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Von der Bitter- zur Su8lupine

Urspringliche Nutzung von Lupinen als Grindlingung
Entwicklung von Alkaloidnachweismethodik durch v. Sengbusch (1927)
Alkaloiduntersuchungen an Millionen Einzelpflanzen (1928/29)

Selektion von wenigen Sullmutanten in L.angustifolius, L.luteus und L.albus

Genetische Analysen dreier unabhangiger rezessiv vererbten Gene (iucundus, esculentus, depressus)

in L. angustifolius (Hackbarth & v. Sengbusch,1934)
Aktuelle Sorten der Schmalblattrigen Lupine enthalten den iucundus-Locus

Molekulare Selektionswerkzeuge flir iucundus stehen zur Verfliigung

(Kroc et. al, 2019)
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Herausforderung Alkaloidgehalt fiir die Kornernutzung

* Chinolizidinalkaloide sind toxische sekundare Stoffwechselprodukte

* Richtwerte fiur die Verwertung in Fltterung (0,05%), Humanernahrung (0,02%)

* Alkaloidgehalt ist genetisch verankert, ist jedoch umweltabhangig

» In der Ziichtung bisher nur das rezessiv vererbte ,iucundus‘-Gen genutzt (umwelt-instabil)

* Alkaloidgehalte in Futtermitteln kbnnen zu ,carry-over” fiihren

— Alkaloid-Transferrate in Milcherzeugnissen bei 2-4% (Stellungnahme BfR, 2017)

Angustifolin

Ziichtungsforschung:

* |dentifikation neuer Loci fiir Alkaloidarmut, die eine Umweltstabilitdt vermitteln
* Molekulare und genetische Charakterisierung von alk- Genen

* Entwicklung von Selektionswerkzeugen fiir den Einsatz im Ziichtungsprozess
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Projekt LupiAlk Projektlaufzeit: 01.02.2023 - 31.01.2026

Pflanzengenetische Ressourcen

,LupiAlk’ Diversitats-Set

L }

[ Phanotypisierung ] [ Genotypisierung ] [Transkriptionsanalysen] [ Genetische Analyse ]

* Kartierungspopulationen

. - i * RNA-Sequenzierun
* Feldversuche (6 Umwelten) DNA Seq.u.en2|erung . b £ * Phanotypisierung +
. * Genotypisierungsdaten « differentielle .
* Alkaloidanalysen . . Genotypisierung
* Populationsanalyse Transkriptanalyse

* Kopplungsanalysen

Pyramidisierung
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Material: ,LupiAlk‘ Diversitats-Set

* 363 Akzessionen unterschiedlicher Herklinfte

* Hohe Variabilitat fir:
Genbank Akzessionen 273

* BlUh- und Reifezeitpunkt

Wuchst d —héh Sorten 70

b ucns und —none

. yP Forschungslinien 9

* BlUten- und Samenfarbe ekl "
uc Inien

Ertra
e ol [

Proteingehalt
* Alkaloidgehalt

— darunter Akzessionen fir definierte
,SUR“-Mutation (iucundus, esculentus, depressus)
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Alkaloidanalysen an Teilsortiment
NIRS (Protein), GC- FID (Alkaloid)

1,40 40,00
1,30
1,20 35,00
1,10 ¢ \
) g : ) 30,00
1,00 / ]
g 090 25,00
+ 0,80 =
< <
% 0,70 20,00 &
o c
5 £
E 0,60 %
< 0,50 15,00 o
0,40
10,00
0,30
0,20 5,00
Il
n
0,00 =—===———-= - 0,00
mmmm Alkaloidgehalt Richtwert fir Futtermittel ——Richtwert fir Lebensmittel —&— Proteingehalt

Protein- und Alkaloidgehalt im Samen von N= 60 Akzessionen tUber 3 Jahre
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Phanotypisierung \ j Ki

® JKI Gross Lusewitz
® SZS Bocksee
® JKI Berlin-Dahlem

* Multi-Umwelt-Feldversuch (2 Jahre, 3 Standorte)
— LupiAlk Diversitats-Set
— Mikroparzellen (Doppelreihen) in 3 Wiederholungen

— Erfassung phanotypischer Daten
— Samenernte fir Alkaloiduntersuchungen

* Biochemische Phanotypisierung
— Chinolizidin Alkaloidanalysen (qualitativ & quantitativ)
— Gaschromatographie gekoppelt mit FID
— Auswertung lUber externe Kalibrierung m |

b 690 Caffeine 1STD
k0,592 - Isoangustifolin
L 11179 Angusifoin
£ 11552 Isolupanin
I
76 M
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Vorauswahl des genetischen Sets — Feldversuch 2023

Standort:
e Julius Kiihn Institut - Gross Lisewitz

Versuchsaufbau:
e 336 Prifglieder in 3 Wiederholungen
* Aussaat in Mikroparzelle (Doppelreihe 20 Korn/Reihe)

Ziel:
e Auswahl der Prifglieder des LupiAlk Diversitats-Sets
e Erfassung der phanotypischen und genetischen Variabilitat
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Phanologische Variabilitat (Feldversuch 2023)
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Variabilitat der Bliitenfarbe (Feldversuch 2023)

Bliitenfarbe
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n =307

Anzahl Akzessionen

Blau
Violett
Wei
Rot/Rosa
Blau-Weil
Rot-Wei8
Blau-Rot

Blau-Violett
WeiR-Violett

Bilder: Saatzucht Steinach GmbH ©



Variabilitat der Wuchshohe (Feldversuch 2023)
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Quantitative Bestimmung des Alkaloidgehaltes

Alkaloid Schnelltest nach v. Sengbusch (modifiziert durch JKI)

* Schnelltest an 10 Samen je Akzession

* Vorquellen der Samenproben (18-24h)

» Zugabe der Nachweislosung (lod-Kaliumiodid Losung) / Nachweisgrenze 0,05 %
* Fallungsreaktion (Farbumschlag) in alkaloidhaltigen Proben

alkaloidarm alkaloidhaltig
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Alkaloidbestimmung — Ergebnisse Schnelltest
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Auswahl des genetischen Sets

v" Hohe Variabilitdt im Set pflanzengenetischer Ressourcen
v’ Variablitat fur das Merkmal Alkaloidarmut
v Auswahl der Prifglieder des Diversitats-Set (n=288)

v’ Saatgutvermehrung (Isolationstiiten) fuir Feldversuche

tber 6 Umwelten erfolgreich
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Projekt LupiAlk Projektlaufzeit: 01.02.2023 - 31.01.2026

Pflanzengenetische Ressourcen

,LupiAlk’ Diversitats-Set

! }

[ Genotypisierung ] [Transkriptionsanalysen] [ Genetische Analyse ]

* Kartierungspopulationen

* DNA-Sequenzierung * RNA-Sequenzierung . >
. . . * Phanotypisierung +
* Genotypisierungsdaten « differentielle -
. . Genotypisierung
* Populationsanalyse Transkriptanalyse

* Kopplungsanalysen

Pyramidisierung

| J ‘
—
> PreBreeding
Geférdert durch Projekttriger
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Genetische und Molekulare Analysen

Assoziationsstudie des Diversitats-Set

. N 4 N
Phanotyp Genotyp

- Alkaloidanalysen (GC) + - Genomische Sequenzdaten

- Proteingehalt, Blih-, Reifezeitpunkt
- Populationsstruktur

- /L J

Transkriptionsanalyse
RNA-Sequenzierung

Differentielle Transkriptanalyse (sif8 vs. bitter)

Analyse zur Regulation der Alkaloidbiosynthese, -transportmechanismen
Markerentwicklung

Identifikation von Kandidatengenen

Biparentale Kartierungspopulationen (F4)

* SiBmutanten (iuc, esc, dep) x bitter

«  Phinotypisierung in F3, F4 » Kreuzung verschiedener Sii3-Mutationen

» Markergestiitzte Selektion fiir Linien mit
pyramidisierten Genen fiir Alkaloidarmut

* Genotypisierung und Kopplungsanalysen
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Genotypisierung des diversen Sets

* Extraktion genomischer DNA von 317 Akzessionen

* Molekulare Analyse auf iucundus Marker (iuc_RAP2-7) (kroc et al. 2019)

Markeranalysen fur agronomische Merkmale
* Platzfestigkeit: tardus (TaLi) (Lietal 2010, lentus (LeLi) (Lietal. 2012)
e Hartschaligkeit: mollis (MoLi) (Lietal 2012)
e Blutenfarbe (weill): leucospermus (piewinskiet al, 2019)
* Fruhzeitigkeit: Julius, Ku (stefanova & Buirchell, 2010; Kubok, 1988)

* Vernalisationsbedarf: Ef/ (Gladstone, 1977; Taylor et al. 2018)
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Markeranalyse fur ,iucundus’ Locus

* Mit dem iucundus Locus assozierter dCAPS Marker: iuc_RAP2-7 (Kroc et al. 2019)
« RAP2-7: APETALA2/Ethylene response Transkriptionsfaktor identifiziert als
potentielles Kandidatengen flr iucundus-Locus

Allelverteilung fiir iucundus im LupiAlk Set
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Vergleichende Auswertung phanotypischer ‘A
und genotypischer Daten -y

‘|l|
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Korrelation des Alkaloid-Schnelltest und Markeranalyse mit iuc_RAP2-7
e 124 sule Linien im Schnelltest

. 102 der sulden Linien tragen das Markerallel fur iucundus

» 22 alkaloidarme Akzessionen tragen nicht das Markerallel fiir iucundus

»  Neue Markerallele sind die Grundlage fiir Assoziationsstudien, molekulare
Charakterisierungen und Markerentwicklung im ,LupiAlk‘ Projekt

> Neue Erbfaktoren bilden die Basis fiir Alkaloidarmut und Umweltstabilitit auf dem Feld
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Auswahl Genotypen fiir Transkriptionsanalyse (A

i'\'
e
~
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Transkriptionsanalyse ¢
* RNA-Sequenzierung

» Differentielle Transkriptanalyse (stR vs. bitter)

* Analyse zur Regulation der Alkaloidbiosynthese, -transportmechanismen

. I .
Identifikation von Kandidatengenen Sorte Probor Blatt 23 Sorte Probor Korn 22

QA =0,044 % T™M QA =0,068 % TM

Auswahl und Verifizierung der Genotypen

* Feldversuch mit Subset (n=72) an zwei Standorten (GL, Bo) f % r "@

* Alkaloiduntersuchungen (GC-MS, GC-FID) in Blatt und Samenproben

2%

Materialauswahl fir Transkriptomanalyse
alk_ alk_ Mutanten (iUC, ESC, dep) Angustifolin misolupanin ®Lupanin  Multiflorin m 13 OH-Lupanin
alle Genbankakzessionen mit niedrigem Alkaloidgehalt (#¢) B e e ot s,

alke Referenzsorten (Boregine, Lunabor, etc.)

alke  Linien mit divergierendem Alk.-gehalt in Blatt vs. Samen
alk* Bittere Sorten & Genbankakzessionen
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Zusammenfassung ‘A

* Einbeziehung einer breiten genetischen Variabilitait zur ErschlieBung neuer 4
Erbfaktoren fir umweltstabile niedrige Alkaloidgehalte in L. angustifolius

« Molekulare Charakterisierung neuer genetischer Faktoren mithilfe von
umfangreichen Phanotypisierungen, genomweiten Assoziationsstudien und
Transkriptomanalysen zur Entwicklung molekularer Selektionswerkzeuge

v" Auswabhl eines Diversitats-Set (n=288) mit groRer phanotypischer und genetischer Variabilitat

v’ Saatgutressourcen fir Feldversuche und Phanotypisierung an 6 Umwelten vorhanden

v’ Identifikation von 22 Akzessionen mit putativen neuartigen Allelvariationen fiir Alkaloidarmut

v" Auswahl und Verifizierung von Genotypen zur Charakterisierung der Transkriptionsaktivitaten (siR vs. bitter)

v Entwicklung biparentaler Kartierungspopulationen zur genetischen Analysen von iuc, esc, dep
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Vielen Dank fur die Aufmerksamkeit
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