Slutrapport for projektet : Tiamin — ett stdrkande vaxtskyddsmedel? (H0933088)

Bakgrund

| projektet har vi undersokt om tillsats av vitamin B1 (tiamin) kan forstarka véxters
forsvarskraft mot insektsangrepp. Vid projektets borjan fanns redan preliminara resultat fran
tidigare studier utférda av en egyptisk gastprofessor, Afaf Hamada i min forskargrupp. Hon
hade visat att sprejning av kornplantor med tiaminldsning eller bl6tlaggning av kornfron i
tiaminl6sning hade lett till att populationstillvaxten av bladloss paverkades negativt pa dessa
plantor. | dessa studier hade hon anvant unga kornplantor odlade i jord under kontrollerade
odlingsforhallanden. Plantornas tillvaxt var densamma oavsett om de var vitaminbehandlade
eller inte. Syftet med projektet var att gora en grundligare studie om tiamin kan paverka
vaxternas kvalitet som vardvaxter for bladléss for att undersoka mojligheterna att anvanda
denna metod som en alternativ bekdmpningsstrategi.

Material och metoder

Véaxtmaterial och odling. Vi har anvéant korn (Hordeum vulgare L.), sorterna Lina, Barke,
Golf och C.1. 16145 och art (Pisum sativum L.) sorten Fintva, erhallen fran Rolf Stegmark,
Findus Sverige AB, Bjuv. Fron steriliserades, groddes i petriskalar och planterades i krukor i
vermikulit och perlit (1: 1). Krukorna vattnades med en néringsldsning (Metwally et al.,
2003). Plantorna odlades i en odlingskammare med 16 t ljus/8 t moérker med 200 pmol fotoner
m?s™ vid 20-22 °C.

Tiaminbehandlingar. Tiamintillsats: Tiamin hydroklorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) tillsattes néringslosningen till olika slutkoncentrationer under 5 dagar. Tillsatsen
upphdrde de sista 24 timmarna innan bladldss sattes pa plantorna. Frobehandling:
Ytsteriliserade fron blétlades med luftgenombubbling i vatten (kontroll) eller olika
tiaminkoncentrationer under 10 timmar (korn) eller 8 timmar (artor). Doftbehandlingar: 100
ul vatten (kontroll) eller tiaminlosning applicerades pa ett filterpapper som under 2 timmar
fastsattes i 6vre delen av en 4 L polykarbonatbur som innehdll en planta. Efter behandlingen
togs buren bort och plantan fick sta 6ppet under 2 timmar innan bladldss sattes pa.

Bladlusodling och behandlingar. Individer av havrebladlus, Rhopalosiphum padi (L) var
insamlade i falt i narheten av Uppsala, odlade i vaxthus och erhélls fran Dr. V. Ninkovic.
Individer av sadesbladlusen (Sitobion avenae) insamlades i ett vetefélt i narheten av Alnarp,
odlades i véxthus och erhdlls fran Prof. I. Ahman. Artbladléss (Acyrthosiphon pisum H.)
erholls fran Rolf Stegmark, Findus AB. De hade insamlats pa falt i narheten av Bjuv och
odlats i vaxthus. BladlGssen véxte pa plantor i ett odlingsrum vid 20 °C, 50% fuktighet,
fotoperiod 16 t ljus/ 8 t mérker med 100 pmol fotoner m™ s™. Plantor som anvandes for
bladluskolonierna inspekterades visuellt for vaxtvirussymptom och inga sadana symptom
observerades. Nar effekter pa R. padi med och utan Rhopalosiphum padi virus (RhPV)
jamfordes, odlades bladluskolonier med och utan virus i separata odlingskammare. For att
starta virus-fria bladluskulturer, holls nyfodda nymfer atskilda och testades med hjélp av RT-
PCR om de inneholl bladlusvirus med hjalp av den metod som beskrivits i Ban et al., (2007).
Prover togs dven under experimentets gang for att undersoka status vad géller bladlusviruset.
Bladlusbehandlingar: Sju dagar gamla kornplantor férsags med en plastcylinder (5 cm lang
och 3 cm diameter) runt forsta bladet. Tjugo ovingade bladldss (blandade generationer)
placerades forsiktigt inuti cylindern med hjalp av en pensel. Cylindern forslots sedan med
skumgummi i bada andar. Kontrollplantor forsags med likadana cylindrar utan bladldss. Efter



2 timmar togs 6vre skumgummit bort och krukorna placerades i var sin genomskinlig bur (10
x 10 x 40 cm) som upptill var forsluten med nylonnat. Nasta dag togs cylindern bort. |
experiment med artbladlus placerades cylindern mellan férsta och andra bladet pa 15 dagar
gamla &rtplantor inuti den storre buren.

Bladl6ssens livslangd och forokningsformaga. Vuxna bladléss placerades pa andra bladet pa
kornplantor av sorten Lina i 2-3 blads stadium. De placerades inuti 50 ml genomskinliga
polystyrenrdr i odlingsrum under forhallanden som ovan beskrivet. | 6vrigt utfordes
experimentet som i Ban et al., 2008. Varje behandling utférdes med 15 upprepningar.

Test av bladlusheteenden. Havrebladlusens respons pa dofter underscktes i en olfaktometer
med tva anslutningar i enlighet med Pettersson, 1970. Experimenten utférdes som i Ban et al.,
2008. Antalet observationer jamfordes med Wilcoxon matched-pairs tests. Dofterna som
bladldssen kunde viélja mellan var antingen kornplantor fran plantor vars fron bl6tlagts i
tiaminldsning eller i vatten; kornplantor i burar med filterpapper indrénkta i tiaminldsning
eller vatten; eller badgare med 10 ml vatten alternativt tiaminldsning (1 mM eller 2 mM).

Odling av bladloss pa artificiella dieter. Sammansattningen av den artificiella dieten var som
i van Emden (2009). Tiaminkoncentrationen var antingen 0 uM, 75 uM (dietens recept) eller
150 pM. Naringslosningen placerades mellan tva lager av Parafilm M vid ena dnden av
cylindrar av akryl (2.4 cm x 2.4 cm in diameter) medan den andra dnden av cylindern var i en
petriskal dar bladlusen placerats. En nymf av R. padi placerades pa varje portionspase och alla
nymfer som foddes fran varje bladlus raknades och togs bort upp till 33 dagar. Tio bladloss
testades parallellt for varje tiaminkoncentration. Experimentet utférdes i ett odlingsrum under
forhallanden som for bladlusodlingen beskriven ovan.

Real time RT-PCR. Analyser utfordes i prover fran plantor fore och 24 timmar efter att
bladlss satts pd dem. Tjugo bladldss sattes pd 9 dagar gamla plantor pa forsta bladet.
Plantorna kom fran fron som blotlagts i vatten eller tiamin som ovan beskrivits. Bladet frystes
1 flytande kvdve och forvarades i -80 °C till dess RNA extraherades. For detaljer angaende
dessa experiment hénvisas till manuskript Hamada och Jonsson, (se nedan) som kan skickas
in till SLF om sé onskas.

Burar for studier av bladlusens
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Resultat

Populationstillvaxten av havrebladlus pa kornplantor reduceras markant om kornfréna
forbehandlas med tiamin

Ett stort antal experiment visar att tiaminbehandling av frén har en kraftigt reducerande effekt
pa populationstillvaxt av bladléss. Forbehandling av fron eller tillsats av tiamin till
néringslésning i en koncentration av 150 uM resulterar i att bladlustillvéxten reduceras till
ungefar 60% av den pa en kontrollplanta (Fig.1). Hogre koncentrationer av tiamin &n 150 uM
ger inte starkare effekt (Fig.1). Om man foljer populationstillvéxten dag for dag visar det sig
att effekten ar nagot starkare de forsta tva dagarna, men sett 6ver en veckas tid haller den sig
till omkring 40% reducering (Fig.2). Effekten har visats i fyra olika kornsorter (Fig. 3) och
beddms darmed vara generell i korn. En ndrmare studie av olika aspekter av havrebladlusens
livslangd och reproduktion visade att den reproduktiva livslangden samt antal avkommor
reduceras pa plantor som tiamin-behandlats. Daremot paverkas inte antal dagar innan
reproduktionen pabdrjas (Tabell 1). Effekterna av tiaminbehandling var for alla faktorer nagot
starkare pa virusinfekterade bladloss an friska bladl6ss. Det virus som har avses ar det s.k.
havrebladlusviruset, som vi funnit vara vitt spridd i bladluspopulationer i Sverige (Ban et al.,
2007). Studier av bladlusens acceptans for sin vardvaxt visade att d&ven denna paverkas av
tiaminbehandling, sa att den reduceras till 60-70% av den pa en kontrollplanta (Fig. 4).
Behandlingar av plantorna med doften av tiamin under 2 timmar visade att dven detta
paverkade plantorna sa att de blev samre vardvéxter for bladloss som sattes pa upp till 7 dagar
efter behandlingen (Fig. 5).

Tiaminbehandling reducerar populationstillvaxt av sadesbladlus pa korn och artbladlus
pa art

Studier av sadesbladlus pa kornplantor visade att populationstillvaxten av sadesbladlus
reducerades pa tiaminbehandlade kornplantor (Tabell 2).. Studier av tillvéaxt av artbladlus pa
arta visade ocksa lagre populationstillvaxt pa tiaminbehandlade véxter. Detta visar att
tiaminbehandling paverkar olika arter av bladlus och har effekt bade i tvahjartbladiga och
enhjartbladiga véxter.

Tiamineffekten beror inte pa direktpaverkan pa bladlusen

For anvandning av tiamin i praktisk vaxtodling ar det viktigt att utreda om effekten ar direkt
pa insekten eller via paverkan pa plantans metabolism. For att studera eventuella
direkteffekter pa bladlusen har vi latit bladlossen leva pa s.k. artificiella dieter, dar de suger en
néringslosning genom parafilm. Vid jamforelse mellan 16sningar med och utan tiamin eller
med en hog dos tiamin erholls ingen skillnad i reproduktionsférmaga under trettio dagar,
vilket tyder pa att tiamin inte direkt paverkar bladlusens amnesomsattning (Tabell 3). En
annan fraga ar om tiamin kan vara en repellent, d.v.s. att bladldssen skyr plantan pa grund av
lukten fran tiamin (som innehaller svavel). Vi har studerat detta genom s.k. olfaktometertest,
dar bladlusen befinner sig i en kammare dér den via luftstrommar kan k&nna dofter och kan
vélja att rora sig at olika hall. Bladlossen kunde vialja mellan kontroller och prover med
tiamindoft. Resultaten visade att bladldssen inte reagerade pa tiaminlukt, lukten av tiamin i
kombination med kornplantor eller lukten av plantor som behandlats med tiamin (for resultat
hénvisas till manuskript Hamada och Jonsson, se nedan).



Tiaminbehandling paverkar vaxternas genuttryck innan angrepp av bladléss

| tidigare studier av tiaminbehandlade plantor har det foreslagits att effekter mot patogener ar
en s.k. priming-effekt, vilket innebér att véxterna uppnar ett stadium av forberedelse och
darigenom snabbare kan svara med forsvarsreaktioner vid angrepp (Ahn et al., 2005; 2007).

| dessa studier har skillnader i genuttryck mellan tiaminbehandlade och kontrollplantor
observerats forst nar véxten blivit infekterad. Vi studerade genuttrycket i kornplantor fore och
efter bladlusangrepp och fann skillnader innan angreppet, men inga ytterligare skillnader efter
angreppet (Fig. 7).
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Fig.1. Effekt av olika koncentrationer av tiamin pa populationstillvaxt av havrebladlus pa
kornplantor. Sort= Lina. A: Tiamin tillsatt via néringslésning 6 dagar fore experimentets
borjan. B: Fron har blétlagts i 16sning med tiamin under 10 h fore sadd. n=5. Olika bokstaver
ovanfor staplarna anger statistiskt signifikanta skillnader (t-test).
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Fig. 2. Effekt av behandling av tiamin pa populationstillvéaxt av havrebladlus pa kornplantor
under en veckas tid. Tjugo bladloss sattes pa varje planta vid forsokets borjan och varje dag
avslutades forsoket med att rakna totala antalet bladlss pa en andel av plantorna. Fron har
forbehandlats med 150 uM tiamin (rod linje) eller vatten (bla linje). Gron linje anger %
bladléss pa behandlade plantor i forhallande till antal pa kontrollplantor. Sort = Lina. n=5 for
varje tidpunkt och behandling.
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Fig. 3: Effekt av behandling med tiamin i olika koncentrationer pa populationstillvaxt av
havrebladlus pa fyra kornsorter: Barke, CI 16145 (CI), Golf och Lina. Forsoken ar utforda vid
olika tidpunkter och resultaten kan inte jamféras sinsemellan. Medelvérden (+ SE) anges.
n=5. Asterisker visar signifikanta skillnader mellan kontroller och behandlingar med t-test (*
P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001).

Tabell 1. Effekter av tiaminbehandling med 150 uM pa livslangd och reproduktion hos friska
och virusinfekterade bladléss pé& kornplantor. * Bladléssen bar pa havrebladlusvirus (Ban et
al., 2007). n =15. Siffror anger medelvarden (n=15). Asterisker anger signifikanta skillnader
mellan behandlade och kontroller med Mann-Whitney test(* P< 0.05; ** P< 0.01; *** P<

0.001).

Friska bladldss Dinfekterade bladléss
Kontroll | B1 (150 puM) | Kontroll | B1 (150 puM)
Dagar innan reproduktion 6,4 6,7 5,73 6,0
Livslangd (dagar) 28,3 26,7 21,93 18,2*
Reproduktiv livslangd (dagar) 16,3 14,1* 12,73 9,13**
Antal nymfer/individ 79,9 57,1 *** 60,87 36,0%**
Antal nymfer/reproduktiva dagar 5,0 4,1** 4,79 3,6**
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Fig. 4. Effekt av tiaminbehandling av kornplantor pa bladlusacceptans. Sort= Lina. Fron har
forbehandlats med vatten (vita staplar) eller 150 uM tiamin (gra staplar). Antal bladloss av
totalt 10 som &ter pa véaxten inom 2 timmar anges. Resultaten ar medelvarden (+ SE). n=10.
*** anger signifikant skillnad med P<0,05 (t-test)
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Fig. 5: Effekt av behandling av kornplantor med tiaminlukt pa populationstillvaxt av
havrebladlus Sort =Lina. Tiamin (100 pl, 150 uM) har adderats till ett filterpapper som
placerats inuti odlingsburen under 2 timmar. Tjugo bladldss sattes pa plantorna angivet antal
timmar efter behandlingen och totala antalet bladldss raknades efter 5 dagar. Resultaten &r
medelvarden (+ SE). n=4. Asterisker visar signifikanta skillnader mellan behandlingar och
kontroller med t-test (* P< 0.05; ** P< 0.01).



Tabell. 2. Effekter av att blotlagga fron i tiamin pa populationsutveckling av olika arter av
bladlus. Fron av korn (Lina) respektive art (Fintva) blotlades i olika koncentrationer av
tiamin eller vatten under 10 timmar innan groning. Pa nio dagar gamla kornplantor sattes
antingen havrebladlus (R. padi) eller sddesbladlus (S. avenae) (10 bladldss per planta). Totala
antalet bladloss raknades efter en vecka. Pa femton dagar gamla artplantor sattes 10
artbladloss (A. pisum) per planta och totala antalet raknades efter tva veckor. Resultaten &r
medelvarden (+ SE). n=5. Asterisker visar signifikanta skillnader mellan kontroll och
behandling med t-test (* P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001). NT = gj testat.

Tiamin (UM) R. padi S. avenae A. pisum

0 67.0+3.6 23.0+3.1 225.0+13.7
50 NT 10.0 +1.7 * 80.7+15.7 **
100 NT 12.3+1.8* 129.0+21.7 *
150 30.0 +7.6** 7.742.3* 124.7415.9**
200 31.242.8***  5.0+2.0** 129.0+7.0 **

Tabell 3. Antal nymfer av havrebladléss som en bladlus producerat under 11 dagar eller 33
dagar. Bladl6ssen livnarde sig pa artificiella dieter med olika tiaminkoncentrationer. n = 10
(11 dagar) och n= 3 (33 dagar). Inga signifikanta skillnader mellan behandlingarna enligt t-
test.

Antal nymfer
Tiamin (uM) 0 75 150
9.30+0.98 12.70+1.56 8.70+1.82
34.33+4.70 40.67+2.73 33.00+4.36

11 dagar
33 dagar
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Figur 7. Effekter av tiaminbehandling pa genuttryck i kornplantor fore och efter
bladlusangrepp. Kornfron (Lina) blétlades i tiamin eller vatten (kontroll) fére groning.
Plantornas forsta blad skordades for gPCR analys dag 9 eller dag 10, 24 timmar efter att 20
stycken havrebladloss satts pa varje planta. LOX = lipoxygenas, AOS = allenoxid syntas,
GLU = glukanas, BCI4= "barley chemically induced 4” (Besser et al., 2000). Data visar
medelvarden + SD av fyra upprepningar med vardera fyra plantor, med tre tekniska
upprepningar. Asterisker mot vit bakgrund visar signifikanta skillnader jamfért med kontroll
vid t= 0 och asterisker mot gra bakgrund visar signifikanta skillnader jamfért med
tiaminbehandlade plantor vid t=0. t-test (* P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0.001). Resultaten
bekraftades i tva oberoende experiment.



Diskussion

Vara resultat visar tydligt att tiaminbehandling av plantor paverkar livslangden och fertiliteten
hos bladloss. Effekten visas for kornplantor med havrebladlus och sddesbladlus och for art
med artbladlus. Det finns inga tecken pa att tiamin paverkar bladléssen direkt utan effekten
tycks ga via plantorna. Andra forskare har tidigare publicerat tiamineffekter mot
mikroorganismer for andra arter; tobak (Malamy et al., 1996; Ahn et al., 2007), Arabidopsis,
(Ahn et al., 2005, 2007), gurka (Ahn et al., 2007), ris (Ahn et al., 2007; Bahuguna et al., 2012)
och vindruva (Hatem et al., 2012). Vara resultat stiammer dverens med tidigare publikationer
satillvida att plantorna far starkare motstandskraft mot angripare. Vara resultat skiljer sig dock
mot tidigare resultat i flera aspekter. Vi erhaller effekter mot bladloss vid 150 uM tiamin,
jamfor med tidigare effekter som erhallits vid 1 mM (injektion i blad) (Malamy et al., 1996);
10 mM i spraybehandlingar (Ahn et al., 2005, 2007); 50 mM i spray eller frobehandlingar
(Bahuguna et al., 2012); och 30 mM i spray eller behandlingar av bladskivor (Hatem et al.,
2012). Det finns inga uppgifter om den slutliga koncentrationen av tiamin (eller dess
fosforylerade form) i vavnaden, men det forefaller som att de koncentrationer som ger
effekter mot bladldss ar en eller tva tiopotenser lagre an vid tidigare studier som beror
bakterier, svampar eller virus.

Mekanismerna forefaller ocksa vara olika. Tidigare studier tyder pa priming, d.v.s. att
genuttrycket andras forst nér ett angrepp har skett och det har framst berért gener som styrs
med signaldverforing via salicylsyra (Malamy et al., 1996; Ahn et al., 2005, 2007). Vi ser
daremot inga effekter pa gener som styrs via salicylsyra och vi kan for ett par gener pavisa
effekter pa genuttryck redan innan bladléssen angripit plantorna. De gener som visar skillnad
i uttryck i tiaminbehandlade plantor &r sddana som vi redan tidigare identifierat vara av
intresse eftersom de visat hogre uttryck i kornplantor med viss resistens mot bladlgss (Delp et
al., 2009). Tiaminbehandlingen paverkar dem dock i motsatt riktning mot férvantat, sa att
genuttrycket ar lagre i de behandlade plantorna. For att fa klarhet i mekanismerna av
tiamineffekterna kravs fordjupade studier.

Sammanfattningsvis har vi inom projektet tydligt bekraftat att tillskott av tiamin till vaxter
leder till forstarkt motstandskraft mot bladloss. Vi har fordjupat kunskapen om vilka aspekter
av bladléssens reproduktion, tillvéxt och beteende som paverkas och vi har starka belagg att
effekterna gar via plantorna. Det finns ansatser till en vetenskaplig forklaringsgrund. Med
projektet har vi visat att det finns en potential att utveckla metoder for att anvanda tiamin for
att starka véaxters motstandskraft i praktisk vaxtodling.
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Ovrig resultatférmedling till naringen

Vi har av hansyn till IP-rattigheter varit restriktiva med resultatférmedling till n&ringen under
projektets gang. Vi har bedomt att resultaten varit mycket lovande och vidare att anvandning
av tiamin som ett alternativ i bekampning far storst genomslag om det kan tas till en
kommersiell tilldmpning. Vi har kontaktat Innovationsenheten vid Stockholms universitet for
att diskutera detta och darifran fatt stark uppmuntran. Med hjalp av SU Innovation och
Forskarpatent i Uppsala har vi fatt beskedet att det inte gar att soka patent for de idéer som
beskrevs och darmed offentliggjordes i var ansokan till SLF. Under sommaren 2012 har vi
visat och diskuterat vara resultat med representanter for Lantméannen. FOr narvarande har vi
en forskningsansokan tillsammans med BioAgri AB till Lantmannens forskningsstiftelse med
syfte att fortsatt utveckla tiaminbehandling som ett alternativt bek&mpningsmedel.



