Slutredovisning; Framtagning av havre med laga mykotoxinhalter

Bakgrund

Projektmedel erholls endast under 1 ar. Under den relativt korta tid som projektet fortlopte erholl vi
dock en del viktiga resultat som bekriftar den hypotes som vi satte upp 1 ansdkan. Jag redovisar
dessa nedan, men forst en kort bakgrund till sjélva fragestillningen.

Under de senaste aren har hoga halter av fusariumtoxiner uppmitts i ett flertal cerealier bade i
Sverige och i ovriga Europa. Toxinerna syntetiseras av olika arter av en svamp, Fusarium.
Infektionsforloppet dr komplext och ett flertal olika Fusarium spp. har identifierats. I cerealier som
vete, korn och havre ir F. culmorum, F. avenaceum och F. graminaerum de viktigaste medan F.
langsethi huvudsakligen forekommer i havre. De kan i olika grad infektera plantan och bl.a. orsaka
axfusarios. Aven om en viss skordeforlust kan ske pga. Fusarium-infektion ir det storsta problemet
med axfusarios dr att de infekterande Fusarium-svamparna kan syntetisera komplexa molekyler,
mykotoxiner, som kan vara giftiga for bade ménniskor och djur. Ett stort antal olika toxiner har
pévisats, vilket till en stor del beror pé vilken Fusarium art som huvudsakligen infekterat plantan.

Typiska symptomen pa fusarietoxinforgiftning hos djurbesittningar dr mag-tarmstdrningar som
kriakningar och diarré samt ett nedsatt immunforsvar med diverse komplikationer som foljd. Detta
kan leda till en minskad produktion. Problemen &r @nnu inte lika stora inom livsmedelssektorn,
eftersom fusariumtoxiner som DON, ZER och FUS Bl och B2 bara i mycket begrinsad
utstriackning overfors fran foder till kott, mjolk och dgg. De 6kande halterna av fusariumtoxiner i
spannmal dr emellertid oroande, eftersom dessa kan finnas kvar i produkter som frukostflingor,
miisli, brod, kakor, 6l, etc. Speciellt giller detta T-2, NIV, DON, och ZER. Den 1 juli, 2006 inforde
EU grinsvirden for hur mycket DON och ZER det far finnas bade i foder och i spannmal for
humankonsumtion. Fran den 1 oktober 2007 finns grinsvirden for FUS, som frimst kommer fran
majsprodukter. Grinsviarden planeras ocksa for T-2 och HT-2. Eftersom samtidigt
mykotoxinhalterna varierar mycket upp och ner 1 havreodlingarna skapar detta en stor osikerhet 1
produktionsledet. En forstaelsebaserad forskning inom omradet dr saledes viktig for att lampliga
odlingsrad sa smaningom skall kunna tas fram.

Biologiska mekanismer

Fokus inom Fusarium-forskningen till dags dato har varit att undersdka och identifiera samband
mellan yttre faktorer och axfusarios. Exempel pa sadana faktorer kan vara viderleks- och
temperaturvariationer, ogris, liggsdd, skorderester pd markytan och efterplojning. Eftersom sortval
ocksa kan ha en viss betydelse finns det dven en genetisk komponent i sjukdomsforloppet och inom
foradlingen pagar arbete med att kartligga och selektera for resistenslocus. Identifiering och
karakterisering av specifika generprodukter och deras paverkan pa sjukdomsforlopp,
toleransbildning, biosyntes av toxiner dr dock i sin linda.

Pa grundforskningssidan har data kommit fram som visar att det forsiggar en intensiv kemisk
kommunikation mellan svamp, t.ex. ascomycetessvampar som Fusarium sp. och Aspergilus spp,
och virdvixt under infektionsforloppet (Tsitsigiannis and Keller, 2007). Viktiga signalsubstanser
for kommunikationen mellan virdvixt och svamp aterfinns inom en kemisk grupp av oxiderade
fettsyror s.k. oxylipiner. Oxylipiner #r en divers grupp av dmnen som kan bildas bade enzymatiskt
och icke-enzymatiskt genom autooxidation 1 den biologiska cellen. Efter ett antal studier av
oxylipiner hos bade djur, vixter och svampar star det klart att de 4r synnerligen potenta
signalsubstanser (Blee, 2002). Ett kint exempel pa en vixtoxylipin #r jasmonsyra vars funktion som
vixthormon styr bade reproduktiv utveckling hos véxter och vixtens respons vid skada och forsvar
mot insekter. Vixtproducerade oxylipiner kan dven ha direkt antimikrobiell verkan (Graner et al,
2003; Prost et al, 2005; Andersson et al, 2006; Kourtschenko et al, 2007). Hos svampar styr psi
faktorer, som &r ett sammanfattande namn for olika oxylipiner syntetiserade fran linol- och
linolensyra, bade sporulering och mykotoxin produktion (Champe et al., 1987). Hos djur ir



prostaglandiner vilkidnda oxylipiner som verkar som signalsubstanser vid olika inflammatoriska
responser (Samuelsson, 1983). Den signalerande funktionen hos dessa molekyler &r sédledes
vilbevarad genom evolutionen.

Studier 1 fr.a. transgen majs har visat att om oxylipinsammansittningen hos vérdvixten modifieras
stor detta patogenens inre signalering. Detta leder till svampen producerar ldgre mingder
mykotoxin och férre sporer. Vad vi kénner till har denna princip att modulera det kemiska
samspelet mellan patogen och virdvéxt dnnu inte utnyttjats i den klassiska vixtforadlingen for att fa
fram svampresistenta grodor. En annan poidng med detta angreppssitt dr att eftersom de cellulédra
och molekyldra mekanismerna bakom denna typ av resistens bygger pa kemiska interaktioner
mellan vixt och svamp kommer nya resistenta vixtsorter sannolikt ha ett langvarigt skydd.

I detta projekt avsag vi att testa och utveckla detta koncept. Eftersom nuvarande kunskap om exakt
hur Fusarium angriper cerealier och kopplingarna mellan vilka toxiner som bildas under vilka
omstidndigheter dr rudimentir ville vi forst att klargéra en del av de mekanismer som ligger bakom
infektionsforloppet. Vi har fokuserat var forskning pa havre, eftersom vi kan denna gréda bést och
eftersom vi redan har utvecklat en unik TILLING-population i havre fran vilken vi kan molekylért
screena efter mutanter i oxylipin biosyntesgener. Vi kan ocksa fenotypiskt screena efter
vixtindivider i populationen som uppvisar en 6kad motstandskraft mot Fusarium spp.

Uppnadda resultat
Uppridttande av en oxylipinprofil for havre

Oxylipiner bildas kemiskt genom inkorporering av syre (O,) i lipidmolekyler (Feussner and
Wasternack, 2002). Hos véxter sker inkorporeringen framforallt 1 linol- (C18:2) och linolensyra
(C18:3) vid antingen kolatom nummer 9 eller 13 1 kolkedjan. De resulterande distinkta fettsyra-
hydroperoxiderna fungerar dérefter som substrat i olika enzymatiska biosyntesvégar. Oxylipiner har
framforallt undersokts hos dikotyledoner, medan kunskapen om vilka olika oxylipiner som finns
hos monokotyledoner 4r mer rudimentir. Forvanansvirt nog har inga studier 6ver huvud taget gjorts
i havre och vete. Vi bestimde och kvantifierade darfor bade fria och bundna oxylipiner i havre. De
oxylipiner som detekterades och som var beroende av enzymatisk 13-LOX aktivitet var 13-HOD+/-
Me, 13-HOT+/-Me, 13-H(P)O+/-Me, oPDA+/-Me samt JA och av enzymatisk 9-LOX aktivitet 9-
HOD+/-Me, 9-HOT+/-Me samt 9-H(P)OT+/-Me. Vi hittade ocksa de icke enzymatiskt formade
oxylipinerna 12-HOT+/-Me och 16-HOT+/-Me. Var undersokning visar siledes att bade 9-LOX
och 13-LOX enzymer de facto forekommer i havre, eftersom vi hittade bade position 9 och 13
oxlipiner, samt att dessa finns i betydligt hogre médngd idn de icke enzymatiska formade
produkterna. Oxylipinernas kvantitet &r 1 paritet med vad vi tidigare har uppmiaitt 1 Arabidopsis blad
(Andersson et al., 20006), vilket styrker var arbetshypotes att dven mellan Fusarium och havre &r
oxylipiner involverade i den priméra signaleringen. Eftersom vi nu kénner till havreoxylipinprofilen
har vi siledes den bakgrundsinformation som vi behover for att analysera de mutanter som nu haller
pa att isoleras, se nedan.

Kloning av oxyipinbiosyntesgener fran havre

Enzymatiskt katalyseras oxylipinbiosyntesen av s.k. lipoxygenaser som avkodas fran diverse LOX
gener. Genom sekvensjamforelser av LOX-gener fran olika vixtsystem identifierade vi tva
konserverade delar pa LOX-sekvenserna. Med hjilp av denna information och med s.k. RACE-PCR
teknik kunde vi dérefter isolera fulllingds sekvenser for tva putativa havre 9-LOX-cDNA. Den
enzymatiska aktiviteten av det enzym som avkodas fran dessa sekvenser kommer att bestimmas in
vitro for att vi med sékerhet skall kunna avgora deras aktivitet och didrmed bekrifta att vi plockat
upp ritt DNA bit. Arbetet med att genom rekombinant teknik producera dessa i bakterier pagar. De
identifierade DNA sekvenserna kommer &dven att utnyttjas for att identifiera mutanter i havre
TILLING populationen som vi tagit fram. Vi kommer att da att faststilla oxylipinprofilen hos
mutanterna innan vi undersoker deras formaga att forhoja resistens mot Fusarium och ddrmed
minska bade sjdlva infektion svampens formaga att producera mycotoxiner.



Tekniker och analyser

I detta projekt har vi utnyttjat diverse molekylédrbiologiska tekniker sasom DNA sekvensering, olika
PCR tekniker som RT-PCR, RACE och Q-PCR, kloning och metodik for att screena efter
mutationer i specifika gener i TILLING-population.

For att klona LOX gener fran havre har vi utnyttjat diverse PCR och chromosomal walk tekniker,
speciellt optimerade for det mycket stora havregenomet.

Oxylipinbestdmningar kriver apparatur som HPLC, GC och GC-MS med speciella kolonner och
referenser. Den initiala bestimningen av havreprofilen havre gjordes dérfor 1 samarbete med Prof.
Ivo Feussner, Gottingen. Vi kommer nu att sédtta upp dessa analyser 1 Goteborg.

Olika metoder for att bestimma och kvantifiera Fusarium och deras mykotoxiner kommer att goras
i samarbete med AnalyCen. Ansvarig for utveckling hos AnalyCen ir utvecklingschef fil dr. Sune
Eriksson.
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Resultatformedling

Eftersom projektets endast pagatt under 1 ar har dnnu ingenting publicerats i fack- eller
branschtidningar. Preliminidra resultat har dock presenterats pa moten arrangerade av de Svenska
och Nordiska Havreféreningarna.



