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Framtagning av foderhavre med okad smaltbarhet.

Slutredovisning (20120927)

1. Langsiktig malséittning

Att identifiera och karakterisera havremutantlinjer med laga ligninhalter i froskalet och att utveckla
dessa till odlingsbara sorter.

2. Sammanfattning

Vi utvecklade en s.k TILLING-population fran havre, dvs en population dér varje linje innehéller ett
mycket stort antal mutationer (> 1 miljon). Detta for att radikalt 6ka variationen i populationen.
Genom att utveckla en ligninfargassay for fron testade vi hur stor variationen var i populationen
med avseeende pa skallignin. Vi fdrgade fron frdn ca 500 linjer och identifierade ett 20-tal som
avvek genom att fosfo-glucerolfargning antingen blev starkare eller svagare. Vi utvecklade di en
kvantitativ miniassay for ligninanalys och screenade dérefter igenom ytterligare 500 mutantlinjer
med den kvantitativa assayen. Vi hittade ett flertal linjer med antingen hogre eller ldgre ligninhalter.
Som kontroll anvdnde vi Belinda havre, eftersom sjdlva TILLING-population var gjord fran
Belinda. Halterna 1 hela fron varierade fran 20 till 63 mg/g att jamfora med Belinda som hade 41.04
+ 1.3 mg/g. Som jimforelse métte vi ocksa lignihalten i Assiniboia, en kanadensisk lagligninglinje,
och visade att denna innehdll 20.84 + 1.5 mg/g. For att studera om sjdlva ligninstrukturen ocksa
hade fordndrats i linjer med hogre eller ldgre halter satte vi upp metoder for kvalitativ ligninanalys.
Vi valde att ga vidare med Belinda, Assiniboia, och 4 linjer frdn TILLING-population, tvd med de
hogsta- och tvd med de ldgsta ligninhalterna. Vi renade fram stdrre méngder av rent ligninpulver
frdn hela fron fran dessa linjer och analyserade detta med UV spektroskopi, FT-IR och XRD
teknologi. Vi kunde da visa flera av mutanterna uppvisade strukturella skillnader att
ligninpolymererna var olika jamfort med Belinda och Assinboia. Skillnaderna var av en sadan art att
de indikerade att dven sméltbarheten 1 ligninerna hade péverkats. Vi testade dérfor tva
lagligninlinjer med EFOS metoden, som anvénds vid foderutviarderingar i Danmark, och visade att
ligninet lagligninlinjerna var mer lattsmélt &n Belinda. Vi har séledes nu tagit fram ett véldigt bra
utgangsmaterial for en utveckling av odlingsbara lagligninsorter genom inkorsning av egenskapen
fran valda l14gligninlinjer.

3. Uppnéadda resultat
3.1 Screening av TILLING-populationen for ligninmutanter

Vi utvecklade en unik TILLING-population for havre (Chawade et al, 2010) dér varje linje
innehaller ca 1 miljon punktmutationer. Vi utvecklade darefter en kvantitativ ligninassay som
bygger pd den s.k. acetyl-bromid metoden (liyama and Wallis, 1988). Vi modifierade denna si att
den fungerade pd mindre méangder prov. Frin varje testad linje isolerade vi 10 fron (kdrna + skal).
Dessa vigdes, maldes och 16stes upp i perklorsyra, varefter acetyl-bromid i koncentrerad dttiksyra
tillsattes och det hela inkuberades vid 70° C under 15-20 min. Denna behandling smaélter ner
ligninet och fria OH-grupper komplexbinder med bromid. Komplexen kan kvantifieras genom
matning vid 280 nm.

Vi analyserade 517 slumpméssigt valda linjer med denna metod och sdg en stor variation i
materialet (figur 1). Det allra hogsta vdrdena 63.44 och 62.8 mg/g hittade vi i linjerna CT1849
respektive CT827 och de ldgsta i linjerna CT836 och CT1960 som hade 20.31 respektive 23.58 mg/
g lignin. Det skiljer sdledes ca 300% mellan den ldgsta och hogsta linjen!
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Figur 1. Screening av TILLING-populationen med kvantitativ ligninanalys
A. Slumpmaéssiga métningar som visar den stora variationen i TILLING-populationen.

B. Linjer uppordnade efter stigande ligninhalter.

Ro6d ring visar en ligninhalt pa 40 mg/g, dvs normalvérdet for Birgitta. Maxvirdet &r 63,44 mg/g och

minimivérdet 20.31 mg/g

Vi mitte ocksé ligninhalten i stam och blad hos de linjer med l4gst halter, och det visade sig da att
ligninhalterna var normala i dessa vdvnader (figur 2). Dessa linjer verkar saledes vara odlingsbara,
vilket ocksa bekriftas av ett klimatkammarforsok dar mutant och Belinda véxte sida vid sida under
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Figur 2. Ligninhalt (g/kg) i stam och blad hos Belinda, Assiniboia och tva lagligninlinjer



Figur 3. Fenotyp hos Belinda och
lagligninmutant (CT836).

Belinda till vanster och CT836 till
hoger pa bilden

kontrollerade former. Det gick dé inte att se nagon skillnad i fenotyp mellan dessa (figur 3).

3.2 Utveckling av en kvalitativ ligninanalys

For att kunna karakterisera ligninkvaliteten mer i detalj 1 de mest extrema mutantlinjerna satte vi
upp flera olika kvalitativa metoder for ligninanalys (E1 Mansouri and Salvado, 2007). Efter diverse
studier och praktiska tester fastnade vi for tre olika metoder, namligen UV-speltralanalys, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) och X-ray Crystallography (XRD). Dessa metoder ger
olika, kompletterande information om icke-konjugated fenolgrupper, sammanséttning av sinapyl,
koniferyl och p-koumaryl alkohol grupper, andra konjugeringar, grad av polymerisering etc (se
tabell 1 for information om hur man kan tolka FTIR spektra, dvs vilka viglangder som motsvarar
vilka kemiska grupper). Sammantaget visade XRD, UV och FTIR mitningarna dels att ligninet vi
isolerat var av god kvalitet, dels att det var stora strukturella skillnader pa de olika linjerna (figur 4)
och slutligen att ligninet 1 vissa av linjerna uppvisade sadana strukturella fordndringar att de kan
forviantas vara mer mer atkomliga for digererande enzymer dn Belindaligninerna (Vivekand et al,
2012; Hartley, 1972).
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Figur 4. Fourier Transform Infrared (FTIR) spektra pa Belinda, Assiniboia valda ligninmutanter
Speciellt informativa vagliangder ar indikerade i figuren (a) 3800-2200 cm, (b) 2000-600 cm-!. L3 = CT836; L4
= CT1960; H5 = CT827; H6=CT1849

Tabell 1 Tolkning av FT-IR spectra for lignin

Peak location (cm) Assignments of IR absorption bands”

3412-3460 O-H stretching

3000 — 2842 C-H stretch in methyl and methylene group

1738 — 1709 C=0 stretch in unconjugated ketone, carbonyl, and ester groups

1675 — 1655 C=0 stretching in comjugated p-subst. Aryl ketones

1593 — 1605 Aromatic skeleton vibrations plus C=0 stretching

1505 - 1515 Aromatic skeleton vibrations

1460 — 1470 C-H deformations (asym in -CH3 and -CH2- )

1422 — 1430 Aromatic skeleton vibrations combined with C-H in plane deformations

1365 - 1370 Aliphitic C-H stretching in CH3 and phenolic OH

1325 -1330 Condensed S and G ring

1266 — 1270 G ring plus C+O stretching

1221 -1230 C-C + C-O + C=0 stretching (G)

1166 Typical for HGS lignins; C=0 in ester groups (conj.)

1125 -1128 Typical of S unit; also secondary alcohol & C=0

1086 C-O deformation in sec. alcohol & aliphatic ether

1030 - 1035 Aromatic C-H in- plane deformation (G, S) plus C-O deform. in primary alcohols
plus C-H stretching (unconjugated)

966 — 990 -HC=CH- out of plane deformation

915-925 C-H out of plane (aromatic ring)

853 — 858 C-H out of plane (G units)

834 — 835 C-H out of plane (S units)

817 — 832 C-H out of plane (G units)

3.2 Smaltbarhetsstudier

For att bekrifta de biofysikaliska forsoken satte vi upp en assay for att mer direkt testa
sméltbarheten hos de testade ligninerna in vitro. Det finns en rad olika metoder publicerade for att
faststilla sméltbarhet bade in situ och in vitro (Cherney & Cherney, 2003). In situ bestimning av
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smaltbarheten for foder &r kanske den metod som dr mest relevant sedd ut ett praktiskt
foderperspektiv. Metoden dr dock komplicerad, dyr svar att standardisera och kriver inkubering av
fodret 1 fistulerade kor (De Boever et al., 2002; Spanghero et al., 2003). Diverse alternativa metoder
for bestdmning av smailtbarhet 1 in vitro baserade metoder dér bl.a. en inkubering 1 vomvitska ingér
har darfor utvecklats (Tilley och Terry; 1963). Det olosliga material som dérefter blir kvar samlas
upp genom filtrering, torkas och vdgs. Sméltbarheten bestims genom subtraktion av médngden
olosliga fibrer frdn den ursprungliga méngden organiskt material varefter det procentuella vardet
rdknas ut. Problemet med denna metod ir att vomvitskans kvalité varierar fran djur till djur vilket
forsvarar standardisering (Spanghero et al., 2003). I Danmark utvecklades en metod som gar under
beteckningen EFOS (enzymfordgjeligt organisk stof) metoden (Weisbjerg och Hvelplund 1993) dér
vomvaitskan ersattes med en mer definierad enzymblandning vilket ger en stérre reproducerbarhet.
Eftersom EFOS metoden ger en signifikant korrelation mellan nedbrytningshastigheten av non
digestible fibers” (NDF) in situ och smaéltbarheten av organiskt stoff in vitro anvinds den numera
som standard vid foderutvirderingar i Danmark (Weibjerg, 2004). Vi valde dérfor hér att anvénda
denna metod for att bestimma sméltbarheten av kérnor frén tvd av de lag-lignin linjer vi
identifierade 1 TILLING populationen. Véra resultat visade att vara tva ldgligninlinjer CT830 och
CT836 gav nagot hogre restviarden (Non Digestible Fiber, NDF) och darfor inte hade en lika bra
sméiltbarhet som Assiniboia, men att de var béttre dn Belinda (se Tabell 1). Smiltbarheten hos
Assiniboia dr kidnd sedan tidigare (Thomsen et al, 2000). Vid en visuell inspektion av de oldsliga
fibrerrester som fanns kvar efter den enzymatiska behandlingen fanns det tydliga strukturella
skillnader mellan fiberresterna fran de olika linjerna. Fibrerna fran Assiniboia var korta och
finfordelade medan CT830, CT836 och Belinda efterlimnade grovre och langre fiberrester. Dessa
strukturella skillnader paverkar troligtvis bade smilbarhetsforlopp och nedbrytningshastighet.

Linje Ligninhalt mg/g | Mangd prov NDF (ts) Smaltbarhet %
Belinda 41,0 500 mg 47.8 90,44
Assiniboia 20,8 500 mg 20,7 95,86
CT836 20,3 500 mg 29,1 94,18
CT830 241 500 mg 37,1 92,58

Tabell 1. Ligninhalt i valda linjer, mdngd organiskt material, andelen (rdknat pa torrvikt) oupplosligt
organiskt material (NDF) som é&terstar efter en enzymatisk behandling i enlighet med EFFOS metoden och
slutligen smaéltbarheten i % efter det att kompensation for fuktigheten i proverna gjorts.

4. Diskussion

Den 6vergripande mélséttning med detta projekt identifiera och karakterisera havremutantlinjer med
laga ligninhalter i froskalet for att pa detta sétt fa fram det genetiska utgdngsmaterial som behdvs
for att utveckla odlingsbara lagligninsorter som producerar kdrnor med en hdgre smiltbarhet &n
nuvarande sorter. Eftersom den varation som finns i existerande forddlingslinjer dr ganska
begrinsad utvecklade vi en mutationspopulation for havre, dér varje linje i populationen bér pa mer
dn en miljon olika mutationer. Genom att utveckla en kvantitativ ligninassay kunde vi genom att
screena oskalade kdrnor fran 6ver 500 olika linjer for lignininnehall identifiera linjer med béade
hogra och ldgre ligninghalter. Genom att isolera rent lignin frén de linjer med de hogsta- och ldgsta
ligninhalterna kunde vi testa ligninkvaliteten med hjélp av tre olika metoder, rontgen, UV-ljus och
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FTIR. Dessa forsok visare att i bade hog-och lagligninlinerna var dven sjdlva ligninstrukturen
modifierad. I flera fall pa ett sett som tydde pd att visa grupper var steriskt mer exponerade, dvs
skulle kunna vara mer 6ppna for ett enzymatiskt angrepp. Preliminédra smaltforsok indikerade ocksé
att sa var fallet.

Vi har nu séledes ett antal olika linjer som skulle kunna vara av intresse att forddla vidare pd och
som kanske sd sméningom skulle kunna leda till en utveckling av nya havrelinjer for foder.

5. Egna publikationer

Arbetet med att utveckla och karakterisera havre TILLING-populationen dr nu publicerat. Vi har
dessutom ett inskickat manuskript som beskriver identifieringen och karakteriseringen av
ligninlinjerna och som férhoppningsvis kommer att publiceras under 2012.

6. Annan resultatformedling

Resultat frdn detta projekt har, forutom publikationerna ovan, presenterats i posterform pa olika
internationella konferenser och 1 muntlig form for nationella och internationella samarbetspartners
och vid internationella konferenser och symposier. Mer populdrvetenskapliga versioner av
resultaten har presenteras vid svenska, nordiska och internationella havreféreningarnas
sammankomster.
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