Slutrapport fér projektet: En 6versiktsstudie av stress-inducerad
glykoalkaloidsyntes i svensk matpotatis. (V0642005)

Projektet pébdrjades i november ar 2006 med medel frin Stiftelsen lantbruksforskning.
Eftersom beviljade medel var ndgot ldgre dn de sokta, har den ursprungliga projektplanen i
ansokningen inte genomfOrts i sin helhet. Tyngdpunkten har lagts pa att etablera de
viktigaste metodologiska delarna inom projekt I och II i ansdkan.

Sammanfattning av de viktigaste resultaten fran projektet

* Resultaten visar att induktionen av glykoalkaloider i potatiskndlar efter en yttre stress
(skada, ljus, el. virme) varierar med bade sort och stress. Detta innebir att en sort kan
vara kénslig for en viss stress men tolerant mot en annan, men att det omvénda kan
gilla for andra sorter. Resultaten tyder pa att kénsligheten for olika former av stress
styrs av separata genetiska anlag, aktiva i samma biosyntesvag.

* En glykoalkaloidokning efter stress ér korrelerad med en 6kad sterolsyntes och en
fordndrad sterolsammanséttning. Detta dr i linje med hypoteser om att steroler utgor
metaboliska forstadier till glykoalkaloider.

* Stressinducerad glykoalkaloidsyntes dr pd ett badde stress- och sortberoende sitt
korrelerad med ett statistiskt signifikant &ndrat uttryck av mellan 150 och 200 gener.
Relevant for glykoalkaloidsyntesen &r att nagra av de sortberoende generna har en
roll i1 sterolsyntesen. Andra identifierade sortberoende gener kan ha en roll i den
fortsatta metabolismen av steroler till glykoalkaloider, och arbete pdgar med att
klargdra funktionen av fyra sadana gener.

Il. Bakgrund

Glykoalkaloider ar giftiga foreningar som forekommer framst inom familjen potatisvaxter
(t.ex. potatis, tomat och dggplanta). De vanligaste glykoalkaloiderna i odlade potatissorter &r
a-solanin och a-chakonin, vilka férekommer 1 hela vixten, men ibland i sd hoga halter att
knolarna blir otjénliga eller rentav farliga som foda (Friedman & MacDonald 1997). Milda
symptom pé glykoalkaloid-forgiftning &r diarré, huvudvéirk och krdkningar, men &ven
allvarligare eller tom. livshotande symptom kan upptrida. Den totala halten av
glykoalkaloider (TGA) péaverkas bade av genetiska och yttre faktorer; vissa sorter har
vanligen laga halter, andra relativt hoga eller starkt varierande. For god livsmedelssikerhet
rekommenderar Livsmedelsverket en hogsta grins pa 200 mg TGA/kg friskvikt i1
potatisknolar (SLVFS 1993:36), och analys av TGA-halten ingar i rutinméssig
kvalitetsbedomning av olika potatissorter. Normalt innehaller knolar 10-100 mg TGA/kg,
men ett dverskridande av de hogsta tilldtna halterna dr inte ovanligt. Potatissorten Magnum

Bonum forekommer t.ex. inte ldngre i den svenska sortlistan pd grund av dess tendens att
bilda hoga TGA-halter (Hellends mfl 1995).

Glykoalkaloider bildas pa 1 stort sett okdnda syntesvdgar fran steroler, vilka é&r
livsnédvéndiga membrankomponenter i djur och vixter (Hartmann 1998). Vi har i vér
tidigare forskning visat att kolesterol, via reaktioner som dnnu ej &r klarlagda, &r ett troligt
forstadium till glykoalkaloider (Bergenstrahle m.fl. 1996). Kolesterol forekommer i de flesta
véxter 1 mycket smd mingder, vanligen 1-2%, men kan hos just potatisvixter uppga till hela
20-25 % av den totala sterolhalten. Anledningen till de hoga kolesterolhalterna i dessa vaxter
ar idag okénd. Vi har bade med hormonbehandling (Bergenstrahle m.fl. 1993) och med hjélp
av gendverforingar (Sitbon och Jonsson 2001), visat att kolesterolhalten kan sénkas i vaxter
genom att 0ka aktiviteten av enzymerna SMT1 och SMT2, vilket leder sterolsyntesen mot
steroler med langre sidokedjor @n kolesterol. Mer specifikt har vi visat att transgen potatis
med sinkt kolesterolhalt ocksa har sinkt TGA-halt i bade blad och kndlar (Arnqvist m.fl.
2003), i linje med hypotesen om att kolesterol ar ett forstadium till glykoalkaloider.
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TGA-halten i knoélar efter skord &r inte konstant, utan kan oka kraftigt vid olika former av
stress, sdsom ljusexponering eller mekanisk skada. Eftersom sambandet mellan basal och
inducerad TGA-halt dr relativt svagt dr graden av denna stressrelaterade Okning svar att
forutse, och behover dérfor bestimmas experimentellt for varje sort. Det &r inte undersokt i
ndgon storre utstrackning om kénslighet mot en viss typ av stress ocksé innebir kénslighet
mot alla andra, eller om kénslighet mot olika former av stress édr sinsemellan oberoende
egenskaper.

Mal for projektet har darfor varit att kartligga den glykoalkaloid- och sterolsyntes som sker
som svar pa olika stresser och i olika matpotatissorter. Under projektets gang har
fysiologiska skillnader i stresskénslighet mellan potatissorter identifierats och kunnat
utnyttjas for att med mikroarrayanalys kartlagga de glykoalkaloid- och sterolrelaterade gener
som uttrycks pé ett sortberoende stt.

Material och metoder

En standardiserad metodik for att stressa potatiskndlar med en ljusstress (konstant vitt ljus,
100 umol/m?s) skadestress (snittning), och virmestress (20 °C resp. 37 °C), har utvecklats.
HPLC-analyser enl. AOAC av totala glykoalkaloider (TGA) (a-solanint+o-chakonin) i
materialet har for publikationsexperiment utforts av Sweseed AB, medan mer rutinméssiga
analyser har utforts av forskargruppen. For analyser av TGA 1 olika svenska potatissorter har
vi 1 inledande forsok (2006 tom 2008) utnyttjat material fran lokala odlare, slumpvis utvalda
fran prover i detaljhandeln. For att minimera variationen i testmaterialet, har vi i en
pagaende repetition (2009) istillet sjdlva odlat material fran certifierat utsidde av 20
potatissorter. Metodik for RNA-extraktion fran potatiskndlar, kvantitativ PCR av genuttryck,
mikroarrayanalys av RNA och statistisk analys av resultaten har ocksa etablerats som en del
av projektet.

Resultat projekt I. En 6versikt av basal och stressinducerad TGA-halt i
svenska matpotatissorter.

En inledande studie paborjades i december 2006 av sorterna ‘King Edward’ och ‘Bintje’.
Material fran tvd oberoende producenter av resp. sort standardiserades avs. vikt och
utseende. Prover om tre knolar vardera analyserades i duplikat efter att ha utsatts for en
ljusstress under 96 timmar, skadestress under 48 timmar, eller virmestress vid 20 °C eller 37
°C under en vecka. TGA-halterna har i ’King Edward’ 6kat med 40-50% pa kort tid, medan
‘Bintje’ inte uppvisar ndgon ndmnvird okning (Fig. 1). Resultaten visar ‘King Edward’ som
den mer stresskinsliga sorten av de tva. Betriffande inbordes kénslighet och trend ér
resultatet 1 god Overensstimmelse med gruppens tidigare arbeten. Resultaten visar att
framfor allt ljusstress 1 ‘King Edward’ kan inducera en TGA-6kning mycket snabbt; inom 12
timmar var svaret i stort sett lika starkt som efter 96 timmar.

Prover togs samtidigt fran de stressade kndlarna for parallella analyser av sterolhalter,
klorofyll, metaboliska profiler och genuttryck. Sammantagna kommer resultaten att kunna
ge en vérdefull totalbild av de olika processer som sker i potatisknélar under stress.
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Fig. 1. TGA-halter i potatisknolar av sorterna ‘King Edward’ (morka staplar) och ‘Bintje’ (ljusa staplar)
utsatta for en skadestress (t.v.) och ljusstress (t.h.). Kvantifieringar i duplikat av prover om tre kndlar for resp.
sort och tidpunkt. Medelvérde fran tva oberoende fors6k med material fran tvé skilda producenter for resp. sort.
Okningar ir statistiskt signifikanta (ANOVA, p<0.05) for bdda sorterna efter skada, men endast i ‘King
Edward’ efter ljusexponering.

Ett utokat stressforsok utfordes hosten 2007 med de tre sorterna ‘Asterix’, ’Ditta’, ‘Sava’,
jdmte som tidigare ‘King Edward’ och ‘Bintje’. Resultaten visade att stresskénsligheten
varierar beroende bade pé stress och pa sort; ‘King Edward’ var kénslig for skada, ljus och
viarme 1 37 °C (men inte rumstemperatur i en vecka), medan bade ‘Asterix’ och ’Ditta’ var
kénsliga mest for skada, och ‘Sava’ och ‘Bintje’ var relativt toleranta mot alla stresserna.
Dessa olikheter i stressvar tyder pa att 6kningen av TGA efter skade-, ljus- eller virmestress
medieras av delvis skilda mekanismer. Ett storre forsok med 10 sorter och 3 stresser
genomfordes hosten 2008. Forsoket haller f.n. (hosten 2009) pé att repeteras med 20 sorter
som odlats och lagrats parallellt. Detta véintas minimera resultatvariation beroende pé olika
producenters odlingsforhdllanden/behandling av knolar efter skord, och dirigenom
maximera de sortberoende skillnaderna i de olika stressvaren.

Projekt Il. Analyser av sterolsammansattning i ljus- resp. skadestressad
potatis.

Sterolomsittningar. Parallellt med analyser av TGA har innehéllet av steroler analyserats i
samma provmaterial. Resultaten visar att halten av kolesterol, ett sannolikt forstadium till
glykoalkaloider, efter stress Okar signifikant mellan 2 till 5 gdnger 1 bade ‘King Edward’ och
‘Bintje’ (Fig. 2), och att detta ar korrelerat med att TGA ocksa okar (Fig. 1). Omvént skedde
ingen signifikant 6kning av TGA 1 ‘Bintje’ efter ljusstress, och en dndrad kolesterolhalt var
heller inte signifikant. Resultatet &r vél i linje med kolesterol som troligt forstadium till
glykoalkaloider. For att studera detta vidare har kolesterol inmirkt med stabila viteisotoper
anskaffats, och metodik for att studera det inmadrkta kolesterolets omvandlingar till
glykoalkaloider med hjélp av HPLC kopplat till masspektrometri har borjat utvecklas. Dessa
forsok vintas otvetydigt kunna faststélla kolesterol som ett metaboliskt forstadium till
glykoalkaloider.

Genuttryck. De erhdllna resultaten tyder pa skillnader i1 stresskinslighet mellan ‘King
Edward”” och ‘Bintje’ avseende bade glykoalkaloid- och sterolsyntes. For att forsoka
identifiera dessa skillnader genetiskt har vi i samarbete med The Institute for Genomic
Research, USA, under projektets gang (ar 2007) med mikroarray analyserat stressdndringar
av aktiviteten av 15000 gener i potatisens genom. Mot bakgrund av de vixtgenom som
sekvenserats fullstindigt antas detta antal gener representera ungefar hélften av antalet gener
1 potatis.

Resultaten efter en ljus- resp. skadestress visar som véntat pd stark induktion av gener med
en roll i fotosyntes och skaderespons, men dven pa en statistiskt signifikant induktion av
gener med bl.a. en roll i isopren/sterolmetabolism. Detta dr vil i linje med de steroldndringar
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vi pavisat i materialet. Intressant &r att flera gener induceras endast, eller klart starkast, i
‘King Edward’ jamfort med ‘Bintje’, och att geninduktionen sker samtidigt med eller fore
glykoalkaloid-induktionen. Denna typ av gener kan dirfor tdnkas ha en nyckelroll i
glykoalkaloidsyntesen. Vissa gener induceras bade av ljus och av skada, andra av
antingen/eller. Dessutom aktiveras vissa gener med en roll i andra metaboliska reaktioner,
och det &r tinkbart att dessa gener kan ha en nyckelroll i de senare delarna av
glykoalkaloidsyntesen. Resultaten visar ocksa pad Overlag stora skillnader mellan ‘King
Edward’ och ‘Bintje’ i stressvaret pd gennivd. Av de gener som induceras efter skada och
ljusexponering &r flertalet unika for resp. sort (Fig. 3).
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Fig. 2. Innehall av 4-desmetylsteroler i potatisknolar av sorterna ‘King Edward’’ och ‘Bintje’ efter en skade-
resp. ljusstress. Steroler extraherades och analyserades pd GC med Sa-cholestan som inre standard. Grupper
frén vanster till hoger: cholesterol, campesterol, stigmasterol, sitosterol, isofucosterol. Staplar fran vénster till
hoger: kontroll, skada 24h, 48h, ljus 48h, 96h. Medelvirden av 3 separata extraktioner analyserade i duplikat +
SD. En 6kad kolesterolhalt relativt kontroll ar signifikant (t-test) for alla behandlingar och sorter, utom for
ljusbehandling av ‘Bintje’.
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Fig. 3. Antal gener med signifikant dndrat uttryck efter en skade- resp. ljusstress. Genaktivitet analyserades
med en TIGR 10.4 array i duplikatprover efter stress. Signifikant &ndrade gener i resp. sort relativt kontrollprov
taget fore forsokets borjan analyserades med B-statistik (p<0.0001).
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Diskussion

Resultaten visar att en stress av potatis leder till en komplex metabolisk omfordelning av kol
och kvive till glykoalkaloider, pé ett sitt som varierar med béade stress och sort. Detta tyder
pa att kinslighet for en viss stress atminstone delvis styrs av genetiska egenskaper som &r
specifika for varje potatissort, men som é&r aktiva i en och samma biosyntesviag. Genom att
jdmfora induktionsprofiler av ca 15000 gener i en stresskdnslig sort med de i en mer
stresstolerant, har vi identifierat aktivitet av ett fatal gener som kan tankas utgora genetiska
skillnader mellan de bida sorterna. Denna nya kunskap om stressinducerade gener som
medverkar 1 glykoalkaloidsyntesen ger nu mdojlighet att genetiskt och biokemiskt mer
ingdende studera pd vilket sétt vissa potatissorter bildar mer glykoalkaloider 4n andra.
Sddana resultat kan pa sikt utnyttjas for att identifiera genetiska markorer f{or
stresskénslighet, och arbete pagér med att analysera genregulatoriska sekvenser (promotorer)
i olika potatissorter. Resultaten har dessutom identifierat gener som kan tankas ha en roll i de
okdnda enzymatiska steg i glykoalkaloidsyntesen som sker efter det att steroler har bildats.
Arbete pagir med att oka eller blockera uttrycket av de identifierade nyckelgenerna i
transgena vaxter for att studera genernas roll i glykoalkaloidsyntesen.

Var studie dr oss veterligen forsta dir mikroarrayanalys utnyttjats for att forstd mekanismer
bakom sortberoende genetiska skillnader i potatis. Av tekniska skdl har endast ungefar
hélften av potatisens gener tickts med studien. En storre mikroarray med nérmare 26 000
gener blev kommersiellt tillgdnglig under mitten av 2009. Detta antal gener antas kunna
tacka nistan alla gener i potatis. Med stor sannolikhet kommer mikroarrayanalyser liknande
den vi gjort att i en ndra framtid kunna utnyttjas for att forstd en rad genetiska skillnader som
ar relevanta for potatis, t.ex. skillnader rérande resistens mot skadegorare.

Utifrén resultaten bedomer vi att ljusexponering &r den stressform som i praktiken ger storst
risk att 0ka glykoalkaloidhalten i potatiskndlar efter skord. Denna risk bor tas i beaktande
vid transport och forvaring av potatis. Det dr dérfor viktigt att de potatissorter som idag finns
1 handeln, liksom nya sorter inom olika fordadlingsprogram, karaktériseras avseende bade
basala och ljusinducerade glykoalkaloidhalter.

En ténkbar tillimpning av de hittills erhdllna resultaten ar att olika potatissorter i dkad
utstrdckning rutinmissigt behandlas for att minimera risken for glykoalkaloidokningar efter
skord. Exempelvis bor ljuskédnsliga sorter som ’King Edward’ inte forvaras ljust eller i pasar
med genomskinliga fonster. Forvaring av delikatesspotatis i genomskinliga plastpasar ter sig
ocksa oldmplig, dtminstone till dess att sorternas ljustolerans faststéllts i stressforsok.

Resultatférmedling

Vi har presenterat de inledande resultaten fran projektet i en populért skriven artikel 1 Potatis
och Gronsaker (1). Resultat frdn projektet har ocksd presenterats i seminarieform pa
Livmedelsverket (2). Ett manuskript dér stress-inducerade TGA-6kningar kopplas till &ndrad
genexpression dr under fardigstidllande och kommer att inséindas for vetenskaplig granskning
i borjan av 2010 (3). Delar av arbetet har ocksd presenterats pd nationella savdl som
internationella vetenskapliga konferenser i bl.a. 1 Uppsala, Linkdping, och Umed, liksom i
USA och Frankrike.

1. Sitbon, F., Dutta, P., Jonsson, L. 2008. ”Det gér att sénka halten av glykoalkaloider”. Potatis
& gronsaker 11: 32

2. Sitbon, F. Reglering av glykoalkaloidsyntesen i potatis. Seminarium pd Livsmedelsverket
090511

3. Nabhar, N., Beste, L., Dalman, K., Jonsson, L., Dutta, P., Sitbon, F. Expression profiling of
two potato cultivars in relation to their glycoalkaloid level during a light or wounding stress,
reveals potential key genes in glycoalkaloid synthesis. Manuskript under fardigstéllande



Samarbeten: Vi har under projektets gang initierat samarbeten med prof. Thomas Moritz,
UPSC, Umed, for en metabolomisk analys av stressrespons i potatiskndlar och LC-MS av
glykoalkaloider. Anders Magnusson, Swegro, har varit en véirdefull kontakt rérande sortval
och for att ndrmare knyta projektet till handelsledet. Kontakt med doc. Christer Andersson,
Livsmedelsverket, har ocksa tagits for samarbete rorande andra typer av alkaloider i potatis.

Fortsatta arbeten

Resultaten visar att skillnader i den glykoalkaloidokning som sker efter stress finns bade
avseende stress och sort. De stora skillnader i stressinducerad genreglering som projektet
visat mellan de béda testade sorterna understryker detta. Detta innebér att risken for en dkad
glykoalkaloidsyntes 1 ett parti av en viss potatissort inte kan forutses utifrdn den basala
halten vid skord, utan dr en sortberoende egenskap som behdver bestimmas experimentellt
for varje enskild stress och sort. Projektet visar dirfor att utdkade studier av stressinducerade
glykoalkaloidhalter i olika potatissorter &r nddvéindiga for att bibehalla en god kvalitet och
sdkerhet av potatis som livsmedel.

Vi bedomer att en inledande fas av projektet nu &r avslutad. Stodet fran Stiftelsen
lantfruksforskning har varit mycket vérdefullt for att etablera projektet, och Oppnar for
kommande storre studier savdl som praktiska tillimpningar av resultaten. Gruppens fortsatta
arbeten kommer att inriktas pa ett effektivt utnyttjande av de nu uppsatta forsokssystemen
for att generera s& mycket ny kunskap som mgjligt om glykoalkaloider och hur de bildas i
olika potatissorter och under olika forhallanden. Exempel pd sddana kommande arbeten ér
biokemiska analyser av biosyntesvdgar, utdkade arrayanalyser, liksom mer tillimpade
studier av stresskénsligheten i olika potatissorter och forpackningens betydelse for
ljusinduktion av glykoalkaloider.

Stiftelsen lantbruksforskning tackas for sitt stod till projektet.

Uppsala 091109

Folke Sitbon, projektansvarig
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