmechanismen sind eindeutig extern angesiedelt, da sie auBlerhalb der
Wurzel in der umgebenden Rhizosphére stattfinden.

Die Hypothese, dal Al-tolerante Pflanzen die Toxizitdt reduzieren, indem sie den
pH-Wert der Rhizosphdre anheben, ist konzeptionell sehr interessant und iiberzeugend.
Dennoch kann nach Betrachtung der umfangreichen Literatur zu diesem Thema
(TAYLOR, 1991) ein entscheidender Beitrag pflanzeninduzierter pH-Anderungen in der
Rhizosphére ausgeschlossen werden. Beispielsweise fanden TANG VAN ET AL. (1989)
bei einem Losungsversuch, dall ein Al-sensitiver Reisgenotyp den pH-Wert der Losung
starker erhohte als ein Al-toleranter Genotyp. Auch eine Untersuchung mit besserer
ortlicher Auflosung, Dank dem Einsatz von pH-Mikroelektroden, konnte bei zwei
unterschiedlich sensitiven Weizensorten keinen systematischen Unterschied nachweisen
(MIYASAKA ET AL., 1989). Nicht zuletzt wird argumentiert, dall die Ausscheidung von
Basen durch die Pflanzenwurzel, zur Bildung von Al;s fithren kénnte, was die Toxizitdt
moglicherweise sogar erhohen kann.

Die Ausscheidung organischer Sduren, und damit die Entgiftung von Al in der
Rhizosphdre bietet ein &hnlich iiberzeugendes Konzept wie die Anhebung des
pH-Wertes. Al’*-Ionen bilden mit verschiedenen niedermolekularen organischen Sauren
sehr stabile Komplexe aus (HUE ET AL., 1986; KERVEN ET AL., 1995). Dies zeigen auch
die Modellrechnungen in 3.2 mit Gleichgewichtskonstanten, welche von GERKE (1997)
und NORDSTROM UND MAY (1996) iibernommen wurden. Malat weist eine etwas
geringere Affinitit zu Al auf als Citrat und bindet daher AI’*-Tonen nicht ganz so
effektiv. Diese Tatsache erklart vermutlich auch die Beobachtung, dal Al von Malat
weniger effektiv detoxifiziert wird als Citrat (HUE ET AL., 1986; OWNBY UND POPHAM,
1989). Dal} niedermolekulare Séuren in der Lage sind die toxische Wirkung von Al in
sauren Losungen durch Komplexierung zu reduzieren, konnte in einer Reihe von
Untersuchungen nachgewiesen werden (OWNBY UND POPHAM, 1989; SUHAYDA UND
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HAUG, 1986; SUTHIPRADIT ET AL., 1990). Die Hypothese der spezifischen Ausscheidung
von organischen Séuren durch die Pflanzenwurzel, hat in letzter Zeit viel Unterstiitzung
erfahren und soll im Zusammenhang mit weiteren Ergebnissen dieser Arbeit nédher
betrachtet werden (s. 4.5.1)

4.4.1 Ursachen der unterschiedlichen Reaktion auf
verschiedene Kulturmethoden

Zundchst aber wird die Frage geklért, ob die oben beschriebene schlechte Korrelation
der Losungsversuche zu den Feld-, Sand-, und Filterversuchen, durch die Erfassung
unterschiedlicher Toleranzmechanismen erkliart werden kann. Die oben dargestellten
Hypothesen bieten Ansétze zur Erklarung der Unterschiede zwischen Sand-, Filter- und
Losungskultur. Der auffilligste Unterschied in den Kulturbedingungen besteht darin,
daf in Sand- und Filterkultur ein vielfaches der Al-Konzentration eingesetzt werden
mullte um, mit der Losungskultur vergleichbare Toxizitdtssymptome auszuldsen. In der
Untersuchung von HORST UND KLOTZ (1990) waren in Sandkultur zehnfach hohere
Al-Konzentrationen noétig. Dieser Effekt, wurde in der vorliegenden Arbeit voll
bestdtigt. Hier 16sten 20 uM Al in Losung eine stirkere Reduktion des Wurzel-
wachstums aus als 1400 uM in Sandkultur. Daraus kann geschlossen werden, dall Soja
in Sandkultur Al-Konzentrationen toleriert, welche um mehr als den Faktor 70 hoher
liegen als in Losungskultur. Der hohere Faktor im Vergleich zu HORST ET AL. (1990)
kann dadurch erkliart werden, dal in der vorliegenden Arbeit auf Phosphat und den
Chelatoren in der Néhrlosung verzichtet wurde. Beide Stoffe binden Al sehr effektiv.
Um den EinfluB des Kulturmediums in unmittelbar vergleichbaren Versuchen zu
ermitteln, wurden in dieser Arbeit Sojakeimlinge parallel in Losung und auf Filtern
kultiviert und die Wurzellainge gemessen. Auch hier wurde eine um den Faktor 40
hohere Al-Konzentration toleriert. Ein vergleichbarer Effekt wurde von LARSEN ET AL.
(1998) bei Versuchen mit Arabidosis thaliana dokumentiert. Zur Identifikation von
Al-toleranten Mutanten wurden die Pflanzen in Gel kultiviert. Das Gel wurde zuvor mit
einer 1500uM Al haltigen Losung equilibriert um Al-Toxizitdt auszuldsen. In weiteren
Analysen wurden die Mutanten in Losungskultur mit nur 25 uM Al kultiviert, um
Al-Stref3 auszuldsen.

Pflanzen tolerieren also in festen Medien um ein bis zwei Zehnerpotenzen hohere
Al-Konzentrationen als in Losungskultur. Der entscheidende Unterschied zwischen den
Kulturmethoden besteht darin, dafl die Wurzeln in festen Medien in der Lage sind die
Rhizosphére zu beinflussen, wihrend das Rhizosphdrenmedium in der Losungkultur
standig ausgetauscht wird. Die wesentlich hohere Toleranz in festen Medien beruht also
hochst wahrscheinlich auf einer Entgiftung der Rhizosphidre durch Wurzel-
ausscheidungen.

Die Erklarung von HORST ET AL. (1990), da3 der mechanische Wiederstand die erhdhte
Toleranz bedingt, konnte ebenso ausgeschlossen werden wie die Moglichkeit, da3 die
Festmedien selbst Al-Ionen binden oder entgiften. Um den Austausch der
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Rhizosphérenlosung zu reduzieren, wurden Versuche in unbeliifteter und damit
nicht-turbulenter Lésungkultur durchgefiihrt (nicht dargestellt). Hier zeigte sich, da3 ein
vielfaches der Al-Konzentration der turbulenten Losung toleriert wurde. Besonders
deutlich wird dieses Phanomen, wenn an einem Wurzelsystem mit einer Losung zwei
unterschiedliche Wachstumsreaktionen ausgelost werden konnen (Abbildung 37).
Dieses Phinomen wurde zufillig in einem langerfristigen Kulturversuch mit turbulenter
Losung beobachtet. Bei diesem Versuchsaufbau verblieb zwischen dem Wasserspiegel
der Losung und der Fixierung der Pflanzen ein Luftraum von ca. 1 cm. In diesem
Bereich wurden die Seitenwurzeln nicht von der Lésung umspiilt, sondern nur von den
Spritzern der platzenden Luftblasen leicht benetzt. Diese Seitenwurzeln zeigten ein
praktisch ungehindertes Wachstum, wihrend das Wachstum der Seitenwurzeln in der
turbulenten Losung nahezu vollstindig blockiert wurde. Dieser Beobachtung ist zu
entnehmen, dal3 das Wurzelwachstum, als Mal} fir die Al-Toleranz, stark davon
abhingt, wie stark die Nahrlosung an der Wurzeloberfliche umgewailzt wird. Es ist also
durchaus moglich, daB Wurzeln in Né&hrlosung, abhidngig von der Intensitdt der
Beliiftung und der Position im Ldsungsbehélter, deutlich unterschiedlichem Al-Stref3
ausgesetzt sind. Dies ist vermutlich ein weiterer Grund dafiir, da3 es sehr schwierig ist
Al-Stref3-Versuche zu kalibrieren.

Abbildung 37: Ca. 3 Wochen alte Wurzeln aus Al-haltiger Losungskultur.
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Die oben dargestellten Versuche und Beobachtungen belegen zweifelsfrei, dafl die
Entgiftung der Rhizosphiire der entscheidende Toleranzmechanismus der Sojabohne
gegeniiber Al-Stref3 ist.

Bei Versuchen in turbulenter Losungskultur wird also eine Form der internen Toleranz
erfasst, wahrend in der direkt vergleichbaren Filterkultur die externe Toleranz
(BeinfluBung der Rhizosphire) erfasst wird. Diese beiden Eigenschaften sind
offensichtlich nicht korreliert. Aus diesen Uberlegungen ergeben sich Konsequenzen fiir
den Vergleich von Losungskultur und Feldversuch. Im Boden ist die Pflanzenwurzel
sicher in der Lage die Rhizosphire zu beeinfluBen. In Losungskultur kann der, fiir den
Anbau auf sauren BOden, entscheidende Mechanismus der Al-Toleranz also nicht
erfasst werden. Aus diesem Grund muf3 die Selektion von Genotypen, basierend auf
Daten aus Losungkultur, grundsiitzlich in Frage gestellt werden.
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4.5 Die Entgiftung der Rhizosphare

Mit der Gelfirbemethode konnte die Entgiftung freier AI’*-Ionen in der Rhizosphire
direkt sichtbar gemacht werden. Dabei zeigte sich, da3 nur im Bereich der Wurzelspitze
Aluminium entgiftet wird. Da3 die Ausscheidung detoxifizierender Stoffe auf die
Wurzelspitze, den Bereich der hochsten Sensitivitdt der Wurzel, beschrinkt ist, weist
darauf hin, daB es sich um eine spezifische Toleranzreaktion handelt.

Wird diese Exudation als spezifische Reaktion auf Al-Stre8 akzeptiert, so kann
umgekehrt aus dem Ort der Ausscheidung auf den Ort primérer Toxizitdt geschlossen
werden (vgl. 4.3.1). Die Vermessung von hematoxylingefarbten Gelen ergab, daf3 die
Exudation in einem Bereich von 2-3 mm axialer Ausdehnung, 2-3 mm hinter der
Wurzelspitze stattfindet. Dies wiirde bedeuten, daB3 weder die Wurzelhaube, noch der
meristematische Bereich nennenswerte Mengen an Al-detoxifizierenden Stoffen
ausscheiden. Im Umkehrschlu3 heift das, da3 diese beiden Gewebe auch nicht die
primdren Orte toxischer Al-Wirkung sind. Die beobachtete Exudationszone deckt
jedoch auch die Elongationszone nicht vollstindig ab. Daraus folgt, da3 die Frage, ob
Zellteilung (Meristem) oder Zellstreckung (Elongationszone) Ziele der Al-Toxizitét
sind, weiter differenziert werden muf3.

BALUSKA ET AL. (1990) wiesen erstmals auf den speziellen Status eine Gruppe von
Zellen am distalen Ende der Elongationszone hin. Spéter wurde dieser Gewebebereich
genauer differenziert und die Bezeichnungen "Distal Elongation Zone" (DEZ)
(ISHIKAWA UND EVANS, 1993b; ISHIKAWA UND EVANS, 1995) bzw. "Distal Transitition
Zone" (DTZ) (BALUSKA ET AL., 1996) geprigt. BALUSKA ET AL. (1996) identifizierten
bei Mais die DTZ im Bereich von 1.7-3.4 mm hinter der Wurzelspitze. Die Zellen
dieser Entwicklungsstufe haben die Zellteilung abgeschlossen und bereiten sich
offenbar auf die schnelle Streckung in der Elongationszone vor. In diesem Stadium
reagieren die Zellen in einer Reihe physiologischer Reaktion anders, und z.T.
entgegengesetzt zu den Zellen der Elongationszone. ISHIKAWA UND EVANS (1993a;
1993b) zeigten die spezielle Reaktion der DTZ gegeniiber Schwerkraft-, Beriihrungs-,
elektrischer, hormoneller und Wasserstre3- Stimulation. MASSON ET AL. (1993) konnten
bei 4. thaliana unterschiedliche Genexpressionsmuster zwischen DTZ und Elongations-
zone nachweisen. Es wurden "promotor-trap" Insertionsmutanten (s. 4.8 ) gefunden,
deren Expression auf die DTZ beschriankt war. Ebenso wurden Mutanten gefunden,
welche Reportergene in der absoluten Wurzelspitze und der Elongationszone, nicht aber
der DTZ, expremierten.

Aus den Ergebnissen der Gelfarbeversuche und der Tatsache, dal die DTZ
offensichtlich sehr sensitiv auf viele Umweltreize reagiert, kann geschlossen werden,
daB bei Soja moglicherweise auch Al-Toxizitits- und Al-Toleranzmechanismen auf
diese Zellen beschrankt sind. Diese These wird durch Untersuchungen am Mais
unterstiitzt. SIVAGURU UND HORST (1998) konnten durch die hochauflosende
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Applikation von Al an Maiswurzeln zeigen, daf3 die hochste Sensitivitdt im Bereich von
1-2 mm hinter der Wurzelspitze auftritt. In einer Folgeuntersuchung wurde die massive
Beeintrachtigung des Cytoskeletts der Epidermis- und duBleren Kortexzellen im Bereich
der DTZ, innerhalb der ersten Stunde der Al-Applikation nachgewiesen (SIVAGURU ET
AL., 1999).

4.5.1 Ausscheidung organischer Sauren

Wie aber, wird die beobachtete Entgiftung der Rhizosphire von der Pflanze
bewerkstelligt? Da die These der pH-Barriere in der Literatur kaum noch Unterstiitzung
findet, wurde in dieser Arbeit gezielt nach organischen Sduren gesucht, welche durch
Chelatisierung Aluminium binden konnen.

Die Analyse von Rhizosphérenldsung von Sojawurzeln zeigte, dal Malat, Citrat, Oxalat
und Phosphat ausgeschieden werden. In einer einfachen CaCl, Losung bei pH 4.3 lag
die Konzentration der Stoffe knapp tliber der Detektionsgrenze. Nach der Applikation
von Al-Stre3 konnte ein starker Anstieg der Malat- und Citratexudation nachgewiesen
werden. Die Exudation von Oxalat und Phosphat stieg dagegen nur geringfiigig an. Die
Malatexudation unter Al-Stref3 lag bei der Sorte 'Malabar' signifikant niedriger als in der
Sorte 'IAC 17'. Bei der Citratausscheidung konnte kein Unterschied zwischen den
Sorten nachgewiesen werden. Das Verhdltnis der Ausscheidungen mit bzw. ohne
Al-Strel lag in der Sorte 'Malabar' hoher, da 'IAC 17" eine hoher konstitiutive Aus-
scheidung aufwies. Ein sortenspezifischer Unterschied in der Al-Entgiftung, zwischen
den beiden untersuchten Genotypen, bleibt also zweifelhaft. Die Sorten wurden
ausgewdhlt, da sie minimale bzw. maximale Al-Toleranz in Sandkultur aufwiesen. In
spateren kurzzeitigen Versuchen in Filter- und Losungskultur konnte dieser Toleranz-
unterschied nicht bestétigt werden. Moglicherweise beruht also die Tatsache, da3 keine
deutlichen Unterschiede in der Ausscheidung organischer Sduren gefunden wurden
darauf, dal3 sich die Sorten in der Al-Toleranz nicht deutlich unterscheiden. Fiir eine
klare Absicherung der Korrelation zwischen sortenspezifischer Al-Toleranz und
Exudation sind weitere Untersuchungen erforderlich. Die Ausscheidung organischer
Séuren als Reaktion auf Al wurden hier erstmals fiir Sojabohne dokumentiert.

Bei anderen Pflanzenarten ist dieses Phidnomen relativ gut beschrieben. Die erste
Verdffentlichung, welche sich konkret mit dem Effekt der Al induzierten Ausscheidung
organischer Sauren befasst, stammt von MIYASAKA ET AL. (1991). Nach Kultur in einer
aseptischen Al-haltigen Losung iiber acht Tage, schiittete das Wurzelsystem einer
Al-toleranten Gartenbohnensorte siebzigmal so viele Citrat aus, als bei der Kultur ohne
Al-Strefl und zehnmal so viel wie eine Al-sensitive Sorte.

Am besten untersucht diirfte die Al-induzierte Ausscheidung von Malat an Wurzel-
spitzen von Weizen sein. DELHAIZE ET AL. (1993a; 1993b) konnten eine hohe
Korrelation zwischen Al-induzierter Malatexudation, Ausschlu3 von Al aus der
Wurzelspitze und Al-Toleranz nachweisen. Die Autoren folgerten, da die Malat-
exudation die Wurzelspitzen toleranter Genotypen durch Komplexierung freier
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Al*"-Ionen vor Toxizitit schiitzt. RYAN ET AL. (1995) wiesen nach, daB die Malat
Ausschiittung eine Al3+-speziﬁsche Reaktion ist und durch Al;, La**, S¢**, Mn*" oder
Zn”" nicht ausgelst werden kann. Wie in dieser Arbeit fiir Soja demonstriert wurde, ist
auch bei Weizen die Ausscheidung auf die Wurzelspitze begrenzt. In weiteren
Untersuchungen mit verschiedenen Al-toleranten und Al-sensitiven Sorten, wurde die
Korrelation zwischen Malat Exudation und Al-Toleranz bestétigt (RYAN ET AL., 1994a;
BASU ET AL., 1994). Die Ausscheidung von Malat scheint also ein genereller
Al-Toleranzmechanismus bei Weizen zu sein.

Sehr #hnliche Effekte wie bei Weizen konnte PELLET ET AL. (1995) bei Mais
nachweisen. Hier erfolgte bei Al-Stre eine schnelle Ausschiittung von Citrat an
Wurzelspitzen toleranter Genotypen. In der gleichen Studie wurde auch die Aus-
scheidung von anorganischem Phosphat beobachtet, es blieb jedoch unklar, ob dieser
Effekt zur Al-Bindung beitrug. JORGE UND ARRUDA (1997) beobachteten bei Mais die
Ausscheidung von Malat.

Welche Sauren als Reaktion auf Al-Stre3 ausgeschieden werden, ist offensichtlich
artspezifisch. Citratausscheidung wurde bei Cassia (MA ET AL., 1997) und Oxalat bei
Taro und Buchweizen (MA UND MIYASAKA, 1998; ZHENG ET AL., 1998b) gefunden.
Eine gleichzeitige Ausscheidung von Citrat und Malat wie in dieser Arbeit bei Soja,
wurde nur von ZHENG ET AL. (1998b) bei Raps, Hafer und Rettich berichtet.

Die verschiedenen Chelatoren weisen eine unterschiedliche Affinitit zu AI’" auf und
sind daher vermutlich auch unterschiedlich effektiv bei der Entgiftung von Al. Es ist
also moglich, dall sortenspezifische Unterschiede nicht nur in der Menge der Aus-
scheidungen, sondern auch im Verhéltnis der verschiedenen organischen Sauren
begriindet sind. Bisher wurde dieser Effekt jedoch bei keiner Pflanzenart beschrieben.
Die in dieser Arbeit zwischen zwei Sorten gefundenen Unterschiede im Verhéltnis von
Malat zu Citrat, geben bestenfalls einen Hinweis auf die Moglichkeit sortenspezifischer
Unterschiede, lassen sich aber statistisch nicht absichern.

Die Frage, ob die ausgeschiedenen Mengen an organischen Sduren ausreichen, um Al
vollstédndig zu entgiften und die Toleranz mancher Genotypen zu erklédren, ist nach wie
vor umstritten (JONES ET AL., 1996; PARKER UND PEDLER, 1998). Auch der Abbau durch
Mikroorganismen in der Rhizosphére, konnte eine effektive Entgiftung behindern
(JONES UND KOCHIAN, 1996). In dieser Arbeit konnten unter Al-Stre3 sehr hohe
Ausscheidungsraten fiir Citrat und Malat gefunden werden. Weiterhin wurde durch eine
direkte Visualisierung der Entgiftungszone nachgewiesen, dal diese rdumlich eng
begrenzt ist. Die Modellierung der Ionengleichgewichte unter den gefundenen
Bedingungen zeigte, dal die GroBenordnung der Ausscheidungen ausreicht, um Al
vollstindig zu entgiften.

Bei der Beurteilung, ob die Konzentration ausreicht, spielt das Volumen, welches
entgiftet werden mul} eine entscheidende Rolle. Bei der Abschédtzung des Volumens,
wurden sehr konservative Werte angenommen. Die Entgiftungszone beschrinkt sich
jedoch vermutlich axial auf den Bereich der DTZ und radial auf eine diinne Schicht
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auBBerhalb des Apoplasten der Epidermis. Es muf} also nur ein sehr geringes Volumen
entgiftet werden. Das heil}t, das Verhéltnis von Al zu organischen Sduren ist noch
vorteilhafter fiir eine Entgiftung, als in den vorgestellten Berechnungen (s. 3.3.3.2).

Auch die tempordre Komponente mull beachtet werden. Bei normalem Wachstum
durchlaufen die Wurzelzellen in maximal 1-2 h das sensitive Stadium der DTZ. Diese
tempordre Komponente muB3 auch bei der Beurteilung des EinfluBes von Mikro-
organismen beachtet werden. Die Messungen in dieser Arbeit wurden nicht unter
aseptischen Bedingungen durchgefiihrt, trotzdem konnten groBe Mengen nieder-
molekularer S&uren gefunden werden. Die Rhizosphdre ist unter natiirlichen
Bedingungen ein Ort hoher Mikroorganismenaktivitit. Eine hohere Abbaurate als im
Versuch ist daher wahrscheinlich. Die Mikroflora der Rhizosphire entwickelt sich
jedoch langsam, basierend auf organischen Ausscheidungen der Pflanzenwurzel. Daher
entsteht ein Gradient in der Dichte der Mikroorganismen von den apicalen zu basalen
Wurzelbereichen (SCHONWITZ UND ZIEGLER, 1989). Es ist also durchaus denkbar, daf3
ein massiver mikrobieller Abbau der Komplexbildner erst einsetzt, wenn die Zellen das
sensitive Stadium bereits durchwachsen haben. Detaillierte Untersuchungen zu diesem
Thema fehlen noch.

Durch die enge zeitliche und ortliche Begrenzung der Wurzelausscheidung, ist auch ein
langfristiger Schutz vor Al-Toxizitdt denkbar, ohne dal3 es fiir die Pflanze zu hohen
Energieverlusten kommt. Tatsdchlich konnten ZHENG ET AL. (1998a) zeigen, dal3
Buchweizen und Rettich iiber einen Zeitraum von 10 Tagen hohe Mengen organischer
Séuren ausscheiden konnen. Bei einer toleranten Weizensorte und Raps nahm die
Ausscheidungsrate wihrend des Versuchszeitraums langsam ab.

Einen iiberzeugenden Beweis fiir die Mdglichkeit der Al-Entgiftung durch Citrat-
exudation lieferten DE LA FUENTE ET AL. (1997). Den Autoren gelang es, die
Al-Toleranz von Tabak und Papaya durch die Uberproduktion von Citrat zu erhdhen.
Die Pflanzen wurden mit einem Konstrukt aus dem 35S-Promotor des Blumenkohl-
Mosaik-Virus und einem bakteriellen Citratsynthase Gen transformiert. Die transgenen
Pflanzen zeigten einen 2-3 fach hoheren Citratsynthasegehalt als Kontrollpflanzen. Der
Gehalt an Citrat im Gewebe und die Ausscheidung von Citrat an der Wurzel lagen in
den transgenen Pflanzen um den Faktor 10 bzw. 4 hoher als in den Kontrollgenotypen.
Als Folge dieser genetischen Verinderung zeigten die Pflanzen eine nachweislich
hohere Al-Toleranz. So konnten Papayapflanzen der Kontrollgruppe, bei
Al-Konzentrationen iiber 50 uM kein Wurzelsystem entwickeln. Die transgenen
Pflanzen dagegen, zeigten normales Wachstum bis zu einer Al-Konzentration von
300uM. Als Losung fiir eine Anhebung der Al-Toleranz von leistungsfahigen Kultur-
pflanzen, bietet sich diese Methode vermutlich nicht an. Auch wenn bisher keine
Hinweise darauf vorliegen, ist doch anzunehmen, da3 die konstitutive Uberexpression
der Citratsynthase und die folgende Uberproduktion von Citrat in allen Geweben zu
einer Beeintrachtigung des Stoffwechsels und Energiehaushaltes der Pflanze fiihren.
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4.6 Diversitatsanalyse

Bei der Diversitdtsanalyse von 45 Soja Genotypen, basierend auf 323 genetischen
Markern, wurde eine Gruppierung in sechs Cluster abgeleitet. Die Herkunft der
Genotypen wurde als Ursache dieser Gruppierung identifiziert.

Die Eigenschaft "Herkunft" als genetisch definiertes Merkmal zu betrachten, scheint
zunichst problematisch. Es kann schlieBlich nicht erwartet werden, dafl im Genom einer
Pflanze verankert ist, aus welchem Land sie stammt. Das beobachtete Phdnomen kann
zwei mogliche Griinde haben. Die erste Moglichkeit, sind unterschiedliche Umwelt-
bedingungen an den verschiedenen Herkunftsorten, welche jeweils Genotypen einer
bestimmten genetischen Konstitution selektieren. Der zweite mdgliche Grund ist in der
Zuchtgeschichte der Sorten zu suchen. Die Anteile beider Erkldrungen am jeweiligen
Cluster hangt von dem Material und den gefundenen Gruppen ab. Bei Wildformen kann
eher eine dhnliche genetische Konstitution aufgrund gleicher Selektionsbedingungen
erwartet werden. Bei intensiv ziichterisch bearbeiteten Kulturpflanzen, wie der Soja-
bohne, kann im allgemeinen davon ausgegangen werden, daB genetische Ahnlichkeiten
auf eine gemeinsame Zuchtgeschichte zuriickzufiihren sind. Haufig werden auch bei
Kulturpflanzen Gruppierungen nach bestimmten agronomischen Eigenschaften, wie
Reifezeit, Vernalisationsverhalten, oder Verarbeitungseigenschaften gefunden ( z.B.
HATz, 1997). Dies sollte jedoch nicht zu der Annahme verleiten, diese Eigenschaften
konnten ohne weiteres aus den Markerdaten abgeleitet werden. Meist beruht die
Beziehung auf einer gemeinsamen Zuchtgeschichte der Genotypen des jeweiligen Typs.

Auch die in dieser Arbeit gefundenen Gruppen lassen sich, soweit verfiigbar, anhand
von Stammbaumdaten bestitigen. Aufgrund der Gruppierung in verschiedenen Cluster,
wurden die US-amerikanischen Sorten in zwei Genpools aufgetrennt. Die Existenz von
zwei Genpools in Nordamerika beruht auf zwei unabhingigen Zuchtprogrammen im
mittleren Westen und im Siiden der USA (GIZLICE ET AL., 1993). Beide Zucht-
programme basieren auf relativ wenigen Vorfahren, welche jeweils nur zu einer der
beiden Gruppen entscheidend beigetragen haben. Die zehn Genotypen 'CNS', 'S-100',
'"Tokyo', 'PI54610', 'Dunfield’, 'lllini', 'Roanoke', 'Haberlandt', 'Arksoy', 'P1240664',
tragen etwa 78 % zum Genpool der siidlichen USA bei, aber nur ca. 16% zum Genpool
der nordlichen USA (GIZLICE ET AL., 1994). Dagegen tragen zehn andere Genotypen
etwa 72 % zum nordlichen, aber nur ca. 5 % zum siidlichen Genpool bei. Die genannten
Vorfahren des siidlichen Genpools haben auch massiv zum Genom der hier
untersuchten brasilianischen Sorten beigetragen (SPEHAR, 1995a; 1995b). Die Sorte
'TAC 9' erhielt 100 %, 'Cristalina' 87.5 %, 'Doko RC' mindestens 75 %, ihres Genoms
von diesen Vorfahren. Fiir die Sorten 'Savanna' und 'TAC 17' sind keine detaillierten
Angaben verfiligbar, sie stammen aber aus dem gleichen Zuchtprogramm wie 'Doko RC'
bzw. 'TAC 9' (SPEHAR, 1995b), was auf dhnliche Verwandtschaftsverhéltnisse schlieBen
1aBt. Die Vereinigung der brasilianischen Herkunft mit dem Genpool der siidlichen
USA in einen Genpool "tropisches Amerika" ist also auch nach Stammbaumdaten voll
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gerechtfertigt. DaB3 die Sorte 'Jogun', trotz Friihreife, nicht zu den Sorten der nérdlichen
USA gruppiert wurde, beruht vermutlich darauf, dafl sie nur 0.7 % als Vorfahre zu
diesem Genpool beigetragen hat. Ahnliches gilt fiir die Sorte 'Biloxi', sie hat nur 0.04 %
zum tropisch-amerikanischen Genpool beigetragen und wurde folgerichtig nicht in den
entsprechenden Cluster aufgenommen.

Die Betrachtung der Stammbaumdaten zeigt, da3 die Ergebnisse der Diversitdtsanalyse
sehr verlaBlich sind und die realen Verwandtschaftsverhiltnisse gut widerspiegeln.
Damit kann auch die Zuordnung unbekannter Genotypen zuverlédssig interpretiert
werden.

Die untersuchten Linien der USDA Genbank bilden in dieser Analyse einen erstaunlich
homogenen Cluster. Grundsitzlich wire zu erwarten, dafl zufillig gewéhlte Genbank-
akzessionen eine deutlich hohere Variabilitidt aufweisen als Zuchtsorten. Dall Genbank-
linien in molekulargenetischen Analysen homogene Gruppen mit dhnlicher Variabilitét
wie Zuchtsorten bilden, wurde bereits in anderen Untersuchungen gefunden (THOMPSON
ET AL., 1998; KISHA ET AL., 1998). Daraus kann geschloen werden, dafl auch eine
langjdhrige Zucht von Hochleistungssorten die genetische Diversitdt nicht zwangslaufig
einschrinkt.

Die Gruppe indonesischer Sorten bildet den homogensten und stabilsten Cluster. Das
1aBt darauf schlieBen, dall die genetische Basis in diesem Genpool noch geringer ist als
die der amerikanischen Genpools. Dies zeigt auch die mittlere genetische Distanz von
0.149, innerhalb dieses Genpools, im Vergleich zu 0.166 und 0.197 in den beiden
amerikanischen Genpools (Tabelle 15). Soweit Stammbaumdaten vorhanden sind,
deuten auch diese auf eine sehr schmale genetische Basis. Die Sorten 'Wilis', 'Kerinci',
'Slamet' und 'Sindoro' haben vier gemeinsame Eltern (DARMAN, 1996). Die gleichen
Eltern haben etwa 50 % zum Genpool aller seit 1971 in Indonesien entwickelten Sorten
beigetragen. Die Sorte 'Malabar' entstammt der Kreuzung 'No.1592 x Wilis'. Trotzdem
befindet sich diese Sorte nicht im indonesischen Cluster. Entweder ist also der Einfluf3
der Linie 'No0.1592' sehr stark, oder aber die Stammbaumdaten sind nicht korrekt. Dal3
Informationen iiber Genotypen nicht immer verldBlich sind, zeigen die Genotypen
'Wilis' und 'Wilis2', welche beide unter dem Sortennamen 'Wilis', aber von unter-
schiedlichen Quellen bezogen wurden. "Tambora', die zweite indonesische Sorte, welche
auBlerhalb des indonesischen Clusters liegt, wurde nicht in Indonesien geziichtet,
sondern importiert.

Aufgrund der relativ geringen Diversitdt im indonesischen Sortenspektrum, ist mittel-
bis langfristig die Nutzung von fremden Zuchtmaterial zu empfehlen, um die
Variabilitidt und damit den Zuchtfortschritt zu sichern. Die Linien 'B3911', 'B3577' und
'B3578', welche vermutlich aus indonesischen Landrassen stammen (DARMAN 1999
pers. Mitt.), zeigen keine hohe genetische Distanz zu den indonesischen Sorten. Diese
Linien sind daher nicht geeignet die Diversitdt im indonesischen Sortenspektrum zu
erhohen. Nach den vorliegenden Daten ist die Nutzung von Material aus dem
nigerianischen bzw. tropisch-amerikanischem Genpool zu bevorzugen. Die
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afrikanischen Genotypen 'TGX-1448-2', 'TGX-536-0' und 'M-351' stehen dem
indonesischen Genpool genetisch ndher als die brasilianischen Genotypen. Bei Feld-
versuchen im Rahmen dieser Arbeit hat sich gezeigt, daB3 die afrikanischen Sorten auch
eine bessere Anpassung an Klima und Anbaubedingungen in Indonesien aufweisen, als
die brasilianischen Sorten. Ob eine positive Korrelation zwischen der genetischen
Ahnlichkeit zum indonesischen Genpool und der Anpassung an indonesische Anbau-
bedingungen besteht, kann aus den vorliegenden Daten nicht sicher abgeleitet werden.
Eine genauere Untersuchung dieser Hypothese wire jedoch fiir die zukiinftige Auswahl
von Importsorten wiinschenswert.

Fiir die Auswahl von Kreuzungseltern zur Entwicklung Al-toleranter Genotypen bietet
die Diversititsanalyse keine unmittelbaren Ansatzpunkte. Die Al-Toleranz hat keine
nachweisbaren Einfluf auf die Gruppenbildung. Bei Weizen haben FOY ET AL. (1974)
und TAKAGI ET AL. (1983), von einer Korrelation zwischen Herkunft und Al-Toleranz
berichtet. Beide Gruppen schlossen, dafl durch der Bodentyp am Herkunftsort durch
natiirliche Selektion die Al-Toleranz erhoht hat. TAKAGI ET AL. (1983) identifizierten
die hochste Al-Toleranz in brasilianischen Weizenlinien.

In der vorliegenden Untersuchung ist ebenfalls eine leichte Tendenz zu einer hdheren
Al-Toleranz im brasilianischen Genpool erkennbar. Bei der Betrachtung iiber alle
Testmethoden hinweg (Tabelle 24), stammen vier der fiinf tolerantesten Genotypen aus
Brasilien. Dagegen stammen die sechs sensitivsten Genotypen aus Indonesien. Die
beiden Sorten 'Slamet' und 'Sindoro' wurden in Indonesien als Al-tolerant beschrieben
(SUNARTO, 1996) sind aber den brasilianischen Sorten offensichtlich unterlegen. In der
Uberlegenheit der brasilianischen Sorten spiegelt sich vermutlich die systematische
Anpassung der Sorten an den Anbau auf saurem Boden wieder (SPEHAR, 1995b). Das
Toleranzniveau der nigerianischen Sorten scheint zwischen dem des indonesischen und
dem des brasilianischen Genpools zu stehen. Fiir Sortenentwicklung fiir den Anbau auf
sauren Boden Indonesiens, sollten zundchst die afrikanischen Linien eingesetzt werden,
da wegen der besseren Anpassung an die Anbaubedingungen relativ schnell Erfolge
erzielt werden konnen. Langfristig ist die Nutzung des brasilianischen Genpools zu
empfehlen, da hier hohere Al-Toleranz und vermutlich auch hoheres Ertragspotential zu
erreichen ist (DARMAN, 1996; SPEHAR, 1995b). Die Linien '"TGX-1448-2' und 'M-351"
wurden bereits in mehrjdhrige Leistungspriifungen iibernommen. Die brasilianischen
Genotypen sind fiir einen direkten Anbau ungeeignet, wurden aber in Zuchtprogramme
als Eltern aufgenommen (Darman 1999 pers. Mitt.).

Der indonesische Genpool ist im Gegensatz zum brasilianischen und europiischen
Genpool weitgehend unbeeinfluit vom US-amerikanischen Soja Genpool (SUMARNO
UND ADISARWANTO, 1996). Daher bieten sich indonesische Sorten als Kreuzungseltern
fiir die Erweiterung des Genpools der siidlichen USA an. Im Gegensatz zu Genbank-
linien kann hier, trotz groBer genetischer Distanz, auf vorselektiertes Material
zuriickgegriffen werden (SNELLER ET AL., 1997).
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4.7 Genetik der Al-Toleranz

Bei der Vielzahl der moglichen Toxizitdts- und Toleranzmechanismen, ist ein
komplexes multigenes Vererbungsschema zu erwarten (TAYLOR, 1991). Tatsdchlich
haben Kreuzungsversuche gezeigt, daB, selbst innerhalb einer Art, Al-Toleranz
unterschiedlich vererbt werden kann (CARVER UND OWNBY, 1995). Dies wird sicher
auch dadurch verursacht, daB in verschiedenen Untersuchungen unterschiedliche
Aspekte der Al-Toleranz erfafit werden.

Weizen ist die Kulturpflanze, bei welcher mit Abstand die umfangreichsten Unter-
suchungen zur Genetik der Al-Toleranz vorliegen. Nach konventionellen Kreuzungs-
versuchen wurde mehrfach von einer einfachen dominanten oder partiell dominanten
Vererbung der Al-Toleranz berichtet (KERRIDGE UND KRONSTAD, 1986; CAMPBELL UND
LAFEVER, 1978; CARVER ET AL., 1993; WHEELER ET AL., 1992). Diese Autoren wiesen
jedoch alle darauf hin, daB fiir die vollstindige Erklarung der Al-Toleranz weitere Gene
wirken miissen. (ANIOL UND GUSTAFSON, 1990) faiten die Erkenntnisse dahingehend
zusammen, dal mehrere Hauptgene, sowie Nebengene geringerer Wirkung beteiligt
sein miissen.

Die Analyse von 'Chinese Spring' Substitutionslinien erlaubte die Lokalisierung von
Hauptgenen auf den Chromosomen 4D und 2D langer Arm, sowie auf dem kurzen Arm
von 5A (TAKAGI ET AL., 1983). Weitere Gene mit geringerer Wirkung wurden auf den
Chromosomen 6AL, 7AS, 3DL, 4AL und 7D identifiziert (ANIOL UND GUSTAFSON,
1984). Da 'Chinese Spring' aber selbst nur eine mittlere Toleranz aufweist, sind
moglicherweise weitere Gene beteiligt (ANIOL UND GUSTAFSON, 1990).

In isogenen Linien aus einer Kreuzung der sensitiven Weizensorte 'Egret' mit der
toleranten Sorte 'Carazinho' (FISHER UND SCOTT, 1987) untersuchten DELHAIZE ET AL.
(1993a) den Genlocus "Altl". DELHAIZE ET AL. (1993b) wiesen dabei nach, da3 dieser
Genlocus, durch eine erhohte Ausschiittung von Malat an der Wurzelspitze,
Al-Toleranz bedingt. Auch hier wurde aber deutlich, da3 in der Sorte 'Carazinho' weiter
Toleranzgene aktiv sein miissen, da die isogene 'Egret'-Linie eine geringere Toleranz
aufwies.

Luo UND DVORAK (1996) gelang die Kartierung eines "Alt2" benannten Toleranzgens
auf dem distalen Bereich des Chromosoms 4DL in Substitutionslinien aus 'Chinese
Spring' und 'T. turgidum cv. Langdon'. Es konnten RFLP-Marker mit einer Kopplung
von 4 ¢cM identifiziert werden. Ob "Alt1" und "Alt2" verschiedene Genloci darstellen
wurde nicht gekléart. Etwa zur gleichen Zeit kartierten RIEDE UND ANDERSON (1996) den
Locus "AItBH" ebenfalls auf dem Chromosom 4DL. Die spaltende Population der
Eltern 'BH1146' und 'Anahuac' zeigte ein klar bimodale Verteilung der Al-Toleranz in
Losungskultur. Der identifizierte Genlocus erkliarte 85% der phéanotypischen
Variabilitit. Es wurde ein RFLP-Marker im Abstand von nur 1.1 cM identifiziert.

Fiir die Vererbung der Al-Toleranz in Sojabohne waren bis vor kurzem nur wenige
Informationen verfiigbar. HANSON UND KAMPRATH (1979) fanden fiir die Wachstums-
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rate von Keimlingswurzeln in Losungskultur eine Heritabilitdt von 0.67. Eine Selektion
auf Al-Toleranz sollte also auch bei Soja erfolgreich sein. In Testkreuzungen der Sorte
TAC 7" mit den Sorten TAC9', 'TAC 2' und 'Biloxi' priiften SPEHAR UND GALWAY
(1995) verschiedene Vererbungsmodelle. Ein einfaches additiv-dominanz Modell war in
keiner Kombination ausreichend fiir die Erklérung der genetischen Varianz. Der starke
Einflul} epistatischer Wirkungen 146t auf die Wechselwirkung mehrerer Gene schlieen.

BIANCHI-HALL ET AL. (1998) untersuchten das Wurzelwachstum einer F4 Nach-
kommenschaft der Sorten 'Young' und 'PI416937' in Losungskultur. "Young' ist eine
sensitive Leistungssorte wéhrend 'PI 416937' eine sehr tolerante Genbanklinie ist. Es
wurde das absolute Wachstum mit bzw. ohne Al-Strel, sowie das relative Wurzel-
wachstum unter Al-Strel ermittelt und jeweils als individuelle Eigenschaft betrachtet.
Fiir absolutes und relatives Wachstum wurde eine sehr hohe Heritabilitit ermittelt. Das
absolute Wurzelwachstum mit und ohne Al-StreB war in der Nachkommenschaft
nomalverteilt. Daraus schlossen die Autoren auf eine quantitativ multigene Vererbung.
Die Verteilung des relativen Wurzelwachstums war dagegen deutlich zweigipfelig, was
als qualitativer Geneffekt gedeutet wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde in der Population '"Wilis x B3578' eine &hnliche
Verteilung der relativen Wurzellinge gefunden wie in der Population
"Young x PI416937'. Die bimodale Verteilung in der hier vorgestellten Population ist
jedoch weniger deutlich. Dies kann durch die geringere Differenz der Eltern erklart
werden. Wéhrend die Eltern in der Untersuchung von BIANCHI-HALL ET AL. (1998) ca.
105 % bzw. 45 % relatives Wachstum zeigten, erzielten 'B3578' und 'Wilis', 81 % bzw.
55 % relatives Wurzelwachstum. Maoglicherweise sind also die Vererbungsmodi in
diesen Kreuzungen vergleichbar. Der Vergleich ist besonders interessant, da BIANCHI-
HALL ET AL. (2000) in einer folgenden Studie eine QTL-Analyse (Quantitative Trait
Loci) der Population durchfiihrten. Es wurden fiinf QTL's fiir absolutes Wurzel-
wachstum unter Al-Stref identifiziert, sowie vier QTL's fiir relatives Wurzelwachstum.
Drei dieser Loci haben Einflu auf beide Eigenschaften. Zwischen mehreren Loci
wurden epistatische Wechselwirkungen nachgewiesen. Alle Loci waren streBspezifisch,
hatten also keinen Einflufl auf das Wurzelwachstum ohne Al-Stre3. Der auf Grund der
Haufigkeitsverteilung des relativen Wachstums vermutete qualitative oder starke
quantitative Genlocus konnte nicht identifiziert werden. Keiner der identifizierten
QTL’s erklarte mehr als 10 % zur Gesamtvarianz. Insgesamt trugen alle QTL’s nur
32 % bzw. 24 % zur Varianz des absoluten bzw. relativen Wurzelwachstums bei. Diese
Ergebnisse stellen die Nutzung der identifizierten RFLP-Marker fiir eine marker-
gestiitzte Selektion stark in Frage. Dartiber hinaus ist einer der Marker auch mit einem
Locus fiir vorzeitiges Hiilsenplatzen gekoppelt, was eine Nutzung weiter erschwert. Da
die Kreuzungspopulationen 'Doko RC x Wilis' und 'Wilis x B3578' keine grundlegend
bessere Ausgangslage fiir eine Genkartierung bieten als die von BIANCHI-HALL ET AL.
(1998) untersuchte Population, stellt sich die Frage, ob eine QTL-Analyse dieser
Populationen lohnenswert ist.
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Alle bisherigen Untersuchungen deuten darauf hin, da Al-Toleranz in Soja hoch
multigen veranlagt ist. Bisher wurde kein, dem Weizen vergleichbares, Hauptgen fiir
Al-Toleranz identifiziert. Die Ziichtung auf Al-Toleranz wird daher bei Soja auch
weiterhin langsam voran schreiten. Auch mit markergestiitzter Selektion sind nach
heutigen Erkenntnissen keine schnellen Fortschritte zu erwarten.
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4.8 Ausblicke zur Entwicklung toleranter Genotypen

Die Erfolge der letzten 30 Jahre in der Ziichtung Al-toleranter Genotypen bei Soja sind
bescheiden (ARMIGER ET AL., 1968; FOY ET AL., 1969). Weder in Nordamerika noch in
Asien oder Europa wurde eine wirklich Al-resistente Sojasorte entwickelt (BIANCHI-
HALL ET AL., 1998). Die Probleme, welche zu dieser Tatsache gefiihrt haben, wurden
bereits dargestellt. Auch moderne markergestiitzte Ziichtungstechniken scheinen
mangels geeigneter Genresourcen wenig Aussicht auf Erfolg zu haben. Im Gegensatz
dazu hat die Kenntnis der physiologischen Grundlagen der Toxizitdts- und Toleranz-
mechanismen in den letzten Jahren deutlich zugenommen (z.B. SIVAGURU ET AL.,
1999). Méglicherweise konnen die vielfdltigen Probleme bei der Selektion Al-toleranter
Genotypen umgangen werden, wenn direkt auf diese Kenntnisse zuriick gegriffen wird.
Es ist heute relativ genau bekannt auf welches Pflanzengewebe Aluminium toxisch
wirkt. Weiterhin besteht Einigkeit dariiber, da3 die Ausscheidung von Chelatoren ein
wichtiger und effektiver Toleranzmechanismus ist. Mit diesen Informationen sollte es
moglich sein, transgene Pflanzen mit verbesserter Al-Toleranz zu entwickeln. DE LA
FUENTE ET AL. (1997) konnten diese Mdglichkeit bereits durch die Uberexpression der
Citratsynthase nachweisen. Ein Schwachpunkt dieses Systems ist die mogliche Storung
von Stoffwechsel und Energichaushalt der Pflanze, wegen der unspezifischen Uber-
produktion von Citrat. Damit dieses Prinzip in leisungsfahigen Sorten eingesetzt werden
kann, muf3 die Citratausscheidung auf die Al-sensitiven Zellen an der Wurzelspitze
konzentriert werden. Durch eine Beschrinkung der Stoffausscheidung auf die
empfindlichen Wurzelbereiche kann die Effizienz der Entgiftung gegeniiber dem
System von DE LA FUENTE ET AL. (1997) gesteigert und zugleich der Energichaushalt
der Pflanze entlastet werden.

Alle Voraussetzungen fiir die Entwicklung von Transformanten mit zellspezifischer
Citratausscheidung sind bereits vorhanden. Citratsynthase-Gene wurden bereits aus
verschiedenen Organismen isoliert und sequenziert. Auch Systeme zur gewebe-
spezifischen Expression beliebiger Gene stehen zu Verfiigung. BRAND UND PERRIMON
(1993) entwickelten ein binédres "Enhancer-Trap" System, um bestimmte Zelltypen in
Drosophila Larven markieren zu konnen und so deren Entwicklung zu verfolgen.
HASELOFF (2000) hat dieses System an Arabidopsis angepalit und eine Bibliothek von
GAL4/GFP-Enhancer-Trap Linien mit wurzelspezifischer Expression entwickelt. Diese
Linien stehen zur Verfligung und konnten problemlos genutzt werden, um eine zell-
spezifische Uberexpression der Citratsynthase und damit eine Citratauscheidung an der
Wurzelspitze auszulosen.
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GAL4/GFP- Enhancer-

Trap Linien mit Transformationslinie
spezifischer GFP mit GAL4-aktivierbarer
Expression an der Citratsynthase:

Wurzelspitze: X Chromosom B

Chromosom A

F1

Aktivierung

Expression
_>

A =Enhancerj=={ CaMV deg| GAL4 | UAS | GFP —

GALA4 Protein

B { UAS | Citratsynthase jm==

Citratsynthase

Citrat

Abbildung 38: Schema zur gentechnologischen Aktivierung gewebespezifischer
Uberproduktion von Citrat an der Wurzelspitze.

Das Prinzip des bindren Enhancer-Trap Systems beruht darauf, dal das GAL4-Gen aus
Hefe mit einem degenerierten Promotor des Blumenkohlmosaikvirus (= CaMV deg
Abbildung 38) kombiniert und in Arabidosis transformiert wird. Der degenerierte
Promotor wird nur aktiv, wenn das Enhancer-Trap-Element hinter einem pflanzen-
eigenem Enhancer-Element eingebaut wird. In diesem Fall kommt es, je nach Enhancer,
zu einer gewebespezifischen Expression des GAL4 Gens. Das GAL4-Protein wirkt in
Hefe als Transskriptionsfaktor fiir die Expression verschiedener Gene, hat aber in
Tieren und hoheren Pflanzen keine Wirkung. Die von HASELOFF (2000) entwickelten
Arabidopsis Transformanden enthalten neben dem GAL4-Enhancer-Trap Element auch
ein GFP-Gen (= griin fluoreszierendes Protein) mit einem GAL4-aktivierbarem
Promotor (= UAS Upstream-Aktivator-Sequenz). Kommt es unter der Steuerung eines
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pflanzeneigenen Enhancers zur gewebespezifischen Expression von GAL4, so aktiviert
dies die Expression von GFP. Mit einem Fluoreszenzmikroskop kann GFP in intakten
Arabidopsiskeimlingen nachgewiesen und Transformationslinien mit gewiinschten
Expressionsmustern selektiert werden. Es wurden Linien identifiziert, welche GFP nur
in der Wurzelhaube (z.B.J1103), der Elongationszone (z.B. Q2393), dlteren Wurzel-
bereichen (z.B. J0631) oder in der Wurzelhaube und élteren Wurzelteilen, nicht aber der
Elongationszone (z.B. J2642), expremieren.

Diese Linien konnen genutzt werden, um ein Citratsynthasegen gezielt in bestimmten
Wurzelbereichen zu aktivieren (s. Abbildung 38). Hierzu mufl das Gen an ein
GAL4-aktivierbares Steuerelement (UAS) gekoppelt und in Arabidopsis transformiert
werden. Das Gen wird in dieser Transformationslinie nicht expremiert. Erst durch
Kreuzung der Transformationslinie mit einer GAL4/GFP-Enhancer-Trap Linie werden
die beiden Fremdgene im FI1-Nachkommen vereinigt. Die gewebespezifische
Expression des GAL4-Gens steuert dann die Expression der Citratsynthase. Durch die
Kreuzung mit verschiedenen Enhancer-Trap Linien, kann die Auswirkung einer
Citratiiberproduktion in verschiedenen Wurzelbereichen untersucht werden. Ebenso
konnen auch andere Gene, welche zu einer Ausscheidung von Chelatoren fiihren,
getestet werden. An der Modellpflanze Arabidopsis kdnnen daher leicht verschiedene
Gen-Enhancer Kombinationen gepriift werden. Wenn eine Kombination aus effektiver
Entgiftung und minimaler Beeinflussung der Leistungsfahigkeit identifiziert ist, kann
das System auf Soja und andere Pflanzenarten iibertragen werden.

Alle notigen Voraussetzungen fiir die Entwicklung von Al-Toleranz durch Gentransfer
sind verfiigbar. Daher ist diese Strategie vermutlich schneller und effektiver zu
realisieren, als konventionelle oder markergestiitzte Selektion.
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5 Zusammenfassung

Es war das Ziel dieser Arbeit, Strategien fiir die Entwicklung Al-toleranter Sojasorten
fiir den Anbau auf sauren Mineralbdden Indonesiens zu entwickeln.

Zu diesem Zweck wurde die Situation der genetischen Diversitit im indonesischen
Sortenspektrum und im Vergleich weltweiter Genpools untersucht, geeignete
Selektionsmethoden identifiziert, und spaltende Populationen fiir eine Marker-
korrelation entwickelt.

Die genetische Diversitdt von 45 Sojagenotypen weltweiter Herkiinfte wurde anhand
von 323 AFLP-, RFLP, und RAPD-Markern abgeschétzt. In der Minimal-Varianz
Gruppierungsmethode konnte eine Gruppierung der Genotypen in sechs Cluster
identifiziert werden. Diese Cluster korrelieren eindeutig zur Herkunft der Genotypen.

Die Analysen haben gezeigt, daB der indonesische Soja-Genpool sehr homogen und
vollig isoliert von amerikanischen, europdischen und afrikanischen Genpools ist. Um
einen langfristigen Zuchtfortschritt sicherzustellen, ist es notwendig, die Diversitét
innerhalb des indonesischen Sortenspektrums zu erhdhen. Die in dieser Arbeit
untersuchten Genbanklinien aus Sammlungen innerhalb Indonesiens sind nicht fiir die
Erhoéhung der genetischen Diversitét geeignet. Fiir eine langfristige Ziichtungsstrategie
bietet sich die Nutzung des brasilianischen Genpools an, da dieser eine hohe genetische
Distanz zum indonesischen Genpool, ein hohes Ertragspotential und eine hdhere
Al-Toleranz aufweist.

In Versuchen zur Identifikation einer schnellen und zuverldssigen Methode zur
Selektion Al-toleranter Genotypen, wurden verschiedene Kulturmethoden untersucht.
Dabei wurde die Kulturdauer, das Substrat, der pH-Wert und die Al-Konzentration
variiert. Alle Variablen haben, zum Teil in sehr engen Grenzen, einen starken Einfluf}
auf die Pflanzenentwicklung. Es besteht eine starke Wechselwirkung zwischen Kultur-
substrat und Al-Konzentration.

Die Al-Toxizitdt hingt, neben der Konzentration, vor allem davon ab, welches Al-lon in
der Losung dominiert. Da die verschiedenen Al-Ionenspezies kaum messtechnisch zu
differenzieren sind, wurde die Verfiigbarkeit toxischer Al’*-Ionen in Testlosungen mit
dem Computerprogramm PRODEF/MINTEQ A2 modelliert. Bei pH-Werten unter 4.3
liegt Al zu iiber 80 % als toxisches AI’"-Ion vor. In einem pH-Bereich von 4.3-5.3
nimmt der Anteil der AI’*-Ionen stark ab. Dieser pH-Bereich wurde als ungeeignet fiir
Al-StreBversuche identifiziert, da sich hier geringe pH-Schwankungen stark auf die
Al-Toxizitdt auswirken.

Die Variation des pH-Wertes im Wurzelmedium hat gezeigt, da3 Sojawurzeln bei
pH-Werten iiber 4.3 ein nahezu ungestortes Wachstum zeigen. Bei pH-Werten unter 4.0
wird das Wurzelwachstum in allen Kulturmethoden stark beintrachtigt. Der Spielraum
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zwischen ungehindertem Wurzelwachstum und irreversibler Gewebezerstorung betragt
weniger als eine pH-Stufe.

Die Ergebnisse der Ionenmodellierung und der SaurestreBversuche ergaben, daB3 ein
pH-Wert von 4.3 zur Analyse der Al-Toleranz von Soja optimal ist. Bei diesem
pH-Wert werden die beiden pH-abhingigen Systeme "Al’*-Verfiigbarkeit" und
"Saurestre" so kombiniert, dal Al-Toxizitdt weitgehend unabhingig vom pH-Wert
untersucht werden kann.

Die Rangfolge der Al-Toleranz der Sorten, gemessen an der relativen Wurzelmasse in
Sandkultur, ist hoch korreliert zur Rangfolge der Sorten, gemessen am relativen Ertrag
auf zwei Al-StreB3standorten. Diese Kulturmethode ist daher geeignet, Genotypen mit
erhohter Al-Toleranz im Feld zu identifizieren. Die Sandkulturmethode ist jedoch sehr
aufwendig.

Die Kulturversuche haben gezeigt, dafl die Entgiftung der Rhizosphire durch Wurzel-
ausscheidungen eine entscheidende Rolle in der Vermittlung von Al-Toleranz spielt.
Daher wurde eine Methode entwickelt, welche die direkte Visualisierung der
Al-Entgiftung in der Rhizosphire ermoglicht. Die Entgiftung der Rhizosphire ist, wie
die Toxizitdtssymptome, auf die Wurzelspitze beschriankt. Die maximale Ausscheidung
komplexierender Stoffe erfolgt etwa 2-3 mm hinter der Wurzelhaube.

Durch die Analyse von Rhizosphédrenlosungen konnte, erstmals fiir Soja, gezeigt
werden, dafl Al-Stre3 die Ausscheidung von Malat und Citrat stimuliert. Die Messungen
erlauben eine Schitzung der Konzentrationen dieser Komplexbildner in der
Rhizosphére. Die Modellierung der resultierenden Ionengleichgewichte 148t den Schluf3
zu, daB die Menge der Wurzelausscheidungen ausreicht, um AI’*-Ionen effektiv zu
binden. In Zukunft konnte daher die Al-stimulierte Ausscheidungsrate organischer
Sauren direkt als Selektionskriterium genutzt werden.

Zur Vorbereitung der Marker gestiitzten Selektion und Entwicklung molekularer
Marker fiir Al-Toleranz, wurden zwei spaltende Populationen entwickelt und
untersucht. In beiden Nachkommenschaften wurde eine quantitative Vererbung des
relativen Wurzelwachstums gefunden. Die Population 'Doko RC x Wilis' ist wegen
einer hoheren genetischen und phénotypischen Differenz der Eltern besser fiir eine
QTL-Analyse geeignet als die Population 'Wilis x B3578'. Wegen der von der
Normalverteilung abweichenden Héaufigkeitsverteilung der relativen Wurzellinge und
einer sehr hohen Umweltvarianz kann geschlossen werden, dal wenige Gene an der
Vererbung beteiligt sind. Aktuelle Literatur zeigt jedoch, dal die Entwicklung nutzbarer
Marker trotzdem problematisch sein kann.

Die markergestiitze Selektion als Zuchtstrategie verspricht daher keinen schnellen und
durchgreifenden Erfolg. Die Probleme bei der Erfassung des Phénotyps behindern die
Entwicklung eng gekoppelter Marker. Zudem sind bei Soja bisher keine Hauptgene mit
starker Wirkung auf die Al-Toleranz identifiziert worden. Es miifite auf QTL's
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selektiert werden, was auch bei besserer Phinotypisierung in anderen Populationen
bisher nicht hinreichend gelungen ist.

Als alternative Strategie zur Entwicklung Al-toleranter Sojagenotypen wird daher die
genetische Transformation vorgeschlagen. Es ist erarbeitet worden, wo und wie die
Pflanzenwurzel auf Al-Stref3 reagiert. Dieser natiirliche Toleranzmechanismus konnte in
transgenen Pflanzen nachgebildet und verstirkt werden. Systeme zur gezielten
Expression und geeignete Gene, fiir die Realisierung dieser Strategie, sind verfiigbar.
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Tabelle 30:  Genetische Distanzkoeffizienten zwischen den Genotypen
% © © oo |™ w | © é INEIN ~—
A O P A N R b o R N A S
EEE%E-:gﬁdg_@g%tEB%ﬁg?gE;
Slalfls |||z |5 [B|8|S|d|2|2[2|S|a|a|e|a |l ]a
Kalmit .00].32].36(.35(.29(.34|.35|.28].38].29|.40|.30(.32(.31{.34].25].29].37].29|.25|.35(.26(.29
Dorado .00(.37].38(.34].37(.38].38{.40].38|.37|.32].39|.34].34|.33].25(.30].33(.33].32{.33|.34
Tampomas|.36].37|.00].31].32]|.19|.06(.36].38].34|.36(.29|.35(.31].40(.36|.36(.39|.38|.34|.38|.34|.35
Malabar .38(.31].00(.27].32(.31].32|.34].32|.36|.34|.34|.33].40].38].36(.32|.29(.33|.32(.33|.34
Tambora .34(.32].27(.00].25(.31].26|.34].28(.29|.29|.32|.31{.38].33|.38].31|.29(.27]|.28|.28].31
Kerinci .37].19].32|.25(.00{.20|.31].39].33).36|.31|.34.33|.39{.38].38].40].37|.33|.37(.34{.39
Wilis .38].06/.31|.31(.20{.00].36].38].36|.36|.30|.35(.31{.40{.36].37|.38|.38|.34|.36(.34(.35
Cristalina .38(.36].32(.26].31(.36].00|.26].18(.29].22|.24|.27{.27]|.27|.32]|.32].29|.28].28|.28] .31
IAC-9 .40(.38].34(.34|.39(.38].26{.00].28|.28|.27|.29|.31|.34|.31].33(.34|.33(.32].30(.32|.35
Savanna .38(.34].32(.28].33(.36|.18|.28].00|.28|.21|.25|.27].34|.31].31(.29].28(.30|.32(.31|.28
Doko RC .37].36].36(.29(.36(.36|.29].28].28).00|.27|.30(.27{.36{.38].37].33].32|.34|.34|.33(.37
Gasoy-17 .32).29].34|.29(.31{.30].22].27].21).27].00|.24|.16{.33[.28].26].31].26|.25|.26(.25(.28
Essex .39].35|.34|.32(.34.35].24].29].25].30|.24|.00(.27{.27{.31].33].31].33|.25|.32|.24{.31
Forrest .34(.31].33(.31].33(.31].27{.31].27|.27|.16].27|.00].31].32].27(.30|.31(.26|.30(.26| .34
Norchief .34(.40].40(.38].39(.40|.27|.34].34|.36|.33|.27|.31].00].18].28(.32].35(.27].30(.28|.38
Hawkeye .33[.36].38(.33|.38(.36|.27{.31].31|.38].28].31|.32].18]|.00].26(.31].28(.21].30(.23|.35
Maple Arroy.29|.25|.36|.36(.38(.38(.37|.32].33].31|.37|.26(.33(.27{.28[.26].00].31|.29].30|.28(.29(.31
P1159322 .30].39].32|.31(.40(.38|.32].34].29).33].31|.31(.30{.32{.31].31].00].28|.33|.30(.32(.32
PI381674 .33].38].29(.29(.37(.38].29].33].28).32|.26|.33(.31{.35[.28].29].28].00|.27|.28(.26(.28
Perry .33([.34].33(.27].33[.34].28|.32].30|.34|.25].25|.26].27]|.21].30(.33].27{.00].27{.02|.35
P181042 .32(.38].32(.28].37(.36|.28|.30].32|.34|.26].32|.30|.30|.30].28(.30|.28(.27].00{.26|.25
Kent .33[.34].33(.28].34(.34|.28|.32]|.31|.33|.25|.24|.26].28|.23].29(.32|.26(.02|.26{.00|.35
P1417021 .34).35|.34|.31(.39(.35|.31].35].28).37|.28|.31.34|.38[.35].31].32].28|.35|.25(.35(.00
Missoy .37].29].32|.30(.28(.30|.32].37].34|.34|.33|.32(.31{.34{.32].36].34|.32|.31|.36(.30( .40
Biloxi .36].34].30(.23(.31{.35|.29].38].30|.27|.30|.31(.30{.37{.38].35|.33|.28|.32|.32(.31(.34
Jutro .30(.40].37(.34].40(.40].36.37].35|.40(.36].37|.35].33|.25].19(.33].31(.34|.31{.34|.30
Labrador .30(.34].32(.31].33[.34|.28|.34].30|.38|.26|.29(.27|.25|.25].13(.32|.28(.25|.28(.23|.28
Lumut .39[.16].29(.31].23(.18].33|.33].33(.35|.29|.31].28|.37].34|.33|.37|.32|.29].33|.29] .31
Genjah jep.|.34|.39(.16{.27|.31].22].17|.33].38].33(.34(.32|.34].31].35].31|.37|.40(.34(.30{.34|.30|.35
Sindoro .34].16].32|.31(.21{.17|.32].37].33).35|.27|.31.29{.35[.31].33].36].33|.31|.34.30(.31
Slamet .33|.18].28|.28(.24[.21].27].32].25].30|.25|.25(.25(.31{.31].28].32].29|.31|.31(.31{.27
P1416937 .29(.34].34(.28].32(.34|.29|.34].31|.36|.27].31|.32].33|.29].32(.33].29(.30|.24(.30|.22
IAC-17 .30(.30].33(.30].32(.31].23|.29].25|.29|.16].27|.19].34|.29].25(.33|.26(.22|.26(.23|.32
Major .27).35|.33|.31(.35(.34|.30].31].33).34|.29|.33.29{.30{.28].19].36].30|.30|.27(.30{.24
Picador .36).36|.39|.35(.38[.36|.30].34].32).36|.27|.34|.28|.30{.24].26].30|.32|.28|.32|.27(.31
Goldor .28).33].32|.29(.34(.32].26].34].29].30|.27|.27(.30{.26{.23].25].32|.26|.23|.29(.23(.28
Samsoy .36|.28].27|.27(.28{.30|.30].34].31].29].31|.30(.31{.34{.32].35|.35|.34|.33|.35(.33(.39
M-351 .33/[.36].38(.33].31(.36].31|.34].30(.34|.28|.34|.33|.40].35|.33|.34|.28|.33].32|.33].31
TGX-536-0[.34|.37|.28].31].25|.26|.26(.28].34].28].30(.25].30(.23].36(.34|.32(.37|.33|.29|.28|.31| .34
TGX-1448-4.33|.37|.25|.30].26|.28|.26(.28].32]|.27].32(.24].32(.29].35(.29].30(.32|.27{.30].29{.31|.30
B3577 .39(.15].35(.32|.23(.17|.33|.38].36|.36(.29|.34|.31|.41|.34|.34(.40|.37(.32|.37(.33|.32
B3578 .37].14].29|.29(.22{.15|.33].37].34).36|.28|.33.29{.37{.32].32].38].35|.28|.33(.29(.31
B3911 .37].18].29|.26(.23[.17|.33].36].34|.35|.29|.33(.28|.41{.36].36].35|.35|.29].29(.30(.28
Wilis2 .38[.09].32(.31].23[.10].36.39].34|.39|.30|.34|.31].40].34].37(.38].36(.31].35[.31|.35
Jogun .36(.34].34(.26].34(.32|.26(.33].27|.36|.26|.26(.33|.35|.33|.34(.32|.30(.32|.22(.33| .14
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Kalmit .36(.32[.211.19].32].34].33].30]|.28|.27|.23|.27|.25|.37|.37|.34].33].32].29].33|.34(.30
Dorado .371.36(.30].30].39].39].34].33|.29|.30(.27|.36|.28].36|.33|.37]|.37]|.39|.37].37|.38|.36
Tampomay.29|.34|.40|.34|.16|.16|.16|.18|.34|.30(.35(.36|.33(.28(.36|.28|.25].15]|.14]|.18].09].34
Malabar 321.30(.37(.32(.29(.27].32]|.28|.34].33].33].39|.32|.27|.38(.31|.30(.35(.29].29].32|.34
Tambora |.30(.23(.34(.31(.31].31]/.31].28].28].30].31|.35|.29|.27|.33|.25(.26].32|.29].26].31|.26
Kerinci 281.311.40(.33(.23[.22(.21]|.24|.32]|.32|.35|.38|.34|.28|.31(.26|.28].23|.22]|.23].23| .34
Wilis .301.35(.40].34|.18].17].17].21|.34|.31|.34|.36|.32|.30|.36|.26].26].17].15].17].10{.32
Cristalina |.32|.29].36(.28|.33|.33(.32].27(.29].23].30{.30].26(.30].31(.28|.28].33(.33].33|.36]|.26
IAC-9 .371.38].37].34|.33].38].37].32|.34|.29(.31(.34|.34|.34|.34|.34]|.32]|.38].37].36|.39(.33
Savanna |.34].30(.35].30/.33].33].33].25|.31|.25(.33|.32]|.29].31]|.30(.28].27]|.36|.34].34|.34|.27
Doko RC |.34].27|.40].38(.35].34|.35|.30|.36(.29].34|.36|.30(.29(|.34].30(.32|.36].36|.35].39(.36
Gasoy-17 (.33(.30(.36(.26|.29|.32|.27].25].27].16|.29|.27|.27|.31|.28|.25|.24|.29(.28|.29(.30{ .26
Essex 32|.311.371.29].31].34].31|.25|.31|.27|.33|.34|.27|.30].34|.30].32|.34|.33].33|.34| .26
Forrest .311.30(.35].27].28].31].29].25|.32|.19(.29(.28].30(.31|.33|.23].29].31].29].28|.31|.33
Norchief |.341.37(.33|.25(.37].35(.35|.31|.33|.34].30(.30{.26|.34|.40].36(.35|.41].37|.41].40(.35
Hawkeye |.32].38].25(.25(.34(.31(.31(.31(.29|.29|.28|.24|.23|.32|.35|.34|.29].34|.32|.36|.34|.33
Maple Arrd.36|.35|.19].13|.33].37|.33|.28|.32|.25].19]|.26|.25|.35|.33|.32|.30|.34|.32|.36|.37|.34
P1159322 |.34].33].33].32|.37|.40(.36(.32(.33|.33]|.36/.30].32].35].34|.37|.32|.40(.38|.35(.38].32
PI1381674 |.32].28].31].28|.32(.34(.33|.29(.29(.26|.30|.32]|.26].34].28|.33|.27|.37|.35|.35].36/.30
Perry .311.32|.34].25].29].30].31].31].30|.22(.30(.28].23]|.33|.33|.29].30].32].28].29|.31|.32
PI181042 |.36].32].31].28|.33(.34(.34(.31(.24|.26].27|.32].29].35].32|.28|.29|.37(.33].29].35].22
Kent .30(1.31].34].23].29].30].30].31|.30(|.23(.30(.27].23].33]|.33]|.31]/.31].33].29].30|.31{.33
P1417021 |.40].34].30].28].31(.35(.31|.27(.22|.32]|.24|.31].28].39].31|.34|.30(|.32(.31|.28]|.35|.14
Missoy .00].32].37].35].26].27].29].29|.37|.34(.32(.31|.30(.26].32|.31].32]|.31].28].31|.28(.38
Biloxi .321.00(.36].29].33].27].33].28|.32|.30(.33(.37].30].33].33|.27].29].33].29].31|.33|.32
Jutro 37].361.00(.17].36].41].38].33|.28|.34|.16(.26|.25|.36|.36|.37]|.35]|.39|.36].37].38|.32
Labrador |.35].29].17].00|.32(.34(.31|.28(.26|.24|.16|.24].25].35].32|.34|.29|.34(.31|.35|.33].28
Lumut .26(.33].36/.32|.00].16].19].22|.34|.30(.32(.32|.28].29].34|.27]|.26].18].15].20]|.18(.32
Genjah jed .27(.27(.41(.34|.16].00|.19].23].34|.31|.37|.34|.30(.24|.33|.26(.24|.13|.12|.20{.17{.34
Sindoro .29(.33].38].31/.19].19].00].21].30(.30(.31(.33].29(.25]|.30|.26].24].19].19].20|.17|.27
Slamet .29(.28].33].28].22].23].21].00|.27|.27|.28(.32]|.27]|.27]|.30|.25].25].24].21].25|.20| .26
P1416937 |.37].32].28].26|.34(.34(.30(.27(.00(.26|.24|.32].29].34].30|.34|.30(.33(.31|.34|.35].22
IAC-17 341.30(.34(.24(.30(.31(.30(.27|.26].00].27].30].28|.30(.30(.24|.24|.28].27].30].31].29
Major .321.33]|.16].16].32].37].31].28|.24|.27(.00(.28].25]|.36|.34|.31]|.32]|.35|.32|.33|.34|.27
Picador .311.37].26].24|.32].34].33].32|.32|.30(.28(.00(.23].35].35|.33].28].32].30].31|.35(.33
Goldor 30(.30(.25(.25].28].30].29].27].29].28(.25(.23].00(.28].29|.27].29].30].27].29].30{.29
Samsoy [.26(.33[.36(.35|.29|.24|.25].27].34].30|.36|.35|.28].00].21|.25(.25|.30(.27|.25(.31.35
M-351 32|.33].36(.32].34]/.33].30].30|.30].30(.34(.35].29(|.21/.00|.30].24].32].32|.29|.36(.33
TGX-536-40.31|.27(.37(.34|.27]|.26]|.26|.25|.34].24].31|.33|.27|.25|.30(.00(.25(.24|.24].21].29] .32
TGX-1448{.32|.29(.35(.29(.26].24|.24]|.25|.30].24].32|.28|.29|.25|.24(.25|.00].22|.23].22].28] .27
B3577 .311.33].39].34|.18].13].19].24|.33|.28(.35(.32|.30(.30(.32|.24].22].00].08].17].19(.33
B3578 .281.29(.36(.31]/.15].12].19].21|.31|.27(.32(.30].27|.27]|.32|.24]|.23].08].00].14].15|.31
B3911 .311.311.37].35].20].20].20].25|.34|.30(.33(.31|.29(.25(.29|.21]|.22]|.17]|.14].00| .14| .27
Wilis2 .281.33].38].33].18].17].17].20|.35|.31|.34(.35|.30(.31|.36|.29].28].19].15].14].00( .33
Jogun .38].32].32].28].32].34].27].26|.22|.29(.27|.33].29].35].33|.32].27].33].31].27|.33|.00
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Tabelle 31:  Koordinaten der Genotypen in dreidimensionaler Skalierung
Genotyp Dimension Genotyp Dimension

1. 2. 3. 1. 2. 3.
Kalmit 0.70 1.76 0.05 Missoy -1.15 -036  1.56
Dorado 1.48 1.85 -0.87 Biloxi -043 -093 -1.40
Tampomas -2.09 0.44 0.21 Jutro 1.86 1.67 -0.27
Malabar -1.10  -0.55  -1.65 Labrador 1.02 093 0.01
Tambora -0.54 -049 -1.21 Lumut -1.36 031 047
Kerinci -2.09 0.20 -0.04 Genjahje -1.74  0.08  0.40
Wilis -2.05 0.51 0.17 Sindoro -1.26 055  0.07
Cristali 0.70  -1.17 0.17 Slamet -0.57  0.10 -0.07
IAC-9 1.09 -1.95 0.70 P1416937 0.73 0.75 -1.12
Savanna 0.65 -139 -0.31 [AC-17 0.39 -0.23 0.16
Doko RC 0.20 -2.38 0.14 Major 1.07 1.09 -0.22
Gasoyl7 0.24  -0.60 0.27 Picador 1.06  0.77 1.29
Essex 047 -1.26 0.91 Goldor 0.54 047 0.38
Forrest 0.10 -0.63 1.01 Samsoy -1.10  -1.14  0.53
Norchief 1.91 0.08 1.67 M-351 -0.06 -1.12 -1.43
Hawkeye 1.20 0.66 1.15 TGX-536-0 -1.11  -0.58  0.22
Maple Arrow 1.52 0.96 0.47 TGX-1448-2| -0.72 -0.28 -0.34
PI1159322 1.95 -097 -0.71 B3577 -1.75  0.70  0.29
PI381674 1.29 -046 -0.92 B3578 -1.31 065 0.17
Perry 0.50 0.11 1.12 B3911 -1.51 024 -0.33
PI181042 1.33  -025 -0.88 Wilis2 -1.81  0.81 0.28
Kent 0.57 0.09 1.01 Jogun 041 024 -148
P1417021 0.77 0.77 -1.66




	Inhaltsverzeichnis
	Einleitung
	Sojabohnenanbau in Indonesien
	Problematik saurer Mineralböden
	Ziele dieser Arbeit

	Material und Methoden
	Berechnung von Ionengleichgewichten
	Pflanzenmaterial
	Kulturversuche
	Sandkultur
	
	Datenerhebung
	Nährlösung


	Filterkultur
	Lösungskultur
	
	Lösungen für Filter- und Lösungskultur


	Feldversuche

	Saatgutgewinnung
	
	
	Vegetative Vermehrung



	Rhizosphärenanalysen
	
	
	Rhizosphärenlösung
	HPLC Analyse



	Gelfärbemethode
	Molekulargenetische Methoden
	Isolierung genomischer Soja-DNA
	RFLP-Analyse
	AFLP-Analyse
	
	Restriktion und Ligation
	Vorselektive Amplifikation
	Selektive Amplifikation und Markierung
	Gelelektrophorese
	Auswertung


	RAPD-Analyse

	Datananalyse
	
	
	Distanzberechnung




	Ergebnisse
	Diversitätsanalysen
	Analyse molekularer Marker
	Berechnung genetischer Distanzen

	Multidimensionale Skalierung
	Hierarchische Clusteranalysen
	Average-Linkage Methode
	Minimal-Varianz Methode

	Merkmalskorrelation

	Modellierung von Ionengleichgewichten
	Kulturversuche
	Säure-Streß Versuche
	Sandkultur
	Filter und Lösungskultur

	Aluminium�Streß Versuche
	Sandkultur
	Filter- und Lösungskultur
	Filtervorversuch
	Lösungs- und Filterkultur Parallelversuche
	Sortenvergleich in Lösungskultur
	Sortenvergleich in Filterkultur

	Feldversuche
	Beschreibung der Pflanzenentwicklung
	Standortvergleich
	Sortenvergleich

	Vergleich der Kulturmethoden
	Vergleich der Al-Konzentrationen in Kulturmethoden
	Sortenvergleich über Methoden hinweg
	Methodenvergleich über Sorten hinweg


	Wurzelausscheidungen
	Gelfärbemethode
	Wurzelausscheidungen


	Entwicklung und Untersuchung spaltender Populationen
	Die Population 'Doko RC x Wilis'
	Die Population 'Wilis x B3578'


	Diskussion
	Auswirkung der Aluminiumchemie auf die experimentelle Untersuchung der Al-Toleranz
	Chemie von Al�Ionen in Lösung

	Strategien zur Selektion auf Al-Toleranz
	Kulturmethoden
	Einfluß des Pflanzenmaterials und der Kulturmeth�

	Physiologische Grundlagen der Al�Toxizität
	Zellteilung oder Zellstreckung
	Symplast oder Apoplast
	Symplastische Phytotoxizität
	Apoplastische Phytotoxizität
	Wechselwirkung mit der Plasmamembran

	Mögliche Toleranzmechanismen
	Ursachen der unterschiedlichen Reaktion auf verschiedene Kulturmethoden

	Die Entgiftung der Rhizosphäre
	Ausscheidung organischer Säuren

	Diversitätsanalyse
	Genetik der Al-Toleranz
	Ausblicke zur Entwicklung toleranter Genotypen

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Anhang
	Abbildungs Verzeichnis
	Tabellen Verzeichnis


