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1. Einleitung

Glycine max L. (Merr.) stammt aus der Familie der Leguminosae (Fabaceae)
und ist eine warmeliebende Kurztagspflanze, die Tageslangen von weniger als 14
Stunden bendtigt, um in die generative Phase zu wechseln. Die urspringliche
Heimat der Sojabohne ist nicht genau bekannt; vermutlich stammt die Pflanze aus
Sid-Ost Asien. Die Geschichte des Sojabohnenanbaus in Osterreich und Europa
wurde von Prof. Dr. Friedrich Haberlandt, der bis 1878 an der Wiener Universitat
fur Bodenkultur am Ordinariat fur Pflanzenproduktion wirkte, malfdgeblich
beeinflusst. Im Jahr 1873 erwarb er im Zuge der Wiener Weltausstellung
Sojasamen verschiedener Herkunfte, mit denen er in Folge umfangreiche
Anbauversuche startete (Ruckenbauer, 2008). Es gelang ihm, einige Varietaten
zur Keimung zu bringen. Seine Arbeit vor rund 135 Jahren bildet den Grundstein

zur Erforschung und Kultivierung der Sojabohne in Osterreich.

Heute werden in Osterreich rund 55.000 Tonnen Sojabohnen pro Jahr
geerntet (Krumphuber, 2008). Aufgrund des hohen Warmebedarfs der Pflanze
konzentrieren sich  die  Hauptanbauflachen auf den  trockeneren
ostosterreichischen Raum, wobei ausschlielYlich friihreife Sorten kultiviert werden.
Derzeit sind 22 Sorten fur den Anbau zugelassen, die hauptsachlich den
Reifegruppen 000 (=sehr frih) bzw. 00 (=mittelfriih) zuzuordnen sind (Hofer et al.,
2008). Einzelne Sorten gehoren der Reifegruppe 0 (=frih) an, spater reifende
Sorten gelangen in Osterreich wegen des hohen Warmebedarfs der Sojabohne
nur in Ausnahmefallen zur Abreife (Vollmann, 2005). Geographisch befindet sich

die klimatische Grenze fur die erfolgreiche Kultivierung der Pflanze im Waldviertel.

Aufgrund der zahlreichen Verwendungsmdglichkeiten der Sojabohne in Tier-
und Humanernahrung sowie Medizin sind ihre Inhaltsstoffe des Primar- und
Sekundarstoffwechsels relativ gut erforscht. Der durchschnittliche Proteinanteil
der Samen betragt ca. 40%, der Olgehalt ca. 20%. Die Samenqualitat, meist
ausgedruckt in Prozentgehalt Protein, variiert sowohl sortenbedingt, wie auch

aufgrund verschiedener Umweltfaktoren. Die Proteingehalte der aus



mitteleuropaischem Anbau stammenden Sojabohnen liegen aus klimatischen
Grinden meist unter 40% (Vollmann et al., 2000). Sojabohnen, die fir die
Lebensmittelproduktion verwendet werden, mussen bestimmte Qualitatskriterien
erfullen. Ein hoher Proteingehalt der Samen ermdglicht mehr Proteinausbeute bei
der Produktion und somit eine wirtschaftlich bedeutende, hohere
Produktionsmenge. Daher stellt sich die Frage, ob es Moglichkeiten gibt, die
anteilige Zusammensetzung bzw. Menge der Hauptinhaltsstoffe der Samen zu
steuern. Ein wesentliches Ziel der Arbeit war daher eine vergleichende Bewertung
der untersuchten Einflussfaktoren wie Kulturfhrungsmaflinahmen, geographische
Lage, Bodenart, und Knoélichenbesatz auf die Zusammensetzung der
Speicherprodukte (Protein, Ol) sowie Sekundarstoffe (Isoflavone) der reifen

Samen.

Da die Sojabohne in enger Symbiose mit der bodenlebenden Bakterienart
Bradyrhizobium japonicum lebt, sollten allfallige Auswirkungen dieser Symbiose
auf den Gehalt an Primar-, und Sekundarstoffen als weiteres Ziel dieser Arbeit
untersucht werden. In den Wurzelkndllchen wird mit Hilfe der symbiontischen
Bakterien Luftstickstoff fixiert, der so fur die Wirtspflanze verfugbar gemacht wird.
Die Syntheseleistung der Pflanze wird durch die Bereitstellung dieses essentiellen
Nahrstoffes erhoht, welcher direkten Einfluss auf die Primarstoffproduktion nimmt.
Die Interaktion zwischen Pflanze und Bakterium wird durch die Abgabe von
spezifischen endogenen Isoflavon-Signalmolekllen Uber die Pflanzenwurzel in
den Boden initiiert (Subramanian et al., 2007). Da die Produktion von Isoflavonen
essentiell fur die Etablierung der Symbiose ist (Subramanian et al., 2006), ware
ein Einfluss des Isoflavongehalts in Wurzelgeweben auf die Quantitat der

angelockten Bakterien und ausgebildeten Wurzelkndélichen zu erwarten.

Ebenso koénnte die symbiontische Beziehung zwischen Pflanze und
Mikroorganismen Einfluss auf organspezifische oder ontogenetisch bedingte
Unterschiede vor allem der Sekundarstoffe haben. Zur Klarung dieser Frage war
es daher notwendig, die Isoflavonprofile diesbezlglich vergleichend zu
analysieren. Da Primar- und Sekundarstoffwechsel nicht scharf gegeneinander

abgrenzbar sind und die Ressourcen von der Pflanze optimal eingesetzt werden



mussen, sollte Uberdies ein Vergleich zwischen Mengen der gebildeten
Samenproteine in Relation zur Menge an gebildeten Isoflavonen durchgefiihrt

werden. Daraus konnten weitere Bewertungskriterien fur die Qualitat der Samen

resultieren.



2. Biologie von Glycine max

In diesem Kapitel werden Herkunft, Systematik und Morphologie der
Sojabohne besprochen. Weiters wird genauer auf symbiontische Beziehung
zwischen der Pflanze mit bodenlebenden Bakterien, welche zur biologischen

Stickstofffixierung befahigt sind, eingegangen.

2.1 Herkunft, Systematik und Morphologie

Die in Nord- und Zentralchina beheimatete Sojabohne gilt als eine der
altesten Kulturpflanzen der Welt. Aufgrund historischer und geographischer
Hinweise wird angenommen, dass Sojabohnen erstmals in der Ostlichen Halfte
von China, zwischen dem 17. und 11. Jahrhundert vor Christus angebaut wurden
(Hymnowitz, 1970). Die Kkultivierte Sojabohne Glycine max L. (Merr.)
(Leguminosae - Schmetterlingsblitler) wird dem Tribus Phaseoleae der
Unterfamilie Faboideae und innerhalb der Gattung der Untergattung Soja
zugeordnet. Weitere wichtige Arten dieser Untergattung sind G. soja und G.
gracilis. Glycine soja ist eine wild vorkommende Art, die auf Feldern, an
StralRenrandern und Flussufern vieler asiatischer Lander wachst und welche
aufgrund zytologischer, morphologischer und molekularer Forschungsergebnisse
als Ausgangssippe der heute kultivierten Sojabohne gesehen wird (Canadian
Food Inspection Agency, 1996). Glycine gracilis hingegen kénnte entweder eine
Zwischenstufe der Speziation von G. max aus G. soja (Feduka, 1933), oder ein
Hybrid zwischen G. soja und G. max (Hymnowitz, 1970) sein. Die kultivierte

Sojabohne, G. max L. (Merr.), besitzt einen Chromosomensatz von 2n=40.

Die Sojabohne ist eine krautige, aufrecht wachsende Annuelle mit einer
Wuchshéhe von bis zu 1,5 m und buschigen Seitenverzweigungen. Es gibt
Genotypen mit determiniertem, semi-determiniertem und indeterminiertem
Wachstum. Der indeterminierte Typ ist charakterisiert durch die fortwahrende
Aktivitat des apikalen Meristems, die fast die gesamte Wachstumsperiode

hindurch andauert. Die vegetative Entwicklung des determinierten Typs endet,



wenn sich das apikale Meristem zur Infloreszenz entwickelt. Beim semi-
determinerten Typ endet das vegetative Wachstum der indeterminierten Stangel
nach der Bluhperiode. Keine der zahlreichen Varietaten ist frosttolerant

(Canadian Food Inspection Agency, 1996).

Unter geeigneten Bedingungen keimt die dikotyle Pflanze nach 3-7 Tagen
und bildet nach der Keimung zwei gegenstandige, ungeteilte Primarblatter aus.
Diese besitzen 1-2 cm lange Blattstiele und zwei in den Blattachseln sitzende
Stipel. Die ganzrandigen, dreiteiligen Folgeblatter sind lang gestielt und
alternierend am Stamm angeordnet und weisen ebenfalls stipel auf. Die
Fiederblattchen kdnnen langlich bis ovat oder lanceolat geformt sein und werden
4-20 cm lang und 3-10 cm breit. Am Ansatzpunkt der Petiolen am Stamm ist ein
Pulvinus ausgebildet; dieser ist im Falle der Primar- und dreiteiligen Blatter grofR3,
bei den Einzelblattchen jedoch deutlich kleiner. Paare kleiner Prophylle befinden
sich an der Basis der lateralen Zweige und am unteren Teil des Blutenstiels jeder
Blute. Stamm, Blatter, Sepalen und Hulsen der meisten Varietaten sind dicht mit
feinen Trichomen besetzt (Hicks, 1987). Zum Habitus und Aufbau der Sojapflanze
siehe Abb.1.

$ [ Trifoliolate Leaf
3

axillary buds

Zarziirm, —————=cotyledons
e
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Abb.1: Aufbau und Habitus einer Sojapflanze; Quelle: Hicks (1978)




Die als Seitentriebe ausgebildeten Infloreszenzen entsprechen einer Traube.
Die selbstfertilen, weil3-rosa bis violett- farbigen zygomorphen Einzelbliten sind
klein und unscheinbar. Der Bllitenbau entspricht einer typischen
Schmetterlingsblute. Die funfzahligen Bluten bestehen aus einer tubularen Calyx
mit funf Sepalen und einer Corolla aus funf Petalen (Fahne, Schiffchen, Fllgel).
Neun der zehn Antheren sind an der Basis der Filamente miteinander
verwachsen. Zur Blutenmorphologie siehe Abb. 2. Die Frichte sind Hulsen,
welche aus einem Karpell bestehen und sich bei Reife an Rucken- und
Bauchnaht o6ffnen. Sie werden in Clustern von 3-5 ausgebildet und beinhalten
jeweils 3-5 Samen. Form und Grélke der Samen variieren stark innerhalb der
verschiedenen Varietaten. Meist sind die Samen oval, je nach Nutzungsrichtung
konnen sie jedoch auch fast rund, langlich oder abgeflacht geformt sein (Sprent,
2009). Die SamengrolRe  kultivierter  Sorten  schwankt in  ihrem

Tausendkorngewicht in einem Bereich von 140-240 g (Deix, 2008).

Abb.2: Sojabohnenblite und ihre Teile; Quelle: Hicks (1978) (1) junge Knospe: a.
Blutenstiel, b. Braktee, c. Kelch. (2) Blute: a. Pedikel, b. Braktee, c. Kelch, d. Stamen, e.
Petale. (3) Teil der Corolla: a. Fahne, b. Schiffchen, c. Flugel. (4) Androceum: a. neun
verwachsene Stamen, b. ein freier Stamen. (5) Pistill mit Ovarium: a. Ovarium, b. Griffel,
c. Narbe. (6) reife Hllse



Die Sojabohne bildet eine durchschnittlich 10 cm lange Pfahlwurzel aus. An
der Hauptwurzel werden zahlreiche Seitenwurzeln, sowie Kronen- und
Adventivwurzeln ausgebildet. In der obersten Bodenschicht von 15-20 cm
befindet sich der Hauptanteil der Wurzeln: ihm kommt die grofdte Bedeutung bei

Wasser- und Nahrstoffaufnahme zu (Deix, 2008).

2.2 Biologische N, Fixierung

Stickstoff ist ein integrales Element von organischen Verbindungen. Somit ist
er wesentlicher Bestandteil von Aminosauren, Amiden, Proteinen, Nukleinsauren,
Nucleotiden, Polyaminen und vielen anderen Metaboliten. Dies erklart den hohen
Stickstoffbedarf der Pflanzen und damit die Wichtigkeit von N als essentiellen
Makronahrstoff. Im Boden liegt Stickstoff zu mehr als 90% in organisch
gebundener Form vor (Amberger, 1996) und ist nicht pflanzenverfigbar. Nur ein
kleiner Teil (~ 5%) liegt in Form Ammonium (NH;") und Nitrat (NO3") gebunden
vor (Amberger, 1996). Im Gegensatz zum Kohlenstoff, der als CO, Uber die
Spaltéffnungen der Blatter aus der Luft aufgenommen wird, kann der riesige
Vorrat an Luftstickstoff (N2~78%) von Pflanzen nicht genutzt werden. Der Grund
dafur liegt in der sehr stabilen Dreifachbindung, die den Stickstoff sehr
reaktionstrage macht, und deren Aufbrechen viel Energie erfordert (N=EN = 942
kd/mol). Erst nach Bindungsspaltung und Uberflhrung in Salzform (v.a.
Ammonium und Nitrat), kann Stickstoff Uber die Pflanzenwurzeln aufgenommen
werden (Amberger, 1996). Die biologische Stickstoff-Fixierung, also die
Umwandlung von N2 in Ammoniak (NHs), ist einer der wichtigsten biologischen

Prozesse.

Die Fahigkeit gewisser Mikroorganismengruppen N, mit Hilfe des speziellen
Enzymsystems Nitrogenase direkt aufzunehmen und zu NH; zu reduzieren, hat
eine grof3e Bedeutung im globalen Stickstoff-Kreislauf. Der durch Denitrifikation
der Biosphare verloren gegangene Stickstoff wird durch die Fixierung des
Luftstickstoffs ersetzt. Der fur die Pflanzen nutzbar gemachte Stickstoff ermdglicht

es diesen, auch auf stickstoffarmen Boden zu wachsen. Auch in der



Landwirtschaft spielt die Fixierung des Luftstickstoffs eine wichtige Rolle, da
durch intensiven Ackerbau der Boden an Nahrstoffen verarmt. Schon lange ist die
,naturliche Grundungung“ bekannt. Dabei werden z.B. Leguminosen als Vor- oder
Zwischenfrichte angebaut und in den Boden eingearbeitet, wodurch die
Bodenfruchtbarkeit nachhaltig aufrechterhalten wird und die Ausbringung von

Stickstoffdlinger auf ein Minimum reduziert werden kann.

Nach der Lebensweise der Mikroben werden drei N-fixierende Systeme
unterschieden: frei im Boden lebende Bakterien, Mikroorganismen-Assoziationen,
die auf der Wurzeloberflache oder in den Interzellularen leben, und in Symbiose
mit Pflanzenwurzeln lebende und kndllchenbildende Bakterien (Amberger, 1996).
Letztere besitzen die hochste Ny-Fixierungskapazitat. Die Bakteriengattungen
Rhizobium, Bradyrhizobium und Azorhizobium aus der Familie der Rhizobiaceae
gehen eine Symbiose mit Leguminosen ein (Hirsch 1992, Van Rhijn et al. 1995).
Ein wichtiger Symbiont von G. max ist die gram-negative und langsam
wachsende Bakterienart Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982; Hirsch, 1992).
Weitere Arten die mit der Sojabohne eine Symbiose eingehen, sind
Bradyrhizobium elkanii, Rhizobium fredii (Hirsch, 1992), Sinorhizobium fredii
(Pueppke et al., 1998; Sprent, 2009) und Bradyrhizobium liaoningense (Sprent,
2009). Die Lebensgemeinschaft ist sehr eng, und im Verlauf der Symbiose
erfahren die Bakterien umfassende morphologische und physiologische
Veranderungen. Die Pflanzenpartner bilden spezielle Strukturen, die Nodule
(Knéllchen) aus, in denen sich die Rhizobien ansiedeln und wo die biologische
Stickstofffixierung stattfindet (Subramanian et al., 2007). Es wird zwischen zwei
Typen unterschieden: Desmodioide Nodule mit determiniertem Wachstum sind
charakteristisch flr Pflanzen aus tropischen und sub-tropischen Regionen,
wahrend indeterminierte Nodule oft von Pflanzen aus temperaten Klimata
ausgebildet werden (Mylona et al., 1995). Weitere Unterschiede zwischen den

Nodultypen siehe Kapitel 2.2.2 und Tabelle. 1.



Tab. 1: Hauptunterschiede zwischen determinierten und indeterminierten Knélichen von
fortgeschrittenen papilionoiden Leguminosen mit Wurzelhaarinfektion

Merkmal

Indeterminiert

Determiniert

Initiierung der
Zellteilung

Meristematisches
Wachstum

Teilung infizierter
Zellen

Lebensspanne

Nodul-Form

Bakteroide in
Symbiosomen

Exportprodukte
Ursprung
Nod-Gen Ausloser

Pflanzenbeispiele

innerer Kortex

Apikal, kontinuierlich

Nein

langlebig

Zylindrisch, oft verzweigt

Einzeln, Stabchen oder
(selten) pleomorph

Amide

Gemafigte Klimazonen

Flavone

Medicago, Pisum, Vicia

aulerer Kortex

Limitiert

Ja

kurzlebig

Spharisch, mit
Lentizellen

Mehrere, meist
stabchenformig

Ureide 2

Tropische und
subtropische Regionen

Hauptsachlich
Isoflavone

Glycine, Phaseolus,
Lotus

Angabe zu Merkmalsunterschieden zwischen determinierten Nodulen der phaseoloiden

Triben und Lotus (Modifiziert nach Hirsch, 1992; Sprent, 2009):
"in Lotus im mittleren Kortex

2 pei determinierten Knélichen mit Ausnahme von Lotus und anderen Lotaeae
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2.2.1 Chemischer Signalaustausch - Pra-Infektionsphase

Die Interaktion beginnt mit einem Signalaustausch zwischen den beiden
Symbiosepartnern. Die in den Boden abgegebenen Wurzelexsudate von G. max
fungieren dabei als Lockstoffe, die eine positive Chemotaxis von Bradyrhizobium
japonicum in Richtung Pflanzenwurzel auslosen. Die dabei hauptsachlich
wirkenden Substanzen sind Dicarbonsauren und die Saureamide Glutamat und
Aspartat, wahrend die im Exsudat enthaltenen Isoflavone nur sehr schwache
chemotaktische Wirkung besitzen (Barbour et al.,, 1991). Die Bakterien
kolonisieren die Wurzelhaaroberflache und sind fahig spezifische Flavonoid-
Komponenten von kompatiblen Wirtspflanzen zu erkennen, welche daraufhin
absorbiert werden. Ausschlaggebend ist die chemische Struktur des Flavonoid-
Signalmolekiils, wobei je nach Leguminosen-Art spezifische Derivate
ausgeschieden werden, welche wiederum nur von einer bestimmten Rhizobienart
erkannt werden. Fur weitere und grundlegende Informationen zu Flavonoiden

siehe Kapitel 3.

Das Eindringen des Molekuls in die Bakterienzelle induziert die Aktivierung
eines genregulierenden Enzyms, welches eine Gruppe von Bakteriengenen
(Nodulationsgene; (Nod-Genes) anschaltet. Diese sind ebenso wie die Gene der
Stickstoff-Fixierung  (Nif-Genes) bei Bradyrhizbium japonicum auf den
Chromosomen lokalisiert, bei der schnell wachsenden Art Rhizobium japonicum
dagegen auf den Plasmiden (Masterson et al., 1982). Die von G. max
produzierten Isoflavone Daidzein und Genistein induzieren effektiv die Expression
der Nod-Gene von Bradyrhizobium japonicum (Hirsch et al., 2001).

Die Produkte der Nod-Gene sind Enzyme, die ein lipo-chitooligosaccharid
Signalmolekll synthetisieren, kurz Nod-Signal oder Nod-Faktor genannt
(Subramanian et al., 2007). Diese Nod-Faktoren werden von den Bakterien
abgegeben, initieren den Nodulationsprozess in der Pflanze und sind
verantwortlich fir Wurzelhaardeformation und Teilung der Kortikalzellen in der
kompatiblen Wirtspflanze (Hirsch, 1992). Sie werden von Rezeptoren der

Wurzelepidermis, und zwar in der Region der Wurzelhaarbildung, erkannt



(Sprent, 2009). Weitere Komponenten der Pra-Infektionsphase sind Lectine der
Wurzelhaare, welche den Rhizobien die Adhasion an diese ermoglichen, sowie
Oberflachen-Polysaccharide der Bakterien (Sprent, 2009). Zur Grundstruktur der
Nod-Faktoren siehe Abb. 3.

s 6
o OH OH 0
/ /S 7/
H,C H,C H,C N H,C
O O O 0
/(_) /0 HO /0
3 N—2 10 NH NH 9 NF
7 0= C/ 0 c/ d
1 = = 0=C

N cH, N ch Ng

Abb.3: Generelle Merkmale von Lipochitin-Oligosacchariden. Alle besitzen ein (-1-4
verknipftes N-Acetylglucosamin- Rickgrat mit einer variierenden Anzahl von Resten. In
der Abbildung ist n = 0-3. Das Rickgrat ist mit bis zu zehn Gruppen unterschiedlicher
Komplexitat besetzt. Angegeben sind die bedeutendsten aus dem Review von D'Haeze
& Holsters (2002). (1, Fettsdurereste mit 14-20 Kohlenstoff Atomen und
unterschiedlichem Grad an Ungesattigtheit; 2 Me oder H; 3, 4, 5 Cb, Ac oder H; 6 Fuc,
Ara, S oder H; 7 normalerweise H, selten Man oder Gro; 8 normalerweise Me, manchmal
H; 9 normalerweise H, manchmal Ara oder Fuc; 10, normalerweise H, selten Ac oder
Fuc.) Quelle: Sprent (2009)

Abkulrzungen: Ara, Arabinosyl; Ac, Acetyl; Cb, Carbamoyl; Fuc, Fucosyl; Gro, Glycerol;
H, Wasserstoff; Man, Mannosyl; Me, Metyl, S, Sulfatesther

2.2.2 Wurzelhaarinfektion und Nodulbildung

Infizierte Wurzelhaare rollen sich ein und bilden eine Tasche, welche
Rhizobien darin einschliel3t, worauf diese durch die Wurzelhaarzellwand in die
Pflanze eindringen konnen. Rund um die Bakterien werden von der Pflanze
tubulare Strukturen (infection threads) ausgebildet, die es den Rhizobien
ermdglichen, sich zwischen den Wurzelhaarzellen zu bewegen. Gleichzeitig
aktivieren die Nod-Faktoren die Kortikalzellen auf der gegenlberliegenden Seite
der Infektion. Dies fuhrt zu Dedifferenzierung und Teilung dieser Zellen, und zur
Bildung des Nodul-Primordiums. Im Falle der determinierten Kndllchen entwickelt

sich dieses in den &uReren Kortikalzellen. Erreichen die wachsenden

11
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Infektionsschlauche die primordialen Zellen, werden die Bakterien durch
Endozytose in deren Cytoplasma entlassen (Manoury et al., 2008). Die
Peribakteroid-Membran ist pflanzlichen Ursprungs und umschlielt die
Symbionten. Sie stellt die physiologische Barriere zwischen Mikrosymbiont und
Cytoplasma der Wirtszelle dar und verhindert, dass eine pflanzliche
Abwehrreaktion stattfindet. Weiters ist sie die Schnittstelle fir Signal- und
Stoffaustausch zwischen den Symbiosepartnern (Mylona et al., 1995). Wahrend
der Nodulentwicklung differenzieren die Bakterien in ihre endosymbiontische
Form, und werden nun Bakteroide genannt. Bakteroide und die umschlieRende
Peribakteroid-Membran werden als Symbiosom bezeichnet (Mylona et al., 1995).
In einem Symbiosom befinden sich bis zu acht Bakteroide, wobei diese in
determinierten Nodulen stabchenformig sind. Charakteristischerweise treten die
im Tribus Phaseoleae vorkommenden Symbionten in Form von kurzen Stabchen
auf (Sprent, 2009).

Beim determinierten Nodultyp beinhaltet das infizierte Gewebe immer nicht-
infizierte und infizierte Zellen. Im Gegensatz zu den indeterminierten Knollchen,
die bei temperaten Leguminosen weit verbreitet sind, fehlt den determinierten
Nodulen ein persistierendes Meristem. Das meristematische Wachstum ist
limitiert; es findet Wachstum durch Zellexpansion statt, um die sich teilenden
Bakterien unterzubringen (Manoury et al., 2008). Manche Zellen werden von den
Infektionsschlauchen durchdrungen, und diese bleiben meristematisch. Die
Fixierung des Stickstoffs beginnt, bevor diese Zellen ausgewachsen sind, und die
primaren Produkte werden fur das Wachstum der Nodule verwendet. Bei
indeterminierten Knollchen dagegen werden diese Produkte exportiert (Sprent,
2009). Ist die Differenzierung der determinierten Kndllchen abgeschlossen, endet
das Zellwachstum. Das Resultat sind kugelige Nodule mit einer einzelnen,
homogenen und zentral liegenden Stickstoff-Fixierungszone. Sie besitzen
charakteristische Lentizellen, die fur den Gasaustausch verantwortlich sind, und

vom Korkkambium produziert werden (Sprent, 2009).



2.2.3 Stoffaustausch zwischen Pflanzenzellen und intrazellularen

Bakterien

Die Reduktion von N; zu Ammonium ist ein sehr energieaufwendiger
Vorgang. Es sind 16 Molekule Adenosin-Triphosphat (ATP), und ein komplexes
Set von Enzymen ndétig, um die drei-kovalente Bindung des Stickstoffs zu spalten,
so dass er eine Bindung mit Wasserstoff eingehen kann. Der Prozess findet in
den Bakteroiden statt, wobei folgende Reaktion vom Enzymkomplex Nitrogenase
katalysiert wird: N, + 16 ATP + 8¢” +10H" — 2 NH4" + H, + 16 ADP + Pi (Vance,
2008). Der Nitrogenase-Enzymkomplex besteht aus zwei Komponenten, einem
homodimeren Eisen-Protein, und einem tetrameren Eisen-Molybdan-Protein
(Mylona et al., 1995). Aus der Photosynthese stammende Sucrose wird zu
Oxalacetat und Malat metabolisiert, letzteres wird von den Bakteroiden als
Energiequelle verwendet, um die Nitrogenase anzutreiben (Vance, 2008).
Ammonium wird im Cytosol der Wirtspflanze in Aminosauren eingebaut. Die
primaren Produkte, welche fixierten Stickstoff enthalten, werden aus den Nodulen
in den Xylemstrom transportiert. Im Falle der meisten temperaten Leguminosen
sind dies die Amide Asparagin und Glutamin (Vance 2008, Sprent 2009).
Dagegen inkorporieren viele tropische und subtropische Leguminosen mit
determinerten Nodulen Ammonium in Ureide (Purin-Derivate). Die Ureide
Allantoin und Allantoinsdure werden aus den Nodulen in den Xylemstrom
exportiert (Vance 2008, Sprent 1980).

Der Nitrogenase-Enzymkoplex ist empfindlich gegenuber Sauerstoff und wird
durch diesen inaktiviert. Um das Enzym vor einer zu hohen Sauerstoff-
Konzentration innerhalb des Noduls =zu schutzen, wird das Protein
Leghamhoglobin synthetisiert. Dieser Vorgang passiert kurz bevor die reifenden
Kndllchen zur Stickstoff-Fixierung fahig sind (Liu, 1997). Leghamoglobin hat eine
hohe Affinitat zu Sauerstoff und wirkt als Sauerstoff-Carrier. Es kontrolliert die
Konzentration von freiem Sauerstoff in den Nodulen und ermoglicht die
kontrollierte Diffusion von Sauerstoff zu den Bakteroiden und verleint den

Nodulen ihre charakteristisch rote Farbe (Liu, 1997).
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3. Erndhrungsphysiologisch bedeutsame Inhaltsstoffe

In diesem Kapitel werden die von der Sojabohne synthetisierten Inhaltsstoffe
beschrieben. Dabei wird zwischen Primar- und Sekundarstoffen unterschieden,
es wird lediglich auf ernahrungsphysiologisch wichtige Inhaltsstoffe naher

eingegangen.

3.1 Priméarstoffe — Uberblick

Aufgrund der einzigartigen chemischen Zusammensetzung der Samen zahlt
die Sojabohne zu den wertvollsten landwirtschaftlichen Rohstoffen. Seit Uber
funftausend Jahren wird die Pflanze in ostasiatischen Kulturkreisen angebaut,
und wegen des hohen ernahrungsphysiologischen Wertes der Samen zur
Herstellung zahlreicher Lebensmittel genutzt (Berghofer, 2008). Die
inhaltsstoffliche Komposition der Samen ist genetisch determiniert, variiert jedoch
je nach Anbaugebiet und Standortsbedingungen. Die Samen sind reich an
qualitativ hochwertigem OI- und Protein, weshalb die Sojabohne eine der
wichtigsten Kulturpflanzen der Welt darstellt. Die Samen werden nicht nur zur
Herstellung von Lebensmitteln verwendet, sondern auch bei der Produktion von

Viehfutter spielt das aus dem Sojamehl stammende Protein eine wichtige Rolle.

Es wird zwischen zwei Sojabohnentypen unterschieden: Olbohnen und
Speisesojabohnen. Speisesojabohnen werden speziell fur die Verwendung in der
Lebensmittelindustrie geziichtet, wobei der Ernteertrag und Olgehalt niedriger ist
als bei Olbohnen. Sie zeichnen sich jedoch durch einen hdéheren Proteingehalt
aus (Liu, 1997). Durchschnittlich besteht eine getrocknete Sojabohne aus 40%
Protein und 20% OI. Die verbleibende Trockensubstanz setzt sich aus
Kohlenhydraten (~35%) und Mineralstoffen (~5%) zusammen (Tab.2; Liu, 1997).
Diese Werte variieren in Abhangigkeit vieler Faktoren, wie zum Beispiel
Sojabohnen-Varietat, Wachstumsperiode, geographische Lage und den
standdrtlichen Umweltbedingungen. Nach Liu (1997) liegt der Proteingehalt
zwischen 30% und 50%, und der Gehalt an Ol schwankt von 12-30%. Der



Wassergehalt reifer, getrockneter Samen betragt etwa 10% (Yoshida et al.,
2005). Den hdchsten Gehalt an Ol und Protein besitzen die Kotyledonen, welche
ungefahr 90% des Samens ausmachen. In der Schale (~ 8%) sind diese
Komponenten nur in sehr geringen Mengen enthalten. Der Proteingehalt der
Hypocotyl-Achse entspricht ungefahr jenem der Kotyledonen, jedoch betragt der
Olgehalt der Kotyledonen nur etwa die Halfte (Liu, 1997). Eine Ubersicht der
Inhaltsstoffe von Sojabohnen gibt Tab. 2.

Tab.2: Ubersicht der Inhaltsstoffe von Sojabohnen. Quelle: Zeller (1999)

Komponenten Anteile im Samen
Protein ~40 %
Ol ~18 %
gesattigte Fettsauren < 0,5 % Arachinsaure c20:0

< 0,4 % Myristinsaure c14.0
2-7 % Stearinsaure c1s 0
4-11 % Palmitinsaure c1e:0
ungesattigte 4-12 % a-Linolensaure ¢ 183
Fettsauren 23-32 % Olsaure ¢ 181

48-52 % Linolsaure ¢ 1s:2

Lecithin ~2%
Kohlenhydrate 34 %
Asche 4,9 %

3.1.1 Priméarstoffe — Fette und Ole: Fettsdurezusammensetzung

Natirliche Fette und Ole sind Ester des dreiwertigen Alkohols Glycerin
(1,2,3-Propantriol) mit verschiedenen langkettigen Fettsduren (gesattigte oder
ungesattigte aliphatische Monocarbonsauren). Die Fettsauren unterscheiden sich
in ihrer Kettenlange (von 12-20 C-Atomen) und dem Grad der Ungesattigtheit

(Anzahl von C=C Doppelbindungen im Molekul). Natirlich vorkommende
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Fettsauren sind unverzweigt und haben infolge ihrer biochemischen Synthese
eine gerade Anzahl von C-Atomen, weil sie aus C,-Einheiten (Uber Acetyl-

Coenzym A) aufgebaut werden.

Wahrend gesattigte Fettsauren (Alkansauren) keine Doppelbindungen
zwischen den C-Atomen enthalten, besitzen ungesattigte Fettsduren
(Alkensauren) mindestens eine C=C Doppelbindung im Molekll. Enthalt ein Fett
mehr ungesattigte als gesattigte Fettsauren, ist es bei Zimmertemperatur flussig
und wird als Ol bezeichnet. In den meisten natiirlich vorkommenden Fettsauren

liegen die Doppelbindungen isoliert und in der cis-Form vor.

Gemal der American Soybean Association (ASA, 2001) stammt mehr als die
Halfte des weltweit produzierten Pflanzendls aus der Sojabohne. Das Ol ist
ernahrungsphysiologisch wertvoll, da es einen hohen Anteil ungesattigter
Fettsduren enthalt. Wahrend Olséure eine einfach ungesattigte Fettsiure ist,
zahlen Linolen- und a-Linolensaure zu den mehrfach ungesattigten Fettsduren
(Tab.2). Einfach ungesattigte Fettsauren senken den Gesamtcholesterinspiegel
im Blut und sind aufgrund dieser Eigenschaft ein wirksames Mittel zur
Vorbeugung gegen Herz-Kreislauferkrankungen (ASA, 2001). Mehrfach
ungesattigte Fettsauren werden auch als ,essentielle Fettsauren“ bezeichnet. Der
menschliche Organismus ist nicht zur Synthese fahig, weshalb sie Uber die
Nahrung aufgenommen werden mussen (Zeller, 1999). Da in der
Lebensmitteltechnologie Aspekte wie Haltbarkeit, thermische Stabilitdt und
Geschmack im Vordergrund stehen (Zeller, 1999), wird durch zlchterische
MaRnahmen versucht, den Gehalt der an sich ernahrungsphysiologisch
wertvollen a-Linolensdure im Soja-Ol zu senken. Weiters werden pflanzliche Ole
industriell teilweise gehartet, um die Oxidationsstabilitat zu erhdhen und somit die
Haltbarkeit zu verlangern (Zeller, 1999). Dabei wird mittels eines metallischen
Katalysators Wasserstoff an die Doppelbindungen angelagert (Hydrierung),
wodurch sich der Schmelzpunkt des Fettes erhoht. Dies begunstigt die
Entstehung von trans-Fettsauren bei denen sich die H-Atome auf der
gegenuberliegenden Seit der Doppelbindung befinden (Zeller, 1999). Industriell

hergestellte trans-Fettsauren erhohen den LDL-(low density lipoprotein)



Cholesterin-Spiegel im Blut, und senken gleichzeitig das HDL-(high density
lipoprotein)-Cholesterin. Das Risiko von koronarer Herzerkrankung wird erhoht
(Ascherio et al. 1994; Brouwer et al., 2010). Gesattigte Fettsduren kbnnen vom
Korper selbst synthetisiert werden, und verschiedenen Studien zufolge besteht
ein Zusammenhang zwischen gesattigten Fettsduren und einer Erhdéhung des
LDL-Cholesterinspiegels (ASA, 2001).

3.1.2 Primarstoffe — Protein: Aminosaurenzusammensetzung

Aufgrund ihrer Nahrstoffzusammensetzung und hohem Proteingehalt (Tab.2)
tragt die Sojabohne wesentlich zur weltweiten Proteinversorgung bei. Obwohl G.
max zu den Olsaaten gezahlt wird, gehort sie zu den Leguminosen mit dem
héochsten Gehalt an Protein (Messina, 1999). Im Vergleich zu den haufig
konsumierten Lebensmitteln wie Milch, Kase, Fleisch, Fisch, Brot und Eiern weist
die Sojabohne den hochsten Proteinwert auf (Abb.4).
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Abb.4: Proteingehalt verschiedener Lebensmittel. Quelle: Krishnan (2005)

Der Hauptanteil der Speicherproteine (~ 70%) besteht aus B-Conglycinin
(7S-Protein) und Glycinin (11S-Protein), und wird in den Globulinen der
Aleuronkorner gebildet (Meinke et al., 1981). Diese Reserveproteine bilden das
Aminosaurereservoir fur Keimung und Entwicklung der Pflanze. Die

Aminosaurezusammensetzung des Proteins ist so ausgewogen, dass es als
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alleinige EiweilRquelle fir die menschliche Erndhrung ausreichen wirde (ASA,
2001). Alle acht lebenswichtigen Aminosauren sind im Sojaprotein enthalten, nur

der Gehalt der schwefelhaltigen Aminosaure Methionin ist relativ gering (Tab.3).

Tab.3: Aminosaurenzusammensetzung von Sojabohnenschrot. Quelle: Zeller (1999)

Aminosaure g Igﬁgté?r?g Aminosaure 9 Ig;gtcle?r?g
Alanin 4.0 Lysin* 6.4
Arginin 7.0 Methionin* 1.4

Asparaginsaure 11.3 Phenylalanin* 5.3
Cystein 1.6 Prolin 4.7

Glutaminsaure 17.0 Serin 5.0
Glycin 4.0 Threonin* 4.2
Histidin 2.7 Tryptophan* 1.2

Isoleucin 4.9* Tyrosin 3.9
Leucin 8.0* Valin* 5.3

Anmerkung: Essentielle Aminosauren sind mit * gekennzeichnet.

Die Bewertung von proteinhaltigen Nahrungsmitteln erfolgt bezuglich ihrer
Proteinverdaulichkeit nach dem PDCAAS (protein digestibility corrected amino
acid score), welcher im Idealfall (bei vollstandiger Proteinverdaulichkeit) 1.00
betragt. Dieser Bewertung zufolge ist die Verdaulichkeit des Sojaproteins
(Sojamenhl, entdlt) vergleichbar mit jener von Kuhmilch und Huhnereiweil3, und
besser als die von Fleisch. Dies ist besonders in der veganen Ernahrung (ohne
tierisches Eiweil3) sowie fir die Versorgung in Entwicklungslandern von
Bedeutung (ASA, 2001).



3.2 Sekundarstoffe - Uberblick

Die Biosynthesekapazitat der Sojabohne flhrt zur Bildung unterschiedlichster
Sekundarstoffe. Neben Vertretern der Flavonoide (Isoflavone; Flavonolglycoside,
C-Glycosylflavone, Flavone) werden vor allem auch Terpenoide (speziell
Triterpensaponine), Vertreter der Alkaloide, nicht-proteinogene Aminosauren und
Peptide akkumuliert. Die verschiedenen Sekundarstoffe finden sich nicht nur in
den Samen, sondern kommen in allen Pflanzenorganen vor (Zarucchi et al.,
1994). Innerhalb der Stoffklasse der Flavonoide, welche mehr als 8000 Derivate
umfasst, spielen vor allem die Isoflavonoide in den Leguminosen eine
wesentliche biologische Rolle. Derzeit sind ca. 1600 Derivate bekannt, mit
Schwerpunkt der Verbreitung in den Leguminosae. Es gibt aber zunehmend
Befunde ihres Vorkommens in anderen nicht mit den Leguminosen verwandten
Familien (Lapcik, 2007).

3.2.1 Flavonoide — Biosynthese

Die Biosynthese aller Flavonoide erfolgt Uber einen gemischten
Biosyntheseweg. Ein Teil der Biosynthese geht von der aromatischen
Aminosaure Phenylalanin (aus dem Shikimatstoffwechsel) aus, welche zunachst
durch das Enzym Phenylalanin-Ammonium Lyase (PAL) desaminiert wird. Das
Produkt dieser Reaktion wird weiter durch Cinnamat-4-Hydroxylase (C4H) zu 4-
Coumarat hydroxyliert (Abb. 5). Die Aktivierung von 4-Coumarat erfolgt durch die
Bildung des Co-A Esters, mittels 4-Coumarat-CoA-Ligase (4CL) (Hamdoon,
2009). Das Flavonoid-Grundgerust besteht aus 2 Benzolringen (A- und B-Ring),
die Uber einen heterozyklischen Pyran-Ring (Ring C) miteinander verknupft sind
(Abb. 5), und ist das Produkt des Enzyms Chalkon-Synthase (CHS), welche die
schrittweise Kondensation von drei Molekilen Malonyl-CoA (aus dem
Polyketidstoffwechsel) mit 4-Coumaryl-CoA katalysiert. Die Zyklisierung der
entstandenen Chalkone, Naringenin-Chalkon und 4,2°,4° - Trihydroxychalkon
(Isoliquiritigenin) erfolgt enzymatisch durch Chalkon-lsomerase, was zur Bildung

der Flavanone Naringenin (4°,5,7-Trihydroxyflavanon) beziehungsweise
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Liquiritigenin (41 ,7-Dihydroxyflavanon) fihrt (Abb. 6). Von den Flavanonen leiten
sich Flavone, Dihydroflavonole und Isoflavone ab. Weitere wichtige Flavonoid-
Klassen sind Catechine, Anthocyanidine und Flavonole, die ausgehend von den
Dihydroflavonolen synthetisiert werden. Eine Ubersicht iber das allgemeine

Biosyntheseschema der Flavonoide gibt Abb.5.
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Abb. 5: Schema der Flavonoidbiosynthese (nach Vetschera, verandert)

Isoflavone unterscheiden sich von Flavonen durch die Position des
aromatischen Ringes B, der im Gegensatz zu den Flavonen an der dritten
Position des Heterozyklus ansetzt (Abb.5). Das Schllsselenzym der

Isoflavonbiosynthese, 2-Hydroxyisoflavanon-Synthase (IFS), katalysiert diese



Arylmigration. Dadurch werden beispielsweise Naringenin und Liquiritigenin in die
entsprechenden Isoflavone Genistein (4°,5,7-Trihydoxyisoflavon) und Daidzein
(4',7-Dihydroxyisoflavon) umgewandelt (Abb.6). Das Enzym gehort zur Gruppe
der Cytochrom P450 Monooxygenasen (Steele et al., 1999; Latunde Dada et al.,
2001). Die Biosynthese des 5-Deoxychalkons Liquiritigenin erfolgt Uber
Chalkonsyntase, und anschlieBende Polyketidreduktase-Aktivitat fluhrt zum
Wegfall der 5-OH-Gruppe am Ring A. Das strukturell davon abzuleitende
Isoflavon Daidzein entsteht durch die Aktivitat einer Leguminosen-spezfischen
Chalkon-Reduktase (Yu et al., 2003; Berger et al., 2008). Die Biosynthese von
Glycitein hingegen ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Abgesehen von der
nachweislichen Arylmigration durch IFS (Berger et al., 2008) wird angenommen,
dass Glycitein von Isoliquiritigenin als Zwischenprodukt der Daidzein-Synthese
abzuleiten ist (Abb.6) (Latunde-Dada et al., 2001). Die grundlegenden
Biosyntheseschritte sind in Abb. 6 dargestellt.

Isoflavone kommen in Pflanzen meist glycosidisch gebunden vor. Frei
vorkommende Isoflavone, die nicht mit einem Zucker verknUpft sind, werden als
Isoflavonaglyca bezeichnet. Isoflavonoide haben auch einen wesentlichen Anteil
an der Stoffausstattung von G. max, welche mit 1-3 mg/g Trockenmasse, den
hochsten Isoflavongehalt unter den zum Verzehr geeigneten Pflanzen hat. Die
primar gebildeten Isoflavone der Sojabohne sind Genistein und Daidzein und ihre
entsprechenden 3-O-Glycoside, Genistin und Daidzin (Kudou et al., 1991; Wang
& Murphy, 1994). Die glycosidische Bindung erfolgt an Position 7 des A-Ringes
(Abb. 6), durch die Aktivitat von Glucosyl-Transferase (GT). Wesentlich geringere
Mengen werden von Glycitein (7,4- Dihydroxy-6-Methoxyisoflavon) und dem
korrespondierenden Glucosid Glycitin synthetisiert (Wang & Murphy, 1994). An
weiteren  Zuckerkomponenten kommen auch Malonyl-Glucose- (6°-O-
Malonyldaidzin, 6° -O-Malonylglycitin, und 6°-O-Malonylgenistin) und Acetyl-
Glucose Derivate (6°-O-Acetyldaidzin, 6'-O-Acetylglycitin, 6°-O-Acetylgenistin) vor
(Kudou et al., 1991). Die Bindung des Malonyl-Restes an Glucose erfolgt

enzymatisch durch Malonyl-Transferase (MT).
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Abb.6: Synthesewege der Isoflavonaglyca, Glycoside und Malonylglycoside aus
Sojabohnensamen, und beteiligte Enzyme: 4CL, 4-Coumarat-CoA-Ligase; C4H,
Cinnamate-4-Hydroxylase; CHI, Chalkon-lsomerase; CHR, Chalkon-Reduktase; CHS,
Chalkon-Synthase; F6H, Flavonon-6-Hydroxylase; GT, Glucosyl-Transferase; IFS, 2-
Hydroxyisoflavanonsynthase; IMT, Isoflavone Methyl-Transferase; MT, Maloyl-
Transferase; PAL, Phenylalanin Ammonia-Lyase. Quelle: Dhaubhadel et al. (2003)



In den reifen Samen werden die Isoflavone hauptsachlich in ihrer
konjugierten Form, als Glucose- und Malonyl-Glucose Derivate gespeichert
(Kudou et al., 1991; Yu et al., 2003), entsprechend der Speicherform in Vakuolen
(Graham, 1991).

Die hochsten Isoflavonoidgehalte finden sich in reifen Samen, Blattern und
embryonalem Gewebe im spaten Entwicklungsstadium (Dhaubhadel et al., 2003).
Verschiedenen Studien zufolge werden viele Pflanzenmetabolite in einem
Pflanzenorgan synthetisiert, und dann an einen Ort der Akkumulation
transportiert. Es gibt jedoch Hinweise, dass Sojabohnen-Embryos die Fahigkeit
besitzen, Isoflavonoide aus simplen Vorstufen zu synthetisieren. Ein
experimenteller Nachweis von Dhaubhadel et al. (2003), bestatigt das

Vorhandensein entsprechender Biosynthese-Enzyme.

3.2.2 Flavonoide - Dbiologische und ernahrungsphysiologische

Wirkung

Flavonoide und Isoflavonoide weisen unterschiedliche und okologisch
bedeutsame biologische Aktivitaten auf. Somit spielen Sie eine wichtige Rolle in
den Interaktionen zwischen Pflanzen und ihrer Umwelt. Oftmals sind Flavonoide
in die Epidermis eingelagert, wo sie als Schutzpigmente durch UV-Absorption die
Pflanze vor zu starken Strahlungseinflissen schutzen. Das Wirkungsspektrum
der Isoflavone in der Symbiose mit bodenlebenden Bakterien ist im Kapitel 2.3
beschrieben. Darlber hinaus kdnnen isoflavonoide Phytoalexine bei
Pathogenbefall von G. max synthetisiert werden, um das Wachstum der

Pathogene zu hemmen (Parniske et al., 1991).

Isoflavonoide sind vor allem auch wegen ihrer hormonahnlichen Wirkung bei
Menschen wund Tieren bekannt (Dixon, 2004). Sie gehdéren zu jenen
Planzenmetaboliten die eine strukturelle Ahnlichkeit mit dem Steroidnucleus
weiblicher Hormone besitzen, und werden deshalb oft als ,Phytodstrogene”

bezeichnet (Abb. 7). Diese Ahnlichkeit ermdglicht ein Erkennen und Andocken an
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Ostrogenrezeptoren, was ihre hormonahnliche Wirkung bei Vertebraten und
Menschen erklart (Commitee on Toxicity, 2003). Die Auswirkungen der Isoflavone
auf die Fruchtbarkeit von Saugetieren wurden erstmals 1946 entdeckt.
Australische Schafe fralden Uber einen langeren Zeitraum hinweg auf Wiesen, die
mit Trifolium subterraneum bewachsen waren. Das Resultat waren Probleme bei
Geburt oder Laktation, sowie vollstandige Unfruchtbarkeit der Schafe (Bennetts et
al., 1946). Wahrend der Fruchtbildung werden Isoflavonoide in den Samen
akkumuliert (Dhaubhadel et al., 2003) und sind daher in Nahrungsmitteln auf
Soja-Basis enthalten. Der Verzehr solcher Lebensmittel wurde mit geringerem
Auftreten von hormonell verursachten Krebs-Typen (Messina & Barnes, 1992;
Messina, 1999), der Linderung post-menopausaler Beschwerden (Cassidy &
Bingham, 1995), und Reduzierung des Risikos von Osteoporose und

kardiovaskularen Erkrankungen (Messina, 1999) assoziiert.
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Abb.7 Strukturelle Ahnlichkeit von Phytoestrogenen mit Estradiol



4. Material und Methoden

4.1 Rahmenbedingungen der Diplomarbeit

Im Rahmen des Vertragsanbau der Firma Mona Naturprodukte GmbH,
wurden im Fruhling 2008 zehn mit Rhizobien (Bradyrhizobium japonicum)
inokulierte Sojabohnensorten (Cardiff, Essor, Kent, Cordoba, Gallec, Daccor,
Lotus, Ohgata, Primus, Idefix) im Burgenland angesat. An diesen
Anbauversuchen waren 38 Landwirte beteiligt, welche sich zu Aufzeichnungen
hinsichtlich  Anbau- und Erntezeitpunkt, Sorte, Pflanzenschutz und
Einsatzzeitpunkt der PflanzenschutzmalRnahmen, Dingung und Einsatzzeitpunkt
von Dungungsmaflnahmen, Vorfrucht, Zwischenfrucht und Bodenbearbeitung,

verpflichteten. Insgesamt wurde auf 316 ha Soja kultiviert.

4.2 Probennahme im Detall

Die Bohnenproben stammen aus dem Mittel- und Sudburgenland, zur
genauen geographischen Lage siehe Probenziehungsflachen im Anhang. Die
Probennahme der reifen Samen erfolgte vier Tage vor der Ernte, dazu wurde in
der Mitte des Feldstiicks 1m? der Pflanzen vollstindig abgeerntet. 133 Proben,
bestehend aus sechs verschiedenen Sorten (Kent, Cardiff, Essor, Cordoba,

Gallec und ldefix) wurden bis zu weiteren Analysen bei Raumtemperatur gelagert.

Bei jeder Probenentnahme erfolgte eine optische Abschatzung des
Kndllchenbesatzes der Wurzel mittels einer Boniturskala von 1 — 3: Kndllchenzahl
0-10, 10-20, 20-30. Dazu wurden die Pflanzen vorsichtig aus der Erde gezogen,
die Wurzeln behutsam von anhaftender Erde befreit und die Knéllchenanzahl

geschatzt.
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4.3 Analytik

Die Analyse der Primarstoffe wurde an der Universitat fir Bodenkultur in
Wien, am Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenzichtung durchgefiihrt. Die
Untersuchung der Isoflavone erfolgte am Zentrum fur Biodiversitat in Wien, in der
Arbeitsgruppe Chemodiversitatsforschung am Department flr botanische

Systematik und Evolutionsforschung.

4.3.1 Tausendkorngewicht und Primarinhaltsstoffe, Analytik und

Auswertung

Nach vier Wochen Trocknungsphase bei Raumtemperatur wurden die
Samen aus den Hulsen herausgelost, je 100 Samen aus jeder Probe abgezahit
(Zahlmaschine Contador, Pfeuffer) und gewogen. Der erhaltene Wert wurde mit
zehn multipliziert und das somit ermittelte Tausendkorngewicht in Gramm
angegeben. Fir die Analyse der Protein- und Olgehalte wurden ungefahr 20
Samen pro Probe zu feinem Pulver zermahlen (Muhle Cyclotec 1093 sample mill,
Foss Tecator), anschlieBend in ein Analysenrohrchen geflllt und mittels
Nahinfrarot-Reflexions Spektroskopie (Matrix-IT-NIR System, Bruker) analysiert.
Jede Probe wurde zweimal untersucht. Erhaltene Protein- und Olgehalte wurden

in g kg™ bezogen auf Trockenmasse angegeben.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programmpaket
SAS. Mithilfe von mehrfaktoriellen Varianzanalysen (general linear
models) wurden die Faktoren Sorte, Bodenart, Vorfrucht, Zwischenfrucht,
vorhandene Knolichenbakterien und geographische Lage der Feldstlcke,
hinsichtlich  ihres  Einflusses auf die Variablen TKG, OI- und
Proteingehalt der Samen  untersucht. Die  Signifikanz  einzelner

Varianzursachen wurde dabei mittels F-Tests Uberpruft.



4.3.2 Sekundarstoffe — Isoflavone: Probenauswahl und Vorbereitung

Die Probenauswahl  erfolgte  aufgrund  der  Ergebnisse  der
Primarstoffanalysen. Pro Sorte wurden jeweils Proben mit minimalem und
maximalem Proteingehalt jeweils aus nordlicherer und sudlicherer geographischer

Lage analysiert.

Zum Vergleich wurden zusatzlich Samen der Sorten Lotus, Alma Ata, Brillmayer
und Apache untersucht. Dieses Material stammte aus den Lagerbestanden der
Firma Mona Naturprodukte GmbH. Insgesamt wurden somit 10 verschiedene

Varietaten untersucht.

Die getrockneten Sojabohnen wurden fein zermahlen, und durchschnittlich
200 mg (genaue Einwaagen siehe Anhang) wurden fur die Extraktion verwendet.
Als Referenzsubstanzen wurden die Isoflavonaglyca Daidzein, Genistein und

Glycitein, sowie deren Glycoside Daidzin, Genistin und Glycitin verwendet.

4.3.2.1 Herstellung der Standardiésungen

Aufgrund der flir Soja bekannten Isoflavonprofile wurden die
Einzelverbindungen entsprechend konzentriert, wobei das Verhaltnis zwischen
den Glycosiden Genistin, Daidzin und Glycitin zu den Aglyconen Genistein,
Daidzein und Glycitein 3:1 betragen sollte. Jeweils 2 mg der Stoffe wurden in
Methanol (MeOH) gel6st, wobei zur besseren Ldslichkeit des Aglycons Glycitein
Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt werden musste. Von der erhaltenen
Stammlosung wurde anschlieRend eine Verdunnungsreihe mit definierten
Konzentrationen angefertigt. Details zur Zusammensetzung der Verdunnungen
sind in Tab. 4 ersichtlich. Alle verwendeten Pipetten wurden zuvor kalibriert, und
die Abweichungen wurden bei der Konzentrationsberechnung bertcksichtigt. Die

Losungen wurden bei 4°C gelagert.

27



28

Tab 4: Liste der verwendeten Referenzsubstanzen

Referenz-

substanz V.1 V.2 V.3 V.4 V.5
Daidzein 20 2 1 0,5 0,25

Genistein 20 2 1 0,5 0,25
Glycitein 20 2 1 0,5 0,25
Daidzin 60 6 3 1,5 0,76
Genistin 60 6 3 1,5 0,76
Glycitin 60 6 3 1,5 0,76

Konzentrationen der Standardsubstanzen in yg/mL der hergestellten Verdiinnungsreihe.
Abkulrzung: V. - Verdiinnung

4.3.2.2 Extraktion des Pflanzenmaterials

Als Extraktionsmittel diente eine Mischung aus MeOH, Wasser (aqua dest.)
und Dimethylsulfoxid im Verhaltnis 80:20:34. Die Proben wurden dreimal mit 1,2
mL Extraktionsmittel extrahiert. Dazwischen wurde zentrifugiert um den
Uberstand vom Festmaterial zu trennen. Die drei Uberstéande jeder Probe wurden
in einem 5 mL Messkolben vereinigt, die verwendeten Pipetten und Eprouvetten
wurden mit MeOH 80% (MeOH/Wasser 80:20) grindlich nachgewaschen. Um
eine quantitative Analyse durchfuhren zu konnen wurde mit gleichen Volumina
weiter gearbeitet, wozu wurde der Kolben mit MeOH 80% auf exakt 5 mL
aufgeflllt wurde. Die gewonnenen Extrakte wurden in Braunglasflaschchen gefullt
und Uber Nacht im Tiefkthlschrank bei -20°C aufbewahrt.

Der Extraktionserfolg wurde durch die Wiederfindung des internen Standards
p-Hydroxybenzoesaure Uberprift, indem 50 Ml einer p-
Hydroxybenzoesaurelosung (0,58 mg/mL) zu Beginn der Extraktionsprozedur,

jeder Probe zugegeben wurde.



4.3.2.3 Identifizierung und Quantifizierung der Isoflavone mittels HPLC

Die fur die HPLC Messungen herangezogenen Proben wurden Uber einen
0,2 um Filter in Glasvials filtriert. Zur Etablierung und Optimierung eines
geeigneten HPLC-Verfahrens, bzw. um eine gute Auftrennung der gesuchten
Isoflavone zu erreichen, wurden verschiedene Laufmittelgemische und
Gradienten, sowie Durchflussgeschwindigkeiten ausprobiert. Als Anhaltspunkte
zur Etablierung der geeigneten Methode, dienten die Arbeiten von Penalvo et al.,
2004; Griffith & Collinson, 2001; Nakamura et al., 2001; und Graham, 1991.

In das HPLC System mit gekoppeltem UV Dioden-array Detektor wurde per
auto-sampling 10 ul jeder Probe eingespritzt. Die mobile Phase, ein Gemisch aus
wassrigem Puffer und Acetonitril, wurde mit einer Flussrate von 0,8 mL/min durch
die Trennsaule gepumpt. Der wahrend der Analyse gefahrene Gradient des

Laufmittelgemisches ist Tab. 5 zu entnehmen.

Technische Parameter der HPLC-Messung

HPLC System: 1100 series (Agilent) mit UV Dioden-array Detektor (200-
400nm)
stationare Phase: Zorbax eclipse -C18 analytical; 4,6x150 mm, 5 um (Agilent

technologies)

mobile Phase: Acetonitril in wassrigem Puffer nach Reisch et al., 1990:
0,015 M o-Phosphorsaure, 0,0015 M

Tetrabutylammoniumhydroxid, pH=3
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Tab. 5: Laufmittelgradient

% Fluss
Zeit (min) Acetonitril (mL/min)

0 15 0,8
5 15 0,8
36 29 0,8
44 85 0,8
45 100 1

50 100 1

4.3.2.4 Auswertung der HPLC — Profile

Die Identifizierung der Peaks, bzw. die Zuordnung der drei Isoflavonaglyca
Daidzein, Genistein und Glycitein und ihrer korrespondierenden Glycoside,
erfolgte sowohl durch Retentionszeitenvergleich als auch durch Vergleich der UV-
Spektren der Standardsubstanzen, bei 254nm. Die quantitative Bestimmung der
Isoflavonkonzentrationen erfolgte anhand einer Kalibrationskurve Uber die
Peakflachen. Um den Peakflachen korrespondierende Stoff-Konzentrationen
zuordnen zu konnen, wurden Kalibriergeraden der Standardsubstanzen erstellt.
Dies erfolgte, indem die Flache des Analytenpeaks gegen die jeweilige
Isoflavonkonzentration aufgetragen wurde. Mittelwerte aus dreifachen Messungen
ergaben eine Regressionsgerade, welche zur Bestimmung der Konzentration
einzelner Isoflavone in den Proben herangezogen werden konnte. Der
Kalibrationsbereich entspricht den gefundenen Konzentrationen der einzelnen
Isoflavone in den Sojabohnen. Zu den Peakflachen und korrespondierenden

Substanzkonzentration siehe Tabelle 11, Kapitel 5.2.1.



4.3.2.5 Testversuch zur Isoflavonverteilung in der Pflanze

Am 28. Mai 2009 wurden die Sorten Brillmayer, Kent, Essor, Idefix und Gallec im
Versuchsgarten der Universitat fur Bodenkultur angesat. Nach drei Wochen
wurde die Halfte der Pflanzen geerntet, die Ernte der restlichen Pflanzen erfolgte
zehn Tage spater. Nachdem die Wurzeln von anhaftender Erde befreit waren,
wurden Ober- und Unterirdische Pflanzenteile getrennt, mit flissigem Stickstoff
Ubergossen, und uber Nacht bei -80° C eingefroren. Anschlielend wurde das
Pflanzenmaterial im Trockenschrank fur 24 Stunden bei 40°C getrocknet. Das
Pflanzenmaterial wurde fein gemahlen, in Eppendorf Réhrchen eingewogen und
nach selbiger Extraktionsmethode wie die Bohnenproben extrahiert (siehe Kapitel
4.3.2.2). Die Parameter der HPLC-Analyse wurden ebenfalls beibehalten (siehe
Kapitel 4.3.2.3).

4.3.2.6 Verwendete Gerate und Chemikalien

Universalmuhle UM 105 (Elta)

Analysenwaage 260 Delta Range (Mettler AE)
Vortexmischer VF2 (Janke u. Kunkel — IKA Labortechnik)
Ultraschallbad Sonorex RK 100H (Bandelin)

Centrifuge 5417R (Eppendorf)

Eprouvetten 2ml (Eppendorf)
Braunomnifix 2ml Einmalspritzen (Braun Melsungen AG)
Einmal Spritzenfilter Porengrof3e 0,2um (Roth)

Einmal Injektionskanule Sterican Gr. 2 (Braun Melsungen AG)

Daidzein > 98% HPLC (Fa. Trans MIT)
Genistein > 98% HPLC (Fa. Trans MIT)
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Glycitein (LC Laboratories)

Daidzin (LC Laboratories)

Genistin (LC Laboratories)

Glycitin (LC Laboratories)

Water HPLC Gradient grade (Fisher Sientific)
Methanol HPLC Gradient grade (Fisher Sientific)
Acetonitril HPLC Gradient grade (Fisher Sientific)
Dimethylsulfoxid for analysis (Merck)
Phosphorsaure 85 % (Roth)

Tetrabutylammoniumhydroxid Losung 259.5 g/mol (Sigma-Aldrich)



5. Ergebnisse

5.1 Primarstoffe und Tausendkorngewicht

Es wurde einerseits untersucht, ob Korrelationen zwischen den Variablen
(TKG, Ol- und Proteingehalt) bestehen. Im Weiteren, ob der Einfluss
verschiedener Faktoren (Varietdt, geographische Lage, Kulturfihrung,
Kndllchenbesatz) in  Bezug auf KorngroRe und inhaltsstoffliche
Zusammensetzung statistische Signifikanz zeigt. Zu den Einzelwerten der Proben

siehe Anhang.

5.1.1 Korrelationen zwischen den Variablen

Die graphische Auswertung der erhaltenen Werte des Protein- und
Olgehaltes (Abb.8) zeigt deutlich die starke negative Korrelation zwischen den
beiden Primarstoffen. Demnach haben Samen mit hohem Anteil an Ol einen

geringeren Proteingehalt, und umgekehrt.

Proteingehalt und TKG korrelieren positiv miteinander (Abb.9), demnach
nimmt der Proteingehalt mit steigender KorngroRe tendenziell zu. Diese

Korrelation ist nicht so stark wie jene zwischen Ol und Protein.

Das TKG ist negativ mit dem Olgehalt korreliert (Abb.10). Dass diese
Korrelation nicht sehr eng ist, zeigt die gro3e Streuung der Punkte entlang der

Regressionsgeraden.
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Abb. 8: Die negative Korrelation zwischen Protein- und Olgehalt der Sojabohnen. Einheit:
g/kg bezogen auf Trockenmasse. (r= -0,748; p<0,05)
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Abb. 9: Die positive Korrelation zwischen TKG (g) und Proteingehalt (g/kg bezogen auf
Trockenmasse). (r= +0,486; p<0,05)
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Abb. 10: Korrelation von TKG (g) mit dem Olgehalt (g/kg bezogen auf Trockenmasse).
(r=-0,424; p<0,05)

5.1.2 Sortenunterschiede in Primarstoffgehalt und TKG

Der Einfluss der Sortenwahl erweist sich als hoch signifikant (p<0,01)
bezlglich der Parameter TKG und Olgehalt. Die Box Plot Darstellung der
statistisch signifikanten Sortenunterschiede im TKG (Abb.11) und Olgehalt
(Abb.12) zeigt, in welchem Bereich eine Sorte im Vergleich zu den anderen
schwankt. Insgesamt wurden funf verschiedene Varietdten analysiert. Die
Probenanzahl ist in den Abbildungen in Klammer angefiuhrt. Die Sorte Gallec
wurde aufgrund zu geringer Probenzahl (n=2) nicht bericksichtigt. Ebenfalls
ausgeschlossen wurden Proben, die auf Feldern mit gemischtem Saatgut

gezogen wurden.
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Abb.11: Box Plot Darstellung der signifikanten Sortenunterschiede im TKG (g). Sorten™:
1=Cardiff (26), 2=Cordoba (11), 3=Essor (10), 4=Idefix (5), 5=Kent (60); *Probenanzahl
ist in Klammer angegeben
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Abb.12: Box Plot Darstellung der signifikanten Sortenunterschiede im Olgehalt (g/kg
bezogen auf Trockenmasse). Sorten*: 1=Cardiff (26), 2=Cordoba (11), 3=Essor (10),
4=|defix (5), 5=Kent (60); *Probenanzahl in Klammer angegeben



Aufgrund signifikanter Sortenunterschiede in TKG und Olgehalt ergibt sich
eine Platzierung der einzelnen Sorten in unterschiedlichen Bereichen des
Streudiagramms (Abb.13). Der Korrelation zwischen Olgehalt und TKG folgend,
weist die Varietat Cordoba einen niedrigen Olgehalt und gleichzeitig ein hohes
TKG auf (Tab.6). Diese Sorte besitzt im Mittel den geringsten Gehalt an Ol
(Tab.6). Dass eine Korrelation zwischen den beiden Variablen besteht, zeigen
auch die Werte der Varietat Idefix, welche das niedrigste TKG, aber den hochsten
Olgehalt aufweist (Tab.6). Einen hohen Olgehalt innerhalb der verschiedenen
Sorten hat auch die Varietat Essor, gleichzeitig liegt jedoch der Mittelwert des
Tausendkorngewichtes ebenfalls im oberen Bereich (Tab.6). Die Verteilung
dieser beiden Variablen bei den Varietaten Kent und Cardiff liegt im mittleren
Bereich des Diagramms (Abb.13; Tab.6).
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Abb.13: Verteilung der einzelnen Sorten aufgrund signifikanter Sortenunterschiede von
TKG (g) und Olgehalt (g/kg bezogen auf Trockenmasse).
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Der Einfluss der Varianzursache Sorte auf den Proteingehalt der Samen, ist
aufgrund zu hoher Irrtumswahrscheinlichkeit (p>0,05) statistisch nicht signifikant.
Die hochsten Mittelwerte bezogen auf den Proteingehalt, haben die Sorten
Cordoba und Essor, den niedrigsten Wert zeigt die Varietat Idefix (Tab.6).Tab. 6
zeigt die errechneten Mittelwerte (LSMEANS) der untersuchten Variablen nach
Sorten.

Tab.6: LSMean-Werte des TKG, OI- und Proteingehaltes der verschiedenen Sorten.

Sorte TKG Protein Ol

Cardiff 1954 410,0 209,3
Cordoba 208,8 413,3 196,0
Essor 213,0 4143 215,8
Idefix 170,0 406,8 216,3
Kent 182,2 410,6 209,3

Einheiten: TKG - g; Protein und Ol - g/kg bezogen auf Trockenmasse.

5.1.3 Einfluss der geographischen Lage und der Bodenart des
Anbaugebietes

Ein signifikanter Einfluss der geographischen Lage konnte weder auf die
inhaltsstoffiche Komposition, noch auf das Tausendkorngewicht festgestellt
werden  (p>0,05). Die  Mittelwerte  der  Primarstoffe  und  des
Tausendkorngewichtes, unterscheiden sich nur unwesentlich zwischen den im

Mittel- bzw Stdburgenland angebauten Sorten.

Auch der Einfluss des Faktors Bodenart auf die Variablen ist statistisch nicht
signifikant (p>0,05). Tab. 7 zeigt die Mittelwerte von TKG, Protein- und Olgehalt
von Sojabohnen, die auf Bdden verschiedener Zusammensetzung angebaut
wurden. Die Art des Bodens der Probenziehungsflache wurde mittels

Bodenkarten des Finanzamtes Burgenland bestimmt.



Tab. 7: Verschiedene Bodenarten und Mittelwerte von TKG, OI- und Proteingehalt der
geernteten Sojabohnen.

Bodenart TKG Protein Ol
Lehm, —sandiger g 3 408,2 204,7
Lehm

lehmiger Sand 178.,0 391,8 215,1
lehmiger Ton 189,1 408,3 2114
sandiger Lehm,

stark  lehmiger 188,7 403,8 206,7
Sand

Einheiten: TKG - g; Protein und Ol - g/kg bezogen auf Trockenmasse.

5.1.4 Einfluss der KulturfuhrungsmalRnahmen auf Primarstoffgehalt
und TKG

Der Faktor Vorfrucht hat einen signifikanten Einfluss auf den Olgehalt
(p=0,002) der Sojabohnen und das TKG (p=0,017), nicht jedoch auf den Gehalt
an Protein (p>0,05). In Tab. 8 sind die Mittelwerte (LSMEANS) der Primarstoffe
und des Tausendkorngewichtes nach vorjahriger Brache oder verschiedenen
Vorfrichten dargestellt. Proben ohne Angabe der Vorfrucht durch die Landwirte,

wurden von der Analyse ausgeschlossen.

Auch der Parameter Zwischenfrucht zeigt einen signifikanten Einfluss auf das
TKG (p=0,011). Ol- und Proteingehalt dagegen, werden durch diesen Faktor nicht
signifikant beeinflusst (p>0,05). Tab.9 zeigt die Mittelwerte der Variablen nach
Anbau verschiedener Zwischenfrichte. Die meisten Landwirte verzichteten
jedoch auf den Anbau einer Zwischenfrucht, dies ist in Tab. 10 mit ,keine"

angegeben.
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Tab.8: LSMEAN- Werte von TKG, Protein- und Olgehalt, nach vorjahriger Brache oder
Anbau verschiedener Vorfrichte.

Vorfrucht TKG Protein Ol

Brache (7)* 187,3 392,3 213,3
Mais (48)* 194,7 410,6 201,8
Winterweizen (17)* 192,0 408,0 211,3
Wintergerste (9)* 170,7 406,3 207,0

Einheiten: TKG - g; Protein und Ol - g/kg bezogen auf Trockenmasse. *In Klammer
angegeben: Probenanzahl

Tab. 9: Die Mittelwerte der Variablen ohne Anbau einer Zwischenfrucht, und nach Anbau
verschiedener Zwischenfriichte.

Zwischenfrucht TKG Protein Ol

keine (89)* 196,1 408,5 206,1
Erbse (6)* 203,0 415,1 209,9
Senf (11)* 177,6 416,9 205,2
Phac./BW (3)* 186,1 388,1 221.,8
Opul (6)* 206,1 426,4 203,7

Einheiten: TKG - g; Protein und Ol - g/kg bezogen auf Trockenmasse. *In Klammer
angegeben: Probenanzahl. Abklrzungen: Phac. — Phacelia, BW — Buchweizen



5.1.5 Einfluss des Knollchenbesatzes auf TKG und Primarinhaltsstoffe

Die Varianzanalyse des Faktors Kndllchenbakterien ergab keine signifikanten
Werte (p>0,05). Die in Tab.10 abgebildeten Mittelwerte der untersuchten
Variablen weisen darauf hin, dass Sojapflanzen mit vielen Wurzelknéllchen ein
hohes TKG, sowie einen hohen Proteingehalt besitzen. Der Olgehalt dagegen ist

niedriger.

Tab. 10: Die ermittelte Nodulanzahl der Pflanzenwurzeln und Mittelwerte der
Priméarinhaltsstoffe und TKG.

Nodulanzahl TKG Protein Ol

0-10 (63)* 187,7 409,5 209,9
10-20 (42)* 191,9 406,8 210,8
20-30 (10)* 201,7 416,7 207,3

Einheiten: TKG - g; Protein und Ol - g/kg bezogen auf Trockenmasse. * In Klammer
angegeben: Probenanzahl
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5.2. Sekundarstoffe — Isoflavone

Die ausgewahlten Standardsubstanzen entsprechen der Grundausstattung
an Isoflavonen in den Samen von Glycine max. Die primar gebildeten Isoflavone
sind Genistein und Daidzein und ihre entsprechenden B-O-Glycoside, Genistin
und Daidzin (Kudou et al., 1991; Wang & Murphy, 1994). Wesentlich geringere
Mengen werden von Glycitein und dem korrespondierenden Glucosid Glycitin
synthetisiert (Wang & Murphy, 1994). Eine Reihe malonylierter Derivate wird
daruber hinaus in den Samen akkumuliert (Kudou et al., 1991), welche allerdings

in der Zusammenstellung der Referenzsubstanzen nicht berlcksichtigt wurden.

5.2.1 HPLC-Messung der Isoflavonstandards und Kalibration

Abb. 14  zeigt ein HPLC-Chromatogramm der gemessenen
Isoflavonstandards bei 254 nm, und die dazugehdrigen UV-Spektren. Mit der
gewahlten Methode wurde eine sehr gute chromatographische Auftrennung der
einzelnen Substanzen erzielt. In Tab. 11 sind die Mittelwerte der Peakflachen der
einzelnen Isoflavonaglyca und den korrespondierenden Glycosiden, bei
verschiedenen Stoffkonzentrationen (c) dargestellt. Ebenfalls in Tab. 11 enthalten
sind die Werte der relativen Standardabweichung (s%), die Gleichung der
erhaltenen Regressionsgeraden, sowie das Quadrat des Korrelationskoeffizienten
r (r*). Bei den erstellten Kalibrierlosungen weisen die Analysewerte der
Verdinnungen 4 und 5 eine hohe relative Standardabweichung auf (Vgl. Tab.
11). Die relative Standardabweichung erlaubt den Vergleich der Streuung
unterschiedlicher Konzentrationen. Die starke Streuung der beiden
Verdinnungen konnte auf die niedrigen Stoffkonzentrationen in diesen Losungen
zurlckzufihren sein. Die Abweichungen von s% bedingen eine Ungenauigkeit
der Messungen von Isoflavonen, die in diesem Konzentrationsbereich

vorkommen.



404

— T ——
5 10 5 25 X 35 40 45 min
B: Glyditin C: Genistin
mAL 2358 mAl 260
228
320
326
210 300 F00nm 0 300 300 nm
D: Daldzein E: Glycitein F: Genistein
mAU| 244 248 mAU 256 mAL| 260
(5H),/ \253 7\
Fi
II‘. ;'I..’ .\.
\/ \
N 302 \ 320
N I o,
\ \
) \ 324
\\
S -
210 300 400 nm 210 300 400nm 10 300 400nm

Abb. 14: HPLC-Chromatogramm und UV-Spektren der Standardsubstanzen in der
Stammldsung bei 254 nm. UV A max. in Acetonitril / Wasser. Abklrzung: SH - Schulter
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5.2.2 Isoflavongehalt reifer Samen

Die Quantitaten an gebildeten Isoflavonen sowie die Zusammensetzung des
Isoflavonprofils kdnnten als Qualitatskriterium wesentlich sein, weshalb dieselben
Sorten parallel zu Primarstoffen diesbezlglich untersucht wurden. Da sich der
Isoflavongehalt im Zuge des Reifungsprozesses der Samen deutlich erhoht,
wurden hier nur ausgereifte Samen analysiert. Die in den Samen akkumulierten
Isoflavonderivate leiten sich sowohl vom klassischen Biosyntheseweg (Genistein,
Genistin) als auch vom 5-Deoxyweg (Daidzein, Glycytein und deren Glycoside)
ab. Die entsprechenden Biosyntheseenzyme wurden jedenfalls in den Geweben
der Samen nachgewiesen, womit in diesem Fall ein Transport von anderen

Pflanzenorganen unwahrscheinlich ist (Dhaubhadel et al., 2003).

In allen untersuchten Sorten konnten die Glycoside Daidzin, Genistin und
Glycitin detektiert werden. Das Aglycon Genistein hingegen wurde nur in geringer
Menge gefunden (Tab. 13, Abb. 15 u. 16), und die Aglyca Daidzein und Glycitein
konnten Uberhaupt nicht nachgewiesen werden. Der Grund daflr kénnte ein
generell geringer Gehalt von Aglyca sein, da Isoflavone in reifen Samen
hauptsachlich als Glucose- und Malonyl-Glucose Derivate gespeichert werden
(Kudou et al., 1991; Yu et al., 2003), was mit der besseren Transportfahigkeit
dieser Derivate in der Pflanze zusammenhangen konnte. Die in allen
Chromatogrammen detektierten unbekannten Isoflavonoide a und b (vgl. Abb.15
u. 16) weisen ein mit Daidzin bzw. Genistin identes UV-Spektrum auf,
unterscheiden sich jedoch in den Retentionszeiten. Es konnte sich dabei um
malonylierte Formen der Glycoside Daidzin bzw. Genistin handeln. Aufgrund der
Retentionszeiten und der Angaben von Kudou et al. (1991) liegt jedenfalls die
Vermutung nahe, dass es sich hierbei um die entsprechenden malonylierten
Derivate handelt. Generell weisen die UV-Spektiren der Isoflavonaglyca
gegenuber jenen der Glycoside nur eine minimale Differenzierung auf (Mabry et
al., 1970) und ebenso dirfte die Malonylgruppe offenbar keinen Einfluss auf das
UV-Spektrum haben (Berger et al., 2008). Deshalb kann in den HPLC-
Chromatogrammen  ausschlieBlich die Retentionszeit zur eindeutigen
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Identifizierung herangezogen werden, wie sich dies auch in der vorliegenden
Arbeit bestatigte (siehe Abb. 14).

Tab. 12 zeigt die Mittelwerte des Gesamt-Isoflavongehaltes der einzelnen
Sorten, wobei dieser bei der Sorte Kent am Hochsten ist. In Tab. 13 sind die
Mittelwerte der einzelnen Isoflavone aller analysierten Proben (n=41), sowie der
untersuchten Sorten angegeben. Mengenmalig dominieren Genistin und
Daidzin, Glycitin ist jedoch in wesentlich geringeren Mengen enthalten (Tab.13).
Den hochsten Daidzin-Gehalt weist die Sorte Kent auf, den héchsten Gehalt an
Genistin dagegen die Sorte Gallec (Tab. 13, Abb. 15, 16 u. 17). Fur die jeweiligen

Messwerte der einzelnen Proben und Angaben zur Einwaage siehe Anhang.

Tab. 12: Mittelwerte des Gesamt-Isoflavongehaltes nach Sorten

Sorte Mittelwert Min — Max
Gesamt (n=41) 2607 6 — 2817
Kent (n=10) 3247 2107 — 4631
Cardiff (n=7) 2739 2037 — 4451
Essor (n=7) 2775 2009 - 3430
Cordoba (n=6) 1763 922 — 3064
Gallec (n=2) 2911 2412 - 3411
Idefix (n=2) 2965 2738 — 3191
Brillmayer (n=4) 1653 1059 — 2733
Apache (n=1) 2643
Alma Ata (n=1) 2961
Lotus (n=1) 1282

Die Werte sind in ug/g Trockenmasse angefiihrt. Die Probenzahl n ist in Klammer
angegeben.
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Abb. 15: HPLC-Chromatogramme der verschiedenen Sorten bei 254 nm. Bei den nicht
identifizierten Isoflavonoiden a und b kénnte es sich um malonylierte Formen der Glycoside
Daidzin bzw. Genistin handeln. Die Samen wurden im Burgenland geerntet.
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Abb. 16: HPLC-Chromatogramme der verschiedenen Sorten bei 254 nm. Die Sorten Lotus,
Apache, Alma ata und Brillmayer stammen aus den Lagerbestanden der Fa. Mona
Naturprodukte GmbH. Bei der Sorte Idefix handelt es sich um im Burgenland geerntete
Samen.
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Sowohl Quantitat als auch die Zusammensetzung der Isoflavonprofile ist
prinzpiell vom Genotyp abhangig, kann aber auch durch auflere Faktoren wie
etwa Temperatur beeinflusst werden (Lozovaya et al., 2005; Al-Tawaha, 2010).
Laut Berger et al. (2008) wird der Isoflavongehalt des Hypocotyls reifer Samen
jedoch wesentlich weniger durch umweltbedingte Faktoren beeinflusst, als jener
der Cotyledonen. Im Isoflavonprofil von in Kanada kultivierten Sorten dominiert
mengenmalig Genistin in den Endstadien der Samenreifung ebenso wie in
Blattgewebe und Hulsenexsudaten (Dhaubhadel et al., 2003). Somit werden in
diesem Fall die Derivate des klassischen Biosyntheseweges gegenlber jenen,
welche aus dem 5-Deoxybiosyntheseweg stammen, bevorzugt synthetisiert. In
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Sorten wurden unterschiedliche
Mengen an Derivaten der beiden Biosynthesewege detektiert. Es kann jedoch
derzeit nicht abgeschatzt werden, ob es sich dabei um genetisch bedingte
Sortenspezifika handelt oder ob klimatische Bedingungen, die fur alle hier
untersuchten Sorten annahernd vergleichbar waren, fur die Unterschiede zum
Anbau anderer Sorten etwa in Korea (Kim & Chung, 2007) oder Kanada
verantwortlich sind (Dhaubhadel et al., 2003).
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Abb.17: Isoflavongehalte gesamt und nach Sorten. Einheit: pg/g Trockengewicht
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Tab. 13: Isoflavongehalte der Sojabohnenproben gesamt und nach Sorten

Sorte Daidzin Glycitin Genistin Genistein
Gesamt 1028 145 1422 13
(n=41) (417-1932) (15-385) (456-2817) (6-42)
Kent 1369 202 1668 9
(n=10) (911-1932) (97-346)  (1091-2341) (7-12)
Cardiff 973 116 1628 22
(n=7) (810-1398) (29-193)  (1190-2817) (8-43)
Essor 1081 135 1552 7
(n=7) (825-1287) (83-203)  (1094-1919) (6-8)
Cordoba 775 59 912 18
(n=6) (446-1255) (15-116) (456-1654) (6-39)
Gallec 857 118 1928 9
(n=2) (694-1020) (73-163)  (1637-2200) (9-9)
Idefix 1213 195 1549 7
(n=2) (1092-1335) (179-212)  (1462-1635) (6-8)
Brillmayer 654 152 830 17
(n=4) (417-1095) (62-279) (568-1339) (12-20)
Apache
(n=1) 988 385 1235 27
Alma Ata
(n=1) 1159 72 1722 8
Lotus
(n=1) 518 105 660 n.d.”

Die Isoflavongehalte sind in der Einheit ug/g Trockenmasse angegeben. Die min. und
max. Messwerte sowie die Probenzahl n sind in Klammer angegeben. * n. d. - nicht
detektiert. Die Isoflavonaglyca Daidzein und Glycitein konnten nicht detektiert werden (<
n.d.)



5.2.3 Testversuch zur Isoflavonverteilung in der Pflanze

Zwecks Abklarung einer allfalligen organspezifischen Akkumulation wurden
sowohl oberirdische (Stangel und Blatter) als auch unterirdische Pflanzenorgane
(Wurzeln) bezuglich ihres Isoflavonprofils vergleichend untersucht. Verwendet
wurden die Sorten Gallec, Essor, Kent, Idefix und Brillmayer, welche unter
standardisierten Bedingungen kultiviert wurden, um standortbedingte Faktoren
ausschlieBen zu koénnen. Es ergaben sich sortenbezogen kaum Unterschiede
(sieche Tab.14). Am Beispiel der Sorte Kent sind die organspezifischen
Verteilungsmuster dargestellt (Abb. 18). Im Vergleich zu den Samen war
insgesamt der Gehalt an Isoflavonen in oberirdischen Teilen gering. Im Verhaltnis
zu den Wurzeln wiesen die oberirdischen Teile kaum detektierbare Mengen an
Standardisoflavonen auf (Abb. 18). An Einzelsubstanzen konnte in den
unterirdischen Teilen der Sorte Kent Daidzein und Genistein detektiert werden,
wahrend oberirdische Teile Daidzein und Genistein sowie das unbekannte
Isoflavonoid b in sehr geringen Mengen enthielten(Abb. 18). In beiden Fallen
wurden die sonst in den Samen vorkommenden Isoflavone Daidzin, Genistin,

Glycitin und Glycitein nicht nachgewiesen.
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Abb. 18: HPLC-Chromatogramme reifer Samen, oberirdischen Teilen und Wurzeln der
Sorte Kent bei 254 nm. Abkirzungen: IS - Interner Standard (p-Hydroxybenzoesaure),
A - Daidzin, B - Glycitin, C - Genistin, D - Daidzein, F - Genistein, a, b - nicht
identifizierte Isoflavonoide Die Unterschiede in der Retentionszeit der abgebildeten
Peaks sind auf Druckschwankungen innerhalb des Messzeitraumes zuriickzufihren.



5.2.4. Entwicklungsbedingte Akkumulationsunterschiede

In der Literatur finden sich hauptsachlich Hinweise  zur
Akkumulationsdynamik im Laufe der Entwicklung des Samens (Dhaubhadel et
al.,, 2003; Kim & Chung, 2007), jedoch kaum Hinweise in Bezug auf die
Pflanzenorgane, die wirtschaftlich weniger bedeutsam sind. Dhaubhadel et al.
(2008) untersuchten  Biosyntheseaktivitditen = von  Glucosidasen  und
Malonyltransferasen in unterschiedlichen Organen und unter Stresseinwirkung.
Demnach sind in unreifen Samen die Aktivitadten am hochsten, gefolgt von
Wurzelgewebe und dem keimenden Spross, konnen aber auch bei pathogenem
Befall steigen. Gegenuber Wurzeln weisen ganze Keimlinge, ausgereifte Blluten,
Blatter sowie Hypocotyl geringere Enzymaktivitaten auf. Graham (1991)
untersuchte die Flavonoiddiversifizierung an Soja-Keimlingen, welche
Isoflavonoide und Flavonole akkumulierten. Dabei wurde ein Ubergang von
Isoflavon- auf Flavonolbildung in wachsenden Primarblattern beobachtet (Tag 5
des Wachstums), wogegen in den Folgeblattern der Jungpflanze das Flavonol
Kampferol gegentber den Isoflavonen dominierte. Allerdings wurden nur junge

Entwicklungsstadien (bis Tag 10 des Wachstums) berucksichtigt.

Eine vergleichende Analyse alterer Entwicklungsstadien ist bislang noch
nicht durchgefuhrt worden, weshalb diese Fragestellung in die vorliegende Arbeit
einbezogen wurde. Entwicklungsstadien im Alter von 21 Tagen sowie 31 Tagen
unterschieden sich jedoch in ihrer qualitativen als auch quantitativen
Zusammensetzung nur geringflugig, und es konnten auch keine signifikanten
Anderungen im Gesamtgehalt an Isoflavonen beobachtet werden. Demnach
durfte bei den hier untersuchten Sorten im Laufe der Entwicklung keine weitere
Differenzierung des Isoflavonprofils im vegetativen Bereich stattfinden. Tabelle

14 zeigt die Isoflavonverteilung in unter- und oberirdischen Pflanzenteilen.
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Tab.14: Isoflavonverteilung in ober- und unterirdischen Pflanzenteilen

Sorte Organ Daidzin Glycitin Genistin Daidzein Glycitein Genistein

uT - - - ++ - +

Gallec oT i i i + ] +
£ uT - - - ++ - +
ssor oT i ] i . ] N

uT - - - ++ - +

Kent oT ) i i + ) +

) uT - - - ++ - +

Idefix oT ) i i + ] +
Brill ut - - - i ] N
rillmayer — ~o i ] ] N ] N

Zeichen und Abkurzungen: ++ vorhanden, + wenig vorhanden, - nicht detektiert, UT —
unterirdische Teile, OT — oberirdische Teile

5.3. Korrelation zwischen Proteingehalt und Isoflavonprofil

Nach Kim et al. (2006) sind im Zuge der Samenreifung Proteine, Lipide und freie
Zucker mit konjugierten Isoflavonen und dem Gesamtgehalt an Isoflavonen positiv,
der Lipidgehalt mit dem Vorkommen der Isoflavonaglyca jedoch negativ korreliert.
Diese Befunde betreffen allerdings koreanische Sorten; die heimischen Kultursorten
wurden diesbeztiglich noch nicht analysiert. In Abb. 19 sind die Isoflavonprofile und
Proteingehalte der verschiedenen Sorten dargestellt. Wahrend der Isoflavongehalt
der unterschiedlichen Sorten erheblich schwankt, unterscheiden sich die
Proteingehalte nur in geringem Ausmal}. Es ist keine mengenmafige Korrelation
feststellbar, die Beobachtungen von Kim et al. (2006) kdnnen daher nicht bestatigt
werden. Die beiden Biosynthesewege der Isoflavone (klassischer Biosyntheseweg,
5-Deoxybiosyntheseweg) sind in den untersuchten Sorten unterschiedlich

ausgepragt, sodass auch hier kein Zusammenhang erkennbar ist.
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Abb.19: Isoflavonprofile und Proteingehalte der verschiedenen Sorten. Genistin und
Genistein > klassischer Biosyntheseweg, Daidzin und Glycitin > 5-Deoxybiosyntheseweg
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6. Diskussion

6.1 Primarinhaltsstoffe

Die Ergebnisse der Arbeit in Bezug auf Korrelationen zwischen den
Variablen Ol-, undProteingehalt und dem Tausendkorngewicht stimmen mit
verschiedenen Studien Uberein, wie nachfolgend diskutiert wird. Sojabohnen mit
einem hohen Olgehalt besitzen einen geringeren Gehalt an Protein und
umgekehrt. Diese starke, negative Korrelation zwischen Ol- und Proteingehalt
wurde ebenfalls von Vollmann et al. (2000), Wilcox & Shibles (2001) und Ray et
al. (2006) beschrieben. Es wird angenommen, dass diese Beziehung weitgehend
einer  genetischen  Kontrolle  unterliegt, sowie durch  wechselnde
Umweltbedingungen beeinflusst werden kann (Hymnowitz et al. 1972). Nach Egli
& Bruening (2007) ist die negative Korrelation der beiden Inhaltsstoffe mit der
Aufteilung des Energieaufwandes der Protein- und Olsynthese verbunden. Die
Mechanismen, die diese Beziehung kontrollieren, sind jedoch noch nicht

aufgeklart.

Die positive Korrelation zwischen Proteingehalt und TKG, wonach der
Proteingehalt mit steigender Korngrof3e tendenziell zunimmt, stimmt mit dem
Ergebnis von Stark (1924) Uberein. Sojabohnen mit einem hohen
Tausendkorngewicht besitzen einen niedrigeren Olgehalt. Diese negative
Korrelation der beiden Variablen entspricht den Ergebnissen der Arbeiten von
Stark (1924) wund Yin & Vyn (2005). Daher werden gro3kornige
Sojabohnensorten auch fur die Verarbeitung zu Lebensmitteln (Sojamilch, Tofu)
besonders gesucht, da durch diese Korrelation ein fir die Verarbeitung

erforderlicher héherer Proteingehalt erwartet werden kann.

Genetische und umweltbedingte Faktoren sind verantwortlich fur die hohe
Variabilitdt bezuglich der chemischen Zusammensetzung der Sojabohnen.
Hartwig und Kilen (1991) Dberichteten, dass die inhaltsstoffliche
Zusammensetzung verschiedener Kultursorten inharent ist. Es wurde jedoch

auch beobachtet, dass sich die Zusammensetzung der Samen einer Sorte



erheblich verandern kann, wenn diese in verschiedenen Jahren, oder unter
verschiedenen Umweltbedingungen im selben Jahr angebaut wird (Yin, 2005). In
der vorliegenden Arbeit erwies sich die Sortenwahl als hoch signifikant bezuglich
des Olgehaltes sowie des Tausendkorngewichtes. Die Werte des
Tausendkorngewichtes der einzelnen Sorten schwankten in einem Bereich von
170 — 213 g. Die Schwankungen von Ol- und Proteingehalten der einzelnen
Sorten lagen zwischen 196 — 216,3 g/kg bzw. 406,8 — 414,3 g/kg bezogen auf die
Trockenmasse (Tab. 6). Die teilweise sehr hohen Schwankungen kénnten durch
lokale Klimaereignisse, wie z.B. starke Gewitter oder Hagel hervorgerufen
worden sein. In der Literatur wird oft vom starken Einfluss der standértlichen
Umweltbedingungen auf die Samenzusammensetzung und das Korngewicht
berichtet (Vollmann et al., 2000). Die untersuchten Parameter Bodenart und
geographische Lage ergaben jedoch keine statistische Signifikanz bezuglich der
Primarinhaltsstoffe und des Tausendkorngewichtes. Die Erhebung der Bodenart
der einzelnen Feldstucke, auf denen die Probenziehung stattfand, erfolgte
mithilfe von Bodenkarten. Diese Methode ist relativ ungenau, da sich die
Zusammensetzung des Bodens innerhalb der einzelnen Feldstliicke verandern
kann. Diese Ungenauigkeit konnte durch die Erhebung der Standortskoordinaten
mittels GPS, oder durch Entnahme einer Bodenprobe an der jeweiligen
Probenziehungsstelle vermieden werden. Die Probenziehungsflachen befanden
sich teilweise im Norden, teilweise im Suden des Mittelburgenlandes. Es konnten
jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede bezliglich der untersuchten
Variablen festgestellt werden. Eine gute Moglichkeit, den Einfluss des Klimas auf
die Sojabohnen zu untersuchen, ware die Verwendung von Temperatur- und
Feuchtelogger, welche die wahrend der Messperiode herrschenden

Temperaturen und gefallenen Niederschlagsmengen genau aufzeichnen.

Auch die Kulturfuhrungsmallinahmen konnen einen Einfluss auf die
Stoffzusammensetzung und die GroRe der Samen, und somit auf ihr Gewicht
ausuben. Es wurde der Einfluss des Anbaus verschiedener Vor- und
Zwischenfrichte untersucht, wobei Sojabohnen, die auf vorjahrigen Maisfeldern
angebaut wurden, den hochsten Proteingehalt aufwiesen. Dies konnte daran

liegen, dass Mais einen sehr hohen Stickstoffbedarf hat, und der Boden im
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Folgejahr einen dementsprechend geringen Anteil an verfligbarem Stickstoff
enthalt. Da Stickstoff ein essentieller Pflanzennahrstoff ist, versucht die
Sojapflanze durch Ausbildung madglichst vieler Nodule diesen Mangel
auszugleichen. Besitzt eine Sojapflanze viele Wurzelkndllchen, stellen diese
genugend Stickstoff zur Verflgung, wodurch eine hohe Syntheseleistung
ermoglicht wird. Dies wurde auch mit dem Ergebnis der Kndllchenzahlung
ubereinstimmen, wonach jene Sojabohnen mit den meisten Kndllchen auch den
hochsten Gehalt an Protein aufwiesen. Demgegenuber hatten die auf vorjahrig
brachliegenden Flachen angebauten Sojabohnen den geringsten Proteingehailt.
Wahrend einer Brache werden dem Boden keine Nahrstoffe entzogen, dieser
kann sich innerhalb dieses Zeitraumes regenerieren. Ist im frUhen
Vegetationsstadium genugend Stickstoff im Boden enthalten, besteht fur die
Sojabohne keine Notwendigkeit, sich diesen uber die Ausbildung zahlreicher
Kndllchen zu beschaffen. Ist der verfugbare Stickstoff aufgebraucht, besteht fir
die Sojabohne keine Moglichkeit mehr, diesen Uber die Kndllchenbakterien zu
beziehen, weil die Etablierung der Symbiose lediglich in der anfanglichen
Wachstumsperiode stattfindet. Dadurch wird die Syntheseleistung verringert, und
die Konsequenz ist ein niedrigeres Tausendkorngewicht und ein geringerer

Proteingehalt.

In zentraleuropaischen Landern werden Sojabohnen hauptsachlich wegen
des hohen Proteingehaltes der Samen angebaut. Die Ernte wird zur
Futtermittelproduktion verwendet oder zu Lebensmitteln verarbeitet, wobei in
beiden Fallen ein hoher und gleich bleibender Gehalt an Protein erwunscht ist
(Vollmann, 2000). Abgesehen von den klimatischen Voraussetzungen, sind
sowohl Sortenwahl, als auch Kulturfihrungsmallnahmen wie Anbau einer
Zwischenfrucht oder Diingerausbringung, fur die Syntheseleistung der Sojabohne
von Bedeutung. Verschiedenen Studien zufolge erhoht eine Stickstoffdingergabe
den Proteingehalt der Samen (Vollmann, 2000), kann jedoch die Proteinqualitat

negativ beeinflussen (Paek et al., 1997).



6.2 Sekundarinhaltsstoffe

Die organspezifische Akkumulation von Isoflavonoiden sowie die
Akkumulationsdynamik im Laufe der Samenentwicklung sind in den bisher
untersuchten Sorten nicht einheitlich und unterliegen oftmals groReren
Schwankungen, wie etwa das Vorkommen von Daidzin und Genistin. Es ist
anzunehmen, dass analog zu bisherigen Beobachtungen auch Isoflavonoidprofile
der hier untersuchten Sorten vom Genotyp abhangig sind (Berger, 2008) oder
durch umweltbedingte Faktoren beeinflusst werden konnen (Lozovaya et al.,
2005). Verschiedene Sojabohnenvarietaten kénnen in unterschiedlichen
Anbaujahren starke Schwankungen im Isoflavongehalt der Samen aufweisen
(Hoeck et al. 2000). Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Wang & Murphy
(1994), die das Anbaujahr, sowie den Genotyp als hauptsachliche Quellen dieser
Variation identifizierten. Hoeck et al. (2000) fanden in ihrer Arbeit signifikante
Interaktionen zwischen ,Genotyp x Jahr“, Genotyp x Standort®, und Genotyp x
Jahr x Standort“ bezlglich des Gesamtisoflavongehalts, sowie der Menge der
einzelnen lIsoflavone. Aufgrund dieser vielfaltigen Zusammenhange ist eine
Vorhersage, beziehungsweise die Kontrolle des Isoflavongehaltes lediglich durch
die Auswahl und den Anbau eines bestimmten Genotypes, relativ schwierig. In
jedem Falle mussten die hier untersuchten Sorten auf Konstanz der
Isoflavonprofile auch unter geanderten Umweltbedingungen vergleichend

analysiert werden, um die Signifikanz der bisherigen Ergebnisse zu erhdhen.

Verglichen mit den Samen, waren die Isoflavongehalte in ober- und
unterirdischen Teilen der Pflanze sehr gering. Daidzein und Genistein konnten in
beiden Pflanzenorganen detektiert werden, wobei Daidzein das primar
vorhandene Isoflavon darstellte, und in den Wurzeln starker vertreten war als in
oberirdischen Teilen. Nach Graham (1991) sind Daidzein und seine Konjugate
die  dominierenden  Flavonoide in  Wurzelgeweben, besonders in
meristematischem Gewebe, welches mit dem Wachstum der Wurzeln assoziiert
ist. Die nur sehr geringen, oft nicht detektierbaren Gehalte an Genistein, stimmen
mit dem Ergebnis von Graham (1991) Uberein, der in seiner Arbeit die Verteilung

der Flavonoide in verschiedenen Pflanzenorganen der Sojabohne, bei
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unterschiedlichen Entwicklungsstadien untersuchte. Laut Graham (1991)
variieren die Gehalte der Metaboliten in einem Pflanzenorgan mit dem Alter, dem
Entwicklungsstadium, sowie den Wachstumsbedingungen. Allerdings waren in
den untersuchten Proben keine mengenmaligen Unterschiede im Verlauf der
Entwicklung zu beobachten. Im Gegensatz zu Kim et al. (2006) waren auch keine
Zusammenhange zwischen Proteingehalt und Isoflavonbiosynthese in Samen zu

erkennen.

Es erscheint generell schwierig, eine genaue Vorhersage uber die Gehalte
der untersuchten Inhaltsstoffe zu treffen. Die Biosynthese und Akkumulation der
Metaboliten ist von vielen biotischen und abiotischen Faktoren abhangig,
zusatzlich spielen Kulturparameter und Sortenwahl eine wichtige Rolle. Um
Konstanzen feststellen zu kénnen, mussten die Untersuchungen gezielt unter

kontrollierten Bedingungen und Uber mehrere Jahre hinweg durchgefuhrt werden.
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9. Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war, besseres Verstandnis Uber das komplexe
Zusammenspiel der Einflussfaktoren wie Anbaugebiet bzw. Bodenbeschaffenheit
und Klima sowie Sortenwahl auf die Primar- und Sekundarstoffproduktion von
Glycine max zu erlangen. Dazu wurde Ol-, Protein- und Isoflavongehalt, sowie
das Tausendkorngewicht von im Burgenland Kkultivierten Sojabohnensamen
vergleichend analysiert. Ol- und Proteingehalt wurden durch Nahinfrarot-
Spektroskopie, das Tausendkorngewicht durch Abzahlen und Bestimmung des
Gewichts der Samen ermittelt. Mit den erhaltenen Daten wurde mittels
Statistikprogramm SAS eine vergleichende Analyse der Einflussfaktoren
Sojabohnenvarietaten, Anbaugebiete und Kulturfhrungsmaflinahmen
durchgefuhrt. Die Sortenwahl erwies sich als hoch signifikant bezlglich des
Olgehaltes sowie des  Tausendkorngewichtes. Die  Werte des
Tausendkorngewichtes der einzelnen Sorten schwankten in einem Bereich von
170 — 213 g. Die Schwankungen von Ol- und Proteingehalten der einzelnen
Sorten lagen zwischen 196 — 216,3 g/kg bzw. zwischen 406,8 — 414,3 g/kg,
bezogen auf die Trockenmasse. Die qualitative und quantitative Analyse der
Isoflavone wurde per HPLC durchgeflhrt. In reifen Samen dominierten
mengenmalig die Glycoside Daidzin und Genistin, wobei die Konzentrationen
sortenbedingt deutlich verschieden waren. Die Isoflavonaglyca Daidzein und
Glycitein konnten in keiner der Sorten detektiert werden, und Genistein war in
allen Sorten nur in sehr geringen Mengen nachweisbar. Die bisherigen Analysen
erlauben keine Aussage zu einer sortenspezifischen Ausbildung des
Isoflavonprofils in den reifen Samen. Ebenso ergaben die vergleichenden
Untersuchungen keine Hinweise auf eine mogliche Korrelation zwischen
Proteingehalt und Isoflavonproduktion. In Bezug auf Organspezifitat erwies sich
der Isoflavongehalt in Samen als am hochsten, gefolgt von Wurzeln mit mittlerem
Isoflavongehalt und geringem Gehalt in oberirdischen Teilen jungerer Pflanzen.
Diese Verteilung kdonnte in Zusammenhang mit der Bedeutung der Isoflavone im
Nodulationsprozess stehen. Fur die Beurteilung der Qualitdt von

Sojabohnensamen in Bezug auf Primarstoffe erwies sich lediglich die Sortenwahl
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als wesentlicher Faktor. Die anderen untersuchten Faktoren lieken jedenfalls

keinen Einfluss auf die Produktion von Primar- und Sekundarstoffen erkennen.

Abstract

The aim of this study was to gain a better understanding of the complex
relationships between culture variety and different factors such as soil conditions,
cultivation area and climatic conditions, by analyzing their influence on production
of primary and secondary metabolites of Glycine max. Therefore, a comparative
analysis of oil-, protein- and isoflavone content as well as determination of weight
(thousand seeds) was carried out. The soybean seeds were cultivated in
Burgenland. Analysis of protein- and oil content was conducted by near- infrared
spectroscopy. To determine the weight of thousand seeds, the seeds were both,
counted and weighted. A comparative analysis of the influencing factors variety,
cultivation area and cultural management was done by use of the statistical
program SAS. The selection of culture variety was highly significant regarding oil
content and seed weight. The weight of thousand seeds ranged from 170 g to
213 g. The values of oil- and protein content of different varieties were in the
range of 196 — 216,3 g/kg and 406,8 — 414,3 g/kg, respectively. The quantitative
and qualitative analysis of isoflavones was performed by HPLC. In mature seeds,
the glycosides daidzin and genistin dominated quantitatively, but their quantities
were not identical in the analyzed varieties. Only small amounts of the aglycone
genistein were present in all varieties, whereas the isoflavon aglycones daidzein
and glycitein could not be detected. The analysis performed does not allow a
clear statement about variety-specific formation of isoflavone profiles in mature
seeds. On basis of comparative analyses, no correlation was obvious between
protein content and isoflavone production. Concerning the organ-specificity of
isoflavone accumulation, highest amounts of isoflavones were found in mature
seeds, followed by roots and aerial parts of younger plants. This distribution
pattern may correlate to the role of these compounds in the nodulation process.
Concerning assessment of quality of seeds in terms of primary metabolites, only

selection of culture variety showed relevant significance. The other analyzed



factors could not be shown to influence production of primary and secondary

metabolites in the seeds.
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