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Sammanfattning

Den langsiktiga méilsittningen med detta projekt var att utveckla en skandinavisk hosthavre. 1
Sverige odlas havre endast som vargroda. En havre som klarar vintern skulle 6ka utbytet och sékra
mojligheterna att tillfullo utnyttja havrens avkastningspotential och positiva véxtfoljdseffekter.

I praktiken innebér hosthavre en groda som Overlever vintern pa dkern utan att forlora sin vigor. For
att klara detta méste den vara tolerant mot ett antal olika stressfaktorer samtidig. dédr férutom kyla
och frost dven starkt ljus, vattendrénkning eller torka, patogenangrepp etc. dr viktiga paramentrar.

For att fa fram en hosthavre arbetade vi darfor efter flera parallella linjer;

a) vélja ut havrelinjer frdn diverse internationella foradlingsprogram som Overlever den svenska
vintern 1 falt och jimfora dessa biokemiskt och molekylédrt med svensk vérhavre

b) ta reda pa mycket mer om mekanismerna dn vad som hittills &r ként bakom hur vixter rent
generellt hanterar abiotisk stress genom att utnyttja modellsystemet Arabidopsis

c) identifiera linjer i havre TILLING-populationen dér kritiska gener involverade i
koldstressresponsen har muterats

Detta arbete har hittills lett att vi har identifierat ett 20-tal linjer med mycket god vinterhardighet.
Fran dessa har vi valt ut och karakteriserat tva “modelllinjer” fran vilka vi kan identifiera
molekyldra skillnader jaimfort med tva vérhavrelinjer. Detta kan dels ge oss en forstaelse till varfor
dessa dr mer hirdiga &dn véarhavresorterna, dels 6ppnar det mojligheten att ta fram de nddvéndiga
molekyldra markorerna som behdvs vid en ithopkorsning av hosthavrelinjer med odlingsbara sorter.
I detta arbete har s hir 1dngt saledes vi byggt upp hela den erforderliga basen for att kunna ta fram
sadana markorer. Vid en fortsdttning av det hér projektet tror vi att prototypen for en svensk
hosthavre bara ligger 3-5 ar bort.

Resultat

I borjan av projektperioden inledde vi ett filtodlingsprogram dér vi fran diverse internationella
koldhardighetsforadlingsprogram valde ut ca 300 av virldens koldhédrdigaste havre och testade
dessas vinterdverlevnad pa félt i Skéne och Véstergdtland. Forutom Svenska linjer testade vi havre
frin Tyska, Amerikanska, Ryska och Engelska hosthavreforddlingsprogram. Efter flera ars
upprepade selektioner fick vi fram ett 20-tal havrelinjer som uppvisade mycket bittre
vinterhédrdighet dn existerande kommersiella varsorter (Tabell 1), (Brautigam et al, 2006; Chawade
et al, 2010a).

For att skilja ut hur stor del tolerans mot kyla och frost spelar i vinteréverlevnad och hur del andra
stressfaktorer gjorde vi en biokemisk test pa 14 “vintersorter” valda frén tabell 1. Vi valde da béade
sorter som Overlevde vintern bdst och sorters som uppvisade bidst odlingsegenskaper efter
vinteroverlevnad i filt. Vi anvinde oss da av en s.k “electrolytic leakage assay” (EL). Detta ar det
viletablerade séttet 1 branschen att méita frosthardighet. Principen &r att man fryser ned blad under
kontrollerade former antingen fore eller efter det att plantan kdldacklimatiserats. De vaxtceller som
inte klarar frysprocessen spricker och sldpper da ut elektrolyter, som kan mitas 1 en
konduktivimeter. Ju mer lickage desto mindre hirdig planta. I testen inkluderade vi ocksa tva



Origin Cultivar Winter survival (%) Agronomic value (1-9)
2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007
3 Sweden Stork (spring oat) 0 0 0 0
£ [poland Fidelio (triticale) 90 | 90 | 100 9o | 9 | 9
© Sweden Hampus (barley) 90 9
IGermany LPWH 992210 60 60 30 90 7 7 7 7
_ lcermany LPWH 992213 20 70 | 40 |90 | 3| 7 | 5 | 7
o lGermany LPWH 002205-1 30 | 60 | 50 | 90 | 5 7 8 8
£ |Germany LPWH 992209 60 | 70 | 40 | 90 | 7 7 7 8
fusa [crav 9340 3060 40 90| 7 5 | 5 | s
= fusa [ciav 9349 50 70 40 90 | 7 7 | 2 | 3
2 fusa [ctav 9346 40 | 50 7 | s
= fusa [crav 8313 30 | 60 5 | 3
fusa [crav 9168 60 | 70 5 5
fusa AR0213-3 30 | 50 5 5
fusa lctav 9339 30 | 60 3 5
fusa [ctav 9327 20 | 60 3 | s
fusa Win/Nor-4 50 | 50 3 | 4
jusa Win/Nor-1 50 | 40 3 3
lusa Win/Nor-10b 25 | 90 6 | 4
fusa AR0213-10 25 | 90 5 | 4
o |usa AR0213-12 35 | 90 5 | 4
o |usa AR0336-3 45 | 90 5 | 4
£ Iva INC01-3497 25 | 90 5 | 3
N/A INC01-3981 35 | 90 5 | 4
N/A INC01-4365 40 | 90 6 | 5

kontroller, en varhavresort (Stork) och en hostkornsort (Hampus). Som framgar av figur 1 s& dr som
véntat Stork minst hédrdig enligt denna analys och Hampus mest hérdig. Det framgar ocksé att flera
havresorter dr nistan lika hérdiga som Hampus. Vidare syns det tydliga skillnader mellan
acklimatiserade (rott) och oacklimatiserade plantor (bléatt) dir de acklimatiserade som véntat &r
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Figure 1: Elektrolytlickage for olika havresorter selekterade pa filt

Blatt, icke acklimatiserat; rott, acklimatiserat vid 4°C under 4 dagar
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hérdigare. Detta innebédr att dessa havreplantor
bide kan registrera och reagera pd koldstress pa
ett effektivare sitt vilket innebdr att den stora
delen av den inneboende anpassning som behdvs
for att en varsort skall kunna fungera som en
hostsort redan finns hos plantan.

Vi undersokte ddrefter mangden av enskilda
sockerarter 1 den hdrdigaste sorten och jaimforde
denna med en intermediér och en varsort. Det ar
kint fran litteraturen att sukrossyntes induceras
under koldstress. Som framgar av figur 2
induceras sukros under koldacklimatisering 1 alla
sorter, men induktionen dr mycket hogre 1 den
hirdiga Win/Nor sorten. Sukros &r siledes en
mycket bra markor for vinterhdrdighet.

Vi testade ocksd om det gar att identifiera
enskilda gener som uttrycks olika 1 de hirdigare
sorterna jamfort med varsorterna Stork och
Belinda. Vi odlade dérfor unga plantor (14 dagar
gamla) fran de 20 hérdigaste linjerna fran
féltstudierna under standardiserade forhallanden i
klimatkammare, utsatte vixterna for koldstress
(+4°C) 1 ett intervall fran 30 min till 40 dagar och
isolerade blad under olika tidpunkter efter
stressinitier-ingen.

Vi gjorde en RT-PCR analys pa alla linjerna dar

Figur 2. Analys av 16sligt socker i olika havre-
sorter fore och efter koldacklimatisering

RNA isolerades fran alla de olika tidpunkternas koldinkubering. Vi anvénde sedan primerpar fran
tva olika kdnda koldinducerade gener, en sen gen som dr kopplad till vernaliseringsprocessen och
en som som tillhor en gengrupp av koldinducerade gener (COR; COId Regulated) som antas koda
for olika cellskyddande funktioner. Detta forsok visar att VRN1 genen definitivt skulle kunna
anvidndas som en markor for koldhdrdiga linjer medan COR genuttrycket dr med svartolkat.

Figur 3. Genuttryck i valda var och héstsorter

RT-PCR experiment utforda pa AsVRNI genen (vénster) and AsCOR410 genen (hdger) for havrekultivarer
koldacklimatiserade under olika tidsperioder. H, timmar; D, dagar och W, veckor.



Slutsatsen av dettadr sdledes att det &r mojligt att identifiera gener vars uttryck ar direkt kopplat till
vinterhdrdighet. Vi kommer att identifiera mycket fler sddana gener i framtida experiment (se ny
SLF ansdkan av Olof Olsson, CropTailor)

Ett annat sitt att komma ut de gener som unikt uttrycks under kdldacklimatiseringen &r att isolera
mRNA fran kdldinducerade plantor och sekvensera dessa i stor skala. Vi sekvenserade tidigare ca
10000 ESTar fran kdldinducerad havre och analyserade dessa med diverse bioinformatiska metoder
(Brautigam et al, 2005; LindIof et al, 2007). Senare gjorde vi mer djupgaende analyser av dessa
sekvenser, delvis med hjélp av nyutvecklade bioinformatiska metoder, for att f4 fram ytterligare
genkandidater, som vi sedan kan bekrifta eller avfarda 1 biologiska experiment (Lindlof et al, 2008,
2009). Vi gjorde ocksé en bioinformatisk analys dver koldreglerings-védgarna i Arabidopsis. Genom
att utnyttja det faktum att hela DNA sekvensen ér kéind hos denna véxt och att det finns publika data
frdn en méngd olika microarray-experiment frdn koldstressad Arabidopsis, kunde vi via en ny
statistisk metod identifiera ett antal hittills okénda transkriptionsfaktorer som verkar ha en viktig
roll 1 processen (Chawade et al, 2007).

Figur 4. Exempel pa assay for salttolerans.

Fron fran Arabidopsis wt (Col0) och olika
mutanter groddes pd MS medium med olika NaCl
koncentrationer. I detta fall visar en typisk respons
Po ett medium med 100mM NaCl. Numren runt
plattan indikerar de olika mutanterna. Omuterad
Arabidopsis col0 ligger vid position klockan 2.

For att koppla thop de bioinformatiska resultaten med biologisk funktion, har vi under det senaste
aret ocksd prioriterat studier som syftar till att experimentellt testa ndgra av de gener som i den
bioinformatiska analysen utkristalliserat sig som speciellt viktiga stressgener. Eftersom
stressrespons hos véxter dr en fundamental process som utvecklats tidigt i evolutionen &r det flesta
ingdende generna mycket konserverade mellan olika véxtsystem. Dessa gener kan dérfor visa sig ha
en mycket viktig roll ocksa i havre. Vi gjorde en serie olika experiment for att verifiera om nagon/
nagra av de gener vi identifierat in silico skulle kunna vara anvdndbara som maltavlor for
mutagenes 1 havre. I dessa experiment utnyttjade vi aterigen det faktum att alla Arabidopsis gener ér
sekvenserade och att det finns mutanter (T-DNA insertioner) att tillga i samtliga. Med hjélp av var
bioinformatiska modell valde vi ut 100 och bestdllde hem Arabidopsis fron frin det internationella
Arabidopsis konsortiet (www.arabidopsis.com) pa plantor som ar muterade i motsvarande gener.
Ingen av dessa har tidigare kopplats ithop med kdldstress. Rent strukturellt liknar ett flertal av dem
transkriptionsfaktorer, andra associerar till signaltransduktion och nagra har en helt okénd funktion.



http://www.arabidopsis.com
http://www.arabidopsis.com

Genom att odla upp mutanterna under olycka stressforhallanden kunde vi karakterisera dessa med

avseende pé deras stresstilighet mot kyla, torka, salt och virme. Ett typiskt experiment visas i figur
4.

Under varen 2010 fick vi tillgdng till avancerade klimatkammare som kan kylas ner med stor
precision till -15°C. Vi arbetade da ut en frystest for bade havre och Arabidopsis. Vi testade darefter
om vi kunde se skillnader i ren frosthiardighet mellan de olika havrelinjerna vi selekterade i félt och
mellan de olika Arabidopsis-mutanterna. Havre testen gjordes pa kronorna (den vivnad som forenar
blad och rot) som vi forst fros vid -12°C under 2.5 timmar. Dérefter tinades och planterades
kronorna i jord och fick véxa under optimala forhallanden. Efter 3 veckor kunde klara skillnader ses
1 hur de olika linjerna klarade denna omilda behandling. Som framgar av figur 5 sé 6verlevde under
varsorterna Stork och Belinda. Den engelska hosthavresorten Gerald och den intermediéra sorten
CIAV 9327 klarade sig nagot battre medan LPWH 992209 och WIN/NOR-1 klarade sig bist. Denna

Figur 5. Frystest pa havrekronor

Havreplantorna kdldacklimatiserades i 2 dagar vid +4°C. Kronornadissekerades dérefter forsiktigt ut och
inkuberades vid -12°C under 2.5 timmar. De fick dérefter tina under 12 timmar vid +4°C och planterades
dérefter i jord. Bilden ar tagen efter 3 veckors dterhdmtning vid normala odlingsférhallanden. Fran véanster
till hoger: Stork, Belinda, Gerald, CIAV 9327, LPWH 992209, WIN/NOR-1

test dr sdledes vildigt utslagsgivande och korrelerar bra till de dvriga tester vi gjorde. Detta Gppnar
nu vagar for att ocksa testa kdldhardighet i TILLING-populationen.

Vi karakteriserade ocksd nigra av de muterade Arabidopsis linjerna for deras koldhardighet. Det
visade sig da att flera av mutantlinjerna uppvisade en 6kad eller minskad koldtalighet jamfort med
icke muterad Arabidopsis. Ett exempel pd en sddan test kan ses i figur 6. Vi har identifierat 5 olika
gener som, nidr de muteras, ger en 0kad koldhdrdighet. Eftersom stressrespons hos véxter dr en
fundamental process som utvecklats tidigt 1 evolutionen dr det flesta ingdende generna mycket
konserverade mellan olika véxtsystem. Dessa gener kan darfor visa sig ha en mycket viktig roll



Figur 6. Koldtest pa Arabidopsis

Overst exempel pa koldstressad Arabidopsis ColO (vinster) och en Arabidopsis muterad i en BHLH
transkriptionsfaktorgen (hoger). Vixterna kéldacklimatiserades under 4 dagar vid +4°C. De inkuberades
dérefter vid -8°C under 60 min, fick aterhdmta sig vid +4°C under 12 timmar. Darefter odlades de under
optimala forhallanden under tre veckor.

ocksa 1 havre. Vi kommer nu att identifiera mutationer i motsvarande havregener i var TILLING-
population och testa dessa i1 de olika hdrdighetsmetoderna som vi satt upp.

Diskussion

Vinterhédrdighet dr en komplex egenskap dér tolerans mot ett flertal olika stressfaktorer maste finnas
hos de grodor som skall fungera som hostgrodor. I dessa studier har vi identifierat havrelinjer med
intermedidr och mycket god kdldhérdighet. Dessa plantor utgér nu en unik modell for att ta fram
nya markdrer for vinterhiardighet 1 havre genom att helt enkelt gora en noggrann molekylér analys
av skillnader i transkriptions- och metabolitprofil i dessa plantor under kdldacklimatisering.

Vi har dessutom, genom att utnyttja publika resurser tillgédngliga via Arabidopsis konsortiet
(www.arabidopsis.org), tagit fram antal nya genkandidater med potentiellt intressanta funktioner i
medieringen av stresstolerans hos véxter.

Slutligen har vi dven tagit fram en unik TILLING-population f6r havre (Chawade et al, 2010).
Denna population uppgar f.n. till 2600 olika mutationslinjer. Varje linje innehéller ca 4 miljoner
mutationer. Detta innebér att 1 hela populationen finns det ca 150 mutationer i1 varje gen. Med hjélp
av denna population kan vi nu identifiera mutationer vilken gen som helst. Eftersom vi ocksa har
sekvenserat drygt 500 000 ESTar (expressed sequence tags) frdn Belindahavre, har vi den
omuterade sekvensen for de flersta av havrens uttryckta gener. Detta gor att vi nu kan screena
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TILLING-populationen efter linjer som dr muterade i ndgon av de gener vi har indentifierat som
viktiga 1 koldhdrdighetsprocessen. Tack vare de olika metoder vi utvecklat for att testa
koldhardighet, blir ndsta steg nu att identifiera och testa mutantlinjer.

Vi dr dérfor nu redo att inleda rutinmissiga screeningar efter mutationer i alla de gener som vi tor
har betydelse for koldhardighet 1 havre.
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Annan resultatformedling

Resultat frdn detta projekt har, forutom publikationerna ovan, presenterats i posterform pé olika
internationella konferenser och i muntlig form for nationella och internationella samarbetspartners
och vid internationella konferenser och symposier. Mer populédrvetenskaliga versioner av resultaten
har presenteras vid forddlarméten och vid Svenska, Nordiska och Europeiska Havreforeningarnas
sammankomster.



