
49

Arbeitstagung für die Pflanzenzüchtung in Europa

Bericht über die 50. Arbeitstagung 1999 der Vereinigung österreichischer Pflanzenzüchter,
BAL Gumpenstein, 23. - 25. November 1999

Verbesserung von Qualitätseigenschaften der Sojabohne
unter Einsatz molekularer Marker

J. VOLLMANN, G. CSANÁDI, G. STIFT, T. LELLEY und P. RUCKENBAUER

Autoren: Dr. Johann VOLLMANN, o.Univ.Prof. Dr. Peter RUCKENBAUER, Institut für Pflanzenbau und Pflanzenzüchtung, Universität für Boden-
kultur (BOKU) Wien, Gregor-Mendel Str. 33, A-1180 WIEN; Dr. Gyula CSANÁDI, Gertraud STIFT und Prof. Dr. Tamás LELLEY, Abtei-
lung Biotechnologie in der Pflanzenproduktion, IFA Tulln, Konrad-Lorenz Str. 20, A-3430 TULLN

Einleitung
Die Sojabohne (Glycine max [L.] Merr.),
die ca. 20 % Öl und 40 % Protein ent-
hält (Tabelle 1), wird im weltweiten An-
bau primär als Ölpflanze betrachtet
(FEHR, 1989). In Europa allerdings, wo
der Sojabohnenanbau gegenwärtig eine
Fläche von etwa 1.25 Mio. ha umfaßt,
steht der vor allem in der Fütterung ge-
nutzte hohe Proteingehalt im Mittel-
punkt des Interesses. Da der Proteinge-
halt jedoch zumeist negativ mit dem Er-
trag und hoch negativ mit dem Ölgehalt
korreliert ist (WILCOX und CAVINS,
1995; BURTON, 1987), wurde er bislang
nur bei der Züchtung von Sorten für spe-
zielle Verwendungszwecke berücksich-
tigt (z.B. ORF et al., 1991). Erst im letz-
ten Jahrzehnt wurde begonnen, vermehrt
auf hohen Proteingehalt zu selektieren,
nachdem sich gezeigt hatte, daß bei So-
jabohnen aus dem Proteingehalt in den
meisten Anbaujahren auf dem Weltmarkt
eine höhere Wertschöpfung als aus dem
Ölgehalt zu erzielen ist (LEFFEL, 1989).
Neben dem Proteingehalt sind für einen
Einsatz in der Fütterung auch weitere
qualitative Kriterien von Bedeutung,
etwa die Konzentration essentieller
Aminosäuren oder der Gehalt an Tryp-
sininhibitoren (Tabelle 1). Letztere er-
fordern zu deren Deaktivierung eine Hit-

zebehandlung der rohen Samen, weshalb
versucht wird, diese Verdauungshemm-
stoffe züchterisch zu eliminieren (FEHR,
1989).

Eine Selektion auf Qualitätsmerkmale ist
meist mit einem hohen analytischen
Aufwand verbunden und erfordert oft
größere Probenmengen, was den Einsatz
molekularer Marker in diesem Bereich
nahelegt. Bei Sojabohnen stehen erst mit
den Mikrosatelliten (SSRs) ausreichend
polymorphe Marker zur Verfügung, die
für eine Kartierung von QTLs - also von
einzelnen Loci, welche für quantitative
Merkmale kodieren - geeignet sind (AK-
KAYA et al., 1995; CREGAN et al.,
1999). Zuvor wurden QTLs für Öl- und
Proteingehalt in interspezifischen Kreu-
zungen (DIERS et al., 1992), später auch
in Kreuzungen zwischen adaptierten
Sorten (LEE et al., 1996; MANSUR et
al., 1996; BRUMMER et al., 1997) mit
Hilfe von RFLPs identifiziert. RFLPs
erwiesen sich jedoch bei Sojabohnen
aufgrund des engen genetischen Hinter-
grunds (HYMOWITZ und BERNARD,
1991) vielfach als wenig polymorph und
wegen der quasi-tetraploiden Genom-
struktur als Marker, die meist gleichzei-
tig mehrere DNA-Fragmente (multiple
Loci) detektieren, was Kartierungsarbei-
ten wesentlich erschwert; Mikrosatelli-

ten sind dagegen Single-Locus-Marker,
die in Sojabohnen eine oft hohe Anzahl
an Allelen je Locus aufweisen, wobei die
einzelnen Allele meist symmetrischer
verteilt sind als in RFLPs (CREGAN et
al., 1999).

In den nachfolgend geschilderten Unter-
suchungen wurden Mikrosatelliten sowie
Proteinmarker zur Darstellung der gene-
tischen Diversität von Sojabohnen frü-
her Reifegruppen, zur Kartierung von
QTLs bzw. zur Selektion auf Qualitäts-
merkmale in ausgewählten Kreuzungs-
populationen eingesetzt.

Material und Methoden
Genotypen
Aufgrund von Vorexperimenten wurden
insgesamt 18 Sojabohnen-Genotypen,
die entweder einer frühen Reifegruppe
(Reifegruppen 0-000) angehören oder
besondere Qualitätsmerkmale aufwei-
sen, für verschiedene Untersuchungen
mit molekularen Markern ausgewählt.

Bestimmung der genetischen
Diversität

Mit Hilfe von 12 Paaren Sojabohnen-
spezifischer Mikrosatelliten-Primer
(AKKAYA et al., 1995) wurden die 18
ausgewählten Genotypen - wie bei DOL-
DI et al. (1997) beschrieben - untersucht
und paarweise genetische Distanzen auf-
grund von Mikrosatelliten-Polymorphis-
men ermittelt. Die genetische Diversität
innerhalb des ausgewählten Sortimentes
wurde in einem Dendrogramm mittels
der UPGMA-Clusteranalyse dargestellt.

Molekulargenetische Unter-
suchung einer spaltenden
Population und QTL-Mapping
von Qualitätsmerkmalen

Die Sojabohnensorten Ma.Belle und
Proto sowie 82 F

2
-Pflanzen der Kreu-

Stoffgruppe Quantität1 Qualitätskriterien

Protein ~ 40 % - Gehalt an essentiellen Aminosäuren
(Lysin, Methionin etc.)

- Gehalt und Aktivität von Protease-
Inhibitoren (Kunitz-TI, Bowman-Birk-TI)

Öl ~ 20 % - Fettsäuremuster (Gehalt an
gesättigten FS, Linolensäuregehalt)

- Lipoxygenaseaktivität

Andere < 40 % - Oligosaccharide (Raffinose, Stachyose)
(Kohlehydrate, - Isoflavone (Genistein u.a.)
Rohfaser u.a.) - Pigmente (Hilum, Samenschale)

1Bezugsbasis: Trockenmasse

Tabelle 1: Inhaltsstoffe der Sojabohne und ausgewählte wertbestimmende Qua-
litätskriterien
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zungspopulation Ma.Belle x Proto wur-
den mit 561 sojaspezifischen Mikrosa-
telliten-Primerpaaren (AKKAYA et al.,
1995; CREGAN et al., 1999) untersucht,
wie bei CSANÁDI et al. (2000) beschrie-
ben. Mit den für die spaltende Populati-
on polymorphen Mikrosatelliten wurde
zunächst eine genetische Kopplungskar-
te mittels MAPMAKER/EXP 3.0 (LIN-
COLN et al. 1992a) erstellt. Danach
wurden sowohl mittels einfacher Vari-
anzanalyse (SAS INST., 1988) als auch
mit Hilfe von Intervall-Mapping (MAP-
MAKER/QTL 1.1; LINCOLN et al.,
1992b) Assoziationen zwischen Markern
und QTLs für Qualitätsmerkmale wie
Proteingehalt, Ölgehalt, Tausendkornge-
wicht sowie für andere agronomische
Merkmale gesucht. Die phänotypischen
Daten dazu wurden an F

2
-abgeleiteten Li-

nien in Feldversuchen unter fünf verschie-
denen Umweltbedingungen ermittelt.

Verringerung des Gehaltes an
Trypsininhibitoren

Eine konventionelle Linie wurde mit ei-
ner Sojabohnenlinie gekreuzt, die das
Null-Allel des Kunitz-Trypsininhibitors
aufweist und aus einer vorangegangenen
Kreuzung mit der Sorte Kunitz (BER-
NARD et al., 1991) stammt. Kunitz-TI-
freie Nachkommenschaften wurden in
der F

2
-Generation mit Hilfe einer Stan-

dard-Proteinelektrophorese (SDS-
PAGE) und Comassie Brilliant Blue -
Färbung aufgrund des Fehlens der Kunitz-
Proteinbande bei 21 kD identifiziert. 123
F

2
-abgeleitete Linien dieser Kreuzung

wurden auf zwei Standorten zur Ermitt-
lung von Qualitätsparametern geprüft.

Feldversuche und
Qualitätsuntersuchungen

Die einzelnen Feldversuche wurden in
den Jahren 1997 und 1998 auf den Stand-
orten Raasdorf, Gr. Enzersdorf (Nieder-
österreich), Pama (Burgenland) und
Wien (Garten der Univ.f.Bodenkultur) in
2.3 m langen Einzelreihen als generali-
sierte Gitteranlagen in 2 Wiederholun-
gen angelegt und als Gitteranlagen bzw.
mittels Nachbaranalyse (VOLLMANN
et al., 2000) ausgewertet. Die Feststel-
lung des Protein- bzw. Ölgehaltes der
Untersuchungsproben erfolgte mit Hil-
fe der Nahinfrarot-Reflexionsspektro-
skopie (NIRS), wobei sämtliche Inhalts-
stoffgehaltswerte in g kg-1 bezogen auf

Trockenmasse angegeben wurden. Die
Trypsininhibitoraktivität wurde nach der
Methode von KAKADE et al. (1974) an
entfettetem Sojamehl bestimmt und wird
ausgedrückt in mg Trypsin, das von ei-
nem g Sojamehl inhibiert wird.

Ergebnisse und Diskussion
Die 18 ausgewählten Sojabohnensorten
wurden aufgrund ihrer durch Mikrosa-
tellitenmarker ermittelten genetischen
Distanzen sehr deutlich in zwei Grup-
pen geteilt, wie aus dem in Abbildung 1
wiedergegebenen Dendrogramm ersicht-
lich ist. Dabei enthält die größere obere
Gruppe (von Dom bis Sundance) vor al-
lem frühreifende, für einen Anbau in
Mitteleuropa adaptierte Genotypen,
während fast alle proteinreichen Geno-
typen sowie die Sorte Kunitz, welche das
Null-Allel für den Kunitz-Trypsininhibi-
tor trägt, in der unteren Gruppe (Natto-
san bis BARC-6) zu finden sind. Inner-
halb der Gruppen ist eine gute Überein-
stimmung der Gliederung mit Pedigree-
informationen festzustellen: So enthal-
ten z.B. die Sorten Ma.Arrow und Cere-
sia die Sorte Harosoy in ihrem Pedigree
(DOLDI et al., 1997), M6X111 und
M6X89 stammen aus derselben Kreu-
zung, die Sorte Sundance ist aus einer
Apache-Kreuzung hervorgegangen und
Provar scheint im Pedigree der Sorte
Proto (ORF et al., 1991) auf. Darüber
hinaus konnten auch Sorten mit unbe-
kanntem Pedigree (Pando, Dom,
Ma.Belle) genetisch eingeordnet werden,

was für die Auswahl von Kreuzungsel-
tern von Bedeutung ist. Die untersuch-
ten Sorten konnten mit den 12 Markern
nicht nur eindeutig unterschieden wer-
den, sondern es war auch ein z.B. im
Vergleich zu RAPDs hoher Grad an Po-
lymorphismen mit bis zu 6 Allelen pro
Markerlocus feststellbar (DOLDI et al.,
1997). Damit eignet sich dieser Marker-
typ nicht nur besonders zur Darstellung
genetischer Diversitätsverhältnisse, son-
dern auch zur Identifikation von Sorten
(RONGWEN et al., 1995). Beides ist von
besonderer Bedeutung für die Anwen-
dung an Sortimenten mit engem geneti-
schen Hintergrund, was für Sojabohnen-
genotypen der frühesten Reifegruppen
zutrifft, die sortengeschichtlich auf ganz
wenige „Plant Introductions“ zurückge-
hen (HYMOWITZ und BERNARD,
1991).

In der Kreuzung Ma.Belle x Proto wa-
ren 149 der 561 verfügbaren sojaspezi-
fischen Mikrosatelliten-Primerpaare po-
lymorph, konnten also für die Erstellung
einer genetischen Kopplungskarte mit
Hilfe der F

2
-Population verwendet wer-

den. Die einzelnen Marker wichen je-
weils nur unwesentlich vom für den ko-
dominanten Erbgang erwarteten 1:2:1-
Aufspaltungsverhältnis ab, und die am-
plifizierten Mikrosatelliten waren auf
dem Gel nach Silberfärbung zumeist sehr
deutlich zu erkennen, wie Abbildung 2
zeigt. Die aufgrund dieser Daten erstell-
te Kopplungskarte umfaßt derzeit 135
gekoppelte Marker, 14 weitere Marker

Abbildung 1: Dendrogramm von 18 Genotypen der Sojabohne aufgrund von
Mikrosatelliten-basierten genetischen Distanzen (UPGMA-Clusteranalyse)
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konnten noch keiner Kopplungsgruppe
zugeordnet werden. Die Marker liegen
in insgesamt 20 Kopplungsgruppen vor,
was gut mit dem haploiden Chromoso-
mensatz der Sojabohne von 1 n = 20
übereinstimmt. Die Kopplungskarte
umfaßt eine Gesamtlänge von 600 cM
(centi-Morgan), was eine durchschnitt-
liche Markerdichte von 4.4 cM ergibt.
Die kleinsten Kopplungsgruppen werden
allerdings erst von zwei Markern gebil-
det, die größten dagegen stimmen gut mit
der von CREGAN et al. (1999) vorge-
stellten Karte (USDA/Iowa State Univ.
- map) überein.

Die Ergebnisse der für eine QTL-Ana-
lyse notwendigen Bestimmung der Phä-
notyp-Werte sind für Eltern und F2-
Nachkommenschaften der Kreuzung
Ma.Belle x Proto in Tabelle 2 zusammen-
gefaßt. Der Elter Ma.Belle weist im Ver-
gleich zu Proto eine frühere Reifezeit,
eine geringere Wuchshöhe, ein deutlich
höheres TKG sowie einen geringeren
Protein-, aber einen höheren Ölgehalt
auf. Von den Qualitätsmerkmalen wei-
sen Protein- und Ölgehalt eine mittlere
operative Heritabilität auf, während sich
für das TKG in dieser Kreuzungspopu-
lation ein deutlich höherer Schätzwert
für die Heritabilität (h2 = 83 %) ergibt.
Die mit QTLs gekoppelten Mikrosatel-
litenmarker und die jeweiligen Allelmit-
telwerte werden exemplarisch für die

Merkmale Proteingehalt und TKG in
Tabelle 3 wiedergegeben. Für Protein-
gehalt und für TKG zeigt sich, daß so-
wohl Ma.Belle als auch Proto positive
bzw. negative Alleleffekte zur Merk-
malsausprägung beitragen können, wo-
durch etwa Transgressionen erklärbar
sind. Die mit dem Proteingehalt assozi-
ierten Marker stehen gleichzeitig auch
mit dem Ölgehalt in Zusammenhang,
wobei hoher Protein- mit niedrigem Öl-
gehalt bzw. niedriger Protein- mit hohem
Ölgehalt gekoppelt ist. Auch das in Ab-
bildung 3 für die Kopplungsgruppe 5
wiedergegebene Intervallmapping für

Protein- und Ölgehalt zeigt etwa im Be-
reich des Markers Sct28 Peaks für 2 ver-
mutlich eng gekoppelte QTLs, wenn-
gleich eine genauere Lokalisation mehr
Marker in diesem Bereich erfordern
würde. Diese Kopplung zwischen Pro-
tein- und Ölgehalt wurde auch in ande-
ren QTL-Analysen mit RFLP-Markern
gefunden (BRUMMER et al., 1997; LEE
et al., 1996) und könnte eine Erklärung
für die meist hoch negative Korrelation
zwischen diesen beiden Merkmalen
(BURTON, 1987) bei der Sojabohne
sein. Wegen der höheren Heritabilität für
das Merkmal TKG im Vergleich zum

Abbildung 2: Beispiel eines Mikrosatelliten-Bandenmusters des Markers Satt42
in Elterngenotypen und einigen F2-Pflanzen

Populations- LSD
Merkmal Ma. Belle Proto mittelwert (0.05) h2 (%)

Reifezeit (Tage nach dem 31.7.) 42.9 53.2 50.8 4.7 65.7
Dauer der reprod. Phase (Tage) 79.8 82.7 86.0 5.2 50.4

Wuchshöhe (cm) 50.8 59.8 58.6 8.3 87.8
1000-Korn-Gewicht (g) 215 191 208 17 83.0

Proteingehalt (g kg-1) 402 423 417 15 58.4
Ölgehalt (g kg-1) 199 185 189 13 59.2

Tabelle 2: Phänotypische Kennzahlen für verschiedene Merkmale von F2-Nach-
kommenschaften der Kreuzung Ma.Belle x Proto (Mittelwerte über 5 Umwelten)

Allelmittelwerte

Kopplungs Sig.niveau hetero-
Marker -gruppe (F-Test) Ma. Belle zygot Proto

Proteingehalt (g kg-1)

Satt77 6 0.0009 417.4 419.1 413.0
Sct28 5 0.0069 414.6 417.0 418.7
Satt567 n.gek.1 0.0020 417.0 418.4 413.1
Satt196 14 0.0009 416.9 418.8 413.7

TKG (g)

Satt210 16 <0.0001 202.6 208.3 213.1
Satt219 18 <0.0001 214.0 207.5 196.2
Satt229 20 <0.0001 212.8 207.8 200.2
Satt313 15 <0.0001 203.7 212.9 211.7
Satt358 18 <0.0001 215.8 205.9 202.4
Satt562 13 <0.0001 218.0 208.9 200.4
1 bisher nicht in einer Kopplungsgruppe

Tabelle 3: Mikrosatellitenmarker und mit diesen assoziierte Effekte auf die Merk-
male Proteingehalt und TKG in F2-Nachkommenschaften der Kreuzung Ma.Belle
x Proto (kombinierte Varianzanalyse über 5 Umwelten)

Abbildung 3: Beispiel für eine Mikrosa-
telliten-basierte Kopplungsgruppe
(LG IB05) mit dazugehörigen LOD-
Scores für die Merkmale Öl- und Pro-
teingehalt



52

J. VOLLMANN, G. CSANÁDI, G. STIFT, T. LELLEY und P. RUCKENBAUER

50. Arbeitstagung der Vereinigung österreichischer Pflanzenzüchter 1999

Proteingehalt (Tabelle 2) wurden für das
TKG auch mehr Marker gefunden, die
auf sehr hohem Signifikanzniveau mit
diesem Merkmal assoziiert sind (Tabel-
le 3). Eine ähnlich große Anzahl von
Markern bzw. vermutlichen QTLs für
TKG wurde auch von MIAN et al.
(1996) für zwei verschiedene Kreu-
zungspopulationen beschrieben. In Ab-
bildung 4 schließlich sind beispielhaft
für den Marker Satt562 die Effekte der
beiden Markerallele auf das TKG in
Form von kumulativen Häufigkeitsver-
teilungen dargestellt. Homozygote Trä-
ger des Satt562-Allels von Ma.Belle
weisen immer ein deutlich höheres TKG
auf als solche von Proto, während die
kumulative Häufigkeitsverteilung der
heterozygoten F

2
-Nachkommenschaften

genau dazwischen liegt, was auf eine in
diesem Fall rein additive Vererbungswei-
se schließen läßt.

Die Häufigkeitsverteilung der Trypsinin-
hibitoraktivität (Abbildung 5) in der
Kreuzung zwischen einer Kunitz-Tryp-
sininhibitor-freien (P1) und einer Ku-

Dabei scheinen QTLs für hohen Prote-
ingehalt oft mit solchen für niedrigen
Ölgehalt gekoppelt zu sein, was die ne-
gative Korrelation zwischen diesen bei-
den Merkmalen erklärt. In der Kreuzung
zwischen einer Kunitz-Trypsininhibitor-
freien und einer konventionellen Linie
wurden mit Hilfe von Protein-Elektro-
phorese Kunitz-TI-freie Linien identifi-
ziert, die eine reduzierte Trypsininhibi-
toraktivität aufweisen.

Summary
Microsatellites and protein markers were
used in a breeding program focusing on
the improvement of seed quality charac-
ters of early maturing soybeans (MG 0-
000). Using soybean-specific microsatel-
lite primers, the genetic diversity within
a set of parental genotypes of narrow
genetic base was characterized and ge-
notypes with unknown pedigree were
integrated. In the population Ma.Belle x
Proto, microsatellites were identified
which are associated with QTLs affec-
ting seed protein content, oil content or
seed size. QTLs coding for high protein
content appear to be linked with QTLs
coding for low oil content, which helps
to explain the negative correlation bet-
ween those two characters. In a popula-
tion segregating for the null-allele of the
Kunitz trypsin inhibitor, Kunitz-free se-
gregants with reduced trypsin inhibitor
activity were identified.
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kommenden Eltern hinsichtlich ihrer
genetischen Diversität charakterisiert
werden, wobei auch Sorten mit unbe-
kanntem Pedigree integriert werden
konnten. In der Population Ma.Belle x
Proto wurden Mikrosatellitenmarker
gefunden, die mit QTLs für Proteinge-
halt, Ölgehalt oder TKG assoziiert sind.
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