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Projektsammanfattning

Oljevixter som raps producerar véirdefulla oljor som kan anvéndas for livsmedel,
biodiesel och industriella ravaror. Vidare innehaller dven frokakorna av dessa
oljevixter hoga halter av protein av god kvalitet, som skulle kunna utgéra en viktig
proteinkélla for hogvérdigt kraftfoder och livsmedel. Dock anvénds idag rapskakan
huvudsakligen for kofoder pa grund av hoga halter av antinutrienter, som bidrar till
en besk smak, dalig smaklighet och kan vara giftiga i hoga halter. Projekts syfte var
att etablera mutationspopulationer i raps och faltkrassing for att 6ka den genetiska
variationen i viktiga egenskaper sdsom frokakans kvalitet, avkastning och 6kad
motstandskraft mot biotiska och abiotiska péafrestningar. Dessa
mutationspopulationer kommer att utgéra vardefulla genetiska kéllor for nya sorter,
eller som utgéngspunkt for vidareforadling i forsknings- eller forddlingsprogram. I
projektet anvéndes det kemiska &mnet EMS f0r att inducera genetiska mutationer i
raps och filtkrassing. Resultaten visade att 0.8% vara en ldmplig koncentration for
raps med en groningsfrekvens pé ca. 40% och en bra mutationsfrekvens, medan
EMS koncentrationer mellan 0.6% - 0.7% fungerade bra for féltkrassing med ca.
50% groningsfrekvens. En stor mutationspopulation av raps och en mindre
mutationspopulation av féltkrassing har etablerats. Fenotypiska observationer har
visat dndringar i blomningstid och froséttning i raps och féltkrassing. Kemiska
analyser har visat en stor variation i protein-, olje- och glukosinolathalter av
mutationslinjer av raps. I fortsdttningen kommer vi att analysera en del av
mutationslinjer av raps genom antingen amplicon- eller helgenomsekvensering for
att koppla genetiska mutationer till 6nskade egenskaper. Dessa
mutationspopulationer kommer sedan att vara vardefulla mutationskallor for
vidareforddling av diverse viktiga egenskaper i raps respektive faltkrassing.

Abstract

Oilseed crops such as rapeseed produce valuable oils that can be used for food,
biodiesel and industrial feedstock. Furthermore, the seed cake of these oil crops
contains high levels of proteins of high quality, which could be an important source
of protein for high value feed and food. However, today rapeseed cake is mainly
used only for cow feed due to high levels of antinutrients, which give a bitter flavor
and are even toxic in some cases. In this project, we aimed at establishing mutant
populations in rapeseed and field cress to increase genetic variation in important
traits such as seedcake quality, yield and increased tolerance to biotic and abiotic
stresses. These populations would provide valuable sources for new varieties, or as
new plant materials for further breeding in ongoing and future breeding programs.
In this project, the chemical substance EMS was used to induce mutation in the
plant genome. EMS is a substance that affects DNA base pairing and leads to
randomly induced single base pair mutations in the plant genome. Among all tested
concentrations of EMS, 0.8% has been found to be the appropriate concentration
for seed treatment for rapeseed, which gave both a good germination rate and a
mutation rate. For field cress, it appears that EMS concentrations between 0.6% -
0.7% allowed approx. a 50% germination rate. A large mutant population of over
2500 individuals of rapeseed and a much smaller mutant population of field cress
have been established. Phenotypic observations have shown variation in flowering
time and seed setting in some cases in both rapeseed and field cress. The chemical
analyses have shown a large variation in protein, oil and glucosinolate levels
among individuals in different generations of rapeseed. The mutant populations
will be evaluated both phenotypically and molecularly by amplicon or DNA
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sequencing, which will be beyond the scope of this project. The developed mutant
populations can then be used for further breeding of various important traits of
rapeseed or field cress.

Bakgrund

Vegetabiliska oljor dr miljovénliga och férnybara oljor som idag anvénds for
livsmedel, biodiesel och ramaterial i kemiindustrin. Med tanke pa
klimatférandring, minskning av fossiloljeresurser, minskande akerarealer och den
globala befolknings6kningen kommer mer véxtbaserade oljor i framtiden att
behodva produceras. Dessutom forvéntas den globala efterfragan av protein
fordubblas till 2050.

Vixtbaserade proteiner har stora fordelar jamfort med animaliska proteiner nér det
géller héllbar produktion, detta eftersom det kravs mindre vatten, mark och energi
for dess produktion. Detta innebér i slutindan mindre miljobelastning och sénkta
kostnader for livsmedelsproduktionen. Dessutom har det visat sig att en minskning
av animaliska proteiner i var kost minskar risken for cancer samt hjirta- och
kirlsjukdomar. Vixtbaserade proteiner for livsmedelsbruk och djurfoder kommer
dérfor att spela en allt viktigare roll pa en globalt vixande proteinmarknad.

Oljegrodor producerar huvudsakligen oljor, men i Brassica arter innehaller dven
frokakan hoga halter av protein. Forbéttring av befintliga oljegrodor och utveckling
av nya oljevaxter ar darfor oerhort viktigt for att framja en hallbar
véxtoljeproduktion och for att erbjuda en extra och hogvirdig proteinkilla for foder
och livsmedel.

Raps (Brassica napus) och faltkrassing (Lepidium campestre) ar tva oljegrodor
som vi har arbetat med under de senaste &ren. Raps &r en viktig oljegrdda i
kommersiell produktion i Sverige, men den odlas huvudsakligen i sddra Sverige pé
grund av kravet pa vinterhdrdighet norr om Malardalen. Faltkrassing ar en vild vaxt
som dr under domesticering (Merker et al. 1995; Iverson et al, 2016; Geleta et al.
2020; Hammenhag et al. 2020; Sandgrind et al, 2022) {or att pa sikt kunna
utvecklas till en ny olje- och mellangrdda. Den har hogre avkastningspotential &n
raps i Norra Sverige och har visat sig vara en lamplig mellangréda for vete och
korn (Merker et al. 1995, 2010). Faltkrassing har bra vinterhédrdighet och vara
faltforsok har visat att den overvintrade nédstan 100% sa langt norrut som i Umea,
medan raps ndstan inte dverlevde alls (ej publicerad data fran Mistra Biotech
programmet). Bada oljegrodorna innehéller hoga proteinhalter av god kvalitet i
frokakan, lik sojaprotein. Mangden av protein som produceras i rapskakan per ar i
Sverige racker for att tdcka ca 50% av det minskliga proteinbehovet i hela landet.
Dock anvinds rapskakan idag endast som foder, huvudsakligen for kor. Priset ar
lagre dn for sojamjol pa grund av hoga halter av antinutrienter (antindringsdmnen).
Som en oljegrdda under domesticering har faltkrassing ocksa hoga
antinutrienthalter 1 frona.

Dessa antinutrienter bidrar till en bitter smak, délig smaklighet, lag
biotillgénglighet av aminosyror och viktiga mineraler samt milj6fororening. Dérfor
skulle minskning av sddana antinutrienter i frokakorna av bada vixtslag ge ett
hogviardigt kraftfoder och mdjliggoéra anvandning av froprotein i livsmedel. Ett av
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vara forskningsdndamal dr darfor att minska halter av antinutienter med hjélp av bl.
a. molekyldra markorer.

Genetisk variation dr avgdrande for att 6ka forddlingseffektiviteten, men den ar
begriansad i odlade sorter, naturliga populationer eller forddlingsmaterial i raps och
faltkrassing. Ett sitt att bredda den genetiska variationen &r att inducera mutationer
genom att behandla vixtmaterial med det kemiska amnet EMS (ethyl
methanesulfonate), som slumpmaéssigt inducerar fordndring i DNA-sekvenser av
vixtgenomet, vilket i sin tur leder till férdndringar i vixtens egenskaper (Unan et
al. 2021). Fordelen med EMS ér att det inducerar huvudsakligen enkla
basparsmutationer i DNA-sekvenser i vixtgenomet. Pa sé vis kan man etablera
mutationspopulationer som innehaller s& méanga mutationer att sannolikheten att
nagon linje i populationen har blivit muterad i ndgon av de dnskade egenskaperna
ar mycket stor. Dessa mutationspopulationer kan saledes anvéindas till att selektera
ut onskade egenskaper, bl. a. antinutrienter i pdgaende och framtida
forskningsprogram.

Syfte

I detta projekt var syftet att etablera mutationspopulationer i raps och faltkrassing
for att 6ka den genetiska variationen i viktiga egenskaper sasom t.ex. kvalitet pa
frokakan, avkastning och 6kad motstdndskraftmot biotisk och abiotisk stress. Dessa
populationer kommer att utgora vardefulla kéllor av genetiska mutationer for nya
sorter, eller som utgangspunkt for vidareforadling i pdgaende och framtida
forsknings- eller foradlingsprogram.

Metod

Véxtmaterial

Som utgangspunkt for mutagenesen ar det viktigt att vdlja en sort som dr sa bra
som mojligt vad géller bade agronomiska- och ovriga kvalitetsegenskaper, sé att
mutationspopulationerna redan fran bdrjan har sa goda egenskaper som mojligt,
detta for att underlatta vidareforadlingsprocessen av valda linjer. For raps valde vi
sorten ‘Fergus’ som startmaterial, medan for féltkrassing anvénde vi en genotyp
som vi kdnner vil till frén véra tidigare forskningsaktiviteter.

EMS behandling

EMS inducerade mutationsprocessen omfattar flera olika steg sdsom optimering av
EMS-koncentrationer sa att ett onskat antal mutationer induceras per genom,
etablering av mutationspopulation genom sjélvkorsning i flera led, en fenotypisk
och/eller genetisk screening av mutationspopulationen samt uppférdkning och
utvérdering av individuella linjer fran populationen som identifierats pa grund av
deras speciella egenskaper.

For att ta fram en lamplig EMS-koncentration for behandlingen av raps-
respektive faltkrassingsfrona utférdes fyra experiment med olika EMS
koncentrationer var for sig. Ett inledande EMS titreringsexperiment med EMS
koncentrationer mellan 0.5-1.4 % utfordes med 100 froer per behandling for raps
respektive faltkrassing. Baserat pé resultaten av detta experiment utfordes vidare
ett par experiment for raps respektive faltkrassing och den detaljerade
informationen om dessa experiment presenteras i samband med presentation av
resultaten i den resultat- och diskussionsdelen nedan.
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Resultat och diskussion

Generation av mutationspopulation av raps

Fran det inledande experimentet for raps med olika EMS koncentrationer visade
koncentrationer 0.7-0.8% en groningsfrekvens pa ca 40 %, som tolkas som en
lamplig EMS koncentration for behandlingen (Fig. 1). En oftréndrad eller hog
groningsfrekvens innebar en ldg mutationsfrekvens i genomet, medan lagre
groningsfrekvenser medfor allt hogre mutationsfrekvenser. Férutom direkt toxiska
effekter av EMS behandlingen péverkas dven tillvixt och utveckling av vixten
negativt av en hog mutationsfrekvens. Det giller séledes att hitta en niva som
kompromissar mellan dessa ytterligheter. Vidare tester, som inkluderade EMS
koncentrationer mellan 0.6-0.8 % respektive 0.8-1.2%, bekriftade att EMS 0.8%
var optimalt vad géller groningsfrekvens (40%) och denna koncentration anvéndes
darfor for att producera den stora EMS mutationspopulationen i raps.
Mutationslinjer fran experiment 1-3 uppfoérokades till M3 (mutation i generation
2). Alla mutationslinjer fran den stora populationen uppforokades till M2 och 185
linjer av denna M3 generation vixer nu i vaxthus tillsammans med 15 kontroller av
sorten 'Fergus’ (ej EMS behandlade). M3 generationslinjer beddms vara
anvéndbara for foradlingsdndamal i raps. Frén alla fyra experiment har en stor
mutationspopulation med 6ver 2500 plantor i M2 eller M3 (Fig. 2) tagits fram for
raps.
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Fig. 1. Gronings- och frosittningsfrekvens av M1 (mutation 1) raps som behandlats
med olika koncentrationer (0.5-1.4%) av EMS. kontroll = icke EMS behandlad.
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Fig. 2. M3 plantor av raps som véxer i véxthus, som visade tidig blomning i
enstaka fall.

Fig. 3. M1 plantor av filtkrassing som behandlats med olika koncentrationer av
EMS, som vixte i vixthus. Fran vénster till hdger: Kontroll (ej EMS behandlade),
0.5% EMS, 0.9% EMS och 1.4% EMS.

Generation av mutationspopulation av féltkrassing

For faltkrassing resulterade EMS 0.9% behandlingen i en groningsfrekvens pa ca
60% fran det inledande experimentet (Fig. 3), men det medforde en dalig blomning
och fruktséttning i nésta generation. Dérfor sinktes EMS-koncentrationer till 0.6
och 0.7% 1 vidare tester, som resulterade i en groningsfrekvens pé ca 50%.
Eftersom féltkrassing kréver en kéldbehandling pa minst 2 ménader for blomning
kunde vi av praktiska skél endast uppforoka mutationslinjer till M2. Av nédgon
oklar anledning var blomning och fruktsattning tyvérr det storsta problemet i M1
och M2, som férhindrat 6kningen av mutationspopulationsstorleken. Vi fick darfor
en mycket mindre mutationspopulation med ca.300 plantor i M2 for fdltkrassing.
For att 6ka sannolikheten att identifiera dnskade genetiska mutationer behdvs dock
en storre population etableras.
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Fenotypisk utvardering av mutationslinjer
Morfologiska data som bladfédrg och -form, plantsstorlek och blomningstid visade
olika grader av gulaktig farg i ett flertal fall i raps (Fig. 4) och féltkrassing (Fig. 5),
och tidig blomning i enstaka fall i raps (Fig. 4). I fall av faltkrassing observerades
en tydligt 6kad planthdjd i ett enstaka fall (Fig. 5). Dessa fenotypiska observationer
tyder pé att EMS har lyckats inducera genetiska mutationer i bade raps och
faltkrassing. Vissa av dessa fordndrade fenotyper t.ex. tidig blomning ar 6nskvarde
egenskaper. Tidig blomning kan forkorta produktionstider for varraps.

e,

Fig.4. Andring i bladfirg (vinster) och av tidig begynnande knoppsittning (hoger)
av raps M2 plantor, som véxte i vixthus.

Fig. 5. Andring i bladfirg (viinster) av M1 plantor och tydligt 6kad plantsstorlek
(hoger) av faltkrassing i enstaka fall, som véxte i vixthus

Biokemiska och molekyléar analyser av mutationslinjer

Protein-, olje- och glukosinolathalter av mutationspopulationen av raps
analyserades med NIRS. Resultaten visade variationer i halt av dessa &mnen i flera
linjer (Fig. 6-8) i M2 och M3 generationer. For att utviardera mutationsfrekvensen
utfordes ocksé genomsekvensering med 2 M2 linjer som behandlades med 0.8%
EMS tillsammans med ursprungsorten innan mutagenes och resultaten visade att de
EMS behandlade frona hade ca.14.000 — 15.000 unika punktmutationer (dndring i
DNA baspar).
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Fig. 6. Oljehalt i froerna av utvalda linjer i M2 population av raps. Vildtyp med

M2: vildtyp som fordkades tillsammans med M2 populationen i vaxthus.
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Fig. 7. Proteinhalt i frokakan av utvalda linjer i M2 population av raps. Vildtyp
med M2: vildtyp som forokades tillsammans med M2 populationen i véxthus.
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Fig. 8. Proteinhalt i fréerna av utvalda linjer i M2 population. Vildtyp med M2:
vildtyp som forokades tillsammans med M2 populationen i véxthus.

Vad som ska géras i fortséttning

Vi kommer att fortsétta vart arbete med dessa vardefulla mutationsmaterial. Nar det
giller raps har vi en del M3 mutationslinjer som nu odlas i vixthus. Vi kommer
fortsatta utfora fenotypiska och kemiska analyser och planera for
genomsekvensering av vissa linjer med finansiellt stod frin TC4F (Trees and Crops
for the Future) etc. Vi kommer att s6ka mer medel for att kunna utfora
helgenomsekvensering pa ett storre antal mutationslinjer. Sddana
sekvenseringsdata kommer att vara en vardefull biobank for vaxtforadling i raps.
De bekriftade 6nskade egenskaperna kan sen korsas in i elitsorter for att utveckla
nya sorter med de 6nskade egenskaperna. Nar det géller féltkrassing behdver alla
mutationslinjer uppforokas till M3 generation i kombination med fenotypiska,
kemiska och genetisks analyser. Dessutom behdver en stdrre mutationspopulation
etableras for att skaffa mer genetisk variation for vixtforadling av féltkrassing.

Slutsatser

Olika EMS koncentrationer har testats och EMS behandlingsdoseringen har
optimerats for att bade fa en bra mutationsfrekvens och plantor med god vigor dar
befintliga och virdefulla egenskaper inte har paverkats negativt. Lampliga EMS
koncentrationer har tagits fram for raps och féltkrassing. Sekvenseringsresultaten
har visat att det finns en bra mutationsfrekvens i raps vid 0.8% EMS behandling.
En stor mutationspopulation av raps i M2 och M3 och en mindre
mutationspopulation av féltkrassing i M2 har etablerats. Bade fenotypiska och
kemiska analyser pa M2-M3 mutationsgenerationer av raps har visat variationer i
viktiga egenskaper s& som olje-, protein- och glukosinolathalter. Dessa tva
mutationsmaterial kommer att vara en viktig kélla av nya genetiska resurser for
onskade egenskaper for vidareforadling av raps och faltkrassing. Mer insatser
behovs for att etablera en storre mutationspopulation for faltkrassing.
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