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Sammanfattning

I Sverige odlas havre endast som vérgroda. En havre som klarar vintern skulle dka utbytet och
sdkra mdjligheterna att tillfullo bade utnyttja havrens avkastningspotential och dess positiva
vixtfoljdseffekter. Den langsiktiga malsdttningen med detta projekt ar dérfor att ta fram en svensk
hosthavre. For att 4stadkomma detta har vi i olika projekt bedrivit forskning efter olika parallella
linjer sdsom a) selektion i falt efter mer hirdiga havresorter b) isolering, sekvensering och
karakterisering av koldinducerade havregener c¢) bioinformatisk analys av promotorsekvenser i
Arabidopsis genomet och publika mikroarraydata pa koldinducerad Arabidopsis och upprittande
av ett gennitverk for de viktigaste reglergenerna i1 koldacklimatiseringsprocessen samt d)
utarbetande av ett regenererings- och transformationssystem for vinterhdrdig havre samt
utvecklandet av ett system for en identifiering av mutationer 1 pa forhand bestdmda
havresekvenser. Detta projekt har finansierat delar av alla 4 punkterna, framfor allt a) och d).

Efter 4 &rs selektion i falt av speciellt vinterhdrdiga havresorter och via diverse korsningar fran
dessa har vi fétt fram ett 20-tal linjer som uppvisar mycket storre hérdighet dn existerande
varsorter och med i huvudsak bibehdllet odlingsviarde. Fran 10000 EST sekvenser har vi
definierat ca 400 gener i1 havre som induceras under koldacklimatiseringen. Fran
genndtverksstudier har vi definierat nya relationer mellan olika transkriptionsfaktorer som ingér i
koldregleringen och identifierat ett flertal gener som &r potentiellt anvidndbara markorer i
foradling for hosthavre. Slutligen har vi fran en vinterhdrdig havrelinje utarbetat ett protokoll for
regenerering av nya plantor via s.k. microtilling, dvs. induktion 1 vdvnadsodling av multipla skott
frén kallus genererad frdn mogna embryon.

For att komma vidare och fa fram en odlingsbar hdsthavre krdvs nu en vidareutveckling av
nuvarande forddlingsmetoder dér dels precisionen i genvariationen 0kas genom riktad mutagenes
och genteknisk modifiering och dels att en mer aktiv, markorbaserad selektion utarbetas for att
identifiera de bésta korsningskombinationerna och de bista individuella plantorna.

Introduktion

Malséttningen med detta projekt var att utreda mojligheterna att etablera en “ny” grdda,
hosthavre, 1 Syd- och Mellansverige. For att kunna &stadkomma detta krévs en 6kad forstielse av
de bakomliggande biologiska mekanismerna for kdldacklimatisering och vinterhirdighet, en
identifiering av tdnkbara genkillor for okad vinterhdrdighet i tillgéngligt material samt en
utveckling av metoder for en riktad mutagenes av pd forhand definierade gener i havre.

I England finns idag en hosthavre som klarar det engelska klimatet och odlingen av hosthavren
har 6kat under de senaste 20 dren. Under de senaste fem &ren har sortmaterialet forbattrats sa
mycket att dver 80% av havren nu sés pa hosten. Detta har lett till att havreskordarna dkat fran ca
4,5 ton/ha for tio &r sedan till 6 ton/ha (Green 1999). Varhavre odlas numera huvudsakligen i
Skottland. 1 Sverige skulle en hostsddd havre ge hogre skord dn vérsddd havre, hogre skord i
efterfoljande vete samt 6ppna for 6kad hostoljeviaxtodling 1 Mellansverige.



Tillgang till hosthavre skulle kunna 6ka intdkterna med minst 250 milj/ar netto! (tabell 1). En
hogre avkastning 1 havre skulle ocksa 6ppna for 6kad anvindning i1 foder, speciellt om den kan
kombineras med forbattrat fodervirde och stirka konkurrensformdgan vid export till
Nordamerika liksom vid fordndringar av villkoren f6r havreodling inom EU.

De transnationella foretagens fokus pé de “stora” grodorna, majs, sojabdnor, ris har ocksa lett till
att konkurrenskraften hos speciellt den mellansvenska vixtfoljden har forsvagats. Vi tvingas
alltmer mot monokulturer av vete med de problem som det innebédr. En hog avkastande tidigt
mognade havre vore déarfor mycket intressant. En lantbrukare med 100 ha skulle forsiktigt rdknat
oka sitt netto med ca 100.000 kr/ ar (tabell 1) vid odling av en sédan, tidig havre. Om man antar
att 30% av dagens havreareal skulle ingér i en sddan vaxtfoljd, dvs. totalt ca 250.000 ha, skulle
detta ge ett nettotillskott pd ca 250 milj kr till svenskt vixtodling. Detta kan jamforas med
bruttointdkten for havreexporten till USA som dr ca 200-300 miljoner kronor per ar.

Vi har testat det begrinsade engelska och tyska sortmaterialet for vinterhdrdighet under
Sydsvenska och Mellansvenska forhallanden. Det har da visat sig att dessa sorter har mycket svart
att klara véra vintrar. Syftet med detta projekt var att bredda denna inventering genom att testa
alla vinterhdrdiga linjer av odlad hexaploid havre frin hela vérlden samt att undersdka
mojligheterna att ytterligare forbéttra denna egenskap genom en utveckling av existerande
forddlingsmetoder.

Tabell 1. Berdkning av lantbruksforetagarens slutanvéndarnytta av att odla hosthavre. Antagandet dr en 5-
arig vaxtfoljd (h-havre, h-vete, h-havre, h-oljevdxt, h-vete) vilken har jimforts med dagens
monokulturliknande strdsddesintensiva odling utan oljevéixter i véxtfoljden. Skordedkningarna &r
forsiktigt bedomda utifrén vaxtfoljdsforsok etc.

Kundnytta med hosthavre Vinst/ha under 5 ar (kr)
Skordedkning i host-havre jmf varhavre ca 1500 kg/ha 300

Skordedkning i host-vete efter havre ca 500 kg/ha 100

Skordedkning i host-havre jmf. Varhavre ca 1500 kg/ha 300

Skordedkning i hdst-oljeviixter jmf vat-oljevaxt ca 1000 kg fro a 1.80 360

Skordedkning i hdst-vete efter h-oljevéxter 1000 kg a 1 kr 200

-Avgar for 6kad vaxtforadlareavgift 2arx50kr/ha pa 5 ar (20 kr/ha) -20

Summa 1240

Vinterhdrdighet hos vixter dr ett komplext fenomen som bestar av flera olika fysiologiska
komponenter. For att kunna Overleva vintern maste grodan forst och framst kunna klara laga
temperaturer (under 0°C). Darefter under tidig var, nir grodan gér ur sin vintervila, maste den
dessutom kunna klara tillfallig nattfrost samt den ljusstress som uppstar d& plantorna utsitts for
den starka varsolen i kombination med ldga temperaturer. Grodan maste ocksd kunna véxa och
utvecklas under icke-optimala temperaturer under 10°C (’chilling tolerance”), samt klara den
torkstress som foljer av ett simre vattenupptag dd det fortfarande finns tjile i marken.

Ett flertal fysiologiska och biokemiska mekanismer har utvecklats hos véxter for att de skall
anpassa sig till denna stress. Om man utsdtter en planta for temperaturer strax ovanfor
fryspunkten svarar denna med att upp- eller nedreglera ett flertal olika gener.



Dessa 1 sin tur aktiverar eller represserar hundratals andra gener och genfamiljer. Sammantaget
leder denne omreglering av kritiska gener till en béttre tillvaxt vid laga temperaturer samt ett okat
skydd mot frost. Exempel pa cellulira anpassningar som sker &r aktivering av nya
transkriptionsfaktorer och signaltransduktionsvégar, forandringar i primar metabolism, osmotiska
justeringar, strukturella fordndringar fr.a. i cellmembranen, olika typer av degraderings och
reparationsmekanismer, nedbrytning av toxiner, 6kad tolerans mot fotoinhibition, inaktivering av
oxidativa produkter som t.ex. fria syreradikaler och induktion av ett flertal proteiner med helt
eller delvis okdnda aktiviteter.

Eftersom véxter hela tiden for ett flertal olika stress, bade biotiska (mikroorganismer, parasiter,
insekter) och abiotiska (temperaturskillnader, ljus, salt etc.) dverlappar ménga stressresponser
med varandra, tex. torka, kyla och saltstress, vilket ytterliggare komplicerar analyserna av dessa.
Detta leder ofta till att en kdldhérdig planta ocksa tal mer stress i form av t.ex. torka. Ett skal till
att det dr sd svart att forddla for en 6kad koldhérdighet ér just det faktum att sd manga olika gener
och processer ér inblandade. (Thomashow 1999).

Ett fatal forsok med vinterhdrdig havre har gjorts i Sverige (B. Mattsson, SW pers.
kommunikation). Emellertid finns det inga systematiska forsok gjorda dér malsittningen har varit
att ta reda pd exakt ndr och varfor plantorna dor. Fros de ihjél under sjdlva vintern eller dog de av
uttorkning eller av for starkt solljus under tidig var? Vilken del péd plantan dr mest kritisk for
overlevnad? Manga plantor Overlever, men fOrlorar i vigdér, dvs. de tappar sina
odlingsegenskaper. Vad beror detta pa? For att kunna hitta nya markdrer for foradling och for att,
1 ett senare skede, precisionsmutera eller med hjélp av genteknik ta fram transgen havre med en
okad frosthérdighet, inledde vi ett arbete att systematiskt klassificera alla de 100-tals gener som ar
inblandade i koldresponsen.

For att inte den klassiska forddlingen skall ohjilpligt efter krivs tillgangen till effektiva markorer
for mer precis selektion. Vi behover bygga upp kunskap om havregenomet, dess genstruktur och
funktion. Att sekvensera alla kromosomer i havre pa samma sétt som gjorts for méanniska och ris
m.fl. organismer skulle bli orealistiskt dyrt pa grund av det mycket stora havregenomet. Det mest
ekonomiska och tidseffektiva sitt att lira sig mer om havregener ar diarfér genom EST-
sekvensering. Under de senaste fem aren har vi byggt upp vérldens storsta EST-sekvensdatabas
for havre. Diér finns ca 15000 sekvenser, motsvarande ca 3500 unika gener. Ingen vet hur manga
gener som totalt finns 1 havre men en god gissning, baserat pa risgenomet som ar helt sekvenserat,
ar ca 30000. Var havredatabas dr darfor, trots att den ar storst 1 virlden, fortfarande rétt liten. Var
databas ér dverrepresenterad nér det géller koldrelaterade gener, vilket ér till en stor fordel nér det
géller hosthavreprojektet.

Efterhand som vér kunskap om havregenernas funktion 6kar, 6kar ocksa behovet av ett biologiskt
testsystem dér biologisk funktion hos individuella gener kan testas. Vi har tidigare utvecklat ett
transformationssystem som dr unikt i vérlden for en havregenotyp (Belinda). Med 6kand kunskap
av reglergener som styr koldacklimatisering kommer vi att kunna utnyttja detta protokoll for att
pa transgen vag uppreglera kritiska kdldgener och testa om vi pa detta sétt kan ta fram plantor
med en hogre vinterhdrdighet.

Malsittning

Malsédttningen 1 detta projekt var att undersoka forutsattningarna att utveckla en vinterhirdig havre
for syd och mellansvenska forhallanden



Detta skedde genom

* att testa befintligt material i faltforsok 1 Skéne och Vistergotland

* att under koldstress isolera mRNA fran olika havre sorter

* att utarbeta ett regenereringssystem for den hirdigaste havresort vi kunde identifiera

» Oka forstielsen av de gener som aktivas vid havrens svar pd temperaturstress
Malet var inte bara att hitta hédrdiga linjer for traditionell korsning utan att ocksa korsa vidare fran
de bdsta av dessa. Vi ville ocksd definiera mekanismer som ger 6kad hdrdighet samt att forsoka
identifiera de nyckelgener som ger denna hiardighet. Malet var ocksa att s4 mycket som mgjligt
forsoka bevara praktiska odlingsegenskaper hos de koldtoleranta linjerna.

Resultat och Diskussion

Filttestning och foradling av vinterhéardighet

Sasongen 2003/2003 séddes totalt 200 observationsparceller p4 Weibullsholm inkluderande 65
linjer fran den amerikanska genbanken, 50 linjer frdn Vavilov-institutet, i St Petersburg, 19 linjer
som ingick 1 ett amerikanskt sortiment for vinterhdrdighetsprovning samt fyra tyska
hosthavresorter frdn Lochow-Petkus. Varhavre samt hostkorn (Hampus) anvidndes som
matarsorter 1 forsoket. Sortimentet ovan representerar troligen den bésta vinterhdrdighet som for
ndrvarande finns att tillgd i odlad hexaploid havre. De tyska hosthavresorterna sdddes ocksa 1 fyra
upprepningar pd Bjertorp, Véstergétland. Védderdata samlades kontinuerligt in fran nérbeldgna
viderstationer.

I december gravdes tre plantor av varje accession upp och planterades i vaxthus. Detta for att
sakerstdlla froskord av samtliga linjer. Bedomning av bestockning, vippgang och planthdjd
gjordes pé detta vixthusmaterial. Den 15:e januari bedomdes vitaliteten 1 félt och plantor togs in
av de mest vitala linjerna. Detta upprepades den 17 mars nir vinterpafrestningarna i stort var
avklarade detta ar. Endast en planta! frn en linje var vid liv efter den sista provtagningen. Linjen
sdg vitalare ut under hela vintern och klarade sig betydligt bittre &n t.ex. de tyska
marknadssorterna. Av de tyska hosthavresorterna pa Bjertorp i1 Vistergdtland klarade ingen
vintern.

Sdsongen 2003/2004 sdddes totalt 316 observationsparceller pd Weibullsholm inkluderande
delvis samma material som provade under den forsta sdsongen men dven nya accessioner fran de
amerikanska och ryska genbankerna. De tyska marknadssorterna Wistar och Winnipeg saddes
dven 1 avkastningsparceller, med hostkorn som métarsort. Under vintern samlades bladprover in
fran hosthavre resp. frdn vdrhavre. Provtagning utfordes dels med jdmna intervall under vintern,
dels vid kraftiga temperatursviangningar. Observationsparceller sdddes pd Bjertorp.

Hosthavresorterna Wistar, Winnipeg, LPSH 992209 och LPSH 992210 séddes tillsammans med
hostkorn i avkastningsparceller (16m?) i Landskrona. Avsikten var att fa en grov uppskattning av
avkastningspotentialen. Under vintern korsades avkomman frdn den Overlevande plantan fran
forsoket 2002 med de tyska sorterna Winnipeg och Wistar. Syftet dr att kombinera
vinterhirdighetsegenskaper fran olika genbakgrunder.

Overvintringen 03/04 var generellt betydligt bittre &n under foregdende sisong. Detta innebar att
flera av de hosthavresorter som provades for andra aret nu klarade sig betydligt béttre. T.ex.
Overvintrade de tyska sorterna lika bra som den bésta forddlingslinjen fran Pennsylvania. Bland
materialet fanns dven en hel del nya accessioner frén de amerikanska och ryska genbankerna. En



hel del av detta material klarade vintern medan manga av accessionerna som var klassificerade
som vintertyper visade sig vara utan vinterhidrdighet. Dessa typer ér troligen anpassade for kort
dagsldngd och odlas vintertid i1 varmare klimat t.ex. i sodra USA eller 1 Australien. Varhavren
overlevde for Ovrigt inte heller vintern. Observationsparcellerna graderades med avseende pa
overvintring och agronomisk potential. Fran forsoket skdrdades 21 sorter 1 totalt 38 obsparceller.

Resultaten av avkastningsforsoket visade att hostkornet avkastade ca 11 kg per parcell medan
hosthavren gav ca 9 kg per parcell. Detta resultat ger en fingervisning om de tyska sorterna redan
har en ganska god avkastningspotential.

Hostkornet skordades under relativt goda forhallanden. Noteras skall att tyvérr var hosthavren
annu inte mogen nér hdstkornet togs in och fick skordas senare. Vidret hade da blivit simre och
havreparcellerna fick std mogna under en alltfor lang tid.

Sdsongen 2004/2005 sdddes de 21 Overlevande sorterna frén arets skord ut i1 nya
observationsparceller tillsammans med vérhavre och denna géng med ragvete som maétare.
Régvete har en tidighet som stimmer béttre 4n hostkornets. Sorterna sdiddes med tre upprepningar
och totalt 91 parceller. Samma forsok sdddes 1 Svalov och péd Bjertorp i1 Vistergdtland.
Overvintringen i Svaldv varierade mellan 20 och 80%. P4 Bjertorp var pafrestningarna stdrre och
Overvintringen stannade vid ca 20%. De tvd korsningarna odlades som F1 1 vixthus under vintern
och varen och saddes som F2 tillsammans med observationsparcellerna. De mest intressanta
hosthavrelinjerna samt de tva F2-populationerna skérdades. Havresorterna sdddes med och utan
ogriasbekdmpning (Cougar). Ett avkastningsforsok gjordes pad icke ogridsbekdmpade rutor och
resultaten nedan &r fran dessa. Hosthavren var som befarat kénslig for Cougar och avkastningen i
dessa led var endast ca 3 kg (Tabell 2).

Tabell 2. Resultat fran orienterande avkastningsforsok i Landskrona 2004.
Rutskordar (16m?) med och utan Cougar-behandling

Sort Skord Skord
med

kg/16m2 Cougar

Pontus 11.1

Wistar 6,1 2,1

Wistar 6,4

Winnipeg 7,1 2,5

Winnipeg 8,7

LPH 992209 8,9 4,6

LPH 992210 9,2 4,8

Sdsongen 2005/2006. Utanfor projektet sdddes skordat material fran forsoket 2005 for att under
ett fjirde ar studera Overvintringsformigan. Aven under detta ar &vervintrade de mest
vinterhdrdiga sorterna. Detta &r till ca 50%. Man kan dock konstatera att hosthavren detta mycket
speciella ar skulle ha hivdat sig vil i en jimforelse med varsddd varhavre. Aven med reducerat
bestand skulle hosthavrens avkastning legat i nivd med eller dver varhavrens och med ca tvd
veckors tidigare mognad skulle hosthavren ha kunnat skérdas innan regnandet 1 Svalov borjade.
De tva korsningpopulationerna (F3) skordades éterigen 1 bulk.




Sdsongen 2006/2007. Aterigen utanfor projektet siddes korsningspopulationerna och ytterligare
nagra linjer ut i observationsparceller. Totalt saddes 25 sorter 1 fyra upprepningar.

Sammanfattning. Inom projektet har ett mycket stort sortiment av hosthavre-accessioner provats
under svenska forhédllanden. Accessionerna har erhéllits fran den amerikanska genbanken, fran
Vavilov-institutet 1 St Petersburg samt frdn ett amerikanskt hosthavreprojekt som syftar till att
utvirdera nya forddlingslinjer av hosthavre. Sortimentet representerade den bésta vinterhdrdighet
som fanns att tillgd i virlden av odlad hexaploid havre.

Graden av utvintring hos de mest vinterhdrdiga linjerna har varierat stort mellan aren frdn néra
fullstdndig utvintring 2003 till néra fullstindig 6vervintring 2005. Bade under 2004 och 2006 var
overvintringen ca 50%. Mycket stora skillnader i vinterhdrdighet mellan accessionerna har
konstaterats. Under samtliga ar har varhavren fullstindigt forsvunnit. Fran tabell 2 framgér det att
varhavre (Stork) fullstindigt utvintrat under samtliga ar. Vi kan ocksa se att de tyska sorterna haft
en genomgdaende hog dvervintring och ocksd haft hoga varden for agronomisk potential. Den linje
som klarade sig bdst under den hérda vintern 2003 var dock PI 555736. Hypotesen dr att den
senare linjen har béttre frosthdrdighet. Rangordningen av de olika linjerna varierar mellan éren.
Detta kan naturligtvis bero pa slumpmaéssig variation men det kan ocksa bero pd att vintrarna varit
olika och att de olika linjerna &r olika anpassade. I det senare fallet finns det darfor fortfarande en
viss forutsittning for konventionell forddling (helst tillsammans med markorbaserad selektion)
dér olika hérdighetstyper kan kombineras.

Slutsatsen efter 4 ars forsok ar att bade i tyskt och amerikanskt hosthavrematerial finns linjer som
har béttre vinterhdrdighet dn vi tidigare trott, men ocksa att ingen av de provade linjerna har
tillrackligt bra hardighet for att kunna fungera i praktisk odling. Under de sista tva aren har vi
dven testat diverse korsningar mellan de mest hirdiga linjerna och de idag mest odlingsvérda
tyska sorterna. Det dr dnnu for tidigt att sdga om de tvd korsningspopulationerna kommer att
resultera 1 forbattrad vinterhdrdighet. Realistiskt sétt sa tror vi inte, trots dessa positiva resultat,
att det gr att komma hela végen, dvs. f4 fram en hosthavre for praktisk odling med nuvarande
foradlingsstrategi. Ytterligare hdrdighetsgener maste troligen ansamla i dessa linjer och for detta
krivs en okad kunskap om enskilda hirdighetsgeners reglering och roll i acklimatiserings-
processen sd att en riktad mutagenes kan utforas, samt en utveckling av litt anvdnda markor-
tekniker. Ett mycket vérdefullt resultat av hela denna insats dr att vi nu har lyckats identifiera 20
linjer som har en mycket béttre vinterhdrdighet &dn existerande varsorter och med hyfsade
agrikulturella egenskaper i1 behdll (tabell 3). Dessa linjer blir en ovérderlig hjilp nér vi nu skall gd
vidare och identifiera specifika gener som ar unikt uttryckta i hostsorterna.

Havregenomik — gener och markorer

Vi konstruerade att kdldinducerat cDNA bibliotek fran havre och sekvenserade 9792 kloner. Efter
diverse dataanalyser kunde vi identifiera 2800 olika potentiella gener varav 1620 (58%) var kénda
sen tidigare frdn andra system. Av de dterstdende 1180 oklassificerade sekvenserna var 427
havrespecifika (Briutigam et al, 2005). Vidare visade var analys att 107 sekvenser motsvarade
transkriptionsfaktorer fran minst 14 olika genfamiljer. Av dessa var 51 homologa till
koldinducerade transkriptionsfaktorer fran andra system och siledes mycket intressanta dven ur
hosthavresynpunkt (Brautigam et al, 2005; Brautigam et al, 2006; Lindl6f et al, 2006).



Tabell 3. Overvintring (0-9; 9=100%) och bedémning av agronomiskt virde (0-9; 9=bist)
av hosthavrelinjer under 2004-2006.

Sort Bestand (0-9; 9=100%) Agronomiskt varde (0-9)
2004 2005 2006 2004 2005 2006

Stork 0 0

Fidelio 9

Hampus 9

Winnipeg 3

F2a

F2b

LPWH 992209

LPWH 992210

LPWH 002205-1

LPWH 992213

Pl 555736

Pl 555736

PI 555733

PI 508537

Clav 9323

Clav 9349

Clav 8213

Clav 9168

Clav 8313

Clav 9340

Clav 9339

Clav 9327

Clav 9346

Win/Nor-1

Win/Nor-4

Elan

Bimbil

AR0213-3

AR0213-3
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Under senare ar har en stor méngd data pa andra koldinducerade véxter, fr. a. Arabidopsis blivit
publikt tillgédngliga (Fowler och Thomashow, 2002). Vi har utnyttjat denna information till att
bygga upp bioinformatiska modeller for en systematisk genomgang av existerande mikroarray
data for koldinducerade gener och i kombination med data frdn Arabidopsis genomsekvensen
undersdka och ta fram nya genrelationer. P4 sa viss har vi expanderat de frin litteraturen kénda
koldregleringsscheman och kunnat identifiera potentiellt nya gen-samband i koldreglerings-
processen (Chawade et al, 2006). Vi har da identifierat ett flertal transkriptionsfaktorgenfamiljer
som verkar vara involverade i kdldacklimatiseringsprocessen, till exempel BHLH, BZIP, HSF,
AP2, NAC, WRKY, DOF, CCA1, AGL20, och TCP2. Ett otal olika aktiviteter har tillskrivits
dessa faktorer i litteraturen, men speciellt BHLH, BZIP, HSF och NAC transkriptionsfaktorerna
har inte tidigare ansetts involverade i koldregleringsprocessen. Vi ér sérskilt intresserade av
samband mellan CBF3 och WRKY (Eulgem et al, 2000; Zhang and Wang, 2005)
transkriptionsfaktorerna och mellan CBF1 och CBF2 och DOF transkriptionsfaktorerna, eftersom
vi har prelimindra data pd att dessa géller dven i havre (Brautigam et al, 2006). I var havre EST



kollektion har vi identifierat tre olika WRKY faktorer (Brautigam et al, 2005). Med RT-PCR
experiment kunde vi visa att en av dessa, dopt till AsSWRKY4, induceras redan efter 20 min
inkubering vid +4°C. Detta indikerar att denna faktor har en viktig roll 1 kdldacklimations-
processen (Brautigam et al, 2006). Vi haller nu pa att sitta upp ett protoplastsystem i havre for att
kunna snabbtesta aktivitet fran olika promotorer, identifiera transkriptionsfaktorbindande site etc.

I parallella experiment har vi odlat alla de 20 hosthavrelinjerna vi identifierade fran féltforsoken
under mycket kontrollerade klimatforhéllanden i en Biotron (Alnarp). Vi har samlat in material
for genexpressionsanalys fran vixter odlade 1 4°C under varierande tider.

Med hjilp av dessa linjer och med stdd av liknande studier fran hostvete och hostkorn haller vi nu
pa att identifiera och karakterisera gener som é&r kraftigt upp- eller nedreglerade i hostlinjerna i
jamforelse med varhavren (Birgitta). Vér langsiktiga malsittning med detta ar att identifiera
mellan 50 och 100 gener som ar differentiellt uttryckta i host och varsorter. Oligonukleotider fran
sddana gener kan dd anvéndas till att konstruera smé sa kallade mini-chips. Dessa 1 sin tur skulle
kunna anvéndas till att identifiera den variation inom koldacklimatisering som finns pa molekylér
niva men som inte syns fenotypisk. Darmed skulle urvalet av vinterhirdiga sorter i féaltvuxet
material kunna effektiviseras.

Ett exempel pa potentiella markoérer som skulle kunna anvéndas for att skilja ut var och hostsorter
ar vernaliseringsgener som ingér 1 styrning av blomningstid. Fran férska data i vete har man visat
att varsorter inte har samma vernaliseringsbehov som hdostsorter. Framfor allt ar det
transkriptionsfaktorgener i MADS box familjen som kénner av langvarig koldbehandling och i
sin tur inducerar blomningsgener vid rétt tillfidlle. Viktiga vernaliseringsgener i1 vete 4r TaVRN-1
och TaVRN-2 (Danyluk et al., 2003). Bada dessa gener dr differentiellt uttryckta i hostvete
jamfort med varvete (Kane et al, 2005).

Som en fOrsta test pa detta koncept klonade och sekvenserade vi VRN-1 genen fran havre. Denna
gen doptes till AsVRNI. Vi testade AsVRNI genens uttryck 1 Belinda samt 1 tvd av vara egna
hostsorter med hjédlp av semikvantitativ RT-PCR, dir genspecifika primrar designade fran
havresekvenserna anviandes. Som framgar av Figur 1 har denna gen olika induktionskinetik 1 var-
och hosthavresorterna. Detta visar att de hostsorter vi tagit fram verkligen &r molekylért
annorlunda 1 regleringen av vernaliseringen, d.v.s. att vér fenotypiska selektion fungerat s& hir
langt. Det visar ocksa att AsVRNI en analys av genuttrycket for liknande expressionsmarkdrer
skulle kunna utgdra ett mycket bra redskap for ett framtida, mer precist urval av segregerande
koldhérdiga individer i1 en korsningspopulation.

Figur 1. RT-PCR analys av uttrycket av vernaliseringsgenen A¢VRTI i en varsort, Belinda och tva
hostsorter, LPWHO002205 och CLAV9349 (se tabell 1). De olika sorterna odlades i 4 veckor i 18 timmars
fotoperiod vid 22 °C. De flyttades darefter till +4°C, 18 timmars fotoperiod, och inkuberades i under
varierande tider. Dessa dr indikerade Ovanfor gelbilderna. Som kontroll pé templat-RNA kvalitet och
kvantitet anvindes havre aktin genen, AsActin, som &dr kontitutivt uttryckt under de aktuella
experimentella forhallandena.
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AsActin

AsActin

Belinda (Vir) Regenering och mikropropageringsystem

30min 2h 3dag 18dag 35dag 67dag V1  har  utvecklat ett regenererigs och
ACVRT m mikropropagringssystem for den mest vinterhirdiga
havre linjen, Pa 7617-3460, dvs. den linje fran

——— vilken en plantan Overlevde den stringa vintern

2002/2003. Detta protokoll utgdr fran fron som
LPWH 002205 (Host) steriliseras och gros under sterila forhdllanden i

30min 2h 3dag 18dag 3Sdag 67dag MOrker. Mer specifikt, 25-50 sterila fron
inkuberades nagra timmar i en 125 ml Erlenmeyer
flaska med 50 ml sterilt avjoniserat vatten. De
svillda frona inkuberades darefter pa fast MS
medium under 3-, 6- eller 9-dagar 1 morker. Ca 1-2
mm langa bitar skars direfter ut fran
CLAV 9349 (Host) overgangszonen mellan rot och blad i mesokotylen

30min 2h 3dag 18dag 35dag 67dag  SOM dd hade kommit upp och placerades pé ett nytt

MS medium med 2.0 pg/ml av tillvixthormonerna
AsVRTI m naftalenittiksyra  (NAA), 0.15 pg/ml  6-

benzylaminopurine (BAP) och 0.15 pg/ml kinetin.
De inkuberades vid en temperatur av 22/18°C
(dag/natt), en fotoperiod av 18 timmar ljus och 6
timmar morker 20°C med en ljusintensitet av 175 pmol m? s under 4 veckor. En ljust kallus
bildades da (figur 2). Denna kallus anvinde vi ddrefter som utgangspunkt for att regenerera hela
plantor med mikrotillering.

), i rl’/ L :
Figur 2. Isolering av mesokotyl/rot Gvergangen och inducering av kallus frdn denna.

Mikrotillering dr en mycket viktig metod om man vill massforoka speciellt intressanta
modifieringar av havre. Denna form av regenerering innebér ocksa ett nedkortande av den tid som
kulturerna befinner sig i kallusstadiet vilket dr en fordel, eftersom risken for oonskade somatiska
mutationer dd minskas. Genom att modifiera MS-mediet och inkubera vidare under ytterligare ett
par veckor under samma ljus och temperaturforhillanden kunde vi inducera miktotillers fran det
kallus som hirstammade fran mesokotyl/rot 6vergéngen (Gharti-Chhetri and Olsson, 2006). Detta
protokoll utarbetades bade for den engelska vintersorter Gerald samt for den mest kdldhérdiga Pa
7617-3460 linjen
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