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Aktivering av det egna forsvaret hos gran och tall genom
behandling av fron och smaplantor
- en epigenetisk och ekologisk ansats

Docent Torkel Berglund, Bioteknologi, KTH

BAKGRUND

Angrepp av snytbagge (Hylobius abietis) orsakar stora skador pa nyplanterade
skogsplantor och utgdr det stdrsta problemet vid aterplantering av gran och tall i
Sverige (Thuresson et al. 2003, Langstrom & Day 2004). Skogsindustrin, som star for
en betydande del av Sveriges export, ar beroende av ett uthalligt skogsbruk. De
insekticider som lange har anvants mot snytbagge ar
effektiva, men lacker ut i vattendrag och ar skadliga for
vattenlevande organismer. Ett minskat anvéndande av
miljétoxiska substanser inom skogsbruket ar nédvandigt.
Olika typer av mekaniska och fysiska skydd anvands redan
och fungerar ofta bra men ar relativt komplicerade och
kostsamma. Detta projekt innebar ett nytt angreppssatt; att
generellt forbattra vaxtens egen férsvarskapacitet mot olika
typer av biotisk och abiotisk stress, genom behandling av frén och smaplantor med
ogiftiga substanser i plantskolorna. Det &@r en enkel och billig metod som dessutom
har den foérdelen att den skulle kunna 6ka véxtens formaga att motsta stress i
allmé@nhet, t.ex. torka, och inte bara snytbaggeangrepp.

Den har studien tar upp tre viktiga punkter for forsvarsaktivering hos unga
barrtradsplantor: (1) behandling av frén, och/eller behandling via rotupptag, som
skyddsmetod, (2) anvandandet av definierade, naturliga och ogiftiga substanser och
(3) betydelsen av epigentiska mekanismer i detta sammanhang.

Deltagare i projektet ar Doc Torkel Berglund och Dr Anna Ohlsson vid Biokemi
(Skolan for bioteknologi, KTH), Prof Anna-Karin Borg-Karlson vid Organisk/Ekologisk
kemi (Skolan for kemivetenskap, KTH) och Doc Anders Lindstrom och Dr Eva Stattin
vid Plantférsoksstationen i Vassbo (forséksstationen 18g tidigare i Garpenberg)
(Hoégskolan Dalarna, HD). Detta samarbete har varit en forutsattning for projektets
genomférande. Genom att utnyttja vara olika kompetenser har vi skapat méjlighet
att gora studier fran molekyl till falt.

Aktivering av véxters forsvarssystem

Normalt aktiveras véxternas férsvar som reaktion pa en skada eller ett angrepp. Om
skadan inte blir for allvarlig kan véxten dverleva och férbereda sig pa fler attacker
med hjalp av en systemisk reaktion. Etableringen av det systemiska forsvaret i hela
vaxten styrs av signalsubstanser. Vi vill utnyttja véaxtens egna, genom evolutionen
vél utprovade metoder, genom att behandla frén och unga plantor med sddana
substanser som normalt ingar i vaxtens signalering i samband med férsvars-
aktivering. Vaxten behéver inte utsattas for den riskabla stressituationen, men kan
4nda fa ett forstarkt forsvar.

De anvanda substanserna, som ar naturliga och valkanda fér vaxten, ar ogiftiga aven
for anvandare och miljo. Var strategi ar att forbehandla véxten sa att den reagerar
snabbare nér den senare utsétts for ndgon form av stress. En sadan férbehandling,
en sorts "immunisering”, brukar kallas "priming" och kan sagas vara ett satt att
hjalpa véxten till sjalvhjalp. Vi underséker ocksa ett eventuellt samband mellan vara
behandlingar, de férsvarseffekter vi far och epigenetiska férandringar (se nedan).




De substanser vi har undersékt ar framférallt nikotinamid (NIC) och dess naturliga
metabolit nikotinsyra (NIA), vilka tillsammans utgér vitamin Bs (niacin). Var forskning
har pekat ut dessa substanser som potentiella stressignal-substanser (Berglund
1994, Berglund & Ohlsson 1995). Aven effekten av andra substanser har studerats,
t.ex. den kanda stressignalsubstansen jasmonsyra (JA) och den specifika DNA-
metyltransferas-hammaren 5-azacytidin (5-aza), den senare endast som ett verktyg
inom forskningen.

Epigenetik
Epigenetik handlar om tillgéangligheten av DNA. For att DNA ska kunna avlasas och ge

upphov till proteiner maste genomet packas upp fran den normalt valdigt kompakta
strukturen. Detta regleras av DNA-metylering (Law och Jacobsen 2010) och
modifiering av DNA-associerade proteiner, histoner (Cedar och Bergman 2009).
Ménster av DNA-metylering kan &rvas fran cell till cell vid celldelning och utgér en del
av cellens "minne"; ett molekyldrt minne som kan paverkas av miljon. Epigenetiska
forandringar leder ofta till forandrat gen-uttryck. Detta ar naturliga processer som
reglerar vaxtens anpassning till omgivningen, t.ex. férsvar mot angripare (Choi and
Sano 2007).

RESULTAT

Inom detta projekt, som fatt fortsatt stod fran Lansforsikringsbolagens
Forskningsfond, har vi arbetat med att upprepa och befista vara tidigare resultat
kring férsvarsaktivering i unga gran- och tallplantor. Resultaten tyder pa att vi kan ge
plantorna ett férstarkt forsvar mot snytbaggar och dven mot torkstress. Vi arbetar
med att sammanstilla resultat frén snytbaggetester i ett manuskript fér publicering i
skogsrelaterad internationell vetenskaplig tidskrift.

Behandlingar och odling )
Frén av gran (Picea abies, proveniens Ohn) och tall (Pinus sylvestris, proveniens
Hade) har anvants i d_essa studier.

Behandlingar har gjorts dels pa
frostadiet, dels via rotupptag i samband
med vattning av de unga plantorna, och
aven som en kombination av dessa
behandlingsmetoder. Frén behandlades i
vattenlésningar av de substanser som
studerats. Kontrollfrén vatten-
behandlades. Darefter har sadd och
odling av plantorna skett enligt normala
rutiner, i liten skala i tempererat
odlingsrum pa Biokemi (KTH) och i storre
skala i vaxthus i Garpenberg eller Vassbo
(HDa) samt i falt.

Behandlingstekniken &r mycket enkel och kréver ingen speciell utrustning. Det gar &t
véldigt sma mangder av substanserna som, nar det géaller NIC och NIA, &r bade
billiga och ogiftiga att hantera.

Vi har sett att tidsaspekten nér det galler fréo-behandling och sadd &r viktig. Den
basta skyddseffekten mot snytbagge har vi fatt nar sadd har skett dagen efter fro-
behandling. Sadd efter ndgra dagar har givit svagare effekt.

Bade gran och tall har ingatt i studien, men eftersom de tva arterna i manga fall har
reagerat olika pa behandlingarna valde vi att tills vidare géra de flesta studierna i
gran, dar vi fatt tydligast effekter.



Plantorna (behandlade och kontroller) har analyserats med avseende pa lagring och
avgivning av terpenoider, snybaggegnag, torktolerans och DNA-metylering. I mindre
skala har aven genuttrycket for dehydrin studerats. Tillvaxten hos plantorna har inte
paverkats av behandlingarna.

Terpener
En viktig del av barrtradens férsvar utgérs av terpenoidbiosyntesen, inkluderande

bade flyktiga substanser och kadamnen (Phillips et al. 2006). Snytbaggars angrepp
kan tédnkas bero pa bade doft (flyktiga substanser) och smak (lagrade substanser)
hos plantorna. Doften kan spela roll vid anlockningen av insekten, medan smaken
kanske avgér om snytbaggen fortsatter att ata efter att den smakat pa plantan. Bade
specifika terpener och totala mangden av monoterpener, seskviterpener m.m. kan
vara av betydelse i kommunikationen mellan vaxt och insekt.

Terpenoider, insamlade fran gasfasen runt plantorna eller extraherade fr&n barr och
stam, har analyserats med gaskromatografi/masspektrometri (GC-MS) (metod, se
t.ex. Danielsson et al. 2008).

Behandling av granplantor med NIC gav 6kad avgivning av flyktiga terpener (Fig. 1).
Om kontrollplantorna skadades mekaniskt, for att efterlikna snytbaggegnag, kom
deras terpeninnehdll upp i samma nivd som de behandlade plantorna. Samma effekt
erhélls for terpener extraherade fran granplantor, behandlade och skadade enligt
ovan. Dessa resultat kan tolkas som att nikotinamid-behandlingen paverkade
plantorna utan att de behdévt uttsattas for skada, och att de darfor skulle kunna vara
forberedda mot ett reellt angrepp av snytbaggar.
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Fig. 1. Monoterpener avgivna frén granplantor behandlade med nikotinamid (NIC) via vattning.
A) oskadade plantor, B) mekaniskt skadade plantor.

I en narliggande studie har vi visat att en kort exponering av inomhusodlade 10
veckor gamla granplantor fér UV-B-stralning resulterade i 8kad avgivning av flera
terpenoider (Ohlsson et al. 2013). Dessa resultat knyter an till NIC-behandlingarna
ovan, eftersom UV-B-exponering som leder till oxidativ stress ger en frisattning av
NIC i vaxtvavnaden (Berglund et al. 1996, Kalbin et al. 1997). Detta vill vi garna
studera med avseende pa effekt pa snytbaggeaktivitet.

Avgdrande for insekters reaktioner pa véxters doftdmnen &r inte bara den absoluta
mangden avgivna substanser, utan i hog grad aven doftblandningens
sammanséttning, dvs de relativa mangderna av enskilda substanser. Det &r alltsa ett
komplicerat kommunikationssystem, och beteendetester med snytbaggar ar viktiga
for att klargoéra hur de reagerar pa olika substanser.

Snytbaggar;arenaférsék och faltférsék

Experimenten med snytbaggar inkluderar 1) behandling av frén, 2) behandling via
rotupptag i unga plantor och 3) en kombination av dessa metoder. Alla pekar de pa
en skyddseffekt av NIC och i vissa fall aven andra behandlingar.



Skydd mot snytbaggeangrepp har studerats bade i s.k. arenaférsék inomhus och i
falt.

Arenaférsék med snytbaggar och granplantor visade mindre angrepp p& NIC-
behandlade plantor &n pa kontrollplantor (Fig. 2A) Bade antalet angripna plantor och
gnagd yta var lagre for behandlade plantor. Behandlingen var en kombination av
frébehandling och rotupptag via vattning.

Faltoérsok kan vara vanskliga att genomféra, eftersom de férutsatter en rimlig narvaro
av snytbaggar, vilken varierar med tid och plats. Men flera faltférsék under
projektperioden har fungerat bra och givit resultat. Faltférsék har gjorts dels med
plantor behandlade p3 frostadiet och dels med plantor som vattnats med
testsubstanserna. Fré-behandling av gran gjordes férutom med NIC och NIA dven i
mindre omfattning med JA och 5-aza (Fig. 2B). Granplantor behandlade med NIC, JA
och 5-aza angreps i lagre grad av snytbaggar i falt an kontrollplantor. JA och
metyljasmonat (MeJA) ar potenta stressignaler i vaxter. Det ar valkant att dessa
paverkar forekomst av terpener i barrtrad. JA och MeJA ar dyra substanser som
genom var metodik, frobehandling och vattning av unga plantor, skulle kunna
anvandas storskaligt, eftersom atgangen &r liten vid denna strategi. Behandling med
5-aza ar inte tankt att anvandas i praktiken, utan anvands endast inom forskningen
som ett hjalpmedel, eftersom denna substans specifikt hdmmar DNA-metylering. 5-
azacytidin-behandling resulterade i mindre skada, vilket indikerar att epigenetiska
processer (DNA-metylering) kan vara inblandade i forsvarsaktiveringen.

Vattning av 1-ariga granplantor med NIC eller NIA resulterade i mindre
snytbaggeangrepp i falt (Fig. 2C).

Gnagd yta per totala antalet plantor, som visas i figurerna, inbegriper bade antal
angripna plantor och gnagd yta per angripen planta. Antalet angripna plantor kan
belysa anlockningen av insekter, medan gnagd yta per angripen planta kan indikera
hur smaklig plantan var fér snytbaggen. Minskad anlockning kan bero pa dels 6kad
avgivning av repellerande substanser och dels minskad avgivning av avskrackande
substanser.

Nikotinamid gav skydd i alla tre férséken, medan effekten av NIA (som endast
testades i falt) var olika i de tva faltférséken. Detta pekar pa att val av behandlings-
metod, via fro eller vattning, kan vara av stor betydelse. Som framgar av figuren var
den gnagda ytan per planta betydligt stérre i arenaférsdket an i faltférsdken. Detta
beror pa att det i arenaférsoket fanns fler snytbaggar per planta pa en begrénsad
yta.
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Fig. 2. Snytbaggeexperiment med granplantor A) inomhus p§ arena; B-C) i félt.
Behandlingsmetod, A: kombination av frébehandling och via vattning, B: frébehandling, C: via
vattning.



Dehydriner

Vi har tidigare visat att frébehandling med NIC kan ge gran-och tallplantor ¢kad
tolerans mot torka. Genom att vi studerar effekter pd bade torktolerans och direkt
motstandskraft mot snytbaggar angriper vi snytbaggeproblemet fran tva hall. Om ett
forhojt skydd mot torka kan uppnas, 6kar méjligheterna for att utplantering av riktigt
unga plantor (s.k. mimiplantor, 10 veckor) ska bli ett hallbart alternativ, eftersom de
i férlangningen kan motsta snytbaggar battre &n konventionella plantor.

Dehydriner ar proteiner som produceras i vaxter som svar pa torka och kyla, men
aven vid en rad andra stressituationer (Wachowiak et al. 2009). Ett satt att félja
effekter av behandlingar och olika typer av stress kan vara att studera uttrycket av
dehydrin-gener. Detta analyseras med 'quantitative reverse transcript-polymerase
chain reaction' (qRT-PCR). Vi har gjort inledande studier av dehydrin-genuttryck i tall
och ser att vi kan paverka uttrycket genom férbehandlingar pa frostadiet.

Epigenetiska féréndringar - DNA-metylering

DNA har isolerats fran olika delar av plantorna (barr, stam, rot) och férandringar i
graden av DNA-metylering har analyserats med LUMA-metoden (LUminometric
Methylation Assay; Karimi et al. 2006) baserad pa pyrosekvenseringsteknologi. Vi har
anpassat metoden till vaxtmaterial.

Behandling av fré med NIC och NIA paverkade DNA-metyleringsnivan i de
uppvaxande plantorna. I Fig. 3 visas ett exempel med en ldgre DNA-metylering i barr
fran NIC-behandlade granplantor jamfért med kontrollplantor under de férsta
veckorna av tillvaxt. Hypometylering anger sankt DNA-metylering.
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Fig. 3. Effekt av frébehandling med nikotinamid (NIC) p§ DNA-metyleringsniv8n i barr fr8n
unga granplantor. Fér att f3 tillréckligt med material till analys av dessa sm& plantor, har barr
frén flera plantor slagits ihop, s§ att varje vérde i figuren hdrstammar frn 5 plantor. Hégre
stapel betyder ldagre grad av DNA-metylering.

SPRIDNING AV RESULTAT TILL AKADEMI, SKOGSBRANSCH OCH ALLMANHET

Resultat fran snytbaggetester i arena- och faltférsék med gran sammanstalls nu for
vetenskaplig publicering.

Information om var forskning inom detta projekt har spridits till avhamare och en
bredare allmanhet via branschtidskrifter och férelasningar. Detta har skett bl a
genom intervjuer och egna bidrag till tidskrifterna Skogsaktuellt, Skogen,
Land/Lantbruk&Skogsland samt Naturvetare. Vi har varit inbjudna att berdtta om var
forskning pa valbesdkta sammankomster, sdsom Skogforsks plantkonferens i
Falkenberg i november 2010 och Skogsstyrelsens informationstraff i Boras i april
2011. I samband med den senare uppmarksammades var forskning i en artikel i



Boras Tidning. Dessutom belystes var forskning pa férstasidan av KTH:s webbplats i
februari 2011.

Presentationer har ocksd gjorts i "Oppna féreldsningar" for allménheten vid
AlbaNova/KTH och vid KTH-Sustainability Research Day 2012.

Se t ex:

www.skogsaktuellt.se/?p=36832&pt=108&m=1422

www. kth.se/aktuellt/de-satter-stopp-for-skogsskovlaren-1.79405
www.kth.se/om/miljo-hallbar-utveckling/event/kth-sustainability-research-day-2012-
1.332580

SAMMANFATTNING OCH SLUTSATSER

- Det gar att paverka den uppvéxande barrtradsplantans egenskaper genom nagra
timmars frébehandling med utvalda naturliga, billiga och ogiftiga substanser. Aven
behandling via rotupptag kan ge samma effekt.

- Var behandlingsstrategi och vart substansval kan senare i plantans liv ge
forandringar i kvantitet och moénster av vaxtens flyktiga och lagrade substanser,
liksom 6kad férmaga att st emot snytbaggeangrepp.

- Vi har fatt indikationer pa att var behandling dven kan ge 6kat skydd mot torka.

- De ogiftiga och naturliga substanser som vi testat kan ocksa medféra epigenetiska
forandringar i barrtradsplantor.

- Behandling med substanser som man vet specifikt paverkar en epigenetisk process
kan ge starkt férsvarsférmaga langt senare i plantans liv.

Frén var idé och vara inledande férsok i mindre skala pa KTH har vi inom ett utvidgat
samarbete kunnat genomfdra forsék aven i stérre skala och under realistiska
férhallanden.

Vart syfte ar att utveckla en enkel skyddsmetod, som innebar massbehandling av
fron och eventuellt unga plantor via bevattningen i plantskolan, varefter fortsatt
odling och utplantering sker pd vanligt satt. Inga dyra investeringar behdvs alltsa,
utan behandlingen kan latt passas in i det befintliga hanteringssystemet. Dessutom
ar kostnaden I3g fér de naturliga och ogiftiga substanser vi satsar pa, och
forbrukningen blir relativt liten, speciellt vid frobehandling. Allt detta bidrar till en
kostnadseffektiv behandlingsmetod.

Ingen genmodifiering eller &ndring av basordning i DNA &r inblandad. Var strategi &r
att, bl.a. via epigenetisk paverkan, effektivisera anvdndandet av de gener som
vaxterna naturligt anvander i férsvarssituationer, och kan ses som en tredje vag
mellan besprutning med miljétoxiska pesticider och GMO-plantor.

Vi har under projekttiden erhdllit viktiga resultat som vi hoppas i férlangningen ska
kunna bidra till en ny miljévanlig, enkel och billig skyddsmetod mot torka och
snytbaggar inom skogsbruket.

Vi paverkar naturliga processer med naturliga substanser.
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