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Abstract

Reis gehdrt zu den wichtigsten Nahrungsmittelquellen weltweit und wird aufgrund der immer
weiter steigenden Bevdlkerungsanzahl sowie der durch den Klimawandel erzeugten
Probleme fur die Landwirtschaft weiterhin an Bedeutung gewinnen. Ein Grofdteil der
Ernteverluste bei Nassreis ist auf Eisentoxizitat zurtickzufihren, welche fur schwerwiegende
Schaden fir die Pflanzen sorgt und in der Folge fur die Landwirte und deren Ertrag. In
Verbindung mit Eisentoxizitat steht die Oxidationskraft der Reiswurzeln, die bei einigen
Reissorten als Anpassungsmechanismus an Eisenstress verstanden wird. Bestehende
Studien und Arbeiten zur Messung der Oxidationskraft von Reiswurzeln beschaftigten sich

mit unterschiedlichsten Methoden.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Auswirkung von Eisentoxizitat auf die Oxidationskraft
von Reiswurzeln verdeutlicht werden und dabei zwischen verschiedenen Nassreissorten
verglichen werden. Ziel war es zudem, sowohl die Methodik der Messung der
Oxidationskraft durch erhéhte Bildqualitat und durch Verwendung flacher Gefale fir die

Wurzeln zu verbessern als auch die Methodik der Analyse der Reiswurzeln zu erweitern.

Durch die Nutzung von Methylenblau als Indikator fir die Oxidationskraft von
Nassreiswurzeln wurde die Blausattigung der Wurzel und die oxidierte Flache ermittelt,

wodurch auf die Oxidationskraft geschlossen werden konnte.

Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in Bezug zu der Oxidationskraft
zwischen den Reissorten nachgewiesen werden, allerdings bestétigte sich die hohe
Oxidationskraft der Reissorte Pokkali. Es konnte eine erhdhte Inaktivitdt der
Nassreiswurzeln nach nur wenigen Stunden nach Beginn des Experiments nachgewiesen
werden, sowie eine Anderung der Verfarbung der Wurzeln nach langeren Zeitrdumen.
Weiterhin wurden Fein- & Kronwurzeln der Reispflanzen in Hinblick auf ihre Oxidationskraft
untersucht, wobei sich die tendenziell héhere Oxidationskraft von Feinwurzeln bestatigte.
Die schnelle Verfarbung der Indikatorfliissigkeit, die hierbei beobachtet wurde, muss
weitergehend untersucht werden, um Stoérgréllen fir die Validitdt des Experiments

auszuschalten.
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1 Einleitung

Die weltweite Bedeutung von Nassreis (Oryza sativa L.) ist durch die immer weiter steigende
Nachfrage nicht zu unterschatzen: So waren 2002 bereits 3,8 Milliarden Menschen,
vornehmlich aus tropischen Regionen, hochgradig abhangig von Reis als Kalorienlieferant
(Nguyen 2002). Mit der steigenden weltweiten Verbreitung von Mangelernahrung, welche im
Jahr 2020 bei fast 10% lag (FAO 2021), steigt auch der Druck auf den Nahrstoff-Lieferanten
Reis. Allein bis 2100 wird die Ernahrung von voraussichtlich 5 Milliarden Menschen vorrangig

von Reis abhangig sein (Tucker Torrent 2019).

Reis zahlte 2020/21 neben Weizen und anderem grobkdrnigem Getreide zu den meist
produzierten Anbaukulturen (USDA 2022b) und die USDA 2022a schatzt, dass die weltweite
Produktion von Reis 2022/23 um bis zu 1,8 Millionen Tonnen zum Vorjahr steigen wird. Asien
ist hierbei der grote Produzent von Nassreis, allein 66% der globalen Reisproduktion kommt
aus Sudost- & Ostasien (Teng et al. 2016) . Seit den ersten verfigbaren Daten 1961 bis 2020
war Asien fur ganze 90,9% der weltweiten Nassreisproduktion verantwortlich, mit China als
dem Hauptproduzenten (FAOSTAT 2022).

Nassreis hat eine erhéhte Disposition zur Eisentoxizitat, da er auf Uberfluteten Béden wachst.
Diese kann einen erheblichen Einfluss auf den Ertrag haben (Audebert und Fofana 2009) und
Gewebeschaden sowie Zell-Homdostase zur Folge haben (Aung und Masuda 2020).
Nassreissorten haben unterschiedlichste Anpassungsmechanismen entwickelt, um den

Zellschadigungen entgegenzuwirken und ihnen vorzubeugen.

Asch et al. 2005 beschreiben drei Anpassungsmechanismen von Nassreissorten an
Eisentoxizitat, eine davon ist die Oxidationskraft der Wurzel. Dabei wird durch das Aerenchym
Sauerstoff in den Wurzelraum transportiert, der das Eisen an der Wurzeloberflache oxidiert

und somit davon abhalt, in die Wurzel aufgenommen zu werden.

Durch Methoden wie die Sichtbarmachung von Sauerstoff mit Methylenblau (Armstrong
1967a; Trolldenier 1988) kann die Oxidationskraft von Wurzeln veranschaulicht und gemessen

werden.

In Zukunft wird es relevanter denn je sein, die Produktivitat von Anbaukulturen zu erhdhen,
sodass die Nahrungsmittelproduktion erhéht werden kann, ohne dass weitere
landwirtschaftliche Flache genutzt werden muss (World Resources Institute et al. 2018). So
sollten auch Reissorten so produktiv und resistent wie mdglich gegen Umweltfaktoren sein.

Gerade deshalb ist es von Vorteil, wenn die Anpassungsmechanismen mancher Sorten gegen



Eisentoxiziat verstanden und genutzt werden kénnen und somit auch auf Boden angebaut

werden kann, welche einen hohen Eisengehalt haben.

Ziel dieser Arbeit war es, die Methode zur Erkennung von Oxidationskraft von Wurzeln mit
Methylenblau weiter auszuarbeiten, und damit verschiedene Sorten in Bezug auf die

Mechanismen gegen Eisentoxizitat zu vergleichen.



2 Kenntnisstand

2.1 Reispflanzen und ihr Wurzelsystem

Reis (Oryza sativa L.) gehoért zu den Poaceen (Sifigrasern). Das einjahrige, sehr starkehaltige
Getreide erlangt eine H6he von 1- 2 m, mit ca. 30cm langen Blattern, und kann je nach
Anbauform in Wasserreis (im Folgenden Nassreis) und Trockenreis unterteilt werden (Schmidt
2020). Nach Schmidt 2020 bendtigt Nassreis Temperaturen von mehr als 20 °C. Nassreis wird
in wahrend der ganzen Vegetationszeit durch Bewasserung oder Niederschlag gefluteten

Feldern angebaut. Abhangig von der Sorte betragt die Vegetationszeit bis zu 6 Monate.

Das Wurzelsystem von Reis besteht aus den kurzlebigen Seminalwurzeln, welche nur
ungefahr 30 Tage uberleben, den Nodalwurzeln aus den basalen Internodien und den
Nebenwurzeln, welche wiederum in feinere und dickere Nebenwurzeln unterschieden werden
kénnen (Gu et al. 2017). Fur dicke, lange Neben- bzw. Lateralwurzeln, dem Typ L, wurde in
Studien ein mittlerer Durchmesser von 159 um beobachtet und kurze, diinne Nebenwurzeln
vom Typ S hatten einen mittleren Durchmesser von 80 ym (Yamauchi et al. 1987; Hannan et
al. 2020).

2.2 Eisentoxizitat bei Reis und dessen

Anpassungsmechanismen

Eisentoxizitat ist nach dem Durrestress der bedeutendste Einflussfaktor, bezogen auf die
Flache in der Landwirtschaft, in Afrika (van Oort 2018). Reisertrage koénnen durch
Eisentoxizitat um bis zu 78% sinken (Audebert und Fofana 2009), wobei die Auswirkungen
abhangig von Eisengehalten im Boden, saisonabhangigen Effekten sowie Reissorten
abhangig sind. Ernterlickgénge bei der Reisproduktion sind in Bezug auf eine Braunfarbung

der Blatter in groRen Teilen auf Eisentoxizitat zurickzufihren (Becker und Asch 2005).

Becker und Asch 2005 beschreiben als typische Symptome von Eisentoxizitat bronzefarbene
Blatter, durch kleine, braunliche Flecken, die sich Uber das ganze Blatt erstrecken. Bei
empfindlichen Reissorten verringerte sich der Ertrag generell mit der Erhdéhung des
Eisengehaltes in den Blattern. Tolerante Sorten zeigten hingegen selbst bei hohem
Eisengehalt in den Blattern weniger Ertragsverluste, wobei hier in Toleranz und Vermeidung

unterschieden werden kann (Audebert und Sahrawat 2000).

Eisentoxizitat ist vor allem ein Problem bei Uberfluteten und nahrstoffarmen Boden, da hier ein

geringeres Redoxpotential und anaerobe Bedingungen bestehen. Dies wiederum fihrt zu
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reduziertem, I6slichen Fe?* (Kirk et al. 2022), welches durch Aufnahme der Wurzeln und einem
Transport in die Blatter zu einer Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies fuhrt (Engel et al.
2012). Nach van Oort 2018 sind hohe Konzentrationen an Fe** vornehmlich in verwitterten
Bdden in den Tropen zu finden, wobei das Risiko fur Eisentoxizitadt durch Uberschwemmte
Bdden und schlechte Entwasserung erhdht wird. Forschung im Bereich der Eisentoxizitat wird
hauptsachlich auf jungen, fertilen Béden in Asien betrieben. Allerdings haufen sich Probleme

mit Eisentoxizitat vor allem in Afrika (Kirk et al. 2022).

Reis hat verschiedenste Anpassungsmaoglichkeiten an Eisentoxizitat, welche von Asch et al.
2005 in 3 Hauptarten zusammengefasst wurden: So bewirkt bei sog. ,Excludern” (Becker und
Asch 2005) eine Sauerstoffanreicherung der Rhizosphare die Exklusion von Eisen, wobei
Sauerstoff durch Luftungssysteme, die Aerenchyme, innerhalb der Wurzeln aus der
Atmosphare in die Rhizosphare transportiert wird (Kirk et al. 2022). Durch den angereicherten
Sauerstoff entsteht eine Barriere, welche es Fe?* erschwert, in die Wurzel zu gelangen und
somit der Pflanze zu schaden. Auflerdem nutzt die Wurzel neben der rhizospharischen
Oxidation hierbei auch eine lonen-Selektivitat (Chen et al. 1980b; Chen et al. 1980a; Asch et
al. 2005). Diese Selektivitat fur Fe** an der Endodermis der Wurzel fiihrt bei geringer

Eisentoxizitat zu einer Oxidation zu Fe** (Asch 2007).

Anderweitig kann bei ,Includern® Fe?* nach Aufnahme in die Wurzel immobilisiert werden,
indem es in wenig aktiven Zellteilen abgesetzt wird oder auch vom Symplasten

ausgeschlossen wird innerhalb des Apoplasten im Blatt (Becker und Asch 2005).

Der letzte Anpassungsmechanismus beschreibt tolerante ,Includer”, die die Eisentoxizitat
vermutlich durch enzymatische Detoxifizierung im Symplasten tolerieren (Becker und Asch
2005). Allerdings sind immer noch nicht alle Details Uber Anpassungsmechanismen von
Reispflanzen an Eisentoxizitat bekannt (Becker und Asch 2005). Nach Kirk et al. 2022 kénnen
Schaden durch Eisentoxizitat zudem durch angepasstes Wurzelwachstum in geringen Tiefen
vermindert werden (Kirk et al. 2022).

2.3 Oxidationskraft der Wurzeln

Ando et. al, 1983 definieren die Oxidationskraft durch eine molekulare Sauerstofffreisetzung
in die Rhizosphare sowie durch die enzymatische Oxidation, welche durch die a-napthylamin
Oxidation gemessen wird. Auch konnte gezeigt werden, dass die Sauerstoffdiffusion an den

Wurzelspitzen deutlich héher als am Wurzelansatz ist (Ando et al. 1983).

In diversen Studien wurden bereits Moglichkeiten zur Messung von Oxidationskraft von

Wurzeln aufgezeigt (Trolldenier 1988). Hierbei scheint die Sichtbarmachung der

4



Oxidationskraft durch unterschiedliche Indikatoren die am meisten diskutierte Moglichkeit zu
sein (Armstrong 1967a; Trolldenier 1988; Sadana und Claassen 1996; Trolldenier 1996;
Jiménez et al. 2021), wobei auch andere Methoden wie die Messung durch
Sauerstoffelektroden & planaren Optoden (Jiménez et al. 2021), polarographischen Methoden
(Armstrong 1967b) oder auch Bildanalysen des Einflusses von Fe** auf eine Rotfarbung der
Wourzeln (Atulba et al. 2015) beschrieben werden.

Gemessen wurde die Oxidationskraft haufig mit dem Indikator Methylenblau, der, reduziert mit
Natriumdithionid, ein farbloses Leukomethylenblau ergibt. Bei Oxidation des
Leukomethylenblau an der Wurzel farbt sich diese zuriick zu Methylenblau (Trolldenier 1996).
Dies kann Aufschluss Uber den Sauerstoff an der Wurzel geben und so auch Uber die
Oxidationskraft, was einige Studien bereits erfolgreich zeigten (Trolldenier 1988; Trolldenier
1996; Jiménez et al. 2021).



3 Material und Methoden

3.1 Vorbereitung des Materials und Vorversuche

Die im Versuchsaufbau des Experiments verwendeten Materialien sollten die Methodik zur
Auswertung der Oxidationskraft verbessern. In der Bachelorarbeit von Herrn Handschuh
(Handschuh 2020) wurden dreidimensionale Erlenmeyerkolben verwendet, in der die
Reiswurzeln fotografiert wurden. Das Ziel in der hier vorliegenden Arbeit war es, die Methodik
zu erweitern und die Bildqualitat zu verbessern. Als neuer Ansatz wurde ein mdglichst flaches,
transparentes Gefal gesucht, sodass beidseitig Fotos zur Datenauswertung gemacht werden
konnten. Durch die flachige Verteilung der Wurzel sollte zudem ein reprasentativerer
Ausschnitt der Wurzel erfasst werden. Das gewahlte Gefal} sollte so angepasst werden, dass
die Pflanze Uber entsprechende Bohrungen bzw. Aussparungen und mittels Schlduchen mit

Flissigkeit versorgt werden kann.

Diese Arbeit wurde in den Raumen des Hans-Ruthenberg-Instituts des Fachgebiets

Wasserstress-Management bei Kulturpflanzen in den Tropen und Subtropen durchgefuhrt.
3.1.1 Gefal®

Die zur Auswahl stehenden Gefalle waren Zellkulturflaschen in verschiedenen Gréen und
zwei quadratische Petrischalen in ahnlicher Grofie. Die beiden Zellkulturflaschen hatten eine
unzureichende Gréfle und Breite fir die Reiswurzeln. Ein schmaleres Gefall wie die
Petrischalen kam im Vergleich dazu eher in Frage, da hier die bessere Verteilung der Wurzeln
mdglich ist. Schlussendlich wurde sich aufgrund der vielversprechenden Mdglichkeit bei der
Auswertung durch die flachige Wurzelverteilung flir die quadratische Petrischale
(120x120x17mm) (siehe Tabelle 1) entschieden.

Alle Gefalte bestehen aus demselben Material, Polystyrol (PS). Allerdings ist transparentes
PS i.d.R. sehr spréde und entsprechend empfindlich bei mechanischer Bearbeitung. Um die
GefalRe an das fir den Versuch vorgesehene Design anzupassen, erfolgte die mechanische
Bearbeitung mit Hilfe einer geeigneten Bohrlehre. Durch eine fixe Aufnahme des Werkstlcks
an der Lehre und zusatzlichen Schutz der Gehauseoberflache durch ein passendes
Gegenstick an Ober-& Unterseite der Gefalde, war beim Bohren der nétige Schutz vor Rissen
im Polystyrol gewahrleistet. Hierbei konnten Unterteil und Deckel der Petrischale einfach
aufgesetzt werden und mit Holzplatten oberhalb fixiert werden (Abbildung 1). Die

Wahrscheinlichkeit fur ungewinschte Risse beim Bohren der Locher konnte dadurch stark



reduziert werden. Mit der eingesetzten Standbohrmaschine und Bohrlehre aus Holz konnte die

relativ groRe Menge an Petrischalen mit einer geringen Ausschussrate bearbeitet werden.

Abbildung 1: Vorgehen der Locherbohrungen der Petrischalen. Links: Auf die Lehre aufgesetzte
Petrischale (Deckel vorne und Unterseite hinten). Rechts: Gegenstlicke zum Aufsetzten auf die Leere,
um ein Zerspringen des Plastiks zu verhindern.

Fir das mittige Loch flr die Pflanze wurde ein Holzbohrer mit 8mm Durchmesser verwendet,
fir die beiden seitlichen Locher fiir Schlauche ein Holzbohrer mit 5mm Durchmesser, wobei
die seitlichen Loécher im Gegensatz zum mittigen Loch nahe an die lange Seite gebohrt
wurden, damit nur das Unterteil gebohrt werden musste. Fir das mittige Loch wurden Deckel
und Unterteil angebohrt. Die Schlauche fir das Begasen mit Stickstoff sowie fir die Flussigkeit
wurden mit Silikon am Loch bzw. seitlich fixiert. Fur einen stabilen Stand wurden die Gefalle
durch Foldback Biroklammern (siehe Tabelle 1) fixiert. Detaillierte Male sind in Abbildung 2

zu sehen.



\ / Schlauch fir N2 — Schlauch fiir Indikator

Offnung fiir die Pflanze

N

X

Silikon
Pipettenspitze

Apy Lécher flr N2-Verteilung

Abbildung 2: Aufbau des Gefales fiir die Reispflanzen: Lange, Breite, Hohe, Durchmesser & Abstand
der Lécher. Durchmesser sind mit ,D gekennzeichnet.

3.1.2 Isolation/Dichtigkeit

Um die Ober- & Unterschale wasserundurchlassig zu verschlielen und ein Auslaufen des
GefaRes wahrend des Experiments zu verhindern, wurde mit verschiedenen Materialien
experimentiert. Erste Versuche wurden mit Knauf Kiichen-Silikon durchgefihrt, aufgrund der
Lebensmittelneutralitdt, dem vergleichsweise schnellen Trocknen und Gebrauch flr
Kunststoffe. Probleme zeigten sich bei Verwendung von zu wenig Silikon, aber auch bei zu
kurzer Trockenzeit. Es entstanden teilweise undichte Licken. Diese entstanden vor allem
durch nur einmaliges Aufbringen des Silikons auf der Inneren Kante des Gefalles. Bei
zusatzlichem VerschlieRen am aufleren Rand war das Gefall nach spatestens 15 bis 20
Minuten wasserdicht. Die Unsauberkeit der Verarbeitung des Silikons kann unter Umstanden
dazu flhren, dass die Flachen des Gefalies verschmutz werden. Verunreinigungen mussten

vor dem Fotografieren gesaubert werden.

Als Alternative wurden Versuche mit Butyl-Rundschnur und 2 Komponenten Knetmasse (AGT,
siehe Tabelle 1) durchgeflihrt. Hierbei ist ebenfalls ein Auftragen am dufReren Rand von Vorteil
und ausreichend Material wichtig. Das Butyl war ahnlich wie Knete zu handhaben und war
daher sauberer in der Verwendung. Die Butyl-Rundschnur sowie AGT 2 Komponenten

Knetmasse erwiesen sich als nicht dicht.

Durch verschiedene Versuche wurde sich schlussendlich fiir die Variante mit Silikon

entschieden, bei der reichlich Silikon in zwei Schichten, auf der Innenseite und aul3en an der
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Fuge, aufgetragen wurde und danach mit einem mit Spuimittel-/Wasserlésung benetztem

Finger verteilt und glatt gezogen wurde.

Nach dem Einbringen der Pflanze sollte an dazu vorgesehenen Offnungen des Gefales der
entstehende Spalt zwischen Gefall und Pflanze mit Schaumstoff und Knete abgedichtet
werden. Zunachst wurde Knete von TeDi verwendet, allerdings stellte sich diese als

wasserldslich heraus. Wachsbasierte Plastilin-Knete (Noris 8420, Staedler; siehe Tabelle 1)

dagegen war nicht wasserldslich und eignete sich daher besser.

Produktname Malie & Material Materialnummer
Gefald ZELLKULTURFLASCHE, 250 ML, 75 cm?, PS, 658175
CELLSTARTC TRANSP
50 ML, 25 cm?, PS, 690175
TRANSP.
PETRISCHALE, QUADRATISCH; | 120 X 120 X 17 mm, PS 688102
MIT NOCKEN
ONEWELL PLATE, 127,8/85,5 mm, PS 670102
ABDECKPLATTE, NOCKEN
Abdichtung | Creative Kids Knete, TeDi - (keine Angabe) - (keine Angabe)
Plastilin-Knete Noris 8420, Plastilin 8420 C10 ST
Staedler
AGT 2 Komponenten Knetmasse Epoxidharz NX5921-944
Knauf Kiichen-Silikon Silikon, Transparent, 300ml Artikelnummer: 00007949
Butyl-Rundschnur Rolle schwarz @ 3mm, 16m, Artikelnummer: 1253
Butylkautschuk
(Polyisobutylen)
Stander Westcott Foldback-Klammern, 50mm x 31,9mm x 25,1mm Artikelnummer: E-10705 00
50mm
Westcott Foldback-Klammern, 15mm x 8mm x 6,5mm Artikelnummer: E-10700 00
15mm

Tabelle 1: Materialauswahl mit Produktname, Malke & Material sowie Materialnummer. Verwendete
Materialien im Hauptversuch sind grau unterlegt.

3.1.3 Herstellung des Indikators

Hierbei sollte vor allem die Luftabdichtung der verschiedenen Materialien gepruft werden. Die
Schlduche wurden vorzeitig mit Silikon am Gefall befestigt. Danach wurden die Pflanzen in
die Gefalle gelegt und Silikon bzw. Butyl-Rundschnur zum VerschlieRen benutzt. Bei ersten
Versuchen wurden ca. 20 Minuten spater die Gefale vollstdndig mit Agar-Losung befullt.
Wahrend dem Befullen wurden die Gefalle mit Stickstoff begast, um eine vorzeitige Oxidierung
zu verhindern. In den ersten Versuchen mit Agar wurde dieser direkt zusammen mit
Natriumdithionid und Methylenblau angeruhrt. Hierbei entstanden deutlich sichtbare Flocken

(siehe Markierung 1, Abbildung 3), die sich auch am Boden und an der Wurzel festsetzten.

Der mit Methylenblau versetzte Agar hinterlie® zudem Schlieren (vgl. Markierung 2, Abbildung
3). Aullerdem wurde durch das starke Begasen durch Stickstoff viel FlUssigkeit wieder
hinausgedruckt (vgl. Markierung 3, Abbildung 3) und so fand direkt eine Oxidation mit dem
Sauerstoff an der Flussigkeitsoberflache statt (vgl. Markierung 4, Abbildung 3).



Abbildung 3: Erste Methylenblau-Versuche nach kurzer Zeit (links) und nach einem Tag (rechts)

Durch ein vorzeitiges Erhitzen des Agars auf ca. 100°C und Abkihlen sowie eine andere
Reihenfolge der Losung der Stoffe, konnte die Indikatormischung optimiert werden. So wurde
zuerst der bereits geloste Agar mit geléstem Methylenblau vermischt und danach
Natriumdithionid hinzugegeben. Hierbei bildeten sich nur sehr geringe Mengen an blauen

Flocken und Schlieren.
3.1.4 Optimierung der Stickstoffbegasung

Der starke Druck der Gasflasche fiihrte auch dazu, dass die Wurzeln umhergewirbelt wurden
(vgl. Markierung 5, Abbildung 3) und das Bild nicht gut auswertbar war. Weitere Versuche
beinhalteten eine Veranderung der Anmischung des Agars, sowie eine Schwachung der
Begasung, um die Wurzeln méglichst aufgefachert zu halten. Durch eine Verwendung von
einer dunnen Pipettenspitze konnte der Druck deutlich verringert werden und die Wurzeln
blieben weitgehend breitflachig. Weiterhin wurden in spateren Versuchen kleine Locher in den
Schlauch seitlich mittels einer erhitzten Nadel eingeschmolzen (vgl. Abbildung 2), um ein

gleichmaRiges Begasen im Gefall zu ermdéglichen.
3.2 Pflanzenanzucht

Es wurden sechs Sorten Nassreis (Oryza sativa L.) und 20 Pflanzen pro Sorte angepflanzt.
Dies waren Suakoko 8, eine gegen Eisentoxizitat tolerante Sorte (Audebert und Sahrawat
2000) und Pokkali, welche sich in vorangegangenen Studien als ,Excluder” im Hinblick auf ihre

Anpassungsmechanismen an Eisentoxizitat erwiesen hatten (Engel et al. 2012). Die ebenso
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verwendeten Sorten Sahel 108 und ITA212 wurden von Engel et al. 2012 als gegen
Eisentoxizitat tolerante Sorten definiert, wobei letztere Sorte auch als ,Includer” bezeichnet
wurde. Weitere Sorten in diesem Experiment waren die sensitiven /IR31785-58-1-2-3-3 (im
Folgenden IR31785) und IR64.

Das Saatgut, aus Hohenheim stammend (vgl. Tabelle 2), wurde in den ersten zwei Tagen im
Dunklen vorgekeimt. Dies geschah in Plastikschalen mit deionisiertem Wasser bei
Zimmertemperatur. Anschlie®end wurden die Keimlinge in Sand umgesetzt und in die
Klimakammer bei 25 °C und 40-50% Feuchtigkeit am Tag, 20 °C und 50% Feuchtigkeit bei
Nacht kultiviert.

Reissorte Suakoko 8 Pokkali ITA212 Sahel 108 IR31785-58- | IR64
1-2-3-3
Jahr der 2016 2021 2009 2021 2020 2020
Vermehrung
Herkunft Africa Rice IRRI Ndiaye/Senegal IRRI IRRI IRRI
Benin, Julia Hohenheim | (Sabine Stiirz) Hohenheim Hohenheim Hohenheim

Tabelle 2: Herkunft und Jahr der Vermehrung des Saatguts.

Jeden zweiten bis dritten Tag wurde deionisiertes Wasser aufgefullt und die Temperatur
nachgeregelt. Diese war in den ersten Tagen schwankend aufgrund von UnregelmaRigkeiten
beim Betrieb der Klimakammer, befand sich aber im Mittel bei 22,16 °C. Die Relative
Feuchtigkeit war im Mittel bei 57,5 %.

Am 11. Tag nach der Keimung wurden die Sandboxen mit den Pflanzen in 25%ige Yoshida
Nahrlésung (Original Yoshida Culture Solution, vgl. Tabelle 3) versetzt. Die Sorte ITA212
keimte im Gegensatz zu den anderen Sorten nicht, weshalb diese nicht aus dem Sand

umgesetzt werden konnte und sie vom Experiment ausgeschlossen wurde.

Element Chemikalie Stocklésung [g/L] | Stocklésung pro finaler | Léslichkeit
Lésung (Arbeitslosung) | [g/L]
[mL/L]

N NH4NO3 114,25 1 2089

P NaH.PO4 * 2H,0 50,38 1 850

K K2S04 89,25 1 111

Ca CaClz* 2H20 146,73 1 986

Mg MgSQO4* 7H20 405,00 1 710

Citronenséaure CeHsO7 14,875 750

Fe FeCl; * 6H,0 9,6250 685

Mn MnCl; * 4H,0 1,8750 700

Zn ZnS0O4 * 7TH,0 0,0438 1 965

Cu CuSO04 * 5H0 0,0398 203

Mo (NH4)sM07024 * 4H,0 0,0920 430

B H3;BOs 1,1675 50

Alle Mikronahrstoffe wurden in ca. 30ml destilliertem Wasser aufgelést. Diese wurden nacheinander zur

Schwefelsaure H.SO4 (600ml destilliertes Wasser, 2000ml Becherglas, 50ml H.SO.) hinzugefligt. Danach wurde

bis zu 1L destilliertes Wasser aufgefiilit.

Tabelle 3: Original Yoshida-Nahrlésung.
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Die funf Sorten Suakoko 8, Pokkali, Sahel 108, IR31785 und IR64 wurden am 15. Tag zu je

12 Pflanzen pro Box aus dem Sand in 2 Boxen mit 25%iger Yoshida Nahrlésung versetzt.

Um Randeffekte der Box auszuschalten, wurde eine Blockrandomisation mit Microsoft Excel
(Version 16.61) vorgenommen (vgl. Abbildung 4). Hierbei wurden, um das Scoring zu

ermdglichen, drei Pflanzen je Sorte nebeneinandergesetzt.
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Abbildung 4: Randomisierungsplan der Boxen: links fir die unter Eisenstress versetzten Reispflanzen,
rechts fUr die nicht behandelten Reispflanzen.

Am darauffolgenden Tag wurde die Nahrlésung zu einer 50%igen Yoshida getauscht. In
100%ige Yoshida Nahrlésung wurde dann am 19. Tag gewechselt. Diese 100%ige Yoshida
Nahrlésung wurde wochentlich gewechselt und Flissigkeitsverluste wurden alle 1-2 Tage mit
deionisiertem Wasser wieder aufgeflllt. Der pH-Wert wurde bei jedem Nahrldsungswechsel

auf 5,7 eingestellt.

3.3 Eisenstress

An Tag 30 wurde eine der Boxen mit Reis unter 500ppm Eisenstress versetzt. FeS047H.0O
wurde zu 17,9 g abgewogen. 5 Liter der 100%igen Nahrldsung wurden in die Box mit
Eisenbehandlung gefullt und anschliefend mit Stickstoff begast. Hierbei wurde der pH-Wert
auf 7 eingestellt, da das zugegebene Eisensulfat den pH-Wert stark absenkt, eine Korrektur
allerdings nicht nachtraglich durch Zugabe von Lauge mdglich ist, da hierbei unldsliche
Eisenverbindungen ausfallen. Durch die Einstellung des PH auf 7 gelangt man mit dem

geldsten Eisensulfat zu einem pH-Wert von ca. 5,5.

Das abgewogene Eisen wurde dann in 2 Litern Nahrlésung geldst und anschlieRend unter
Stickstoffbegasung zu der 5 Liter-Nahrlésung gegeben. In den folgenden 7 Tagen wurde die
Box mit den unter Eisenstress versetzten Reispflanzen alle 2 Stunden fir 15 Minuten mit

Stickstoff begast, um eine Ausféallung von Eisen als Fe(OH). zu verhindern. Die Box mit den
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nicht unter Stress versetzten Pflanzen wurde zur Herstellung vergleichbarer Verhaltnisse

ebenfalls mit Stickstoff begast.
3.4 Blatt-Scoring

Am 37. Tag nach Keimung bzw. eine Woche nach Versetzung unter Eisenstress wurde der
Eisenstress evaluiert sowie die Oxidationskraft bestimmt. Nach der von Asch et al. 2005 um
Eisenstress erweiterten ,Standard Evaluation System for scoring for leaf blast (Pyricularia
oryzae) lesions® (IRRl 1996) wurden zunachst sechs unter Eisenstress stehende Pflanzen pro
Sorte visuell gescort. Die Prozentzahlen bzw. Boniturwerte sind wie folgt definiert: 0-9=1 (keine
Symptome); 10-19=2; 20-29=3; 30-39=4; 40-49=5; 50-59=6; 60-69=7 ;70-79=8; 80-89=9; 90-
100=10 (totes Blatt).

3.5 Messung der Oxidationskraft

Nach Armstrong und Armstrong 1988 wurden 0,1 g/L Agar, 0,012 g/L Methylenblau und 0,13g/
L Natriumdithionid (Na>S.04) verwendet. Um eine zu schnelle Oxidation des Indikators zu
verhindern, wurde dieser in Chargen angeruhrt. Flr sechs Pflanzen wurde ein Liter angertihrt,
wobei zunachst der Agar in der Halfte des deionisierten Wassers geldst und auf 100°C erhitzt,
danach in kaltem Wasserbad auf mindestens 25 °C fur die Pflanzen abgekihlt wurde. In der
anderen Halfte des deionisierten Wassers wurde Methylenblau geldst, wobei hierbei die
Lésung direkt fur wenige Minuten mit Stickstoff begast wurde. Die Begasung der Losung mit
Stickstoff ist die effektivste Methode, um Sauerstoff zu eliminieren (Butler et al. 1994).
Aufgrund des hohen Stickstoffverbrauchs und der guten Ergebnisse mit kurzer
Stickstoffbegasung wurde darauf verzichtet, die Lésung fur Gber 20 Minuten mit Stickstoff zu
begasen. Im Folgenden wurde das Methylenblau mit dem Agar vermischt, Natriumdithionid

hinzugegeben, wieder kurzfristig mit Stickstoff begast und der Deckel gut verschlossen.

Die kurz in deionisiertem Wasser abgewaschene Pflanzenwurzel wurde mit Ceaprenstopfen
zur Abdichtung zunachst so in der vorbereiteten Petrischale ausgelegt, damit die Wurzel
moglichst flachig verteilt war. Die Ceaprenstopfen waren zuvor angefeuchtet und mit Vaseline
benetzt. Auf die Innenseite des Deckelrandes wurde Silikon aufgetragen, bevor die Petrischale
verschlossen wurde, und in der Fuge wiederholt mit Silikon abgedichtet wurde. Weiterhin
wurde die Offnung fiir die Pflanze mit Knete verschlossen, um Diffusion von Sauerstoff in die

Lésung zu minimieren.

In das durch die Klammer stabil stehende Gefall wurde danach die Indikatormischung durch

den kurzeren Schlauch eingefullt und durch den anderen Schlauch mit Stickstoff vorsichtig fur

13



wenige Sekunden begast, um verbleibenden Sauerstoff zu entfernen. Im Anschluss wurden
die Schlauche mit den kleinen Klammern abgeklemmt. Der Aufbau ist in Abbildung 5 gezeigt.
So wurde mit allen finf Sorten zu je 6 Pflanzen verfahren, aufgeteilt in Pflanzen, die unter

Eisenstress gestanden hatten und den unbehandelten Pflanzen.

Kleine Klammern

Schlauch fur
Indikatorflissigkeit

—Silikon

GroRRe Klammer

Abbildung 5: Aufstellung der Pflanze im Gefal, befiillt mit der Indikatormischung. Die Aufnahme von
der unter Eisenstress versetzten Sorte Pokkali wurde 1 Stunde nach Befillung mit der
Indikatormischung aufgenommen. Oben links: Schlauch flr Begasung mit Stickstoff, abgedichtet durch
kleine Klammer. Oben rechts: Schlauch zur Beftillung mit Indikatorfllissigkeit, abgedichtet durch kleine
Klammer. Oben Mitte: Offnung fiir Pflanze. Pflanze gehalten durch Ceaprenstopfen und durch Knete
(blau) abgedichtet. Unten Mitte: groRe Klammer, welche das Gefal} stabilisiert. Silikon ist um das ganze
Gefald aufgetragen.

3.5.1 Fotoaufnahmen

Eine Nikon D5600 mit dem Objektiv Sigma 18-300mm wurde verwendet, wobei aufgrund des
geringen Platzes die Brennweite auf 18mm gestellt war. Die Kamera wurde auf eine
Belichtungszeit von 200 eingestellt mit einer Blende von F22 und ISO 640. Die GefaRe
wurden beidseitig und nahezu stindlich aus 19cm Entfernung zur Kamera und 12cm zum
abgerundeten Hintergrund fotografiert. Auch wurden zwei Standard-Blitze (N/IKON SB-28 und
MEIKE MK-900 mit einem MEIKE Trigger System) mit der Leitzahl 42 und einer Einstellung
von 64 verwendet, um Schatten in Vorder- und Hintergrund zu eliminieren. Die Aufstellung
ist in Abbildung 6 skizziert.
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Abbildung 6: Aufstellung und Abstande der Kamera, Blitze und Gefall. Rechte Winkel sind durch einen
Viertelkreis gekennzeichnet. Die Kamera ist 19cm zum Gefal entfernt, der Hintergrund 12cm. Der
weille Hintergrund ist nach unten hin angeschragt. Die Blitze auf beiden Seiten sind mit 12,5cm bzw.
42cm zum Hintergrund entfernt ausgerichtet.

3.5.2 Bilddatenauswertung

Die Auswertung der Fotos der Wurzeln wurde mit dem Open Source Programm (Fiji is Just)
Imaged (Version 2.3.0/1.63q) sowie mit dem Programm WinRHIZO 2021b (Regular)
durchgefiihrt, nachdem mit GNU Image Manipulation Program (GIMP 2.10.30) gleichwertige

Ausschnitte ausgewahlt wurden.

Das Programm Image J beinhaltet unter anderem die Funktionen der Flachenberechnung und
Farbtonerkennung. Dies erméglicht die Berechnung der Wurzelflache sowie die Berechnung
der oxidierten, blauen Flache. Ziel war es, die Oxidationskraft der Wurzeln Uber die Zeit zu

definieren mit Hilfe der gesamten Wurzelflache und der blau verfarbten Wurzelflache.

Der Wert Oxidativitat wurde als Definitionsmerkmal verwendet und beschreibt den zeitlichen
Anstieg der nach Handschuh 2020 definierten ,,Oxidationsfreudigkeit®, also dem Verhaltnis der
oxidierten Wurzelflache zur Gesamtwurzelflache, multipliziert mit der Intensitat der Oxidation,
wobei die Intensitat durch die mittlere Blausattigung definiert ist. Die ,Oxidationsfreudigkeit”
soll im Folgenden als ,Oxidationsaffinitat bezeichnet werden, um gréRere Betonung auf die
Neigung und Kraft der Pflanze zur Oxidation an der Wurzel zu legen.

L o oxidierte Wurzelflache L
Oxidationsaffinitdt  ~Sesamtwurzelfiache x |Intensitat der Oxidation

Zeiteinheit Zeiteinheit

Oxidativitat =
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Verbleibende Luftblasen oder Schlauchreste im Bild wurden mit dem Paintbrush eliminiert,
sodass lediglich die Wurzel selbst eingegrenzt werden konnte. Aufgrund der Grofle der
Wurzeln und des teilweise zu kleinen Gefalles wurde ein mittiger Ausschnitt mit den Mallen
8cm (Breite) und 7,5cm (Hohe) ausgewahlt. Die bekannten Mal3e im Foto konnten angegeben

werden und das Foto kalibriert werden.
3.5.2.1 Eingrenzung der Wurzelflache

Mit der Threshold Funktion von Imaged kann nach einer Konvertierung des Fotos in
Graustufen die Wurzel eingegrenzt werden, wobei deren Ober- und Untergrenzen zwischen 0
und 140 bis 255 eingestellt wurden. AnschlieBend kann die ausgewahlte Wurzelflache

berechnet werden. Genaue Schritte sind in Tabelle 4 zu sehen.

Berechnung der Wurzelflache mit Threshold

Konvertieren des Fotos in
Graustufen und Binar
(Voraussetzung fur
Threshold):

Image =2 Type > 8-bit

Abgrenzung der Wurzel vom
Hintergrund:

Image > Adjust 2 Threshold

Process - Binary > Make
Binary

Berechnung der Flache
(Threshold):

Analyze 2 Measure
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Berechnung der oxidierten Wurzelfldche & Blausattigung

Maske erstellen: Binary der
Gesamtwurzelflache wird
als Maske fir das
Originalbild verwendet

Process 2 Image Calculator >
ADD Images

Auswahlen der
blaugefarbten Flache im
HSB-Farbraum

Image > Adjust - Color
Threshold = Select

Flachenmessung
Image 2 Analyze 2 Measure

Blaugefarbte Flache ausgewahlt (links) und selektiert (rechts)

Uberfihrung in den HSB-
Farbraum

Type = HSB-Stack
Analyze 2 Histogram

0

N: 199026 Min: 15

Mean: 33.580 Max: 113
StdDev: 16.159 Mode: 15 (9173)
Value: 162 Count: 0

Foto im HSB-Farbraum mit ausgewahlter Blau-Flache (links) und
Histogram (rechts)

Tabelle 4: ImagedJ — Vorgehen zur Analyse der Wurzelfotos (Berechnung der gesamten Wurzelflache &
oxidierten Wurzelflache sowie Blausattigung). Genaue Anweisungen in Imaged sind durch graue
Kursivschrift hinterlegt.

3.5.2.2 Berechnung der oxidierten Wurzelflache

Um die Flache der blauen Pixel zu berechnen, wurde zunachst eine Maske mit Hilfe der zuvor
festgelegten gesamten Wurzelflache erstellt. Somit wird keinerlei Blaufarbung im Bereich der
umgebenden FlUssigkeit mit einberechnet, lediglich die blau verfarbte Flache der Wurzel
selbst. AnschlieRend wurde die blau verfarbte Flache mit Hilfe der ,Color Threshold* Funktion

eingegrenzt und berechnet, sowie ein Histogramm fur den Blauton erstellt (vgl. Tabelle 4).
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Nach Handschuh 2020 wurde als Grenzbereich ein Farbton von 85 bis 255, eine Sattigung
von 15 bis 255 und eine Helligkeit von 0 bis 255 ausgewahlt. Anschliefiend wurde das Bild in

den HSB-Farbraum tberflhrt, um den Wert der Sattigung und deren Verteilung zu erfassen.

Die Erfassung der Blaufarbung im RGB-Farbraum ist auch mdglich, allerdings suboptimal, da
hohere Mittelwerte zwar den Anteil des Blautons anzeigen, aber keinen Aufschluss darlber
geben, wie blau der Ausschnitt des Bildes ist. Hier kann zum Beispiel Wei3blau anndhernd
100% Blau beinhalten, da die Farbe Weil3 in RGB durch 100% Blauanteil definiert ist.

3.5.2.3 Berechnung der Verfarbung der Flussigkeit

Die Verfarbung der Indikatorflissigkeit wurde ahnlich wie die Wurzelverfarbung berechnet. Es
wurden jeweils drei Ausschnitte am linken oberen Rand des Gefaldes ausgewahlt, da hier
keine zu hohe Belichtung durch den Blitz gegeben war. Die Ausschnitte wurden in den HSB-

Farbraum Uberfuhrt, die Sattigung wurde gemittelt.

Aufgrund der sichtlichen Verfarbung der Flissigkeit der eisenbehandelten Pflanzen wurde die
Nahrlésung mit Eisen und ohne Eisen, die fir die Anzucht verwendet wurde, in kleinen
Reagenzglasern mit der Indikatormischung vermischt. Hierbei sollte getestet werden, ob das

Eisen selbst einen Einfluss auf das Leukomethylenblau hat.
3.6 Wurzelmorphologie

Um die dreidimensionale Oberflache der Wurzel zu berechnen sowie eine Klassifizierung in
Fein-, Kron(Nodal)- & Restwurzeln zu unternehmen wurde die Software WinRHIZO genutzt.

Zuvor wurde mit Hilfe von ImageJ ein binares Foto erstellt.

Nach Handschuh 2020 wurden Feinwurzeln mit einem Durchmesser von 0 bis 0,2 mm
klassifiziert und Kronwurzeln von 0,2 bis 1,2 mm. Eine dritte Klasse zwischen 1,2 bis 10 mm

Durchmesser wurde definiert, um groflere Wurzelreste von Kronwurzeln abzugrenzen.
3.7 Statistische Auswertung und Grafik

Alle Daten wurden mit Microsoft Excel (Version 16.61.1) analysiert und ausgewertet. Graphen
und Diagramme wurden ebenfalls mit Microsoft Excel erstellt. Verwendet wurden
Signifikanzanalysen und t-Tests mit einem Signifikanzniveau von a = 0,05. Fur die Regression

wurden in Excel Trendlines (Methode der kleinsten Quadrate) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Unterschied der beidseitigen Fotos

Jede Wurzel zu jedem Zeitpunkt wurde von Vorder- & Rickseite fotografiert und die beiden
Ergebnisse der beidseitigen Fotos jeder der 30 Pflanzen stets gemittelt. Die Differenzen der
beidseitigen Fotos unterschied sich von Pflanze zu Pflanze. Durchschnittlich waren die
Differenzen der ,Oxidationsaffinitat® bei 4,29 (0=0,38). Beispielhaft sind in Abbildung 7 die
Ergebnisse der Oxidationsaffinitdt einer Reiswurzel der Sorte Suakoko 8 von Vorderseite
(weilder Kreis) und Ruckseite (grauer Kreis) sowie deren Mittelwert (Reckteck) dargestellt. Sie
zeigt, dass die Differenzen bei einem langeren Zeitraum tendenziell grofier waren. So war die
Differenz der Oxidationsaffinitat im Beispiel (siehe Abbildung 7) nach funf Stunden bei 37,99
und bei Stunde 0 nur bei 0,000055.

Suakoko
180

160 -
140 -
120 -
100 -

80 -
60 | @ Ruckseite

omo
]
ome
o m o

O Vorderseite

Oxidationsaffinitat

40 | C m Mittelwert
20 -

0 . T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [Stunden]

Abbildung 7: Ergebnisse der "Oxidationsaffinitat" exemplarisch anhand einer eisenbehandelten
Reispflanze (Sorte Suakoko 8) von Fotos der Vorderseite (weildes Kreissymbol), Rickseite (graues
Kreissymbol) und deren Mittelwert (Rechtecksymbol).

Veranderung des Verhaltnisses der oxidierten Wurzelflache zur Gesamtwurzelflache

Abbildung 8 sind ab dem Zeitpunkt 0, dem Beginn des Versuchs und des ersten Fotos, die
durchschnittlichen Verhaltnisse der oxidierten Wurzelflache zur Gesamtwurzelflache im
Zeitverlauf aufgetragen. Ein Wert von 100 bedeutet hierbei, dass die gesamte Wurzelflache
oxidiert ist. Der Mittelwert eisenbehandelter Wurzeln aller Sorten (Kreissymbol), die
Ergebnisse der eisenbehandelten Wurzeln der jeweiligen Sorte (Rechtecksymbol) sowie die
Ergebnisse der unbehandelten Wurzeln der jeweiligen Sorte (Dreiecksymbol) sind mit

Standardfehlern angegeben. Hierbei wurden Kubikfunktionen (in  Ausnahmefallen
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Quadratfunktionen oder Polynome hoheren Grades) des Verhaltnisses der oxidierten
Wourzelflache fur jede Reispflanze erstellt und Mittelwerte der Zeitpunkte nach Beginn des
Experiments gebildet. Es wurde bei den Polynomen definiert, dass flr das Verhaltnis keinerlei
Werte Gber 100 angenommen werden kdnnen, da die oxidierte Wurzelflache nie gréfler als die
Gesamtwurzelflache war, weshalb Werte des Polynoms >100 zu 100,00 umgewandelt

wurden.

Zu Beginn des Versuchs (Zeitpunkt 0) sind bei keiner Sorte signifikante Unterschiede zwischen
eisenbehandelten und ungestressten Wurzeln zu erkennen. Auch nach ein bis vier Stunden
konnten statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen Letzteren nachgewiesen
werden. Allerdings zeigt die Sorte IR64 trotz keiner Signifikanz (p=0,0641) mit 99,04 % bei
nicht eisenbehandelten Reiswurzeln nach einer Stunde ein hdheres mittleres Verhaltnis
oxidierter Flache als mit 73,40 % bei eisenbehandelten Reiswurzeln. Das Verhaltnis der
oxidierten Flache ist durchgehend bei allen Sorten nach einer Stunde durchschnittlich héher
bei den nicht eisenbehandelten Wurzeln im Vergleich zu den unter Eisenstress stehenden

Wurzeln.

Nach einer Stunde ist das Ergebnis der eisenbehandelten Wurzeln bei allen Sorten signifikant
héher im Vergleich zum Zeitpunkt 0 (p=0,0004 (Suakoko 8) ; 0,0094 (IR64) ; 0,0092 (IR31785);
6,7612 * 10° (Sahel 108); 0,0039 (Pokkali)). Ab der zweiten Stunde bis zur einschlieRlich
vierten Stunde sind mit einer Ausnahme keine signifikanten Unterschiede zum Zeitpunkt O bei
den eisenbehandelten Wurzeln mehr nachweisbar. Die Ergebnisse der Sorte Pokkali nach

zwei und vier Stunden unterschieden sich hingegen signifikant voneinander (p=0,0165).

Beim Vergleich der finf Sorten fallt auf, dass /R64 nach drei Stunden einen signifikanten
Unterschied (p=0,0306) zum gemittelten Wert aller Sorten hat. Bei der Sorte Sahel 108 sind
signifikante Unterschiede zum gemittelten Wert aller Sorten nach zwei Stunden zu erkennen
(p=0,0340).
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Abbildung 8: Verhaltnis oxidierter Flache zur Gesamtwurzelflache der Wurzeln aller Sorten von
eisenbehandelten (Rechtecksymbol) und unbehandelten (Dreiecksymbol) Reiswurzeln mit dem
Mittelwert der eisenbehandelten Reiswurzeln (Kreissymbol). Alle Ergebnisse sind mit Standardfehlern
angegeben. Ein Wert von 100 bedeutet, dass 100% der gesamten Wurzelflache oxidiert ist. Ergebnisse
von eisenbehandelten Reiswurzeln, die signifikant von Ergebnissen des gemittelten Wertes aller Sorten
abweichen, sind mit * gekennzeichnet. Ergebnisse von eisenbehandelten Wurzeln derjenigen Sorte,
welche signifikant voneinander abweichen, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet
(a=0,05). Unbehandelte Wurzeln haben an letzteren Zeitpunkten teilweise keine Ergebnisse, da hier
Uber einen kirzeren Zeitraum fotografiert wurde.
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4.2 Veranderung der Blausattigung

Abbildung 9 zeigt die Mittelwerte der Blausattigung der finf Sorten eisenbehandelter
(Rechtecksymbol) und nicht eisenbehandelter Wurzeln (Dreiecksymbol) sowie die gemittelten
Werte aller eisenbehandelten Sorten (Kreissymbol). Signifikante Unterschiede zwischen dem
Mittelwert der Blausattigung aller Sorten und den Werten der jeweiligen Sorte sind vor allem
bei der Sorte Suakoko 8 zu finden. So weicht der Wert von Suakoko 8 nach 2 Stunden
(p=0,0311) und 4 Stunden (p= 0,0444) signifikant vom gemittelten Wert Gber alle Sorten ab.
Auch bei der Sorte Pokkali weicht die Blausattigung zum Zeitpunkt O signifikant vom
gemittelten Wert Uber alle Sorten ab (p=0,0334).

Beim Vergleich der Blaufarbung zwischen den eisenbehandelten und nicht eisenbehandelten
Reiswurzeln sind bei allen Sorten bis auf Pokkali bei Zeitpunkt 0 (p=0,0114) keine signifikanten
Unterschiede wahrend den ersten beiden Stunden zu sehen. Unterschiede der Blaufarbung
zwischen eisengestressten und unbehandelten Wurzeln sind wiederum bei Suakoko 8
(p=0,0308) und IR64 (p=0,0081) signifikant.

Unabhangig von signifikanten Unterschieden zeigt der Trend, dass unbehandelte Reiswurzeln
nach 2 Stunden eine durchschnittlich niedrigere Blausattigung haben als eisenbehandelte
Reiswurzeln. Hierbei ist auffallig, dass bei IR64, IR31785, Sahel 108 und Pokkali die
unbehandelten Reiswurzel nach einer Stunde eine hdhere Blausattigung haben als die
eisenbehandelten Reiswurzeln. Auch ist die Blausattigung von eisen- & unbehandelten

Reiswurzeln bei Pokkali zum Zeitpunkt 3 auf dem gleichen Niveau.

22



160
140
120
100
80
60
40
20

160
140
120
100
80
60
40
20

Blausattigung der Wurzel

160
140
120
100
80
60
40
20

1 9d  8d*
| éc” 2 o gemittelter Wert aller Sorten
- X (eisenbehandelt)
T ® Eisenbehandelt
1 ab
i A Unbehandelt
1° Suakoko 8
i 5] d a d g c 5 ¢
_ gc° !b
| . i P!
. é b %a
. a
s IR64] 3 IR31785
l c B¢ c 8¢
¢ O g c :
_ A
4 4
a a’
] Sahel 108 % Pokkall
0 1 2 3 4 50 1 2 3 4

Zeit [Stunden]

5

Abbildung 9: Blausattigung der Wurzeln aller Sorten von eisenbehandelten (Rechtecksymbol) und
unbehandelten (Dreiecksymbol) Reiswurzeln. Zusatzlich ist der Mittelwert der eisenbehandelten
Reiswurzeln aller Sorten aufgezeigt (Kreissymbol). Alle Ergebnisse sind mit Standardfehlern
angegeben. Ergebnisse von eisenbehandelten Reiswurzeln, die signifikant von Ergebnissen des
gemittelten Wertes abweichen, sind mit * gekennzeichnet. Solche, die von unbehandelten Ergebnissen
abweichen, sind mit ° gekennzeichnet. (a=0,05). Unbehandelte Wurzeln haben an letzteren Zeitpunkten
teilweise keine Ergebnisse, da hier Uber einen kirzeren Zeitraum fotografiert wurde.
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4.2.1 Verteilung der Blausattigung im Zeitverlauf

Die Blausattigung der oxidierten Flache selbst nimmt im Zeitverlauf nicht nur unterschiedliche
Mittelwerte an, wie in Abbildung 9 zu sehen ist, auch zeigen die Sattigungshistogramme einen
deutlichen Unterschied des Anteils der Sattigung und damit wie gesattigt die Flache ist. Es
wurden Mittelwerte der Sattigungshistogramme von verschiedenen Zeitabschnitten gebildet
und die prozentuale Verteilung der Blausattigung bezogen auf die Gesamtflache an Pixeln des

jeweiligen Zeitabschnittes errechnet.

In Abbildung 10 sind die Mittelwerte der Histogramme der Blausattigung unbehandelter
(rechts) und eisenbehandelter (links) Reiswurzeln unterschiedlicher Zeitabschnitte
aufgetragen, wobei hier nicht die Anzahl der Pixel, sondern lediglich die prozentuale Verteilung
der gesamten Flache aufgezeigt ist sowie die y-Achse logarithmisch skaliert ist, um ein
leichteres Ablesen zu ermoglichen und eine Vergleichbarkeit zu erleichtern. Im Folgenden wird
der Sattigungswert 150 als Indikator fur héhere Sattigungswerte genutzt, um die Zeitpunkte

besser vergleichen zu kénnen.

Hierbei wird deutlich, dass bei eisenbehandelten Wurzeln Anfangs (Zeitpunkt 0) nur wenig
Blausattigung vorhanden ist bzw. vergleichbar helle Blauténe vorhanden sind und keinerlei
Sattigung Uber 60. Die hdchste Verteilung liegt hier bei einer Sattigung von 16 mit 24,01 % der
gesamten blaugefarbten Flache. Innerhalb der ersten Stunde ist eine mehr ausgeglichene
Verteilung zu sehen mit groeren Anteilen von héheren Sattigungswerten, wobei auch hier nur
minimale Flachenanteile (unter 4,02*10) Werte Gber 200 hatten. Zwischen der ersten und
zweiten Stunde sieht das Histogramm ahnlich aus, allerdings sind hier auch gréRere Anteile
der Flache mit hdheren Sattigungswerten versehen. So sind durchschnittlich 31,02 % der
Flache zwischen den ersten beiden Stunden mit Sattigungswerten Gber 150 versehen. Dies
sind innerhalb der ersten Stunde lediglich 0,8 % der gesamten Flache. Dieser Anteil an
hdheren Sattigungswerten erhoht sich weiter mit zunehmender Zeitdifferenz. Zwischen der
zweiten und sechsten Stunde nach dem ersten Foto sind durchschnittlich fast 60 % der Flache
bei einer Sattigung tber 150. Die Verteilung der Blausattigung im Histogramm verandert sich
nach 18 bis 24 Stunden: Aufgrund des hohen Anteils geringerer Sattigungswerte sind nur
durchschnittlich 45,10 % der Werte Uber Sattigungen von 150.

Die Blausattigung unbehandelter Reiswurzeln in Abbildung 10 (rechts) hat tendenziell eine
gleichmaRige Verteilung tber die Werte 0 bis 255 zu den Zeitpunkten 1 bis 24, wobei keinerlei
oxidierte Flache Sattigungswerte unter 15 hat. Weiterhin ist innerhalb des Zeitpunktes 0 keine
Flache bei einer Sattigung tUber 40. Nach 18 bis 24 Stunden sind fast 70 % der Flache (67,93
%) gesattigt mit Werten tber 150, nach 2 bis 6 Stunden sind dies nur ca. 30 % (32,07 %), also
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Anteil der Flache der Blausattigung [%]
(Logarithmus)

um die Halfte geringer als bei eisenbehandelten Wurzeln. Weiterhin ist die Flache im

Gegensatz zu den eisenbehandelten Wurzeln bei den unbehandelten Wurzeln zwischen der

ersten und zweiten Stunde nur zu ca. 9 % mit hdheren Sattigungswerten (>150) versehen.
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Abbildung 10: Mittelwerte der Histogramme aller unbehandelten (rechts) und eisenbehandelten (links)
Reispflanzen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Sattigung wird als ein Wert zwischen 0 bis 255
angegeben, wobei 0 keine Sattigung beschreibt und 255 die hdchste Sattigung (sehr dunkel). Die y-
Achse zeigt als Logarithmus (es sei auf die Achsenbeschriftung zu achten) den prozentualen Anteil der
Flache der Blausattigung, weshalb Blausattigungswerte von 0 als keine Werte bezeichnet sind

16-24

Abbildung 11 sind die Verteilungen der Blausattigung eisenbehandelter Reispflanzen aller flnf
Sorten aufgetragen. Die Verteilungen sind ahnlich zwischen den Sorten, allerdings ist bei den
Sorten IR31785, Sahel 108 und Pokkali eine erhéhte Verteilung von Flachen zum Zeitpunkt 0
bei Werten einer Blausattigung zwischen 20 und 60 zu erkennen. Dies ist bei Suakoko 8 und
vor allem /IR64 nicht der Fall.

25



1,0E+02
1,0E+01
1,0E+00
1,0E-01
1,0E-02
1,0E-03
1,0E-04
1,0E-05

1,0E-06
1,0E+02

1,0E+01
1,0E+00
1,0E-01
1,0E-02
1,0E-03
1,0E-04
1,0E-05

1,0E-06
1,0E+02

1,0E+01
1,0E+00
1,0E-01
1,0E-02

Anteil der Flache der Blausattigung [%] (Logarithmus)

1,0E-03 -

1,0E-04
1,0E-05
1,0E-06

Suakoko 8 _
. ——Zeitpunkt 0
| innerhalb der ersten
J Stunde
zwischen Stunde 1-2
J ——zwischen Stunde 2-6
i ——nach 16-24 Stunden
IR31785
0 Sahel 108
| Lf ’1/ 5
i 2-6
16-24
] T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Blausattigung

Abbildung 11: Mittelwerte der Verteilung der Blausattigung fur alle funf Sorten der eisenbehandelten
Wurzeln zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Sattigung wird als ein Wert zwischen 0 bis 255
angegeben, wobei 0 keine Sattigung beschreibt und 255 die héchste Sattigung. Die y-Achse zeigt als
Logarithmus (es sei auf die Achsenbeschriftung zu achten) den prozentualen Anteil der Flache der
Blausattigung, weshalb Blausattigungswerte von 0 als keine Werte bezeichnet sind.
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4.2.2 Unterschied der Blausattigung uber einen langeren Zeitraum

Um die Veranderung der Blausattigung der Wurzeln Uber einen langeren Zeitraum zu
vergleichen, wurden die Werte des letzten Bildes am Tag des Experiments mit denen
verglichen, die am Morgen danach gemacht wurden. Die zeitliche Differenz liegt hierbei
zwischen 15,62 und 18,34 Stunden. Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der Blausattigung der
Wurzeln zwischen dem letzten Foto am Tage des Experiments und dem Foto am nachsten
Morgen aller eisenbehandelten (Rechtecksymbol) und unbehandelten (Kreissymbol)
Reiswurzeln. Es fiel auf, dass eisenbehandelte Wurzeln im Gegensatz zu den unbehandelten
Wurzeln eine geringere Blausattigung am folgenden Tag hatten, wie auch durch die negative
Steigung der eisenbehandelten ((1), m=-0,8191) bzw. positiven Steigung der unbehandelten
Reiswurzeln ((2), m=1,5774) erkennbar ist. Hier sank der Wert von 145,49 (0=1,6377) auf
131,37 (o =1,8950). Bei den unbehandelten Reiswurzeln war das Gegenteil der Fall: von
einem Mittelwert der Blausattigung von 124,52 (0=4,3399) stieg die Blausattigung am
folgenden Tag auf 150,25 (0=3,0667).
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Abbildung 12: Blausattigung der Wurzeln zwischen dem letzten Foto am Tage des Experiments und
dem Foto am nachsten Morgen von eisenbehandelten (weiles Recktecksymbol) und unbehandelten
(dunkles Kreissymbol) Reispflanzen. Auf der x-Achse ist die Zeit ab dem Zeitpunkt O bzw. dem ersten
Foto nach Beginn des Experiments, aufgetragen. Mit aufgezeigt sind die Regressionsgeraden der
Blausattigung pro Zeit der eisenbehandelten (1) und unbehandelten (2 Reispflanzen mit den
BestimmheitsmaRen R2.

Die Mittelwerte der Blausattigung der unbehandelten (dunkelgrau) und eisenbehandelten
Reiswurzeln (hellgrau) des letzten Fotos am Tage des Experiments (1) und des Fotos am

nachsten Tag (2) sind in Abbildung 13 zu sehen. Signifikante Unterschiede zwischen beiden
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Zeitpunkten konnten sowohl bei eisenbehandelten Wurzeln (p=1,05*10°) als auch bei

unbehandelten Wurzeln (p= 2,9539*107) festgestellt werden.
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Abbildung 13: Werte der Blausattigung zwischen unbehandelten und eisenbehandelten Wurzeln am
Tag des Experiments (1) und am folgenden Tag (2). Ergebnisse am folgenden Tag, die signifikant
unterschiedlich sind zum Ergebnis am Tag vorher waren, sind mit * gekennzeichnet. (a=0,05)

4.3 Oxidativitat im Sortenvergleich

Die Oxidativitat einer einzelnen Pflanze wurde flr eine Vergleichbarkeit zwischen den Sorten
als lineare Steigung der ersten drei Werte der Oxidationsaffinitat definiert. In Abbildung 14 sind
die Mittelwerte der Oxidativitat aller funf Sorten aufgetragen, aufgeteilt in Reispflanzen, die

unter Eisenstress standen und solche, die unter keinem Stress standen.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede bei den eisenbehandelten Pflanzen zwischen den
jeweiligen Sorten gefunden. Bei der Sorte Suakoko 8 konnte ein signifikanter Unterschied
(p=0,0233) zwischen den unbehandelten Pflanzen und den unter Eisenstress stehenden
nachgewiesen werden. Die eisenbehandelten Reiswurzeln hatten durchschnittlich eine um

15,46 hohere Oxidativitat als die unbehandelten Reiswurzeln bei Suakoko 8.
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Abbildung 14: Oxidativitat (anfangliche Steigung) aller Sorten, mit Eisen behandelt und unbehandelt.
Ergebnisse von eisenbehandelten Reiswurzeln mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant
unterschiedlich. Ergebnisse von eisenbehandelten Reiswurzeln, welche signifikant von den
Ergebnissen unbehandelter Reiswurzeln abweichen sind mit * gekennzeichnet. (a=0,05)

4.4 Veranderung der Oxidativitat

Durch Kubikfunktionen (in Ausnahmefallen Quadratfunktionen) wurde die Oxidativitat jeder
Reispflanze interpoliert, um die zeitliche Veranderung der Oxidativitdt zwischen Reissorten
vergleichen zu kénnen. Die Ableitung der Funktion Gber die Zeit zeigt die Veranderung der
~Oxidationsaffinitat bzw. der Oxidativitat,. Die Werte jedes Zeitpunkts (0,1,2,3,4 und 5) jeder

Sorte wurden gemittelt und so entstand eine Oxidativitats-Funktion jeder Sorte.

Abbildung 15 zeigt diese Oxidativitdten im Zeitverlauf jeder Sorte, mit Eisen behandelt und
unbehandelt. Bei drei von funf Sorten (/R64, IR31785 und Sahel 108) war der Mittelwert der
Oxidativitat der unbehandelten Sorten am Zeitpunkt 0 hdher als der der eisenbehandelten
Sorten. Allerdings waren hierbei keine Ergebnisse signifikant unterschiedlich zwischen
eisenbehandelten und unbehandelten Wurzeln. Lediglich zum Zeitpunkt 1 der Sorte Suakoko
8 (p=0,0287), Zeitpunkt 3 bei der Sorte IR64 (p=0,0360), zum Zeitpunkt 1 (p=0,0373) und 2
(p=0,0259) der Sorte IR31785 und Zeitpunkt 2 der Sorte Sahel 108 (p=0,0146) waren die
Ergebnisse signifikant verschieden zwischen eisenbehandelten und unbehandelten Pflanzen.
Dennoch Iasst sich der Trend erkennen, dass die Oxidativitat mit nur wenigen Ausnahmen ab

Stunde 1 bei den eisenbehandelten Wurzeln hoher ist.

Bei den Sorten Suakoko 8, Sahel 108 und Pokkali konnten zwischen allen Zeitpunkten (0-4)
signifikante Unterschiede nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Signifikanztests sind im
Anhang einsehbar (Tabelle 6). Bei den Sorten /R64 und /IR31785 waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zeitpunkten 0 und 1, 0 und 2, 1 und 2 sowie 0 und 3 zu erkennen.
Keiner der Werte der Oxidativitat der Reissorten war zu irgendeinem Zeitpunkt signifikant zum

gemittelten Wert aller Sorten verschieden.
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Abbildung 15: Oxidativitat aller Sorten, eisenbehandelt (Kreissymbol) und unbehandelt
(Rechtecksymbol) im Zeitverlauf mit den jeweiligen Standardfehlern. Ergebnisse von eisenbehandelten
Wurzeln mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant voneinander verschieden. Ergebnisse von
eisenbehandelten Wurzeln, die signifikant von Ergebnissen unbehandelter Wurzeln abweichen, sind mit
* gekennzeichnet (a =0,05). Unbehandelte Wurzeln haben an letzteren Zeitpunkten teilweise keine
Ergebnisse, da hier Uber einen kirzeren Zeitraum fotografiert wurde.
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4.5 Blatt-Scoring & Oxidativitat

Die in diesem Versuch untersuchten Reissorten unterschieden sich in den
Eisentoxizitatssymptomen der Blatter, die durch Scoring bonitiert wurden (Tabelle 5). So
unterschied sich Suakoko 8 signifikant von IR31785 (p=0,0195) sowie von Pokkali (p=0,0352).
Weiterhin hatten IR37785 und Sahel 108 (p=0,0195) sowie Sahel 108 und Pokkali (p=0,0352)
signifikant verschiedene Ergebnisse. Allerdings hatten Suakoko 8 und Sahel 108 mit einem

Mittelwert von 4 den geringsten Score und /R31785 mit 6,67 den hdchsten.

Sorte Scoring Standardfehler
Suakoko 8 4 +0,58 a

IR64 6 £0,58 ab
IR31785 6,7 +0,67 b,c
Sahel 108 4 £0,58 ab
Pokkali 6 £0,58 b,c

Tabelle 5: Blatt-Score aller fiinf Sorten mit Standardfehlern. Ergebnisse mit gleichen Buchstaben sind
nicht signifikant voneinander verschieden (a=0,05).

Vergleicht man den Blatt-Score der Pflanzen mit deren Oxidativitdt mit einer
Regressionsanalyse, waren keine signifikanten Zusammenhange feststellbar. Die Steigung ist
jedoch wie in Abbildung 15 erkennbar leicht positiv, was auf einen leicht positiven
Zusammenhang der Variablen hindeuten konnte. Das geringe Bestimmheitsmal (R?=0,141)

deutet allerdings weiterhin auf eine schwache Korrelation hin.

75 -
A +
70 - y = 1,7614x + 51,567
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5 * O e ¢IR64
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Abbildung 16: Korrelation von Blatt-Score und Oxidativitat (anfangliche Steigung) aller Ergebnisse der
Wurzeln, gemittelt Gber Fotos von Vorder- und Riickseite (n=2), der Sorten Suakoko 8 (Quadrat), IR64
(Raute), IR31785 (Kreis), Sahel 108 (Dreieck) und Pokkali (Kreuz). Die Trendlinie beschreibt die lineare
Regressionsgerade aller Punkte (n=15), angegeben sind zusétzlich das Bestimmtheitsmal R? und die
Geradengleichung. (a=0,05)
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4.6 Vergleich von Kron- & Feinwurzeln

Um zwischen Kron- & Feinwurzeln vergleichen zu kénnen, wurden ebenfalls von Vorder-&
Ruckseite aller Fotos je ein moglichst reprasentativer Ausschnitt von dem entsprechenden

Wourzeltyp gewahlt und die Gesamt- und Blauflache der Wurzel sowie die Sattigung berechnet.

Im Abbildung 17 sind die Mittelwerte der berechneten Oxidativitat von Kronwurzel-
Ausschnitten und Feinwurzelausschnitten zu erkennen. Zu keinem Zeitpunkt war ein
signifikanter Unterschied zwischen Fein- & Kronwurzeln innerhalb einer Sorte erkennbar (a =
0,05). Allerdings konnten bei der Sorte IR64 signifikante Unterschiede zwischen den
unbehandelten und eisenbehandelten Reispflanzen bei den Kronwurzeln (p= 0,0148) und
Feinwurzeln (p= 0,0420) festgestellt werden. Die Sorte Suakoko 8 zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen unbehandelten und eisenbehandelten Kronwurzelabschnitten
(p=0,0276).

Es lasst sich unabhangig der statistischen Signifikanz jedoch feststellen, dass die
eisenbehandelten Kronwurzeln aller Sorten bis auf Suakoko 8 eine durchschnittlich geringere
Oxidativitat aufweisen als die der Feinwurzeln. Auch haben alle unbehandelten
Wurzelausschnitte eine durchschnittlich geringere Oxidativitat als eisenbehandelte

Wurzelausschnitte, wenn auch nur wenige statistisch signifikant sind.
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(Eisenbehandelt)
60 -
:E 50 - O Kronwurzel
= (Unbehandelt)
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6 30 1 O Feinwurzel
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0 (Unbehandelt)

Suakoko 8 [IR64  IR31785 Sahel 108 Pokkali

Abbildung 17: Oxidativitat unbehandelter (gemustert) und mit Eisen behandelter (geflllt) Kronwurzel-
(dunkel) und Feinwurzelausschnitte (hell) aller Sorten. Zu unbehandelten Wurzeln signifikant
unterschiedliche eisenbehandelte Fein- oder Kronwurzelausschnitte sind mit * gekennzeichnet.
(a=0,05)

Um einen moglichen Zusammenhang von Oxidativitdt der Feinwurzeln und des

Feinwurzelanteils der Gesamtwurzel zu erkennen wurde eine Regressionsanalyse (Abbildung
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18) durchgefuhrt. Es konnten weder bei den unbehandelten noch bei den eisenbehandelten
Wurzeln signifikante Zusammenhange zwischen Oxidativitdt und Anteil der Feinwurzeln
nachgewiesen werden. Die geringen BestimmtheitsmaRe (R*= 0,0002 und 0,0842) weisen
zusatzlich auf eine geringe Korrelation hin. Allerdings lasst sich sagen, dass die negative
Steigung der unbehandelten Reispflanzen auf einen mdglichen negativen Zusammenhang

zwischen Oxidativitat und Anteil der Feinwurzeln zurtickzufihren ist.
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Abbildung 18: Zusammenhang von Oxidativitat der Feinwurzeln und Feinwurzelanteil aller Sorten. Die
unbehandelten Feinwurzeln sind schwarze Symbole, die eisenbehandelten sind graue Symbole.
Suakoko (Reckteck), IR64 (Raute), IR31785 (Dreieck), Sahel (Kreis), Pokkali (Kreuz). Die Trendlinie
der unbehandelten Reiswurzeln (2) und der eisenbehandelten Reiswurzeln (1) sind mit dem
Bestimmtheitsmal R? aufgezeigt. (a=0,05)

4.7 Verfarbung der Indikatorflussigkeit

Im Versuch zur Messung der Oxidativitdt der Wurzeln wurde beobachtet, dass die
Indikatorflussigkeit innerhalb des Gefalies mit der Reiswurzel sich auch entfernt der Wurzel
verfarbt. Dies wurde weiterfiihrend ebenfalls mit ImagedJ untersucht. Hierbei wurden ebenfalls
Vorder- & Riickseite analysiert und die Blausattigung von je drei Bildausschnitten pro Foto,

welche nur die Flussigkeit reprasentieren und in denen keine Wurzeln zu sehen sind, gemittelt.

Abbildung 19 (links) zeigt die Verfarbung der Flussigkeit im Zeitverlauf, wobei die
Rechtecksymbole die Verteilung der Blaufarbung der Flissigkeit bei eisenbehandelten

Pflanzen und Dreiecksymbole die bei unbehandelten Reispflanzen darstellen. Es wurde bei
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beiden Verteilungen eine Regressionsgerade angelegt, um den Trend besser darzustellen.
Hierbei ist ein deutlicher Unterschied in der linearen Steigung zwischen eisenbehandelten und
unbehandelten Pflanzen zu erkennen. Der Zusammenhang zwischen der Blaufarbung der
Flussigkeit und der Zeit ist bei den eisenbehandelten Reispflanzen deutlicher (R*> = 0,8453)
als bei den unbehandelten Pflanzen (R? = 0,5629).

Beim Vergleich der Mittelwerte der Anderungen der Blausattigung der Fliissigkeiten
(Steigungen aller Punkte) zwischen eisenbehandelten (n=15) und unbehandelten (n=15)

Wurzeln sind signifikante Unterschiede zu erkennen (p=0,0029), wie Abbildung 19 (rechts)

zeigt.
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Abbildung 19: Links: Anderung der Blauséttigung der Indikatorfliissigkeit Giber die Zeit. Dargestellt sind
alle Messwerte der Blausattigung der FlUssigkeit von eisenbehandelten (Reckteckymbol) und
unbehandelten (Dreiecksymbol) Reispflanzen ab dem Zeitpunkt O (erstes Foto). Eingetragen sind auch
die Regressionsgeraden der Blausattigung und deren Funktionen & Bestimmtheitsmale R? von
eisenbehandelten (1) und unbehandelten (2) Wurzeln. Rechts: Mittelwerte der Anderung der
Blausattigung (Steigung) aller nicht eisenbehandelten (Fe-, dunkel, n=15) und eisenbehandelten
Wurzeln (Fe+, grau, n=15) und deren Standardfehler. Ergebnisse mit verschiedenen Buchstaben sind
signifikant voneinander verschieden (a=0,05).

Der Nachversuch zur Verfarbung der Indikatorflissigkeit ist in Abbildung 20 zu sehen. Hierbei
wurden eisenhaltige Nahrldsung und nicht-eisenhaltige Nahrlésung mit der Indikatormischung
vermischt, um einen Einfluss des Eisens auf das Leukomethylenblau auszuschlief3en. Es ist
zu sehen, dass nach einer Stunde beide Mischungen (ganz links & ganz rechts) nur

geringfugig blau verfarbt sind. Die Mischungen von Nahrlésung mit Fe(ll) und Fe(lll) sind zu
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Beginn schon dunkelblau bzw. dunkelgriin (siehe Abbildung 20) und haben eine sofortige

Auswirkung auf die Indikatormischung.

Am Anfang

Abbildung 20: Vergleich des Einflusses von Nahrldsung und eisenhaltiger Nahrlésung, sowie Fell und
Felll auf die Indikatormischung. Von links nach rechts: Nahrlésung, Fell, Felll, eisenhaltige Nahrlésung
mit jeweils Indikatormischung vermischt. Oben: Zeitpunkt 0, Unten: Nach 1h
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst eine Verbesserung der Methodik zur Auswertung
von Oxidationskraft von Nassreiswurzeln mit flacheren Gefalten und verbesserter Bildqualitat.
Die Oxidationskraft wurde durch unter Eisenstress versetzte Nassreiswurzel mit der Methodik
mit Methylenblau gemessen und ausgewertet. Verglichen wurden schlussendlich funf Sorten,
die sich in ihrer Toleranz gegenulber Eisenstress unterschieden. Im Folgenden sollen die
Ergebnisse der Analyse der Fotos der Reiswurzeln und die Art der Analysen selbst diskutiert,
und weiterhin die Methodik des Experiments sowie mogliche Probleme &

Verbesserungsvorschlage flr zukiinftige Versuche diskutiert werden.
5.1 Oxidativitat der Reiswurzeln

5.1.1 Unterschied der beidseitigen Fotos

Im Ergebnis der ,Oxidationsaffinitat” und schlussendlich der Oxidativitat sind stets beide Seiten
durch den Mittelwert eingeflossen. So sollte die Reliabilitit der Fotos bzw. Ergebnisse
vergroRRert werden. Der Trend der Ergebnisse der Oxidationsaffinitat war trotz manch gréRRerer
Differenzen zwischen Vorder-& Ruckseite ahnlich zwischen beiden Fotos. So hat die Differenz
vermutlich einen noch geringeren Einfluss auf die Oxidativitat, da die Steigung vor allem den
Trend der Oxidationskraft beschreiben soll. AuRerdem sind die Differenzen zwischen Vorder-
& Ruckseite in den ersten Stunden nach Beginn der Aktivitdt der Wurzel sehr gering und

wurden erst nach mehreren Stunden gré3er (vgl. Abbildung 7).

Die Differenz zwischen den Ergebnissen kann auch durch die unterschiedlichen
Lichtverhaltnisse erklart werden. Der Blitz, welcher naher an der Kamera war, hatte einen
groReren Einfluss auf die rechte Seite der Bilder. So kann es hier bei Vorder- und Ruckseite
aufgrund umgekehrter Lage der Wurzel dazu kommen, dass Blaufarbung und Flache anders

erkannt werden.

Aufgrund des sehr hohen zeitlichen und praktischen Aufwands des beidseitigen
Fotografierens, verbunden mit einer geringen Flachenverfiigbarkeit wahrend des Experiments,
muss abgewogen werden ob auf das beidseitige Fotografieren der Wurzeln verzichtet werden
kann. Auch konnten die Wurzeln sehr gut ausgebreitet werden und Fotos von nur einer Seite
waren vor allem in den ersten Stunden reprasentativ aufgrund geringer Differenzen zur
Ruckseite. Bei einer groeren Verfugbarkeit und Praktikabilitat von Flache, wie einer
freistehenden, breiteren Arbeitsflache ware durch die Zeitersparnis indessen das beidseitige

Fotografieren vergleichsweise angemessen, um mdglichst reprasentative Daten zu haben.
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Ferner kénnte durch einseitige Fotos und einen anderen Aufbau der Lichttechnik eine

erleichterte gleichmafige Ausleuchtungsqualitat Gber alle Proben erreicht werden.
5.1.2 Veranderung der Blausattigung

Suakoko 8 war die einzige Sorte, die sowohl bei der Blaufarbung als auch beim Anteil oxidierter
Flache signifikant abweichende Werte zum gemittelten Wert aller eisenbehandelten Sorten
hatte. Die Blausattigung der Wurzel stieg mit der Zeit an, bis sie eine Sattigung erreichte, wie
in Abbildung 9 zu sehen ist. Diese Sattigung war bei allen Reissorten nach spatestens drei
Stunden erreicht, ersichtlich durch die signifikanten Unterschiede zwischen Werten nach drei,
vier bzw. zwei bis vier Stunden und Werten bis nach einer Stunde. Die Unterschiede der Sorten
zum gemittelten Wert aller Sorten waren zum Grofteil nicht signifikant, was nicht fir
Sortenunterschiede spricht. Dies kann vor allem an der geringen StichprobengréfRe liegen. Die
dunkleren Blauténe (héheren Sattigungswerte) nach mehreren Stunden und der Anstieg, der
einer Sattigungskurve ahnelt, macht deutlich, dass die Reiswurzeln einen stetigen Anstieg der
Sauerstoffoxidierung der Wurzel bis nach ca. 2 Stunden haben, welcher spatestens nach 4

Stunden ein Maximum von durchschnittlich 141 erreicht.

Da die Blausattigung mit derselben Methode wie bei Handschuh 2020 berechnet wurde,
lassen sich die Ergebnisse vergleichen und zeigen, dass die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit deutlich von denen von Handschuh 2020 abweichen. So Ubersteigt die Blauintensitat
nach Handschuh 2020 der Sorte IR31785 bis zu sieben Stunden nach Beginn des
Experimentes den Wert 70 nicht. In der vorliegenden Arbeit hingegen sind nach nur vier
Stunden Blausattigungswerte von Uber 140 derselben Sorte erreicht (vgl. Abbildung 9). Auch
zu erwahnen ist, dass der Trend der Blausattigung/-intensitat der Sorte /IR371785 zum Zeitpunkt
0 hoher als in der vorliegenden Arbeit ist und in den folgenden Stunden kurz abnimmt, bis er
wieder steigt (Handschuh 2020). Im vorliegenden Experiment hingegen steigt der Trend der

Blausattigung kontinuierlich bis zur Sattigung.

Eine Erklarung ist die unterschiedliche Qualitat der Fotos. So war durch die gréfiere Belichtung
und Zweidimensionalitat der Gefalte dieses Experiments eine detailliertere Wurzel auf den
Fotos zu erkennen, was dazu fuhrte, dass hdohere Werte der Blausattigung erkannt wurden
und somit zu einer hoheren mittleren Blausattigung fiihrte. Uberraschend ist trotz alledem,
dass sich der Trend der Blausattigung doch deutlich unterscheidet. Allerdings lieRen sich
keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den Reissorten bei den eisengestressten

Pflanzen nachweisen, was aber auch an der kleinen Stichprobengréf3e liegen kann.

Interessant ist, dass sich Uber langere Zeitrdume die Blausattigung der eisenbehandelten

Wurzeln im Gegensatz zu den unbehandelten Wurzeln wieder signifikant verringert. Die
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unbehandelten Wurzeln haben hingegen eine signifikant hohere Blausattigung am Folgetag.
Eine Erklarung hierflir kdnnte sein, dass die unter Eisen gestressten Wurzeln durch den
Eisenstress nach einer langeren Zeit eine geringere Aktivitat zeigen und so weniger Sauerstoff
am nachsten Tag oxidieren. Die unbehandelten Pflanzen sind mutmaflich noch aktiver am
folgenden Tag aufgrund des nicht vorhandenen Stresses und kénnen so Uber einen langeren
Zeitraum Sauerstoff ausstofRen. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass sich das Methylenblau auf
der Wurzel akkumuliert und bei ungestressten Reispflanzen somit flir eine hoéhere
Blausattigung am Folgetag sorgt. Bei den eisengestressten Reispflanzen liegt die Vermutung
nahe, dass das Methylenblau durch das Eisen ausbleicht. Unterstutzt wird diese Vermutung
durch chemische Reaktionen unter Lichteinfluss von Fe?* mit Methylenblau, durch welches

sich farbloses Leukomethylenblau bildet (Fragkowiak und Rabinowitch 1966).

Die Analyse der Sattigungshistogramme (Abbildung 10 & Abbildung 11) zeigte einen Trend,
der in ahnlicher Weise auch durch die Mittelwerte der Blausattigung beschrieben wurde. So
hatten die Reiswurzeln zum Zeitpunkt 0O nur geringe Sattigungswerte bzw. helle Blauténe.
Nach einer Stunde erstreckte sich die Blausattigung auf deutlich héhere Werte und das Blau
wurde dunkler bzw. mehr Sauerstoff wurde an der Wurzel oxidiert. Nach mehr als zwei
Stunden war ein grolRerer Anteil der oxidierten Flache fast vollstandig blau-gesattigt, wobei

sich hier keine groferen Unterschiede bis zu 24 Stunden nach Beginn erkennen liel3en.

5.1.3 Veranderung des Verhaltnisses der oxidierten Wurzelflache zur

Gesamtwurzelflache

Das Verhaltnis der oxidierten Flache wurde ebenfalls nach der Methode von Handschuh 2020
berechnet und kann im Folgenden verglichen werden. Die Werte zeigen, verglichen mit der
Blausattigung, geringere Unterschiede. Allerdings Ubertraf auch ein Groldteil der Werte der
oxidierten Flache bis zu zwei Stunden nach Beginn des Experiments nach Handschuh 2020
keine Werte Uber 60%. In der vorliegenden Arbeit hingegen waren bereits nach einer Stunde
fast 80% der Flache oxidiert.

Es ist mdglich, dass die Eingrenzung der Wurzel und damit vollstdndige Abgrenzung der
umliegenden Wurzel neben der oxidierten Flache auch einen Einfluss auf die mittlere
Blaufarbung hat. Da bei Handschuh 2020 keine Abgrenzung der Wurzel vom Hintergrund
durchgefliihrt wurde ist die umgebende Flissigkeit, falls diese auch eine Blaufarbung aufwies,
mitberechnet. Dies wiederum sorgte bei Handschuh 2020 flr Werte gréRer als 100%, wobei

dies in der vorliegenden Arbeit aufgrund der Abgrenzung des Hintergrundes nicht méglich war.
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Fraglich ist, ob die Abgrenzung des Hintergrundes tatsachlich die bessere Alternative ist. So
verliert sich der Sauerstoffausstol’ in die umliegende Umgebung durch Abgrenzung der
Wurzel vom Hintergrund bzw. der umgebenden Flissigkeit. So fanden andere Studien zum
Sauerstoffausstold der Wurzel mit Sichtbarmachung durch Methylenblau einen Blauschleier
um die Wurzel mancher Sorten (Onyango et al. 2020), was auch Aufschluss auf die
Oxidationskraft der Wurzel selbst geben kann. Im vorliegenden Experiment war allerdings eine
Blaufarbung der gesamten Flussigkeit zu erkennen, unabhangig vom direkten Umfeld der
Wurzel, was in 5.2. 1 methodisch naher erlautert und diskutiert wird. So hatte ein vergleichbarer
Blauschleier um die Wurzel nicht festgestellt werden kénnen, da sich die gesamte Flussigkeit

blau verfarbte.
5.1.4 Oxidativitat im Sortenvergleich

Beim Vergleich von unter Eisenstress versetzten Reiswurzeln mit nicht gestressten
Reiswurzeln konnte unabhangig von signifikanten Unterschieden eine tendenziell geringere
Oxidativitat bei Letzteren festgestellt werden, wobei die Ausnahme hierbei die Sorte Pokkali
war (vgl. Abbildung 14).

Vergangene Studien haben gezeigt, dass Pokkali und Suakoko 8 eine relativ hohe
Oxidationskraft bzw. Exklusion des Fe?* durch SauerstoffausstoR der Wurzel besitzen (Engel
et al. 2008). Dies liel sich in der vorliegenden Arbeit nur teilweise bestatigen, was unter
anderem an der geringen StichprobengrofRe liegen kann. Die Sorte Pokkali zeigte neben den
anderen Sorten zwar die hdchste Oxidativitat unter Eisenstress und ohne Eisenstress, wobei
hierbei keine Signifikanz zwischen den Sorten gezeigt werden konnte und aufgrund der zu
geringen Unterschiede keine sichere Aussage getroffen werden kann. Dennoch zeigte Pokkali
in der Studie von Engel et al. 2012 die effektivste Exklusion von Eisen. Weiterhin hatte
Suakoko 8 nicht wie erwartet eine der hdchsten Oxidativitaten, sondern hatte den geringsten

Mittelwert aller Sorten.

Eine hohe Oxidativitat spricht zunachst fur eine erhdhte Oxidationskraft und damit fur eine
Exklusion von Fe?* an der Wurzeloberflache als Vermeidungsmechanismus der Reispflanze
(Becker und Asch 2005). So ist zu erwarten, dass ungestresste Reispflanzen eine geringere
Oxidativitat bzw. Oxidationskraft als unter Eisenstress versetzte besitzen, da kein Grund fir
eine Abwehr von Eisen besteht. Hierbei ist zu erwdhnen, dass im vorliegenden Experiment
unerwarteterweise die unbehandelten Wurzeln der Sorte Pokkali eine durchschnittlich hdhere
Oxidativitat hatten als die eisenbehandelten Wurzeln. Die Sorten Suakoko 8, IR64, IR31785

und Sahel 108 hatten durchschnittlich hohere Oxidativitaten bei den eisenbehandelten
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Wurzeln und zeigten bei Suakoko 8 signifikante Unterschiede, was sich eher mit den

Erwartungen fur die Oxidationskraft deckt.

Die nur geringen Unterschiede der Ergebnisse zwischen allen Sorten sowie zwischen
eisengestressten und nicht eisengestressten Reispflanzen lassen sich vermutlich durch die
geringe Stichprobenanzahl erklaren und der teilweise hohen Varianz der Stichproben bzw. des

hohen Standardfehlers.
5.1.5 Veranderung der Oxidativitat

Die teilweise héhere Oxidativitat bei den nicht eisengestressten Reispflanzen zu Anfang im
Gegensatz zu den eisenbehandelten Reispflanzen ist durch zwei Faktoren erklarbar: Die
unbehandelten Pflanzen haben eine erhdhte Blausattigung direkt nach dem Aufstellen der
Pflanze (Zeitpunkt 0). Diese ist bei den unbehandelten Reispflanzen zum selben Zeitpunkt im
Mittel fast um die Halfte geringer, hat also einen geringeren Ausgangswert. Die Differenz der
folgenden Werte fir die Blaufarbung zwischen behandelten und unbehandelten Reispflanzen
ist aber kleiner. Insofern ist die Steigung, also Oxidativitat, zwischen den ersten beiden Werten
(Stunde 0 und 1) bei den unbehandelten Pflanzen grofRer. Der zweite Faktor, der hinzukommt,
ist das im Mittel etwas geringere Verhaltnis der oxidierten zur Gesamtwurzelflache bei den
eisenbehandelten Pflanzen zum Zeitpunkt 1. Stunde. Hierbei ist die Steigung zwischen

Zeitpunkt 0 und 1 also auch etwas geringer bei den eisenbehandelten Reispflanzen.

Zu beachten istimmer, dass die Oxidationsaffinitat ein Produkt aus der Blausattigung und dem
Anteil der oxidierten Wurzelflache ist. Insofern kann es sein, dass eine grof3e oxidierte Flache
mit geringer mittlerer Blausattigung zu einem gleichen Wert der Oxidationsaffinitat fihren kann
wie eine geringe oxidierte Flache mit hoher Blausattigung. So sollte die Oxidativitat bzw. die
Oxidationsaffinitdt im Kontext der Blausattigung sowie dem Verhaltnis der oxidierten

Wourzelflache angesehen und interpretiert werden.
5.1.6 Blatt-Scoring & Oxidativitat

Der Blatt-Score von Pokkali war Uberraschend, da er in vorangegangenen Studien deutlich
geringer ausfiel und bei geringen Eisenkonzentrationen in Nahrlésung (<1000mg/L) unter 3
lag (Engel et al. 2008; Engel 2009; Engel et al. 2012). Der Score der sensitiven Sorte Suakoko
8 hingegen hatte in Ergebnissen von Engel et al. 2008 einen sehr hohen Wert (>7) und hatte

in diesem Experiment mit Sahel 108 den durchschnittlich geringsten Score bei 4.

Eine Erklarung hierfur kann das Alter der Reispflanzen sein, welches im vorliegenden Versuch

bei Versetzung unter Eisenstress 30 Tage war. Die Studie von Engel 2009 verglich neben
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alteren Reispflanzen (6 bis 10 Wochen) auch vier Wochen alte Reispflanzen auf ihre Reaktion
unter Eisentoxizitat. Hierbei war bei 4 Wochen alten Pflanzen bei 6-tadgiger Versetzung unter
Eisenstress ein deutlich héherer Blatt-Score bei Pokkali mit dem Score von >5 und > 8 bei
IR31785 zu erkennen. Bei der toleranten Sorte Suakoko 8 hingegen zeigten 28 Tage alte
Reispflanzen durchschnittlich geringere Blattsymptome als bei der sensitiven Sorte IR31785

(Asch et al. 2005), was sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit deckt.

Weiterhin kann die Dauer und Starke des Eisenstresses Einfluss auf den Blatt-Score gehabt
haben, welche im vorliegenden Experiment bei 7 Tagen und 500ppm bzw. 2,56 g/L lagen. In
anderen Studien zur Eisentoxizitat bei Reiswurzeln lagen diese 6 Tage bei 1500ppm bzw.
7,59/L (Engel et al. 2008) oder 500-1500 mg/L Fe(ll) (Engel et al. 2012). Durch diese geringere
Eisenkonzentration der Nahrlésung im vorliegenden Experiment I1asst sich der vergleichsweise
kleine Wert des Blatt-Scoring bei Suakoko 8 erklaren, allerdings nicht der hohe Blatt-Score bei
Pokkali. Es ist nicht anzunehmen, dass die um einen Tag langere Versetzung unter
Eisenstress im vorliegenden Experiment die Ursache fur den hdheren Blatt-Score einer

einzigen Sorte ist.

Trotz einer schwachen statistischen Korrelation ist tendenziell eine hdhere Oxidativitat mit
einem hoheren Blatt-Score in Verbindung zu bringen (Abbildung 16). So hatte die Sorte Sahel
108 mit einem geringeren Score auch eine geringere Oxidativitat, wobei das Gegenteil bei der
Sorte Pokkali zu sehen ist. Zu erwarten gewesen ware hingegen das Gegenteil: Eine negative
Korrelation zwischen dem Blatt-Score und der Oxidationskraft der Wurzel, da sich die
Oxidationskraft der Wurzel durch eine Exklusion von Fe?* auszeichnet, ein erhdhter Blatt-
Score hingegen durch eine Aufnahme von Fe?* (Engel et al. 2008). Dies ist vermutlich durch

die geringe Stichprobenanzahl im vorliegenden Versuch zu erklaren.
5.1.7 Vergleich von Kron- & Feinwurzeln

Uber alle Sorten hinweg lieR sich eine erhdhte Oxidativitdt bei Fein- & Kronwurzeln
eisenbehandelter Reiswurzeln beobachten, wie Abbildung 17 zeigt, wobei hierbei signifikante
Unterschiede lediglich bei /IR64 und Kronwurzeln von Suakoko 8 nachgewiesen werden
konnten. Dies deutet, ahnlich wie bei der Oxidativitat der gesamten Wurzel, darauf hin, dass
die unter Eisenstress versetzten Reiswurzeln schneller Sauerstoff an der Wurzeloberflache

ausstolRen.

Tendenziell war die Oxidativitat der eisenbehandelten Reiswurzeln bei den Feinwurzeln groRRer
als bei Kronwurzeln, wobei die Sorten Suakoko 8 gegenteilige Ergebnisse lieferte. Die
Ergebnisse unterstiitzen die von Ando et al. 1983, in denen die Wurzelbasis geringere

Sauerstoffdiffusion als an Wurzelspitzen zeigte. Die These hierbei ist der Transport von
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Sauerstoff von der Wurzelbasis zu den Wurzelspitzen, wo der Sauerstoff dann durch die
tubularen und terminalen Strukturen in die Umgebung diffundiert (Ando et al. 1983). Trotz
keiner vorhandenen statistischen Signifikanz kann dennoch vermutet werden, dass die
Kronwurzeln etwas langsamer oxidieren als die Feinwurzeln. Mit einer gréReren
Stichprobenanzahl lieken sich hierbei womdglich deutlichere Unterschiede zwischen den

Reissorten sowie von Kron- & Feinwurzeln erkennen.
5.2 Schwierigkeiten wahrend des Experiments

5.2.1 Verfarbung der Indikatorfllissigkeit

Die doch deutlich starkere und schnellere Blauverfarbung der Flissigkeit in eisengestressten
Pflanzen ist vermutlich auf die Wurzel selbst zurlckzufuhren. Der weitere Versuch mit dem
Vergleich der Nahrlésung mit und ohne Eisen in Leukomethylenblau zeigte, dass keine
vergleichbare schnelle Verfarbung in der Eisen-Nahrldésung stattfand. Somit kann ein Einfluss
der womoglich noch an der Wurzel haftenden eisenhaltigen Nahridsung auf die
Indikatormischung ausgeschlossen werden. Dies lasst wiederum vermuten, dass die
eisenbehandelten Reiswurzeln auch schneller Sauerstoff an die Rhizosphare abgeben, was

die Flussigkeit um die Wurzel schneller blau werden Iasst.

Verwunderlich ist jedoch, dass in anderen Experimenten mit Methylenblau keine vergleichbar
schnelle Blaufarbung der Flussigkeit stattfand und eine Verfarbung der Flussigkeit nur nach
acht Stunden direkt um die Wurzel auffiel (Onyango et al. 2020). Eine alternative Erklarung
konnte sein, dass die schnelle Verfarbung mit dem noch unzureichend ausgeharteten Silikon
in Zusammenhang steht. Eine Hautbildung ist zwar nach 10 Minuten gegeben, allerdings ist
eine volle Aushartung erst nach mehreren Stunden gegeben. So kdnnte es sein, dass das
Silikon aufgrund der unzureichenden Festigkeit Stoffe emittiert, die dazu fiihren, dass das
Leukomethylenblau schneller zu Methylenblau oxidiert. Allerdings konnten hier keine
Inhaltsstoffe gefunden werden, die eine bekannte Reaktivitdt mit Leukomethylenblau hatten.
Ob in diesem Zusammenhang eine Verschmutzung vorlag, musste in weiteren Versuchen

gepruft werden, um diese These zu erharten.

Weiterhin kann diskutiert werden, ob durch die geringe Flussigkeitsmenge (ca. 185ml)
innerhalb der genutzten Petrischalen eine noch schnellere Sauerstoffdiffusion entsteht, da
vergleichsweise im Erlenmeyerkolben (Handschuh 2020; Onyango et al. 2020) 1L FlUssigkeit
fur die Wurzel zum diffundieren bereitsteht. So hatte die Reiswurzel weniger Platz, um um die
Wurzel selbst Sauerstoff auszustoRen und musste schnellere in die flachige Umgebung

diffundieren. Allerdings kann hierbei nicht erklart werden, warum keine erkennbare Diffusion
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bzw. ein Schleier von der Wurzel ausbreitend vorhanden war, sondern die Flissigkeit relativ
gleichmaBig schnell blau wurde. Dies kdnnte durch weitere Versuche, Analyse und Einteilung

der umgebenden Flache der Wurzel weiterhin untersucht werden.
5.2.2 Zeitplan wahrend des Experiments

Bei der Durchfihrung des Experiments verzdgerten sich einige Schritte. Das Aufstellen der
GefalRe mit Pflanzen, aber vor allem das beidseitige Fotografieren der Pflanzen bendtigte um
einiges mehr Zeit als ursprunglich geplant. Das Ziel, jede Pflanze genau stindlich zu
fotografieren, konnte aufgrund dieses Zeitmangels wahrend des Experiments sowie
schwieriger Koordination nicht genau eingehalten werden und waren Fotos teilweise im
Abstand von 50 bis 80 Minuten gemacht.

Weiterhin wurden durch den Zeitaufwand der Aufstellung der Gefalle mit der Pflanze und den
Fotoaufnahmen wahrend des Experiments die Kontrollpflanzen insgesamt (ber einen
kirzeren Zeitraum fotografiert als die eisenbehandelten Pflanzen. Insofern Iasst sich ein
direkter Vergleich nur in den ersten drei bis vier Stunden zwischen den eisenbehandelten
Pflanzen und bis zu zwei Stunden zwischen den unbehandelten Pflanzen machen. Hierbei ist
allerdings auch zu beachten, dass nur wenig Veranderung bei der Oxidativitat, Blausattigung
oder auch oxidierten Flache nach wenigen Stunden zu erkennen war. Durch das nahere
Aneinanderstellen von zwei bis drei Gefallen kdnnte man Zeit beim Fotografieren sparen,
wenn man diese Gefalte immer gleichzeitig fotografiert. Hier muss aber genug Platz vor und
hinter dem Gefal} gegeben sein, da ansonsten kein Platz flr die Kamera bei entsprechender

Brennweite gewahrleistet werden kann.

Eine Vergleichbarkeit Uber zwei Stunden nach Beginn des Experiments zwischen
eisengestressten und ungestressten Reispflanzen war aufgrund des Fehlens spaterer Werte
der ungestressten Reispflanzen nicht moglich. Allerdings zeigt die geringe Oxidativitat nach
vier Stunden, sowie die geringe Anderung des Verhaltnisses oxidierter Flache und
Blausattigung nach wenigen Stunden, dass die héchste Aktivitat der Wurzel in den ersten zwei
Stunden besteht. Insofern sollte sich weitere Versuche sollten auf die ersten Stunden der
Oxidationskraft der Pflanze konzentrieren, da nur wenig Aussagekraft nach mehr als drei
Stunden besteht. Indessen sollten in den ersten Stunden der Aktivitat der Reiswurzel Fotos in
geringerem zeitlichem Abstand gemacht werden, um eine hdhere Messdichte und damit

Aussagekraft zu haben.
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5.2.3 Versuchsaufbau

Die Praparierung der Petrischalen durch die Lehre sparte sehr viel Zeit und es konnte ein
sauberes Durchbohren des PS-Materials gewahrleistet werden. Fir das Fotografieren der
Reiswurzeln eignete sich die Petrischale ebenfalls sehr gut, da sie zweidimensionaler
ausgebreitet werden konnte. Allerdings ist der Aufwand durch das Aufbringen und

Verstreichen des Silikons auf jedes der Gefale bei grofder Menge recht hoch.

Ein weiterer Punkt ist der Preis der Materialien, die im Experiment verwendet wurden. So sind
die Gefalle und das Silikon nicht wiederverwendbar und die Kosten beliefen sich bei 30
Petrischalen und zwei 300ml-Silikonkartuschen auf 27,98 € bzw. 93 Cent pro Petrischale.
Vielleicht koénnten hier durch Verwendung eines wiederverwendbaren und leicht
verschliebaren GefalRes Zeit und Kosten gespart werden. Eine weitere zeit- &
kostensparende Alternative fur die einzelnen Wurzelboxen kdnnte die Anfertigung eines
langlichen Glas-/Plastikbehalters sein, der gleich mehrere Pflanzen halt. Hier misste man bis
auf den Deckel keine Seiten mehrfach abdichten und kdnnte dies eher wiederverwenden,
ahnlich wie bei Jiménez et al. 2021, allerdings musste hier eine gegenseitige Beeinflussung

der Reiswurzeln durch die geteilte Flissigkeit ausgeschlossen werden.

Es ist auBerdem darauf zu achten, dass verwendete Knete auf Wachs basiert. Andere
wasserldsliche Knete ist unbrauchbar und verschmutzt die Indikatorflissigkeit nach wenigen
Minuten. Auch waren die in den Schlauch fur die Stickstoff-Begasung gebohrten Lécher im
Hauptversuch zu grof und flhrten dazu, dass keinerlei Stickstoff aus der Spitze unten kam.
Somit wurde hauptsachlich der obere Teil des Gefalies begast, wobei hierbei trotzdem das
Luftkissen am oberen Rand des Gefalies eliminiert werden konnte. Allerdings kdnnte man
hierbei als zeitsparende Alternative die Flissigkeit vor Beflllung des Gefales langer mit
Stickstoff begasen, ohne innerhalb des Gefalies nach Befiillung weiter mit Stickstoff zu
begasen. So wirde weniger Flissigkeit wahrend der Begasung durch den Druck verloren
gehen bzw. aus den Offnungen herausquellen, kein langer Schlauch mit Léchern nétig sein
und durch schnelles Befullen nach dem langeren Begasen mit Stickstoff vermutlich auch keine

zu schnelle Oxidation des Leukomethylenblau stattfinden.
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6 Fazit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst die Verbesserung der Methodik zur Auswertung
der Oxidationskraft von Pflanzenwurzeln. Hierbei sollte ein Gefald zur Sichtbarmachung der
Wurzeln mit dem Indikator Methylenblau entwickelt werden, sowie die Qualitdt der Fotos
verbessert werden. Durch die Verwendung von mehreren Blitzen wahrend des Fotografierens
konnte eine sehr gute Fotoqualitat gewahrleistet werden. Auch konnte durch die Entwicklung
eines transparenten, verschlieRbaren Gefalles die Wurzel gut ausgebreitet werden und Fotos
von beiden Seiten des Gefaltes gemacht werden. Allerdings ist der Arbeitsaufwand durch die
Verwendung von Petrischalen wegen des Verschlieens durch Silikon jedes einzelnen
Gefalles vergleichsweise hoch. Durch eine Weiterentwicklung des Materials und Vorgehen

wahrend des Experiments lie3en sich in Zukunft vermutlich Zeit und Kosten sparen.

Da der generelle Trend der Oxidationsaffinitat der Reiswurzeln zwischen Vorder- & Rickseite
des Gefales ahnlich war, Differenzen in den aktiveren ersten Stunden der Wurzel gering
waren, die Oxidativitat vor allem eine Steigung bzw. einen Trend darstellt und die Wurzeln im
Gefald sehr gut ausgebreitet werden konnten, kann in Zukunft auf beidseitiges Fotografieren
verzichtet werden. Diese Malinahme flihrt zu einer groReren Verfiigbarkeit von Flache fur das
Fotografieren sowie zu einer groRen Zeitersparnis wahrend des Experiments. Ferner kann
durch den einseitigen Aufbau bzw. einen anderen Aufbau der Lichttechnik eine gleichmaRige
Ausleuchtungsqualitdt der Bilder erreicht werden. Die schnelle Verfarbung der
Indikatorflussigkeit kdnnte verschiedene Grinde haben und muss weiter untersucht werden,

da die Aussagekraft der Fotos der Wurzel sonst eine geringere Validitat hat.

Weiterhin sollte diese Arbeit unterschiedliche Reissorten auf ihre Oxidationskraft untersuchen.
Hierbei konnten generell keine signifikanten Unterschiede zwischen den finf Reissorten
Suakoko 8, IR64, IR31785, Sahel 108 und Pokkali festgestellt werden, wobei die bereits
bekannte hohe Oxidationskraft von Pokkali aus Studien durch die Ergebnisse der Oxidativitat
der vorliegenden Arbeit unterstiitzt werden konnte. Durch groRere Stichprobenanzahlen der
Reispflanzen kénnten Unterschiede hierbei in Zukunft verdeutlicht werden. Unterschiede
zwischen Fein- & Kronwurzeln waren bis auf Ausnahmen nicht statistisch signifikant, jedoch
deutet die tendenziell hdhere Oxidativitat der Feinwurzeln auf die hdhere Oxidationskraft an
Wourzelspitzen hin. Wichtig bei der Interpretation der Oxidativitat und damit Oxidationskraft der
Reiswurzeln ist die Einbeziehung der Blausattigung und die oxidierte Wurzelflache. AuRerdem
zeigte die Blausattigung und das Verhaltnis der oxidierten Wurzelflache im Vergleich zu
ahnlichen Versuchen deutliche Unterschiede und kann durch die Verwendung eines anderen

Gefales und der verbesserten Bildqualitat erklart werden.

45



7 Literaturverzeichnis

Ando, T., Yoshida, S. und Nishiyama, |. 1983. Nature of oxidizing power of rice roots. Plant
and Soil 72(1), S. 57—-71. doi: https://doi.org/10.1007/BF02185094.

Armstrong, J. und Armstrong, W. 1988. Phragmites australis— A preliminary study of soil-
oxidizing sites and internal gas transport pathways. New Phytologist 108(4), S. 373—-382.
doi: 10.1111/j.1469-8137.1988.tb04177 .x.

Armstrong, W. 1967a. The Oxidising Activity of Roots in Waterlogged Soils. Physiologia
Plantarum 20(4), S. 920-926. doi: 10.1111/j.1399-3054.1967.tb08379.x.

Armstrong, W. 1967b. The Use of Polarography in the Assay of Oxygen Diffusing from Roots
in Anaerobic Media. Physiologia Plantarum 20(3), S. 540-553. doi: 10.1111/j.1399-
3054.1967.tb07195.x.

Asch, F. 2007. Eisentoxizitat bei Reis — Merkmalsdefinition und Erkennung. In: Vortr.
Pflanzenziichtg. 72., S. 131-143.

Asch, F., Becker, M. und Kpongor, D.S. 2005. A quick and efficient screen for resistance to
iron toxicity in lowland rice. Journal of Plant Nutrition and Soil Science 168(6), S. 764—773.
doi: 10.1002/jpIn.200520540.

Atulba, S.L., Gutierrez, J., Kim, G.W., Kim, S.Y., Khan, M.l., Lee, Y.B. und Kim, P.J. 2015.
Evaluation of rice root oxidizing potential using digital image analysis. Journal of the Korean
Society for Applied Biological Chemistry 58(3), S. 463—471. doi: 10.1007/s13765-015-0042-
X.

Audebert, A. und Fofana, M. 2009. Rice yield gap due to iron toxicity in West Africa.
Verflgbar unter: http://publications.cirad.fr/lune_notice.php?dk=548369 [Zugegriffen: 29
April 2022].

Audebert, A. und Sahrawat, K. 2000. Mechanisms for Iron Toxicity Tolerance in Lowland
Rice. Journal of Plant Nutrition 23, S. 1877—1885. doi: 10.1080/01904160009382150.

Aung, M.S. und Masuda, H. 2020. How Does Rice Defend Against Excess Iron?:
Physiological and Molecular Mechanisms. Frontiers in Plant Science 11. Verfugbar unter:
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2020.01102 [Zugegriffen: 28 April 2022].

Becker, M. und Asch, F. 2005. Iron toxicity in rice—conditions and management concepts.
Journal of Plant Nutrition and Soil Science 168(4), S. 558-573. doi: 10.1002/jpIn.200520504.

Butler, I.B., Schoonen, M.A.A. und Rickard, D.T. 1994. Removal of dissolved oxygen from
water: A comparison of four common techniques. Talanta 41(2), S. 211-215. doi:
10.1016/0039-9140(94)80110-X.

Chen, C.C., Dixon, J.B. und Turner, F.T. 1980a. Iron Coatings on Rice Roots: Mineralogy
and Quantity Influencing Factors. Soil Science Society of America Journal 44(3), S. 635-
639. doi: 10.2136/sssaj1980.03615995004400030041x.

Chen, C.C., Dixon, J.B. und Turner, F.T. 1980b. Iron Coatings on Rice Roots: Morphology

and Models of Development. Soil Science Society of America Journal 44(5), S. 1113-1119.
doi: 10.2136/sssaj1980.03615995004400050046Xx.

46



Engel, K. 2009. Efficiency of adaptation mechanisms of rice to diverse conditions of iron
toxicity., S. 4.

Engel, K., Asch, F. und Becker, M. 2012. Classification of rice genotypes based on their
mechanisms of adaptation to iron toxicity. Journal of Plant Nutrition and Soil Science 175(6),
S. 871-881. doi: 10.1002/jpIn.201100421.

Engel, K., Becker, M. und Asch, F. 2008. Adaptation mechanisms in rice cultivars of
Adaptation mechanisms in rice cultivars of different origin to iron toxic conditions.

FAO 2021. The State of Food Security and Nutrition in the World 2021. Verfligbar unter:
https://www.fao.org/state-of-food-security-nutrition/en [Zugegriffen: 20 Mai 2022].

FAOSTAT 2022. Verfugbar unter: https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL/visualize
[Zugegriffen: 21 Mai 2022].

Frackowiak, D. und Rabinowitch, E. 1966. The Methylene Blue—Ferrous Iron Reaction in a
Two-Phase System1. The Journal of Physical Chemistry 70(9), S. 3012-3014. doi:
10.1021/j100881a507.

Gu, D, Zhen, F., Hannaway, D.B., Zhu, Y., Liu, L., Cao, W. und Tang, L. 2017. Quantitative
Classification of Rice (Oryza sativa L.) Root Length and Diameter Using Image Analysis.
PLoS ONE 12(1), S. e0169968. doi: 10.1371/journal.pone.0169968.

Handschuh, G.F. 2020. Einfluss endophytischer Bazillusstdmme auf die Morphologie und
Oxidationskraft ~ von Nassreiswurzeln. Verfugbar unter: https://www.asch-
online.eu/downloads/Theses/Handschuh-BSc-webversion-2021.pdf.

Hannan, A., Hoque, M.N., Hassan, L. und Robin, A.H.K. 2020. Adaptive Mechanisms of
Root System of Rice for Withstanding Osmotic Stress. IntechOpen. Verfugbar unter:
https://www.intechopen.com/chapters/undefined/state.item.id [Zugegriffen: 20 Mai 2022].

IRRI 1996. Standard evaluation system for rice. Manila, Philippines: IRRI, International Rice
Research Institute. Verfugbar unter:
http://catalog.hathitrust.org/api/volumes/oclc/50383518.html [Zugegriffen: 16 Mai 2022].

Jiménez, J. de la C., Pellegrini, E., Pedersen, O. und Nakazono, M. 2021. Radial Oxygen
Loss from Plant Roots—Methods. Plants 10(11), S. 2322. doi: 10.3390/plants10112322.

Kirk, G.J.D., Manwaring, H.R., Ueda, Y., Semwal, V.K. und Wissuwa, M. 2022. Below-
ground plant—soil interactions affecting adaptations of rice to iron toxicity. Plant, Cell &
Environment 45(3), S. 705-718. doi: 10.1111/pce.14199.

Nguyen, N. 2002. Global Climate Changes and Rice Food Security. FAO: Rome, Italy

Onyango, D., Entila, F., Egdane, J., Pacleb, M., Katimbang, M., Ismail, A. und Khady Nani,
D. 2020. Mechanistic understanding of iron toxicity tolerance in contrasting rice varieties
from Africa: 2. Root oxidation ability and oxidative stress control. Functional Plant Biology
47. doi: 10.1071/FP19054.

Sadana, U.S. und Claassen, N. 1996. A simple method to study the oxidizing power of rice
roots under submerged soil conditions. Zeitschrift fir Pflanzenerndhrung und Bodenkunde
159(6), S. 643-646. doi: 10.1002/jpIn.1996.3581590618.

Schmidt, G.A. 2020. IV. NAHRUNGSMITTEL. In: Die landwirtschaftlichen Nutzpflanzen
Afrikas. De Gruyter, S. 288-350. Verfligbar unter:

47



http://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/9783111621357-005/html  [Zugegriffen:
25 Mai 2022].

Teng, P.P.S., Caballero-Anthony, M. und Lassa, J.A. 2016. The Future of Rice Security
Under Climate Change. S. Rajarathnam School of International Studies. Verfigbar unter:
https://www.jstor.org/stable/resrep05930 [Zugegriffen: 28 April 2022].

Trolldenier, G. 1988. Visualisation of oxidizing power of rice roots and possible participation
of bacteria in iron deposition. Zeitschrift fuer Pflanzenernaehrung und Bodenkunde
(Germany, F.R.) : Verfugbar unter:
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Visualisation+of+oxidizing+power+of+rice

+roots+and+possible+participation+of+bacteria+in+iron+deposition&author=Trolldenier%?2

C+G.+%28Landwirtschaftliche+Forschungsanstalt+Buentehof%2C+Hannover+%28Germa
ny%2C+F.R.%29%29&publication_year=1988 [Zugegriffen: 29 April 2022].

Trolldenier, G. 1996. Die Okophysiologie der Wurzeln und der Rhizosphére. Beobachtung
von Redoxprozessen. Biologie in unserer Zeit 26(1)

Tucker Torrent, D. 2019. Climate change is fuelling a decline in rice crop production in major
growing regions. Verfugbar unter: https://www.weforum.org/agenda/2019/11/climate-
change-arsenic-damage-rice-paddy-yield/ [Zugegriffen: 28 April 2022].

USDA 2022a. USDA ERS - Market Outlook. Verfugbar unter:
https://www.ers.usda.gov/topics/crops/rice/market-outlook/ [Zugegriffen: 19 Mai 2022].

USDA 2022b. World Agricultural Production. Verfugbar unter:
https://www.fas.usda.gov/data/world-agricultural-production [Zugegriffen: 4 Juli 2022].

van Oort, P.A.J. 2018. Mapping abiotic stresses for rice in Africa: Drought, cold, iron toxicity,
salinity and sodicity. Field Crops Research 219, S. 55-75. doi: 10.1016/j.fcr.2018.01.016.

World Resources Institute, Searchinger (WRI and Princeton University), T., Waite (WRI), R.,
Hanson (WRI), C. und Ranganathan (WRI), J. 2018. World Resources Report - Creating a
sustainable food future - A Menu of Solutions to Feed Nearly 10 Billion People by 2050.
WASHINGTON, DC 20002, USA.

Yamauchi, A., Kono, Y. und Tatsumi, J. 1987. Quantitative Analysis on Root System

Structures of Upland Rice and Maize. Japanese journal of crop science 56(4), S. 608—617.
doi: 10.1626/jcs.56.608.

48



8 Anhang

Suakoko 8
Zeitpunkt 1 2 3 4
[Stunden]
0 0,00637529 0,00562934 0,00477501 0,0038325
1 0,00477501 0,0038325 0,0029267
2 0,0029267 0,0025942
3 0,00532652
IR64
Zeitpunkt 1 2 3 4
[Stunden]
0 0,250029961 0,175485558 0,102371931 0,041519384
1 0,102371931 0,041519384 0,006632731
2 0,006632731 0,007884159
3 0,044966365
IR31785
Zeitpunkt 1 2 3 4
[Stunden]
0 0,274659476 0,187726353 0,103929176 0,03727282
1 0,103929176 0,03727282 0,003061417
2 0,003061417 0,008899045
3 0,049310779
Sahel 108
Zeitpunkt 1 2 3 4
[Stunden]
0 0,046945171 0,040792943 0,033335293 0,024300567
1 0,033335293 0,024300567 0,013710139
2 0,013710139 0,003307207
3 0,004175547
Pokkali
Zeitpunkt 1 2 3 4
[Stunden]
0 0,03817383 0,03271063 0,02666329 0,02032625
1 0,02666329 0,02032625 0,01475388
2 0,01475388 0,01332979
3 0,02708681

Tabelle 6: p-Werte der t-Tests der Oxidativitat verschiedener Sorten zu verschiedenen Zeitpunkten (0O-
4 Stunden). Verglichen wurden die Zeitpunkte. Signifikant unterschiedliche Werte sind grau hinterlegt

(2=0,05).
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