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1 Zusammenfassung

Die Kaferbohne (Phaseolus coccineus L.) ist ein typisches Produkt der slidostlichen Steiermark
—von der Region fiir die Region — und entwickelte sich zur unverkennbar steirischen Spezialitat.
Die Klimakrise fihrt zu einer deutlichen Zunahme von Hitzetagen, was zu massiven
Ertragsausfallen bei Kaferbohnen fiihren kann. Besonders wahrend der Blitezeit leiden
Kaferbohnenpflanzen unter hohen Temperaturen. Am haufigsten wird der Abwurf von Bliten
und Hilsenansatzen beobachtet. Die Entwicklung trockenheits- und hitzetoleranter Sorten ist
in Zeiten der Klimakrise weltweit eine der groRten landwirtschaftlichen Herausforderungen und
erfordert Ansatze auf unterschiedlichen Ebenen. Als Nachfolgeprojekt von CharAccess war das
Ziel des Projektes CharAccess Il, die Ziichtung von hitzetoleranten Kaferbohnensorten zu
unterstitzen. Dazu wurden Kaferbohnenherkiinfte mittels RAD-Sequenzierung (RADseq) und
MassARRAY® genotypisiert, beziehungsweise in Glashausversuchen unter
Hitzestressbedingungen phanotypisiert. Durch die kombinatorische Analyse von Phdno- und
Genotypen wurden an die Hitzetoleranz gekoppelte Genabschnitte identifiziert und schlieRlich
genetische Marker (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) fiir die Nutzung in der Zlichtung
zur Verfligung gestellt.

In den Glashausversuchen von CharAccess Il wurden insgesamt 64 Akzessionen und Sorten
unter Hitzestressbedingungen phanotypisiert. Die Versuche umfassten zwei spanische
Akzessionen, zwei Zuchtlinien, sowie jene Akzessionen, die in den Versuchen im Projekt
CharAccess eine hohere Ertragsleistung zeigten als die Referenzsorte Bonela. Weitere
Akzessionen wurden gemaR den Ergebnissen der Sequenzierung aus CharAccess ausgewahlt,
mit dem Ziel, eine moglichst breite genetische Vielfalt abzudecken. Zusatzlich wurden
Akzessionen selektiert, die bisher weder genotypisiert, noch phanotypisiert worden waren.
Aufgrund des ausgeprdgten Hitzestresses wurden haufig keine Hilsen oder verkimmerte
Hilsen ohne Bohnen gebildet, und die Anzahl der geernteten Bohnen war niedrig. In
CharAccess Il waren 21 Akzessionen, 3 Sorten, sowie 1 Zuchtlinie, in CharAccess 5 Akzessionen
und 1 Sorte ertragreicher als die Referenzsorte Bonela. Es konnten in beiden CharAccess-
Projekten potenziell hitzetolerante Akzessionen ermittelt werden, und es wurden 4
Akzessionen entdeckt, die sowohl in CharAccess als auch in CharAccess Il einen hoheren Ertrag

unter Hitzestressbedingungen lieferten als Bonela.

Als mogliche Marker fir Hitzetoleranz kamen lber 100 SNPs in Frage, die sich aus den
Assoziationsanalysen von Geno- und Phanotyp ergaben. Aus diesen wurden schlussendlich 18
SNPs aufgrund der positiven Ergebnisse der BLAST-Analyse und des MassARRAY® ausgewahlt,

weiters waren sie polymorph und trugen ein positives Allel, das sowohl in CharAccess als auch
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2 Einleitung

2.1 Einleitung und Hintergrund

Die Kaferbohne (Feuerbohne, Prunkbohne, Tirkische Bohne, Schminkbohne, Rosenbohne;
Phaseolus coccineus L.) ist seit dem 16. Jahrhundert in Osterreich bekannt. Die Anbauflachen
schwanken jahrlich: Wahrend 2015 in Osterreich auf rund 440 ha Kiferbohnen angebaut
wurden (Statistik Austria 2016), lagen die Anbauflachen 2016 bei 595 ha und 2017 bei 621 ha
(Lind 2017). Die Kaferbohne wird in verschiedenen Regionen und Bundeslandern kultiviert, aber
der weitaus Uberwiegende Teil der Flachen befindet sich in der Steiermark (vgl. Vogl-Lukasser
et al. 2007; Statistik Austria 2015). Auf einem GrofRteil dieser steirischen Kaferbohnen-
Anbauflache wird die Steirische Kaferbohne geschitzten Ursprungs (g.U.) angebaut, z.B. im Jahr
2019 auf 420 ha, 2020 auf 455 ha und 2021 auf 478 ha (Information: Plattform zum Schutz der
Steirischen Kaferbohne g.U.). Zum Vergleich betrug die Gesamtflache von Kaferbohnen und
anderen Speisebohnen in der Steiermark im Jahr 2020 495 ha und im Jahr 2021 510 ha
(Information: Statistik Austria), wobei der Anteil ,anderer Speisebohnen” sehr gering ist. Die
Kaferbohne ist damit fiir die steirischen Bauern von grofRer wirtschaftlicher Bedeutung
(vgl. Sommer und Hobaus 2019). Als typisches Produkt der siidostlichen Steiermark — von der
Region fiir die Region — entwickelte sich die Kdferbohne zur unverkennbar steirischen Spezialitat

(siehe ,Genussregion Sudoststeirische Kaferbohne”).

Derzeit sind drei Sorten in der Osterreichischen Sortenliste registriert: Bonela, Melange, und die
(,Fur den Anbau unter besonderen Bedingungen geziichtete Sorte”) Ober-Wolfsbacher
Feuerbohne (BAES 2020). Zwei weitere Sorten (Steirische Riesen und Hara) waren bisher in der
Osterreichischen Sortenliste eingetragen. Als Wildform ist die Kiferbohne mehrjahrig (Bitocchi
et al. 2017; Hernandez-Delgado et al. 2015; Schwember et al. 2017), wird aber in unseren
Klimaverhaltnissen in einjahriger Kultur gefiihrt. Der kommerzielle Anbau erfolgt groBtenteils
auf Vertragsbasis und mit Mais als Stutzpflanze.

Die Bewadltigung der Folgen des Klimawandels mit dem vorrangigen Ziel der Entwicklung
trockenheits- und hitzetoleranter Sorten ist weltweit eine der gréBten landwirtschaftlichen
Herausforderungen und erfordert Ansatze auf unterschiedlichen Ebenen, vom Aufspliren von
als Markern geeigneten Genregionen Uber die Charakterisierung von Genen, die mit einer
Toleranz gegeniiber Hitzestress assoziiert sind, bis hin zur Verwendung pflanzengenetischer
Ressourcen (Driedonks et al. 2016). Auch die Bohnenziichtung muss sich diesen

Herausforderungen stellen (Assefa et al. 2019; Beaver und Osorno 2009; Silva et al. 2020).
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Einleitung

2.2 Projektziele

Das Projekt CharAccess Il diente — als Nachfolgeprojekt von CharAccess (10/2017 - 09/2019) der
Unterstitzung der Zichtung von hitzetoleranten Kaferbohnensorten. Ziele waren die
genotypische und phanotypische Charakterisierung von in der Osterreichischen Genbank
gelagerten Kaferbohnenherkiinften, gegebenenfalls die Bereitstellung hitzetoleranter
Akzessionen, sowie die Entwicklung molekularer Marker fiir die Nutzung in der Ziichtung. Damit
wurden direkt verwertbare Grundlagen flr die Ziichtung verbesserter, hitzetoleranter Sorten
geschaffen, die den Anbau der Kaferbohne als landeskulturell wichtige Kulturart sicherstellen

sollen.
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3 Material und Methoden

3.1 Sammlung, Herkunft und Auswahl des Saatguts fiir den Anbau

Vor dem Projektstart wurde eine Ubersicht tiber verfiigbares Saatgut fiir den Glashausversuch

erstellt, wobei Zugriff auf Saatgut aus verschiedenen Quellen bestand.

Der GrofRteil des Saatgutmaterials war lber die AGES Genbank in Linz verflgbar. Hier konnte
einerseits auf jene Muster zugegriffen werden, welche bereits in CharAccess genotypisiert und
teils phanotypisiert wurden. Andererseits wurde der Sammlung Material entnommen, welches
im Vorlauferprojekt nicht untersucht worden war. Zusatzlich hatte die Genbank auch Material
von zwei Sorten (Prijswinner, Hammonds Dwarf Scarlet) vorratig. Weitere Kaferbohnen-Sorten
wurden dankenswerterweise von der Landesversuchsanstalt fiir Spezialkulturen in Wies zur
Verfligung gestellt. Diese waren zum einen die charakteristische Steirische Kaferbohne Bonela
(Referenz), die in der 6sterreichischen Sortenliste eingetragene Sorte Melange, sowie altere
Sorten (Steirische Riesen, Hara, Choco, Hellviolette, Aldrian). Auch eine niederlandische Sorte

(Lady Di) wurde Uber die Landesversuchsanstalt bereitgestellt.

Mehrere in CharAccess untersuchte Kéaferbohnen-Akzessionen, welche aufgrund ihrer
phanotypischen Charakteristika im Vorlauferprojekt eine besondere Toleranz gegeniber
Hitzestress und vergleichsweise hohe Ertrage zeigten, wurden in Kooperationen mit der DNW-
Versuchswirtschaft Gro3-Enzersdorf der Universitat fir Bodenkultur Wien sowie der Saatzucht
Gleisdorf GmbH im isolierten Anbau vermehrt, um ausreichend Material fir Anbauversuche
und gegebenenfalls Zichtungsarbeiten bereitzustellen. Diese Akzessionen standen vor

Projektstart ebenfalls zur Verfiigung.

Vier weitere Akzessionen wurden von der Saatzucht Gleisdorf GmbH bereitgestellt. Dabei
handelt es sich zum einen um zwei spanische Akzessionen (PHC-13 und PHC-15), welche von
der Genbank der CSIC (Spanish National Research Council, Prof. Antonio De Ron) bezogen
wurden und bei denen aufgrund ihrer Herkunft eine hohe Hitzestresstoleranz zu erwarten ist,
und zum anderen um zwei neue Zuchtlinien (B1208 und B1604). Diese sind eine Auslese aus
Bonela Standardmaterial, welche seit 2012 (B1208) bzw. 2016 (B1604) selektiert, geselbstet
oder isoliert vermehrt wurden. Beide Linien zeigten bei Anbauversuchen der Saatzucht
Gleisdorf GmbH Eigenschaften (reduzierter Wuchstyp, weniger Blattmasse, friihere Abreife der

Bohnen), die eine Hitzetoleranz begiinstigen.
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Material und Methoden

Begrenzt durch die im Glashaus zur Verfiigung stehenden Kapazitaten konnten insgesamt nur
64 Akzessionen und Sorten angebaut werden, sodass eine Selektion aus dem zur Verfligung
stehenden genetischen Material vorgenommen werden musste (vgl. Tabelle 16). Fiir den Anbau
ausgewahlt wurden die zwei spanischen Akzessionen, die zwei Zuchtlinien der Saatzucht
Gleisdorf GmbH, weiters acht Akzessionen und eine Sorte (Hara), welche im Vorlauferprojekt
CharAccess eine hohere Ertragsleistung lieferten als die Referenzsorte Bonela. Sechs dieser
Akzessionen stammten aus den Vermehrungen 2019 und zwei aus der Genbank Linz. Aulerdem
wurden die sechs Sorten Melange, Steirische Riesen, Lady Di, Choco, Hellviolette und Aldrian
angebaut. Aus der Sammlung der Genbank in Linz wurden 15 Kaferbohnen-Akzessionen fiir den
Anbau selektiert, welche bisher weder genotypisiert, noch phanotypisiert wurden. Die Auswahl
der weiteren Akzessionen erfolgte mit Hilfe des in CharAccess erstellten genetischen
Stammbaums, und zielte darauf ab, eine moglichst breite genetische Vielfalt abzudecken. So
wurden die restlichen zur Verfligung stehenden Stellplatze mit 27 Akzessionen und 3 Sorten
(Bonela, Hammonds Dwarf Scarlet, Prijswinner) belegt, welche bereits in CharAccess

genotypisiert und in Einzelfallen phanotypisiert wurden.

3.2 Aufzucht der Jungpflanzen im Glashaus Wien

Das gesamte Experiment (inklusive Aufzucht) fand in den Glashdusern der AGES in der
SpargelfeldstraRe, 1220 Wien statt. Je Akzession oder Sorte wurden 20 Samen, bei denen die
Schale riickseitig des Nabels zunachst leicht mit einem Skalpell eingeritzt wurde, angesetzt. Am
18.06.2020 wurde jeweils ein Samen pro Topf (9x9x9,5 cm, Gottinger Etikettentopfe) 2 cm tief
angesat. Als Substrat wurde Floragard Spezialsubstrat (Gemisch aus wenig bis stark zersetztem
Hochmoortorf, kohlensaurem Kalk, Ton, mineralischem Kalk- und Magnesiumdiinger sowie
mineralischem Mehrnéhrstoffdiinger) verwendet. Beim Anbau der Samen wurde auf gleiche
Verhaltnisse (Befullung, Saattiefe, Wasserverhéltnisse) in den einzelnen Topfen geachtet, um
gleichmaBigen Aufgang und Entwicklung der einzelnen Pflanzen zu gewahrleisten. Der Grof3teil
der Akzessionen wies gute Keimraten auf, lediglich bei Akzession Nr. 122 (PHC-0015) keimten
nur drei Samen. Am 30.06.2020 (12 Tage nach Anbau) wurden 6 gut entwickelte Individuen je
Akzession, Sorte oder Linie selektiert und in Rundtdpfe mit 30 cm Durchmesser umgesetzt. Die
umgetopften Pflanzen wurden vollstindig randomisiert (ber zwei Glashausabteile verteilt
aufgestellt (Abbildung 1 und Abbildung 2). Als Rankhilfen kamen 3 m hohe Stecken zum Einsatz.
Die Bewasserung erfolgte anfangs automatisch Gber ein Bewadsserungssystem und in weiterer

Folge manuell.
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Abbildung 1: Stellplan der 192 in Glashaus 1 aufgezogenen Kaferbohnen.

Futterstelle

Gang

92-3 74-1 | 112-2 | 67-4 36-1 23-1 31-4 31-1 94-5 48-3 6-2 95-4 13-1 24-5 | 111-3 | 20-6
21-3 10-3 | 121-4 | 68-1 55-3 95-1 | 112-6 | 74-6 10-6 69-3 | 111-6 | 94-6 70-4 69-2 | 115-2 | 113-4
96-3 | 112-4 | 32-5 | 100-2 | B9-6 35-3 | 103-5 | 48-6 94-1 50-4 | 124-2 | 58-1 42-6 | 113-2 | 59-4 | 117-4
102-4 | 32-6 | 110-4 | 594-3 73-2 32-3 | 101-2 | 113-1 | 92-5 49 -4 86-5 35-5 114-1 | 116-2 | 115-4 | 22-1
80-1 8-1 32-4 | 102-5| 114-3 | 76-2 76-3 | 123-5 | 78-3 94-4 86-3 67-1 87-3 | 107-5| 31-6 73-3
69-1 35-1 | 108-4 | 101-3 | 43-1 | 107-4 | 101-5 | 115-3 8-3 117-2 4-6 55-6 93-6 | 111-4 | 96-4 73-6
13-2 92-4 | 100-1] 111-1| 21-2 21-4 48-1 | 115-6 | 50-5 24-1 6-4 23-3 93-5 21-5 | 101-4 ) 93-3
116-3 6-3 107-1] 93-2 50-2 | 116-4 | 69-5 73-1 103-4 | 114-2 | 80-6 13-5 2-2 103-2 | 124-5 | 82-2
23-4 70-5 67-5 50-6 | 122-1| 78-2 6-5 10-5 93-4 17-6 88-1 95-6 55-1 2-1 48-2 2-5
59-1 89-3 | 112-5 | 100-6 | 38-1 23-6 | 121-5| 17-5 24-6 43-2 23-2 35-6 68-4 10-1 55-5 38-6
100-5 | 49-2 | 117-3 | 55-4 13-4 50-1 78-1 | 104-3 | 70-2 87-4 | 104-6 | 43-6 [ 104-2 | 24-3 78-6 | B83-6
36-4 | 117-6 | 50-3 42-5 86-1 42-2 36-2 70-3 | 100-4 | B2-1 96-2 | 100-3 | 102-6 | 111-5 | 108-1 | 67-3

Bienenstock

JEREVER

Fenster

Die erste Zahl innerhalb einer Zelle gibt die Akzessionsnummer, die zweite Zahl die Nummer des Individuums (1 bis 6) wieder. Die Standorte des Bienenstocks und der Futterstelle

sind ebenso vermerkt wie die Fensterfronten des Glashausabteils.
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Material und Methoden

Abbildung 2: Stellplan der 192 in Glashaus 2 aufgezogenen Kaferbohnen.

Futterstelle

122-5 93-1 87-1 110-2 36-3 121-3 38-2 49-5 87-2 35-4 76-4 58-2 112-1 8-5 20-3 2-3
58-4 21-6 96-6 | 117-5 92-2 88-5 39-6 80-3 88-4 4-5 55-2 80-5 124-4 | 110-5 g9-4 96-5
68-5 116-6 20-1 101-1 95-2 38-4 20-2 13-6 10-4 13-4 31-2 110-6 | 123-1 36-6 43-3 17-4
43-5 110-1 | 116-5 22-3 45-5 107-2 | 122-3 68-2 108-6 |122-6 | 108-2 | 74-4 23-5 108-5 | 40-6 116-1
g-4 S58-5 4-4 J6-5 40-4 117-1 | 108-3 2-4 8-2 113-6 | 82-4 31-5 42-1 &-6 123-2 | 40-1
20-5 74-3 42-4 115-5 | 38-3 122-2 | 42-3 38-3 95-5 59-5 114-5 67-2 49-6 122-4 | 121-1 | 110-3
% 69 -6 17-3 | 113-5 21-1 112-3 | 92-6 59-3 54 -2 124-1 7a4-2 13-3 4-2 114-4 | 36-5 102-1 | 124-3
E 24-2 88-3 68-6 69-4 89-2 38-5 22-6 88-2 113-3 | 123-6 | 80-4 124-6 | 82-3 104-4 Jg-4 121-6
32-1 10-2 6-6 111-2 | 32-2 40-3 80-2 69-1 40-2 82-6 95-3 78-5 539-2 B86-6 48 -4 17-1
73-4 101-6 70-1 22-4 4-3 123-3 2-6 24-4 76-1 82-5 67-6 103-3 6-1 40-5 92-1 115-1
102-3 | 103-1 89-1 35-2 121-2 | 86-2 74-5 103-6 | 86-4 70-6 87-5 49-1 114-6 73-5 22-5 104-1
17-2 104-5 31-3 123-4 | B9-5 107-6 22-2 58-6 4-1 49 -3 87-6 68-3 107-3 76-6 20-4 102-2
Bienenstock

Fenster

Gang

Die erste Zahl innerhalb einer Zelle gibt die Akzessionsnummer, die zweite Zahl die Nummer des Individuums (1 bis 6) wieder. Die Standorte des Bienenstocks und der Futterstelle

sind ebenso vermerkt wie die Fensterfronten des Glashausabteils. Aufgrund der geringen Keimfahigkeit des Saatguts der Akzession Nr. 122 (PHC-0015, vgl. 4.2) konnten nur drei

Individuen dieser Akzession ins Glashaus gestellt werden. Die leeren Stellplatze dieser Akzession im Glashaus sind auf dem Plan rot markiert.
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3.3 Pflanzenschutz und Behandlung im Kulturverlauf

Im Laufe des Projekts wurde ein hoher Schadlingsdruck beobachtet. Es kam zu Schadlingsbefall
durch Blattlause, Baumwanzen, Thripse und Spinnmilben. Um dem Druck entgegen zu wirken
wurden Nuitzlinge eingesetzt. Zum (iberwiegenden Teil wurden Raubmilben (sowie
Gallmicken), genauer Amblyseius californicus, Amblyseius swieskii, Amblyseius andersoni,
Phytoseiulus persimilis, Macrolophus caliginosus und Feltiella acarisuga verwendet. Zweimalig
erfolgte eine Behandlung mit Kaliseife, welche auf die Unterseite der Blatter gespriiht wurde.
In besonderer Riicksicht auf die Bienen, welche fiir die Bestaubung im Glashaus angesiedelt

wurden, wurden keine aggressiveren Pflanzenschutzmittel verwendet.

3.4 Temperaturverlauf und Hitzestress

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde in beiden Glashausabteilen mit Hilfe von
Sensoren durchgangig der Temperaturverlauf gemessen. Die Regelung der Innentemperatur
wurde mit Hilfe von Schattierungen sowie dem Offnen und SchlieRen von Liiftungsklappen
bewerkstelligt. Die Abweichung der gemessenen Temperaturen zwischen den beiden
Glashausabteilen (GH 1 und GH 2) war minimal und ist Gber die Dauer des Versuches zu
vernachladssigen, sodass fiir alle angebauten Individuen dieselben Temperaturbedingungen

vorlagen.

Bedingt durch den verzogerten Projektstart und den im Vergleich zu CharAccess deutlich
spateren Anbau, verlagerte sich die Wachstumsphase der Kaferbohnen im Projekt auf die
heilen Sommermonate Juli und August. Bewegte sich die maximale Temperatur im Glashaus
im Vorgdngerprojekt CharAccess wadhrend der Wachstumsphase und vor Ansetzen des
Hitzestresses im Bereich von ca. 23 °C bis max. 30 °C, so wurden beim hier beschriebenen
Versuch fast taglich Temperaturen von Uber 30°C im Glashaus gemessen. Viele
wissenschaftliche Studien zu Hitzestressversuchen bei Bohnen aus der Gattung Phaseolus legen
den Hitzestress mit 32 °C an (Ofir et al. 1993, Gross und Kigel 1994, Porch und Jahn 2001). Die
nachfolgenden zwei Abbildungen geben daher die tagliche Anzahl der registrierten Stunden mit
Temperaturen Uber 32 °C je Glashausabteil liber die gesamte Laufzeit des Glashausversuchs
wieder (Abbildung 3 und Abbildung 4). Aufgrund der ohnehin schon hohen Temperaturen und
dem damit einhergehenden Hitzestress, der auf die Pflanzen einwirkte, wurde im Gegensatz zu
CharAccess auf das kiinstliche Ansetzen von Hitzestress mittels Einschalten der Heizung im
Glashaus verzichtet. In CharAccess waren die Pflanzen 4 Wochen lang einem taglichen,

vierstlindigen Hitzestress von 35 °C ausgesetzt.
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Abbildung 3: Tagliche Anzahl der gemessenen Stunden lber 32°C im GH 1 Uber den

Versuchszeitraum.

13.07.-|20.07.-| 27.07.- | 03.08.-
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Tage mit weniger als 4 gemessenen Stunden Uber 32 °C sind gelb, Tage mit Uber 4 gemessenen Stunden lber 32 C

rot hinterlegt.

Abbildung 4: Tagliche Anzahl der gemessenen Stunden {ber 32°C im GH 2 Uber den

Versuchszeitraum.

29.06.-
05.07.

06.07.-

13.07.-|20.07.-| 27.07.- | 03.08.- | 10.08.- | 17.08.-
26.07. [ 02.08. | 09.08. | 16.08. | 23.08.

24.08.-|31.08.- | 07.09.- | 14.09.-
30.08. | 06.09. | 13.09. | 20.09.
1 0 0 04
0 0 0 0
2,4 0 0 0
0 0 0 0
1,8 0 0 0
0 2 0
0 0 1,8

Tage mit weniger als 4 gemessenen Stunden {iber 32 °C sind gelb, Tage mit Gber 4 gemessenen Stunden lber 32 °C

rot hinterlegt
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3.5 Bestdaubung durch Bienenbeflug

Um die fiir die Hilsenausbildung notwendige Bestdubung der Kaferbohnen sicherzustellen,
wurde am 20.07.2020 je ein Honigbienenvolk in jedes der beiden Glashausabteile gestellt. Die
Bienen wurden wahrend des gesamten Versuches an jedem Boniturtag (Montag, Mittwoch,
Freitag) an Futterstellen mit Honigwasser geflttert und mittels Wasserstellen mit Wasser
versorgt. Um die Kaferbohnen-Bliten fir die Bienen attraktiver zu machen, wurden die
Futterstellen immer erst nachmittags aufgefillt. Die Bienen konnten wahrend des gesamten
Versuchs ins Freie, auBer wenn die Luftungsklappen der Glashduser geschlossen waren. Die
Belliftung erfolgte automatisch mittels Temperaturmessungen. Nach der letzten Bonitur am
17.09.2020 wurden die Bienenstocke wieder im Freiland aufgestellt.

3.6 Bonitur der Bliiten

Die Bonitur der Bliten startete am 15.07.2020, als die ersten Bliten an den Kaferbohnen
beobachtet wurden. Bei der Bonitur wurde von jedem Individuum die Anzahl der Bliiten erfasst,
die an diesem Tag gebliiht haben. Eine Bliite wurde ab dem Offnen der Knospe bis zum
Verwelken der Fahne als blihend gewertet. War die Blitenknospe noch nicht getffnet, oder
sowohl Fliigel als auch Fahne bereits verwelkt, wurde die Bliite nicht gezahlt. AuRerdem wurden
die Blitenfarbe und das Datum der ersten Bliite jeder Pflanze notiert. Die Bonitur der Bliten
wurde vom 15.07.2020 bis 18.09.2020 an jedem zweiten Wochentag (Montag, Mittwoch,
Freitag) durchgefiihrt, wobei an jedem Boniturtermin alle Individuen der 64 Akzessionen und
Sorten Uberpriift wurden. Die Bonitur fand jeweils zwischen ca. 08:30 und 12:00 Uhr statt.

Insgesamt wurden die Bliten an 29 Terminen bonitiert.

3.7 Bonitur der Hiilsen und Hiilsenansatze

Die Bonitur der Hiilsen begann mit dem 31.07.2020, als die erste Hiilse mit einer Ldnge >5 cm
auf einer Pflanze beobachtet wurde. Fortlaufend wurde an allen Kaferbohnen-Pflanzen die
tagesaktuelle Hiilsenanzahl an den Boniturtagen Montag, Mittwoch und Freitag festgestellt. Die
Bonitur der Hiilsen fand jeweils zwischen ca. 08:30-12:00 Uhr statt. Neue Hiilsen, die grofer als
5 cm waren, wurden auf dem Bonitur-Blatt vermerkt. Jede vermerkte Hiilse wurde einmalig mit
Acrylfarbe am Stiel markiert und mit einem Fahnchen versehen, um eine wiederholte Zahlung
der Hiilse zu vermeiden und um leichter feststellen zu kdnnen, wo eine Hiilse abgeworfen
wurde. Zusatzlich wurden bei jeder Bonitur die an vorherigen Bonitur-Terminen bereits

notierten Hilsen (> 5 cm) auf Hiilsenabwurf hin untersucht. Ein Abwerfen von Hilsen wurde
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entsprechend auf dem Boniturblatt vermerkt. Dabei konnte das Fehlen einer Hillse anhand der
bereits auf dem Boniturblatt erfassten Hillsenanzahl festgestellt werden, da jede einzelne Hiilse

einer Pflanze zugeordnet war.

Zusatzlich zu den Hilsen wurden ab dem 10.08.2020 auch die Hilsenansitze bei jedem
Boniturtermin gezahlt. Diese sind definiert als jene — wenige Millimeter groRen — Ansatze, die
aus erfolgreich befruchteten Bliten entstehen. Ab einer Lidnge von 5cm wurde ein
Hilsenansatz als vollwertige Hiilse gezahlt und entsprechend der oben beschriebenen Methode
vermerkt. Im Gegensatz zu der Bonitur der Hiilsen wurde nicht jeder einzelne Hilsenansatz
markiert, sondern nur die Gesamtzahl der Hilsenansatze pro Individuum erfasst. Welche
Hillsenansatze abgeworfen wurden, lasst sich aufgrund dieser Zahlweise nicht mit absoluter
Genauigkeit feststellen. Dennoch geben die Daten einen guten Uberblick (iber den
Bestdaubungserfolg sowie das Potenzial der Pflanzen, in weiterer Folge Hiilsen auszubilden.

Die letzte Bonitur der Bliiten, Hilsen und Hiilsenansatze im Glashaus erfolgte am 18.09.2020.

3.8 Ernte der Hiilsen und Bohnen

Um den Pflanzen Zeit fiir die Abreife der Hiilse zu geben, wurden die Pflanzen fiir rund einen
Monat nach dem letzten Boniturtermin der Bliiten, Hilsen und Hilsenansatze im Glashaus
unter kontrollierten Bedingungen belassen. Erst am 14.10.2020 erfolgte die Ernte der gut
ausgebildeten und bis zum 18.09.2020 bonitierten Hilsen (> 5 cm). Die Boniturblatter halfen
bei der Bestimmung der zu erntenden Hilsen je Individuum, und Fahnchen unterstiitzten das
Auffinden der Hilsen inmitten der zwischenzeitlich Uppig entwickelten Blatter der
Kaferbohnenpflanzen. Hiilsen, welche nicht bis zum letzten Boniturtermin auf dem Boniturblatt
verzeichnet und mit einem Fahnchen versehen worden waren, nun aber eine Ldange >5cm

erreicht hatten, wurden nicht geerntet.

Nach der Ernte wurden die Hilsen im Trockenschrank bei 30 °C fiir 48 Stunden getrocknet, um
Schimmelbildung vorzubeugen. AnschlieBend wurden die getrockneten Hiilsen gewogen und
die Bohnen aus der Hille gebrochen. Hiilsen, welche im Zeitraum nach dem finalen
Boniturtermin und vor der Ernte stark verkimmert waren und keine Bohnenansatze in der

Hulse aufwiesen, wurden verworfen und nicht gezéhlt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Beispiel fiir zwei bonitierte, aber anschlieBend verkiimmerte, Hiilsen.

Beide Hulsen wurden verworfen und gingen nicht in die finale Anzahl der gezahlten Hdlsen fur das Individuum ein.

Die geernteten Bohnen pro Individuum wurden anschlieBend gezahlt und gewogen. Stark
verkimmerte Bohnen, die weder die fir das Individuum charakteristische Bohnenfarbe noch

Bohnenform aufwiesen, wurden verworfen und nicht gezahlt (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Unterschiedlich gut entwickelte Kaferbohnen.

Die linke Bohne wurde als entwickelt gezahlt, die beiden stark verkiimmerten Bohnen auf der rechten Bildhalfte

wurden verworfen und nicht zu den ausgebildeten Bohnen des entsprechenden Individuums dazugezahlt.

3.9 Aufbereitung genetischer Daten

In CharAccess wurde fiir 94 Akzessionen der Genotyp erhoben, indem Blattmaterial von 8
Individuen pro Akzession entnommen und deren DNA mittels Restriction site associated DNA
sequencing (RADseq) analysiert worden war.
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Akzession 64 exkludiert. Weiters wurden aufgrund von mangelnder Qualitat je eine Probe der
Akzession Nr. 4 und 75 durch die Software ipyrad exkludiert. In Summe blieben 741 Proben fir
die weitere Analytik bestehen.

Insgesamt ergab sich aus der bioinformatischen Analyse der finale Datensatz
Assembl_201006_80 mit 4.175 RAD-SNPs und 741 Individuen. Die resultierenden VCF Datei

wurde mittels der Software vcftools (http://vcftools.sourceforge.net/) ohne weitere Filter in

eine 012-Matrix umgewandelt. Diese Matrix wurde mittels eines selbst entwickelten Python-

Scripts in ein CSV fir die weitere (Assoziations-) Analytik umgewandelt.

Aufbereitung der genetischen Daten fiir die Assoziationsanalysen

Mittels des R Pakets adegenet (Jombart 2008) wurde die Anzahl der 4.175 RAD-SNPs wiederum
auf 1.190 reduziert. Es wurden die RAD-SNPs selektiert, die sowohl weniger als 20 % fehlende
Daten enthielten, als auch polymorph (MAF > 1 %) waren. In den Fallen, in denen mehre SNPs
pro RAD-tag prasent waren, wurde jeweils ein SNP ausgewahlt, um Linkage Disequilibrium zu

vermeiden.

3.10Assoziationsanalysen

Die Assoziationsanalyse des Geno- und Phanotyps wurde mittels des R Pakets LEA durchgefiihrt
(Frichot und Francois 2014). Die Anwendung der Ifmm (latent factor mixed model) Funktion
erfolgte anhand der neuesten Ausgabe des LEA Tutorials (Frichot und Francois 2017). Fiir jedes
phanotypische Merkmal wurden individuelle Analysen durchgefiihrt. Da fir die
Assoziationsanalyse vollstandige Genotypdaten erforderlich sind, wurden, wie im Tutorial
empfohlen, fehlende Werte (NAs) mit der Funktion snmf (sparse nonnegative matrix
factorization) nachberechnet. Die Anzahl der latent factors wurde fiir jede Analyse mittels snmf
Funktion und Tracy Widom Test neu berechnet und entsprach in allen Fallen K=3. Die folgenden
Parameter wurden fiir die snmf Funktion gewahlt: K (1:10), entropy (TRUE), repetitions (10). Als
Parameter fir die Ifmm Funktion wurden iteration (10.000), burnin (5.000), repetitions (5)
gewahlt. Flr die Ergebnisliste der assoziierten Loci wurde die FDR (false discovery rate) der

p-values auf 0,01 gesetzt.

Assoziationsanalyse |
Von den 741 sequenzierten Individuen wurden 261 in CharAccess im Glashaus angebaut und

phanotypisiert. In der Assoziationsanalyse | wurde der Geno- und Phanotyp jedes Individuums
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miteinander assoziiert. Daflir wurden acht verschiedene phanotypische Merkmale
berlcksichtigt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Bedeutung der phanotypischen Merkmale, die wahrend dem Hitzestress bonitiert
und in der Assoziationsanalyse weiter untersucht wurden. Die fett markierten Merkmale
wurden fir beide Assoziationsanalysen in CharAccess und CharAccess Il berilicksichtigt. Die

Ubrigen Merkmale wurden nur in CharAccess Il erhoben.

Phanotypisches  Bedeutung

Merkmal

% _flower_ind

Prozentanzahl der Individuen einer Akzession, die gebliiht haben.

Total_NoF Gesamtanzahl ausgebildeter Bliten.

Total_Max_F Maximalanzahl an gebildeten Bliiten.

Final_NoMP Finale Anzahl von Hilsenansatzen (< 5 cm) einer Akzession.
Total_MaxMP Maximalanzahl an Hiilsenansdtzen (< 5 cm) einer Akzession
%_pods_ind Prozentanzahl der Individuen einer Akzession, die Hiilsen (> 5 cm) gebildet haben.
Final_NoP finale Anzahl an Hiilsen (> 5 cm).

Total_NoB Gesamtanzahl ausgebildeter Bohnen.

Total_Max_P Maximalanzahl an gebildeten Hiilsen.

Weight_B Gewicht aller Bohnen.

W_per_B Durchschnittsgewicht einer Bohne.

NoB_pP Durchschnittliche Anzahl an Bohnen in einer Hiilse.

Assoziationsanalyse Il

Fiir 45 von den 64 Akzessionen, die in CharAccess Il im Glashaus angebaut und phanotypisiert
wurden, lagen Sequenzdaten aus CharAccess vor (vgl. Tabelle 16). Fur die Assoziationsanalyse |
wurde der Geno- und Phanotyp pro Akzession berechnet, da die genotypischen Daten bereits
in CharAccess — und damit nicht fiir die in CharAccess Il phanotypisierten Individuen — erhoben
worden waren. Flr den Genotyp wurde fiir jeden RAD-SNP das Allel gewahlt, das innerhalb der
acht Individuen einer Akzession am haufigsten vorkam. Falls das nicht eindeutig erhoben

werden konnte, wurde stattdessen ,fehlende Daten (NA)“ angegeben.
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Der Genotyp der 33 Akzessionen, die in CharAccess angebaut worden waren, wurde nach dem
gleichen Prinzip berechnet, damit die Ergebnisse aus den beiden Assoziationsanalysen
miteinander vergleichbar sind. Zur Beschreibung des Phanotyps wurden in CharAccess acht und

in CharAccess Il zwolf verschiedene phanotypische Merkmale erhoben (Tabelle 2).

Diejenigen RAD-SNPs, die sowohl bei den 33 Akzessionen aus CharAccess, als auch bei den 45
Akzessionen aus CharAccess Il mit hitzetoleranten phanotypischen Merkmalen signifikant
assoziiert waren, wurden zusammengefasst und als Kandidaten fir hitzetolerante Marker

weiter untersucht.

Vorlauferprojekt
Die Methoden zu den Assoziationsanalysen in CharAccess sind im Abschlussbericht ausfiihrlich
beschrieben (Ribarits et al. 2019).

3.11 Literaturrecherche

Um zusatzliche SNPs fiir die Untersuchung im MassARRAY® zu finden, wurde nach Artikeln
gesucht, in denen hitzetolerante SNP-Marker in der Pflanzengattung Phaseolus beschrieben
sind. Ausgewahlt wurden zwei Publikationen von Lopez-Hernandez und Cortés (2019), sowie
Oladzad et al. (2019), in denen genetische Faktoren fir Hitzetoleranz in der Gartenbohne

(Phaesolus vulgaris) beschrieben sind.

3.12Sammlung Blattmaterial fiir DNA Extraktion

Die Sammlung des Blattmaterials fiir die DNA-Extraktion als Basis der Genotypisierung mittels
MassARRAY® erfolgte am 29.06.2020. Es wurden 26 Akzessionen beprobt, wovon 7 Akzessionen
bereits im Vorlauferprojekt CharAccess genotypisiert worden waren (vgl. Tabelle 16). Fiir die
Beprobung wurden sechs gut entwickelte Jungpflanzen je Akzession selektiert, welche sich zu
dem Zeitpunkt groRtenteils im Zweiblattstadium befanden. Die Akzession Nr. 122 (PHC-0015)
wies eine sehr geringe Keimfahigkeit auf, von den 20 angesetzten Samen entwickelten sich
lediglich drei Individuen zu Jungpflanzen heran. Folglich wurden insgesamt 153 an Stelle der
urspriinglich geplanten 156 Individuen beprobt. Alle beprobten Individuen wurden
anschliefend umgetopft, eindeutig zuordenbar beschriftet und in die Glashausabteile gestellt,
um die bei den anschlieBenden Bonituren erhobenen phéanotypischen Daten mit den

genotypischen Daten verknipfen zu kdnnen. Von jeder Pflanze wurde jeweils ca. 50 mg
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Blattmaterial entnommen und in eine auf Eis gelagerte 96-Deep-Well-Platte Giberfihrt; weitere
150 mg Blattmaterial wurde als Reservematerial in eine weitere Platte gefiillt. Die befillten
Platten wurden mit einer Verschlussmatte versehen und sofort nach der Beprobung bei -20 °C
tiefgeklihlt. AnschlieBend wurde das Blattmaterial dem AIT Austrian Institute of Technology
GmbH in Tulln fir die durchzufilhrende DNA Extraktion zur Verfligung gestellt. Bei 12 Proben
wies das nach der Extraktion durchgefiihrte Gelbild eine mangelhafte DNA-Aufbereitung auf,
weswegen von diesen Individuen am 10.07.2020 noch einmal Blattmaterial und Triebspitzen
gesammelt wurden. Die basierend auf diesem Probenmaterial durchgefiihrte DNA-Extraktion
verlief ohne weitere Probleme. Es konnte eine ausreichende Menge an DNA in guter Qualitat
extrahiert werden, wie auf dem folgenden Agarosegelbild an den Beispielen BVAL-610124,
BVAL-610181 und BVAL-610197 ersichtlich (Abbildung 7). Fiir die Genotypisierung wurde die
DNA 1:5 verdinnt.

Abbildung 7: Agarosegel zur beispielhaften Darstellung der DNA-Qualitat.
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Als Beispiele dient die DNA Qualitat der Akzessionen BVAL-610124, BVAL-610181 und BVAL-610197.

3.13In silico Entwicklung MassARRAY® Multiplex Assays

Die RAD-SNPs, die auf Basis der Assoziationsanalysen, aus der Literaturrecherche und aus dem
Vorlduferprojekt als hitzetolerante Kandidaten-SNPs gefunden wurden, wurden mittels eines
MassARRAY® Multiplex Assays (Agena Bioscience, San Diego, USA) mit der DNA der 153

beprobten Individuen weiter untersucht.
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3.14 Genotypisieren mittels MassARRAY® Multiplex Assays

Nach entsprechender Einstellung der Konzentrationen aller Primer und der
Konzentrationsanpassung des ,extend” Primers und der finalen Erstellung der Primer-
Mastermixe, erfolgte die PCR: jede DNA Probe wurde mit dem jeweiligen Multiplex (4 Plexe des
Design 1 und 2 Plexe des Design 2) amplifiziert. Nach erfolgter PCR wurde eine SAP Reaktion zur
Dephosphorylierung sowie zur Entfernung tbriggebliebener dNTPs durchgefiihrt. Im Anschluss
wurde der Extend-Mastermix zu jeder Probe pipettiert und es erfolgte die Extendreaktion am
PCR Cycler. Final werden die so entstandenen Reaktionen auf den MassARRAY® Chip gespottet
und am MassARRAY® genotypisiert.

Die Rohdaten der MassARRAY® Genotypisierung wurden mittels der integrierten MassARRAY®
Typer Software analysiert. Die Calls eines jeden SNPs wurden (iberprift und bei Unklarheiten
manuell nach-gecallt. Im Anschluss wurden die Ergebnisse als XLS Tabelle exportiert.

3.15Identifizierung des positiven Allels

Fiir diejenigen SNPs, die im MassARRAY® Assay funktionell und polymorph waren, wurde fir
die potenzielle Nutzung als Marker fiir Hitzetoleranz das positive Allel ermittelt. Dafiir wurden
die Genotypen der RAD-Sequenzierung und des MassARRAY®, sowie der Phanotyp aus den
Glashausversuchen in CharAccess und CharAccess Il in Verbindung gesetzt. Als Marker fir
Hitzetoleranz werden nur diejenigen SNPs ausgewahlt, die sowohl in den Boxplots als auch in
den Berechnungen ein positives Allel tragen, das in beiden Projektjahren zu einer erhdhten
Hilsenanzahl fiihrte.

Boxplots

Fir jeden RAD-SNP wurden zwei vergleichende Boxplots erstellt. Sie zeigen die Anzahl der
Hilsen der Akzessionen, die das Referenzallel tragen, gegenliber denjenigen, die das alternative
Allel tragen. Als phanotypisches Merkmal wurde die finale Anzahl der Hiilsen gewahlt
(Final_NoP), da dieses sowohl agronomisch interessant, als auch eine gewisse Diversitat

innerhalb der Akzessionen aufweist.

Zusatzlich zu den 94 Akzessionen, die in CharAccess sequenziert worden waren, wurden auch
die 26 Akzessionen, die im MassARRAY® genotypisiert wurden, fir die Boxplots berticksichtigt.
Fir diese wurde auch ein Akzessionsgenotyp pro RAD-SNP auf Basis des Genotyps, der

innerhalb der sechs Individuen einer Akzession am haufigsten vorkam, erstellt. Dadurch lag nun
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flir alle 64 Akzessionen, die in CharAccess Il im Glashaus angebaut wurden, sowie fiir die 33
Akzessionen, die in CharAccess angebaut worden waren, ein Geno- und Phanotyp vor. Die
Individuen der 7 Akzessionen, die sowohl mit RADseq als auch MassARRAY® genotypisiert
worden waren, wurden als biologische Replikate zusammengefasst, sodass pro Akzession 14

Individuen den Genotyp reprasentierten.

Berechnung des phanotypischen Effekts

Zusatzlich zu den Boxplots wurde das positivere Allel der SNPs mittels der Computer gestiitzten
Methode berechnet, die von Zhang et al. (2013) beschrieben wurde. Als Grundlage galt der
Genotyp der 261 Individuen, die mit RADseq genotypisiert und in CharAccess phanotypisiert
wurden, und 153 Individuen, die mit dem MassARRAY® genotypisiert und in CharAccess |
phanotypisiert wurden. Als Vergleich der Performanz wurde wieder die finale Anzahl an Hilsen
gewadhlt. Der phéanotypische Effekt (a;)) von jedem SNP wurde durch den Vergleich des
durchschnittlichen phanotypischen Werts der Individuen, die das positive Allel tragen, mit den
Wert der Individuen, die das nachteilige Allel enthalten, berechnet: a; ist der phanotypische
Effekt des i-ten Allels, xjjist der phanotypische Wert der j-ten Akzessionen mit dem i-ten Allel,
niist die Anzahl von Akzessionen mit dem j-ten Allel, Nk ist der phanotypische Wert Gber alle
Akzessionen, ng ist die Anzahl aller Akzessionen.

ai=inj/ni—ZNk/nk.

Falls der phanotypische Wert tber 0 (a; > 0) ist, kennzeichnet es das positive Allel und falls er
unter 0 (o < 0) ist, entspricht es dem nachteiligen Allel.

3.16 Berechnung der Hitzetoleranz

Fir die Berechnung der Hitzetoleranz wurde pro Akzession die Anzahl der positiven bzw.
nachteiligen Allele Giber die 18 final ausgewahlten SNP Marker hinweg summiert und in weiterer
Folge als Prozentwert angegeben (siehe Beispiel Abbildung 8). Dieser Prozentwert gibt Auskunft
liber das AusmaR einer potenziellen Hitzetoleranz der jeweiligen Akzession. Im abgebildeten
Beispiel ergibt das fiir die Linie B1208 eine mogliche Hitzetoleranz von 27 % und fir die Linie

B1604 eine mogliche Hitzetoleranz von 68 %.
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Abbildung 8: Beispielberechnung der Hitzetoleranz.

| sample XB6_neu XB5_neu X20_neu X489 _neu X47 K74
getauscht alleles C/G CiT C/T C/G AT AJG
behalten SNP RAD_220_83 RAD_3146_19 RAD_2589_39 RAD_4014_50 RAD_1199_80 RAD_1340_7
| optional favallele cc cC in GG v AA
|wieder dazu unfavallele GG T e CC AA GG
average CE cT CcT CG AT Al
B1208-1 1og
| B1208-2 LO9
B1208-3 D03
B1208-4 P09
| B1208-5 Alg
B1208-6 C19
| B1604-1 MOS
B1604-2 009
| B1604-3 BOS
| Ble04-4 (M=)
|B1604-5 FO2
B1604-6 HOS

Beispiel fir die Linien B1208 und B1604. Der Ausschnitt zeigt den Genotypen auf 6 RAD-SNPs. Griin = Positives

Allel; Violett = Nachteiliges Allel.

3.17 Dendrogramme

I Tolerance level [fav+unfav alleles)

Zellenfarbe Summe Prozent

26
71

97

27%
73%

69
33

102

32%

54 SNPs, die im MassARRAY® Assay Design 1 oder 2 funktionell und polymorph waren, wurden

flir die Erstellung eines Dendrogramms der 26 genotypisierten Akzessionen bzw. 153

genotypsierten Individuen ausgewahlt. Mithilfe des R Paketes adegenet (Jombart 2008) wurden

der XLS Datensatz mit den ausgewahlten 54 SNP Marker in ein genind-Objekt umgewandelt. In

Folge wurde eine Euklidische Distanzmatrix erstellt (R Funktion dist), welche mithilfe der hclust

Funktion als Dendrogramm dargestellt wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Zeitlicher Ablauf der Phanotypisierung

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die wichtigsten Ereignisse der

Phanotypisierung der 64 Akzessionen und Sorten im Glashausversuch.

Tabelle 3: Uberblick tiber die wichtigsten Ereignisse im Glashausversuch

Ereignis Datum
Anbau der Bohnen 18.06.2020
1. molekulare Beprobung 29.06.2020
Umtopfen der Pflanzen 30.06.2020
(12 Tage nach Anbau)
Einsatz Stecken (Rankhilfen) 06.07.2020
2. molekulare Beprobung 10.07.2020
Erste Blute 15.07.2020
Beginn der Bonitur 15.07.2020
(27 Tage nach Anbau, 15 Tage nach Umtopfen)
Einsatz Bienen 20.07.2020
1. Austausch abgestorbene Pflanze 21.07.2020

(BVAL-610 392-3)

2. Austausch abgestorbene Pflanze 23.07.2020
(BVAL-610 531-2)

1. Hiilse 31.07.2020
(43 Tage nach Anbau, 31 Tage nach Umtopfen)

Beginn Bonitur Hilsenansatze 10.08.2020
Ende Einsatz Bienen 18.09.2020
Ende der Bonitur 18.09.2020

(20 Tage nach Anbau, 12 Tage nach Umtopfen)

Ernte der bonitierten Hiilsen 14.10.2020
(118 Tage nach Anbau, 106 Tage nach Umtopfen)
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4.2 Allgemeine Pflanzenentwicklung im Glashaus

Wenige Tage nach dem Anbau der Kaferbohnen am 18.06.2020 (Tabelle 3) erfolgte die
hypogdische Keimung beim GroRteil der angesetzten Samen (Abbildung 9). Lediglich die
Akzession Nr. 122 (PHC-0015) wies eine sehr niedrige Keimfahigkeit auf. Auch bei einem
erneuten Ansetzen von 20 weiteren Samen der Akzession Nr. 122 (PHC-0015) keimten keine
weiteren Samen, sodass in weiterer Folge nur 3 Individuen von dieser Akzession vorlagen. Am
30.06.2020 wurden pro Akzession 6 gut ausgebildete Individuen selektiert, umgetopft, und
vollstandig randomisiert in den Glashausabteilen 1 und 2 aufgestellt (vgl. Abbildung 1 und
Abbildung 2). Insgesamt wurden folglich 381 Individuen aus 64 Akzessionen/Sorten in die
Glashausabteile gestellt. Die meisten Individuen zeigten nach dem Umtopfen ein stabiles
Wachstum, lediglich zwei Pflanzen gingen ein, und wurden durch Reservepflanzen derselben
Akzession ersetzt. Dabei handelte es sich um die Individuen BVAL-610392-3 und
BVAL-610531-2.

Abbildung 9: Angebaute Kaferbohnenpflanzen im Zweiblattstadium.

Die Pflanzen befanden sich kurz vor dem Umtopfen und dem Aufstellen in den Versuchsglashausabteilen
(30.06.2020). Gut erkennbar sind die rankenden Triebspitzen.
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4.3 Entwicklung der Bliiten

Abbildung 15 zeigt die an jedem Boniturtermin ermittelte kumulierte Blitenanzahl aller im
Glashaus stehenden Individuen. Deutlich ist der Effekt der Umgebungstemperatur auf die
Blatenbildung der Kaferbohne zu erkennen. Von den insgesamt 381 umgetopften und in den
beiden Glashausabteilen herangezogenen Pflanzen gelangten Uber die ganze Versuchsdauer
hinweg 315 Individuen zur Blite, was einem Anteil von 82,68 % entspricht. Innerhalb jeder
angebauten Akzession blihte zumindest ein Individuum, bei 26 Akzessionen bliihten alle sechs
Pflanzen (vgl. auch Tabelle 18 im Anhang). Interessanterweise kam es bei der Bliite der
einzelnen Pflanzen zu zeitlichen Verschiebungen. Manche Individuen fingen sehr frih im
Projektverlauf an zu blihen und horten dann schnell wieder auf, manche konnten Uber die
gesamte Dauer des Versuchs die Blite halten, und manche Individuen fingen erst sehr spat an

zu blidhen.

Etwa 4 Wochen nach dem Anbau der Pflanzen begannen die ersten Individuen zu bliihen
(vgl. Tabelle 3). Die erste Blutenausbildung konnte bei je einem Individuum der Sorte
Hammonds Dwarf Scarlet (Nr. 70) und Akzession Nr. 78 (BVAL-610487) am 15.07.2020
beobachtet werden. Zwar traten in der Phase vor der ersten Bliite vereinzelt kurze Hitzephasen
auf (vgl. auch Abbildung 27 bis Abbildung 36), aber die Jungpflanzen steckten diese allem
Anschein nach verhaltnismaRig gut weg. Andere Stressoren waren zu diesem Zeitpunkt noch
nicht besonders stark ausgepragt (Schadlingsdruck, Konkurrenzdruck der umstehenden
Pflanzen).

Im weiteren Verlauf steigerte sich die Anzahl bliihender Individuen, sodass die Hochstanzahl an
blihenden Individuen und die maximale Anzahl an gezadhlten Bliten (2197) am achten
Boniturtermin (31.07.2020) vermerkt wurden. 216 Pflanzen hatten an diesem Tag Bllten
ausgebildet, dies entspricht einem Anteil von 56,43 %. Ab dem 20. Juli setzte ein
langanhaltender, witterungsbedingter Hitzestress ein, im Zuge dessen die Temperaturen im
Glashaus liber einen Zeitraum von zwei Wochen hinweg taglich Werte von tber 30 °C erreichten.
Die Pflanzen reagierten mit leichter zeitlicher Verzégerung auf diesen langanhaltenden
Hitzestress und begannen dann damit, ihre Bliten abzuwerfen. Die Anzahl bliihender
Individuen reduzierte sich zwar am 07.08.2020 nur leicht auf 173 (entspricht 45,41 %), dennoch
wurden lediglich 1023 Bliten an diesem Boniturtermin gezahlt, was einer Abnahme an Bliiten

von Uber 50 % gegeniiber dem Maximum eine gute Woche vorher entsprach.

Ein kurzer Temperaturriickgang um den 04./05. August herum sorgte, erneut zeitlich verzogert,
flir eine neuerliche Zunahme der Bliitenanzahl, die vorherigen Hochstwerte wurden allerdings
nicht mehr erreicht. So blihten am 10.08.2020, dem zwolften Boniturtermin, 184 der 381

Individuen (48,29 %), es wurden aber nur noch 1556 Bliiten gezahlt. Die nachfolgenden hohen
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Temperaturen sorgten abermals fir einen Abwurf der Bliiten. Diesen Riickgang der Anzahl an
Bliten konnten die Pflanzen im Verlauf der weiteren Bonitur auch nicht mehr ausgleichen.
Damit wurde der Ende Juli dokumentierte Hochstpunkt der Blitenanzahl im weiteren
Projektverlauf nicht mehr erreicht. Uber einen Zeitraum von ca. zwei Wochen Ende August —

Anfang September bewegte sich die Anzahl ausgebildeter Bliiten zwischen 100 und 200 Stiick.

Erst die deutliche Abnahme der Temperaturen zum September hin stoppte den auf die Pflanzen
einwirkenden Hitzestress und die Kaferbohnenpflanzen erholten sich sichtlich. Ab Mitte
September wurde ein Anstieg der Blitenanzahl bonitiert. Vereinzelt begannen jetzt Individuen
zu blihen, welche im bisherigen Projektverlauf noch nie Bliiten ausgebildet hatten. Selbst am
letzten Boniturtermin, dem 18.09.2020, wurde die erste Blite an einem Individuum vermerkt.
Insgesamt wurden am Tag des Abschlusses der Bonituren wieder 688 Bliiten an 122 Individuen
gezahlt, dies entsprach einem Anteil von 32,02 % bliihender Pflanzen.

Abbildung 15: Temperaturverlauf und gesamte BlUtenanzahl aller Akzessionen kumuliert tiber

die Projektdauer.
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Der Graph gibt die Zeitspanne ab dem Umtopfen und Aufstellen der Pflanzen ins Glashaus bis zum Ende der

Bonituren an. Die Temperaturkurve resultiert aus den jeweiligen Tageshdchstwerten.
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4.4 Entwicklung der Hiilsen und Hiilsenansatze

Die wahrend der Bonituren gezdhlte Anzahl an Hilsen und Hiilsenansatzen unterlag deutlich
weniger Schwankungen als die Anzahl der ausgebildeten Bliiten, auch trat der Effekt des
Hitzestresses hier weniger prononciert und deutlich zeitverzégert hervor. Wahrend die Anzahl
der Hilsen Uber den Projektverlauf konstant und stetig stieg, spiegelt die Anzahl der
Hilsenansdtze die Auswirkungen der Temperaturschwankungen etwas sensibler wider
(Abbildung 16). So wurde nach einem leichten Temperaturanstieg Anfang September eine
erhohte Abwurfrate der gebildeten Hiilsenansdtze bemerkt, wahrend auf das Abfallen der
Temperaturen ab Mitte September ein rasanter Anstieg an Hllsenansatzen (bei vergleichsweise
geringer Bliitenanzahl) folgte. Diese Regenerationsphase nach den heien Temperaturen lasst
sich einerseits an der steigenden Anzahl an ausgebildeten Hilsen und andererseits am
vermehrten Blitenwachstum festmachen. Bei Abschluss der Bonituren am 18.09.2020 wurden
466 Hilsenansatze an 94 Individuen gezadhlt, was einem Anteil von 24,67 % entspricht. Zu
diesem Zeitpunkt wurden insgesamt 140 Hilsen auf 64 Individuen bonitiert. Folglich hatten

16,80 % aller 381 Individuen bei Boniturende eine Hiilse > 5 cm ausgebildet.

Die Ernte der bonitierten Hiilsen erfolgte am 14.10.2020, fast einen Monat nach dem finalen
Boniturtermin. Waren am letzten Boniturtag noch 140 ausgebildete Hiilsen >5cm auf 64
Individuen bonitiert worden, so betrug nach Ernte und dem Verwerfen von verkiimmerten
Hilsen (vgl. Abbildung 12) die finale Anzahl 113 geerntete Hiilsen auf insgesamt 60 Individuen.
15 Pflanzen hatten dabei entweder zwischen dem letzten Boniturtermin und der Ernte einen
Teil ihrer bonitierten Hiilsen abgeworfen, oder aber die geernteten Hilsen waren so
verklimmert, dass sie verworfen wurden und nicht in die finale Anzahl geernteter Hilsen mit
eingingen. Insgesamt wurden von 15,75 % der 381 angebauten Kaferbohnenpflanzen Hiilsen
geerntet. Insgesamt wurde bei 37 Akzessionen (entspricht 57,81 %) mindestens ein Individuum

mit Hilsen notiert.

Erwdahnenswert ist weiterhin, dass zwischen dem letzten Boniturtag und der Ernte viele
Individuen, vermutlich befoérdert durch die gesunkenen Temperaturen im Glashaus, noch
weitere Hilsen und etliche Hilsenansatze ausgebildet hatten. Diese Hiilsen waren nicht am
finalen Boniturtermin bonitiert worden und wurden in weiterer Folge auch im Anschluss nicht
geerntet oder bonitiert. Die stark miteinander verwachsenen Pflanzen zum Zeitpunkt der

Hilsenernte ermoglichten keine zuverldssig korrekte Zuordnung unmarkierter Hulsen.
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7 Anhang

7.1 Ubersicht der untersuchten Akzessionen

Tabelle 16: Ubersicht iiber die zeitlichen Geno- und Phanotypisierungen der 113 Akzessionen im Gesamtprojekt.

Nummer ID Sortenname Genotypisiert Phanotypisiert Genotypisiert Phanotypisiert
CH CH CH-Il CH-II

1 BVAL-610108 Ja Ja Nein Nein

2 BVAL-610109 Ja Nein Nein Ja

3 BVAL-610110 Ja Nein Nein Nein

4 BVAL-610112 Ja Ja Nein Ja

5 BVAL-610113 Ja Nein Nein Nein

6 BVAL-610124 Ja Ja Ja Ja

7 BVAL-610125 Ja Nein Nein Nein

8 BVAL-610130 Ja Nein Nein Ja

9 BVAL-610131 Ja Nein Nein Nein
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7.2 Temperaturverlauf und Hitzestress im Glashausversuch

Abbildung 27: Tagliche Anzahl der gemessenen Stunden Uber 30°C im GH 1 Uber den

Versuchszeitraum.

13.07.-| 20.07.-(27.07.- | 03.08.- | 10.08.- | 17.08.-

19.07. | 26.07. | 02.08. | 09.08. | 16.08. | 23.08.

31.08.-
06.09.

07.09.-
13.09.

14.09.-
20.09.

0 O | O o o |o

Tage mit weniger als 4 gemessenen Stunden liber 30 °C sind gelb, Tage mit Gber 4 gemessenen Stunden {iber 30 °C

sind rot hinterlegt.

Abbildung 28: Tagliche Anzahl der gemessenen Stunden Uber 31 °C im GH 1 Uber den

Versuchszeitraum.

29.06.-

06.07.-

13.07.-|20.07.-| 27.07.- | 03.08.- | 10.08.- | 17.08.-
19.07. | 26.07. | 02.08. | 09.08. | 16.08. | 23.08.

24.08.-
30.08.

31.08.-
06.09.

07.09.-
13.09.

14.09.-
20.09.
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o |©o | | | o |©

~ O |©O [0 | | (O

Tage mit weniger als 4 gemessenen Stunden {iber 31 °C sind gelb, Tage mit Glber 4 gemessenen Stunden tber 31 °C

sind rot hinterlegt.
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Abbildung 35: Tagliche Anzahl der gemessenen Stunden Uber 34 °C im GH 2 Uber den

Versuchszeitraum.
29.06.-|06.07.- | 13.07.-|20.07.- | 27.07.-| 03.08.- | 10.08.- | 17.08.- | 24.08.- | 31.08.- | 07.09.- | 14.09.-
05.07. | 12.07. | 19.07. | 26.07. | 02.08. | 09.08. | 16.08. | 23.08. | 30.08. | 06.09. | 13.09. | 20.09.
Mo 1 0 oo o o o
Di o0 o 0 oo o o o
Mil 021 0o © oo o o o
Do | 02/ 0 0O oo o o o
Fr oﬂ 00 0 0 o
Sa o0 o o0 o0 o o0
So 2 0 0O o0 0 o0

Tage mit weniger als 4 gemessenen Stunden lber 34 °C sind gelb, Tage mit Gber 4 gemessenen Stunden lber 34 °C

sind rot hinterlegt.

Abbildung 36: Tagliche Anzahl der gemessenen Stunden Uber 35 °C im GH 2 uber den

Versuchszeitraum.
29.06.-| 06.07.- | 13.07.- 03.08.-(10.08.-|17.08.- | 24.08.- | 31.08.- | 07.09.- | 14.09.-
05.07. | 12.07. | 19.07. 09.08. | 16.08. | 23.08. | 30.08. | 06.09. | 13.09. | 20.09.
Mo 0 o0 o0 o o o
Di o0 o o o o o o
Mi o0 o o oo o o o
Do o0 o 0 oo o o o
Fr o-: o0 o o o0
5a o0 o 0 o0 o0 0
So o o o0 o o o0

Tage mit weniger als 4 gemessenen Stunden {iber 35 °C sind gelb, Tage mit Giber 4 gemessenen Stunden tber 35 °C

sind rot hinterlegt. Der im Projekt CharAccess kiinstlich erzeugte Hitzestress betrug 35 °C fiir 4 Stunden pro Tag.
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7.3 Phanotypische Daten aus CharAccess Il

Tabelle 18: Deskriptive Daten der 64 im Glashaus phanotypisierten Kaferbohnen-Akzessionen und -Sorten. Die Referenzsorte Bonela ist rot

eingefarbt. Die Hochstwerte der erhobenen Parameter sind fett markiert.

Nr. ID 1. Blite 1. Hiilse blilhende hiilsentragende Bliiten Finale Anzahl Hiilsen Bohnen Bohnen Gewicht
Individuen Individuen gesamt Hiilsenansitze final gesamt  pro Hillse pro Bohne

2 BVAL-610109 24.07.20 - 4/6 0 142 8 0 0 - 0

4 BVAL-610112  24.07.20 - 3/6 0 96 1 0 0 - 0

6 BVAL-610124  24.07.20 - 6/6 0 241 15 0 0 - 0

8 BVAL-610130 24.07.20 - 6/6 0 112 4 0 0 - 0

10 BVAL-610135 22.07.20 - 4/6 0 143 0 0 0 - 0

13 BVAL-610140 27.07.20 - 1/6 0 2 0 0 0 - 0

17 BVAL-610144  27.07.20 - 3/6 0 39 i 0 0 - 0

20 BVAL-610147 24.07.20 - 6/6 0 112 0 0 0 - 0

21 BVAL-610150 22.07.20 18.09.20 5/6 1/6 181 9 1 1 1,0 0,17
22 BVAL-610151 24.07.20 16.09.20 5/6 1/6 332 22 1 1 1,0 0,40
23 BVAL-610158 24.07.20 17.08.20 5/6 2/6 285 5 5 7 1,4 0,70
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