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Resume

Glycoalkaloider er stoffer, der forekommer naturligartofler. Der er mange forskellige typer, men
hovedformerne i den spiselige kartoffel hedderrsnlag chakonin, og de betegnes samlet som total
glycoalkaloid (TGA) indhold. | sméa koncentratiomédrager glycoalkaloider til kartoffel smagen,
men i starre maengder er de giftige for dyr og mskere Et af kvalitetskravene i nye sorter er derfor
et lavt indhold af TGA.

Med traditionelle metoder males TGA indholdet i kimefter omfattende markforsgg, hvilket
resulterer i dyre og arbejdskraevende analysendferes sent i forsedlingsforlgbet. Det kan derfor
veere en fordel at anvende DNA-markgrer, som eufadbt til TGA indhold, til at udveelge kloner i
stedet for at sortere efter selve egenskaben. Bigte mulighed for en tidlig frasortering af klane
med hgijt TGA indhold, hvilket vil spare meget ad®emed kloner, der kasseres pa et sent tidspunkt
med de nuveerende teknikker. En DNA-markgar erletdilykke DNA, som kan genfindes vha.
teknikker i laboratoriet (Sgrensen 2005). Indenkmeardveelgelse kan gennemfgres er det
nadvendigt at lokalisere kromosomale omrader, déasrbundet til TGA indhold, og identificere
markgrer som er teet forbundet til disse.

Projektets hovedformal var sdledes at udvikle ekteagtil hurtig fraveelgelse af afkom med
hgijt indhold af glycoalkaloider i kartoffelforsediin

Der blev anvendt dihaploide kartoffelpopulationeaidet HCDHDN, til analyserne i
projektet. Det var krydsninger mellem HAF og HA@dholdet af TGA i knoldene blev malt ved
Svalof Weibulls laboratorium i Sverige efter mandiag i Gadbjerg og Vandel i 2004 og 2005, og
DNA-markgrerne blev kgrt i laboratoriet. Resultatefra marken og laboratoriet sammenholdes
vha. computerprogrammer, hvorved eventuelle foddget mellem markarer og egenskab kan
identificeres.

Hovedresultaterne er opstillet i punktform med l&mwger til figurer fra naeste punkt
"Projektets faglige forlgb” og litteraturhenvisnengil "Offentliggarelser vedrgrende projektet”.



Der blev udviklet et koblingskort (et kort over knosomerne, der repreesenterer
markgrernes indbyrdes placering) over HAF og HAGtt#t var baseret pa tre forskellige
markgar typer, og det deekkede alle 12 kartoffel kausomer for begge foraeldre (Figur 3).
Pa basis af markforsggene blev der fundet en ggpaltning mht. til TGA indhold i
knoldene i HCDHDN populationen (Figur 1), hvilketem forudsaetning for at populationen
kan anvendes til kortlaegning af egenskaben elldr'€T"quantitative trait loci”) for TGA.
QTL’er er en betegnelse for egenskaber, hvis sgnidfryk bestemmes af flere gener.
Hyppighedsfordelingen over glycoalkaloidindholdBildg 1; Figur 2), de statistiske
analyser samt QTL kortlaeegningen indikerede at rtegehovedansvarlig for TGA indholdet
i HCDHDN populationen (Sgrensen et al. 2005; Samers al. indsendt).

En meget signifikant QTL for glycoalkaloidindholdek lokaliseret til kromosom |
(Serensen et al. indsendt).

Resultaterne for den signifikante QTL pa kromosotvdv fundet for sdvel TGA samt for
hver af de to typer af glycoalkaloider (Sgrenseal.ehdsendt).

Lignende resultater for QTL’en blev fundet i kafedknolde, der var behandlet med lys
(Bilag 2; Sgrensen et al. 2006; Sgrensen et adeimdt). Forskellige stress faktorer,
heriblandt lyspavirkning, er tidligere fundet atedgdholdet af glycoalkaloider, og det var
ogsa tilfeeldet i naervaerende projekt.

Specielt SSR/mikrosatellit markgren STM5136 blevdket at veere teet koblet til indholdet
af TGA i HCDHDN populationen (Sgrensen et al. ini®

Sammenhangen mellem STM5136 og TGA indholdet bddvabftet af analyser i
tetraploide foreedlingskloner og navnesorter (Semeres al. indsendt).

SSR markgrerne er ved at blive implementeret idtiregen af nye sorter ved LKF, hvor de
vil blive anvendt til udvaelgelse af fremtidige fatidagskloner.

Projektet har bygget pa et taet samarbejde melleimvdéverede parter, hvor ekspertisen pa
de enkelte omrader er blevet udnyttet optimaltikietihar medfart en stor synergieffekt.

Den meget signifikante QTL for glycoalkaloidindhgld kromosom | og den teette
forbindelse mellem STM5136, som kunne bekraeftegraploide kloner, betyder at denne markar
har et stort potentiale for at kunne bruges titidlig frasortering af foraedlingskloner med hgijt
indhold af glycoalkaloider. Udvaelgelse vha. mark@ikespare meget arbejde med kloner, der med
de nuveerende foraedlingsteknikker kasseres pa etidgpunkt. Det kan dermed medvirke til at
effektivisere den fremtidige foraedlingsproces atdf®elsorter med et lille indhold af
glycoalkaloider.

Projektets faglige forlgb
Glycoalkaloider er stoffer, der forekommer naturlige fleste planteorganer &blanumarter, omend
i forskellige koncentrationer. Der findes mangesketlige typer af glycoalkaloider, men
hovedformerne i den spiselige kartoffb{anum tuberosunmeddera- solanin oga- chakonin, og
de betegnes samlet som total glycoalkaloid (TGAhoid. | sma& koncentrationer bidrager
glycoalkaloider til kartoffel smagen, men i stameengder er de giftige for dyr og mennesker. Hgje
koncentrationer af disse sundhedsskadelige glyatmdler findes ofte i vildarter, som anvendes i
moderne kartoffelforaedling, bl.a. til indkrydsniafjsygdomsresistens.

For at undga at udvikle nye kartoffelsorter med @A indhold, testes dette rutinemaessigt i
foreedlingskloner. Med traditionelle metoder mal&ATindholdet i knolde efter omfattende
markforsgg, hvilket resulterer i dyre og arbejdsiaaele analyser, der udfagres sent i



foreedlingsforlgbet. Endnu en komplikation er askedlige miljg faktorer, sdsom lyspavirkning,
yderligere kan forgge indholdet af TGA i kartoflermarkant. Det kan derfor veere en fordel at
anvende moderne teknikker sdsom DNA-markarer: Eftelisering af kromosomale omrader, som
koder for TGA, og identifikation af markarer, somat koblet til denne egenskab, vil det veere
muligt at udveelge kloner vha. af disse markgrézdes for at sortere efter selve egenskaben. Digtte
give mulighed for en tidlig frasortering af klonaed hgjt TGA indhold, hvilket vil spare meget
arbejde med kloner, der kasseres pa et sent tismead de nuveerende teknikker.

Projektets hovedformal var saledes at udvikle ektagtil hurtig fraveelgelse af afkom med
hgijt indhold af glycoalkaloider i kartoffelforsediin

Projektet har veeret inddelt i fglgende fire fasem beskrives naermere nedenfor:

Fase 1: Screening af glycoalkaloidindhold i kortiéags-populationerne

Fase 2: QTL-kortleegning af glycoalkaloidindhold&artoffelknolde

Fase 3: Udvikling af specifikke DNA-markgrer foygbalkaloidindholdet i kartoffelknolde
Fase 4: Publicering

Der blev anvendt to dihaploide BC1 kartoffelpopidaér til analyserne i projektet. De behandles
som en population, HCDHDN, da det er reciprokkedkninger mellem 90-HAF-01Splanum
tuberosun) og 90-HAG-15 §. tuberosugix S. sparsipilu De betegnes herefter som HAF og
HAG.

Fase 1: Screening af glycoalkaloidindhold i kortiéagspopulationerne

Malet var, ved hjeelp af den del af HCDHDN populatisom eksisterede far projektets start, at
undersgge om der skete en udspaltning for TGA ildinanolde. En kontinuert udspaltning er en
forudseetning for at kortleegge "quantitative tradus” (QTL’er).

Materialer og Metoder

| alt 105 kloner af HCDHDN populationen blev lagharken sammen med ni navnesorter.
Markforsggene la med tre gentagelser & tre kndde gteder, Vandel (sandjord) og Gadbjerg
(lerjord). Starrelsesfraktionen 25-30 mm blev udvail test, da hovedparten af sorterne havde
knolde i denne fraktion. Der blev lavet ekstrageste omkringliggende fraktioner for at kunne
korrigere for sorter, der ikke havde tilstreekkehiggd knolde i 25-30 mm fraktionen.
Knoldprgverne blev analyseret for TGA pa SvalofWidliblaboratorium i Sverige.

Resultater

Indenfor HCDHDN populationen var der neesten endiak00 i forskel mellem kloner med det
laveste og det hgjeste indhold af TGA (Figur 1)udSpaltningen var meget stor. Resultaterne fra
Vandel er vist i Figur 1, men resultaterne fra Gadpviste tilsvarende stor udspaltning. Disse
resultater var ikke korrigeret for starrelse ekroldform. Forskellen i TGA indhold mellem
fraktionerne 20-25 mm og 25-30 mm udgjorde kunilééa.

Knoldformen er af betydning, da hovedparten af gtkaloiderne sidder lige under skreellen,
og overflade/volumenforholdet varierer afhaengigtrasldform. Hvis overfladen af langovale
knolde beregnes efter formlen Op*A%+ 2p *r*l og volumen efter formlen V= (4/3)*r> + p *r?,
sa findes inden for de aktuelle knoldstarrelseforskellen i overflade/volumenforhold mellem en
kugleformet og en langoval knold hgjst er 30%. Bigariationer er sma i forhold til den forskel,
der blev fundet mellem klonerne, og derfor var tadastraekkelige til at vurdere om der skete en
udspaltning.
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Figur 1 Glycoalkaloidindholdet i de enkelte kloner af HCDN-populationen i 2003, Vandel

Konklusion

Der blev fundet en stor udspaltning mht. TGA indhwiellem klonerne i HCDHDN populationen,
og den var derfor yderst velegnet til kortleegnih@aL’er for denne egenskab. Milepael 1 var
opfyldt.

Fase 2: QTL-kortleegning af glycoalkaloidindhold&artoffelknolde
Malet for anden fase var, at udvikle kromosomkétiegge foreeldrene, HAF og HAG, samt at
identificere og kortleegge QTL’er for indholdet &BA i knoldene.

Materialer og Metoder
HCDHDN populationen var i lgbet af 2002 og 2003/bteudvidet og bestod nu af 186 kloner.

Faenotypebestemmelsen, som i dette tilfeelde vapiddhaf TGA i kartoffelknoldene, blev
foretaget pa kartofler fra foraeldre, afkom og nimesorter. Markforsggene Ia med tre gentagelser &
tre knolde i bade Vandel og Gadbjerg i 2004 og 2024 er ngdvendigt at faenotypebestemmelsen
laves pa grundlag af flere dyrkningssteder og @jpcdtype, gadskning, klima mm. har betydning
for TGA indholdet i kartofler. Navnesorterne erlinkeret som sammenligningsgrundlag for TGA
indhold. Der blev sa vidt muligt udtaget knoldedrselsesfraktionen 25-30 mm. Efter
starrelsessortering blev knoldene analyseret fo Tf@hold pa SvaléfwWeibull. Der blev korrigeret
for forskellen i veegt/overfladeforholdet pa badistandard kurver fra 2004 data. For at kunne
sammenligne mellem parcellerne blev TGA indholdategnet fra mg/kg friskvaegt til mg/ém
overflade.

For at undersgge en stresspavirknings indflydedsagholdet af TGA i HCDHDN blev
knoldene behandlet med kontinuert lys i fire dage ¢5 C i 2005, hvorefter de blev analyseret for
TGA.

Genotypebestemmelsen, dvs. konstruktionen af geeekioblingskort, blev udfert vha.
statistiske analyser pa basis af amplified fragntemdth polymorphism (AFLP) og simple
sequence repeat (SSR)/mikrosatellit markgrer, demkwmrt pa foreeldre og afkom i laboratoriet.
Mikrosatellit markgrer anvendes som ankermarkdretentifikation af kromosomer, mens AFLP
markgrer bruges for at opna en teettere kortleeghiag.mest sandsynlige placering af en QTL og
identifikation af teet koblede markgrer, beregnas atesammenholde resultaterne af markar
analyserne fra laboratoriet og resultaterne afyaeahe af TGA indholdet fra markforsggene. Hertil
blev der anvendt tre forskellige metoder: Kruskad\¥ test, Interval og Multiple-QTL Model



(MQM) kortleegning. Kruskal-Wallis testen er den pleste af de tre metoder, og MQM metoden
kan identificere QTL'er med starst styrke. Hvis Qdilkan identificeres pa basis af alle tre
metoder forgges sandsynligheden for at de er kiarrek

Resultater

Feenotypebestemmelse

Glycoalkaloid dataene viste en todelt udspaltningyr afkommet af HCDHDN populationen
fordelte sig i grupper med lavt og hgjt TGA indh¢fdgur 2) og middelveerdier taet pa hver af

foraeldrene. Fordelingen for TGA i lysbehandledel#awiste samme mgnster, blot var TGA
indholdet forgget (Figur 2).

401 Figur 2 Hyppighedsfordeling
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Statistisk analyse af TGA data for HCDHDN populaéa viste, at der var en signifikant
forskel mellem klonerne i HCDHDN populationen (®,€001) og mellem steder (P < 0,001), men
der var ingen signifikant effekt af ar og ingenrsfiikant vekselvirkning mellem sted og ar.
Indholdet af TGA var hgjest i kartofler, der hawaeret dyrket pa lerjord (Sgrensen et al. indsendt).

Genetisk kortlsegning

Genetiske koblingskort for bade HAG (Figur 3) ogHsom daekker alle 12 kartoffel kromosomer
blev konstrueret.

QTL-kortleegning
Ved QTL kortlaegningen blev der identificeret en mtesjgnifikant QTL for TGA pa kromosom |
(Sgrensen et al. indsendt). Dette bekreeftede désfuige analyser foretaget pa baggrund af TGA
data fra 2004 (Bilag 1; Sgrensen et al. 2005).|smghingen blev senere videreudviklet (Sgrensen
et al. indsendt). QTL'en pa kromosom | blev iddnéfet mellem mikrosatellit markgrerne
STM5136 og LeatpacA i HAG. Placeringen stemte averaed det observerede i HAF, hvor den
imidlertid syntes at veere delt i to — sandsynliduisli dette kromosom var splittet op i to
koblingsgrupper. QTL’en blev identificeret med Isajnifikans (P < 0,001) pa baggrund af alle tre
kortleegningsmetoder.

Tilsvarende resultater blev fundet for kortleegrafigQTL’er for de to glycoalkaloider -

chakonin og -solanin (Sgrensen et al. indsendt), samt for T@old i lysbehandlede knolde
(Bilag 2; Sgrensen et al. 2006).



Konklusion

Der blev konstrueret koblingskort som daekker h¥eteal2 kromosomer for begge foreeldre. En
stor og meget signifikant QTL for TGA indhold blalentificeret taet pa mikrosatellit markgrerne
STM5136 og LeatpacA pa kromosom |. Resultaternikémdde at dette gen er hovedansvarlig for
TGA indhold i kartoffelknoldene i den undersggt@plation. Milepael 2 var opfyldt.
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Figur 3 Genetisk koblingskort af de 12 forskellige kromoew i 90-HAG-15. &
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markeret med fed skrift, @vrige markarer er AFLP. 100



Fase 3: Udvikling af specifikke DNA-markgrer foygbalkaloidindholdet i

kartoffelknolde

Malet for tredje fase var at udvikle flere let andelige markgrer som er teet koblede til syntesen af
glycoalkaloider. Fokus var pa de kromosomale omtéatir i HCDHDN populationen hidtil var
fundet at have betydning for indholdet af TGA itkdfielknolde.

Materialer og Metoder

Der blev testet mikrosatellit markarer, som i ligteiren er lokaliseret til kromosom | pa kartoffel
genomet. Derudover blev kortleegningen udvidet nhex@ fAFLP markarer samt fire "cleaved
amplified polymorphic sequences” (CAPS) markarefM3, OprDM, Pt2 og SSSIII.

Ifglge den oprindelige plan skulle der have veedwildet specifikke markarer ud fra AFLP,
som var koblet til QTL’en, men da der ikke var ititoeret sddanne AFLP, var dette ikke muligt. |
stedet blev det forsggt at udvikle specifikke magkdor gener, der koder for enzymer, som er
involveret i glycoalkaloid syntese. Sadanne enzynaerbetydning for produktionen og dermed
indholdet af TGA i kartoffelknolde, og DNA-markareom er specifikke for de kontrollerende
gener er derfor meget interessante. To enzymer spifar en central rolle i glycoalkaloid
syntesen, er tidligere klonet fra kartofler: kafébsqualen syntase (PSS) og UDP-glucose
glucosyltransferase (SGT). Pa basis af de klonekieesiser blev der i naervaerende projekt designet
mange forskellige primere til udvikling af "sequencharacterised amplified regions” (SCAR) eller
CAPS markgrer, og polymorfe markgrer blev testetittspaltning i HCDHDN populationen.

Mikrosatellit markgrerne som var identificeret innaden af QTL'en p& kromosom | blev
testet i 50 navnesorter og foraedlingskloner fapata et bredere billede af markarernes forbindelse
og kobling til indholdet af TGA, samt anvendeligked tetraploidt materiale.

Resultater

Trods mange forsgg pa at designe egnede primeyldeeties det ikke at finde SGT eller PSSI
markgrer, der var polymorfe. Dette antyder, at Ddékvenserne for de klonede enzymer, der Ia til
grund for analyserne, er meget velbevarede i Kartdflaske fordi enzymerne katalyserer vigtige
trin i kartoflernes biosynteseveje, og fordi DNAsgenserne for disse er meget velbevarede.

Den udbyggede kortleegning af QTL’en pa kromosoristevat markgrerne STM2030 og
STWIN12G koblede i naerheden af QTL’en pa kromosaiHAG (Sarensen et al. indsendt).
QTL’en blev igen identificeret med hgj signifika(® < 0,001) pa baggrund af de tre forskellige
kortleegningsmetoder. Markaren STWIN12G blev idésgiet ca. 14 cM fra QTL’en, men
STM2030 flankerede QTL’en og medfgrte en indsnagvaiihdenne til 19 cM i forhold til tidligere
25 cM.

Sammenhangen mellem STM5136 og TGA indholdet bdé&vabftet af testen af
foreedlingskloner, hvor det blev fundet at klone; Havde et hgit indhold af TGA ogsa havde et
bestemt band af STM5136, mens kloner med lavt ilidikke havde dette band (Sgrensen et al.
indsendt). Forbindelsen var modsat for STM1049.

Resultaterne indikerede at de flankerende mark8iév|5136 og STM2030, var forholdsvis
teet koblede til et af de gener, der koder for pktidnen af TGA i kartoffelknolde. Det vil sige, at
der er en minimal risiko for dobbelt overkrydsningtab af det gnskede gen gennem
udveelgelsesprocessen, nar markgrerne anvendes.

Konklusion og perspektiv

Kortleegningen af HAF og HAG blev udbygget, hvilkeédfarte at den meget signifikante QTL for
TGA indhold, som var identificeret pa kromosomlgwindsnaevret til at ligge mellem
mikrosatellit markgrerne STM5136 og STM2030 i HAGBzEIdren. Omradet spaender over 19 cM,



og de let anvendelige SSR markgrer, der flankeldr&p, har potentiale for anvendelse i
foraedlingsprocessen. Der er dermed udviklet et tegetik hurtig fraveelgelse af kloner med hgijt
TGA indhold.

Det var ikke muligt at udvikle specifikke markgfer selve genet, der er ansvarlig for
syntesen af glycoalkaloider. Men for at raffinesgsultaterne er det af stor vigtighed at arbejde
videre med kortleegningen og lave en finmapningnafaalet pa kromosom I. Hermed vil det veere
muligt at udvikle DNA-markarer, der er endnu testtikoblede til det/de ansvarlige gener, og pa
leengere sigt sekventere selve genet.

Fase 4: Publicering

| denne fase blev der arbejdet pa at opggre ogsaral resultaterne ud fra forskellige vinkler.
Resultaterne er samlet og publiceret pa flere m&den det fremgar af punktet "Offentliggarelse
vedrgrende projektet. Milepael 4 er dermed opfyldt.

Offentliggarelser vedrgrende projektet

Sarensen KK, Kirk HG, Olsson K, Christiansen J,200apping of QTLs for tuber glycoalkaloid
content in two reciprocé@olanunspp. populations. I: 16th Triennial Conferencehaf EAPR. July
17-22, 2005. s. 655 (poster)

Sarensen KK, 2005. DNA-markgrer - et redskab titdééelforaedling. I: Kartoffelproduktion.
2005, arg. 31, nr. 5, s. 4-Bt{p://www.kartoffelproduktion.dk/bladet/index.gsp

Sarensen KK, Kirk HG, Olsson K, Labouriau R, Chaissen J, 2006. QTLs for glycoalkaloid
content in potato tubers exposed to light. I: EAERICARPIA The Science of Selection: Potato
Breeding Methodology for the 21st Century. 20thk28bvember 2006 (abstract og munditlig
praesentation)

Sarensen KK, Kirk HG, Olsson K, Labouriau R, Chaissen J, 2008. A major QTL and an SSR
marker associated with glycoalkaloid content irgpotubers fronSolanum tuberosums.
sparsipilumlocated on chromosome |. Theor Appl Genet, puldicenline 29. marts

Sarensen KK, Kirk HG, Christiansen J. Foraedlingaafofler med lavt indhold af glycoalkaloider.
Faglig artikel til dansk tidsskrift, klar til indedelse
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