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Abstract

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] has the ability to form root nodules in a symbiosis with
bacteria from which it can gain a better nitrogen supply. The aim of this study was to
phenotype nodulating and non-nodulating, near isogenic soybean lines with regard to
leaf chlorophyll content, time to maturity, pod number, 1000 seed weight, seed protein
and oil content. Further the suitability of image analysis for measuring chlorophyll
content was tested. Nodulating lines had a significantly higher leaf chlorophyll content,
higher pod number and 1000 seed weight, a lower seed oil content but a higher protein
content as compared to non-nodulating lines. Time to maturity was influenced both by
the genetic background and the type of nodulation. The image analysis was found to be
a reliable method to measure leaf chlorophyll content. SPAD-values and seed protein
content are significantly dependent on each other, so that known leaf chlorophyll content

may allow an economically interesting prediction of seed protein content.



Einleitung

Soja [Glycine max (L.) Merrill] ist eine der wichtigsten Kulturpflanzen weltweit, da die
Sojabohne einerseits einen hohen Olgehalt aufweist, andererseits fur ihr
ernahrungsphysiologisch wertvolles Protein geschéatzt wird. Je Kilogramm Sojabohne
(Trockengewicht) kénnen ca. 200 g Ol und 400 g Protein gewonnen werden, sodass
Soja allein 60% des weltweiten pflanzlichen Proteinverbrauchs deckt (Vollmann et al.,
2000, p. 1300). Das Ol wird sowohl als Speise- als auch als Industriedl, das Protein als
Futter- und Speisemittel genutzt. Die Gesamtanbauflache im Jahr 2007 lag bei
94.899.216 ha, in Europa bei 1.982.193 ha und in Osterreich bei 20.183 ha. Ein GroRteil
des Ertrages von 261.144.262 t im Jahre 2007 wurde fur die Futtermittelproduktion
genutzt, nur ein kleiner Teil wurde als Nahrungsmittel und fir technische

Verwendungszwecke weiterverarbeitet (FAO, 2009).

In der Gattung Glycine gibt es die Subgattungen Glycine, die Ausdauernden, und Soja
(Moench), die Einjahrigen. Glycine max (L.) Merrill gehdrt zu dem Subgenus Soja und ist
eine domestizierte Pflanze, die Kultursoja. Sie entstand erst durch die Zichtung des
Menschen und zeichnet sich durch einen aufrechten, wenig verzweigten, buschigen
Wuchs aus. Die dreiteiligen Bléatter sind gefiedert, wobei die einzelnen Fiederblattchen
eine breit-ovale bis elliptisch-lanzettliche Blattform aufweisen. Die achselstandigen
Bluten, oft in reduzierten Trauben, kdnnen weil3, lila oder rosafarben sein, die Hulsen
sind gerade bis leicht abgerundet mit ein bis drei meist gelben Samen je Hilse mit

einem Tausendkorngewicht von ca. 100 bis 200g (Hymowitz, 2004, p. 97).

Sojabohnen, sowie einige andere Leguminosen, sind dazu befahigt, mit bestimmten
Bakterienstammen eine Symbiose einzugehen. Bei der Sojabohne handelt es sich um
Stamme der Gattungen Rhizobium und Bradyrhizobium. Die Symbiose besteht darin,
dass ein eigenes Symbiosom entwickelt wird, das Kndllchen, wo die Bakteroide
Luftstickstoff (N,) fixieren und der Pflanze zur Verfigung stellen, die Pflanze im
Gegenzug den Bakteroiden eine optimale Umwelt mit niedrigem Sauerstoffpartialdruck

und ausreichender Kohlenstoffversorgung bietet.

Neben nodulierenden gibt es auch nicht-nodulierende Sojabohnen. Diese sind
wirtschaftlich kaum von Bedeutung, dienen aber in der Wissenschaft als Gegenstiick zu
der nodulierenden Modellpflanze, um mehr Gber die Symbiose, ihre Funktionsweise und

vor allem ihre Auswirkungen zu erforschen (Burton et al., 2006, p. 2710).



Ziel der Studie

Ziel dieser Studie ist es, nodulierende und nicht-nodulierende Sojabohnen zu
phanotypisieren, um  Unterschiede festzustellen und diese fiur weitere
Anwendungsbereiche wie z.B. die Pflanzenziichtung zu charakterisieren. Dazu werden
nahezu isogene Sojabohnenlinien, welche einerseits nodulierende und andererseits
nicht-nodulierende Linien sind, auf Chlorophyligehalt der Blatter, Reifezeit, Hilsenzahl
und Tausendkorngewicht, sowie auf Ol- und Proteingehalt der Samen hin untersucht

und verglichen.

Weiters soll die Eignung der Methode der Bildanalyse zur Messung des
Chlorophyligehalts im Vergleich zur Chlorophyligehaltsmessung mittels SPAD-Meter
untersucht werden. Im Rahmen dieser Untersuchungen soll auch der Zusammenhang
zwischen Chlorophyligehalt der Blatter und Stickstoffgehalt der Samen erarbeitet

werden.

Stand der Forschung

In diesem Kapitel soll die Bedeutung des Stickstoffs fir die Pflanze, die Symbiose
zwischen der Sojabohne und den N-fixierenden Bakterien, die Stickstofffixierung selbst
und das Vorkommen von nicht-nodulierenden Sojabohnen erlautert werden.
AnschlieBend wird das aktuelle Wissen ber das Chlorophylimessgerat SPAD-502
(Konica Minolta Sensing, Inc., 2003), Uber die Bildanalyse und das

Nahinfrarotspektrometer (NIRS) zusammengefasst.
Der Stickstoffhaushalt der Pflanze

Stickstoff wird in der Pflanze zum Aufbau von Aminosauren und Proteinen, basischen
Nucleinsaurebausteinen und Synthesepigmenten (Chlorophylle, Phycobiliproteine)
bendtigt. Der Stickstoffbedarf der Pflanze ist demnach sehr hoch, viele Béden sind
jedoch verhaltnismaRig stickstoffarm. So ist oft Stickstoff der fir das Wachstum und die
Entwicklung begrenzende Faktor. Pflanzen nehmen Stickstoff vorwiegend in Form des
NOs; -lons, selten als NH,", aus dem Boden auf und dies ist oft die einzige

Stickstoffquelle héherer Pflanzen.



In einer grinen Pflanze befinden sich etwa die Hélfte des Stickstoffs der Gesamtpflanze
und etwa 70% des Blattstickstoffs in den Chloroplasten der Pflanze bzw. der Blatter
(Strasburger et al., 2002, p. 242).

Einige Bakterien und Cyanobakterien konnen elementaren Stickstoff, der im
Bodenwasser geldst ist, fixieren. Sie kdnnen frei lebend sein oder mit héheren Pflanzen
vergesellschaftet, wie z.B. die Wurzelknélichenbakterien mit Hilsenfriichtlern (Nultsch,
2001, pp. 375-376).

Es gibt gram-negative Bodenbakterien in der Familie der Rhizobiaceae, die die
einzigartige Fahigkeit besitzen, Wurzeln von Leguminosen zu befallen und eine
stickstofffixierende Symbiose zu entwickeln. Diese Symbiose ist in der Landwirtschaft
von groRRer Bedeutung, da aus der Symbiose mit wichtigen Kulturpflanzen, wie z.B. der
Sojabohne, eine  deutliche  Verminderung der  bendtigten kinstlichen
Stickstoffdiingungsmenge hervorgeht (Gwata et al., 2004, p. 154). Die Etablierung der
Symbiose ist ein komplexer Vorgang zwischen Wirt und Symbiont und resultiert in der
Bildung eines neuen Organs, dem Knélichen (Abb. 1), das das Bakterium als

intrazellularer Symbiont besiedelt (Stacey et al., 2006, p. 110).

Abb. 1: Knolichen an einer nodulierenden Sojabohnenwurzel (Vollimann)



Etablierung der Symbiose

Bei der Etablierung der Symbiose scheiden die Pflanzen Isoflavone aus, die die

Bodenbakterien anlocken.

.Legume-rhizobial nodulation begins with signal exchange between the symbiotic
partners. This is initiated by flavonoid and isoflavonoid compounds exuded through the
plant roots. The rhizobial symbionts recognize specific flavonoid signals produced by
compatible host legumes and respond by producing a novel, lipo-chitooligosaccharide

signal (Nod signal)” (Subramanian et al., 2007, p. 282).

Die Bodenbakterien bewegen sich durch Chemotaxis zur Wurzel, heften sich an die
Epidermiszellen der Wurzelhaare kurz nach der Calyptra, wodurch in der Pflanze die
Nodulationsgene aktiviert werden. Es wird ein Enzym gebildet, das ein Lipochitin-
Nodulations-Signal einleitet. Dadurch werden die frihen Nodulationsprozesse in den
Wurzelhaaren in Gang gesetzt. Die Bakterien kénnen nun utber die Epidermis in das
Wurzelhaar eindringen. An der Infektionsstelle wéchst die Zellwand des Wurzelhaars
nach innen und bildet einen Infektionsschlauch, in dem die Bakterien durch das
Wurzelhaar bis zur Wurzelrinde vordringen. Noch bevor der Infektionsschlauch in die
erste Wurzelrindenzelle eindringt, beginnt sich dort schon eine meristematische Zone zu
bilden, es finden viele Zellteilungen statt. Auch in den &ufReren Rindenschichten bilden
sich neue Zellen. Die Infektionsschlauche dringen in die Rindenschicht ein, wobei auch
hier die Zellwande und die Membran in die Zellen einwandern. Mehrere verzweigte
Infektionsschlduche bilden so das infizierte Rindengewebe, die &ul3ere Rindenschicht
bildet die harte, nicht-infizierte Oberfliche des Kndlichens. An der Spitze der
Infektionsschldauche werden in Trépfchenform nach und nach Bakterien abgegeben, das
hei3t die Bakterien werden durch die Invaginationswdnde von der Wirtsmembran
umgeben und sind so nie in direktem Kontakt mit dem Cytoplasma. Umgeben von der
Wirtsmembran werden die Bakterien Bakteroide genannt. In jedem Tropfen befindet sich
nur ein Bakteroid, dieses teilt sich aber in der Zelle bis die Wirtszelle komplett mit

Bakteroiden gefillt ist.

Wahrend der nachsten 14 Tage reift das Kndollchen, wobei die Zellen wachsen, die
Zellkerne der Wirtszellen allerdings immer kleiner werden und sich schlie3lich auflésen.
Im Wirtsplasma bildet sich nun Leghdmoglobin, das fur eine sauerstoffarme Umgebung
sorgt, da die Nitrogenase, das Stickstoff fixierende Enzym der Bakteroide,

sauerstoffempfindlich ist. Sobald die Bakteroide aufgehort haben, sich zu teilen, beginnt



die Stickstofffixierung. Nachdem die Rhizodermis durch das wachsende Knélichen
gesprengt wurde, Ubernimmt das Rindengewebe die Abschlussfunktion und verkorkt.
Zum Gasaustausch werden Lenticellen gebildet. Um den Stoffaustausch zwischen dem
Wirt und dem Kndlichen zu ermdglichen, werden Parenchymzellen wieder teilungsfahig
und bilden vorerst einen prokambialen Strang und spéater ein Leitungsgewebe und einen
Kranz von Starke speichernden Parenchymzellen. Durch Verzweigungen und neu
gebildete Stréange entsteht rund um das Kndllchen ein Netz von GefaRen, wodurch das
weitere Wachstum des Knéllchens beschrankt wird. Vier Wochen nach der Infektion sind

die Kndllchen fertig ausgebildet und sind schlie3lich 3 - 6 mm grof3e Kugeln (Abb. 2).

Abb. 2: Schematische Darstellung der Knoéllchenentwicklung (Strasburger et al., 2002)



Nach sechs bis sieben Wochen gehen die Kndllchen in die Seneszenz, aber an den
jungeren Wurzelabschnitten findet fortwahrend Neuinfektion statt. (Stacey et al., 2006;
Lersten & Carlson, 2004).

Die Stickstofffixierung

Nur einige wenige Eubakterien und Cyanobakterien besitzen das Enzym Nitrogenase,
das es ermdglicht, Luftstickstoff (N,) zu Ammoniak (NHs) zu reduzieren, und spielen
somit eine wichtige Rolle im Stickstoffkreislauf. Die symbiotische Stickstofffixierung ist
leistungsfahiger als die der freilebenden N,-Fixierer (15 - 20 kg N, je Hektar und Jahr)
und kommt bei der Rhizobium-Leguminosen-Symbiose auf 55 - 140 kg N, je Hektar und
Jahr. Das Kndélichen ist der Ort der Stickstofffixierung. Damit die Nitrogenase nicht
zerstort wird, muss dieser Bereich sauerstoffarm werden. Dazu wird das Leghamoglobin
gebildet, wobei das myoglobindhnliche Protein von der Pflanze, das Ham vermutlich
aber von den Bakteroiden hergestellt wird. Das Innere des Knélichens ist nun rot
gefarbt. Das Leghdmoglobin hat eine hohe Sauerstoffbindefahigkeit, was zu einem

niedrigen Sauerstoff-Partialdruck zum Schutz von Nitrogenase und ihrer Gene fihrt.

Die Reaktion, bei der N, in NH; umgewandelt wird, ist sehr energieaufwendig und
bendétigt acht Elektronen, wobei sechs fur die Reduktion von N, und zwei fir die

Reduktion von 2 H* zu H, benétigt werden.
N, + 4 NADH + 4 H" + 16 ATP — 2 NH3 + H, + 4 NAD" + 16 ADP + 16 P;

Der fixierte Stickstoff wird groBteils in Form von Ammonium-lonen (NH,") tber die
Bakteroid- und die Peribakteroidmembran in die Pflanze transportiert. Noch im Gewebe
der Wurzelknéllchen wird das Ammonium in Allantoin und Allantoinsaure umgewandelt,
um es so innerhalb der ganzen Pflanze transportieren zu kénnen. Der Transport vom
und zum Knollchen erfolgt Uber die Leitbiindel, die bei der Knéllchenentwicklung mit

angelegt wurden.

Die Pflanze liefert den Bakteroiden reduzierten Kohlenstoff in Form von Malat. Das
Malat wird im Citrat-Zyklus oxidiert und so NADH und FADH, gewonnen, was fur die
ATP-Bildung in der bakteroiden Atmungskette genutzt wird. AuRerdem liefert ein Teil
des NADH die Elektronen fir den Nitrogenase-Komplex (Strasburger et al., 2002, pp.
494-500).

10



Wie aufwendig die N»-Fixierung fiir die Pflanze ist und was sie ihr bringt, ist wie folgt
beschrieben: Fur Wurzelkndllchen wird ein Verbrauch von 5 - 20 mg Kohlenhydrat pro
mg reduziertem N angegeben. Die Fixierungsrate betragt dabei 30 - 100 mg N pro
Gramm Frischmasse der Kndllchen pro Tag, d.h. ein Kndlichen kann taglich etwa 3 - 10

mal seinen eigenen Stickstoffgehalt umsetzen (Strasburger et al., 2002, p. 500).

Nicht-nodulierende Sojabohnen

Sojabohnen, die keine Kndlichen bilden kdnnen, haben eine Mutation, die schon
Williams und Lynch 1954 beschrieben: ,A mutation is described which does not develop
nodules when inoculated with ordinary soybean bacteria, Rhizobium japonicum. Data
from F1, backcross, F2, and F3 generations indicate that the lack of nodulation is due to
a single recessive gene for which the symbol no is suggested” (Williams & Lynch, 1954,
p. 29).

Dieses rezessive Allel wurde rjl statt no benannt und verhindert bei homozygotem
Auftreten eine Nodulierung durch Bradyrhizobium japonicum und Bradyrhizobium elkanii
(Burton et al., 2006, p. 2709).

Chlorophylimessung SPAD-502

Die Chlorophyllmessung erfolgte mittels des tragbaren Chlorophyll-Messgeréts SPAD-
502 (Konica Minolta Sensing, Inc., 2003), welches den relativen Chlorophyllgehalt durch
die Absorption des Blattes von blauem (400 - 500nm Wellenlange) und rotem (600 -
700nm Wellenlange) Licht bestimmt (Abb. 3).

Abb. 3: Chlorophyll-Messgerat SPAD-502
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Dies basiert auf den Absorptions- und Reflexionseigenschaften von Chlorophyll bei
diesen Wellenlangen. Bei der Messung wird das Blatt in die Messkammer eingeklemmt
und Licht der oben angefiuihrten Wellenldngen durch das Blatt transmittiert. Durch
Rezeptoren kann das transmittierte Licht quantifiziert werden. Die Transmission bei
beiden Wellenlangenbereichen wird verglichen und das SPAD-Meter berechnet

automatisch einen numerischen Wert, den sog. SPAD-Wert (Gwata et al., 2004, p. 155).

Ein klarer Vorteil dieser Messmethode ist, dass in vivo gemessen wird und sie nicht
destruktiv ist und somit auch junge Stadien mit wenig Blattern gemessen werden oder
haufige Messungen an kleinen Pflanzen vorgenommen werden koénnen, ohne den
Pflanzen zu schaden. Diese Methode ermdglicht auch eine Zeit- und Kostenersparnis
gegenuber der konventionellen photometrischen Messung mit Blattextrakten der
Pflanzen (Uddling et al., 2007, p. 38). Das SPAD-Meter wurde bereits an einer Reihe
von Pflanzen, so auch an der Sojabohne, zur Messung des Chlorophyllgehalts
verwendet (Fritschi & Ray, 2007, p. 92).

Ein Nachteil dieser Messmethode liegt darin, dass eine quantitative Interpretation des
SPAD-Werte-Chlorophyllkonzentration-Verhaltnisses schwierig ist, da im SPAD-502
Handbuch kein Algorithmus fur die Erstellung der SPAD-Werte angegeben ist (Uddling
et al., 2007, p. 42). Weiters ist es nachteilig, dass groRere Felder nur mit sehr hohem
Arbeitsaufwand gemessen werden koénnen, da das Gerat viele manuelle

Einzelmessungen erfordert.

Zwischen den SPAD-Werten und Chlorophyllgehalten der Blatter wurden
hochsignifikante Korrelationen gefunden (Fritschi & Ray, 2007, p. 94). Uddling zeigte
jedoch, dass der Chlorophyligehalt bei Kartoffel, Weizen und Birke mit dem SPAD-Wert

nicht linear korreliert ist, sondern die Korrelation eine ansteigende Kurve ergibt (Abb. 4).
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Fig. 1 Leaf chlorophyll concentration, expressed per unit (a)
leaf area or (b) leaf fresh weight, in relation to the SPAD-502
values for birch, wheat (Dragon data set from 1997). and potato.
The equations of the exponential regression lines and their
coefficients of determination (r*-values) are given in Table 1.
The SPAD-502 values for wheat was estimated from Hydro
N-tester readings using the calibration curve given in Fig. 3

Abb. 4: Zusammenhang zwischen Chlorophyllkonzentration und SPAD-Wert
(Uddling et al., 2007)

Dies wird dadurch erklart, dass eine ungleichférmige Chlorophyllverteilung tber die
Blattflache und vielseitige Zerstreuung eine Abweichung von einem linearen
Zusammenhang in sehr hohen und niedrigen SPAD-Werte-Bereichen verursachen
(Uddling et al., 2007, p. 37). In einer weiteren Publikation Uber Sojabohnen wurde an
verschiedenen Genotypen geforscht, wobei eine lineare Korrelation fiir einen Genotyp
mit hohen Chlorophyllschwankungen, allerdings eine Kurve flir Genotypen mit geringen

Schwankungen ermittelt wurde. (Fritschi & Ray, 2007, pp. 94-95).
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Bildanalyse

Die Bildanalyse ist ein Verfahren, womit Fotos bearbeitet werden, um eine gewisse
Aufgabe leichter zu erfilllen. Die Anwendung von Bildanalyse ist vor allem in der
Naturwissenschaft sehr verbreitet und wird fur unterschiedlichste Zwecke genutzt, wobei
meistens aber das menschliche Sehen technisch nachgeahmt werden soll. So wird die
Bildanalyse z.B. im Bereich der Nahrungsmittelqualitatsprifung (Reifestadium von
Frichten), in der Cytologie (Wachstum von Zellkulturen) und in vielen anderen
Bereichen eingesetzt (Hatem & Tan, 2003, p. 517). Schon 1999 entwickelten Ewing und
Horton ein Bildanalyseprogramm fir Farbfotos, um die Quantifizierung von Objekten in
landwirtschaftlichen Versuchen zu erleichtern. Sie dachten daran, das Programm so
auszulegen, dass ein unabhangiger Parameter, wie z.B. der N-Gehalt der Blatter, mit
den Farbparametern korreliert werden kann. (Ewing & Horton, 1999, p. 148) Bei der
Sojabohne wurde die Bildanalyse beispielsweise schon fur die Erkennung und
Quantifizierung von dunklen Samenschalenverfarbungen angewandt (Morrison et al.,
1998, p. 471).

Generell entsteht ein Bild durch Erfassen von elektromagnetischer Strahlung, die von
Objekten zuriickgeworfen wird. Diese Strahlung wird in ein elektrisches Signal
umgewandelt, z.B. kann dieses Signal die Anzahl an erfassten Photonen widerspiegein.
Am Computer erfolgt dann die Digitalisierung, d.h. die Einteilung des Fotos in
Rechtecke, die Pixel. Aulzerdem wird bei der Digitalisierung der Helligkeitsgrad bzw. die
Grau- oder Farbwerte in ganzen Zahlen gespeichert (Quantisierung). Die Wirklichkeit
wird umso genauer widergespiegelt, je mehr Pixel in der raumlichen Auflésung sind und
je hoher die Helligkeitsauflosung ist. Bei einem multispektralen Bild werden mehrere
einzelne Graubilder im gleichen Moment aufgenommen. Fir ein buntes Foto werden so
beispielsweise drei verschiedene Sensoren verwendet, die auf unterschiedliche
Wellenlangen reagieren. So werden drei Graubilder von verschiedenen Spektren
genommen: von rotem, griinem und blauem Licht. Durch die aufgenommene Information
und die Uberlagerung der Bilder kann ein buntes Foto errechnet werden. Das
beschriebene Verfahren weist also starke Analogien mit dem menschlichen Sehen auf
(Hatem & Tan, 2003, p. 517; Pum, 2007, p. 2).

Farbige Fotos kdnnen mittels verschiedener Farbmodelle dargestellt werden, wobei das
RGB-Modell (Rot, Grun, Blau) dem menschlichen Sehen sehr nahe kommt. Durch die
drei verschiedenen Farbrezeptoren auf der Netzhaut kénnen die unterschiedlichen

Strahlungsintensitaten in den fir uns sichtbaren Wellenldngen von unserem Gehirn so
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interpretiert werden, dass in unserer Wahrnehmung Farbe entsteht. Die Farbe ist dabei
nicht unbedingt ein physikalisches Phanomen. Im RGB-Farbraum wird die Lichtintensitat
im roten, grinen und blauen Spektrum fiir jedes Pixel berechnet. Es ist eines der meist
benutzten Farbsysteme. Das RGB-Modell lasst sich aber auch in das HSB-Modell (hue,
saturation, brightness) umwandeln. Hue, die Farbe, wird in einer Kreisskala mittels einer
Gradzahl beschrieben. Saturation, die Sattigung, gibt die Reinheit der Farbe in einer
Prozentzahl an. Brightness, die Helligkeit, gibt die Helligkeit bzw. Dunkelheit der Farbe
in einer Prozentzahl an, wobei 0% schwarz und 100% weil3 waren. Der Vorteil dieses
Farbraums im Vergleich zum RGB-Farbraum ist, dass die Farbe in einzelne Aspekte wie
Sattigung oder Intensitat aufgeteilt werden kann, um diese so unabhangig voneinander
zu beurteilen. (Pum, 2007, pp. 9-10; Ewing & Horton, 1999, pp. 148-149; Le6n et al.,
2006, p. 1085: Karcher & Richardson, 2003, p. 944). In der Abb. 5 ist ihr graphischer

Zusammenhang dargestellt.

_ Brightness

4

——
eiB & \ Saturation

Rot

Schwarz

Abb. 5: Grafik Uber den Zusammenhang von RGB- und HSB-Modell (Pum, 2007)

Die Bildanalyse bietet nicht nur die Mdglichkeit der Verbesserung von Fotos mittels
geometrischer Gleichungen und Pixel-basierter Verfahren, sondern auch die
Auswertung von Fotos fir bestimmte Fragestellungen wird erméglicht. So muss z.B. fiir
viele Fragestellungen das Objekt vom Hintergrund unterschieden werden kdnnen. Das
wird mittels der Bildsegmentierung ermdglicht, die durch unterschiedliche Techniken

erreicht werden kann.

In der vorliegenden Untersuchung wird jenes Verfahren verwendet, wobei jedes einzelne
Pixel des Bilds einem Bereich zugeordnet wird. Das dazu angewandte
Grenzwertverfahren eignet sich besonders fiir Objekte, die sich von einem dazu
kontrastierendem Hintergrund abheben. Es werden ein gewisser Helligkeitsgrad

(brightness, gray-level), eine Sattigung (saturation) oder ein Farbwert (hue) als
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Grenzwert festgelegt, und fir jedes Pixel wird die Zugehorigkeit zu der Gruppe oberhalb
der Grenze oder darunter berechnet (Hatem & Tan, 2003, pp. 519-520). Es besteht die
Moglichkeit der farbigen Uberlagerung der Pixel, je nachdem, zu welcher Gruppe sie

gehdren. Dies ermdglicht ein schnelles Kontrollieren der korrekten Segmentierung.

Bei der sogenannten “feature extraction“ oder Merkmalsextraktion bzw. Bildauswertung
werden am Objekt abgesondert vom Hintergrund viele Messungen durch Berechnungen
ermd@glicht. Dabei gibt es kaum technische Standards, aber haufig werden am Objekt die
GrolRe, die Form und die Beschaffenheit untersucht (Hatem & Tan, 2003, p. 521). Im
vorliegenden Versuch wurden die GroRRe des Blattes und dessen Farbgegebenheiten

mittels Merkmalsextraktion untersucht.

Die Vorteile der Bildanalyse liegen darin, dass es sich um eine schnelle Methode
handelt, da in kurzer Zeit viele Fotos geschossen und mittels Computer ausgewertet
werden konnen. Es ist mdoglich, Untersuchungen auf verschiedenen Ebenen
durchzufuhren: Pflanzenteile (Blatter, Fruchte, Bluten etc.), Einzelpflanzen, Einzelreihen,
Blocke und Felder konnen fotografiert und ausgewertet werden. Die Bildanalyse
ermdoglicht ein objektives Beurteilungsverfahren im Gegensatz zur menschlichen
Wahrnehmung, und die Ergebnisse sind reproduzierbar (Hatem & Tan, 2003, p. 517).
Durch haufiges Betreten des Feldes und Bertuhren der Pflanzen fur verschiedene
Messungen kénnen Schéaden entstehen und so das Ergebnis beeinflussen. Durch die
Bildanalyse wird es erméglicht, Fotos als Basis zu nehmen, ohne das Feld zu betreten,
und so die Pflanzen zu schonen. Die Bildanalyse ist somit schonender und schneller als

viele herkdmmliche Techniken (Adamsen et al., 2000, p. 704).

Vorteilhaft gegeniiber einem Chlorophylimessgeréat oder Colorimetern ist, dass statt
einer kleinen Flache von ca. 2 cm? mit Fotos viel groRere Flachen bzw. ganze Objekte
ausgewertet werden kénnen und so meist genauere Ergebnisse erzielt werden kénnen
(Ledn et al., 2006, p. 1085). Aulerdem wird durch Speicherung der Bilder erméglicht,
dass man Uber die gesamte Vegetationsperiode Bildmaterial sammeln und dann am
Ende der Saison in arbeitsarmeren Wochen ohne Qualitatsverlust mittels Bildanalyse
aufarbeiten kann (Karcher & Richardson, 2003, p. 951).

Ein Nachteil ist, dass diese Methode erst in wenigen Bereichen standardisiert ist und es

somit bis jetzt noch wenig Methodik und Ergebnisse zum Vergleichen gibt.
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Nachteilig an der Nutzung des RGB-Farbraums ist, dass dieser nicht absolut ist,
sondern von externen Faktoren, wie z.B. der Sensibilititt des Sensors und den

Lichtverhaltnissen, beeinflusst wird (Leén et al., 2006, p. 1085).

Nahinfrarotspektrometer

Die Protein- und Olgehaltsmessung wurde mit dem Nahinfrarotspektrometer (Bruker
Matrix-I Transform NIRS — Bruker, Ettlingen, Deutschland) durchgefuhrt. Das NIRS ist
far die Qualitatsuntersuchung von Sameninhaltsstoffen in
Pflanzenzlichtungsprogrammen schon etabliert. Die Vorteile des NIRS im Vergleich zu
den analytischen Standardmethoden liegen darin, dass die Methode schnell und
kostenglinstig ist und keine chemischen Stoffzusatze notwendig sind. Auf3erdem
ermdglicht das NIRS die Messung mehrerer Merkmale gleichzeitig. Zuerst wird das
Messgerat kalibriert, wobei unterschiedliche Strahlungsabsorptionen von sichtbarem und
nah-infrarotem Licht (400 — 2500 nm) mit verschiedenen Probeneigenschaften
bekannter ~ Proben  verbunden werden. Aus den Messungen werden
Regressionsgleichungen (Abb. 6) errechnet, die eine zuverlassige Messung

unbekannter Proben ermdglicht (Font et al., 2006, p. 308).
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Abb. 6: Regressionsgleichung der Kalibration fur Protein bei Sojabohnen (Vollmann)

Der Nachteil der NIRS-Messung liegt darin, dass das Gerat mindestens einmal je Saison
kalibriert werden muss und dazu Proben mit bekannten Eigenschaften bendétigt werden.

Die Qualitat der Eichgerade bestimmt die Genauigkeit der Messwerte.
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Material und Methoden

Saatgut und Anbau

Das Samenmaterial stammt von einer Kreuzung aus dem Jahr 2001, wobei die nicht-
nodulierende Linie OT89-13 der Sorte Maple Presto und die nodulierende Sorte BARC-6
miteinander gekreuzt wurden. Die Samen der F1-Pflanzen wurden geerntet und in Linien
angebaut. In der dritten Filialgeneration wurden sechs Linien ausgewahlt, die in der
zweiten Filialgeneration fiir das Merkmal Nodulation heterozygot waren. Diese wurden
bis in die siebte Filialgeneration weitergefiihrt, sodass 120 nahezu isogene Linien
entstanden, die nur im Merkmal Nodulation aufspalten. Diese 120 Linien lassen sich in
sechs Verwandtschaftsgruppen teilen, je nachdem, aus welcher F2-Linie sie entstanden.
Eben diese siebte Filialgeneration wurde auf verschiedene Merkmale hin untersucht. In
dieser Generation sind die meisten Linien auch fur das Merkmal Nodulation homozygot.
Die Samen wurden am 09.05.2008 auf einem Feld (11 x 20,5 m) an der Universitat fur
Bodenkultur mit einem Reihenabstand von 35 cm angebaut. Es wurde keine Dlingung

oder Pestizidanwendung vorgenommen.

Chlorophylimessung

Fur die Chlorophyllmessung wurde zuerst das Messgerat SPAD 502 kalibriert, indem die
Messkammer leer zugedriickt wurde. Dann wurde bei 20 Pflanzen einer Linie das
oberste voll entwickelte Blatt in das SPAD-Messgerat eingeklemmt, den SPAD-
Messwert genommen und gespeichert. Spater wurde fir jede Linie Uber die 20
Einzelmessungen ein Durchschnittsmesswert berechnet. Somit wurde der Einfluss von
ungleichmafRigen Chlorophyllverteilungen minimiert (Uddling et al., 2007, p. 45). Es
wurde darauf geachtet, die Hauptblattadern bei der Messung auszulassen, da diese kein
Chlorophyll enthalten. Die dritte SPAD-Messung erfolgte allerdings an nur finf Blattern
je Linie, dieselben Blatter, die auch mittels der unten beschriebenen Bildanalyse
untersucht wurden. Diese funf Blatter wurden mehrmals an verschiedenen Stellen

gemessen (insgesamt 20 Einzelmessungen) und ein Mittelwert gebildet.

Bildanalyse

Fur die Bildanalyse wurde je Linie bei funf Pflanzen das oberste voll entwickelte Blatt

geerntet. Die Fotokamera Sony DSC F707 (Sony Corp., Tokyo, Japan) und die
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Beleuchtung wurden auf einem Stativ fixiert. Die Fotos wurden folglich aus der gleichen
Entfernung und bei gleicher Beleuchtung mit einer Auflosung von 640x480 Pixel
durchgefihrt, womit ein spaterer Vergleich mdglich wurde. Es wurde ein roter
Hintergrund gewabhlt, die Komplementarfarbe zu griin, da sich so bei der Bildanalyse das
Blatt am besten vom Hintergrund abhebt und eine einwandfreie Bildsegmentierung
mdglich ist. Die Bildsegmentierung erfolgte mit dem Stapelverarbeitungsmakro Sigma
Scan Pro Macro, das von Karcher und Richardson entwickelt wurde (Karcher &
Richardson, 2005). Die Grenzwerte bei der Bildsegmentierung wurden fir die Farbe
(hue) bei 33 - 110 und fir die Sattigung (saturation) bei 6 - 100 festgelegt. Die Blatter
wurden durch diese Segmentierung erkannt und mit gelber Farbe Uberlagert. Nach der
Segmentierung wurde fir die weitere Bildanalyse die Software Sigma Scan Pro (Vers. 5,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet. Die GrtRe des Blattes wurde anhand der
Pixelzahl des markierten Objekts gemessen. Die weitere Auswertung der Fotos erfolgte

in zwei Farbraumen: im RGB- und im HSB-Farbraum.

Als Vergleich der Bildanalyse und der SPAD-Messung wurden dieselben Blatter auch

mit dem SPAD-Meter gemessen.

Ertragsmerkmale

Zu Vegetationsende wurde fiir jede Linie die Hllsenzahl je Pflanze (Mittelwert von drei
ausgezahlten Pflanzen) und die Reifezeit bestimmt. Zur Ernte wurden die Wurzeln
ausgegraben und so die Nodulationsform visuell bestimmt. Nach der Ernte der
Sojabohnen wurden die Hilsen zwei Wochen getrocknet, dann gedroschen und die
Samen anschlielBend weiter Uber das Tausendkorngewicht (TKG) und den Protein- bzw.

Olgehalt untersucht. Das TKG wurde anhand des Abwiegens von 100 Samen geschatzt.

Sameninhaltsstoffe

Zur Protein- und Olgehaltsmessung wurden je Linie ca. 30 Samen mit der Mihle
Cyclotec 1093 (Foss Tecator, Hoganas, Schweden) vermahlen, das Mehl in ein
Messglas tUberfuhrt und das Glas dann in den Probenhalter gestellt. Die erste Messung
erfolgte, danach wurde das Glas um ca. 90° gedreht und eine zweite Messung
durchgefihrt, um den Fehler mdglicher UnregelmaRigkeiten innerhalb der Probe zu
minimieren. Es wurde darauf geachtet, vermischungsfrei zu arbeiten. Der Computer, an
dem das Messgerat angeschlossen ist, hat die Absorptionsdaten aller Linien

aufgezeichnet (Abb. 7) und den Protein- und Olgehalt errechnet.
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Abb.
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7: Ausschnitt des Absorptionsdatendiagramms der 120 getesteten Linien

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SAS (SAS Institut,

1988). Wir haben als Faktoren die Nodulationsform, die sechs verschiedenen Linien und

alle Genotypen getestet, wobei die abhangigen Variablen die Bonitur des Blattgriins, die

Entwicklung und die Reife, die Wuchshdhe, die SPAD-Meter-Messungen, die relative

BlattgroRe, rot, blau und grin sowie hue, saturation und brightness aus den

Bildanalysen, die Hillsenzahl, das TKG und der Protein- und Olgehalt sind.

Ergebnisse

Es wurde der Chlorophyllgehalt, die Hilsenzahl je Pflanze, die Reifezeit, das TKG und

der Protein- bzw. Olgehalt gemessen.

Chlorophyligehalt

Der Chlorophyllgehalt wurde einerseits mit dem SPAD-Meter zu vier Messzeitpunkten

untersucht, andererseits mittels Bildanalyse fiir einen Termin zusatzlich berechnet.
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Die Chlorophylluntersuchung mittels SPAD-Meter zeigte zum ersten Messzeitpunkt (12.
Juni 2008) noch keine deutlichen Unterschiede. Im Laufe der Vegetationsperiode zeigte
sich allerdings, dass die Sojabohnenlinien mit Knéllchenbildung deutlich héhere SPAD-
Werte aufwiesen als die ohne Kndllchen (Abb. 8). AuRBerdem ist in der Abbildung zu
erkennen, dass bei den nodulierenden Sojabohnen der SPAD-Wert Uber den
Messzeitraum ansteigt und nur zum letzten Messzeitpunkt hin leicht abféllt. Bei den
nicht-nodulierenden Sojabohnen hingegen féllt der SPAD-Wert im Laufe des

Messzeitraums kontinuierlich ab.
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Datum der Messung
Abb. 8: SPAD-Werte tber den Vegetationszeitraum von nodulierenden und nicht-

nodulierenden Linien.

Die Fotos fur die Bildanalyse zeigten im Farbton der Bléatter deutliche Unterschiede
(Abb. 9). Der Vergleich von den SPAD-Werten und den Ergebnissen der Bildanalyse
vom dritten Messzeitpunkt, dem 15. Juli 2008, hat einen Zusammenhang zwischen dem
Rotanteil des Bildes und dem dazugehérigen SPAD-Wert ergeben. Zusatzlich ist noch
die Nodulationsform der einzelnen Linien angegeben. Daraus lasst sich erkennen, dass
nodulierende Linien einen hohen SPAD-Wert aufweisen, aber einen geringen Rot-Wert
in der Bildanalyse. Nicht-nodulierende Linien hingegen weisen einen geringen SPAD-
Wert auf, aber einen hohen Rotanteil im Bild. (Abb. 10).
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Abb. 9: Fotos fiur die Bildanalyse. Jeweils flnf Blatter gehdren zu einer Linie. Es lassen

sich auch visuell Unterschiede ausmachen.

Die statistische Auswertung der SPAD-Werte und der Daten aus der Bildanalyse wurde
mittels einer Korrelationsrechnung durchgefuhrt. Der Pearsonsche
Korrelationskoeffizient fur den oben dargestellten Zusammenhang ist hoch signifikant
(p<0,0001) und betragt -0,91 (Abb 10; siehe auch Tab. 1).
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Abb. 10: Zusammenhang zwischen den SPAD-Werten und dem Rotwert der Bildanalyse

bei nodulierenden und nicht-nodulierenden Linien.

Reifezeit

Die Reifezeit wurde in Tagen nach dem 31. Juli 2008 aufgezeichnet, wobei sowohl

statistisch bei der einfaktoriellen Varianzanalyse als auch mittels grafischer Auswertung

kein Einfluss der Nodulationsform auf die Reifezeit erkennbar ist (Abb. 11).
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Abb. 11: Reifezeit in Tagen nach dem 31. Juli 2008.

Im Weiteren wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt, wobei die Variablen

Nodulation und Genotypen bertcksichtigt wurden. Die Genotypen stellen hier die sechs F2-

Liniengruppen dar, in die die getesteten 120 Linien eingeteilt werden konnten. Die

23



zweifaktorielle Varianzanalyse Uber die Genotypen war fiir die Reifezeit hoch signifikant
(p<0,0001), tber die Nodulation hat sich eine Signifikanz von 0,0028

ergeben, wobei nicht-nodulierende Linien friiher als die nodulierenden reif wurden..

Ertragsmerkmale

Als Ertragskomponenten wurden das TKG und die Hillsenzahl je Pflanze bestimmt. Bei
beiden Faktoren weisen die nodulierenden Sojabohnen deutlich héhere Werte auf. Das
TKG liegt bei den nodulierenden Linien im Durchschnitt bei 177g, bei den nicht-
nodulierenden Linien bei 138g. Die Hulsenzahl betragt bei nodulierenden Sojapflanzen
im Durchschnitt 17,97 Hilsen je Pflanze, bei nicht-nodulierenden Sojapflanzen hingegen
nur 11,32 (Abb. 12).

Auch die einfaktorielle Varianzanalyse zeigt einen hoch signifikanten Zusammenhang
zwischen Nodulation und TKG (p<0,0001) und Nodulation und Hulsenzahl (p<0,0001).
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Abb. 12: Das TKG (A) und die Hulsenzahl (B) von nodulierenden und nicht-

nodulierenden Sojabohnen.

Sameninhaltsstoffe

Diese Ergebnisse lassen sich auch gut mit den mittels NIRS gemessenen Protein- und
Olgehalten in den Samen erganzen, denn auch hier zeigt sich, dass im Falle des
Proteins (Abb. 13 A) die nodulierenden Sojabohnen hdhere Werte aufweisen. Der
Olgehalt (Abb. 13 B) ist dementsprechend niedrig in den nodulierenden und hoch in den

nicht-nodulierenden Sojabohnen. Die NIRS-Untersuchung der Samen ergab, dass der
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Proteingehalt der nodulierenden Sojabohnenlinien im Durchschnitt bei 430 g-kg™ liegt,

der der nicht-nodulierenden Linien hingegen nur bei 345 g-kg™.
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Abb. 13: Proteingehalt (A) und Olgehalt (B) der nodulierenden und nicht-nodulierenden

Sojabohnen.

Der Olgehalt der Samen liegt in der Gruppe der nodulierenden Sojabohnen im

Durchschnitt bei 181 g-kg™, in der Gruppe der nicht-nodulierenden Sojabohnen bei 218
gkg™.
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Statistik

Fur die einfachen Varianzanalysen wurde das GLM-Verfahren des SAS-Programms
(SAS Institut, 1988) verwendet und die LSM (Least Mean Squares, Kleinste Mittlere
Quadrate) betrachtet, da wir Gruppen mit unbalancierten Daten hatten, denn von den
120 Linien mit Wiederholungen von zwdlf Linien (unvollstdndige Blockanlage) waren 39
nicht-nodulierende und 86 nodulierende Linien. Sieben Linien spalteten noch fiir das
Merkmal Nodulation und wurden so fiir die statistische Auswertung ignoriert. Die Tabelle
1 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der einfachen Varianzanalysen und der
Korrelationsanalysen, wobei die wichtigsten innerhalb der anderen Kapitel erértert und

diskutiert werden.

Tab. 1: Ubersicht liber die Ergebnisse der Korrelationsanalysen.
*** p <0,0001

Hue Sat Bright R G B
SPAD 3 0,93 *** .0,92 ** .0,94** .0,91 ** -0,94 *** 0,86 ***
Hue 1,00 -0,93 **  -0,90 ***  -0,92 ***  -0,90 *** 0,94 ***
Sat -0.93 *** 1,00 0,90 *** 0,85 *** 0,90 ***  -0,96 ***
Bright -0,90 *** 0,90 *** 1,00 0,94 *** 1,00 ***  -0,80 ***
R -0,92 *** 0,85 *** 0,94 *** 1,00 0,94 ***  .0Q,78 ***
G -0,90 *** 0,90 *** 1,00 *** 0,94 *** 1,00 -0,80 ***
B 0,94 *** .0,96 *** -0,80 *** -0,78 ***  -0,80 *** 1,00
Protein 0,80 *** -0,81*=* -0,79** -0,80 ** -0,79 *** 0,78 ***
Qil -0,70 *** 0,67 *** 0,66 *** 0,68 *** 0,66 ***  -0,66 ***

SPAD 3 Protein Oill

SPAD 3 1,00 0,75 *** -0,64 ***

Hue 0,93 *** 0,80 *** -0,70 ***

Sat -0,92 *** -0,81 *** 0,67 ***

Bright -0,94 *** -0,79 *** 0,66 ***

R -0,91 *** -0,80 *** 0,68 ***

G -0,94 *** -0,79 *** 0,66 ***

B 0,86 *** 0,78 *** -0,66 ***

Protein 0.75 *** 1,00 -0,85 ***

Qil -0,64 *** -0,85 *** 1,00
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Neben den einfachen Varianzanalysen wurde noch eine zweifache Varianzanalyse
angewandt, um erkennen zu kénnen, ob der Einfluss der F2-Linien-Gruppen den
Einfluss der Nodulation bei den Merkmalen Wuchshéhe und Reifezeit Gberdeckt. Dazu
wurden in der GLM Methode zwei Faktoren festgelegt: die Nodulation mit den
Auspragungsstufen nodulierend und nicht-nodulierend, sowie die Gruppe mit den sechs
Auspragungsstufen zurtickzufilhren auf die sechs ausgewaéhlten F,-Linien. Die
zweifache Varianzanalyse hat ergeben, dass bei der Reifezeit die Wahrscheinlichkeit
des Einflusses der Gruppe bei p<0.0001 und bei der Nodulation bei p=0.0028 liegt. Bei
der Wuchshohe liegt der Einfluss der Gruppe bei p<0.0001, der der Nodulation bei
p=0.003.

Um den Zusammenhang zwischen dem Proteingehalt der Samen und den SPAD-
Werten zu testen, wurde eine Regressionsanalyse verwendet. In Abbildung 14 ist die
Regressionsgerade mit dem 95% Konfidenzband und dem 90% Vorhersageband
dargestellt. Die Punkte beschreiben die einzelnen Linien mit ihren Mittelwerten in SPAD

und Proteingehalt, der Korrelationskoeffizient betragt r = 0,759.

450

Proteingehalt [mg/g]
400

SPAD 3

Abb. 14: Regression zwischen den SPAD-Werten vom 15. Juli 2008 und dem
Proteingehalt der Samen. Rot: 95% Konfidenzband; Griin: 90% Vorhersageband
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Diskussion

Anhand von nahezu isogenen Linien wurden der Chlorophyligehalt der Blatter,
Ertragsmerkmale und der Protein- sowie der Olgehalt der Samen untersucht, um
phanotypische Unterschiede zwischen nodulierenden und nicht-nodulierenden

Sojabohnen herauszufinden.

Eine Schwierigkeit ist dabei, dass die Stickstofffixierung ein sehr komplexer und
sensibler Vorgang ist, der nicht nur von den genetischen Faktoren der Pflanze, sondern
auch von denen der Bakterien, von &ufReren Umwelteinflissen und Interaktionen
abhéngig ist (Gwata et al.,, 2004, p. 154). Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde
allerdings darauf geachtet, diese Einflisse mdglichst gering zu halten durch Nutzung
nahezu isogener Linien flr geringe genetische Variabilitat und durch den Anbau auf

einem kleinen Feld fur geringe Umweltschwankungen.

Die Nodulierung war bei den Pflanzen, die eine Symbiose eingehen konnten, deutlich
ausgepragt. Dies liegt wahrscheinlich auch daran, dass das Anbaufeld schon Uber
mehrere Jahre mit Soja bebaut wurde und so eine Anreicherung an Rhizobien
stattgefunden hat (Provokationsstandort). Aus den absterbenden Wurzelkndllchen
werden namlich mehr Rhizobien entlassen, als urspringlich eingewandert sind
(Strasburger et al., 2002, p. 499). Diese starke Nodulierung férdert die Deutlichkeit der

Unterschiede zwischen nodulierenden und nicht-nodulierenden Linien.

Chlorophyligehalt

Bei der Chlorophyligehaltsmessung konnte festgestellt werden, dass innerhalb der
Vegetationsperiode bei nodulierenden Sojabohnenlinien ein deutlicher Anstieg des
Chlorophyligehalts der Blatter stattgefunden hat und nur zum Ende der
Vegetationsperiode eine Verringerung eingetreten ist. Bei nicht-nodulierenden
Sojabohnenlinien hingegen war iber die Vegetationsperiode eine stetige Abnahme des
Chlorophyllgehalts zu erkennen.

Am Anfang ist der Chlorophyligehalt bei beiden Typen gleich hoch, da die
Nodulationsform in einem so frGhen Stadium noch keine Auswirkungen zeigt. Im
Gegenteil, zu Anfang kostet es der Pflanze viel Energie, die Knélichen aufzubauen. Die
Energie fur die ersten Blatter kann die Pflanze grof3teils aus dem Samen und dann aus

dem Boden beziehen. Der Anstieg des SPAD-Werts der nodulierenden Sojabohnen
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kommt zustande, indem diese Pflanzen nach erfolgreicher Nodulierung mehr Stickstoff
zu Verfiigung haben, um Chlorophyll aufzubauen, als die nicht-nodulierenden. Fir den
Aufbau des Photosyntheseapparats benétigt die Zelle relativ groBe Mengen an
Stickstoff, so fallen 75% des gesamten Blattstickstoffs nur auf das Chlorophyll (Fritschi &
Ray, 2007, p. 92). AuRerdem wird Stickstoff im Blatt flir die Ribulose-Bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase benétigt, was den Zusammenhang von Blattstickstoffgehalt und
Photosyntheserate verdeutlicht (Salvagiotti et al., 2008, p. 2). Die nicht-nodulierenden
Sojabohnen bendtigen den Uber die Wurzel aufgenommenen Stickstoff fir das
Wachstum und kénnen weniger in den Chlorophyligehalt investieren. Uber die
Vegetationszeit nimmt der Chlorophyligehalt weiterhin ab, da Mangel auftritt und der
Stickstoff aus den Blattern abgezogen und in die Vermehrungsorgane transportiert wird:
»If the overall N supply does not meet soybean requirements, the crop will remobilize N
accumulated in leaves to the grain, which diminishes the photosynthetic capacity of the

canopy and thus limits the yield potential“ (Salvagiotti et al., 2008, p. 2).

Die Nahrstoffverlagerung in die Samen und die Seneszenz (Abreife) der Blatter macht
sich auch bei den nodulierenden Pflanzen zu Ende der Vegetationsperiode bemerkbar:
der Chlorophyllgehalt sinkt (Salvagiotti et al., 2008, p. 4).

Die SPAD-Werte werden beeinflusst durch Entwicklungsstadium und Alter der Blatter
(Sestak in Fritschi & Ray, 2007, p. 97). Diese Beeinflussung kann im vorliegenden
Versuch allerdings vernachlassigt werden, da diese durch die Wahl des obersten
vollentwickelten Blatts minimiert wird. ,Collection of mature, fully irradiated leaves from
the top quarter of the soybean canopy proved to be a robust, quick, and simple method

for sampling of leaf chlorophyll composition and content” (Fritschi & Ray, 2007, p. 97).

Allerdings war der Aufgang der Linien ungleichméafRig und so haben Pflanzen in einer
Linie mit schlechtem Aufgang einen besseren Zugang zu Licht, Wasser und N&hrstoffen
gehabt als Pflanzen einer Linie mit gutem Aufgang. Dies konnte die Schwankungen

innerhalb der Linien erklaren.

Der Vergleich von SPAD-Messung und Rotgehalt in der Bildanalyse ergab in der
statistischen Auswertung eine stark negative, hoch-signifikante Korrelation. In der Abb.
10 wird auch deutlich, dass nodulierende und nicht-nodulierende Sojabohnen in der
Darstellung gruppiert werden kénnen. Nodulierende Sojabohnen haben einen hohen

SPAD-Wert, aber einen geringen Rotanteil, nicht-nodulierende Sojabohnen hingegen
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haben einen niedrigen SPAD-Wert, aber einen hohen Rotanteil. Der Rotanteil im Bild ist

hoch, wenn dieses besonders grin, also viel Chlorophyll in den Blattern enthalten ist.

Die klare Gruppierung in nodulierende und nicht-nodulierende Sojabohnen kommt
folglich so zustande, dass nicht-nodulierende Sojabohnen durch den Stickstoffmangel
einen geringen Blattchlorophyllgehalt haben, also einen geringen SPAD-Wert, aber auf
dem Foto einen hohen Rotanteil haben. Bei nodulierenden Sojabohnen liegt dies genau
umgekehrt. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Bildanalyse genauso wie die
schon Ubliche SPAD-Messung geeignet ist, um einerseits den Nodulierungstyp von
Sojabohnen zu messen, andererseits eine Aussage Uber die Stickstoffversorgung der
Pflanze zu treffen. Ersteres ware fur die Phanotypisierung  grol3er
Kreuzungspopulationen in Forschung und Zichtung von Bedeutung, da uber die
Bildanalyse eine schnelle Selektion vieler Pflanzen fir das Merkmal Nodulierung
moglich wére. Letzteres ist fur die Landwirtschaft wichtig, da Diingermengen dem
Versorgungsstand der Pflanzen angeglichen werden kénnten. Ahnliche Ergebnisse wie
in unserem Versuch erreichten auch Reum und Zhang bei der Maispflanze, die
Stickstoffmangel sowohl mittels SPAD-Messungen als auch mittels Bildanalyse
feststellen konnten (Reum & Zhang, 2007, p. 62).

Reifezeit

Die Reifezeit der Sojabohnen wurde in den zwei Gruppen nodulierend und nicht-
nodulierend verglichen. Hierbei haben sich bei einem einfachen Vergleich, wie in Abb.
11 zu erkennen ist, keine Unterschiede feststellen lassen. Durch die geringe genetische
Variabilitat der Linien konnte im vorliegenden Versuch sichergestellt werden, dass sich
die Linien nur in den Genen fir Nodulierung und wenigen anderen unterschieden. Auch
der Einfluss der Umwelt auf die Reife war fiir alle Linien in etwa gleich, da sie an einem

Feld an einem Standort angebaut wurden.

Uber die zweifache Varianzanalyse konnte jedoch festgestellt werden, dass sowohl die
Verwandtschaft, zurtickzufuhren auf eine der sechs ausgewahlten F2-Linien, als auch
die Nodulation signifikanten Einfluss auf die Reifezeit haben, was in der einfachen

Varianzanalyse nicht erkennbar war.
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Ertragsmerkmale

Es wurden sowohl die Hilsenzahl als auch das TKG gemessen, um den Ertrag schatzen
zu konnen. Die Hilsenzahl betragt bei nodulierenden Sojapflanzen im Durchschnitt
17,97 Hulsen je Pflanze, bei nicht-nodulierenden Sojapflanzen hingegen nur 11,32. Das
TKG liegt bei den nodulierenden Linien im Durchschnitt bei 177, bei den nicht-

nodulierenden Linien bei 138.

Durch die vermehrte Stickstoffzufuhr fir nodulierende Sojabohnen durch bakterielle N-
Fixierung, koénnen die Pflanzen offenbar mehr Vermehrungsorgane anlegen und die

Samen auch besser fiillen.

Bei der Soja kommt es bei schlechten Umweltbedingungen wahrend der Blitezeit zu
einem Blutenabwurf (Lersten & Carlson, 2004, p. 90). Der geringere Hilsenansatz der
nicht-nodulierenden  Linien  kénnte mit einem  verstarkten  Blitenabwurf
zusammenhéangen, da schon eine schlechtere Stickstoffversorgung der Pflanzen im

Vergleich zu den nodulierenden Linien vorhanden war.

Sameninhaltsstoffe

Die Auswertung von Protein- und Olgehalt der Samen hat generell groRe Unterschiede
zwischen den zwei Nodulierungsgruppen aufgezeigt. Diese Unterschiede lassen sich auf
die bessere N,-Versorgung bei der nodulierenden Gruppe zuriickfiihren, da einerseits
fur die Synthese von Speicherprotein, andererseits fur das effektive Arbeiten der
Energiegewinnung (Photosynthese) und der Lipidsynthese Stickstoff benétigt wird. Die
Deutlichkeit, mit der die Unterschiede im Proteingehalt auftraten, kann auch auf den
»high-protein genotype" BARC-6 zurlckgefiihrt werden (Vollmann et al., 2000, p. 1301).
BARC-6 war einer der Kreuzungspartner in der urspringlichen Kreuzung und zeichnet
sich durch eine besonders effektive Nutzung der Stickstoffversorgung und so einen
hohen Proteingehalt der Samen aus. Die nodulierenden Linien haben vielleicht die
Fahigkeit, den fixierten Stickstoff besonders gut in Speicherprotein umzusetzen, geerbt,

wodurch die Unterschiede zu den nicht-nodulierenden Linien noch verstarkt wéren.

Die NIRS-Untersuchung der Samen ergab, dass der Proteingehalt der nodulierenden
Sojabohnenlinien im Durchschnitt bei 430 g-kg™ liegt, der der nicht-nodulierenden Linien

hingegen nur bei 345 g-kg™. Der Olgehalt der Samen liegt in der Gruppe der
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nodulierenden Sojabohnen im Durchschnitt bei 181 g-kg™, in der Gruppe der nicht-

nodulierenden Sojabohnen bei 218 g-kg™.

Die grafische Darstellung von Protein- und Olgehalt der Samen der zwei
Nodulierungsgruppen mittels Boxplots (Abb. 13), wies auf einen Zusammenhang
zwischen beiden MessgroRen hin. In unserer statistischen Auswertung dieser Daten
wurde dieser Zusammenhang bestatigt: der Pearsonsche Korrelationskoeffizient betragt
-0,85.

Dieser negative Zusammenhang wurde auch schon in anderen Studien festgestellt: ,The
relationship between protein and oil content was consistently negative for all growing

seasons” (Vollmann et al., 2000, p. 1302).

Die Umkehrung im Verhaltnis von Ol und Protein ist physiologisch bedingt: Sind in
Samen schon viele Proteine eingelagert, kénnen nicht mehr gleiche Mengen an Ol

eingelagert werden und umgekehrt.
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Schlussfolgerung — Ausblick

Der Vergleich von nodulierenden und nicht-nodulierenden nahezu isogenen
Sojabohnenlinien hat ergeben, dass die Nodulation den Blattchlorophyligehalt, die
Hulsenzahl, das TKG sowie den Protein- und Olgehalt der Samen, aber auch die
Reifezeit beeinflusst. Die Wuchshdhe der Sojapflanzen zeigt keine Abhangigkeit von der

Nodulation.

Die hier verwendete Methode der Bildanalyse eignet sich, um eine

Chlorophyllgehaltsmessung durchzufiihren.

Die SPAD-Werte lassen Riickschlisse tber einen méglichen Proteingehalt der Samen

ZU.

Ein wichtiger néchster Schritt ware diesen Versuch auf landwirtschaftliche Bedingungen
umzulegen, da so ein Provokationsstandort nicht vergleichbar mit einem normalen Feld

ist.

Die Bildanalyse sollte auch fiir die Einzelreihenmessung getestet werden, wo nicht erst
einzelne Blatter geerntet und dann fotografiert werden missen, sondern gleich Fotos auf
dem Feld genommen und spéter mittels Bildanalyseprogramm ausgewertet werden. In
diesem Rahmen wéare auch eine Standardisierung der Bildanalyse auf allen Ebenen
(Feld, Parzelle, Reihe, etc.) als gangiges Messverfahren erstrebenswert, damit Studien,

die diese Methodik verwenden, vergleichbar werden.

Eine weitere interessante Fragestellung, die sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit
anbietet, ist die Abhangigkeit des Blutenabwurfs von der Stickstoffversorgung der
Pflanze und die Auswirkungen auf den Hilsenansatz und den Ertrag. Auch fir diese
Untersuchung ware das Arbeiten mit nodulierenden und nicht-nodulierenden

Sojabohnen sinnvoll.

34



Zusammenfassung

Die Sojabohne zahlt auf Grund ihres hohen Protein- und Olgehalts zu einer der
bedeutendsten Kulturpflanzen weltweit. Ziel dieser Studie war, Unterschiede zwischen
nodulierenden und nicht-nodulierenden Sojabohnen zu charakterisieren, und die

Eignung der Bildanalyse fir die Blattchlorophyllgehaltsmessung zu bestimmen.

Es wurden nahezu isogene, nodulierende und nicht-nodulierende Linien auf ihren
Chlorophyligehalt mittels SPAD-Meter und Bildanalyse hin untersucht und weiters der
Protein- und Olgehalt ihrer Samen mit Hilfe des NIRS gemessen. Die nodulierenden
Sojabohnen wiesen einen deutlich hoheren Blattchlorophyligehalt, einen héheren
Proteingehalt und einen niedrigeren Olgehalt im Vergleich zu den nicht-nodulierenden
Linien auf. Auch das TKG und die Hulsenanzahl waren bei den Knéllchen-bildenden
Linien groRer. Die Reifezeit ist sowohl von der Verwandtschaft als auch von der
Nodulation abhéngig. Der Vergleich von SPAD-Werten mit Ergebnissen der Bildanalyse
zeigt, dass sich die Bildanalyse zur Bestimmung des Blattchlorophyligehalts gut eignet.
Die statistische Auswertung hat ergeben, dass der Blattchlorophyligehalt eine

Vorhersage auf den Proteingehalt der Sojabohnen zulasst.

Die Nodulation zeigt einen deutlichen Einfluss auf den Blattchlorophyligehalt, auf
Ertragsmerkmale wie Hillsenzahl und TKG, auBerdem auf den Protein- und Olgehalt der
Sojabohne, da sie die Stickstoffzufuhr fur die Pflanze deutlich erhéht und so Uber den
Stickstoffhaushalt verschiedene Syntheseprozesse in der Pflanze beglnstigt. Je mehr
Stickstoff der Pflanze zu Verfigung steht, desto mehr bleibt nach dem Aufbau der
Biomasse fur die Synthese von Chlorophyll, Enzymen z.B. fir die Photosynthese und
Speicherprotein. Es kdnnen mehr Speicherorgane angelegt werden und diese werden

zusatzlich noch besser versorgt.

Insgesamt konnten deutliche Unterschiede zwischen nodulierenden und nicht-

nodulierenden Sojabohnen-Linien gemessen und charakterisiert werden.
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