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1. Wichtigste wissenschaftliche und technische Ergebnisse

Arbeitspaket P1 bis P3: Genotypisierung von Individuen der Ackerbohne

Die Genotypisierung der Individuen der Ackerbohne ist abgeschlossen. Anhand der
gesammelten genotypischen Daten konnten wir die populationsgenetische Zusam-
mensetzung der Géttinger Winterbohnenpopulation (GWBP) darstellen.

Arbeitspaket P4 bis P6: Kalibrierung und Validierung der genomischen Vorher-
sage

Es wurde ein erstes genomisches Vorhersagemodell erstellt und entsprechend die
Auspragung mehrere Feldmerkmale der Nachkommenschaften der mit dem Axiom-
Chip genotypisierten GWBP-Individuen genomisch vorhergesagt. Um diese Vorher-
sage zu validieren, wurden also 143 von ihnen durch kontrollierte Selbstbefruchtung
in Isolierhdusern/Kafigen vermehrt. Thre Nachkommen werden derzeit (Saison 2025,
Aussaat im Herbst 2024) im Feld in Parzellen mit 200 Pflanzen an drei Standorten
(Géttingen, Hohenlieth und Wartmannsroth) getestet. Genauer gesagt interessieren
wir uns flr die Pflanzenhéhe, den Zeitpunkt des Bliihbeginns, das Lager, die Reifezeit,
das Tausendkorngewicht (TGW) und den Kornertrag. Die Merkmale Trockenstressto-
leranz, Winterharte und die Resistenz gegen Mehltau und Ascochyta werden insofern
erfasst und die Vorhersage validiert, als die laufende Saison an den drei Umwelten
daflr Variation erzeugt.



Arbeitspaket P7: Theoretische Arbeit

Um unser Ziel zu erreichen, hoch ingeziichtete Individuen aus der Ackerbohnenpopu-
lation zu identifizieren, haben wir zundchst die Annahme des Projekts Uberprift, dass
namlich solche hoch ingeziichtete Individuen in den Populationen vorhanden sind, und
uns dann darauf konzentriert, den besten und effizientesten Ansatz zu finden, um
diese mithilfe von KASP-Markern zu identifizieren.

Fir das Projekt definierten wir hoch ingeziichtete Individuen als solche, die einen In-
zuchtkoeffizienten von mehr als 0,83 aufweisen, wobei wir eine Schatzung aus ge-
nomweiten genotypischen Daten verwendeten. Dieser Wert von 0,83 wurde aus Ex-
pertenwissen heraus festgelegt. Er ergibt sich auch aus dem 20 %-Quantil der Vertei-
lung des Inzuchtkoeffizienten von F4-Linien der Ackerbohne, die in praktischen Zucht-
programmen als ausreichend ingezlichtet geiten, um als Ausgangs-Elter einer Liniens-
orte benutzt zu werden.

Nach dem Testen mehrerer Inzuchtkoeffizienten-Schatzer, die auf genotypischen Da-
ten beruhen, unter Verwendung simulierter und empirischer Daten, wahlten wir vier
aus, die eine vergleichbare Zuverlassigkeit aufweisen. Wir haben uns schlussendlich
fur den Likelihood-Schatzer (FL) entschieden, weil seine Treffsicherheit bei der Schét-
zung des Inzuchtkoeffizienten mit empirischen Daten (bewertet (iber den mittleren
quadratischen Fehler RMSE), etwas besser war als flr die anderen drei Schétzer.

Anhand der genotypischen Daten (SNP, Axiom-Chips) haben wir herausgefunden,
dass 92 einzelne Pflanzen (etwa 12 % der Gesamtpopulation von 767 Individuen) hoch
ingeziichtet sind.

Wir versuchten drei Arten von Ansétzen, um diese hoch ingeziichteten Individuen kos-
teneffizient zu identifizieren. Fir jeden Ansatz untersuchten wir die Anzahl der SNP-
Marker, die erforderlich sind, um die Sensitivitat (Anteil der ausgewéhlten hoch inge-
ziichteten Individuen), die FDR (Anteil der ausgewahlten Individuen, die nicht ausrei-
chend ingeziichtet sind) und die Kosteneffizienz (Sensitivitat; ermittelt mit Kosten fir
DNA-Extraktion und KASP-Analyse) zu optimieren. Beim ersten Ansatz werden die
Individuen auf der Grundlage des zuvor definierten Inzuchtschwellenwerts von 0,83
ausgewdhlt. Der zweite Ansatz beriicksichtigt die Verteilung des individuellen Inzucht-
koeffizienten in der Population, um die FDR unter Verwendung eines angepassten In-
zuchtschwellenwerts zu kontrollieren. Der dritte Ansatz basiert auf dem zweiten, ver-
wendet aber zusatzlich einen Vorselektionsschritt, um die nicht ausreichend ingeziich-
teten Individuen zu eliminieren und so die Kosten des letzten Selektionsschritts zu re-
duzieren.

Die Ergebnisse aller Ansétze sind in Abb. 1A mit simulierten Daten und in Abb. 1B mit
empirischen Daten dargestelit.
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Abb. 1 Variation der drei Parameter zur Bewertung des Ansatzes in Abhangigkeit von
der Anzahl der Marker (beim zweistufigen Ansatz entspricht sie der Anzahl der Marker
im letzten Auswabhlschritt) unter Verwendung der drei Anséatze mit (A.) simulierten und
(B.) empirischen Daten. Der Legende zeigt, ob simulierte oder empirische Daten zur
Anpassung der Auswahlschwelle im zweiten und dritten Ansatz verwendet wurden. Mit
empirischen Daten erhielten wir 50 Werte pro Kombination von Markeranzahl und An-
satz aus 50 Markerséatzen; die Punkte stellen deren Durchschnitt dar und die Béander
den Bereich der Werte.

Insgesamt schnitt der erste Ansatz in Bezug auf die Empfindlichkeit am besten ab,
erlaubte aber keine Kontrolle der FDR, die nicht unter 5 % lag. Mit den beiden anderen
Anséatzen konnte die FDR stark reduziert werden, was sich jedoch stark auf die Emp-
findlichkeit auswirkte. Dariiber hinaus kann die FDR bei empirischen Daten selbst bei
einer hohen Anzahl von Markern unter Verwendung der beiden angepassten Anséatze
stark variieren (sie kann selbst bei Verwendung von 65 Markern héher als 5 % sein).
Schlielich haben wir festgestellt, dass beim dritten Ansatz die Kenntnis der empiri-
schen Verteilung des individuellen Inzuchtkoeffizienten in der Population die Sensitivi-
tat deutlich erhéht.



Wir untersuchten Schemata von praktischen Zuchtprogramme fur Ackerbohnen, die
uns insbesondere von der Firma NPZ zur Verfligung gestelit wurden, und leiteten neue
Schemata ab, die unsere entwickelten zuchtmethodischen Konzepte umsetzen. Diese
Schemata ermdéglichten es, die Umsetzung dieser Methoden zu untersuchen und zu
diskutieren, um den Ziichtern von Ackerbohnen entsprechende Empfehlungen zu ge-
ben. Diese Arbeit muss intensiviert und fortgesetzt werden.

Die theoretischen Arbeiten liber die Algebra des LD-Zerfalls und die genetische Zu-
sammensetzung in teilweise allogamen Populationen kénnen nach aktuellem Stand
erst in der letzten Phase des Projekts durchgefiihrt werden.

Arbeitspaket P8: Feldversuche

In der letzten Saison (2024) haben wir drei Feldversuche durchgefliihrt. Zundchst sam-
melten wir phanotypische Daten von 838 Selbstungs-Nachkommen, die aus Individuen
der GWBP in unserer Zuchtschule stammen. Die Parzellen waren 30 Pflanzen grof3.
Einige der Nachkommen wurden auch in Hohenlieth von unserem Partner NPZ getes-
tet, aber sie konnten witterungsbedingt erst sehr spat namlich Mitte Januar ausgesét,
was zu problematischen Besténden fihrte und die Interpretation der Daten extrem er-
schwerte. In Géttingen wurde die Entwicklung einiger Parzellen durch eine unbeab-
sichtigte Verdichtung des Bodens durch ein Traktorrad wéhrend der Aussaat beein-
trachtigt. Die ausgewerteten Daten werden uns dennoch einen ersten Hinweis auf die
Genauigkeit der genomischen Vorhersage geben und eine Vor-Selektion von tberle-
genen Genotypen ermdglichen.

Unser Feldversuch Uber die Mendelsche Stichprobenvarianz (MSV) unter halbkontrol-
lierten Bedingungen ergab wie geplant phanotypische Daten von Einzelpflanzen. Die
bewerteten Merkmale umfassten Pflanzenhéhe, Blihbeginn und -ende, TGW und Er-
trag. Weitere morphologische Daten und Ertragskomponenten der geernteten Pflan-
zen werden derzeit gesammelt. Die analysierten Daten werden es uns inshesondere
ermoglichen, die ziichterisch relevante Beziehung zwischen Heterozygotie von Eltern
und Variation von Merkmalen innerhalb und zwischen ihren Selbstungs-Nachkommen-
schaften zu untersuchen.

SchlieBlich haben wir planmaliig einen Feldversuch durchgefiihrt, um den Zusammen-
hang zwischen dem Vicin-Convicin-Gehalt (VC) der Samen und der Toleranz gegen-
Gber der Leguminosenmiudigkeit (,Fatigue’; Bedrohung der Ackerbohne durch boden-
birtige Krankheitserreger wie Fusarium) zu untersuchen. Ein Grol3teil der relativ VC-
armen und relativ VC-reichen Linien aus einem Assoziationsset von Linien, die aus
der GWBP durch Single-Seed-Descent (SSD) abgeleitet wurden, wurden auf einem
Feld mit Leguminosen-Fatigue getestet (der Erregerdruck auf diesem Feld wurde
durch den Anbau von Ackerbohnen-Monokultur (ber mehr als 7 Jahre akkumuliert;
orgprints.org/id/eprint/39470/1/2815EPS004_Abschlussbericht.pdf). Unerwarteter-
weise haben wir auf dem Feld nicht viele Krankheitssymptome beobachtet. Es gab
keinen Unterschied zwischen den niedrigen und den hohen VC-Mengen. Wir nahmen
an, dass die Aussaat und die Umweltbedingungen fiir die Entwicklung von Krankheiten
nicht guinstig waren. Der Versuch wird aktuell wiederholt.

In dieser Saison (2025, Aussaat im Herbst 2024) haben wir vier Feldversuche. Wie
bereits erwdhnt, flihren wir eine gemeinsame Feldprifung in Géttingen, Hohenlieth
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und Wartmannsroth durch, um die Feldleistung von Selbstungs-Nachkommen von In-
dividuen aus der GWBP zur Validierung unseres genomischen Vorhersagemodells zu
untersuchen.

Wir haben zwei weitere Versuche in Géttingen-Reinshof: (1) einen zur Phanotypisie-
rung von Selbstungs-Nachkommen von 81 genotypisierten Individuen, die aus der
GWBP stammen, (2) und einen weiteren als Erweiterung unseres MSV-Versuchs aus
der letzten Saison, der darauf abzielt, die genetische Variation innerhalb und zwischen
Familien von insgesamt 122 Selbstungs-Nachkommen von genotypisierten Einzel-
pflanzen unter Feldbedingungen zu untersuchen. Beide Versuche bestehen aus Par-
zellen mit 30 Pflanzen pro Parzelle.

SchlieBlich haben wir (s.0.) den im letzten Jahr angelegten VC-Versuch im Feld mit
Leguminosenmidigkeit wiederholt, wobei wir dasselbe Versuchsdesign verwendeten
und auf ,glinstigere* Bedingungen hoffen, um aussagekréftig die Hypothese zu besta-
tigen oder abzulehnen (Einfluss von Vicin-Convicin auf Wiichsigkeit an einem Legumi-
nosen-miden Standort).

Arbeitspaket P9: so-genanntes ,Chipped-Seed‘ Experiment

Ackerbohnensamen wurde in der einen oder anderen Weise eine minimale Menge
Samengewebe fir DNA-Extraktion entnommen (,chipped seed’). Die DNA-Extraktion
aus diesen Proben wurde erfolgreich mit einem Protokoll mit NaOH-Behandlung
durchgeflhrt, und die resultierenden Proben wurden erfolgreich fiir die KASP-Analyse
mit mehreren KASP-Markern verwendet.

Nachdem wir verschiedene Beprobungstechniken (Chipping) fiir trockene und nasse
Ackerbohnensamen angewandt hatten, wahlten wir das Anbohren trockener Samen
und das Stanzen nasser Samen als die interessanten Techniken aus. Beide fiithrten
zu einer erfolgreichen KASP-Analyse der gesammelten Proben. In einem kleinen Ex-
periment stellten wir fest, dass die Reinigung des Bohrers bei der ersten Technik nur
zur Erleichterung des Bohrens notwendig war, aber keine Kreuzkontamination zwi-
schen den Proben verursachte, was das Anbohren zu einer relativ schnellen Technik
zur Gewebeentnahme machte (Abb. 2).

Abb. 2 Zerkleinerung des Saatguts durch Anbohren trockener Ackerbohnensamen un-
ter Verwendung eines Schraubstocks, um das Saatgut zu erhalten.
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Bei der Stanztechnik priften wir, wie lange die Samen in Wasser eingeweicht werden
mussten, bevor sie weich genug waren, um in unserem Sinne gestanzt zu werden. Wir
testeten Samen von drei Genotypen in Petrischalen mit verschiedenen Wassermen-
gen (Abb. 3). Wir stellten fest, dass in Isolierhdusern erzeugte Samen langer brauchten
um anzuquellen und weich zu werden als solche aus Freiland-Ernte. Bei der gleichen
Kombination von Saatgutcharge und Wassermenge stellten wir auRerdem eine erheb-
liche Schwankung bei der Erweichung der Samen fest: Einige Samen waren nach we-
nigen Stunden weich und begannen sogar zu keimen, wahrend andere Samen langer
hart blieben (dormant), was die Optimierung der Einweich- und Quellzeit dieser Acker-
bohnensamen schwierig beherrschbar macht.

Abb. 3 Versuchsaufbaus zur Priifung der erforderlichen Einquell-Dauer (damit die Sa-
men weich genug sind, um fiir die DNA-Beprobung gestanzt zu werden). Wir haben
drei verschiedene Genotypen (obere Reihe: ,Cote d'Or'; mittlere Reihe: ,Allison‘; untere
Reihe: ,GL Alice®), mit drei verschiedenen Wassermengen in Petrischalen getestet
(Links: 30 ml; Mitte: 50 ml; Rechts: 65 ml).



Dartiber hinaus schwankte der Feuchtigkeitsgehalt der Samen stark, nach dem Ein-
quellen bei einem anfanglichen Feuchtigkeitsgehalt von 12 % zwischen schluRendlich
43 und 54 %, was sich vermutlich ebenso stark auf die Lager- und Keimfahigkeit der
Samen auswirkt.

Wir kamen zu dem Schluss, dass das Anbohren trockener Samen die einfachste und
optimale Methode zur Gewinnung von Gewebe fiir die DNA-Extraktion aus Ackerboh-
nensamen ist (Abb. 2). Wir haben ein Experiment durchgefiihrt, um die Auswirkungen
des Anbohrens trockener Samen auf die Keimfahigkeit und die Lebensfihigkeit der
Samlinge zu quantifizieren. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Einfluss des
Hackens auf den Keimungsprozentsatz, die Keimungsgeschwindigkeit, die Keimlings-
ldnge 19 Tage nach der Aussaat und den Keimlingswachstumsindex (Keimungspro-
zentsatz - Keimlingslédnge / 100) mit t-Test (p-Werten waren von 0,39 bis 0,74).

2. Vergleich des Projektstatus mit der urspriinglichen Arbeits-, Zeit- und Kosten-
planung

Arbeitspaket P1 bis P3: Die Aufgaben wurden in der letzten Periode wie geplant ab-
geschlossen.

Arbeitspaket P4 bis P6: Die Vermehrung der 143 Individuen aus der GWBP war er-
folgreich und fuhrte zu einer hohen Anzahl von Samen. Sie wurden wie geplant im
Herbst 2024 ausgesét und werden nun im Feld an drei Standorten getestet. Eine erste
genomische Vorhersage wurde durchgefiihrt. Eine weitere Validierung und die Unter-
suchung des am besten geeigneten genomischen Vorhersagemodells werden derzeit
vorbereitet. Aktuell werben wir fiir diese Teilaufgabe zusétzlich einen Masterstudenten
ein.

Arbeitspaket P7: Die Aufgabe in Bezug auf die Mindestanzahl von Markern zur Iden-
tifizierung hoch ingezichteter Individuen aus Ackerbohnenpopulationen ist abge-
schlossen. Wir sind nun in der Lage, den Ziichtern Empfehlungen fir den besten An-
satz zu geben, der zu verwenden ist. Erste Konzepte fiir die Umsetzung in der prakti-
schen Ziichtung wurden erstellt, aber weitere Studien und Diskussionen werden wei-
tere Verbesserung ermdéglichen. Die Arbeit an der Algebra liber den LD-Zerfall und die
genetische Zusammensetzung von teilweise allogamen Populationen wird im weiteren
Verlauf des Projektes durchgefuhrt werden.

Arbeitspaket P9: Die allerletzten Ergebnisse des ,chipped-seed’ Experimentes wer-
den aktuell erzeugt. Mit einem Jahr Verspédtung, bedingt durch eine Verfeinerung des
Ziels des Arbeitspakets, wird diese Aufgabe in Kiirze abgeschlossen werden.

3. Verdnderung der Aussichten fiir die Erreichung der Projektziele im Vergleich
zum urspriinglichen Antrag

Das Team in Géttingen und im NPZ (Hohenlieth) sieht keine Verdnderung der Aus-
sichten fir die Erreichung der Projektziele.



4. Ergebnisse von Dritten, die fiir die Durchfiihrung des Projekts relevant sind

Das Arbeitspaket P8: NPZ (Hohenlieth) war an der Prifung der Selbstungs-Nach-
kommen von Individuen aus der GWBP beteiligt. Die gewonnenen Daten werden die
Validierung der genomischen Vorhersage und die Auswahl tiberlegener Genotypen flir
die weitere angewandte Ziichtung und wissenschaftliche Erforschung von Ackerboh-
nen ermdéglichen.

5. Notwendigkeit von Anderungen an den Zielen

Eine Anderung der Ziele gegeniiber dem letzten Bericht war nicht erforderlich.

6. Jahrliche Aktualisierung des Nutzungsplans

Der Antragsteller oder die am Projekt beteiligten Parteien haben keine Schutzrechte
angemeldet oder geltend gemacht.

Die Aussichten auf eine wissenschaftlich erfolgreiche Durchfiihrung des Projekts sind
sehr hoch. Die Risiken im Zusammenhang mit den Feldversuchen sind jetzt sehr ge-
ring, da die Vermehrungsphase des Projekts in der letzten Saison abgeschlossen
wurde und unser entscheidender Feldversuch auf mehrere Standorte verteilt ist.

apl. Prof. Dr. Wolfgang Link Géttingen, 18.03.2025 / Z/
Ort, Datum ‘/Unterschrift




