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1 Einleitung

1.1  Eisen als Mikronahrelement

Eisen ist ein essentielles Nahrelement fir Pflanzen und wird aufgrund seiner
relativ geringen Konzentration im Gewebe in die Kategorie der Mikronahrstoffe
eingeteilt. Als Bestandteil einiger am Elektronentransfer beteiligter Enzyme
spielt es eine wichtige Rolle bei physiologischen Prozessen wie Photosynthese,
Atmung und Ny-Fixierung und ist somit flir den Stoffwechsel der Pflanze

essentiell.

1.1.1 Aufnahme und Transport

Die Aufnahme von Eisen in die Pflanze ist ein hoch regulierter Prozess, der zum
einen den flir das optimale Wachstum ndétigen Bedarf decken und zum anderen
eine UbermaBige Aufnahme vermeiden muss. Fir die optimale Versorgung gilt
es fir die Pflanze eine Eisenkonzentration von 10° — 10 M aufrecht zu
erhalten (Guerinot und Yi, 1994). Obwohl das vierthaufigste Element der
Erdkruste, ist Eisen in seiner fur Pflanzen aufnehmbaren ionischen Form von
Fe’* und Fe®* aufgrund der sehr geringen Loslichkeit von den meist
vorliegenden Eisenoxiden in gut bellfteten, pH-neutralen Bdden nur in
Konzentrationen von weniger als 10> M verfiigbar. Gleichzeitig erfordern die
reduzierenden, radikalbildenden Eigenschaften von Fe?’* und Fe’* eine

Vermeidung von deren Akkumulation.

Durch verschiedene Mechanismen verbessern Pflanzen die Loslichkeit und somit
die Verfugbarkeit von Eisen. Hierbei werden zwei grundsatzlich verschiedene
Strategien angewandt. Der Mechanismus der Graser wird als Strategie II
beschrieben, der aller Gbrigen hoheren Pflanzen als Strategie I. Strategie I -
Pflanzen zeigen Veranderungen sowohl auf morphologischer als auch auf
physiologischer Ebene. So zielen die morphologischen Veranderungen, wie die
verstarkte Entwicklung von Seitenwurzeln und die Ausbildung von Transferzell-
ahnlichen Strukturen in der Rhizodermis, auf eine VergroBerung der
Wurzeloberflache, wahrend die physiologischen Antworten auf eine verbesserte

Loslichkeit des Eisens ausgerichtet sind. Dies geschieht durch die verstarkte
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Ausscheidung von Protonen zur Azidifizierung der Rhizospahre, durch die
Sekretion von organischen Sduren zur Chelatisierung des Eisens und die
Reduktion von Fe** zu Fe?* durch Plasmamembran-gebundene Fe(III)-
Reduktasen. Durch die Ansduerung der Bodenldsung wird die Loslichkeit von
Fe** mit jeder pH-Einheit um das 1000fache gesteigert (Olsen et a/., 1981). Der
wichtigste Schritt, die Reduktion von Fe** zu dem I6slicheren Fe** erfolgt durch
eine NADH- oder NADPH-abhangige Chelat-Fe(III)-Reduktase (Holden et al.,
1994), deren Aktivitat bei Eisenmangel gesteigert wird. Der anschlieBende
Transport in die Wurzel durch IRT1, ein Mitglied der ZIP Metall-Transporter
Familie, konnte flr Arabidopsis nachgewiesen werden (Vert et al, 2002).
Graser, als Strategie II-Pflanzen, bilden als Antwort auf Eisenmangel Chelatoren
aus nicht in Proteinen zu findenden Aminosauren wie z.B. Mugineinsaure. Diese
Chelatoren werden als Phytosiderophore (PS) bezeichnet. Sie binden Fe** mit
hoher Affinitdt in der Rhizosphére und werden als Fe**-PS-Komplexe (iber ein

spezifisches Transportsystem in die Wurzel transportiert (Abb.1).

Strategy | Strategy Il

{pea, tomato, soybean) (barioy, maize, oat)

- Siderophore
Soil
Particle
JE ;_ Ferri¢

siderophore

N

Ligand exchange

ATP

H*
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NADH Fe(lll}-chelate

Fe {Il)
Fe (II) D

outside

NAD*

Fe (1) degradation

inside outside
PM

inside

PM

Abbildung 1: Modell fiir die Aufnahme von Eisen bei hoheren Pflanzen
(Guerinot und Yi, 1994)

Neuere Forschungsergebnisse verweisen auf eine Sonderrolle von Reis bei der
Einteilung nach Strategie I und II-Pflanzen. Obwohl nach der urspriinglichen
Einteilung die Eisenaufnahme von Reis der Strategie II zugerechnet wurde,
fand man in Reis zusitzlich zu den Fe**-Phytosiderophoren ein dem IR71 von

Arabidopsis homologes Transportergen (Bughio et a/, 2002). Die Fahigkeit zur
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direkten Aufnahme von Fe’* wird als Anpassung an ein Wachstum in

Uberstauten Boden gedeutet (Ishimaru et a/, 2006).

Nach der Aufnahme von Fe?* in den Symplasten der Wurzel erfolgt zunachst die
Oxidation zu Fe**. Nach der Komplexierung diffundiert Fe** in der
uberwiegenden Form als Eisen-Citrat-Komplex in Richtung Xylem und wird von
dort in die Blatter transportiert. Vom genauen Mechanismus ist bislang wenig
bekannt. Jedoch scheint Reis auch hier eine Sonderrolle einzunehmen.
Aufgrund der hohen Konzentration von zweiwertigem Eisen in Uberstauten
Bdden und dessen libermaBiger Aufnahme durch die Wurzel, scheint es in
seiner reduzierten Form als Fe?* auf symlastischem Weg den Casparischen
Streifen zu passieren und im Xylem dem Transpirationasstrom zu den Blattern

zu folgen.

1.1.2 Funktionen

Eisen ist ein wichtiger Bestandteil einiger Enzyme, die am Elektronentransport
beteiligt sind. Etwa 80% des Eisens in der gesamten Pflanze sind in den
Chloroplasten lokalisiert. Die beiden wichtigsten Gruppen von eisenhaltigen
Enzymen sind die Hamproteine und Eisen-Schwefelproteine. Hamproteine
enthalten Ham als prostetische Gruppe, ein Porphyrin-Molekil mit einem
koordinativ gebundenen zentralen Fe-Ion, das durch Valenzwechsel an der
Elektronenlbertragung teilnimmt. Zu den Hamproteinen gehdren die
Cytochrome, die Bestandteil des Redox-Systems in Chloroplasten und
Mitochondrien sind, Leghamoglobin, Katalase und Peroxidasen. Die Aktivitat von
Katalase und Peroxidasen in Blattern wird als Indikator flir die Eisenversorgung
der Pflanzen angesehen (Marschner, 1995). Eisen-Schwefelproteine enthalten
Eisen, das an die Thiolgruppe von Cysteinresten des Apoproteins gebunden ist.
Beispiele sind Ferredoxin, ein wichtiger Elektronenibertrager in zahlreichen
Stoffwechselprozessen, Isoenzyme der Superoxiddismutase und Aconitase
(Marschner 1995). Als Bestandteil des Nitrogenaseenzymkomplexes ist Eisen an
der biologischen Stickstofffixierung beteiligt. Eine weitere wichtige Rolle spielt
Eisen bei der Biosynthese von Chlorophyll, da es an der Synthese der
Porphyrine beteiligt ist (Taiz und Zeiger, 2000). Das erste sichtbare Anzeichen

von Eisenmangel sind ein verringerter Chlorophyligehalt und einem
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,Ausbleichen" der Blatter.

1.1.3 Speicherung

Pflanzenzellen speichern Uberschiissiges Eisen in einem Eisen-Protein-Komplex,
dem Phytoferritin. 24 identische Proteinuntereinheiten bilden eine Hohlkugel
und lagern 5400 bis 6200 Eisenatome als Fe**-Oxid-Phosphat-Komplex ein (Taiz
und Zeiger, 2000). Die Bildung von Phytoferritin wird Uber die Konzentration an
freiem Eisen in der Zelle reguliert. Die Freisetzung des Eisens erfolgt
wahrscheinlich Uber den Abbau der Proteinhtlle (Taiz und Zeiger, 2000).
Phytoferritin findet sich nicht nur in den Chloroplasten, sondern auch in Xylem,
Phloem und im Samen (Marschner, 1995).

1.2  Eisen im Boden

Eisentoxizitat als Stressfaktor bei der Produktion von Nassreis resultiert aus
einer hohen Konzentration an reduziertem Eisen im Boden. Aufgrund der
Flutung von Reisfeldern entstehen nach kurzer Zeit durch aerobe Atmung von
Wurzeln und Mikroorganismen anoxische Bedingungen im Boden, die im

weiteren Verlauf eine mikrobielle Reduktion von Fe** zu Fe** begiinstigen.

1.2.1 Bedingungen der Eisenreduktion

Durch die im Vergleich zu Luft stark eingeschrankte Diffusion von Sauerstoff in
Wasser wird der vorhandene Sauerstoff in iberstauten Béden anhangig von der
Temperatur mehr oder weniger rasch von aeroben Mikroorganismen und
Wurzeln verbraucht. Anaerobe Mikroorganismen breiten sich unter Nutzung von
alternativen Elektronenakzeptoren aus. Mit sinkendem Redoxpotential des
Bodens werden zunachst NO3™ und Mn-Oxide, im weitern Verlauf Fe3* und SO4*
reduziert. Die Fe?*-Konzentration der Bodenlésung ist abhéngig von der Dauer
der Uberflutung, dem pH und dem Gehalt an organischer Substanz und Fe3*
(Dobermann und Fairhurst, 2000).

1.2.2 Merkmale eisentoxischer Boden

Die kritische Konzentration fiir das Auftreten von Eisentoxizitat betragt >300 mg

Fe>* L' im Boden (Dobermann und Fairhurst, 2000). Dennoch variieren die
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kritischen Konzentrationen fir das Auftreten von Eisentoxizitat stark. Die
beobachteten Konzentrationen reichen von 10 bis 1000 mg Fe** L (Kirk, 2004)
und implizieren somit eine Abhdngigkeit der Eisentoxizitdt von anderen
Faktoren als der Fe-Konzentration der Bodenl6sung allein. Toxizitatssymptome
und Ertrag auf eisentoxischen Boden werden in Zusammenhang mit der P, K
und Zn Dingung (Montas Ramirez et a/., 2002), dem pH-Wert (Dobermann und
Fairhurst, 2000) und der Konzentration von Atmungshemmern wie H,S
(Tanaka et al, 1966) gebracht. 3 Hauptgruppen eisentoxischer Boden werden
unterschieden (Kirk, 2004; Becker und Asch, 2005): 1) sulfatsaure Boden mit
auBergewdhnlich hohen Konzentrationen von Fe?* in der Bodenldsung, die sich
aus der besonderen Mineralogie des Bodens ergeben, 2) schlecht drainierte
sandige Boden in Talern, die durch unterirdischen Abfluss sedimentreiches
Wasser des hoher gelegenen Umlands aufnehmen, 3) tonigere, saure und

eisenhaltige Bdden in Sedimenten aus stark verwitterten Boden.

1.3 Eisentoxizitat

Eisentoxizitat ist einer der bedeutendsten abiotischen Stressfaktoren bei der
Produktion von Nassreis. Bedingt durch hohe Konzentrationen an reduziertem
Eisen in der Bodenldsung und dessen GibermaBiger Aufnahme durch die Wurzel,
kommt es zu betrachtlichen ErtragseinbuBen. Diese belaufen sich in der Regel
auf 15-30%, bei massiver Toxizitdt kann es jedoch auch zum kompletten
Ernteausfall kommen (Abifarin, 1988).

1.3.1 Symptome und Stressantworten

In der Zelle kommt es bei hohen Konzentrationen von Fe** zur Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies und somit zu oxidativem Stress. Fe>* katalysiert die
Disproportionierung von H,0, zum duBerst reaktiven Hydroxylradikal (- OH) und
zum Hydoxid-Ion (OH’). Diese Reaktion ist bekannt als Fenton-Reaktion. Das
Superoxidanionradikal (-0, ist in der Lage das entstehende Fe** zu Fe** zu
reduzieren und somit die Entstehung von weiteren - OH voranzutreiben (Becana
et al, 1998). Die Summe dieser Reaktionen wird als Haber-Weiss-Reaktion

bezeichnet:
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Fe’* + H,0, — Fe’* + OH + -OH
-0 + Fe3+ -0, + Fe2+

Bei dem bei starker Eisentoxizitdt im Uberschuss vorhandenen zweiwertigen Fe
kann letztere Reaktion unter Bildung von Superoxidanionradikalen in

umgekehrter Richtung ablaufen (Marschner, 1995):
0; + Fe’* — -0y + Fe™*

Auf diesem Weg tragt Fe ebenso wie weitere Schwermetall und andere
Umweltstressfaktoren, wie Strahlung, Trockenheit und Kalte, liber die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies zur Zerstérung von Membranen, Proteinen und
Nukleinsauren bei. Man geht davon aus, dass die Zerstérung von Membranen
unter Peroxidation von Fettsduren Uber die folgende Kettenreaktion verlauft

(Thompson und Legge, 1987):
‘OH + RH — R* + OH™ + H* (Initiation)

R+ O, - RO;-
Propagation

RO;- + RH — ROOH + R:

Auch bei ‘O, geht man von einer schadigenden Wirkung auf Membranen aus,
da sich dieses besonders reaktiv in hydrophober Umgebung, wie dem Inneren
von Membranen zeigt (Thompson und Legge, 1987). Die Schadigung von
Proteinen durch Radikale verlauft tiber den Angriff auf Aminosdurereste. In an
BSA durchgeflihrten Studien zeigten sich besonders Tryptophan, Tyrosin,
Histidin und Cystein sensitiv gegeniiber *O,” und *OH (Davies et al., 1987). Die
so verursachten strukturellen Veranderungen der Proteine flhren zu
Konformationsanderungen,  Funktionsverlust und/oder zur Anfélligkeit
gegenliber Proteolyse. Weiterhin geht man davon aus, dass Radikale den
Chlorophyligehalt tber eine oxidative Spaltung reduzieren (Price und Hendry,
1991). Die Schadigung von DNA verlduft Gber einen Angriff der Basen und der
Desoxyribose (Valko et al., 2004). Man geht davon aus, dass weder O,  noch
H,0, an diesem Vorgang beteiligt sind, sondern lediglich *OH mit DNA reagiert.
Ein weiterhin mdoglicher Mechanismus bei der Schadigung von DNA ist die

Aktivierung von Nukleasen durch "OH, die Uber einen enzymatischen Abbau die
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DNA zerstoren (Halliwell und Aruoma, 1991).

Auf der anderen Seite ist Fe Bestandteil von antioxidativen Enzymen wie Katalse
und Peroxidasen. Das in den Enzymen enthaltene Fe steht fiir die Fenton-
Reaktion nicht zur Verfiigung, kann jedoch unter Einfluss von aktiviertem

Sauerstoff freigesetzt werden (Becana et a/, 1998).

Typisches Symptom ist eine Bronzefarbung der Blatter. Diese beginnt bei
dlteren Blattern mit dem Auftreten von kleinen braunen Punkten, die sich von
der Blattspitze zur Basis hin ausbreiten. Im weiteren Verlauf verfarbt sich das
Blatt von der Spitze aus gelb-orange und vertrocknet. Abhdngig vom Grad der
Toxizitat kann es zur orange-braun Farbung des gesamten Blattes kommen. In
Abhangigkeit vom betroffenen Entwicklungsstadium der Pflanze kann es zu
weiteren Beeintrachtigungen von Wachstum und Entwicklung kommen. So flihrt
Eisentoxizitdit in frilhen Stadien zu einer reduzierten Bildung von
Bestockungstrieben (Abraham und Pandey, 1989), Niedrigwuchs und
verringerter Biomasseakkumulation (Abu et a/, 1989). In der spaten
vegetativen und frihen reproduktiven Phase kann es zu einer geringeren
Rispenbildung (Singh et al, 1992) und verspateten Blitenbildung kommen
(Ayotade, 1979).

1.3.2 Adaptionsmechanismen

Zur Anpassung an eisentoxische Bdden und hohe Fe-Konzentrationen in der
Pflanze hat Reis verschiedene Mechanismen entwickelt. Auf physiologischer
Ebene kdnnen 3 Haupttypen zur Vermeidung und/oder Toleranz von

Eisentoxizitat unterschieden werden (Becker und Asch, 2005):

Oxidation von Fe in der Rhizospare und Ausschluss an der Wurzelmembran
Immobilisierung von aktivem Fe

Toleranz von Fe im Symplasten

Pflanzen, die eine oxidative Schadigung durch eine verringerte Aufnahme von
Fe vermeiden, werden den ,Excludern® zugeordnet. Wie viele Wasserpflanzen
bildet Reis ein der Sauerstoffversorgung der Wurzeln dienendes

Interzellularsystem, das Aerenchym. Luft tritt durch die Stomata ein und der
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Sauerstoff erreicht Uber Partialdruckunterschiede durch das Aerenchym die
Wurzeln. Wahrend viele Landpflanzen nur unter Sauerstoffmangel Uber die
Induzierung der ACC-Synthase und die Produktion von ACC und Ethylen ein
Aerenchym ausbilden, entsteht dieses bei Reis unabhangig von Umweltreizen
(Taiz und Zeiger, 2000; Liao und Lin, 2001). Dennoch scheinen auch
Reispflanzen bei hohen Fe**-Konzentrationen in der Bodenldsung mit einer
Erhéhung der Ethylenproduktion zu reagieren (Peng und Yamauchi, 1993). Der
nicht bei der Wurzelatmung verbrauchte Sauerstoff diffundiert durch
Interzellularraume in den die Wurzel umgebenden Boden (Ando et al., 1983).
Besonders in der Nahe der Wurzelspitze kann so das Redoxpotential der
Rhizosphére deutlich erhdht und Fe®* oxidiert werden (Flessa und Fischer,
1992). Auf diese Weise kann der Gehalt an Fe?* in der Bodenlésung verringert
werden und das oxidierte Fe wird als rotbrauner Belag von vornehmlich
Fe(OH); auf der Oberflache der Wurzel sichtbar. Mdglicherweise stellt der
Wurzelbelag zusatzlich eine physische Barriere flir das verbleibende reduzierte
Fe dar (Tanaka et al., 1966). Fe, das diese oxidative Barriere Uberwinden
konnte, gelangt in den Apoplasten der Wurzel. Um in das Leitgewebe
aufgenommen zu werden, ist aufgrund des Casparischen Streifens die Passage
einer Membran unumganglich. Der Transport von Fe in den Symplasten wurde
unter 1.1.1 bereits erldutert. Uber den genauen Mechanismus der Aufnahme bei
hohen Konzentrationen ist wenig bekannt. Dennoch ist davon auszugehen, dass
hier eine weitere Barriere besteht und die Pflanze die Aufnahme an der
Membran beschranken kann. Ein starkes Indiz fir diese Vermutung ist die
verstarkte Fe-Aufnahme nach der Behandlung mit dem Respirationsinhibitor
KCN (Tadano, 1975). Dies deutet auf eine aktive Aufnahme und somit auf die

Mdglichkeit diese Aufnahme zu begrenzen.

Die Immobilisierung von aktivem Fe und anschlieBende Ansammlung im
Gewebe von Wurzel, Stangel und Blatt gilt als weiterer Mechanismus zur
Vermeidung von Eisentoxizitat. Zur Speicherung von Uberschiissigem Fe dient
das Phytoferritin. In diesem Eisen-Protein-Komples ist Fe metabolisch inaktiv.
Unter eisentoxischen Bedingungen werden gewdhnlich in den Wurzeln hohe Fe-

Konzentrationen gefunden. Als Hinweis auf die Speicherung von
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Uberschissigem Fe in der Wurzel gilt der Fund einer geringeren Verlagerung
von der Wurzel zu den Blattern in eisentoleranten Reissorten (Audebert und
Sahrawat, 2000). Da sich ein hoher pH im Apoplasten aufgrund eines hohen
pH-Optimums der Fe**-Rduktase als hinderlich bei der Aufnahme von Fe in den
Symplasten erwies (Kosegarten et al., 1999), ist auch eine Immobilisierung und

Einlagerung im Gewebe von Stangel und Blatt denkbar.

Die Toleranz von hohen Fe-Konzentrationen im Symplasten stellt
moglicherweise den wichtigsten Adaptionsmechanismus dar. Da auch in
toleranten Sorten haufig eine hohe Fe-Konzentration in den Blattern zu finden
ist, ist davon auszugehen, dass hier die Vermeidung von Eisenstress durch
Ausschluss oder Immobilisierung an bzw. in der Wurzel gegentiber der Toleranz
in der Pflanze nur eine untergeordnete Rolle spielt (Jayawardena et al., 1977).
Unter der hier beschriebenen Toleranz sind zum einen die Bindung von Fe im
Symplasten in metabolisch inaktive Formen (Phytoferritin, Chelate) und in
Strukturen die kontrollierte Oxidations-/Reduktionsreaktionen erlauben, zum
anderen die Detoxifizierung reaktiver Sauerstoffspezies zu verstehen.
Detoxifizierungsmechanismen kdnnen in enzymatische und nicht-enzymatische
Mechanismen unterteilt werden: die nicht-enzymatischen Antioxidantien
umfassen Ascorbat, Glutathion, Tocopherol, Flavonoide, Alkaloide und
Carotinoide, zu den antioxidativen Enzymen zdhlen Superoxiddismutase,

Peroxidasen und Katalase (Bartels und Sunkar, 2005).

1.3.3 Variabilitat der Genotypen und Selektionsmethoden flir

Eisentoxizitatsresistenz

Eine Strategie zur Vermeidung von Ernteschdaden durch Eisentoxizitat ist die
Nutzung resistenter Genotypen. Da sowohl der Zeitpunkt des Auftretens als
auch das AusmalB des Stresses nicht nur von der Sorte, sondern in starkem
Umfang auch von den Umweltbedingungen abhangig sind (Becker und Asch,
2005), ist eine zielgerichtete Sortenanpassung vor Ort unabdingbar. Trotz des
Wissens Uber verschiedene Resistenzstrategien (Vermeidung/Toleranz,
Includer/Excluder) der Reispflanzen, basieren die Methoden zur Selektion
toleranter Pflanzen meist auf den Symptomen der Blatter und dem Ertrag.

Gewachshausversuche auf den Philippinen identifizierten 479 von 6140
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getesteten Sorten als ,relativ tolerant® gegeniiber hohen Fe?*-Konzentrationen
im Boden (Lantin und Neue, 1989). In Westafrika durchgefiihrte Versuche
charakterisierten mehr als 50% der getesteten Sorten als tolerant gegeniber
Eisentoxizitédt auf Grundlage der Toleranz des Blattgewebes. Weiterhin wurde
hier eine gute Ubereinstimmung der Sortentoleranz in Hydrokultur und Boden

gefunden (Yamanouchi und Yoshida, 1981).

Vorarbeiten zu vorliegenden Arbeit haben Methoden zur Erkennung
unterschiedlicher Strategien der Eisentoxizitatsresistenz entwickelt (Asch et al.
2005; Aung, 2006), die allerdings bisher nur unter kontrollierten Bedingungen
in Hydrokultur getestet wurden. Diese erlauben im Gegensatz zu den Ublichen
Feld- bzw. Topfversuchen den Zugriff auf Wurzel und Wurzelbelag. Dabei
wurden sowohl Toleranzmechanismen, also die Aufnahme von Eisen in sensible
Gewebe ohne Schadsymptomausbildung, als auch Resistenzmechanismen, die
auf Vermeidung von lberhdhten Eisenkonzentrationen im Gewebe durch eine
verstarkte Abscheidung von Eisenoxid auf der Wurzeloberflache, als relevante
Mechanismen zur Uberwindung von Eisentoxizitat identifiziert. Eine Ubertragung
auf Feldbedingungen sowie eine Bewertung der Aussagekraft dieser
Bewertungsmethoden mit einem unabhangigen Satz Genotypen standen noch
aus. Parallel zu diesen Arbeiten unter kontrollierten Bedingungen, wurden auf
potentiell eisentoxischen sulfatsauren Béden im Mekong-Delta Abschatzungen
von Ertragsverlusten fiir etwa 25 einheimische Sorten durchgefiihrt, die
allerdings nur die spaten, reproduktiven Stadien der Reispflanzen betrachtet
haben und keine Rickschliisse auf zugrunde liegende Mechanismen zulassen.
Im Rahmen der Diplomarbeit wurden in Zusammenarbeit mit dem Cuu Long
Delta Rice Research Institut (CLRRI) diese und 3 weitere einheimischen
Reissorten auf ihre Eisentoxizitatsresistenz im Vergleich zu internationalen
Referenzsorten untersucht und anhand des Vergleichs von Feld- und

Hydrokulturversuchen die entwickelten Bewertungsmethoden tberpriift.

1.4 Reisanbau im Mekong-Delta/Vietham

Das Mekong-Delta im Sidwesten Vietnams ist eine Flachlandregion mit einer
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Hbhe von weniger als 2m Uber dem Meeresspiegel. Das Klima im Delta ist
tropisch mit zwei zu unterscheidenden Jahreszeiten, Regen- (Mai-Oktober) und
Trockenzeit (November-April). Die Durchschnittstemperatur betragt 27°C. Der
jahrliche Niederschlag mit etwa 1600mm fallt zu 90% wahrend der Regenzeit.
Reis stellt die dominierende Nutzpflanze dar und wird auf etwa 2 Millionen ha
angebaut. Mit 3 Ernten pro Jahr und einer jahrlichen Produktion von 16,2
Millionen Tonnen tragt das Mekong-Delta ca. 50% zur gesamten Reisproduktion
Vietnams (Bui, 2000) und somit zu dessen Stellung als weltweit zweitgroBter
Reisexporteur (Nguyen, 2006) bei. Sulfatsaure Bdden bedecken etwa 1,6
Millionen ha bzw. 40% des gesamten Mekong-Deltas (Minh et al., 1997). Diese
sind unter anderem charakterisiert durch einen niedrigen pH und hohe Fe-
Konzentrationen und schaffen somit gemeinsam mit der jahrlichen Uberflutung
des Gebietes durch die ausgepriagten Niederschlige und den Uberlauf des
Mekongs die Vorraussetzungen flr eine Schadigung der Reisernte durch

Eisentoxizitat.
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2 Material und Methoden

Von Marz bis Juli 2007 wurden unter tropischen Klimabedingungen ein
Hydrokultur- und ein Feldversuch zur Eisentoxizitatsresistenz von Nassreis am
Cuu Long Delta Rice Research Institute (CLRRI) in O Mon im Mekong-Delta im
Suden Vietnams durchgefihrt.

2.1  Hydrokulturversuch

Im Zeitraum von Ende Marz bis Anfang Mai 2007 wurde im Gewachshaus des
CLRRI ein Hydrokulturversuch zur Untersuchung der Resistenzmechanismen
von 13 einheimischen und 2 bereits getesteten Reissorten gegentiber
reduziertem Eisen in der Nahrlésung durchgefiihrt. Hierfir wurde ein an der
Universitét Bonn entwickelter Versuchsaufbau verwendet. Die mittlere
Lufttemperatur wahrend der Durchfihrung betrug  30,9°C, das
Temperaturminimum lag bei 27,0°C, das Maximum bei 36,6°C. Die mittags

bestimmte Temperatur der Nahrlésung betrug zwischen 30 und 31°C.

2.1.1 Pflanzenmaterial

Im Hydrokulturversuch wurden insgesamt 15 Sorten Nassreis (O. sativa), die
sich in vorangegangenen Versuchen als tolerant, moderat-tolerant bzw. sensitiv
hinsichtlich ihrer Reaktionen auf Eisentoxizitat erwiesen hatten, verwendet. Das
Saatgut von 9 dieser Sorten wurde vom Mekong Delta Development Research
Institute, Can Tho zur Verfligung gestellt, 4 weitere im Mekong Delta genutzte
Sorten lieferte das CLRRI. Die 2 Referenzsorten (Sahel108, Tox4004-8-1-2-3)
wurden vom Institut flir Nutzpflanzenforschung und Ressourcenschutz der

Universitat Bonn bereitgestellt (Tab.1).
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Tabelle 1: Einteilung der verwendeten Sorten nach Sensitivitat gegenuber reduziertem
Eisen

Fe-tolerant moderat tolerant Fe-sensitiv
MTL420" MTL468" MTL465"
MTL442" MTL469" MTL471"
MTL508" OM2395* MTL509"
AS996* MTL510"
OM576"

OM2517*

Tox4004-8-1-2-3°

Sahel108’
*: Mekong Delta Development Research Institute, University of Can Tho

#: Cuu Long Delta Rice Research Institute, O Mon

°: Institut fiir Nutzpflanzenforschung und Ressourcenschutz, Universitat Bonn

2.1.2 Anzucht und Versuchsaufbau

Das Saatgut wurde Uber Nacht in Agua dest. vorgequollen und 3 Tage auf
Filterpapier in Petrischalen vorgekeimt. AnschlieBend wurden die Keimlinge in
mit gereinigtem Sand gefiillte Pflanzschalen gesetzt und dort fiir weitere 6 Tage
bis zur Uberfiihrung in die Hydrokultur angezogen. Als Hydrokulturmedium
wurde eine Yoshida-Ldsung (Yoshida et al., 1976) verwendet. Diese beinhaltete
40mg L N (NH4NO3), 10mg L P (NaH,PO4x 2H,0), 40mg L K (K,S04), 40mg
L? Ca (CaCly), 40mg L Mg (MgSO4 x 7H;0), 0,5mg L* Mn (MnCl; x 4H,0),
0,05mg L' Mo ((NH4)s X M0;024 x 4H,0), 0,2 mg L™ B (H3BOs), 0,01mg L Zn
(ZnSO4 x 7H,0), 0,01mg L™ Cu (CuSO4 x 5H,0) und 2mg L™ Fe (FeCl; x 6H,0)

und wurde auf pH 5 eingestellt.

Die Pflanzen wurden in das Hydrokultursystem (Abb.2), bestehend aus 6 Kisten
(6,5L; 37cm x 26,5cm)! mit jeweils 60 miteinander verbundenen und im

Ganzen entnehmbaren PVC-Réhren (9cm Lange; 3,6cm Durchmesser),

' Gitersloher Baubedarf GmbH & Co. KG ,Betrieb und Umwelt“, 33332 Glitersloh
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Uberfiihrt und mit zur Halfte eingeschnittenen Ceaprenstopfen 2 (3,6cm

Durchmesser; Hohe 3cm) in den Rhren fixiert, so dass lediglich die Wurzeln in

Kontakt zur Nahrldsung standen.

Abbildung 2: Aufbau des Hydrokultursystems

10 Tage nach Ansetzen des Saatgutes wurden in jede Kiste je 4 Einzelpflanzen
der 15 Sorten vollsténdig randomisiert angeordnet und eine 25%ige Nahrlésung
zugegeben. Nach 5 Tagen wurde die Nahrlésung der 15 Tage alten Pflanzen
ausgetauscht und durch eine 50%ige ersetzt. Nach weiteren 6 Tagen wurde
Nahrlésung erneut ausgetauscht und die nun 3 Wochen alten Pflanzen erhielten
eine 100% Nahrldsung. Die Nahrlésung wurde nun wdchentlich erneuert, wobei
nach 2 Wochen der Nahrlésung der 5 Wochen alten Pflanzen zweiwertiges
Eisen in Form von FeSO4 x 7H,0 zugefugt wurde. Die Nahrlésung von je 2
Kisten wurde mit Fe-Konzentrationen von 2000, 1000 und Oppm versetzt. Um
das Redoxpotential der Lésung auf einem niedrigen Niveau zu halten und somit

der Oxidation des Eisens entgegen zu wirken, wurden die Kisten mit jeweils 2

Durchstromsteinen ausgestattet und die Losung alle 2 Stunden flir 15min mit
Stickstoffgas durchperlt (Abb.3).

Abbildung 3: Stickstoffversorgung der Hydrokultur

2 Greiner Bio-One GmbH, 42719 Solingen
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Im Alter der Pflanzen von 39 Tage wurden Bonitur und Ernte durchgefihrt.

2.1.3 Probennahme

39 Tage nach der Aussaat wurde zundchst eine visuelle Bonitur der
Eisentoxizitdtssymptome anhand des Prozentsatzes der betroffenen Blattflache
durchgefiihrt. Hierzu diente eine nach Asch et a/ (2005) an Eisentoxizitat
angepasste Erweiterung des Standard Evaluation System for scoring for leaf
blast lesions des International Network for the Genetic Evaluation of Rice
(INGER; IRRI, 1996) mit folgenden Prozentzahl/Boniturwert Kombinationen: 0-
9=1; 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).

Weiterhin wurden die Hohe der Pflanzen und die Anzahl der Blatter bestimmt.
Je 2 Pflanzen wurden zusammen genommen, deren Wurzeln zur Entfernung
und anschlieBenden Quantifizierung des Wurzelbelags fir 5min in 15mL 0,5M
HCl gewaschen und anschlieBend mit agua dest. gespllt. Die
Wurzelbelaglésung wurde bis zur Analyse gekihlt aufbewahrt. Wurzeln, Stangel
und Blatter von jeweils 2 zu einer Probe vereinten Pflanzen wurden getrennt

und bis zur Bestimmung des Trockengewichts und des Eisengehalts getrocknet.

2.1.4 Analyse

Wurzeln, Stangel und Blatter der Pflanzen wurden bis zu konstantem Gewicht
getrocknet und das Trockengewicht bestimmt. Das Pflanzenmaterial wurde mit
je 1mL mit Selen versetzter HNOs; (3,59 Se/1L HNOs) und 5mL H,SO4 fir
insgesamt 4h mit je 1h bei 120°C, 220°C, 320°C und 400°C gekocht. Nach dem
Aufschluss wurde der Eisengehalt der Pflanzengewebe sowie die
Eisenkonzentration der  Wurzelbelaglésung  mittels  Atomabsorptions-

Spektrometer (Perkin ElImer 3110) bestimmt.

2.2  Feldversuch

Zwischen Anfang Mai und Anfang Juli 2007 wurde auf dem Versuchsgelande

das CLRRI ein Feldversuch zur Validierung der im Hydrokulturversuch
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gewonnen Ergebnisse durchgeflihrt. Hierzu wurden die bereits getesteten
Reissorten auf zwei Feldern mit einem unterschiedlichen Grad an Eisentoxizitat
ausgebracht. Die Aussaat fand zu Beginn der Regenzeit satt. Zwischen Mai und
Juli ist im Mekong-Delta von einer durchschnittlichen Hochsttemperatur von
32°C und von einer durchschnittlichen Mindesttemperatur von 25°C

auszugehen.

2.2.1 Pflanzenmaterial

Es wurden die gleichen Sorten wie im Hydrokulturversuch verwendet. Von
Sahel108 standen aufgrund einer duBerst geringen Keimungsrate nicht
genligend Pflanzen zur Verfliigung, so dass diese aus der Bewertung der

Ergebnisse ausgeschlossen wurden.

2.2.2 Versuchsaufbau

2 Felder mit einem Unterschied in der Konzentration an reduziertem Eisen in
der Bodenlosung wurden in jeweils 4 x 15 Untereinheiten angelegt und die 15
Sorten darauf mit je 4 Wiederholungen zuféllig angeordnet. Jede Untereinheit
hatte eine Abmessung von 1m x 1m wund wurde durch einen
Bewasserungsgraben bzw. einen kleinen Erdwall von den sie umgebenden
Untereinheiten abgegrenzt. Das Saatgut wurde 4 Tage vorgekeimt und in 25 (5
x 5) Pflanzléchern je Untereinheit mit je 2 Samen pro Pflanzloch auf das Feld
gebracht (Abb.4).

55 Tage nach der Aussaat wurden Bonitur und Entnahme der Pflanzenproben
durchgeflhrt.

20cm
8 8 8 8 8
(2 Samen)
8 8 8 8 8
8 8 8 8 8 3
s =] 8 8 8
8 8 8 8 8

S

m T\ vl 1 AR r.‘;;l“.".;'

Abbildung 4: a) Untereinheit (schematisch); b) Tag der Aussaat; ¢) nach 3 Wochen
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2.2.3 Probennahme

55 Tage nach der Aussaat wurden die Proben entnommen. Je Untereinheit
wurden 3 flir die Untereinheit reprasentative Pflanzen ausgewahlt, deren
Eisentoxizitatssymptome nach dem bereits beschriebenen System bewertet und
die oberirdischen Pflanzenteile abgeschnitten. AnschlieBend wurden die Hohe
der Pflanzen und die Anzahl der Tiller bestimmt, Blatter und Sténgel getrennt

und bis zu konstantem Gewicht getrocknet.

2.2.4 Analyse

Zunachst wurde das Trockengewicht von Blattern und Sténgeln bestimmt. Fir
die Eisenbestimmung wurden die Blatter mit der Hand zerrieben, um eine
Eisenkontamination durch den Abrieb einer Mihle zu vermeiden. Mit 4mL HNO3
je Probe wurden bei 180°C Druckaufschliisse durchgeflihrt und der Eisengehalt

der Blatter am Atomabsorptions-Spektrometer (Perkin Elmer 1100B) bestimmt.

2.2.5 Bestimmung des Fe-Gehaltes des Bodens

Je Feld wurden mit einem Bohrstock 10 reprasentative Bodenproben
entnommen. Hierzu wurden auf 10 gleichmaBig Uber das Feld verteilten
Untereinheiten jeweils 3 Proben entnommen und diese zu einer Mischprobe
vereint. Diese wurden getrocknet, gemahlen, gesiebt (2mm) und mit DTPA
extrahiert. Hierfir wurden 10g Boden mit 20ml Extraktionslésung (0,005M
Diethylentriaminpentaessigsaure, 0,1M Trienthanolamin, 0,1M CaCl,, eingestellt
auf pH 7,3) flir 2h auf einem Horizontalschiittler geschittelt. AnschlieBend
wurde die Suspension gefiltert und das Filtrat am Atomabsorptions-

Spektrometer (Perkin EImer 3110) auf Fe analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1  Hydrokulturversuch

Pflanzenhdhe, Anzahl der Blatter und Trockengewicht zeigten deutlich gréBere
Unterschiede zwischen den einzelnen Sorten als zwischen den verschiedenen
Behandlungen (Tab.2). Da sich die Behandlung mit Fe** lediglich lber die
letzen 4 Tage des Versuchs erstreckte, konnte dessen Einfluss auf das
Wachstum nicht sichtbar werden. Die durchschnittliche Hohe betrug zwischen
19,8cm (MTL420) und 53,8cm (MTL471), die durchschnittliche Anzahl der
Blatter belief sich auf Werte zwischen 4,5 (MTL420) und 7,6 (MTL509) und die
Gesamttrockenmasse betrug zwischen 44mg (MTL420) und 450mg (MTL471).
Besonders deutlich zeigten sich die Wachstumsunterschiede zwischen den
einzelnen Sorten bei der Trockenmasse. So akkumulierte MTL420 im

Durchschnitt der Behandlungen nur etwa 20% der Trockenmasse von MTL471.

Tabelle 2: Pflanzenhdhe, Anzahl der Bldtter und Trockenmasse der Pflanzen des
Hydrokulturversuchs mit Standardfehler (0, 1000, 2000ppm Fe?**)

Pflanzenhdhe [cm]  Anzahl der Blatter Trockenmasse [mg]

MTL420 Oppm 26,3+2,9 53+0,3 58 + 17
1000ppm 34,5+33 6,1+0,3 116 + 28
2000ppm 19,8+ 1,3 45+0,3 44 4
MTL442 Oppm 431+15 7,1+0,1 198 + 22
1000ppm 435+28 7,1%0,1 287 + 23
2000ppm 453121 6,610, 280 + 21
MTL465 Oppm 48,6 + 2,1 7,110,2 243 £ 40
1000ppm 438+35 6,4+ 0,4 204 £ 55
2000ppm 41,0+44 6,1%0,5 184 £ 28
MTL468 Oppm 37,3+3,0 6,1 0,4 147 £ 37
1000ppm 38,4+29 6,1%0,2 168 + 21
2000ppm 31,8+29 6,120,2 109 £ 15
MTL469 Oppm 34,4 +£2,4 56+0,3 93+3
1000ppm 35,8 2,0 6,1+0,4 139 + 23
2000ppm 32,1+£26 5410,3 92125
MTLA471 Oppm 43,0+ 3,4 7,3+0,2 379 + 44
1000ppm 53,4+ 1,6 7,50,2 445 £ 24
2000ppm 53,8 + 1,1 7,110,1 379 + 27
MTL508 Oppm 34,0+35 6,5%0,3 171 £ 20
1000ppm 34,8 + 4,1 6,6+0,3 192 + 38
2000ppm 29,3+33 5910, 130 + 28
MTL509 Oppm 50,9 2,8 7,6+0,2 359 + 69
1000ppm 490+1,8 7,5+0,2 424 + 28
2000ppm 473+15 7,3£0,2 357 + 21
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MTL510 Oppm 28,56+3,6 6,1+£0,2 137 £ 14

1000ppm 34,4 2,6 6,5+0,2 172 £ 26

2000ppm 31,433 591+0,2 146 + 19

AS996 Oppm 488+18 7,3+0,2 242 £ 15
1000ppm 46,1%25 7,3+0,2 225 + 46

2000ppm 37,4+45 6,30,3 117 £ 48

OM576 Oppm 50,9 + 2,2 7,3+0,3 318 £ 22
1000ppm 52,0+ 1,5 75402 378+ 38

2000ppm 52,412 6,910,1 373:35

OM2395 Oppm 46,4+ 3,8 6,6 0,3 23150
1000ppm 51,5+ 3,6 7,3+0,3 347 + 62

2000ppm 46,3 % 3,1 6,610, 225 + 46

OM2517 Oppm 485+ 1,6 7,0+0,3 234 £ 75
1000ppm 49,3+ 3,1 7,0%0,3 350 + 69

2000ppm 53,0+ 1,6 6,80,1 277 £ 43

TOX4004 Oppm 471+57 7104 351 + 80
1000ppm 39,9 + 4,1 6,9+0,2 241 + 36

2000ppm 46,0+ 24 6,9%0,1 285 + 37

Sahel108 Oppm 225430 51+0,4 69 + 23
1000ppm 294 +32 5,6+ 0,4 101 £ 26

2000ppm 253+2,0 5610,3 76 15

3.1.1 Symptome und Fe-Konzentration

Zunachst wurde die Auspragung der Eisentoxizitatssymptome bei den 15 Sorten
in den Behandlungen Oppm, 1000ppm und 2000ppm quantifiziert (Abb.5). In
der Kontrolle zeigten sich durchschnittliche Werte von 1 (MTL471, MTL509,
AS996, OM2395, OM2517) bis 1,6 (Sahel108), bei der Behandlung mit 1000ppm
Fe’* reichte die Skala von 1,125 (OM576) bis 3,375 (MTL442) und bei der
2000ppm Behandlung von 2 (OM576) bis 4,75 (MTL442, OM2395). Somit war
mit der Steigerung der Fe**-Konzentration in der Nahrlésung eine eindeutige
Zunahme der Symptome zu verzeichnen. Lediglich Sahell08 zeigte eine
unerwartet schwachere Symptomauspragung bei der Bandlung mit 1000ppm
Fe’* in Vergleich zur Kontrolle. Dies lag jedoch im Bereich des berechneten
Standardfehlers. Die starksten Symptome konnten bei MTL442, MTL471 und
OM2395 beobachtet werden. Auch die als tolerant eingestufte Referenzsorte
TOX4004 erreichte einen relativ hohen Wert von 4,25. MTL468, MTL509 und
OM576 zeigten auch bei einer Fe**-Konzentration von 2000ppm nur schwache

Symptome.
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Abbildung 5: Symptome im Hydrokulturversuch (0, 1000, 2000ppm)
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Die Fe-Konzentration der Blatter wurde bestimmt (Abb.6). Diese nahm relativ
zur Fe-Konzentration der Nahrlésung zu. Lediglich MTL469, MTL510, OM2517
und Sahell08 zeigten in der 1000ppm-Behandlung héhere Fe-Konzentrationen
als in der Kontrolle. Diese Abweichung lag jedoch im Bereich des
Standardfehlers. In den Blattern der Kontrollpflanzen fanden sich zwischen
0,27mg g* (OM576) und 1,31mg g’ (Sahel108) Fe. Bei der 1000ppm-
Behandlung wurden Konzentrationen zwischen 0,36mg g* (MTL471) und
1,44mg g (MTL468) festgestellt und fiir die 2000ppm-Behandlung 0,43mg g™
(MTL471) bis 4,29mg g* (MTL420). Die héchsten Konzentrationen fanden sich
bei MTL420, Sahel108 und MTL468. Bei MTL442, MTL471, MTL509 und OM576
hingegen waren die Fe-Konzentrationen der Blatter der 2000ppm-Behandlung

relativ gering und lagen dicht an den Ergebnissen der Kontrollpflanzen.
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Abbildung 6: Fe-Konzentrationen der Blatter im Hydrokulturversuch in mg g'1 (0, 1000,
2000ppm)

In der Gegeniberstellung von Fe-Konzentrationen und Boniturwerten (Abb.7)
wird die unterschiedliche Reaktion der Genotypen auf Fe im Blattgewebe
ersichtlich. Wahrend z.B. OM2517 und MTL420 mit dem gleichen Bronzingwert
von 3,0 deutliche Unterschiede in den Fe-Konzentrationen von 0,85 mg g™ bzw.
429 mg g' aufweisen, zeigen MTL442 und MTL509 trotz ahnlicher Fe-
Konzentration in den Blattern (0,58 mg g' bzw. 0,54 mg g!) mit

Bronzingwerten von 4,8 und 2,1 sehr unterschiedliche Symptome.
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Abbildung 7: Fe-Konzentration der Blatter in mg g'1 und Bronzing Score im
Hydrokulturversuch (2000ppm)

3.1.2 Fe-Verteilung

Auffallig ist der trotz groBer Unterschiede in der Trockenmasse (Abb.8) sehr
ahnliche Fe-Gehalt in den Bldttern (Abb.9). Die Schwankungen liegen hier
zwischen 0,08mg (MTL469) und 0,14mg (MTL468). Weiterhin zeigt sich in den
Blattern der Fe-Gehalt unabhéngig von der Trockenmasse. MTL469 und MTL468
mit einer groBen Differenz im Fe-Gehalt liegen in der Trockenmasse mit 54,6mg
und 61,8mg sehr dicht beieinander. Im Gegenzug zeigen die Sorten mit der
hochsten (MTL471; 224,1mg) und mit der niedrigsten Trockenmasse (MTL420;
45,4mg) mit 0,10mg bzw. 0,11mg nur eine sehr geringe Abweichung im
absoluten Fe-Gehalt. Die niedrigste Fe-Konzentration in Relation zur
Trockenmasse (Abb.10) fand sich bei MTL471 mit 0,43mg g, gefolgt von
OM576 mit 0,50mg g. Die héchste Konzentration in den Bléttern wurde fiir
MTL420 mit 4,29mg g und Sahel108 mit 2,48mg g™ nachgewiesen.

In den Stangeln reichte der Fe-Gehalt von 0,09mg bei MTL468 bis 0,56mg bei
OM2395 und zeigte somit eine sehr viel groBere Variation als der Fe-Gehalt der
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Blatter. Dennoch erwies sich auch hier der Fe-Gehalt als unabhangig von der
Trockenmasse. Die hdchste Fe-Konzentration im Verhdltnis zur Trockenmasse
des Stingels fand sich bei Sahel108 mit 9,14mg g* und AS996 mit 8,56mg g'*;
OM576 mit 1,29mg g und OM2517 mit 1,15mg g sind die Sorten, in denen

die niedrigsten Konzentration gefunden wurden.

In den Wurzeln fand sich sowohl der groBte Anteil des Eisens als auch die
starkste Korrelation zwischen Trockengewicht und Fe-Gehalt. Der Gehalt reichte
von der kleinsten Wurzel mit einem Gewicht von 4,1mg und einem Fe-Gehalt
von 0,09mg bis zur schwersten Wurzel mit 45,5mg Trockenmasse und 2,43mg
Fe. In relativer Betrachtung zeigten OM2395 mit 66,54mg g und MTL442 mit
59,58mg g die hdchsten Konzentrationen, die niedrigsten fanden sich bei
MTL510 mit 9,48mg g und MTL471 mit 9,59mg g*.

Trockenmasse [mqg]
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Abbildung 8: Verteilung der Trockenmasse in mg auf Wurzel, Stangel und Blatter im
Hydrokulturversuch (2000ppm)
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Abbildung 9: Verteilung des Fe-Gehalts in mg auf Wurzel, Stangel und Blatter im

Hydrokulturversuch (2000ppm)
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Abbildung 10: Verteilung der relativen Fe-Konzentration in mg g'1 auf Wurzel, Stangel

und Blatter im Hydrokulturversuch (2000ppm)
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Der Gehalt an Eisen in der Pflanze wies trotz konstanter Verteilung der
Trockenmasse (Abb.11) groBe Unterschiede in der Verteilung zwischen Wurzel,
Stangel und Blatter auf (Abb.12). So fand sich in MTL442 und OM576 mit
82,7% bzw. 90,3% ein Uberdurchschnittlich hoher Anteil des Eisens in der
Wurzel. In AS996 mit 47,8% und MTL469 mit 43,2% befand sich ein GrofBteil
des Eisens der Gesamtpflanze im Stdngel, bei der Verteilung des Fe-Gehaltes
auf die Blatter lagen MTL420 mit 35,5% und MTL468 mit 34,1% an der Spitze.
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Abbildung 11: Verteilung der Trockenmasse in % auf Wurzel, Stangel und Blatter im
Hydrokulturversuch (2000ppm)
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Abbildung 12: Verteilung des Fe-Gehalts in % auf Wurzel, Stangel und Blatter im
Hydrokulturversuch (2000ppm)

3.1.3 Wurzelbelag

Die Oxidation von Fe** zu Fe** an der Oberfliche der Wurzel fiihrt zur Bildung
eines Belags aus Fe(OH)s. Im Hydrokulturversuch wurde der Fe-Belag mit 0,5M
HCI von den Wurzeln entfernt und der Fe-Gehalt quantifiziert (Abb.13). Die im
Folgenden als Wurzelbelag umschriebenen Werte sind auf den Fe-Gehalt des
Belags aus Fe(OH); in Relation zur Wurzelmasse zu beziehen.
ErwartungsgemdB nahm mit der Erhéhung der Fe**-Konzentration in der
N&hrlésung der Wurzelbelag zu. In der Kontrolle wurden Belige von 8,8mg g™
(MTL465) bis 21,6mg g (Sahel108) gefunden; die Behandlung mit 1000ppm
Fe’* ergab Werte von 33,9mg g* (OM576) bis 70,7mg g (AS996). Der meiste
Belag fand sich in der Behandlung mit 2000ppm bei OM2395 (194,7mg g™?),
MTL509 (155,2mg g*') und Sahel108 (141,4mg g1). MTL420 (59,2mg g}),
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MTL508 (93,0mg g') und MTL442 (98,0mg g') stellten die Sorten mit den

geringsten Ablagerungen.
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Abbildung 13: Fe-Belag der Wurzeln in mg g'1 im Hydrokulturversuch (alle Behandlungen)

TOX4004
Sahel108

Die starke Abhdngigkeit des Wurzelbelages (hier als mg Fe im Belag pro ml
Spillésung) von der Masse bzw. der Oberflache der Wurzel zeigt sich in
Abbildung 14. Mit der Zunahme der Fe-Konzentration in der Nahrlésung erhéhte
sich zum einen der Wurzelbelag, zum anderen die Streuung der Ergebnisse. Die
groBten Abweichungen von der Regressionsgeraden fanden sich in der
Behandlung mit 2000ppm Fe** bei OM2395, MTL509, OM576, MTL442 und
MTL508. Wahrend OM2395 wund MTL509 mit 20mg bzw. 36mg
Wurzeltrockenmasse und 3,9mg mi™ bzw. 5,9mg mI™ Wurzelbelag im Vergleich
mit den Ubrigen Sorten relativ viel Wurzelbelag akkumulierten, war der
Wurzelbelag bei OM576 (45mg; 5,5mg ml™), MTL442 (31mg; 3,1mg ml*) und
MTL508 (12mg; 0,8mg ml™) relativ gering.
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Abbildung 14: Trockenmasse der Wurzel [mg] und Wurzelbelag [mg mi™'] im
Hydrokulturversuch (alle Behandlungen)

Anhand der Gegenlberstellung von Wurzelbelag und Fe-Konzentration in der
gesamten Pflanze (Abb.15) konnte keine Abhangigkeit zwischen beiden
Parametern festgestellt werden. Die héchste Fe-Konzentration (8,8mg g) bei
dem meisten Belag pro g Wurzeltrockenmasse (194,7 mg g') wurde fir
OM2395 bestimmt. MTL420, MTL508, MTL510 und MTL471 zeigten in Relation
zum Wurzelbelag eine unterdurchschnittliche Fe-Aufnahme. Relativ groBe
Mengen an Wurzelbelag und eine geringe Fe-Konzentration wurden flir MTL471,
MTL465 und MTL509 bestimmt, wenig Belag bei einer hohen Fe-Konzentration
in der Pflanze zeigte dagegen MTL442.
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Abbildung 15 : Wurzelbelag in mg g'1 und Fe-Konzentration in der gesamten Pflanze in
mg g im Hydrokulturversuch (2000ppm)

3.2 Feldversuch

Bei dem an zwei Standorten mit unterschiedlichem Level an Eisentoxizitat
durchgefiihrten Feldversuch zeigten die Pflanzen Unterschiede in Pflanzenhdhe,
Anzahl der Bestockungstriebe und Trockenmasse sowohl zwischen den Sorten
als auch zwischen den beiden Standorten (Tab.3). Bei der Pflanzenhéhe wurden
fur Plot 1 (niedrigere Toxizitat) bei den meisten Pflanzen hdhere Werte
gemessen. Diese lagen zwischen 55,2cm (OM2517) und 64,0cm (MTL469). 4
Sorten (MTL442, MTL471, MTL509, AS996) waren hoher auf Plot 2 (héhere
Toxizitat). Hier reichten die Werte von 50,6cm (MTL510) bis 68,0cm (MTL471)
und zeigten somit eine breitere Streuung als die fir Plot 1 gemessenen Werte.
Die Anzahl der Bestockungstriebe lag mit Ausnahme von MTL510 und TOX4004
hoher auf Plot 2. Auf Plot 1 reichte die durchschnittliche Anzahl von 13,3
(MTL465) bis 19,5 (OM2517), auf Plot 2 von 14,3 (MTL510) bis 27,7 (MTL471).
Die Trockenmasse des Sprosses lag bei der Halfte der Sorten auf Plot 1 héher
als auf Plot 2. Auf Plot 1 reichten die Werte von 4,90g (MTL509) bis 7,129
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(MTL469), auf Plot 2 von 3,71g (MTL510) bis 10,00g (MTL471). Auffallig ist

auch hier die breitere Verteilung der Werte auf Plot 2.

Tabelle 3: Pflanzenhohe, Anzahl der Bestockungstrieb und Trockenmasse mit
Standardfehler im Feldversuch auf beiden Standorten (niedrige Toxizitat: Plot 1; hohe
Toxizitat: Plot 2)

Plot Pflanzenhdhe [cm] Bestockungstriebe Trockenmasse [g]

MTL420 1 62,5+2,1 15,8 +1,3 6,40 £ 0,38
2 59,9+26 23,0+£23 7,68 £0,71

MTL442 1 56,7 £ 0,9 16,3+1,6 5,61 +0,37
2 62,1+17 19,014 6,50 £ 0,54

MTL465 1 63,0+1,8 13,3+1,2 5,90 + 0,69
2 57,8 £ 2,1 144+24 5,59 + 0,39

MTL468 1 63,6 +1,3 13,7+£1,0 6,25 + 0,46
2 61,9+24 14,7+ 0,6 4,95+ 0,49

MTL469 1 64,0+1,6 14,5+0,8 7,12+ 0,38
2 63,8+1,5 17,8+0,8 5,96 + 0,52

MTL471 1 61,2112 13,6 +0,8 5,90 +0,43
2 68,0+1,7 27,7145 10,00 + 0,81

MTL508 1 58,6 + 2,2 155+1,7 5,09 + 0,59
2 51,0+£3,0 21527 4,09 + 0,58

MTL509 1 555+1,6 15,3+1,2 4,90 + 0,32
2 59,2+1,5 18424 6,83 + 0,59

MTL510 1 574+15 14,4119 5,15+ 0,33
2 50,6 + 2,1 14,3£1,5 3,71+£0,49

AS996 1 60,8+1,0 14,3+1,5 6,40 + 0,50
2 61,1+15 19,1+£25 6,92 £ 0,71

OM576 1 62,8+1,3 17,3+1,2 6,26 £ 0,48
2 55,4+2,0 27,5+3,1 6,31+ 0,61

OM2395 1 59,2 +2,2 146+1,9 6,09 £ 0,72
2 58,2+ 1,1 18,0+24 7,29 +£0,45

OM2517 1 55,2+ 1,1 19,5+1,6 6,90 + 0,30
2 54,7+ 2,6 20,5+5,3 6,31+1,14

TOX4004 1 579+1,8 15,8 £1,2 5,31 £0,37
2 52,0+1,6 15117 4,48 + 0,71

3.2.1 Symptome und Fe-Konzentration

Die Symptome waren am Standort mit der hoheren Eisentoxizitat (Plot 2)
durchweg starker ausgepragt (Abb.16). Auf Plot 1 reichten die Boniturwerte von
1,83 (MTL471) bis 2,42 (MTL508), auf Plot 2 von 2,22 (MTL442) bis 3,00
(MTL508). Die groBte Differenz zwischen beiden Standorten zeigten OM2517
und MTL509 mit den gleichen Boniturwerten von 2,0 auf Plot 1 und 2,8 auf Plot
2. Die geringsten Unterschiede zeigten MTL442 mit Boniturwerten von 2,1 (Plot
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1) und 2,2 (Plot 2) und OM576 mit Werten von 2,3 (Plot 1) und 2,4 (Plot 2).

4 Bronzing Score
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Abbildung 16: Symptome im Feldversuch auf Plot 1 (niedrige Fe-Toxizitat) und Plot 2
(hohe Fe-Toxizitat)

Auch bei der Fe-Konzentration der Blatter wurden fir Plot 2 mit der hdheren
Eisentoxizitat hdhere Werte gemessen (Abb.17). Lediglich bei MTL509 lag der
Wert von Plot 2 unter der Konzentration von Plot 1. Auf Plot 1 lagen die
Konzentrationen zwischen 0,26mg g (MTL420) und 0,44mg g* (MTL509), auf
Plot 2 zwischen 0,28mg g (MTL420) und 0,51mg g* (TOx4004). Die groBte
Differenz  zwischen beiden Standorten wurde bei MTL508 mit Fe-
Konzentrationen von 0,32mg g und 0,50 mg g* und bei MTL469 mit 0,23 mg
g! und 0,37mg g bestimmt. Die geringsten Unterschiede zwischen den beiden
Standorten fanden sich bei MTL420 mit 0,26 mg g bzw. 0,28 mg g™ und bei
OM2517 mit 0,41mg g™ auf Plot 1 und 2.
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Abbildung 17: Fe-Konzentrationen in mg g'1 im Feldversuch auf Plot 1 (niedrige Fe-
Toxizitadt) und Plot 2 (hohe Fe-Toxizitét)

Auch im Feldversuch wird in der Gegenuberstellung von Fe-Konzentrationen
und Boniturwerten (Abb.18) die unterschiedliche Reaktion der Genotypen auf
Fe im Blattgewebe ersichtlich. Wahrend MTL420 und MTL510 mit dem gleichen
Boniturwert von 2,6 Unterschiede in den Fe-Konzentrationen von 0,28 mg g™
bzw. 0,39 mg g* aufweisen, zeigen MTL442 und MTL508 trotz gleicher Fe-
Konzentration von 0,50 mg g in den Bléttern mit Boniturwerten von 2,2 und

3,0 sehr unterschiedliche Symptome.
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Abbildung 18: Fe-Konzentration der Blatter in mg g'1 und Bronzing Score im Feldversuch
am Standort mit hoherer Eisentoxizitat (Plot 2)

3.2.2 Vergleich von Hydrokultur- und Feldversuch
Auffallig in der Gegeniberstellung von Hydrokultur- und Feldversuch (Abb.19)

ist vor allem die sehr viel niedrigere Skalierung der Auftragung von Fe-
Konzentration und Bronzing Score. Wahrend im Hydrokulturversuch Symptome
bis 4,75 bonitiert wurden, wurde im Feld nur ein Héchstwert von 3,0 erreicht.
Ein ahnliches Bild zeichnet sich bei den Fe-Konzentrationen ab. In der
Hydrokultur wurde in den Blattern eine Hochstkonzentration von 4,28mg g™

erreicht, im Feldversuch dagegen nur 0,51mg g*.

Der Vergleich der Ergebnisse von Hydrokultur- und Feldversuch zeigt wenige
Ubereinstimmungen. Wahrend z.B. die Referenzsorte TOX4004 im
Hydrokulturversuch relativ zu den ibrigen Sorten in der mit 2000ppm Fe**
versetzten Nahrlosung wenig Fe akkumulierte, befindet sie sich bei der
Nahrlésung mit 1000ppm Fe* im Mittelfeld. Im Feldversuch dagegen fand sich
bei TOX4004 im Vergleich zu den Ubrigen Sorten eine hohe Fe-Konzentration.

Bei den Symptomen liegt TOX4004 im Feldversuch auf Plot 2 im Vergleich im
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Mittelfeld. Dieses Ergebnis stimmt mit dem des Hydrokulturversuchs mit
1000ppm Fe** iiberein, nicht jedoch mit dem Ergebnis der aus der mit 2000ppm

Fe’* versetzten Nahrldsung.

35 a) Hydrokulturversuch (1000ppm) b) Feldversuch (Plot 1)
¢ [ ]
3,0 1 MTL420 TOX4004
) ° o V4
Q [ ] o [ [ ] °
o ] ASS
A 2,5 o« ° i MTL420
£ £ L MTL442
N2 TOX4004 N o o o
o <
om [ X ] \. [} (a1} [ X X} [ ] [ ]
1,51 o ' o °
o <— MTL442
1,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ hd
02 04 06 08 10 12 14 16
Fe-Konzentration [mg/g] Fe-Konzentration [mg/g]
¢) Hydrokulturversuch (2000ppm) d) Feldversuch (Plot 2)
( 1]
4 ® \MTL442 i o
[ J
9 - ﬂ [ J &) °
3 TOX4004 ® ® S . °
o A MTL420 @ ° TOX4004
o ° o
£ \ C 7 ° &
N 1 . L N NV TL420 °
< . [ 1 ®
@ 7 o0 e oo °
[ J i [ J
1@ MTL442 7

Fe-Konzentration [mg/g] Fe-Konzentration [mg/g]

Abbildung 19: Fe-Konzentration in mg g'1 und Boniturwerte von a) Hydrokulturversuch

(1000ppm), b) Feldversuch (Plot 1), c¢) Hydrokulturversuch (2000ppm) und d)
Feldversuch (Plot2)

3.3 Bodenanalyse

Die Bodenanalyse ergab fiir den Standort mit der niedrigeren Eisentoxizitat (Plot
1) einen Gehalt von 305,4ppm (Tab.4). Der Fe-Gehalt am Standort mit der
hoéheren Eisentoxizitdt wurde auf 332,4ppm bestimmt. Weiterhin zeigte sich bei
der Fe-Konzentration auf Plot 1 eine groBere Heterogenitat der (ber das Feld

verteilten Proben.
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Tabelle 4: Fe-Konzentrationen im Boden in ppm (Plot 1 und 2)

Probennummer Fe [ppm] Plot 1 Fe [ppm] Plot 2
1 275,6 336,4
2 326,8 333,6
3 300,8 334,8
4 305,6 322,8
5 317,2 331,6
6 331,6 339,6
7 290,0 339,2
8 308,8 327,6
9 275,6 326,8
10 322,0 331,6
Mittelwert 305,4 3324
Standardfehler 6,3 1,7
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4 Diskussion

Eisentoxizitat ist einer der wichtigsten abiotischen Stressfaktoren fiir Nassreis
und in weiten Teilen der Welt flr die Limitierung der Produktion verantwortlich.
Die Ertragsverluste variieren in Abhadngigkeit vom AusmaB der Toxizitat des
Bodens und der Toleranz der Reissorte in der Regel von 15 bis 30%, kdnnen
jedoch auch zum totalen Ausfall der Ernte flihren (Audebert und Sahrawat,
2000). Die Selektion von Sorten mit herausragender Toleranz ist ein wichtiger
Bestandteil der Forschung zur Reduzierung von Eisentoxizitat (Sahrawat, 2004).
Zum gegenwartigen Zeitpunkt basieren die Selektionsmethoden meist auf den
Symptomen der Blatter und dem Ernteertrag, nicht jedoch auf
Resistenzmechanismen wie dem Ausschluss oder der Toleranz des Eisens (Asch
et al, 2005). In einem neu entwickelten Hydrokultursystem zum Selektion
resistenter Genotypen kann eine groBe Anzahl von Sorten schnell,
kostenglinstig und mit Zugang zu Wurzel und Wurzelbelag untersucht werden.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberpriifung der Ubertragbarkeit der
Ergebnisse dieser Selektionsmethode auf Feldbedingungen. Hierzu wurden 13
einheimische Reissorten und 1 bzw. 2 Referenzsorten im Feld und in der
Hydrokultur untersucht und die Ergebnisse verglichen. Weiterhin konnten
Aussagen Uber Sensitivitat und Resistenz und mogliche Adaptionsmechanismen

der untersuchen Sorten getroffen werden.

4.1  Hydrokulturversuch

Im Hydrokulturversuch zeigten sich Unterschiede in Pflanzenhdhe, Anzahl der
Blatter und Trockengewicht zwischen Pflanzen, die mit Nahrlésungen
unterschiedlicher Fe-Konzentration behandelt wurden. Das Trockengewicht von
12 der 15 Sorten war bei den mit 1000ppm Fe?* behandelten Pflanzen héher
als bei den Ubrigen Behandlungen. Dies ist wahrscheinlich auf Unterschiede bei
der Belichtung der Pflanzen zurilickzufiihren, da in dem lediglich an den Seiten
verglasten Gewachshaus keine gleichmaBige Belichtung gewahrleistet werden
konnte. Weiterhin zeigte sich hier bereits eine groBe Variabilitat der Genotypen,
da MTL420 und Sahel108 erheblich kleiner waren als z.B. MTL471 oder MTL509.
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4.1.1 Symptome und Fe-Konzentration

Eine mehr oder weniger starke Auspragung der Eisentoxizitatssymptome wird
aufgrund von Hinweisen auf eine Korrelation zu Ertragsverlusten (Audebert und
Sahrawat, 2000) zur Einteilung in sensitive und tolerante Genotypen genutzt.
Demnach kénnen MTL509 und OM576 mit den geringsten Symptomen bei den
Behandlungen mit 1000ppm bzw. 2000ppm Fe®* den toleranten Genotypen
zugeordnet werden. MTL508, MTL510, TOX4004 und Sahel108 zeigten in der
1000ppm Fe®*-Nahrldsung nur eine geringe Abweichung hinsichtlich der
Symptome von der Kontrolle. Dies kann als Toleranz gegentiber niedrigen Fe-
Konzentrationen gedeutet werden. Dass diese Sorten bei starker Toxizitat zum
Teil sehr ausgepragte Symptome zeigten (z.B. TOX4004), verweist auf nur bei
geringen Konzentrationen wirksame Adaptionsmechanismen. MTL420 und
MTL468 erwiesen sich bei 1000ppm Fe?* als sensitiv, zeigten jedoch keine bzw.
nur eine geringe Steigerung der Symptome bei 2000ppm Fe®*. Hier ist von
einem an extreme Fe-Konzentrationen angepassten Adaptionsmechanismus
auszugehen. MTL442 und MTL471 zeigten sich sowohl bei 1000ppm als auch
bei 2000ppm Fe?* sensitiv.

Anhand der Fe-Konzentrationen der Blatter werden bei den Sorten zwischen
Includer- und Excluder-Strategien unterschieden. MTL442, MTL471, MTL509
und OM576 zeigten mit der Erhdhung der Fe-Konzentration in der Nahrlésung
nur eine sehr geringe Steigerung der Fe-Konzentration in den Blattern und
kdnnen somit den Excludern zugeordnet werden. Bei MTL469 und MTL510
wurden in der Behandlung ohne zusétzliches Fe?* relativ zu den (ibrigen Sorten
hohe Fe-Konzentrationen gemessen, diese erhdhten sich jedoch nicht bzw.
kaum mit der Zugabe von Fe?" zur Nahrldsung. Auch hier kann von einer
Excluder-Strategie ausgegangen werden, wobei diese erst unter eisentoxischen
Bedingungen zum tragen kommt. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von
Tadano (1976). Dieser beschreibt den Ubergang von einer aktiven
Eisenaufnahme zu einem aktiven Eisenausschluss bei einer Fe-Konzentration
von 10-50ppm Fe. Als Includer bewertet werden MTL420, MTL468 und

Sahel108 aufgrund der Akkumulierung von groBen Mengen an Fe.

Durch den Vergleich von Symptomen und Fe-Konzentrationen der Blatter
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kdnnen Verknipfungen zwischen sensitiven/toleranten Genotypen und
Includer/Excluderstrategien hergestellt werden. In Abbildung 7 wurden die
durchschnittlichen Fe-Konzentrationen der Blétter von den mit 2000ppm Fe**
behandelten Pflanzen den Werten der visuellen Bonitur gegeniibergestellt.
Includer mit relativ hoher Fe-Konzentration in den Blattern, wie z.B. MTL420,
Sahel108 und MTL468, kénnen demnach sowohl sensitiv (MTL420) als auch
tolerant sein (MTL468). Gleiches gilt flir Sorten mit Excluderstrategie. OM576
und MTL509 werden nach den vorliegenden Ergebnissen den toleranten,
MTL442, OM2395 und MTL471 den sensitiven Excludern zugeordnet. Aus der
Gegenuberstellung lasst sich schlussfolgern, dass kein Zusammenhang
zwischen Fe-Konzentration der Blatter und Symptomen besteht und somit die
Sensitivitdit bzw. Toleranz der Reispflanzen gegeniiber Fe®* eher von
Mechanismen wie der Speicherung von Fe im Gewebe, der Verhinderung der
Aufnahme in den Symplasten durch einen hohen pH im Apoplasten und die
enzymatische Spaltung reaktiver Sauerstoffspezies als durch den Ausschluss

von Fe in der Rhizospare bestimmt wird.

4.1.2 Fe-Verteilung

Betrachtet man die Fe-Konzentration der gesamten Pflanze, zeichnet sich
aufgrund der hohen Konzentration in den Wurzeln ein ganzlich anderes Bild ab.
Die Sorten mit der hdchsten Fe-Konzentration sind MTL442, OM576 und
OM2395 und missen somit trotz der geringen Fe-Konzentration in den Blattern
auf der Ebene der Gesamtpflanze als Includer bewertet werden. MTL471 und
MTL510 zeichnen sich durch die geringste Fe-Aufnahme aus und werden somit

ebenso wie bei der Bewertung der Blattkonzentration den Excludern zugeordnet.

Bei allen Sorten findet sich die hdchste Fe-Konzentration in der Wurzel, die
Konzentrationen in Stangeln und Blattern sind vergleichsweise gering. Tadano
(1976) fand mit steigender Fe-Konzentration einen geringern prozentualen Fe-
Anteil in den Blattern, den entsprechend hoéheren Anteil in Wurzeln. Diese bei
hohen Fe-Konzentrationen verringerte Translokation von Wurzeln zu Blattern
wurde durch KCN aufgehoben, was auf eine aktive Speicherung von

Uberschiissigen Fe in der Wurzel zur Vermeidung von Eisentoxizitat schlieBen
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lasst. Eine weitere mogliche Erklarung fiir die geringe Fe-Konzentration der
Blatter ist die hohe Luftfeuchtigkeit bzw. das niedrige atmospharische
Dampfdruckdefizit im Gewachshaus. Man geht davon aus, dass sich bei einem
hohen Dampfdruckdefizit und somit einer gesteigerten Transpiration der

akropetale Fe-Transport erhoht (Asch et al., 2005).

Bei der Verteilung des Fe-Gehalts auf Wurzel, Stangel und Blatter gilt es die
Trockenmasse zu beachten, da sich gerade der Gehalt der Wurzel als abhdngig
von der Trockenmasse erwies und somit die groBeren Pflanzen einen hdheren
prozentualen Anteil des Eisens in der Wurzel akkumulierten. Dennoch erlauben
Unterschiede in der Fe-Verteilung auf Wurzel, Stangel und Blatter Rickschllisse
auf Adaptionsmechanismen wie der Vermeidungsstrategie durch Speicherung
von Uberschissigem Fe im Gewebe von Wurzel oder Sténgel oder auch der
Toleranz im Symplasten des Blattes. Der hohe prozentuale Fe-Anteil in den
Wurzeln von MTL442 und OM576 deutet auf eine Vermeidungsstrategie durch
Fe-Akkumulation in der Wurzel (Tadano, 1976); der relative hohe Fe-Anteil im
Stangel bei MTL469 und AS996 verweist auf eine Speicherung in dessen
Gewebe (Smith, 1984). In den Blattern von MTL420, MTL468 und Sahel108
ergibt sich der hohe Fe-Anteil aus einem zu den Ubrigen Sorten ahnlichen
Gehalt und einer geringen Biomasse und resultiert in einer hohen Konzentration.
Dennoch zeigten die Sorten keine Uberdurchschnittlichen Symptome, MTL468
erhielt den zweitniedrigsten Boniturwert. Dieses Resultat der geringen
Symptome trotz einer hohen Fe-Konzentration im Blatt steht im Einklang mit
Ergebnissen von Jayawardena et a/. (1977) und spricht fir die Vermeidung von
Eisenstress durch einen Ausschluss aus dem Blattsymplasten bzw. einen

Toleranzmechanismus durch Detoxifizierung des Eisens in MTL468.

4.1.3 Wurzelbelag

Als weiterer Mechanismus zur Vermeidung von Eisentoxizitat gilt eine verstarkte
Oxidation von Fe®* in der Rhizosphire (Dobermann und Fairhurst, 2000). Im
Hydrokulturversuch wurden eindeutige Unterschiede zwischen den Sorten beim
gebildeten Wurzelbelag gemessen. Dennoch konnte kein Zusammenhang
zwischen dem Wurzelbelag und der aufgenommenen Menge an Eisen

festgestellt werden. Die Sorte mit der groBten Menge an Wurzelbelag, OM2395,
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zeigte (gleichzeitig die hochste Fe-Konzentration auf der Ebene der
Gesamtpflanze. MTL471 mit der niedrigsten Fe-Konzentration war durch einen
Wurzelbelag im mittleren Bereich gekennzeichnet. Méglicherweise kann in der
Hydrokultur aufgrund der erhohten Diffusion die Oxidation von Fe** an der
Oberfliche der Wurzel weniger effektiv den Gehalt an Fe** in der direkten
Umgebung verringern, als in der Rhizosphdre des Bodens. Dieser Effekt konnte
weiterhin durch die Durchsprudelung und die hohe Fe-Konzentration der
Nahrlésung verstarkt werden. Demnach ware die Methode der Hydrokultur zur
Untersuchung des Wurzelbelags zu liberdenken. Weiterhin ware denkbar, dass
die Relevanz des Wurzelbelags flr die Vermeidung von Eisentoxizitat
Uberschatzt wurde, und den ({brigen Adaptionsmechanismen wie der
Immobilisierung von aktivem Fe und der Toleranz von Fe im Symplasten die
tragende Rolle bei der Vermeidung bzw. Toleranz von Eisentoxizitat zukommt.
Ein vergleichbares Ergebnis lieferten bereits die Versuche von Jayawardena et
al (1977). Dennoch ist in der aktuelleren Literatur die Bildung eines
Wurzelbelags als Mechanismus zur Vermeidung von Eisentoxizitéat anerkannt
(Dobermann und Fairhurst, 2000; Becker und Asch, 2005). Diese Auffassung

sollte in frage gestellt und durch weitere Untersuchungen Uberprift werden.

4.1.4 Vergleich der Sorten im Hydrokulturversuch

Anhand der Einordnung der Sorten auf Grundlage der Symptome, Fe-Aufnahme
und des Wurzelbelags in sensitive und tolerante Genotypen bzw. Includer- und
Excluderstrategen kann eine Sortenbewertung im Hinblick auf die Reaktion
unter eisentoxischen Bedingungen vorgenommen werden (Tab.5). Im
Hydrokulturversuch zeigte sich in der Gesamtbilanz MTL509 als am besten
angepasste Sorte. Auch MTL510 und OM576 erwiesen sich als gut adaptiert.
MTL471 zeichnete sich durch eine sehr geringe Fe-Aufnahme und starke
Symptome aus, MTL468 durch schwache Symptome und eine sehr hohe Fe-
Konzentration in den Blattern. Diese beiden Sorten scheinen aufgrund ihrer
extremen Reaktionen fir eine weiterflihrende Untersuchung der
Resistenzmechanismen auf Zellebene interessant. Am schlechtesten mit den
extremen Bedingungen umzugehen vermochte MTL420. Weiterhin zeigten
MTL442, AS996 und Sahel108 eine negative Gesamtbilanz.
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Tabelle 5: Einordnung und Bewertung der Sorten nach Symptomen, Fe-Aufnahme und
Wurzelbelag im Hydrokulturversuch (2000ppm)

Symptome Fe-Aufnahme (Blatter) Fe-Aufnahme (Pflanze) Wurzelbelag|Gesamt
MTL420 0 -- - -- --
MTL442 -- ++ -- - -
MTL465 - 0 + + 0
MTL468 ++ -- 0 0 0
MTL469 - 0 0 0 0
MTL471 -- ++ ++ 0 +
MTL508 0 0 0 - 0
MTL509 ++ ++ + + ++
MTL510 + 0 ++ 0 +
AS996 - 0 - 0 -
OM576 ++ ++ - 0 +
OM2395 -- + -- ++ 0
OM2517 0 + 0 0 0
TOX4004 - + 0 + 0
Sahel108 0 -- - + -

++/+: (sehr) schwache Symptome, (sehr) niedrige Fe-Aufnahme, (sehr) starker
Wurzelbelag, (sehr) positive Gesamtbilanz

--/-: (sehr) starke Symptome, (sehr) hohe Fe-Aufnahme, (sehr) schwacher Wurzelbelag,
(sehr) negative Gesamtbilanz

0: mittlere Symptomauspragung, mittlere Fe-Aufnahme, mittlerer Wurzelbelag, mittlere
Gesamtbilanz

4.2  Feldversuch

Im Feldversuch wurden bei Pflanzenhéhe, Anzahl der Bestockungstriebe und
Trockenmasse Unterschiede zwischen den beiden Standorten unterschiedlicher
Toxizitdt festgestellt. Beachtenswert erscheint die breitere Streuung der
Ergebnisse am Standort der hdheren Toxizitdt, da nach der Bodenanalyse die
Fe-Konzentration auf Plot 1 (niedrigere Toxizitat) die breitere Streuung aufwies,
die Fe-Konzentration auf Plot 2 (h6here Toxizitdt) dagegen konstant war. Ob
die groBeren Unterschiede in Pflanzenhdhe, Anzahl der Bestockungstriebe und
Trockenmasse auf Plot 2 auf den Einfluss der hdheren Fe-Konzentration im

Boden zurtickzuftihren ist, bleibt ungewiss und bedarf weiterer Klarung.

4.2.1 Symptome und Fe-Konzentration

Anhand der Gegenlberstellung von Fe-Konzentration und Symptomen kann
auch im Feldversuch zwischen sensitiven und toleranten Genotypen und
zwischen Includer- und Excluderstrategien unterschieden werde. Demnach sind
MTL471 und MTL465 aufgrund ihrer geringen Symptome und der relativ

niedrigen Fe-Konzentration in den Blattern unter Feldbedingungen den
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toleranten Excludern zuzuordnen. Weitere Excluder sind die sensitive Sorte
MTL509 und MTL420 mit der niedrigsten Fe-Konzentration und Boniturwerten
im mittleren Bereich. MTL442, TOX4004 und MTL508 mit den hdéchsten Fe-
Konzentrationen stellen Includer dar, die zum einen im sensitiven (MTL508),
toleranten (MTL442) oder im mittleren Bereich (TOX4004) liegen kénnen.

4.2.2. Vergleich der Sorten im Feldversuch

Zusammenfassend sind im Feldversuch die Stressantworten von MTL420,
MTL465 und MTL471 als positiv hinsichtlich der Symptome und der Fe-
Aufnahme zu bewerten (Tab.6). Als schlecht an die gegebenen eisentoxischen
Bedingungen im Feld angepasst erwiesen sich MTL508, MTL509 und OM2517.

Tabelle 6: Einordnung und Bewertung der Sorten nach Symptomen, Fe-Aufnahme und
Wurzelbelag im Feldversuch (Plot 2)

Symptome Fe-Aufnahme (Blatter) Gesamt
MTL420 0 ++ +
MTL442 ++ -- 0
MTL465 + +
MTL468 - + 0
MTL469 + 0 0
MTL471 + + +
MTL508 -- -- --
MTL509 -- + -
MTL510 0 0 0
AS996 + 0 0
OM576 + 0 0
OM2395 + - 0
OM2517 -- - --
TOX4004 0 -- -

++/+: (sehr) schwache Symptome, (sehr) niedrige Fe-Aufnahme, (sehr) positive
Gesamtbilanz

--/-: (sehr) starke Symptome, (sehr) hohe Fe-Aufnahme, (sehr) negative Gesamtbilanz

0: mittlere Symptomauspragung, mittlere Fe-Aufnahme, mittlere Gesamtbilanz
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5 Vergleich von Hydrokultur- und Feldversuch

Der Vergleich der Ergebnisse beider Versuche lieferte Erkenntnisse Uber
Gultigkeit und Aussagekraft der beiden derzeit angewandten Methoden zum
Screening von Eisentoxizitatsresistenz. Im Feldversuch wurden die Pflanzen am
Standort der hoheren Toxizitdt Uber einen Zeitraum von 51 Tagen einer
Eisenbelastung von etwa 330ppm ausgesetzt, im Hydrokulturversuch Uber 4
Tage einer Fe-Konzentration von maximal 2000ppm. Im Vergleich zum
Hydrokulturversuch wurden im Feld sowohl niedrigere Boniturwerte vergeben,
also auch geringere Fe-Konzentrationen gemessen. Somit fihrte die niedrigere
Belastung im Feld trotz des langeren Versuchszeitraums zu einem geringeren
Grad an Eisentoxizitat. Aufgrund der gréBeren Variabilitat der Stressantworten
in der Hydrokultur scheint dieser Versuchansatz die praziseren Ergebnisse zu

liefern.

Die niedrigere Eisentoxizitat im Feld flihrte weiterhin zu verschiedenen
Ergebnissen hinsichtlich der Einordnung der Sorten in sensitive und tolerante
Genotypen bzw. Includer- und Excluderstrategen (Tab.7). In der
Gesamtbewertung der Sorten in Hydrokultur und Feldversuch finden sich nur
wenige Ubereinstimmungen. Selbiges gilt fiir den Vergleich mit den Ergebnissen
aus Vorversuchen. Die MTL-Sorten und AS996 wurden bereits in einem Versuch
zu Abschétzung von Ertragsverlusten durch Eisentoxizitit bewertet®>, TOX4004
und Sahel108 wurden im Vorfeld unter kontrollierten Bedingungen getestet
(Kpongor, 2003; Aung, 2006). Die Bewertungen der OM-Sorten beruhen auf
Erfahrungen durch den Anbau auf potentiell eisentoxischen sulfatsauren Béden
im Mekong-Delta®. Diese Ergebnisse zeigen weder mit den Ergebnissen des
Hydrokulturversuchs noch mit denen des Feldversuchs Ubereinstimmung.
Hieraus wird die starke Abhangigkeit der Reaktion der Sorten auf eisentoxische
Bedingungen im Hinblick auf Umweltfaktoren (Audebert und Sahrawat, 2000),
Entwicklungsstadium der Pflanzen (Tadano, 1976) und gemessenen Parametern

ersichtlich.

® Le Xuan Thai (2006): persdnliche Mitteilung
* Cao Van Phung (2007): persénliche Mitteilung
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Tabelle 7: Vergleich der Gesamtbilanz der Sorten in Hydrokultur- und Feldversuch und
Ergebnissen der Vorversuche

Hydrokulturversuch Feldversuch Vorversuche

MTL420 -- + +
MTL442 -
MTL465 0
MTL468 0
MTL469 0
+
0

+

+ O O + O
o O

MTL471
MTL508
MTL509 ++
MTL510 +
AS996 -
OM576
OM2395
OomM2517
TOX4004

Sahel108 - n.b.
++/+: (sehr) positive Gesamtbilanz, resistent
--/-: (sehr) negative Gesamtbilanz, sensitiv
0: moderat sensitiv
n.b.: nicht bestimmt

O O oo+ |
+

o O O +
1
i

+ + + O + +

Im Allgemeinen wird neben den weniger stark ausgepragten Unterschieden
zwischen den Sorten ein Screening im Feld zusatzlich durch Schwierigkeiten bei
der Auswahl der Versuchsflachen erschwert, da Versuchsfelder mit deutlicheren
Unterschieden in ihrem Grad an Eisentoxizitat selten die Bedingung ihrer
Vergleichbarkeit hinsichtlich Nahrstoffversorgung, Bodentyp und klimatischen
Gegebenheiten erflllen und sich eine kinstliche Schaffung eisentoxischer
Bedingungen im Feld durch Zugabe von reduzierten Eisen als unwirksam erwies
(Aung, 2006). Der Hydrokulturversuch erlaubt weiterhin den Zugang zur Wurzel
und zum Wurzelbelag, erméglicht ein Screening im friihen vegetativen Stadium
und stellt eine kostenglinstige und arbeitsminimierende Alternative zum
Feldversuch dar. Dennoch ist aufgrund der begrenzten Vergleichbarkeit der
durchgefiihrten Versuche keine verlassliche Schlussfolgerung zur Validitat des
Hydrokulturversuchs méglich und eine weitere Uberpriifung dieser Methode
scheint unumgénglich. Ein méglicher Ansatz zu einer weiteren Uberpriifung der
Aussagekraft des Hydrokulturversuchs ware die parallele Durchfiihrung von
Hydrokultur- und Topfversuchen mit Boden verschiedener Toxizitatsstufen unter
genauester Berlicksichtigung der Nahrstoffversorgung. Durch die Verwendung

von in ihrem Toxizitatsgrad sehr unterschiedlichen Béden im Topfversuch lieBen
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sich die Problematik der geringen Variabilitdt im Feldversuch umgehen und
gleichzeitig die Vergleichbarkeit der klimatischen Bedingungen gewahrleisten.
Weiterhin bedarf es Klarung, ob und inwieweit die Reaktion der Pflanzen auf
eine kurze und intensive Stressperiode von 4 Tagen und 2000ppm Fe** mit der
Stressantwort auf eine schwachere Fe-Belastung Uber einen langeren Zeitraum

zu vergleichen ist.
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6 Schlussfolgerung

Sowohl in der Hydrokultur als auch im Feldversuch konnten sensitive und
tolerante Genotypen sowie Includer und Excluder unterschieden werden. In der
Hydrokultur wurden MTL508, MTL509 und OM576 den toleranten Sorten
zugeordnet, MTL420, MTL442 und AS996 den sensitiven. Im Feld dagegen
zeigten sich MTL420, MTL465 und MTL471 tolerant, MTL508, MTL509 und
OM2517 zeigten sich sensitiv. Die unterschiedlichen Ergebnisse beruhen
moglicherweise auf dem niedrigeren Grad der Toxizitdt im Feld. Eine
zuverlassige Aussage zur Validitdt des Hydrokulturversuchs ist somit nicht
mdglich und eine weitere Uberpriifung notwendig. Fiir die Untersuchung von
Boden mit groBeren Unterschieden in der Fe**-Konzentration unter
Gewahrleistung einer Vergleichbarkeit der Standortbedingungen scheinen
Topfversuche geeignet. Weiterhin sollte die Vergleichbarkeit einer kurzen und
intensiven Stressperiode wie der im Hydrokulturversuch gegebenen mit den im

Feld vorherrschenden Bedingungen Uberprift werden.

Zwischen Wurzelbelag und Fe-Aufnahme konnte kein Zusammenhang
festgestellt werden. Mdglicherweise kann der Einfluss der Wurzelbelagbildung
auf die Fe-Aufnahme in der Hydrokultur aufgrund der erhéhten Diffusion nicht
wirksam werden. Dies gilt es zu Uberprifen. Die bei den Excludern verzeichnete
geringere Fe-Aufnahme beruht wahrscheinlich auf dem Ausschluss an der
Wurzelmembran. Weiterhin wurde bestatigt, dass Menge des aufgenommenen

Fe und Symptomauspragung in keinem ursachlichen Zusammenhang stehen.
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