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Sammendrag

Fusarium er en kompleks soppslekt med mange arter som angriper cerealer over hele verden.
Fusarium kan gi aksfusariose i korn om er en sykdom der kornaksene angripes. Dette kan fore til
darlig kornkvalitet og betydelige avlingstap. Flere arter av Fusarium kan produsere
mykotoksiner av ulik toksisitet. Disse kan gi negative helseeffekter hos bade mennesker og dyr.
For at mykotoksinproduksjon hos en Fusarium-art skal kunne skje, ma alle genene i
biosynteseveien for slike toksiner vere uttrykt. Slike gener koder for bestemte enzymer som
katalyserer viktige reaksjonstrinn i synteseveien til mykotoksiner. Det kan skje interaksjoner
mellom Fusarium-arter som er tilstede samtidig, men det kan ogsa skje interaksjoner mellom
Fusarium-arter og den infiserte planten. Dette kan pavirke toksinproduksjonen hos en art, som
en feglge av endringer i genekspresjonen av gener som er involvert i synteseveien av disse
mykotoksinene.

| denne masteroppgaven ble ekspresjonsanalyser av ulike gener som inngar i
synteseveien til slike mykotoksiner utfart. Dette var toksinrelaterte gener fra de fire Fusarium-
artene; F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum og F. langsethiae. Det ble ekstrahert RNA
fra Fusarium-infisert havre fra 10 og 14 dager etter inokulering (dpi). Havreprgvene som det ble
ekstrahert RNA fra, var pa forhand sprayinokulert med kombinasjoner av F. langsethiae med
hver av de tre andre artene, i tillegg til sprayinokuleringer med hver av de fire artene for seg.
cDNA ble syntetisert fra RNA og brukt til videre ekspresjonsanalyser med “Real time
quantitative polymerase chain reaction” (qQPCR).

Resultatene fra genekspresjonsanalysene indikerte at det for noen gener var forskjell
mellom uttrykket pa de to tidspunktene (10 og 14 dpi). I tillegg var genuttrykkene generelt noe
forskjellig nar en art var alene og i kombinasjon med en annen. Uttrykket av Tril og Tril6 der
det var full dose av F. langsethiae alene 10 dpi var signifikant forskjellig fra F. langsethiae halv
dose ved samme tidspunkt. Uttrykket av Tril6é ved 14 dpi, der F. langsethiae vokste i
kombinasjon med F. avenaceum og der F. langsethiae vokste i kombinasjon med F. culmorum,
var signifikant forskjellig fra F. langsethiae (halv dose) 14 dpi. Uttrykket av Esyn der F.
avenaceum var i kombinasjon med F. langsethiae 10 dpi var signifikant forskjellig fra F.

avenaceum alene (halv dose).




Abstract

Fusarium is a complex fungi genus with a lot of species, attacking cereals all over the world.
Fusarium can cause Fusarium head blight in cereals, a disease attacking ears in cereals, resulting
in reduced cereal quality and important reduction in yield. Different species of Fusarium can
produce mycotoxins of different toxicity, and can result in large negative impacts on human and
animal health. All genes included in the biosynthesis for such mycotoxins must be expressed for
mycotoxin production to be active by a Fusarium species. Such genes code for specific enzymes
which catalyze important steps in biosynthesis to mycotoxins. Interactions between Fusarium
species which are present at the same time may happen, but interactions between plant and
Fusarium species may also happen.

In this master thesis gene expression studies from different genes active in the
biosynthesis of mycotoxins have been done. This was toxin related genes from the four
Fusarium species; F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum and F. langsethiae. RNA was
extracted from Fusarium infected oats from 10 and 14 days post inoculation (dpi). Oat samples
which RNA was extracted from, had earlier been spray inoculated by F. langsethiae in
combination with each of the three other species. In addition spray inoculations of each of the
other species were done straight. It was synthesized cDNA from RNA. This was used for further
expression analyses by Real Time quantitative polymerase chain reaction (QPCR).

The results from the gene expression analyses indicated difference in expression between
the two sample times (10 and 14 dpi) for some genes. Gene expressions were also often changed
when two Fusarium species were together, compared to when the specific Fusarium specie was
alone. The expressions of Tril and Tril6 when full dose rate of F. langsethiae alone at 10 dpi
was significantly different from F. langsethiae half dose rate at the same time. Expression of
Tril6 at 14 dpi, where F. langsethiae grew in combination with F. avenaceum, and where F.
langsethiae grew in combination with F. culmorum, were significantly different from F.
langsethiae (half dose rate) 14 dpi. Expression of Esyn where F. avenaceum grew in
combination with F. langsethiae 10 dpi was significantly different from F. avenaceum alone
(half dose rate).
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1.0 Introduksjon

1.1 Fusarium - en alvorlig soppsykdom i korn

Fusarium er en stor og kompleks soppslekt med en rekke arter (Richard et al. 2003). Soppen
Fusarium er en av flere plantepatogener i korn, og anses som en av de viktigste (Parry et al.
1995). Flere Fusarium-arter er utbredt over hele verden, bade i vestlige land og U-land.
Fusarium-angrep skjer spesielt i hvete, bygg, havre, rug og triticale.

Fusarium-arter finnes for eksempel i jord, i underjordiske og gregnne plantedeler, planteavfall og
andre organiske substrater (Nelson et al. 1994). Det er vanlig at Fusarium forekommer i tropiske
og tempererte regioner, men arter av denne soppen finnes ogsa i tgffe, klimatiske omrader, slik
som grken, alpine omrader og arktiske strgk (Nelson et al. 1994). Mange arter av Fusarium
forekommer rikelig i fruktbar og dyrket jord, men ogsa i utmarkjord, i motsetning til skogsjord,
hvor de er forholdsvis uvanlige (Nelson et al. 1994).

Denne soppslekten er patogener som kan forarsake flere alvorlige sykdommer i cerealer,
som for eksempel rate i roten og stengelen, i tillegg til aksfusariose. Det er under dyrkingen, og
spesielt blomstringen, at cerealer kan angripes av Fusarium (Magan & Olsen 2004). |
oversiktsartikkelen til Parry et al. (1995) er det blant annet beskrevet at infeksjon som skyldes
Fusarium, er mest hyppig i varme og vate perioder. Ifglge mye av den dokumenterte litteraturen
som beskriver epidemi av aksfusariose, kan det tyde pa at regn har en viktig rolle i spredning av
inokulum fra Fusarium og etablering av denne soppslekten (Parry et al. 1995). Ogsa
landbruksmessige faktorer kan virke inn pa risikoen for soppvekst og mykotoksinproduksjon,
som for eksempel darlig hastepraksis og feil lagring (Wagacha & Muthomi 2008). | tillegg kan
forhold som ikke er optimale under transport og bearbeiding virke inn (Wagacha & Muthomi
2008). Slike faktorer er ofte karakteristiske i afrikanske land, og av den grunn er riskoen for
mykotoksiner i avlinger bekymringsfullt i disse landene (Wagacha & Muthomi 2008).

Fusarium kan fortsette a vokse dersom forholdene ligger til rette under lagring, for
eksempel ved hgy fuktighet og optimal temperatur i kornet (Richard et al. 2003). Som oftest
krever Fusarium-arter en hgy vannaktivitet (ay), vanligvis over 0,90, for & kolonisere i kornet
(Richard et al. 2003). Eksempler pa Fusarium-arter som kan finnes i lagret korn, er F. culmorum,
F. graminearum og F. avenaceum, men dette er avhengig av kornart (Richard et al. 2003).
Studier gjort av Halstensen et al. (2006) viste at F. avenaceum var den dominante Fusarium-

arten i kornstav.




Mange Fusarium-arter har evne til & produsere mykotoksiner i korn (Sweeney & Dobson
1999). Fusarium kan medfare betydelige avlingstap, i tillegg til & redusere kornkvaliteten som
hgyt innhold av toksiner, lavere naeringsverdi, misfarging og darlig smak (Kosiak et al. 2003;
Magan & Olsen 2004; Xu et al. 2005). Sykdommer forarsaket av Fusarium kan gdelegge en
meget god kornavling bare i lgpet av noen uker (McMullen et al. 1997). DON er et mykotoksin,
nermere bestemt et type B trichothecen (Li et al. 2011), og ifglge Kornguiden til Felleskjapet,
sesongen 2012/13, har det fra og med 2011/2012 blitt innfart pristrekk i havre ved hgye (DON)-
verdier i Norge. Dersom korn inneholder hgye toksinverdier, medfgrer dette begrensninger nar
det kommer til anvendelsesomrader, samtidig som at kornet har en lavere verdi knyttet til
kraftfor (Felleskjopet 2012).

1.2 Aksfusariose og livssyklusen til Fusarium

Som sammenfattet i oversiktsartikkelen til Parry et al. (1995), er aksfusariose (“Fusarium head
blight”) en sykdom som angriper akset pa kornplantene (tilsvarer risler i havre). Det er en
gdeleggende sykdom i korn over hele verden. Blant de mest vanlige artene som forarsaker denne
sykdommen er F. avenaceum, F. culmorum og F. graminearum (Bottalico & Perrone 2002).
Mange av Fusarium-artene som kan forarsake aksfusariose, kan i tillegg forarsake
spiringsfusariose og fotsjuke (Parry et al. 1995).

Ved Fusarium-smitte blir smaaks vasstrukne, samtidig som de mister klorofyll og blir blekgule
(Bottalico & Perrone 2002; Parry et al. 1995). Nar varet blir varmt og fuktig, starter veksten av
rad-rosa mycel og konidier, og infeksjonen sprer seg (Bottalico & Perrone 2002). Nedbar i juli-
maned har vist & gke Fusarium-angrep, og det er i denne maneden kornet blomstrer (Bernhoft et
al. 2010). Korn/kjerner som er smittet av Fusarium, kjennetegnes ved at de skrumper og blir
misfargede (hvite, rosa eller lys brune) som falge av mycelvekst (Bottalico & Perrone 2002).

Havrekorn kan for eksempel bli ratne og nekrotiske etter angrep av Fusarium (figur 1).
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Figur 1: Bildet viser ratne korn hos havresorten Belinda (til venstre) og visnet smaaks (til

hgyre). Agner og omradene rundtpollenbzrerne er misfargede. (Bjgrnstad & Skinnes 2008)

Som Nelson et al. (1994) beskriver i sin oversiktsartikkel, er det tre typer sporer som Fusarium-
arter kan produsere, og disse kalles makrokonidia, mikrokonidia og klamydosporer. Noen arter
produserer alle disse tre sporene i motsetning til andre. Figur 2 viser eksempler pa

makrokonidier hos de tre Fusarium-artene; F. culmorum (a), F. graminearum (b) og F.

avenaceum (c)

Figur 2: Makrokonidier hos tre Fusarium-arter.
a) F. culmorum

b) F. graminearum

¢) F. avenaceum

(Nelson et al. 1994)




Sammenlignet med makrokonidia, produseres mikrokonidier bare i luftmycel og ikke i
sporodochier ifglge oversiktsartikkelen til Nelson et al. 1994. Klamydosporer har tykke vegger
og er fylt med et lipidliknende materiale som sgrger for at soppen overlever i jorden over
vinteren, dersom en egnet vert ikke er til stede (Nelson et al. 1994). Disse sporene kan
forekomme som enkle, i par, i klaser eller i kjeder, og den ytre veggen kan veere glatt eller grov
(Nelson et al. 1994). Makrokonidier har lettere for & overleve i jorda, sammenlignet med
mikrokonidier, noe som har betydning for en arts evne til overvintring (Wagacha et al. 2012).

En oversikt over sykdomssyklusen av Fusarium i sma korn illustreres i figur 3. Parry et
al. (1995) har i sin oversiktsartikkel beskrevet sykdomssyklusen til Fusarium. Den opprinnelige
kilden av Fusarium-smitte i jord, som overlever i form av saprofyttisk mycel eller som
klamydosporer (blant annet pd stubb- og halmrester) har stor betydning i denne
sykdomssyklusen. Dersom sakorn blir sadd i jord som er smittet med Fusarium, kan dette
forarsake infeksjon i kornet og dermed utvikle sykdommene spiringsfusariose og fotsjuke i
planten. Etter hvert som vekstsesongen forlgper, kan kornet bli smittet av inokulum fra luften,
vanligvis i form av konidier eller askosporer (kun for F. graminearum), og det er dette som kan
fare til aksfusariose. Hvis korn som er smittet med Fusarium brukes til sakorn, kan dette veere en
sentral kilde til smitte som kan utvikle spiringsfusariose, og pa denne maten er livssyklusen
fullfart (Parry et al. 1995).
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Figur 3: En generell oversikt over sykdomssyklusen av Fusarium hos korn (Parry et al. 1995)

R
- wm@m/




1.3 Taksonomi og fylogeni

Det er vanskelig a lage et presist taksonomisystem for Fusarium (Watanabe et al. 2011). Som

sammenfattet i oversiktsartikkelen til Nelson et al. (1994), varierer slekten Fusarium bade i

morfologiske og fysiologiske egenskaper mellom arter og innenfor en art.
Mange forskere har nylig benyttet seg av molekylare fylogenetiske analyser for a studere

taksonomien til Fusarium-arter, og basert pa fylogenetiske artsbegreper, har de foreslatt nye
taksonomiske systemer (Watanabe et al. 2011). Det er likevel fa omfattende fylogenetiske
analyser av Fusarium-slekten som har blitt gjennomfart, og det er flere fylogenetiske relasjoner
som forblir uklare (Watanabe et al. 2011). Fylogenetiske sammenligninger som hittil har blitt

utfert blant Fusarium-arter, indikerer likevel at det er et komplekst mgnster nar det gjelder

utbredelsen og mangfoldet av mykotoksiner innenfor denne slekten (Desjardins 2006).

Watanabe et al. (2011) har blant annet konstruert et “maximum likelihood (ML)” -tre

som indikerer at det finnes sju hovedklader i Fusarium-slekten (figur 4).
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Figur 4: “Maximum likelihood tree” av Fusarium-slekten og relaterte slekter avledet fra de

kombinerte sekvensene av rDNA “cluster”, f-tub og EF-a-gener (Watanabe et al. 2011).
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Ifalge andre fylogenetiske traer utarbeidet av Watanabe et al. (2011), har artene i hver klade nere
relasjoner til hverandre. De fleste Fusarium-artene som produserer trichothecener, er samlet i en
“super” klade (figur 4), og det antas derfor at en felles stamfar har utviklet kapasiteten til &
produsere trichothecener, og at dermed noen arter kan ha mistet denne egenskapen. Studiene til
Watanabe et al. (2011) viste for gvrig at det er betraktelige forskjeller i evolusjonen til flere
gener i slektslinjen til Fusarium, og fullstendige genomsekvenser av Fusarium er bare

tilgjengelig for fire arter som tilhgrer Gibberella-kladen.

1.4 F. avenaceum

F. avenaceum hgrer innunder seksjonen Roseum (Benyon et al. 2000) og har blitt isolert fra korn
I flere klimasoner (Parry et al. 1995). Denne Fusarium-arten produserer ikke klamydosporer
(Desjardins 2006), men en blanding av mikro- og makrokonidier (figur 2). Sammenlignet med F.
culmorum og F. graminearum, er F. avenaceum lite patogent (Kang et al. 2005). | motsetning til
F. culmorum og F. graminearum, produserer ikke F. avenaceum mykotoksiner som hgrer inn

under trichothecener eller zearalenon (Desjardins 2006).

1.5 F.culmorum

F. culmorum herer til seksjonen Discolour (Wagacha & Muthomi 2007). F. culmorum og F.
graminearum er to nart beslektede arter (Miller et al. 1991). Det er i kaldere omrader som Nord-
Vest Europa og Sentral-Europa, at F. culmorum synes & dominere (Parry et al. 1995; Wagacha &
Muthomi 2007). | motsetning til F. graminearum, er det ikke kjent at F. culmorum produserer
askosporer, ifglge Wagacha et al. (2007). Denne Fusarium-arten produserer rikelig med
makrokonidier (figur 2), men produserer ikke mikrokonidier (Desjardins 2006). Produksjonen av

klamydosporer varierer hos F. culmorum (Desjardins 2006).

1.6 F.graminearum

Flere steder i verden er F. graminearum den starste kilden til aksfusariose (Goswami & Kistler
2004). 1 likhet med F. culmorum, hgrer F. graminearum inn under seksjonen Discolour
(Wagacha & Muthomi 2007). Den produserer makrokonidier (figur 2), men ikke mikrokonidier
(Desjardins 2006). Klamydosporer hos F. graminearum er sjelden (Desjardins 2006). F.
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graminearum kan overleve i planterester, og planterestene (som halm og halmstubb) fungerer
derfor som en kilde for smitte til neste ars avlinger (Richard et al. 2003). I hvete, bygg og havre
er F. graminearum en vesentlig patogen (Richard et al. 2003). Kjennetegnet pa infeksjon av F.
graminearum i cerealer er rosa eller redt mycel i kjernen (Richard et al. 2003). Denne Fusarium-
arten er hovedprodusenten av trichothecenet DON i disse kornene (Richard et al. 2003). Ifglge
resultatene i studiene til Proctor et al. (1995a), synes trichothecen-produksjon a bidra til virulens
av F. graminearum hos noen cerealer, noe som kan bety at trichothecener spiller en rolle i

patogenesen til Fusarium.

1.7 F. langsethiae

F. langsethiae er en Fusarium-art som ble identifisert for et drgyt tiar tilbake (Thrane et al. 2004;
Torp & Langseth 1999). Denne arten harer til seksjonen Sporotrichiella (Yli-Mattila et al. 2004)
Far den fikk navnet F. langsethiae ble den kalt “powdery F. poae”, siden morfologien lignet den
hos F. poae, og utseende var pudderaktig (Torp & Langseth 1999). Ifglge studier gjort av Torp
& Langseth (Torp & Langseth 1999) produserte isolater av Fusarium-arten mykotoksinene T-2,
neosolaniol (NEOS) og andre T-2 relaterte metabolitter (Torp & Langseth 1999). F. langsethiae
produserer bare mikrokonidier, men det er ikke kjent hvorvidt dette er grunnen til den svake
patogenesen til F. langsethiae (Torp & Langseth 1999; Yli-Mattila 2010a). Denne Fusarium-
arten produserer ikke klamydosporer (Torp & Langseth 1999). Figur 5 viser konidioforer hos

F. langsethiae. | Skandinavia er F. langsethiae en viktig patogen i havre (Tamburic-llincic
2010).

Figur 5: Forgreinede konidioforer av F. langsethiae (Torp & Nirenberg 2004).
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1.8 Mykotoksiner

Bestemte Fusarium-arter kan produsere karakteristiske mykotoksiner, og ofte kan ulike arter
produsere samme type mykotoksin. Mykotoksiner produsert av Fusarium har ulik grad av
toksisitet. Mykotoksiner utgjer en global risiko for mattrygghet, og det er ngdvendig & utvikle
strategier som kan redusere mykotoksinproduksjon i matvarer, bade for og etter hgsting (Bryden
2007). Forekomst av mykotoksiner kan pavirkes av en rekke faktorer, og omfanget av
kontamineringen av en spesifikk ravare med ett bestemt toksin varierer fra sted til sted, i tillegg
til jordbrukspraksis, samt sarbarheten en ravare har overfor invasjon av sopp far hgsting, under
lagring, samt bearbeidingsperioder (Richard et al. 2003). Fung og Clark (2004) beskriver i sin
oversiktsartikkel at toksinproduksjonen er generelt avhengig av naringsstoffer som er
tilgjengelig for soppen, fuktighetsniva, pH, temperatur, substrater og eventuelt bestemte gasser
eller essensielle metaller. Av den grunn produseres det ikke mykotoksiner til enhver tid selv om

den potensielt toksiske soppen er til stede.

1.8.1 Trichothecener

Trichotecener er den starste gruppen av kjente mykotoksiner (Richard et al. 2003) og harer
innunder en familie av “sesquiterpenoider”. Denne gruppen karakteriseres av at de har et 12-13-
epoxy-trichothecen-skjelett og en binding med ulike kjemiske grupper i sidekjedene (Bennett &
Klich 2003). Det er Fusarium som er mest kjent for a produsere disse selv om det ogsa finnes
andre produsenter av trichothecener (Richard et al. 2003).

Disse mykotoksinene kan deles inn i fire grupper; A, B, C og D (Li et al. 2011). | denne
masteroppgaven er det bare gjort undersgkelser med type A og B. Videre omtale av type C og D
trichothecener er derfor utelatt. Type A trichothecener omfatter hovedsakelig T-2, HT-2 og
DAS, og disse har ikke en karbonylgruppe i C-8-posisjonen (Desjardins 2006; Li et al. 2011). F.
langsethiae og F. sporotrichioides er eksempler pa viktige produsenter av type A trichothecener
og dermed disse tre toksinene (Placinta et al. 1999; Thrane et al. 2004). F. poae kan produsere
DAS, mens bare noen stammer av denne Fusarium-arten er i stand til & produsere T-2 og HT-2
(Thrane et al. 2004). Type B trichothecenene har derimot en karbonylgruppe i C-8-posisjonen,
og problematiske trichothecener som hgrer til denne typen, er farst og fremst DON og NIV. F.

culmorum og F. graminearum er viktige produsenter av type B trichothecener og produserer
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bade DON og NIV (Desjardins 2006; Placinta et al. 1999) Figur 6 viser illustrasjoner av type A

og B trichothecener.

T-2 HT-2

O [ H
OH H
CH,OH

DON NIV

Figur 6: Kjemiske strukturer av T-2-toksin og HT-2-toksin (type A trichothecener) og DON og
NIV (type B trichothecener).

DON er et av de mest vanlige trichothecenene som finnes i korn. Dette toksinet omtales i noen
tilfeller som vomitoksin (Richard et al. 2003). 3-acetyldeoxynivalenol (3-ADON) og 15-
acetyldeoxynivalenol (15-ADON) er to acetylerte former av DON som kan opptre sammen med
DON, men ved mye lavere nivaer (Pestka 2010). Nar det gjelder toksisiteten til disse to

acetylerte formene, er den enten tilsvarende som for DON eller lavere (Pestka 2010).

Biosynteseveier av type A og B trichothecener

Biosynteseveien til trichothecenene er omfattende, og det er mange gener knyttet til dette ved at
de koder for enzymer som inngar i denne synteseveien. Hvert bestemte trichothecen har sin
bestemte syntesevei. Biosynteseveiene til T-2, HT-2, NIV og DON har flere av de samme
intermediatene og mange av de samme reaksjonstrinnene (Alexander et al. 2009; Desjardins
2006). De fleste genene som koder for enzymer som inngar i denne biosynteseveien finnes

samlet i ett lokus pa genomet (“cluster”) som kalles TRI. I tillegg finnes det to andre Fusarium-
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lokus som koder for enzymer i trichothecen-synteseveien (Alexander et al. 2009). Tril01 er det
eneste biosyntetiske genet som inngar i det farste lokuset og koder for acetyltransferase
(Alexander et al. 2009; McCormick et al. 1999). Dette enzymet katalyserer esterifiseringen av
acetyl til C-3 hydroksyl av trichothecenene. | dette trinnet reduseres faktisk toksisiteten av
trichothecenene hos Fusarium, noe som trolig fungerer som en selv-beskyttende mekanisme hos
Fusarium-arter som produserer trichothecener (Alexander et al. 2009). Det er to gener som
inngar i det andre lokuset, det vil si Tril og Tril6 (Alexander et al. 2009). Uttrykket av genene
pa de tre ovennevnte lokusene koordineres til dels av to regulatoriske gener, Tri6 og Tri10, som
inngar i TRI-“clusteret” (Alexander et al. 2009; Peplow et al. 2003b; Tag et al. 2001). Neermere
bestemt er Tri6 en transkripsjonsfaktor (Desjardins 2006; Proctor et al. 1995b). Dersom disse to
genene inaktiveres, far dette konsekvenser ved at genekspresjonen av andre Tri-gener reduseres
eller elimineres, noe som resulterer i blokkering av trichothecen-produksjon (Proctor et al.
1995b; Tag et al. 2001).

Forste intermediat i trichothecen-biosynteseveien er farnesyl pyrofosfat (figur 7)
(Desjardins 2006), og biosyntesen fortsetter videre gjennom trichodiene som er et hydrokarbon-
intermediat (Desjardins 2006). Gjennom hele biosynteseveien foreligger det oksygeneringer,
isomeriseringer, sykliseringer og esterifiseringer (Desjardins 2006). Biosynteseveien starter med
en syklisering etterfulgt av atte oksygeneringer og fire esterifiseringer (Desjardins 2006).
Calonectrin er et intermediat lenger ned i syntesveien og fungerer hovedsakelig som et
forgreiningspunkt (Desjardins 2006). Det innebaerer at det er her resten av de spesifikke
synteseveiene til type A og type B trichothecenene skiller lag (Desjardins 2006). Det er altsa
videre herfra at hver syntesevei blir mer spesifikk, og andre spesifikke gener inngar. Dette
resulterer i ett bestemt trichothecen, enten T-2/HT-2, DON eller NIV (Alexander et al. 2009).
Tril3 er et gen som koder for et enzym som katalyserer oksygeneringen av C-4 (Desjardins
2006; Lee et al. 2002). Dette genet inngar i synteseveien til bade T-2 og NIV (Desjardins 2006),
men ikke i synteseveien til DON, der genet ikke er funksjonelt (Alexander et al. 2009; Brown et
al. 2002; Lee et al. 2002). Tri7 synes heller ikke & vare funksjonelt for DON, men inngar i
syntesveien til NIV og T-2 (Brown et al. 2001; Lee et al. 2002). Dette genet koder for et enzym
som katalyserer acetyleringen av C-4-hydroksylgruppen (Desjardins 2006; Lee et al. 2002).

Tril inngar bade i synteseveien til DON, NIV og T-2 (figur 7) og koder for P450
monooksygenase (Alexander et al. 2009; McCormick et al. 2006). Tril-genet hos F. culmorum
og F. graminearum og Tri-genet hos F. langsethiae er ortologer (Alexander et al. 2009; Brown
et al. 2003). P450 monooksygenase er ngdvendig for hydroksyleringen av C-7 og C-8 i

synteseveien for produksjon av DON og NIV hos F. culmorum og F. graminearum (Alexander
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et al. 2009; McCormick et al. 2006). | synteseveien for produksjon av T-2/HT-2 kreves dette
enzymet for hydroksyleringen av C-8, slik at 3,4,15-triacetoxyscirpenol blir til 3-
acetylnesolaniol i synteseveien (Alexander et al. 2009; McCormick et al. 2006; Meek et al.
2003). Tril6 inngar derimot bare i synteseveien til T-2/HT-2 (figur 7), siden det ikke er
funksjonelt hos F. graminearum (Alexander et al. 2009; Brown et al. 2003). Genet koder for C-8
acyltransferase og er nedvendig for esterifiseringen av C-8 som kreves for T-2-produksjon
(Peplow et al. 2003a). Ved siden av (nedstrems for) Tril ligger Tril6 (Alexander et al. 2009;
Brown et al. 2003; Peplow et al. 2003a). Tril6-genet koder for enzymet acyltransferase som
katalyserer dannelsen av sidegrupper (i form av estere) pa C-8, slik at 3-acetylnesolaniol blir til
3-acetyl T-2 toksin (Alexander et al. 2009; Peplow et al. 2003a). Tril og Tril6 er gener som
altsd har viktige oppgaver i biosynteseveien til T-2 toksin, ved at de begge har ansvar for
bestemte sidegrupper pa C-8 (Peplow et al. 2003a). Nar Tril6 er aktivt, medfarer dette gkt
trichothecene-toksisitet (Peplow et al. 2003a).
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Figur 7: Illustrasjon av biosyntesevei for type A og B trichothecener etter forslag fra Alexander

et al. (2009). Figuren inkluderer blant annet genene Tril og Tril6.
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1.8.2 Zearalenoner

Zearalenoner (ZEN) er en annen type mykotoksiner (figur 8). Noen trichothecene-produserende
Fusarium-arter kan ogsa produsere denne, for eksempel F. culmorum og F. graminearum
(Desjardins 2006; Placinta et al. 1999). ZEN forekommer ofte i form av fire hydroksy-derivater
(Placinta et al. 1999). Sammenlignet med konsentrasjonen av DON, er konsentrasjoner av ZEN i

korn ofte lavere (Placinta et al. 1999).

OH O

HO
|

(0

Figur 8: Kjemisk struktur av zearalenon.

1.8.3 Enniatiner, beauvericin og moniliformin

Enniatiner er mykotoksiner som produseres blant annet av F. avenaceum (Desjardins 2006).
Disse mykotoksinene er sykliske depsipeptider (figur 9) og har antibiotiske og fytotoksiske
aktiviteter (Desjardins 2006; Jestoi 2008). Ifalge studier gjort av Hermann et al. (1996) pa

potetvev synes produksjonen av enniatin & bidra til virulens av F. avenaceum.
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Figur 9: Kjemisk struktur av beauvercin og enniatiner av type A, Al, B og B1.

Beauvericin er, i likhet med enniatiner, sykliske heksadepsipeptider (figur 9) og produseres blant
annet av F. avenaceum og F. tricinctum (Fernandez-Ortufio et al. 2011; Jestoi 2008).
Moniliformin forekommer ofte som et natrium eller kalium salt og produseres blant annet

av F. avenaceum, F. proliferatum og F. subglutinans (Desjardins 2006).

Biosyntesevei av enniatin

Esyn er et gen som koder for det multifunksjonelle enzymet enniatin syntetase som katalyserer
biosyntesen av enniatin (Glinski et al. 2002). Dette enzymet kreves for den ikke-ribosomale
dannelsen av disse mykotoksinene (Glinski et al. 2002). Enniatin syntetase er en monomer med
en forlenget struktur (Glinski et al. 2002).

Ifglge studiene til Glinski et al. (2002) synes biosyntesen til enniatin a fglge en intramolekylaer
reaksjonsmekanisme, der alle tre reaksjonssyklusene katalyseres av ett enkelt Esyn-molekyl for a
gi et heksapeptidol som til slutt sykliseres pa enzymet og gir enniatin (figur 10) (Glinski et al.
2002).
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Figur 10: Mekanismer i biosynteseveien til enniatin ifglge Glinski et al. (2002). De grgnne
segmentene tilsvarer kondenseringsdomenene. Det er her Kkatalysering av dannelsen av
peptidbindinger skjer. De orange segmentene er adenyleringsdomenene som gjenkjenner og
aktiverer korresponderende substrater De bla segmentene tilsvarer tioleringsdomenene og
katalyserer kovalent binding av substratet ved tioester-binding. | det rgde segmentet er N-

metyltransferase domenet (Glinski et al. 2002).

1.9 Samspill

Korn kan bli kontaminert av en rekke mykotoksiner som falge av at det kan oppsta interaksjoner
mellom flere sopper som invaderer kornet (Richard et al. 2003). Ved andre arter tilstede kan
dette pavirke bade utviklingen og veksten av hver enkelt art (Aamot et al. 2010; Magan &
Aldred 2007), samt toksinproduksjonen fra de ulike soppartene (Klemsdal et al. 2009). P& den
maten spiller samspillet mellom sopp en viktig rolle. Med hensyn til klima er temperatur og
vannaktivitet de viktigste faktorene som har innvirkning pa samspillet mellom ulike arter av
Fusarium. | hvilken grad disse pavirker vekst og produksjon av toksiner hos hver art, avhenger
av de ulike soppartene (Magan et al. 2003; Magan & Aldred 2007). Det har blitt publisert en
rekke studier som viser at utviklingen av sopp og plantesykdom, er sterkt knyttet til
konkurransen mellom ulike sopper. Studier gjort av Xu et al. (2007b) innebar undersgkelse av
samspillet mellom fire Fusarium-arter; F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum og F. poae

i hvete. Det ble gjort inokuleringer av hver art alene, men ogsa inokuleringer der flere arter var
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blandet i ulike kombinasjoner (to-tre arter). Resultatene i disse studiene viste at det kan veere
konkurranse mellom de ulike artene nar de forekommer sammen. DNA-analyser viste
kvantifiserbare mengder av patogen-DNA ved aksfusariose i n&ermest alle prevene der én sopp
var inokulert alene. VVed analyse av prgver som var inokulert med flere arter, ble det derimot ofte
observert tilstrekkelig DNA-mengde bare fra én av soppene. F. graminearum viste seg a veere
mest dominant blant de fire artene som var testet. Den skilte seg ut fra de andre ved at mengden
sopp DNA var generelt det samme bade nar den vokste alene og sammen med de andre artene.
Nar det gjelder den totale akkumuleringen av mykotoksiner i ulike praver, var denne i de fleste
tilfeller betydelig starre i praver der flere sopper var inokulert, sammenlignet med inokulering av
bare én sopp.

Konkurransedyktigheten av sopper som vokser i kombinasjon med hverandre, avhenger
farst og fremst av miljgmessige faktorer (Von der Ohe & Miedaner 2011). Tilgjengeligheten av
ulike neringsstoffer er ogsa nedvendig for at Fusarium-arter skal kunne spire og vokse
(Wagacha et al. 2012). Studier gjort av Beyer et al. (2004) viste at makrokonidia av F.
graminearum spirte og vokste raskt dersom glukose og sukrose var tilgjengelig.

Det er ogsa mange faktorer som kan virke inn pa uttrykket av et gen i synteseveien til et
mykotoksin, og dermed virke indirekte pa mykotoksinproduksjonen hos en Fusarium-art. Studier
gjort av Velluti et al. (2001) pa stralebehandlet mais viste at bade utviklingen av Fusarium-arter,
samt mykotoksinproduksjonen pavirkes i ulik grad av faktorer knyttet til miljget, for eksempel

temperatur, vannaktivitet, men ogsa interaksjoner sopper imellom.

1.10 Fusarium i havre

Fusarium-smitte og aksfusariose har i de nordiske landene blitt en alvorlig utfordring for
havredyrking (figur 11) (Bjernstad & Skinnes 2008). Havre inneholder i disse landene mer
mykotoksiner enn hvete og bygg (Yli-Mattila 2010b).

I norsk korn er det mellom de ulike regionene observert variasjon i utbredelsen av
Fusarium-arter, men F. avenaceum synes a dominere over hele Norge, bade i hvete, bygg og
havre (Hofgaard et al. 2010; Kosiak et al. 2003). Studier gjort pa norsk korn de senere arene har
vist at det har skjedd en endring i utbredelse av Fusarium-arter i Norge i lgpet av det siste tidret
(Hofgaard et al. 2010). Pa 1980-90-tallet syntes F. avenaceum, F. poae, F. trincinctum og F.

culmorum & forekomme mest, men de siste arene har F. graminearum blitt mer vanlig her i

20




landet, og det er registrert gkte konsentrasjoner av DON og 3-AcDON i norsk havre og varhvete
(Hofgaard et al. 2010). Videre har det blitt registrert en del HT-2 og T-2 i havre, og i Norge
anses F. langsethiae som hovedprodusent av de sistnevnte toksinene (Hofgaard et al. 2010).
Dette gjelder ogsa i andre skandinaviske land og i Storbritannia (Edwards 2007; Nielsen, G. et
al. 2010; Nielsen, L. et al. 2010).

Figur 11: Fusarium-smitte i havrerisler. Fotograf: Asmund Langeland (Langeland 2010).

Havre er korn som er godt tilpasset et kaldere klima og er godt egnet til bade mat og for
(Bjgrnstad & Skinnes 2008). | de nordiske landene er det rapportert om urovekkende nivaer av
mykotoksinene DON, HT-2 og T-2 i havre (Bjegrnstad & Skinnes 2008). Nordisk havre er sveert
utsatt for aksfusariose, men kan veere vanskelig & vurdere i havre (Bjgrnstad & Skinnes 2008).
Det er farst etter innhgstingen gjennom prosentandel av infiserte korn og toksindata at det er
mulig & observere infeksjonen mer tydelig, men det er ikke alltid at disse to faktorene er i
samsvar (Bjernstad & Skinnes 2008).

Studier utfart av Tekle et al. (2012) viste at blomstringsstadiet er det mest mottakelige
stadiet for infeksjon av F. graminearum i havre. Under de tidlige stadiene av
infeksjonsprosessen syntes pollenbarerne a veere av betydning. Det ble i disse studiene observert
at hyfer av F. graminearum vokste betraktelig mer pa pollenbarerne enn pa andre deler av
blomstene i lgpet av de farste stadiene av infeksjonen. Dersom infeksjon av denne arten skjer
ved blomstring, kan dette resultere i forratnelse av korn eller infiserte kjerner med betydelig

reduksjon i spiringsevne (figur 12), samt en gkning i kontamineringen av mykotoksiner (Tekle et
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al. 2012). Pa senere utviklingsstadier i havre syntes mottakeligheten for vellykket infeksjon a
avta ifglge studiene til Tekle et al. (2012).

Figur 12: Infiserte havrekorn (sorten Hurdal), etter Fusarium-angrep (Bjgrnstad et al. 2011).

1.11 Fusarium og helseeffekter

Det er viktig med diagnostikk og kontroll av Fusarium i avlinger med cerealer for a redusere
risikoen for at toksinene kommer inn i maten. Mykotoksiner fra Fusarium kan fare til en rekke
ulike sykdommer og andre helseproblemer hos bade mennesker og dyr. Fusarium-infeksjoner
hos mennesker har blitt rapportert fra store deler av verden (Nelson et al. 1994). Mykotoksikose
er en betegnelse pa sykdommer som er et resultat av eksponering av mykotoksiner, for eksempel
gjennom mat og for. Det er vanlig at flere toksiner er involvert i mykotoksikose (Magan & Olsen
2004). Inntak av matvarer som er kontaminert med mykotoksiner, kan forarsake akutte og
kroniske effekter (Fung & Clark 2004). Fglsomheten overfor lavere nivaer av mykotoksiner som
inntas gjennom mat, gker dersom en person er underernart (Nelson et al. 1994), noe som kan
gjelde en hgy andel av befolkningen i U-landene. Eksponering av mykotoksiner kan ogsa
forekomme ved kornstgv som er kontaminert med mykotoksiner, og det kan skje en inhalering
av disse toksinene gjennom kornstgvet (Halstensen et al. 2006).

Ifolge oversiktsartikkelen til Fung og Clark (2004) lider pasienter som er rammet av
mykotoksikose ofte av alvorlige allmennsymptomer. Det har ogsa blitt kjent at Fusarium-arter
kan forarsake sykdom (i verstefall livstruende) hos mennesker med svekkede immunsystemer
(Anaissie et al. 1986; Fung & Clark 2004; Nelson et al. 1994). Humane infeksjoner som skyldes

Fusarium-arter, kan veere overfladiske eller begrenset til enkelte organer, selv hos friske
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personer, men slike infeksjoner er sjelden (Nelson et al. 1994). Ofte er det ikke alltid like lett &
gjenkjenne tegn pa mykotoksikose, og dermed kan diagnosen veare vanskelig (Magan & Olsen
2004). Hos dyr er tegn pa toksiske effekter avhengig av typen mykotoksiner og deres
konsentrasjon (Magan & Olsen 2004). Dyreforsgk viser at inntak av store doser av mykotoksiner
kan resultere i svulster (Fung & Clark 2004). Det er hovedsakelig DON, NIV og DAS som
forekommer mest i mat og for (Fung & Clark 2004). Ifglge Desjardins (2006) har ikke F.
avenaceum blitt knyttet til mykotoksikose. Derimot er F. graminearum knyttet til dette, bade hos
mennesker og dyr (Desjardins 2006). ZEN fremmer gstrogenaktivitet og har evne til a stimulere
gstrogensensitive svulster i bryst og livmohals (Fung & Clark 2004). Blant dyr er det griser som
er mest sensitive til ZEN, hvor det blant annet kan gi sterilitet, mindre grisekull, samt svake
griseunger (Nelson et al. 1994).

Ifalge oversiktsartikkelen til Fung og Clark (2004) absorberes type A og B trichothecener
raskt i mage-tarmkanalen, og trichothecener kan hemme proteinsyntesen ved at de blokkerer
syntesen av RNA og DNA ved a hemme peptidyltransferase. Videre i oversiktsartikkelen skriver
Fung og Clark at dyreforsgk viser at det betydelig variasjon i toksisiteten til trichothecener. Type
A trichothecener som T-2 og HT-2 er sveert giftige (Medina & Magan 2010). T-2 kan hemme
DNA, RNA og proteinsyntese, i tillegg til at dette toksinet kan svekke immunforsvaret (Canady
et al. 2001). Mellom 1942 og 1948 dede minst 100.000 mennesker i Russland av sykdommen
“alimentary toxic aleukia” (ATA) etter & ha spist overvintret korn som var kontaminert med T-2
(Foroud & Eudes 2009). Denne sykdommen starter med tarmirritasjon i form av brekning og
diaré og etterfulgt av “aleukia” og anemi, noe som kan fortlepende fore til dod (Foroud & Eudes
2009). Dersjant-Li (2003) beskriver i sin oversiktsartikkel at ifglge studier gjort med dyr er
redusert forinntak og vekst eksempler pa symptomer etter inntak av bestemte mykotoksiner.
Blant trichothecener er DON det starste problemet for dyrenes helse (Richard et al. 2003). Griser
synes & vaere svart sensitive til DON, og symptomene er ofte oppkast, diaré, muskelsvakhet,
skjelvinger og koma. Sammenlignet med gris, ser det ut til at kylling er mindre sensitive.
(Richard et al. 2003). Nar det gjelder dravtyggere, er disse forholdsvis lite sensitive til DON, noe
som skyldes at de har mikroorganismer i vomma som er i stand til & bryte ned toksinet eller gjare
det mindre toksisk (Richard et al. 2003). Ved kronisk eksponering av DON, kan det medfare
svekkelse av immunforsvaret. Mus som er foret med lave DON-nivaer, har i noen eksperimenter
vist a fa i en gkning av serum IgA. (Richard et al. 2003).

Enniatiner er vist & veere fytotoksisk, har antimikrobielle egenskaper og kan forstyrre leverceller
(Burmeister & Plattner 1987; Tomoda et al. 1992).
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Fung og Clark (2004) beskriver ogsa i sin oversiktsartikkel at det er vanskelig a sette
toleransegrenser for nivaer av trichothecener som falge av at toksiner med ulik toksisitet ofte
forekommer sammen.

Nedre grense for DON er 200 pg/kg i baby-mat, 1250 pg/kg for ubearbeidet korn annet enn
durum hvete, havre og mais, og for havre og durumhvete er grenseverdien 1750 pg/kg i
uberarbeidet cerealer (Commission 2006)

1.12 Formal

Formalet med oppgaven er a undersgke genuttrykket hos Fusarium under infeksjon av havre for
a kunne se nar genene som trengs for toksinproduksjon er aktive, og om ulike arter av Fusarium
interagerer og pavirker produksjon av mykotoksiner hos hverandre. De fire Fusarium-artene som
inngar i oppgaven er F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum og F. langsethiae. Bestemte
gener fra hver av de fire artene er undersgkt, bade ved 10 og 14 dpi. Genene som ble undersgkt,
er: Esyn hos F. avenaceum, Tril hos F. culmorum og F. graminearum og Tril, Tril6 og Dep5
hos F. langsethiae.

Det er flere faktorer som kan pavirke bade veksten og mykotoksinproduksjonen hos en
Fusarium-art. Mykotoksinproduksjonen hos en Fusarium-art er styrt av bestemte gener som
koder for enzymer som inngar i synteseveien til de ulike toksinene, og det er slike gener som er
en del av denne oppgaven. Uttrykket av disse genene kan variere avhengig av tid, abiotiske
miljefaktorer og eventuell tilstedevearelse av andre sopper. Nar andre Fusarium-arter er tilstede,
kan dette for eksempel hemme eller stimulere mykotoksinproduksjonen hos den andre arten. Det
foregar dermed et samspill mellom artene, og de kan pavirke hverandre i ulik grad, hvorav den
ene kan vare mer konkurransedyktig og dominant enn den andre. Fusarium-arter som lever
sammen kan stresse hverandre og konkurrere om for eksempel naringsstoffer. Stress kan blant
annet gi gkt toksinproduksjon hos en Fusarium-art. Det foregar bade interaksjoner mellom
soppen og planten (i dette tilfellet havre) og interaksjoner mellom ulike arter av Fusarium.

Det er altsa mange faktorer som spiller inn om et gen er uttrykt og om det forekommer
toksinproduksjon hos Fusarium. Hele dette samspillet er ganske komplekst, og denne
masteroppgaven tar for seg hvordan bestemte genuttrykk og toksinproduksjonen hos fire viktige
Fusarium-arter i Norge pavirkes av nar soppen er alene og vokser sammen med en annen art.
Hovedvekten i oppgaven er lagt pa F. langsethiae, og denne Fusarium-arten inngar derfor i alle

kombinasjonene, der to sopper er sammen, men alle de fire artene har ogsa vokst alene.
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2.0 Materialer

2.1 Prgvemateriale

Tabell 1: Oversikt over Fusarium-arter, isolater og sporekonsentrasjon som ble benyttet ved

inokulering av havre og som prgvene i denne masteroppgaven er basert pa.

Fusarium-art Isolat Sporekonsentrasjon
F. graminearum | 2007-059% | Halv dose:
2008-028% | 0,5x10° sporer/ml
2008-140% | (makrokonidier)
F. langsethiae 2010-058° | Halv dose:
IBT9951% | 2x10° sporer/ml (mikrokonidier)
e
IBT9956" | Hel dose:
€ 4x10° sporer/ml (mikrokonidier)
F. avenaceum 6A° Halv dose:
11A° 0,5x10° sporer/ml
21A° (makrokonidier)
F. culmorum oC* Halv dose:
14C° 0,5x10° sporer/ml
27C° (makrokonidier)

# Lokale Bioforsk-isolater, upublisert data

b Divon et al. 2012
“Thrane et al. 2004

9 Bioforsk Plantehelse
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Tabell 2: Oversikt over ulike Fusarium-arter som inngar i de ulike behandlingene.

Behandling Fusarium-arter

1 F. avenaceum (halv dose)

3 F. culmorum (halv dose)

5 F. graminearum (halv dose)

10 F. langsethiae (halv dose)

11 F. langsethiae (hel dose)

12 F. langsethiae (halv dose) + F. avenaceum (halv
dose)

13 F. langsethiae (halv dose) + F. culmorum (halv dose)

14 F. langsethiae (halv dose) + F. graminearum (halv
dose)

Kontroll (K) Ikke infisert med Fusarium

* Se tabell 1 for de ulike dosene for hver art

2.2 Kjemikalier

Tabell 2: Oversikt over kjemikalier som er benyttet og deres leverandgrer/produsenter.

Kjemikalie

Produsent

By, land

Agarose (Seakem® LE) Sigma-Aldrich

St. Louis, MO, USA

Etanol, 75 %

Kemetyl Norge AS

Vestby, Norge

Etanol, 96 %

Kemetyl Norge AS

Vestby, Norge

Etidiumbromid, 0,07 % VWR Haasrode, Belgia
Isopropanol Merck Darmstadt, Tyskland
Kloroform Merck Darmstadt, Tyskland
Ladder, 100bp New England Biolabs Ipswich, MA, USA
Ladder, 1kb New England Bioloabs Ipswich, MA, USA
Nukleasefritt vann Ambion Austin, TX, USA
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2.3 Kit, buffere og mastermikser

Tabell 3:

leverandgrer/produsenter.

Oversikt over Kit,

buffere og mastermikser

som er brukt

0g

deres

Navn Produsent (by, land)
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies, Vilnius, Litauen
DNA-free™ Kit Ambion, Austin, TX, USA

Fast RNA Pro Kit

gBiogene, Irvine, CA, USA

GenElute™ PCR Clean-Up Kit

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Spectrum™ Plant Total RNA Kit

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

SuperScript® VILO™ c¢cDNA Synthesis Kit

Invitrogen, Carlsbad, California, USA

TURBO DNA-free™ Kit

Ambion, Austin, TX, USA

Loading buffer

Bromfenolblatt: Merck, Darmstadt, Tyskland

Oppskrift: Sukrose: Duchefa Biochemie, Haarlem,
Nederland

0,25 % bromfenolblatt og 40 % sukrose i

destillert vann

10 X TBE Trisbase: Duchefa Biochemie, Haarlem,
Nederland

Oppskrift:
Borsyre: Duchefa Biochemie, Haarlem,

1 liter 10X TBE var laget av | Nederland

108 g Tris-base, 55 g borsyre og 40

ml 0,5M EDTA (pH 8). Reagentene ble | EDTA: Duchefa Biochemie, Haarlem,

fullstendig lgst under rgring i 800 ml | Nederland

destillert vann. Blandingen ble fortynnet med

destillert vann helt til volumet var 1 liter.

2x gPCR Master Mix (TagMan)

Eurogentec, Seraing, Belgia

Power Sybr® Green PCR Master Mix (2X) (5

ml)

Applied Biosystems, Warrington, UK

Trizol Reagent

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
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2.4 Primere og prober

Tabell 4: Oversikt over primerpar, Cox-probe og sekvenser for disse. Alle primerne er levert av

Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK. Cox-proben er levert av Applied Biosystems,

Carlsbad, CA, USA

Primerpar/probe

Malorganisme —

arter og malgener

Primersekvenser
(52 3)

Cox

Cox Fw/Cox Rev
(COX554-f/COX554-r) *

Plantespesifikke
primere

(cytochrome c oxidase)

GGTTGTTGCCACCAAGTCTCTT/
TGCCGCTGCCAACTTC

Cox probe (COX554-p) *

Plantespesifikk probe

(cytochrome c oxidase)

FAM-CTCCTATTAAGCTCAGCCTT-
MGB

Husholdningsgener

FavenBTUBf1/FavenBTUBTr1 °

F. avenaceum —

CTTCCGGCAACAAGTACGTC/

beta-tubulin CGGGTCGGAAAAGCTGA
FavenBTUBf2/FavenBTUbr2 * F. avenaceum — TCGAGAACTCCGATGAGACC/
beta-tubulin ACGGAGACAGGTGGTGACA
FavenUBCf1/FavenUBCr3 ° F. avenaceum — TGCTTGGACATTCTGCGA/
(Designet av Sonja Klemsdal UBC CAGAGGGTCGTCAGGGTTA
0g testet av masterstudent (ubiquitin
Martha Nymoen Tveit, 2012) konjugerende-enzym)
FgcBTUBf1/FgcBTUBr1 * F. graminearum / ACCCTCTCCGTCCATCAAT/
F. culmorum — CGGACATGACGGCAGAG
beta-tubulin
FgraUBCf1/FgraUBCr1 * F. graminearum / ATGCTGACTTTGTTCCACAGAG/

(Designet av Sonja Klemsdal og
testet av masterstudent
Martha Nymoen Tveit, 2012)

F. culmorum — UBC
(ubiquitin

konjugerende-enzym)

GGAGTCAGAAGGACCCATGA

FlanBTUBf1/FlanBTUBr1 ° F. langsethiae — CTCGACAGCAATGGTGTTTATC/
beta-tubulin CTGTCCGAAGGGACCAGA
FlanBTUBf2/FlanBTUBI2 F. langsethiae — GTCGAGAACTCTGACGAAACC/
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beta-tubulin GGAAACGGAGACAGGTCGTA
FlanUBCf1/FlanUBCr1 ° F. langsethiae — GCTACGATTATGGGACCTTCTG/
UBC ATGCTTCCGTTGGAGTTGATA
(ubiquitin
konjugerende-enzym)
FlanUBCf2/FlanUBCr2 ° F. langsethiae — GGTGTCTTCTTCCTTGCGATT/

UBC
(ubiquitin
konjugerende-enzym)

AGAAGAACTTTGGAGATGGTCAG

Mykotoksin-relaterte gener

ELFAEsyn 1b-f/ELFAEsyn 1b-r*

F. avenaceum — Esyn

(enniatin syntase)

TCCCCGGTGACTCGTATGAAG/
ACGAGCTCTAGTTGCGGTAAGTC

EsynF1/EsynR1* F. avenaceum — Esyn CAAGTTCGCAGGAAAAGCCA/
(enniatin syntase) CGGGTGTGGGGAAGTATT
EsynF2/EsynR2 * F. avenaceum — Esyn CAGGAAAAGCCAAGGTCCAC/
(enniatin syntase) GAATGTCGATGAGGCCGT
EsynF3/EsynR2 * F.avenaceum—Esyn | AGTTCGCAGGAAAAGCCA/
(enniatin syntase) GAATGTCGATGAGGCCGT
EsynF4/EsynR2 * F. avenaceum — Esyn AGGAAAAGCCAAGGTCCAC/
(enniatin syntase) GAATGTCGATGAGGCCGT
EsynModf/EsynModr * F. avenaceum — Esyn CCCGGTGACTCGTATGAAG/
(enniatin syntase) CGAGCTCTAGTTGCGGTAAGTC
EsynSKf/EsynSKr * F. avenaceum — Esyn AACAACGCCACCAAGGATAG/

(enniatin syntase)

GTGAAGAAGGCAGGCTCAAC

ELFGTrilf-ffELFGTrilf-r*

F. graminearum/

GTTTGGCGGGTGGTGTGAAGG/

F. culmorum — GTTGCCTTTCTCGTCGTAGTATCC
Tril

FGTri1SK/FGTri1SKr? F. graminearum/ AAGGATCTACGAGAACCCTGAA/
F. culmorum — CTTCTCTGGCGGATTGTTGT
Tril

DepPKSf1/DepPKSr1 ° F. langsethiae — TCCTTCTTCCCAGTCGCTTA/
Dep5 ATGTAGCGTCAGAGCGGAGT
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(depudecin  polyketid

syntase)

DepPKSf2/DepPKSr2 °

F. langsethiae —
Dep5
(depudecin  polyketid

syntase)

CATATCCTCGGTGGACTGCT/
TAAGCGACTGGGAAGAAGGA

ELFSTrile-f/ELFSTrile-r *

F. langsethiae/
F. sporotrichioides —
Tril

TCGCCTCGGGTTCAGCAGA/
GGGACGCGCAGTACAATGGTT

ELTril6¢c-fIELTril6c-r*

F. langsethiae —
Tril6

TTTGTGCGGTATCCGTATATTGA/
CCTCCGTCTTGGCAGCAA

FLTrilf/FLTrilr°

F. langsethiae —
Tril

GAACCCCTCCAGGTTCTCA/
GCACCTCCAGTTCAAAAGTTG

LANTril6f/LANTril6r 3

F. langsethiae —
Tril6

CCAGCCTAGCAAGGATCAAG/
GGGTGAGATTGCTTCGATGT

IDivon et al. 2012

’Designet av Christin Anstensrud

*Designet av Sonja Klemsdal

*Designet av Erik Lysge

2.5 Laboratorie-instrumenter og generelt utstyr

Tabell 5: Oversikt over instrumenter og generelt utstyr som er benyttet, samt deres

leverandgrer/produsenter.

Utstyr/teknikk Modell Produsent
Eppendorfrer 221 1] [ [ —
Sentrifugergr L ——
For fotografering av geler Molecular Imager Gel Doc | BioRad Laboratories,

XR System Hercules, CA, USA
Mikrosentrifugerar i5m ] e
PCR-plater Thermo Fast 96 PCR | Thermo Fisher Scientific
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Detection Plates

Inc., Waltham, MA, USA

PCR-plater

MicroAmp(r) 96-

Well Reaction Plate

Optical

Applied Biosystems,
Biopolis Road, Singapore

PCR/cDNA-syntese T100™ Thermal Cycler BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA

PCR/cDNA-syntese C1000™ Thermal Cycler BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA

PCR-rar 0,2 ml Semi-skirted 96-well | Thermo  Fisher  Scientific

PCR Plate

Inc., Waltham, MA, USA

Pipetteringsrobot epMotion 5070 Eppendorf, New York, USA
Pistil + morter | e e

Plastfolie til forsegling av | MicroAmp™ Optical | Applied Biosystems,
PCR plate Adhesive Film Carlsbad, CA, USA
Real-time gPCR 7900HT Fast Real-time PCR | Applied Biosystems,

System

Carlsbad CA, USA

RNA analyse Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies,
Morges, Sveits

RNA analyse med | NanoDrop 2000 | NanoDrop products,

spektrofotometer Spectrophotometer Wilmington, DE, USA

Sentrifugering

Galaxy Mini Centrifuge

VWR
Darmstadt, Tyskland

International,

Sentrifugering

Biofuge pico

Heraeus
Osterode, Tyskland

Instruments,

Sentrifugering Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg,
Tyskland

Sentrifugering Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg,

(kjelesentrifuge) Tyskland

Varmeblokk QBT2 varmeblokk Grant Instruments
Cambridge, UK

Vortexer VWR Collection lab dancer | VWR International,

test tube shaker Darmstadt, Tyskland
Vortexer Reax VWR International,

Darmstadt, Tyskland
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Vortexer

MS2 Minishaker

IKA® Works,
Wilmington, NC, USA

Vortexer til bioanalyzer chip

MS2 S9-Agilent Vortexer

Mini Shaker

IKA® Works,
Wilmington, NC, USA

2.6 Programvare

Tabell 6: Oversikt over programvarer og deres kilder.

Programvare

Kilde

BestKeeper v. 1

Pfaffl m. fl. (2004)

http://gene-quantification.de/bestkeeper.html

BLAST Altschul m. fl. (1990),
National Center for Biotechnology Information
(NCBI)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

ClustalW Lopez og Lloyd (1997),

European

Bioinformatics

Institute (EBI)

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/

MegAlign v. 5.05

Lasergene, DNASTAR, Madison, WI, USA

Primer3 v.0.4.0

http://frodo.wi.mit.edu/

Rozen og Skaletsky (2000)

Quantity One versjon 4.5.1

BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA

SDSv. 2.3

Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA
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3.0 Metoder

3.1 Soppmateriale, produksjon av inokulum og veksthusforsgk

| denne masteroppgaven ble gener relatert til produksjon av mykotoksiner i ulike Fusarium-arter
studert, under infeksjon av havre. Arbeidet beskrevet i dette avsnittet av oppgaven (avsnitt 3.1)
er utfgrt av Aamot et al. (ikke publisert), og her vil det bare bli gitt et kort referat av hvordan
disse eksperimentene ble utfart. Det ble gjort veksthusforsgk som innebar sprayinokulering i
havresorten Lena med sporesuspensjon av isolater fra fire ulike Fusarium-arter; F. avenaceum,
F. culmorum, F. graminearum og F. langsethiae. Alle artene ble brukt i blandinger med tre
isolater, som har bidratt like mye i sporekonsentrasjonen for den bestemte arten. | tabell 1 under
materialer er det en oversikt over total sporekonsentrasjon for hver art.

For & lage sporer ble Fusarium dyrket opp pa petriskaler med mung bean agar (MBA) i
romtemperatur, og konidiesuspensjoner ble laget ved 4 tilfgre litt vann til disse skalene, skrape
lett med en steril glasstav og telle antall sporer pr. ml ved hjelp av engangs-tellekammer. Videre
ble det tilsatt dH,O til snsket sporekonsentrasjon ble oppnadd (mellom 1 og 5 x 10° sporer pr.
ml). Det ble overfert en ml av dette til nye MBA-skaler og spredt utover overflaten av mediet.
Skalene ble inkubert ved 22 °C under en kombinasjon av hvitt og svart UVA-lys i en 12-timers
periode. Kulturene fikk vokse i 15-20 dager, og deretter ble konidiene vasket ut fra overflaten av
MBA ved hjelp av dH,0 og sterile glasstaver. For a fjerne fragmenter av mycel og agar, ble
suspensjonene filtrert gjennom steril bomull. Ved hjelp av et Burker hemocytometer, ble
konsentrasjoner av sporer bestemt, og det ble tilfart dH,O og gelatin til en sluttkonsentrasjon av
0,25 %.

Havre (sorten Lena) ble dyrket i to liters potter (LOG A/S Norge) i veksthus med P-jord,
en blanding av torv med 10 % jord (LOG A/S, Norge) tilsatt perlitt. | hver potte ble det sadd ti
havrekorn, og de ble inkubert ved hvitt lys (HPI) under en 14-timers periode. Den relative
luftfuktigheten var 60 %, og de laveste temperaturene for dag og natt var henholdsvis 25 °C og
18 °C. Disse temperaturene ble endret til respektive 20°C og 15°C etter fem uker. Plantene ble
vannet ved behov, og en gang i uka fikk de tilfarsel av gjadselvann.

Under blomstringen ble havrerisler sprayinokulert med Fusarium-sporer og dekket med
plastposer for & serge for hgy relativ luftfuktighet under infeksjonen. Etter seks dager ble
plastposene fjernet. Konsentrasjonene for dosene vises i tabell 1 under materialer. Nar to arter

var i kombinasjon, ble det bare brukt halv dose fra hver av artene. I tillegg til disse

33




behandlingene var det ogsa kontroll-behandlinger, der plantene ble sprayet med 0,25 % gelatin i
vann. Behandlingene ble gjentatt tre ganger med planter sadd til ulik tid. Dette utgjorde dermed
tre uavhengige biologiske replikater. Havrekornene som ble benyttet i analysene i denne
masteroppgaven, var hgstet 10 og 14 dager dpi. Disse kornene var plukket fra havrerisler fra

ulike planter og potter og deretter lagret i aluminiumspakker ved -80°C.

3.2 Genekspresjonsstudier av Fusarium-infisert havre

Havrekorn fra atte ulike behandlinger fra bade 10 og 14 dpi med Fusarium, i tillegg til uinfiserte
kontrollbehandlinger, ble valgt ut (tabell 1 og 2 under materialer). Det var alt i alt 54 prever som

ble benyttet i analysene som inngar i denne masteroppgaven.

3.2.1 Ekstraksjon av RNA, kvantifisering og optimalisering

RNA-ekstraksjon med Trizol Reagent

Til RNA-ekstraksjon med Trizol Reagent ble det brukt to ulike sentrifuger, hvorav den ene var
kjglesentrifuge (Centrifuge 5417R, Eppendorf). Dersom ikke noe annet er oppgitt, er det brukt
vanlig sentrifuge (Biofuge pico fra Heraeus Instruments). For hver behandling ble havrekorn
plukket fra ulike havrerisler og knust fortlgpende i morter med flytende nitrogen (N,). En
spatelspiss av materialet ble overfart til rar som hver var fylt med 2 ml Trizol og inkubert i
romtemperatur (RT) i henhold til protokollen fra Invitrogen, far det ble sentrifugert pa 13 000
rpm i ti minutter. Under sentrifugeringen ble det dannet pelleter og klare supernatanter.
Supernatanten ble overfert til nye eppendorfrgr som deretter ble tilsatt 0,2 ml kloroform/mi
Trizol og ristet for hand i 15 sekunder. Videre ble disse inkubert i RT i tre minutter, far de ble
sentrifugert i kjglesentrifuge pa maksimal hastighet i 15 minutter ved 4 °C. Etter endt
sentrifugering ble den gvre fasen fra hver preve overfart til et nytt eppendorfragr som ble tilsatt
500 pl isopropanol/ml Trizol. Dette ble blandet godt ved hjelp av en vortexer og deretter
inkubert i ti minutter i romtemperatur. Etter inkuberingen ble rgrene sentrifugert i kjglesentrifuge
pa 13 000 rpm i ti minutter i RT. Da sentrifugeringen var ferdig, ble supernatanten fjernet. Hver
pellet ble vasket i 500 ul 75 % etanol for deretter a bli sentrifugert i kjglesentrifuge pa 11 000

rom i fem minutter ved 4 °C. Som sist ble det ogsa denne gangen fjernet alt unntatt pelletene.
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Disse ble lufttarket i fem til ti minutter og tilsatt 100 ul nukleasefritt vann. Til slutt ble de lgst i

det nukleasefrie vannet, for prgvene ble lagt i fryser ved — 80 °C.

RNA-ekstraksjon med Spectrum™ Plant Total RNA Kit” (Sigma-Aldrich)

Til RNA-ekstraksjon med Spectrum™ Plant Total RNA Kit ble bare én type sentrifuge benyttet,
Biofuge pico fra Heraeus Instruments. Fgr selve RNA-ekstraksjonen kunne begynne ble
lyseringslgsning og 2-mercaptoetanol blandet i et 15 ml sentrifugergr og vortexet. For hver ml av
lyseringslgsning ble 10 upl 2-mercaptoetanol tilsatt. Til hver preve ble 500 ul av denne
blandingen brukt. For & unnga reduksjon i RNA utbytte, var det viktig at blandingen med
lyseringslgsning og 2-mercaptoetanol ble laget like for ekstraksjonen skulle utfares.
Filtreringskolonner og bindingskolonner ble plassert i 2 ml oppsamlingsrer og klargjort far
ekstraksjonen startet.

Fra hver prove ble havrekorn fra ulike havrerisler plukket og knust til et fint pulver i morter med
flytende N,. En spatelspiss av det fine pulveret med knust havre ble overfart til et eppendorfrar
som allerede var tilsatt 500 ul lyseringslasning og 2-mercaptoetanol. Raret ble blandet godt i 30
sekunder ved hjelp av en vortexer og inkubert i RT ifelge protokollen til Sigma-Aldrich. Etter
inkuberingen ble eppendorfrgrene med prgvene sentrifugert pa maksimal hastighet i fem
minutter. Supernatantene ble overfart til filtreringskolonner som var plassert i oppsamlingsrer.
Ved overfgring var det viktig a plassere pipettespissene vekk fra pelletene for & unnga kontakt
med disse. Oppsamlingsrgrene med filterkolonnene og pravene ble sentrifugert ved RT i fem
minutter pd maksimal hastighet. Dette ble gjort for & filtrere materialet igjennom filterkolonnen.
Som fglge av at noe av materialet var vanskelig a filtrere igjennom, ble restene overfart til en ny
kolonne som ble plassert i det opprinnelige oppsamlingsraret med resten av den filtrerte vaesken.
Oppsamlingsrgrene med de nye kolonnene ble sentrifugert ved fem minutter, tilsvarende som
sist. Nar alt materialet fra en prgve var rent igjennom filtreringskolonnen under sentrifugering,
ble den filtrerte veesken i bunnen av oppsamlingsreret tatt vare pa, mens selve filterkolonnene
ble kastet.

Videre ble 250 pl binding solution tilsatt hvert rar med lysat, og dette ble blandet ved & pipettere
opp og ned sju-atte ganger. Det var viktig at disse blandingene ikke ble sentrifugert, men
overfgrt til bindingskolonner som var plassert i oppsamlingsrer. Oppsamlingsrgrene ble
sentrifugert pa maksimal hastighet ved romtemperatur i ett minutt for a binde RNA. Vasken som

hadde rent igjennom hver av bindingskolonnene under sentrifugering, ble kastet, og
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oppsamlingsrarene ble ristet forsiktig opp ned pa rent, tert papir for at de skulle tarke.
Bindingskolonnene ble tatt vare pa for a brukes videre, siden det var i disse RNA var bundet.

Far videre trinn i selve RNA-ekstraksjonen ble prgvene DNase-behandlet for a fjerne
spormengder av DNA. Dette var svert viktig a fjerne, spesielt dersom prgvene skulle benyttes til
kvantitativ revers transkriptase (RT) PCR.

Pa forhand ble DNase-blandingen laget, og for hver behandling ble 10 ul DNase | og 70
ul DNase digestion buffer brukt. Dette ble blandet forsiktig sammen ved & pipettere opp og ned,
siden DNase | er sensitiv for fysisk denaturering. Blandingen ble satt pa is til den skulle brukes.
Fer DNase-blandingen ble overfgrt til prevene, ble bindingskolonnene tilsatt 300 pl
vaskelgsning 1 og sentrifugert ved romtemperatur pa maksimal hastighet i ett minutt. VVaesken
som hadde gatt igjennom hver bindingskolonne, ble kastet, og oppsamlingsraret ble tarket ved a
riste det forsiktig opp ned pa et papir. Bindingskolonnen ble tatt vare pa for & brukes videre. Av
DNase-blandingen som var laget pa forhand, ble 80 pl overfert direkte til sentrum av filteret pa
innsiden av hver bindingskolonne. Oppsamlingsrarene med bindingskolonnene ble lukket og satt
til inkubering i romtemperatur i 15 minutter. Etter inkuberingen ble bindingskolonnene tilsatt
500 ul av vaskelgsning 1. Rarene ble igjen sentrifugert ved romtemperatur pa maksimal
hastighet i ett minutt. Dette var for a fjerne nedbrutt DNA. Vasken som hadde rent igjennom
hver bindingskolonne under sentrifugering, ble kastet, og oppsamlingsrarene ble pa nytt tarket
ved a riste dem opp ned pa et tart papir.

Etter DNase-behandlingen fortsatte selve RNA-ekstraksjonen videre. Av fortynnet vaskelgsning
2 ble 500 pl overfart til hver bindingskolonne. Oppsamlingsregrene med bindingskolonnene ble
sentrifugert pa maksimal hastighet ved romtemperatur i 30 sekunder. Vasken som hadde rent
igjennom hver bindingskolonne, ble kastet, og oppsamlingsrarene ble tgrket. En ny vasking med
500 pl vaskelgsning 2 ble gjennomfert med pafelgende sentrifugering. Etter endt vasking ble
oppsamlingsrarene med bindingskolonnene tarket ved sentrifugering pa maksimal hastighet ved
romtemperatur i ett minutt. Da hvert rar ble tatt ut av sentrifugen, var det viktig a veere forsiktig
for & unnga at veesken som 1a i bunnen av oppsamlingsragret, kom i kontakt med den tarre
bindingskolonnen. Bindingskolonnene ble fjernet fra oppsamlingsrgrene og overfort til nye og
tarre 2 ml oppsamlingsrer. Deretter ble 50 pl elution solution overfgrt til sentrum pa innsiden av
hver bindingskolonne. Lokkene pa oppsamlingsrgrene med bindingskolonnene ble satt pa, og
rarene ble satt til inkubering i ett minutt ved romtemperatur. Videre ble de sentrifugert i ett

minutt for eluering. Etter sentrifugering var det renset RNA i vaesken (eluatet) som hadde gatt
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igjennom bindingskolonnene. Etter endt eluering ble bindingskolonnen kastet, mens

oppsamlingsragret med eluatet som inneholdt RNA, ble lagt i fryser ved — 80 °C.

Agarose gelelektroforese

Gelkar som agarosegel skulle stapes i, ble forseglet godt med teip pa begge ender. Kammene
som ble brukt til & lage branner, var relativt tykke og tilpasset stgrrelsen til gelkaret. For et 50 ml
gelkar ble 50 ml ferdigblandet 1X TBE malt opp i en Erlenmeyerkolbe. Agarosen som ble brukt
var Sea kem LE Agarose (Sigma-Aldrich), og mengden av denne var 0,8 % for total RNA. Ved
analyse med cDNA (som beskrives senere) ble 1,0 % agarose brukt. Kolben ble dekket med
plastfolie med en liten apning for & unnga overtrykk far den skulle varmes i mikrobglgeovn et
par minutter. Nar alt var lgst, ble blandingen overfart til gelkaret sa snart temperaturen var rundt
50-55 °C. Videre ble en drdpe 0,07 % etidiumbromid tilsatt blandingen for hver 50 ml, til en
endelig konsentrasjon pa 0,5 pg/ml. Agaroselgsningen med etidiumbromid ble blandet forsiktig
og deretter overfart til gelkaret. Det var viktig & unnga luftbobler under stgpingen.

Etter at agarosegelen var ferdig stivnet, ble teipen og kammene forsiktig fjernet, og
gelkaret med ferdigstapt gel ble overfart til gelelektroforesekaret. | farste brgnn ble 3 pl 1 kb
DNA ladder applisert, og i de gvrige brgnnene ble RNA som var tilsatt loading buffer tilsatt.
Stremmen ble satt pa, og gelen ble kjart ved 90 eller 120 volt i omtrent 40 minutter. Etter kjgring
ble gelen fotografert i ultrafiolett lys ved bruk av et Gel Doc XR instrument og programvaren

Quantity One.

Analysering av RNA med Agilent 2100 Bioanalyzer
For a sjekke kvaliteten pa RNA, ble RNA-prgvene analysert ved bruk av Agilent RNA 6000
Nano Kit og Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Ved analyse med Agilent 2100
Bioanalyzer, kan RNA-konsentrasjonen og RIN (RNA Integrity Number) -verdiene leses av,
samtidig som et kromatogram med RIN-verdier sier noe om kvaliteten pA RNA (Schroeder et al.
2006). En RIN-verdi pa 10 er den hgyeste verdien som kan oppnas, noe som indikerer en meget
bra kvalitet pA RNA. En RIN-verdi pa 1 indikerer degradert RNA (Schroeder et al. 2006).

For forste gangs analyse med Agilent 2100 Bioanalyzer ble gjort, ble en spesiell gel til
denne analysen laget. Farst ble 550 pul av RNA 6000 Nano gel matrix (Agilent Technologies)
overfart til et spinnfilter som deretter ble sentrifugert ved 4000 rpm i romtemperatur i ti minutter

ved hjelp av sentrifugen Biofuge pico (Heraeus Instruments). Den filtrerte gelen ble videre
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fordelt i ulike 0,5 ml RNase-frie mikrofugerar, der hvert rgr skulle inneholde 65 pl filtrert gel.
Det var viktig at gelene ble brukt innen fire uker.

Prgvene med RNA stod pa is, og RNA 6000 Nano dye-konsentratet (del av Agilent RNA
6000 Nano Kit) ble satt i romtemperatur i en halv time for & stabilisere seg. Det var viktig at
rgret til dye-konsentratet var pakket inn i aluminiumsfolie for & unnga eksponering av lys. Etter
stabiliseringen ble konsentratet blandet ved hjelp av vortexer i ti sekunder og deretter spunnet
ned i en Galaxy Mini Centrifuge. Av praktiske grunner ble 65 pl filtrert gel overfart fra et 0,2 ml
RNase-fritt mikrofugergr og over til et 0,5 ml RNase-fritt mikrofugerar. | dette eppendorfraret
med gel ble det tilsatt 1 ul av RNA 6000 Nano dye, og dette ble blandet godt i en vortexer og
spunnet ned i ti minutter i romtemperatur pa 13 000 rpm. Det var viktig at den ferdige
blandingen med filtrert gel og RNA 6000 Nano dye ble brukt innen en dag.
Etter sentrifugeringen ble 9 ul av blandingen med gel og RNA 6000 Nano Dye overfart til én
bestemt brgnn i en RNA 6000 Nano chip (se hvite markeringer i figur 13a), fgr priming station
ble klargjort.

1w L

O seec
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L}

9 ul gel-dye 9 pl gel-dye 5 pl markgr

Figur 13: RNA 6000 Nano chip som brukes i analyse med Agilent 2100 Bioanalyzer

a: Brann som tilsettes 9 pl gel-dye far priming station klargjares.

b: Bregnner som tilsettes 9 ul del-dye etter klargjagring av priming station.

c: Oversikt over brgnner som tilsettes 5 pl markgr og 1 pl RNA. Vear obs pa at brgnnen helt
nederst til hgyre tilsettes 1 pul RNA ladder i stedet for RNA.
(http://icob.sinica.edu.tw/pubweb/Core%20Facilities/Data/R401-
core/RNA6000Nanomanual.pdf, Agilent Technologies, 2001, 2003-2006)

Nar priming station ble klargjort, var det viktig at stempelet var i 1 ml posisjonen, fgr priming
station ble lukket igjen. Stempelet ble presset ned helt til det ble holdt igjen av en klemme, og
der ble det holdt i ngyaktig 30 sekunder, fgr stempelet ble sluppet. Idet stempelet ble frigjort fra
festet, matte det ga fem sekunder far det ble trukket forsiktig tilbake til utgangsposisjonen, det
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vil si ved 1 ml. Priming station som na var klargjort, ble apnet, og resten av gelen ble overfart til
to andre brgnner, 9 pul i hver brgnn (se hvite markeringer i figur 13b). Videre ble 5 ul av RNA
6000 Nano-markeren overfart til de resterende tomme brgnnene, (se hvite markeringer i figur
13c). | brgnnen nederst til hgyre i figur 13c ble 1 ul RNA-ladder tilsatt. | hver av de tolv andre
brennene i figur 13c ble 1 pul RNA-eluat tilsatt. Maksimalt tolv prgver kunne analyseres av
gangen. Dersom noen brgnner ikke var tilsatt RNA-eluat, ble disse fylt med 1 pl markar, slik at
volumene ble like i alle brgnnene som er merket i hvitt pa figur 13c.

Etter at alle brgnnene var ferdig fylt, ble chip”en plassert horisontalt i en IKA vortexer og
vortexet ved 2400 rpm i ett minutt. Den ble deretter plassert med én gang i en Agilent 2100
Bioanalyzer. Det var viktig at det ikke gikk mer enn fem minutter mellom disse trinnene.
Programmet som provene skulle analyseres med, ble stilt til "RNA” og “Eukaryot Total RNA

Nano”.

Test av DNA kontaminering i RNA-prgvene

Etter endt RNA-ekstraksjon ble pravene testet med qPCR for & se om det fremdeles var rester av
genomisk DNA etter RNA-ekstraksjonen. Til dette ble plantespesifikke Cox-primere og Cox-
probe brukt (tabell 4 under materialer). Malgenet til Cox er cytochrome ¢ oxidase (Divon et al.
2012). Genomisk DNA fra havre (50 ng/ul) ble brukt som positiv kontroll. Som negativ kontroll
ble nukleasefritt vann brukt. Fra hver preve ble 1 ul RNA-eluat brukt til test med qPCR.

Tillaging av reaksjonsblandingen ble gjort pa is.

Mastermiks per prgve:

2,5 ul Cox forward primer (3 pmol/ul)
2,5 ul Cox reverse primer (3 pmol/ul)
2,5 ul Cox probe (1 pmol/ul)

4,0 ul nukleasefritt H,O

12,5 ul 2x TagMan (qPCR mastermiks)
24,0 ul Totalt

Dette ble blandet i et eppendorfrar og vortexet godt. | hver brgnn ble 1 pl templat tilsatt, slik at
totalvolumet ble 25 ul. PCR-platen ble forseglet godt med plastfolie og sentrifugert ved 1000
rpm i ett minutt ved bruk av Centrifuge 5810 R (Eppendorf) for & unnga luftbobler i brannene,

noe som i verste fall kan forstyrre fluorescensen under qPCR. Analyse med gPCR oppgir CT
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(cycle treshold)-verdier og amplifikasjonsplott som viser om det er DNA til stede i prgvene
gjennom CT-verdier. Jo lavere CT-verdi, desto mer DNA, og jo hgyere CT-verdi, desto mindre
DNA i prgvene. Det ble satt en grense pa 37 i CT-verdi, slik at alle prgver som hadde CT-verdi
under 37, matte DNase-behandles ytterligere, mens prgver med CT-verdi over 37 ikke trengte
mer DNase-behandling. Prgver som hadde rester av genomisk DNA, matte i tillegg behandles
med Ambion Turbo DNA-free.

DNase-behandling med Ambion Turbo DNA-free Kit
Til sentrifugestegene ved DNase-behandling ble Biofuge pico (Heraeus Instruments) brukt som
sentrifuge. Hver prave ble tilsatt 0,1 volum av 10X TURBO DNase Buffer og 1 ul TURBO

DNase. Dette ble blandet godt med en pipettespiss og satt til inkubering i 37 °C i 30 minutter.
Etter inkuberingen ble 0,1 volum DNase inaktiveringsreagens tilsatt, og rerene ble vortexet
forsiktig i ett sekund. Det var viktig a vortexe denne inaktiveringsreagenset pa forhand, slik at
den var tilstrekkelig resuspendert fgr bruk. Etter at inaktiveringsreagens var tilsatt, ble rgrene
inkubert ved romtemperatur i fem minutter og blandet to til tre ganger ved forsiktig risting for
hand. Videre ble prevene sentrifugert i to minutter ved 10 000 rpm, og supernatanten (som
inneholdt RNA) fra hvert rar ble sugd opp og overfart til nytt rer. DNase inaktiveringsreagenset
hadde under sentrifugeringen lagt seg som en pellet, og av den grunn var det viktig a ikke
komme ner denne nar supernatantene ble sugd opp. Grunnen er at DNase inaktiveringsreagens
kan binde divalente kationer og endre bufferforholdene ved enzymatiske reaksjoner, samt
hemme RT-PCR-reaksjonen. Hensikten med DNase inaktiveringsreagenset er at den binder
DNase enzymet, i tillegg til & fjerne divalente kationer, slik som magnesium og kalsium som kan
katalysere degradering av RNA dersom en preve med RNA varmes opp til over 60 °C
(produktbeskrivelse til Ambion Turbo DNA-free Kit, Applied Biosystems, 2009). Dersom noe
pellet kom med da supernatantene for prgvene ble sugd opp, matte prgvene sentrifugeres pa
nytt, og supernatantene matte pa nytt overfagres til nye rer. Noen pragver ble ogsa DNase-
behandlet med Ambion DNA-free Kit. Hensikten og fremgangsmaten for dette Kittet var
tilsvarende som for Ambion Turbo DNA-free Kit. Den eneste forskjellen var at prgvene ble
inkubert i romtemperatur med inaktiveringsreagenset i to minutter, og ikke fem minutter som
ved bruk av Ambion Turbo DNA-free Kit.

For hver DNase-behandling ble prgvene testet med qgPCR som beskrevet over. Cox-primerne
som ble benyttet, er plantespesifikke, og rester av DNA fra Fusarium ville i sa fall veere sa lite at

det ikke vil leutgjare noen problemer for genekspresjon.
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Maling av RNA-konsentrasjon med NanoDrop

I tillegg til Agilent 2100 Bioanalyzer, ble NanoDrop brukt til & male RNA-konsentrasjonen av
hver prgve. NanoDrop-instrumentet ble stilt inn for analyse av RNA. Til nullstilling av
NanoDrop far maling ble 1,5 pl elueringslgsning fra Sigma-Aldrich brukt, det vil si den samme
lgsningen som RNA-pragvene var eluert i. Det ble pipettert 1,5ul fra hver RNA-prave til & male
konsentrasjonen. Hver prgve ble malt minst to ganger for & fa en sa tilnermet sikker
konsentrasjon som mulig, og noen prgver ble ogsa malt opp til fire ganger dersom det var
betydelig forskjell mellom ferste og andre maling. RNA-konsentrasjonene ble angitt i
nanogram/mikroliter (ng/pl). Dersom RNA-konsentrasjonen var under 97 ng/ul, ble det utfart

nye ekstraksjoner av prgven eller pragvene det gjaldt.

Beregning av RNA-konsentrasjon

En tredjedel av RNA-prgvene ble ikke analysert med Agilent 2100 Bioanalyzer rett etter RNA-
ekstraksjon, men istedet etter fullfgrt DNase-behandling. Grunnen til endring i rekkefalge, var at
det i starten var viktig a undersgke kvaliteten pa RNA som var ekstrahert med metoden fra
Sigma-Aldrich, siden dette var den nye ekstraksjonsmetoden som ble bestemt & bruke. Ettersom
resultatene fra Agilent 2100 Bioanalyzer viste at denne metoden ga optimal RNA-kvalitet, ble
det besluttet & vente med analyse pa Agilent 2100 Bioanalyzer av de resterende prgvene (en
tredjedel av prgvene) til de var ferdig DNase-behandlet.

RNA-konsentrasjoner fra analyse med Agilent 2100 Bioanalyzer for de prgvene som ble
analysert etter DNase-behandling, ble sammen med konsentrasjonene fra NanoDrop brukt til &
beregne gjennomsnittlig RNA-konsentrasjon. Hos de prgvene som hadde blitt analysert pa
Agilent 2100 Bioanalyzer far DNase-behandling, ble RNA-konsentrasjonene beregnet basert pa
malinger bare fra NanoDrop, siden alle NanoDrop-malingene var malt etter endt DNase-

behandling.

3.2.2 cDNA-syntese

Prgven med lavest RNA-konsentrasjon (97 ng/ul) ble brukt som utgangspunkt for a beregne det
RNA-volumet som trengtes fra hver enkelt prave til syntese av cDNA ved bruk av revers
transkriptase. Av denne prgven ble det brukt maksimal mengde, det vil si 14 pul, og av de andre
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pravene ble det brukt samme antall nanogram. Siden prgvene hadde ulike RNA-konsentrasjoner,
ble ogsda RNA-volumet til syntese av cDNA forskjellig mellom prgvene. Prgvene som hadde et
RNA-volum pa mindre enn 14 pl, ble tilsatt et visst volum av nukleasefritt vann for a fa
totalvolumet til & bli 20 pl.

Siden det var behov for stgrre mengder cDNA enn 20 pl, ble flere tekniske replikater av cDNA-
syntesen utfart, og deretter samlet i ett ror etter kvalitetstest pa agarosegel. Pravene stod pa is, og

reaksjonsblandingene ble ogsa utarbeidet pa is.

Reaksjonsbhlanding:

5X VILO™ Reaction Mix 4 ul
10X SuperScript® Enzyme Mix 2 ul
RNA X Ml
Nukleasefritt H,O Opp til 20 pl
Totalvolum 20 pl

Reagensene ble blandet i brgnner pa en PCR-plate, vortexet forsiktig og sentrifugert ved 1000
rpm i ett minutt ved hjelp av Centrifuge 5810 R (Eppendorf). Det var viktig at de ble blandet
tilstrekkelig for reaksjonen, samtidig som det var vesentlig & unnga luftbobler i brgnnene.

Innstillingene for syntese av cDNA var:

25 °C 1 10 minutter
42 °C 1 60 minutter

85 °C 1 5 minutter

Etter endt syntese av cDNA ble alle tekniske replikater av hver cDNA-prave testet ved 1%
agarose gelelektroforese. Dette var for a kunne se om transkripsjonen med revers transkriptase
var utfart riktig og om kvaliteten pa cDNA var optimal for & kunne brukes videre til de endelige
genekspresjonsstudiene med qPCR. Godt cDNA kjennetegnes av en “utsmering” (’smear”) etter
test med agarose gelelektroforese. cDNA som ikke hadde optimal kvalitet, ble renset med
GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich) (se avsnitt nedenfor), og cDNA ble lagret ved -20
°C.

For noen prgver ble det ngdvendig & gjenta cDNA-syntese med en modifisert protokoll med
denaturering av RNA far cDNA-syntese. Dette er ikke beskrevet i manualen til cDNA-syntese

fra SuperScript® VILO™ (Invitrogen), men har kommet som et forslag fra andre. Denaturering
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ble gjort ved a inkubere RNA-prgvene ved 65 °C i fem minutter, og disse ble satt direkte pa is
etter denatureringen. Det ble deretter syntetisert nytt cDNA pa vanlig mate med de denaturerte
RNA-prgvene. Dette viste seg a lgse problemer som oppsto med noen cDNA-synteser.

Noen cDNA-synteser sa ikke ut til & ha fungert riktig (se figur 17 i resultatdelen), og
disse provene ble forsgkt renset med GenElute Clean-Up Kit fra Sigma-Aldrich. Der det var
flere tekniske replikater av en prgve som matte renses, ble alle disse replikatene slatt sammen pa
forhand.

Til sentrifugeringssteg ved rensing av cDNA ble Biofuge pico (Heraeus Instruments)
brukt som sentrifuge. Som forberedelse til hver rensing ble en mini spinn-kolonne til hver prove
satt inn i et 2 ml oppsamlingsrar. For hver av mini spinn-kolonnene i oppsamlingsrarene ble 500
ul kolonne preparareringslgsning tilsatt, og rarene ble sentrifugert pa maksimal hastighet i ett
minutt. Eluatet ble kastet. Kolonne-prepareringslgsningen skulle gi maksimal binding av DNA
til membranen (produktbeskrivelse til GenElute PCR Clean-Up Kit fra Sigma-Aldrich).
Forholdet mellom cDNA og bindingslgsning var 1:5. For hver prgve ble dette blandet godt
sammen i et eget eppendorfrgr, for det ble overfgrt til en bindingskolonne. Kolonnene ble
sentrifugert pa maksimal hastighet i ett minutt, og eluatet ble kastet, mens oppsamlingsrgrene ble
tatt vare pa. Bindingskolonnene ble satt tilbake i respektive oppsamlingsrar, og 500 ul fortynnet
vaskelgsning ble overfart til hver kolonne. Den fortynnede vaskelgsningen var pa forhand
fortynnet med 48 ml 96 % etanol. Rarene ble sentrifugert pd maksimal hastighet i ett minutt, og
eluatet ble kastet. Oppsamlingsrgrene ble igjen tatt vare pa, og bindingskolonnene ble satt tilbake
i tilhgrende oppsamlingsrar. Rgrene ble videre sentrifugert pa maksimal hastighet, denne gangen
i 2 minutter uten noe ekstra vaskelgsning. Dette ble gjort for a fjerne eventuelle rester av etanol
fra vaskelgsningen. Eluatene fra sentrifugeringen ble kastet, i tillegg til oppsamlingsrarene.
Bindingskolonnene ble overfart til nye 2 ml oppsamlingsrer, og eluat i form av nukleasefritt
vann ble tilsatt i sentrum av hver kolonne. For hver 20 ul cDNA ble det tilsatt 20 pl eluat, og
hver prgve fikk i tillegg 5 pl ekstra eluat i slingringsmonn, slik at 60 pl cDNA ble tilsatt 65 pl
eluat, og 80 ul cDNA ble tilsatt 85 ul eluat. Rarene ble inkubert i romtemperatur i to minutter.
Siden elueringen var i form av nukleasefritt vann, var det viktig at pH var mellom 5,5 og 8,5
(produktbeskrivelse til GenElute PCR Clean-Up Kit fra Sigma-Aldrich). For a eluere DNA, ble
kolonnene sentrifugert pa maksimal hastighet i ett minutt. Etter sentrifugeringen 1a eluat for hver
prave i bunnen av de respektive oppsamlingsrgrene, og PCR-produktet (renset cDNA) var i dette
eluatet. De rensede cDNA-prgvene ble testet med 1 % agarose gelelektroforese for a sjekke

kvaliteten pa cDNA etter rensing.
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Reaksjonsparallellene (tekniske paralleller) av resten av cDNA-pravene som ikke trengte
a bli renset, hadde altsa god kvalitet ifglge agarose gelektroforesene. Disse replikatene ble derfor
direkte slatt sammen i felles eppendorfrar for hver prave. Totalvolumet av cDNA fra hver prave

ble malt, og noe nukleasefritt vann ble tilsatt der noe cDNA hadde gatt tapt i ulike reaksjonssteg.

3.2.3 Primerdesign

Som forberedelse til primerdesign av husholdningsgenet beta-tubulin (8-tubulin), ble sekvenser
for dette genet hos de fire artene; F. avenaceum, F. langsethiae, F. culmorum og F.
graminearum, alignet ved hjelp av ClustalW. Alle sekvenser som ble brukt i denne alignmenten,
var hentet fra GenBank (http://www.ncbi.nih.gov). Programmet Primer3 (versjon 0.4.0.) ble

brukt til primerdesign ved a bruke sekvensene som var alignet. For & finne artsspesifikke
primere, ble forward primere og reverse primere funnet manuelt og testet i Primer3.
Produktstarrelsen, det vil si starrelsen fra farste nukleotid som forward primer binder, og til siste
nukleotid som reverse primer binder, ble stilt inn pd mellom 70 og 150 basepar, men noe
slingringsmonn ble godtatt hvis det var vanskelig a finne gode primerpar. Starrelsen pa primerne
ble stilt til & veere minst 16-25 og maksimalt 25 nukleotider lange. Smeltetemperaturen matte
veere sa nar 60 °C som mulig. Innholdet av basene guanin og cytosin (GC) ble satt til 40-60 %,
og i 3"enden ble det tillatt med maksimalt to eller tre av basene G og C, i tillegg til at siste base
ikke kunne ende pa G. Disse kriteriene var av betydning for a finne primerpar som ville binde sa
godt som mulig. | tillegg var det viktig at det var lite selvkomplementaritet og komplementaritet

for hvert primerpar, slik at det ikke ble dannet harnalstrukturer og primer-dimers.

3.2.4 Genekspresjonsstudier med qPCR

Test av primerspesifisitet og effektivitet

I tillegg til de designede primerparene for S-tubulin, var det allerede designet primerpar for UBC
(som koder for ubiquitin konjugerende-enzym) og de mykotoksin-relaterte genene; Dep5, Tril
og Tril6é for F. langsethiae, Esyn for F. avenaceum og Tril for bade F. culmorum og F.

graminearum. | noen tilfeller var det designet flere alternative primerpar for ett bestemt gen.
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Primerparene ble testet for spesifisitet og effektivitet. Hensikten med spesifisitetstester var a
finne hvilke primerpar som fungerte best til ett bestemt gen hos hver av de fire Fusarium-artene,
samt at det ikke ga resultat hos de andre artene. Tilsvarende ble effektivitetstester utfert for a
beregne E-verdier som ble brukt under beregning av genekspresjon. Tabell 4 under materialer
viser en oversikt over primerpar for husholdningsgener og mykotoksin-relaterte gener hos de fire
Fusarium-artene som ble testet i denne oppgaven. Alle primerne som var tilsendt fra Invitrogen,
var frysetarket og ble derfor lgst i sterilt vann til en stocklgsning med konsentrasjon pa 0,1
nmol/pl. Videre ble det laget en brukslgsning pa 2 pmol/ul.

Primerparenes spesifisitet ble testet ved gPCR med SybrGreen. Genomisk DNA for hver
av de fire Fusarium-artene, 21A (F. avenaceum), 14C (F. culmorum), 34G (F. graminearum) og
88L (F. langsethiae), ble brukt som templat ved spesifisitetstestene. Det genomiske DNAet til
hver art ble fortynnet til en konsentrasjon pa 0,05 ng/ul, og det ble laget en egen mastermiks for

hvert primerpar som ble testet for spesifisitet. Denne ble utarbeidet pa is.

Mastermiks for hver prave:

Sybr Green, 2X 10,0 pl
Forward primer, 2pmol/ul 2,0 ul
Reverse primer, 2pmol/ul 2,0 ul
Sterilt H,0 4,0 ul
Totalvolum mastermiks 18,0 pl

Totalvolumet for hver prgve var 20 pl, og volumet av genomisk DNA utgjorde 2 pl. Som
negative kontroller ble 2 pl havre-DNA (50 ng/ul) og 2 pl sterilt vann brukt, i ulike brenner. Det
ble benyttet tekniske paralleller for hver prgve i PCR-platen, ogsa for kontrollene. Etter endt
pipettering av mastermiks og templat pa 2 pl, ble platen forseglet med plast og sentrifugert ved
4000 rpm i to minutter ved hjelp av Centrifuge 5810 R (Eppendorf), far den ble analysert med
gPCR, etterfulgt av en smeltepunktsanalyse (se figur 14).
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Figur 14: gPCR program brukt til a teste spesifisitet og effektivitet av primerparene.
Dissosiasjonskurven ble analysert i form av et utvidet steg (trinn 4).

Primerparene som ga spesifikk amplifisering hos bestemte Fusarium-arter, ble ogsa testet pa
ufortynnet cDNA, unntatt cDNA av kontrollprgvene (som ikke ble infisert med Fusarium).
Analysen ble da utfert med qPCR. Mykotoksin-relaterte gener for F. langsethiae, F. culmorum
og F. graminearum, samt primerparet EsynSKf/EsynSKr for F. avenaceum, ble testet pa praver
hgstet 14 dpi. De resterende primerparene for Esyn for F. avenaceum, samt alle
husholdningsgenene for de fire Fusarium-artene ble testet pa praver hgstet 10 dpi. Begge dagene
ble valgt for ikke a bruke for mye cDNA fra én dag. Hvert primerpar hadde hver sin positive
kontroll, i dette tilfellet genomisk DNA fra bestemt Fusarium-art. Sterilt vann ble brukt som
negativ kontroll. Det ble ogsd denne gangen brukt to tekniske replikater av hver prgve, og
fremgangsmaten og volumene var de samme som ved spesifisitetstest med genomisk DNA.

De primerparene som viste seg a vaere spesifikke, ble videre testet for PCR-effektivitet,
og i denne forbindelse ble ti ganger fortynningsserier av genomisk DNA benyttet for hver av de
fire artene. Fortynningsserien gikk fra 1 picogram (pg) til 10 nanogram (ng). Tabell 7 i
resultatdelen viser oversikt over primerparene som ble testet for effektivitet. Det genomiske
DNAet og mastermiksen var de samme som brukt ved ferste spesifisitetstest, og volumene var
ogsa de samme. Til test av effektivitet ble det i likhet med spesifisitetstestene brukt to tekniske
replikater av hver prgve. Selv om det i dette tilfellet ble brukt fortynningsserier av genomisk
DNA, var ellers fremgangsmaten tilsvarende som ved test av spesifisitet, med 45 sykler i qPCR-
reaksjonen, fulgt av en smeltepunktsanalyse. Analyse av data fra g°PCR ble gjort gjennom
programvaren SDS, versjon 2.3 (Applied Biosystems), ved hjelp av en standardkurve.
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Stigningstallet til standardkurven ble brukt til & beregne effektiviteten av hvert primerpar ved

hjelp av fglgende formel:
E = 107/%0mnesal (Dorak 2006)

Intervallet som kan godtas for effektivitetsverdier strekker seg fra E = 1,60 til E = 2,10. | teorien
kan effektivitetsverdien maksimalt vaere 2,0, siden dette tilsvarer 100 %, men til tross for det,
kan E-verdier opp til 2,10 godtas (Pfaffl 2004).

Ekspresjonsanalyser med cDNA

Ett primerpar for hvert enkelt gen hos de fire Fusarium-artene ble valgt ut pa bakgrunn av
effektivitetstestene. De med best effektivitet ble benyttet til hovedanalysene av
genekspresjonsstudiene med cDNA (se tabell 7 i resultatdel). For hver av de fire artene ble det
utfgrt gPCR av de to husholdningsgenene; g-tubulin og UBC, i tillegg til de ulike mykotoksin-
relaterte genene. Det ble laget en egen mastermiks for hvert primerpar som ble utarbeidet pa is
(se oppsett under avsnittet for spesifisitetstest). Fra hver prgve ble det brukt 2 pl cDNA i en
brenn. Som positiv kontroll ble 2 pl genomisk DNA fra hver enkelt art benyttet, og som negativ
kontroll ble 2 pl sterilt vann benyttet. Det ble ogsa denne gangen benyttet to tekniske replikater.
Pipetteringen av mastermiks og templat i PCR-platen ble enten utfert manuelt eller ved hjelp av
pipetteringsroboten epmotion 5070. PCR-platen ble forseglet med plastfolie og sentrifugert ved
4000 rpm i to minutter ved hjelp av Centrifuge 5810 R (Eppendorf). Programmet for gPCR var
det samme som for testing av spesifisitet (se figur 14).

3.3 Data-analyser

Resultatene fra qPCR-reaksjonen ble videre analysert ved hjelp av SDS-programvaren (versjon
2.3) fra Applied Biosystems. Resultatene fra qPCR var i form av CT-verdier, replikasjonsplott
og dissosiasjonskurver. Replikasjonsplottene og dissosiasjonskurvene ble studert ngye sammen

med CT-verdiene. Det var viktig a se om CT-verdiene var sanne for a skille mellom gener som
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faktisk var uttrykt og hvilke som ikke var det. Dersom de ikke var det, kunne dette observeres i
dissosiasjonskurvene ved at det ikke var signal ved riktig smeltetemperatur, samt uspesifikk
reaksjon. Dissosiasjonskurvene og CT-verdiene til de tekniske replikatene for hver prgve ble
sammenlignet spesielt godt for & se samsvaret mellom disse, siden de inneholdt identisk templat.
Dersom den ene tekniske replikaten ga uttrykk, mens den andre tekniske replikaten ikke gjorde
det, var det grunnlag for en ny analyse av denne prgven med det bestemte primerparet det gjaldt.
Det var viktig a sjekke om husholdningsgenene var uttrykt i alle pravene, siden dette er gener
som er essensielle for at celler skal kunne overleve (Thellin et al. 1999) og som skulle brukes til
normalisering av de mykotoksin-relaterte genene. Dersom et husholdningsgen ikke var uttrykt,
ble pravene der dette var tilfelle studert neermere for a finne eventuell arsak til feilkilde.

Videre ble gjennomsnittsverdiene for CT-verdiene fra de tekniske replikatene fra en
preve benyttet i analysene. Det ble satt grenser for standardavvik og forskjell mellom CT-
verdiene hos de tekniske replikatene av en prgve for & kunne ha tydelige avgrensninger for
akseptable forskjeller. Dersom det var mer enn 1 CT-verdi i forskjell mellom disse, eller
maksimalt 0,75 i standardavvik, ble prevene kjgrt pa nytt. De gjennomsnittlige CT-verdiene var
grunnlaget for videre dataanalyser. Nar husholdningsgenene var uttrykt og samsvaret mellom de
tekniske replikatene i alle prgvene var akseptabelt, ble gjennomsnittet av CT-verdiene for alle
pravene beregnet. Disse gjennomsnittsverdiene skulle brukes videre i dataanalyser ved hjelp av
bioinformatiske programvarer. Husholdningsgener ble benyttet for & normalisere prevene som
ble benyttet i genekspresjonsstudiene (Dheda et al. 2004), og de gjennomsnittlige CT-verdiene
fra disse genene ble kjort i programvaren BestKeeper versjon 1 (Pfaffl et al. 2004). Hensikten
var a undersgke om de valgte husholdningsgenene var egnet for normalisering og kombinere
dem i en indeks, en BestKeeper-verdi (Pfaffl et al. 2004), som ble brukt til & normalisere
malgener ved hjelp av formelen til Pfaffl et al. (2001), med sma modifikasjoner (se formel |
nedenfor). Videre ble de mykotoksin-relaterte genene sammenlignet mot én bestemt prgve som
ble satt til verdi 1. Ogsa her ble de gjennomsnittlige CT-verdiene fra hver prgve brukt.
Utgangspunktet for a velge en prave, basert pa dens biologiske replikater, var prgver som var
hgstet ved 10 dpi og der en Fusarium-art var alene og inokulert med halv dose. Dette gjaldt ikke
genet Dep5, der referansen var F. langsethiae alene pa agarskal (se naermere beskrivelse i
resultatdel). Grunnen til disse kriteriene var at det gjorde det lettere & se hvordan uttrykk av et
gen eventuelt forandrer seg nar soppen er alene og sammen med andre. | tillegg var det fordel a
velge det tidligste tidspunktet for a lettere se hvordan uttrykket eventuelt utviklet seg eller

forandret seg ved senere tidspunkt. Alle biologiske replikater fra hver prgve ble analysert
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individuelt og ikke som et gjennomsnitt ved beregningen av relativ genekspresjon. Dette var for

a fa fram variasjonen i de biologiske replikatene.

E.. );\Ct tar (Mean control — Individual sample)

Ratio =
( Eref );\Ct ref (Mean control — Individual sample) n
' |

Der R = relativ genekspresjon, E = effektivitet, og target og ref star for henholdsvis mykotoksin-
relatert gen (malgen) og referansebehandling. Modifisert utgave er at individuelle praver for
malgener og referanse er sammenlignet mot gjennomsnittsverdiene. Dette var for a fa fram

variasjonen innenfor de biologiske replikatene (Pfaffl 2001).

For hvert gen var prevene relativt uttrykt beregnet i forhold til en bestemt kontrollprgve. Relativ
genekspresjon for ett bestemt gen hos hver Fusarium-art ble ved hjelp av disse beregningene vist
i et Whiskers plott, basert pa 25-, 50- og 75 % kvartiler og minimums-/maksimumsverdier som
feilfelt. Det ble ogsa utfart en toveis students t-test (Target CT — Referanse CT) for alle pravene,
som ble sammenlignet mot en kontroll for a finne eventuelle signifikante forskjeller (P-verdi = <
0,05).

4.0 Resultater

Malet med denne oppgaven var a undersgke nar toksingener fra de fire Fusarium-artene;

F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum og F. langsethiae, er aktive i havre, og om ulike
Fusarium-arter interagerer og pavirker genekspresjon av disse genene. Disse analysene ble utfgrt
ved hjelp av qPCR. Resultatdelen vil ta for seg hvilke vurderinger og optimaliseringer som ble
gjort fra RNA-ekstraksjon og fram til analysene med cDNA. Resultatene fra
genekspresjonsstudiet beskrives som opp- eller nedregulering av de mykotoksin-relaterte genene

ved ulike tidspunkt etter inokulering med Fusarium i havre.
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4.1 RNA ekstraksjon, kvantifisering og optimalisering

Det forste trinnet var a ekstrahere total RNA fra havrekorn 10 og 14 dpi med ulike
sporekonsentrasjoner eller kombinasjoner av F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum og F.
langsethiae. Til & begynne med ble to tester for RNA-ekstraksjon prgvd ut for & finne en god
metode til dette formalet, Fast RNA Pro Kit (gBiogene) og Trizol Reagent (Invitrogen) med
havrepraver fra dag 6. Ifglge agarosegelelektroforese sa begge ekstraksjonsmetodene ut til a
fungere pa dag 6, siden det var klare band for 18S og 25S RNA for havre og eventuelt noe 18S
0g 28S RNA for sopp. Uansett er det viktig & vaere klar over at det meste av ribosomalt RNA
skyldes havre, siden det ribosomale RNAet fra soppen var minimal med tanke pa at RNA-
ekstraksjonen er tatt utgangspunkt i havrekorn som er smittet med Fusarium. Det ble besluttet a
bruke Trizol Reagent videre. Pa RNA-praver fra 10 og 14 dager fungerte derimot Trizol Reagent
darlig, noe som kan tyde pd at senere utviklingsstadier (10 og 14 dpi) pavirket RNA-
ekstraksjonen. Arsaken kan vere det hgyere innholdet av fett og stivelse p& dag 10 og 14, i
forhold til dag 6. Det ble besluttet & forsske en annen ekstraksjonsmetode, Spectrum™ Plant
Total RNA Kit fra Sigma-Aldrich, hvor bade 6 og 14 dpi ble brukt som test for & undersgke om
utviklingsstadier av havrekorn hadde innvirkning pa kvaliteten av RNA-ekstraksjon. Den nye
ekstraksjonsmetoden viste seg a virke greit for bade prgver fra 6, 10 og 14 dpi (figur 15a og b),
hvor det var tydelige band for 18S og 25S RNA (havre) og eventuelt 18S og 28S RNA (sopp).
Det ble derfor besluttet & bruke Sigma Spectrum™ Plant Total RNA Kit videre.

kb

3,0--
2,0--
1,5--
1,0--

0,5-

a b

Figur 15: Agarose gelelektroforese (0,8 %) av RNA ekstrahert med Spectrum™ Plant Total
RNA Kit.
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a) To RNA-prgver hgstet 6 og 14 dpi. Brenn 1 ble applisert med marker, M, og brgnn 2 og 6
inneholder 3 pl RNA fra henholdsvis 6 og 14 dpi.

b) Forskjellige RNA-praver (10 og 14 dpi) som ble ekstrahert med Spectrum™ Plant Total RNA
Kit. I brenn nr. 1 ble marker, M, applisert. I resten av brennene ble 3 ul RNA applisert.

Det ble videre besluttet a bruke Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) for kontroll av
RNA-kvalitet, siden denne metoden gir et mer ngyaktig bilde av kvaliteten og konsentrasjonen
til RNA. Elektroferogrammer ble gitt for hver av de analyserte RNA-prgvene, sammen med
RNA-konsentrasjoner og RIN-verdier. Dersom Bioanalyzer viste tydelige band for 18S og 25S
RNA (havre) og hgye RIN-verdier (8-10), indikerte dette sveert god RNA-kvalitet (Fleige &
Pfaffl 2006). Figur 16 viser eksempel pa svart god (a), darlig (b) og middels (c) RNA-kvalitet av

pravene.
Sample 3 Sample 8 Sample 1
G RIN: 2.50 RIN: 7.10
o [FU] [Fu)
] 3 !
50 2 2
e ) T T T T T T T 1 = r T T 0T T T T T 1
5 20 25 30 35 40 45 %5 [ 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60[s]
a b C

Figur 16: Resultat av tre ulike RNA-prgver analysert med Agilent 2100 Bioanalyzer, med meget
god RNA-kvalitet (a), darlig RNA-kvalitet (b) og middels RNA-kvalitet (c).

De fleste pravene viste beste kvalitet (RIN-verdi 10). Prgver med darligere RIN-verdi enn 7 ble
ekstrahert pa nytt.
Det ble testet om ekstra DNase-behandling med Ambion Turbo DNA-free Kit eller Ambion
DNA-free Kit pavirket kvaliteten pA RNA. Denne hadde ingen innvirkning, og en testprgve med
RIN-verdi pd 10 fgr DNase-behandling, hadde ogsa RIN-verdi 10 etter DNase-behandling
(resultat ikke vist).

4.1.2 Test av DNA-kontaminering i RNA-prgvene

RNA-prgvene ble videre testet pa gPCR for & se omfanget av DNA-kontaminering i prgvene,

selv etter DNase-behandling. Til videre analyser var det viktig at det ikke var noe DNA i
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prgvene, og det matte ofte tre DNase-behandlinger til far RNA-pravene ble benyttet til cDNA-
syntese og videre analyser.

4.1.3 Beregning av RNA-konsentrasjon og RNA-volum

Konsentrasjon av RNA for alle pravene ble malt bade med Agilent 2100 Bioanalyzer og med
NanoDrop. Gjennomsnittet av RNA-konsentrasjonene for hver prgve alt i alt varierte fra 97,0
ng/ul til 676,9 ng/ul. Det var ti praver som matte ekstraheres pa nytt (2-4 ganger), siden de
hadde en gjennomsnittlig RNA-konsentrasjon lavere enn 97 ng/ul. Av disse ti var atte praver
hgstet 14 dpi.

4.1.4 cDNA-syntese, kvalitetstest og rensing

Det ble laget flere tekniske replikater av hver prave i forbindelse med cDNA-syntese for & fa nok
materiale til genekspresjon. Ved gelelektroforese var det mulig & se hvilke cDNA-prgver som
hadde fungert bra og hvilke som ikke hadde det (figur 17). cDNA-prgver fra samme RNA-prave,

der alle tekniske replikatene var av god kvalitet, ble slatt sammen til én felles prave.

bp

1517--

1000--

500----

Figur 17: Eksempel pa 1 % agarosegelelektroforese av utvalgte cDNA-prgver. Av hver prgve
var det tre tekniske replikater. Som markgr (M) ble 3 pl 100 bp ladder brukt. Det ble applisert 3

pl cDNA i de andre brgnnene. Noen prgver skiller seg ut, og disse er markert med symbolet *.

cDNA-prgvene vistes som “utsmeringer” (“smears”) ved analyse pa gel, men noen skilte seg ut
ved en oppsamling av lavmolekylaert materiale (figur 17). Slike oppsamlinger kunne tyde pa
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darlig kvalitet av cDNA, og disse ble derfor renset med GenElute Clean-Up Kit fra Sigma-
Aldrich for & forsgke og forbedre kvaliteten. De andre prgvene som syntes a ha optimal kvalitet,
ble ikke renset. Det var fem ulike praver, hvor cDNA fra én eller flere tekniske replikater ble
renset. Blant disse var fire prgver fra 14 dpi. Figur 18 viser resultater med fire av de rensede

cDNA-proavene, det vil si prgver hgstet 14 dpi.

bp

1517--
1000--

500----

Figur 18: Agarose gelelektroforese (1 %) med cDNA renset med GenElute PCR Clean-Up Kit.
Som marker (M) ble 3 pl 100 bp ladder brukt. Brgnn 2 er tom, og brgnn 3-6 ble applisert med 1
pl cDNA.

Ifalge figur 18 var det blitt noe forbedring, men de er allikevel ikke av samme cDNA-kvalitet
som cDNA-prgvene med god kvalitet i figur 18 over. Prgvene ble besluttet & bruke til videre
analyser med genekspresjon.

4.1.5 Primerdesign og spesifisitets- og effektivitetstester

Primerpar for husholdningsgenet g-tubulin ble designet for artene F. avenaceum, F. langsethiae,
F. culmorum og F. graminearum (tabell 4). Det ble ogsa forsgkt a designe primerpar for et annet
husholdningsgen, elongeringsfaktor (EF-1a), men for fa forskjeller i sekvensene mellom de fire
Fusarium-artene gjorde at dette genet ble utelukket. | stedet ble det bestemt & bruke
husholdningsgenet UBC. Primerpar for dette genet var allerede designet fra fer pa Bioforsk
Plantehelse.

Alle primerparene for husholdningsgenene og de mykotoksin-relaterte genene (tabell 4)

ble testet for spesifisitet. Spesifisitet for et primerpar kunne observeres ved en dissosiasjonskurve
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Derivative

ved riktig smeltetemperatur hos den aktuelle arten, men ikke hos de andre artene. Figur 19 viser
eksempler pa primerpar som ga gode dissosiasjonskurver ved spesifisitetstest med genomisk
DNA.
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Figur 19: Gode dissosiasjonskurver og spesifikke primerpar etter test med bruk av genomisk DNA som
templat.

a) FgTrilSKf/FgTrilSKr — Tril — F. graminearum/F. culmorum

b) DepPKS1f/DepPKSrl — Dep5 — F. langsethiae

c) ELFSTrile-f/ELFSTrile-r — Tril — F. langsethiae

d) FavenBTUBf1/FavenBTUBr1 — g-tubulin — F. avenaceum

Dissosiasjonskurvene i figur 19 viste at disse primerparene var spesifikke for ett bestemt gen hos
en av artene ved at det var én bestemt art som ga utslag i en ren dissosiasjonskurve. | hver av
dissosiasjonskurvene i figur 19 var det noe ”grums” helt nederst som skyldtes andre arter som
ikke primerparet var spesifikt til. De ble dermed brukt videre til testing av effektivitet. Det var
ikke alle primerparene som viste seg & fungere like godt, og et slikt eksempel er vist i figur 20

nedenfor.
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Figur 20: Dissosiasjonskurve som viser et ikke-spesifikt primerpar. Primerparet som ble testet
her, er FavenBTUBf2/FavenBTUBIr2 — (f-tubulin — F. avenaceum).

Primerparet FavenBTUBf2/FavenBTUBI2 viste seg a veere uspesifikt og ble derfor ikke testet

videre for effektivitet.
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Det var ogsa noen primerpar som var spesifikke for samme gen hos to nert beslektede
Fusarium-arter. Et eksempel pa dette er vist i figur 21 nedenfor.

Dissaciation Curve
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Figur 21: Primerparet FgcBTUbf1/FgcBTUbrl (B-tubulin) som viste a vere spesifikt for bade

F. graminearum og F. culmorum.

Primerparene FgTrilSKf/FgTrilSKr, FgcBTUBf1/FgcBTUBrl1 og ELFGTrilf-f/ELFGTrilf-r
var alle spesifikke for de to nert beslektede Fusarium-artene, F. graminearum og F. culmorum.

Det var for alle genene minst ett primerpar som viste seg a vare spesifikt, bade pa
genomisk DNA og cDNA. Samlet oversikt over primerpar som viste seg a vaere spesifikke etter
spesifisitetstest med genomisk DNA og som ble testet for effektivitet, er vist i tabell 7. Bortsett
fra primerparet EsynSKf/EsynSKr, fungerte de spesifikke primerparene (tabell 7) ogsa pa
ufortynnet cDNA (resultat ikke vist).

De primerparene som viste seg a veere spesifikke med genomisk DNA (tabell 7), ble
videre testet for PCR-effektivitet med ti ganger fortynningsserier av genomisk DNA. Eksempler

pa effektivitet med standardkurver er vist i figur 22 (a, b, c).
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Figur 22: Eksempler pd standardkurver for ulike primerpar. Stigningstallene og R>-verdiene for
hver av standardkurvene er oppgitt.

a) FgcBTUBT1/FgcBTUBT1 (5-tubulin) for F. graminearum.

b) FgcBTUBf1/FgcBTUBT1 (f-tubulin) for F. culmorum.

b) FGTrilSKf/FGTrilSK (Tril) for F. graminearum.
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Ifelge standardkurvene i figur 22 var primerparet FgcBTUBf1/FgcBTUBr1 (f-tubulin) og
FgTrilSKf/FgTrilSKr (Tril) effektive primerpar, og begge viste god effektivitet hos bade F.
graminearum og F. culmorum, der punktene i standardkurven ligger pa en tilnaermet rett linje.
Nar det gjelder primerparet EsynSKf/EsynSKr (Esyn) for F. avenaceum (resultat ikke vist), viste
primerparet seg a veere lite effektivt og dermed lite gunstig til videre genekspresjonsstudier.
Effektivitetsverdiene for primerparene som ble wvalgt ut til de videre
genekspresjonsanalysene 1a innenfor intervallet i henhold til Quantification strategies in real-
time PCR” (Pfaffl 2004). For noen gener var det to primerpar som var spesifikke for samme gen.
Her ble det primerparet med best effektivitet og som Ia innenfor dette intervallet, valgt ut (tabell
7). Primerne som ikke ble tatt med videre pa bakgrunn av utvalgskriterier beskrevet over, er

merket med * i tabell 7 nedenfor.

Tabell 7: Oversikt over primerparene som ble testet for effektivitet og deres verdier for effektivitet (E),
basert pa stigningstallet til standardkurven for hver prgve og formelen beskrevet over. Merket * er brukt
for & markere hvilke prgver som ikke ble valgt videre, som fglge av at det andre primerparet for ett
bestemt gen hadde hgyere effektivitet. De gvrige pravene er valgt videre.

Primerpar R’ Effektivitet
(E = 10 “Vstigningstally

Mykotoksin-relaterte gener, primerpar og respektive

Fusarium-arter

Dep5 - DepPKsfl / DepPKsrl — F. langsethiae 0,99 1,86

Tril6 - LANTril6f/ LANTril6r — F. langsethiae 0,99 1,84

Tril6 - ELTril6ec-f/ELTril6c-r — F. langsethiae 0,99 1,83 *

Tril - ELFSTrile-f/ ELFSTrile-r — F. langsethiae 0,99 1,84

Tril - FLTrif/FLTrilr — F. langsethiae 0,98 1,77 *

Esyn - EsynF1/EsynR1 — F. avenaceum 0,98 2,03

Esyn - EsynF2/EsynR1 — F. avenaceum 0,99 2,18 *

Esyn - EsynSKf/EsynSKr — F. avenaceum 0,98 2,1*

Tril - FGTrilSKf/ FGTrilSKr — F. g.. | F.g.:1,83/

F. graminearum/F. culmorum 0,99 F.c.:1,96
F.c:1

Tril - ELFGTrilf-f/ELFGTrilf-r — 0,99 1,77*
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F. graminearum/F. culmorum
Husholdningsgener og respektiv Fusarium-art
S-tubulin - FlanBTUBf2/FlanBTUBr2 — F. langsethiae | 0,98 2,08
UBC - FlanUBCf2/FlanUBCr2 — F. langsethiae 0,96 2,05
p-tubulin - - FavenBTUBfl/FavenBTUBr1 - F.| 0,99 2,17
avenaceum
UBC - FavenUBCf1/FavenUBCr3 - F. avenaceum 0,99 1,96
(Testet av masterstudent Martha Nymoen Tveit, 2012)
p-tubulin - FgcBTUBT1/FgcBTUBI1 — F. g0 | F.g.:198/
F. graminearum/F. culmorum 0,99 F.c.:2,01
F. c
0,99
UBC - FgraUBCf1/FgraUBCrl — 0,99 1,96
F. graminearum/F. culmorum
(Testet pa cDNA med F. graminearum av
masterstudent Martha Nymoen Tveit, 2012)

4.2 Genekspresjonsstudier ved gPCR og dataanalyser

Det ble besluttet & bruke en epmotion 5070 pipetteringsrobot ved genekspresjonsstudiet for a
gjore arbeidet mer effektivt. Det ble imidlertid observert ungyaktigheter i pipetteringen, og da
spesielt ved pipettering av Sybr Green, og pravene ble deretter i stedet pipettert manuelt.

Farste prioritet var a sjekke om det var noen hemming i noen av prgvene. Ingen av de fire
rensede prgvene fra 14 dpi viste noe uttrykk av husholdningsgenene g-tubulin og UBC. Utover
dette var det ogsa sju andre praver som ikke ga uttrykk av ett eller begge husholdningsgenene.
Siden totalt 11 praver ikke ga uttrykk av étt eller begge husholdningsgenene, ble det besluttet a
denaturere RNA fra disse prevene, far cDNA-syntese og ny qPCR. Ved analyse av nye gPCR-
data for disse provene (etter denaturering av RNA), viste prevene uttrykk for
husholdningsgenene, slik at prgvene kunne brukes videre til analyse.

De gjennomsnittlige CT-verdiene for uttrykk av husholdningsgenene hos hver Fusarium-art ble
videre analysert i programvaren BestKeeper for a se om husholdningsgenene var egnet for
normalisering.
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Figur 23: Grafer fra BestKeeper som viser forholdet mellom husholdningsgenene g-tubulin
( * ) og UBC ( m) hos alle de fire Fusarium-artene; a) F. avenaceum (FA), b) F. culmorum
(FC), ¢) F. graminearum (FG) og d) F. langsethiae (FL).

Som det framgar av figur 23 (a-d), fulgte husholdningsgenene (B-tubulin og UBC) hverandre
ganske godt hos alle fire artene. Aller best fulgte de hverandre hos F. avenaceum og F.
culmorum, hvor bare et par prgver hos de to artene skilte seg noe ut. Hos F. graminearum og F.
langsethiae fulgte ikke husholdningsgenene hverandre like bra, der noen fa prever skilte seg noe
mer ut. Konklusjonene av analysene var at bade g-tubulin og UBC var egnet som referansegener
for alle fire artene.

Uttrykket av de mykotoksin-relaterte genene ble derfor normalisert ved hjelp av
BestKeeper-verdiene, og det relative ekspresjonsforholdet mellom prgvene og referanseprgven
ble beregnet. Relativ genekspresjon for hvert av genene ble vist i Whiskers plott, og en toveis
students t-test ble ogsa utfert. Figur 24 viser Whiskers plott for enniatin syntase (Esyn) hos F.
avenaceum, der prgver av havre inokulert med F. avenaceum alene og med F. avenaceum

sammen med F. langsethiae, fra 10 og 14 dpi, er undersgkt.
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Figur 24: Relativ genekspresjon av Esyn, 10 og 14 dpi. Alle prgvene er relative til F. avenaceum
(halv dose) 10 dpi som fungerer som referanse. Forkortelsene FA = F. avenaceum, FL = F.
langsethiae og hd = halv dose. Alle prgvene, bortsett fra referanseprgven, er basert pa to
biologiske replikater. Feilfelt er minimums/maksimums-verdier. Symbolet * markerer prgven F.
langsethiae + F. avenaceum, 10 dpi, som er signifikant forskjellig i forhold til referansepragven i
en toveis students t-test (P = 0,005).

F. langsethiae sammen med F. avenaceum 10 dpi var signifikant nedregulert i forhold til
referanseprgven, FA 10dpi (P = 0,005). Det var ingen signifikant forskjell mellom F. avenaceum
(halv dose) 14 dpi og F. langsethiae + F. avenaceum 14 dpi (P-verdi > 0,05), men Esyn hos
disse var noe hgyere enn samme prgver ved 10 dpi.

Whiskers plott i figur 25 viser relativ genekspresjon for Tril-genet hos F. culmorum, der

prever med F. culmorum alene og F. culmorum sammen med F. langsethiae er undersgkt.
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F. culmorum - Tril

Relativ genekspresjon

10dpi, FC, hd 10dpi, FL + FC 14dpi, FC, hd 14dpi, FL + FC

Figur 25: Relativ genekspresjon av Tril hos F. culmorum (FC) alene og F. culmorum sammen
med F. langsethiae (FL), 10 og 14 dpi. Pravene er relative til F. culmorum, halv dose, 10 dpi.
Forkortelsen hd star for halv dose. Alle pravene er basert pa tre biologiske replikater. Feilfelt er

minimums-/maksimums-verdier.

Alle prgvene var beregnet relative til F. culmorum (halv dose) 10 dpi. Det var ingen av prgvene
som viste seg a vere signifikant forskjellig fra referanseprgven, og det var heller ingen
signifikant forskjell mellom F. culmorum (halv dose) 14 dpi og F. culmorum + F. langsethiae 14
dpi. Uttrykket av Tril hos F. culmorum + F. langsethiae 10 dpi syntes alt i alt & veere ganske likt
som referanseprgven, siden det bare var den ene biologiske replikaten hvor faktisk Tril var
hgyere uttrykt, mens de to andre biologiske replikatene ga et lavere.uttrykk. Der F. langsethiae
vokste sammen med F. culmorum 14 dpi, syntes uttrykket a vaere noe lavere, sammenlignet med

nar F. culmorum vokste alene (halv dose) ved 14 dpi.
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Relativ genekspresjon for Tril-genet hos F. graminearum, der prgver med F.
graminearum alene og F. graminearum sammen med F. langsethiae ble undersgkt, er vist i

Whiskers plott i figur 26 nedenfor.

F. graminearum - Tril

Relativ genekspresjon

I .

10dpi, FG, hd 10dpi, FL+FG 14dpi, FG, hd 14dpi, FL+FG

Figur 26: Relativ genekspresjon av Tril for F. graminearum (FG) alene og F. graminearum
sammen med F. langsethiae (FL), 10 og 14 dpi. Pravene er relative til F. graminearum, halv
dose, 10 dpi. Forkortelsen hd star for halv dose. Alle prgvene er basert pa tre biologiske
replikater, bortsett fra referanseprgven som er basert pa to biologiske replikater. Feilfelt er

minimums-/maksimums-verdier.

| dette tilfellet ble relativ genekspresjon beregnet i forhold til F. graminearum (halv dose) 10
dpi. I likhet med Tril for F. culmorum, var det ingen av forskjellene som viste seg & veere
signifikante. Det var heller ingen signifikant forskjell mellom F. graminearum (halv dose) 14 dpi
og F. graminearum + F. langsethiae 14dpi. Uttrykket av Tril syntes a vaere omtrent det samme
nar F. graminearum vokste sammen med F. langsethiae 10 dpi, som uttrykket i referansepraven.

Det var for denne prgven (F. graminearum + F. langsethiae) bare én av de tre biologiske
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replikatene som viste hgyere uttrykk av dette genet. Uttrykket av Tril sa ut til & veere forskjellig
mellom 10 og 14 dpi, ved at uttrykket var generelt lavere ved 14 dpi, bade for F. graminearum
alene (halv dose) og der F. graminearum er sammen med F. langsethiae.

Figur 27 viser to Whiskers plott for relativ genekspresjon for depudecin polyketid syntase
(Dep5) hos F. langsethiae, ett for 10 dpi (a) og ett for 14 dpi (b).
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Figur 27: Relativ genekspresjon av Dep5. Alle prgvene er relative til F. langsethiae alene pa
agar.

Forkortelsene FL = F. langsethiae, FA = F. avenaceum, FC = F. culmorum, FG = F.
graminearum, hd = halv dose, og fd = full dose. Feilfelt er minimums-/maksimums-verdier.

a) 10 dpi. Praven F. langsethiae (full dose) er basert pa to biologiske replikater i beregningen av
relativ genekspresjon.

b) 14 dpi. Prgven F. langsethiae (full dose) var basert pa bare to biologiske replikater.

Som det framgar av figuren, fungerte F. langsethiae dyrket alene pa agar, som referanse.

Grunnen til at ikke F. langsethiae (halv dose) 10dpi ble brukt som referanse i dette tilfellet, var
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at bare én av tre biologiske replikater for denne pragven var uttrykt, og at denne prgven dermed
var utilstrekkelig som referanseprgve. Ingen av prgvene hverken fra 10 eller 14 dpi viste
signifikante forskjeller ifalge t-test (P-verdi > 0,05). F. langsethiae (full dose) 14 dpi sa ut til &
ha noe hgyere uttrykk av Dep5, men arsaken kan vere at det bare var to biologiske replikater fra
denne prgven. Nar det gjelder utrykket av Dep5 hos F. langsethiae sammen med F. avenaceum,
sa det ut til & veere noe hgyere, bade ved 10 og 14 dpi, men det var betydelige variasjoner
mellom de biologiske replikatene, spesielt ved 14 dpi. Hos F. langsethiae sammen med F.
culmorum syntes uttrykket av Dep5 & veere noe hgyere ved 10 dpi, men det var tross alt
variasjoner mellom de biologiske replikatene. Ved 14 dpi sa det ut til at uttrykket av Dep5 var
forholdsvis likt referanseprgven. Uttrykket av Dep5 hos F. langsethiae sammen med F.
graminearum var forskjellig mellom 10 og 14 dpi. Ved 10 dpi syntes uttrykket a vaere det samme
som referanseprgven, men det var betydelig variasjoner mellom de biologiske replikatene. Ved
14 dpi sa det ut til at det ikke var spesielt uttrykk av Dep5.

Relativ genekspresjon for Tril og Tril6 hos F. langsethiae for 10 og 14 dpi er vist i figur
28. Siden de hgrer til samme syntesvei (Desjardins 2006), er de vist i samme figur, da det er
lettere & se sammenhengen mellom uttrykkene av disse der F. langsethiae er alene og sammen

med de tre andre artene.
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F. langsethiae - Tril, 14dpi
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Figur 28: Relativ genekspresjon for Tril og Tril6 for F. langsethiae alene og sammen med
andre arter.

Pravene er relative til F. langsethiae halv dose, 10 dpi, som er brukt som referanse.
Forkortelsene FA = F. avenaceum, FC = F. culmorum, FG = F. graminearum, FL = F.

langsethiae, hd = halv dose, og fd = full dose. Feilfelt er minimums-/maksimums-verdier.

a) Tril og Tril6 10 dpi. Alle pravene er basert pa tre biologiske replikater. Symbolet * markerer
prever som var signifikant forskjellige fra referanseprgve. Det gjelder pregvene F. langsethiae
(full dose) 10 dpi for uttrykket av Tril, med P-verdi = 0,047, samt prgven F. langsethiae (full
dose) 10 dpi for uttrykket av Tril6, med P-verdi = 0,017.

b) Tril og Tril6 14 dpi. Prgvene F. langsethiae (full dose) 14 dpi og F. langsethiae + F.
culmorum 14 dpi er basert pa bare to biologiske replikater ved beregning av relativ
genekspresjon. De andre prgvene var basert pa tre biologiske replikater. Symbolet * markerer
praver som er signifikant forskjellig fra F. langsethiae (full dose) 14 dpi for Tril6. Det gjelder
prgvene F. langsethiae + F. avenaceum 14 dpi og F. langsethiae + F. culmorum 14 dpi med P-
verdier pa henholdsvis 0,024 og 0,031.
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Alle prevene ved genekspresjon av bade Tril og Tril6 er beregnet relativt i forhold til den
samme prgven, F. langsethiae (halv dose), 10 dpi. Uttrykket av Tril og Tril6 syntes a veere
signifikant forskjellig fra referanseprgven hos F. langsethiae (full dose) 10 dpi, og P-verdiene
var henholdsvis 0,047 og 0,017. De andre prevene for 10 og 14 dpi viste ingen signifikant
forskjell i forhold til referansepraven nar det gjelder uttrykket av Tril. Det var heller ingen
signifikant forskjell mellom F. langsethiae (halv dose) 14 dpi og der F. langsethiae var sammen
med hver av de andre artene (P-verdi > 0,05). Nar det gjelder uttrykket av Tril6, var F.
langsethiae + F. avenaceum 14 dpi og F. langsethiae + F. culmorum 14 dpi signifikant
forskjellige fra F. langsethiae (halv dose) 14 dpi, med P-verdier pa henholdsvis 0,024 og 0,031.
Ifglge figur 28 var det ganske godt samsvar mellom uttrykkene for Tril og Tril6 for bade 10 og
14 dpi. Hos F. langsethiae alene (full dose) 10 dpi syntes bade Tril og Tril6 & vere noe
oppregulert. Uttrykket av Tril hos F. langsethiae alene (full dose) syntes & vere svakt
oppregulert ved 14 dpi, men uttrykket av Tril6é syntes a vare omtrent det samme som
referansen. Ved 14 dpi sa det ut til at uttrykket av Tril hos F. langsethiae (halv dose) var
forholdsvis likt referanseprgven, og at uttrykket av Tril6 hos F. langsethiae (halv dose) syntes a
vaere noe lavere uttrykt ved 14 dpi. Nar det gjelder uttrykkene av Tril og Tril6 hos F.
langsethiae sammen med F. avenaceum ved 10 dpi, sa de ut til & veere oppregulert, hvorav en
noe starre oppregulering av Tril6. Ved 14 dpi hos F. langsethiae sammen med F. avenaceum sa
begge uttrykkene ut til & veere omtrent det samme som nar F. langsethiae var inokulert alene.
Uttrykket til Tril og Tril6 hos F. langsethiae sammen med F. culmorum 10 dpi syntes ikke &
veere spesielt forskjellig fra referansen. Ved 14 dpi hos F. langsethiae sammen med F. culmorum
sa heller ikke uttrykket av Tril eller Tril6 a vere sarlig forskjellig fra referansepraven. Nar det
gjelder F. langsethiae sammen med F. graminearum ved 10 dpi, s& det ut til at uttrykkene av
Tril og Tril6 var svakt oppregulert. Ved 14 dpi sa ikke uttrykkene av Tril og Tril6 hos F.
langsethiae sammen med F. culmorum ut til & veere sarlig forskjellig fra referansepraven, men
Tril6 syntes a veaere noe nedregulert der F. langsethiae var sammen med F. graminearum 14 dpi.
Det var ikke tilfellet for Tril 14 dpi, der uttrykket hos F. langsethiae og F. graminearum sa ut

til & veere forholdsvis likt referansepraven.
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Testing av Dep5-genet hos flere F. langsethiae isolater for a undersgke om

depudecin-synteseveien er konservert

Fra Bioforsk Plantehelse sin soppkolleksjon ble fire isolater (1L, 4L, 88L og 90 L) av F.
langsethiae testet pda qPCR med primerparet DepPKSf1/DepPKSrl (depudecin polyketid
syntase, Dep5). Malet var & undersgke om Dep5-genet fantes hos flere F. langsethiae-isolater.
Resultatet viste at depudecin polyketid syntase-genet (Dep5) ble funnet hos alle de fire isolatene

av F. langsethiae.

5.0 Diskusjon

5.1 Veksthusforsgk

Malet med studiene i denne masteroppgaven var a undersgke nar genuttrykket til ulike
mykotoksin-relaterte gener hos fire ulike Fusarium-arter er aktive, og om ulike arter av
Fusarium pavirker toksinprodukjon av mykotoksiner hos hverandre. Havrekorn som var infisert
med Fusarium, ble benyttet i genekspresjonsstudier. Siden havrerisler ble sprayinokulert, og de
bestar av mange uavhengige og separate korn, er det svaert usannsynlig at hvert korn ble infisert
med eksakt samme mengde sporesuspensjon. Dette er faktorer som kan vare med og pavirke
forsgket. Det var tilfeldig hvilke korn som det ble ekstrahert RNA fra, men det ble konsekvent
plukket korn fra ulike havrerisler som hver kom fra ulike planter fra ulike potter, plassert
tilfeldig i forhold til hverandre. Dette ble gjort for & gjere forsgket mer representativt. Tre
uavhengige biologiske replikater ble brukt med planter sadd pa ulik tid. Det er sveert viktig med
mange biologiske replikater for a fa et sa representativt utvalg som mulig. | dette forsgket burde
det veert enda flere biologiske replikater enn tre, men slike veksthusforsgk er kostbare, slik at
dette er avhengig av gkonomien. Et alternativ kunne vert a ekstrahere RNA fra flere korn eller

eventuelt gjennomfart flere parallelle RNA-ekstraksjoner fra hver behandling.
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5.2 Optimalisering av RNA-ekstraksjon og

genekspresjonsanalyser

5.2.1 RNA-ekstraksjon

For a lage cDNA til genekspresjonsstudier, er det ngdvendig at RNA er av hgy kvalitet, noe som
stiller krav til ekstraksjonsmetodene som benyttes. Havre inneholder polysakkarider (Aspinall &
Carpenter 1984), stivelse (Zhou et al. 1998), fett (Banas et al. 2007) og fenolforbindelser (Naczk
& Shahidi 2006). Slike forbindelser kan resultere i at RNA-kvaliteten blir darlig eller at det
eventuelt ikke blir noe RNA i det hele tatt som blir ekstrahert (Gehrig et al. 2000).
Fenolforbindelser har evne til & binde nukleinsyrer, mens polysakkarider kan felles ut sammen
med RNA i buffere med lav ionestyrke. | tillegg kan bade polysakkarider og polyfenoler
interagere med nukleinsyrer ved at de danner ulgselige komplekser, noe som ogsa vil pavirke
kvaliteten og mengden av RNA som ekstraheres (Liu et al. 2005). RNA-ekstraksjon ble til a
begynne med utfgrt med to ekstraksjonsmetoder, Trizol Reagent (Invitrogen) og Fast RNA Pro
Kit (gBiogene), som viste seg a fungere pa havrekorn hgstet 6 dpi. Det ble besluttet & bruke
Trizol Reagent videre. Etter & ha ekstrahert flere praver fra et senere utviklingsstadium, det vil si
pa 10 og 14 dpi, viste resultatene at Trizol Reagent fungerte darlig som ekstraksjonsmetode for
dette materialet. Dette kan skyldes det hgyere innholdet av fett og stivelse hos korn hgstet 10 og
14 dpi, sammenlignet med 6 dpi. Det finnes ulike Trizol-kit, og hver av disse har sitt spesifikke
bruksomrade. Ifglge produktbeskrivelsen til Trizol Reagent skal denne fungere pa vev og celler
som inneholder mye fett og som kan vere vanskelig & ekstrahere RNA fra. Andre har imidlertid
funnet at dette fungerer darlig pa fr@ som er rike pa stivelse (Li & Trick 2005).

Trizol Reagent er ifglge produktbeskrivelsen en blanding av fenol og guanidin
isotiocyanat, og ved RNA-ekstraksjonen brukes ogsa kloroform. Ved bruk av metoder som
Trizol Reagent eller andre metoder hvor GITC-fenol-kloroform inngar, er det vist at stivelse kan
felles ut sammen med RNA-pelleten, noe som kan fare til vanskeligheter med a lgse RNA i vann
(Li & Trick 2005). Dette ble observert ved de fleste pravene som var ekstrahert med Trizol
Reagent i denne oppgaven, der RNA-pelleten naermest virket seig eller voksaktig uten a ville

lgse seg.

70




Det ble derfor i stedet forsgkt RNA-ekstraksjon med Spectrum™ Total RNA Kit (Sigma-
Aldrich). I motsetning til Trizol Reagent, inngar ikke bruk av fenoler eller kloroform ved bruk av
dette kittet. Den nye ekstraksjonsmetoden fungerte bade pa 6 og 14 dpi, med svert god kvalitet,
da de fleste prgvene hadde RIN-verdi pa 9-10.

Selv om ekstraksjonsmetoden til Sigma-Aldrich fungerte bra pa dette materialet, var det
noen vanskeligheter underveis, i forbindelse med bruk av filtreringskolonnene. Det matte ofte
flere sentrifugesteg til for & fa filtrert igjennom lysatet. | tillegg matte filtreringskolonnene i de
fleste tilfeller byttes med en ny for & kunne fa filtrert igjennom all veesken. Arsakene til slike
filtreringsproblemer kan skyldes fettproblemer under lyseringen. Ifglge protokollen til
Spectrum™ Total RNA Kit, kan plantemateriale som har et heyt innhold av lipider, pavirke
filtreringen gjennom kolonnene, og havre har et hgyere fettinnhold, sammenlignet med andre
korn som hvete og bygg (Liu 2011).

Prgvene ble DNase-behandlet pa kolonne, men ifalge gPCR var ikke denne behandlingen
tilstrekkelig for & fjerne alt det kontaminerende DNA i RNA-pravene. Det var ofte ngdvendig
med flere DNase-behandlinger for hver prove. Dette stemmer med tidligere litteratur som
beskriver at RNA ekstrahert ved bruk av kolonner, kan veare betydelig kontaminert med
genomisk DNA (Bustin 2002).

5.2.2 cDNA-syntese

For & fa haye nok RNA-konsentrasjoner, matte flere praver bli ekstrahert pa nytt. Spesielt var
dette et problem for prgvene fra 14 dpi, som igjen kan skyldes innholdet av fett og stivelse.
RNA-konsentrasjonene alt i alt varierte fra 97,0 ng/ul til 676,9 ng/ul, noe som ogsa viser hvor
store forskjellene kan vare fra ekstraksjon til ekstraksjon.

cDNA-syntese-kittet som ble brukt, skal ifalge produktbeskrivelsen gi forbedret effektivitet av
cDNA-syntese og kan brukes med veldig lave og veldig haye mengder av RNA. Resultatene fra
agarosegelelektroforese viste at noen cDNA-praver skilte seg ut i form av en oppsamling av
lavmolekylaert materiale som kunne tyde pa darlig cDNA-kvalitet ved at revers transkripsjon
ikke hadde fungert optimalt (se figur 17 i resultatdel). Det var totalt fem ulike prgver hvor dette
var tilfelle og fire av disse var fra 14 dpi, noe som igjen kan tyde pa at disse pravene er vanskelig
a jobbe med. Prgvene ble forsgkt renset med GenElute Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich), men
ingen av de rensede pragvene fra 14 dpi ga uttrykk av husholdningsgenene S-tubulin og UBC etter
analyse med gPCR (resultat ikke vist). | forbindelse med revers transkripsjon kan det oppsta
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problemer, spesielt nar reaksjonstemperaturen ligger mellom 40 og 50 °C som er de vanligste
temperaturene ved en slik reaksjon (Bustin 2002; Raja et al. 2000). RNA-molekylene kan for
eksempel danne sekundeere strukturer. Dette kan gjere at enzymet stopper opp, dissosierer fra
templatet eller hopper over regioner av. RNA, noe som kan gjgre det vanskelig & oppna
fullstendige produkter etter revers transkripsjon (Bustin 2002; Malboeuf et al. 2001). Slike
sekundeere strukturer kan ha veert problemet for noen prgver i denne oppgaven og forklarer
hvorfor rensing med GenElute Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich) alene ikke var tilstrekkelig. Av
den grunn ble det bestemt & denaturere RNA fra disse prgvene, far ny cDNA-syntese, for a bryte
eventuelle hydrogenbindinger i de sekundzre strukturene. Dette viste seg a gi funksjonelt cDNA.
En slik denaturering er ikke beskrevet i manualen for cDNA-syntese fra SuperScript® VILO™
(Invitrogen). Basert pa disse resultatene burde det veert beskrevet et forslag til et
denatureringstrinn i protokollen til dette kittet dersom cDNA-prgver viser seg ikke & vare

optimale etter test pa agarosegel.

5.2.3 Primerdesign, -spesifisitet og —effektivitet

Husholdningsgenene p-tubulin og UBC ble valgt som referansegener pa bakgrunn av tidligere
resultater fra Lysge og samarbeidspartnere (2006). Husholdningsgener er essensielle for at celler
skal overleve, og genekspresjon av disse er ofte konstante i de fleste celletyper (Thellin et al.
1999). Det var sveert viktig at primerparene som skulle brukes videre til ekspresjonsanalyser av
de mykotoksin-relaterte genene, ga spesifikk binding til ett bestemt gen fra den arten som skulle
studeres. I noen tilfeller var det umulig” a lage unike primerpar, spesielt hos F. culmorum og F.
graminearum. Disse artene er nert beslektet (Benyon et al. 2000). F. culmorum og F.
graminearum inngikk ikke samtidig i denne masteroppgaven, men hver av artene bare i
kombinasjon med F. langsethiae. Det hadde derfor ingen negativ betydning for resultatene i
disse analysene at samme primerpar ble brukt for prgver der F. culmorum og F. graminearum
inngikk. Disse artene er nert beslektet (Benyon et al. 2000).

Alle primerpar som ble valgt til videre ekspresjonsanalyser, hadde ngdvendig spesifisitet
0g akseptable effektivitetsverdier i henhold til “Quantification strategies in real-time PCR”
(Pfaffl 2004).
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5.3 Genekspresjonsanalyser

Far de endelige genekspresjonsanalysene fra de ulike behandlingene i havre, var det en rekke
forberedelsestrinn som er omtalt til na. Disse trinnene er kritiske og ma veere godt gjennomfart
for at de endelige genekspresjonsstudiene skal kunne gi et troverdig resultat.
Ifalge BestKeeper-beregningene for de to husholdningsgenene hos hver av de fire Fusarium-
artene, var husholdningsgenene i alle tilfellene egnet for normalisering, siden samsvaret mellom
de to genene var forholdsvis gode hos hver art (figur 23 i resultatdel).
For hvert gen ble én bestemt Fusarium-art alene og en kombinasjon av denne arten med en
annen Fusarium-art benyttet for & studere om det er forskjeller nar en Fusarium-art vokser alene
og nar den vokser sammen med en annen art. Av slike studier er det mulig a kunne tyde noe av
samspillet mellom ulike arter, altsd om to arter “trigger” eller hemmer toksinproduksjonen hos
hverandre.

| dette tilfellet ble alle prgvene utsatt for de samme miljgmessige faktorene, som for
eksempel temperatur og fuktighet. Det er derfor vanskelig & si noe om disse faktorene kan ha
hatt innvirkning pa en Fusarium-art alene og nar den er i kombinasjon med en annen Fusarium-
art. Hgstetidspunktet syntes derimot & veere av betydning for genreguleringen. Det som ogsa
eventuelt kan veere av betydning, er om to ulike arter i kombinasjon har ulik
optimumstemperatur og ulikt optimum for relativ luftfuktighet for vekst eller toksinsyntese.

Ifglge resultatene i denne oppgaven syntes uttrykkene av genene a veere forskjellig nar en
art vokser alene og sammen med en annen. Det var ogsa forskjeller mellom uttrykket av de ulike
genene i havreprgvene hgstet 10 og 14 dager etter smitting med disse Fusarium-artene. Hvert
gen som var analysert i dette studiet, blir videre diskutert for seg.

5.3.1 Esyn - F. avenaceum

Det multifunksjonelle enzymet enniatin syntetase katalyserer biosyntesen av enniatiner (Glinski
et al. 2002). Uttrykket av Esyn der F. avenaceum vokste sammen med F. langsethiae 10 dpi, var
signifikant nedregulert fra referanseprgven (P = 0,005), og det kan faktisk se ut som at genet
ikke var uttrykt ved dette tidspunktet. Ved 14 dpi var uttrykket av Esyn hgyere uttrykt enn ved
10 dpi, bade nar F. avenaceum vokste alene og i kombinasjon med F. langsethiae. Det var ingen
signifikant forskjell mellom uttrykket av Esyn nar F. avenaceum var alene og nar F. avenaceum

vokste sammen med F. langsethiae, 14 dpi. Det er viktig & veere klar over at det var betydelige
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variasjoner mellom de biologiske replikatene for begge prgvene ved 14 dpi. Ut i fra resultatene
kan det tyde pa at F. langsethiae pavirker toksinproduksjonen til F. avenaceum negativt, spesielt
ved 10 dpi. F. langsethiae kan muligens ha hemmet toksinproduksjonen hos F. avenaceum 10
dpi ved selv & produsere T-2/HT-2, slik at disse toksinene kan ha fungert som en slags
forsvarsmekanisme mot F. avenaceum. Tilsvarende er antatt & ha inntruffet i studiene til Velluti
et al. (2001) ved at toksinproduksjon hos én Fusarium-art har fungert som soppens
forsvarsmekanisme mot andre konkurrerende sopper og hemmet deres toksinproduksjon.
Imidlertid synes produksjonen av enniatiner a inntre pa et noksa tidlig utviklingsstadie, siden det
var uttrykk av Esyn nar F. avenaceum vokste alene ved 10 dpi, selv om genet omtrent ikke var
uttrykt pa samme tidspunkt i kombinasjon med F. langsethiae. Generelt var uttrykket av Esyn
hgyere ved 14 dpi enn ved 10 dpi, noe som kan innebare at Esyn er hgyere uttrykt pa et seinere
utviklingsstadie i havre.

Studier gjort av Kokkonen et. al (2010) viste at ulike stammer av F. avenaceum
produserte mest enniatiner ved tre ulike kombinasjoner av temperaturer og vannaktiviteter. Alt i
alt syntes mengden av toksiner produsert av F. avenaceum a veere noksa tilsvarende under alle
forholdene som ble testet i dette studiet. Toksinproduksjon hos denne Fusarium-arten synes
derfor ikke a veere betydelig avhengig av bestemte temperaturer og vannaktiviteter, men kan
antakeligvis forekomme over et bredt spekter av ulike miljgforhold (Kokkonen et al. 2010). |
denne masteroppgaven ble ikke ulike vannaktiviteter og temperaturer testet, men
dagtemperaturen var 25 °C, og ifelge resultatene sa det ikke ut til at dette var uheldig forhold for
enniatinproduksjonen hos F. avenaceum. Videre tyder det pa at heller ikke vannaktiviteten var et
problem for toksinproduksjonen i denne oppgaven, men det kan ha veert en konkurranse mellom

neeringsstoffer, spesielt ved 10 dpi.

5.3.2 Tril — F. culmorum og F. graminearum

Ifelge oversiktsartikkelen til Alexander et al. (2009) er Tril et gen som koder for et bestemt
enzym blant annet i biosynteseveien til trichothecenet DON. | denne oppgaven er uttrykket av
Tril-genet undersgkt hos F. culmorum og F. graminearum, pa praver der F. culmorum og F.
graminearum vokste alene (hver for seg), og nar hver av dem var i kombinasjon med F.

langsethiae. Hensikten var a se om Tril-genet var uttrykt pa disse tidspunktene, og om uttrykket
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av Tril var forskjellig nar F. culmorum og F. graminearum vokste alene, sammenlignet med nar
hver av dem var i kombinasjon med F. langsethiae.

Til tross for at 10 og 14 dpi anses som tidlige utviklingsstadier, var Tril uttrykt bade hos
F. culmorum og F. graminearum ved begge tidspunktene, noe som kan bety at DON-produksjon
kan skje pa et tidlig stadium etter infeksjon av havre.

Ifalge genekspresjonsanalysene for Tril hos F. culmorum var det ingen signifikante
forskjeller mellom uttrykket av Tril nar F. culmorum vokste alene eller sammen med F.
langsethiae, hverken ved 10 eller 14 dpi. | motsetning til Esyn var det heller ingen sarlig
forskjell mellom 10 og 14 dpi. Uttrykket av Tril var forholdsvis stabilt der F. culmorum vokste
alene, bade ved 10 og 14 dpi. Det kan allikevel se ut som at Tril var noe lavere uttrykt ved 14
dpi nar F. culmorum var sammen med F. langsethiae. Nar det gjelder uttrykket av Tril hos F.
culmorum sammen med F. langsethiae 10 dpi, var uttrykket hgyere bare hos den ene biologiske
replikaten, noe som tyder pa betydelige variasjoner mellom de biologiske replikatene av samme
prave. Dette er viktig & veere klar over, siden antallet biolgiske replikater vil pavirke den totale
relative genekspresjonen, i den grad at jo flere biologiske replikater det er av en prgve, desto mer
representativt er utvalget som brukes i genekspresjonsanalysene. Siden uttrykket av Tril
muligens var noe lavere der F. culmorum vokste i kombinasjon med F. langsethiae 14 dpi, kan
det hende at F. langsethiae har hemmet DON-produksjonen hos F. culmorum noe ved dette
tidspunktet, og muligens benyttet T-2/HT-2 som en forsvarsmekanisme mot F. culmorum. Dette
er i sa fall i trad med tilsvarende funn beskrevet av Velluti et al. (2001).

Heller ikke hos F. graminearum var det noen signifikant forskjell i Tril-ekspresjon
mellom F. graminearum som vokste alene og der F. graminearum vokste i kombinasjon med F.
langsethiae. Dette gjaldt bade for 10 og 14 dpi. Allikevel s& det ut som at uttrykket av Tril hos
F. graminearum var noe forskjellig mellom de to tidspunktene, der 14 dpi ga generelt lavere
uttrykk hos bade F. graminearum alene og sammen med F. langsethiae, sammenlignet med 10
dpi. Det var ogsa i dette tilfellet betydelige variasjoner mellom de biologiske replikatene.

Uttrykket av Tril syntes altsd & ha noenlunde samme mgnster, bade hos F. culmorum og
F. graminearum, men forskjellene mellom 10 og 14 dpi var litt mer tydelig hos F. graminearum.
Ifelge studier utfert av Klemsdal et al. (2009) i moden havre, er det funnet at DON-produksjonen
hos F. graminearum er stgrre nar denne arten vokser alene enn nar den vokser i kombinasjon
med andre arter, men det er ikke funnet tilsvarende hos F. culmorum. Hos F. culmorum sa det ut
til at det ogsa var noe lavere uttrykk av dette genet ved 14 dpi, men da bare nar F. culmorum var
i kombinasjon med F. langsethiae. Til tross for sma forskjeller i mgnsterene av uttrykket av Tril

hos de to artene, sa det ut som at disse artene oppfarte seg til en viss grad pa samme mate, noe
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som muligens kan skyldes deres nare slektskap. Ifglge genekspresjonsstudiene for Tril hos de to
artene, syntes det a vere interaksjoner bade mellom F. culmorum og F. langsethiae og mellom
F. graminearum og F. langsethiae. Slike interaksjoner kan ha veert avhengig av ulike faktorer,
som for eksempel tid, siden det var noen variasjoner mellom 10 og 14 dpi. Som fglge av at det
ikke var noen nedregulering av Tril nar F. culmorum var alene ved 14 dpi, men at det syntes a
veere en mulig nedregulering av genet nar F. graminearum var alene ved samme tidspunkt, kan
dette bety at de to tidspunktene muligens kan ha pavirket genreguleringen hos F. culmorum og
F. graminearum noe forskjellig selv om de er nart beslektet. Det ble i studiene til Hope at al.
(2005) observert noen forskjeller mellom F. culmorum og F. graminearum ved at F.
graminearum vokste fortere enn F. culmorum, i tillegg til at den var i stand til & produsere mer
DON over et noe bredere spekter for vannaktivitet. | samme studier viste derimot F. culmorum a
produsere mer DON, spesielt ved 25 °C, enn F. graminearum. Likevel har det blitt observert at
F. graminearum kan veere mer konkurransedyktig enn F. culmorum pa hvete, uavhengig av
temperatur og fuktighet (Hope et al. 2005; Magan et al. 2003). | moden havre er det derimot vist
at F. culmorum kan veere noe mer konkurransedyktig enn F. graminearum ifglge studier gjort
ved Bioforsk Plantehelse (Klemsdal et al. 2009). Ifelge interaksjonsstudier gjort av Xu et al.
(2007a) med fire Fusarium-arter; F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum og F. poae i
hvete, viste det seg ogsa at F. graminearum var mest konkurransedyktig. Interaksjonsstudier
gjort av Wagacha et al. (2012) med ulike Fusarium-arter pd modelloverflater viste at F.
culmorum og F. graminearum generelt utkonkurrerte tre andre Fusarium-arter, F. avenaceum, F.
poae og F. tricinctum. Bade F. culmorum og F. graminearum viste seg a veare like
konkurransedyktige, men fagrstnevnte viste a ha en enda sterre fordel knyttet til konkurranse,
uavhengig av temperatur og substrat. F. culmorum og F. graminearum syntes allikevel i studiene
i denne oppgaven & opptre noksa likt nar det gjelder interaksjoner med F. langsethiae, slik at
hvilken art som er mest konkurransedyktig av F. culmorum og F. graminearum er vanskelig & si
ut i fra genekspresjonsstudiet med Tril i dette tilfellet.

| studiene til Hope et al. (2005) ble det observert at bade veksten av F. culmorum og F.
graminearum isolert fra hvetekorn, samt DON-produksjonen fra disse Fusarium-artene, pavirkes
betydelig av endringer i vannaktivitet, temperatur og tid. | studiet i denne masteroppgaven ble
det ikke gjort direkte analyser pa utvikling og vekst av de ulike artene. Velluti et al. (2001)
observerte i sine studier at DON-produksjonen hos F. graminearum var betydelig stimulert ved
tilstedeveerelse av to andre Fusarium-arter; F. moniliforme of F. proliferatum. En temperatur pa
25 °C sa ut til ifglge studiene til bade Hope et al. (2005) og Velluti et al. (2001) a gi bedre vekst

og DON-produksjon hos bade F. culmorum og F. graminearum, enn ved 15 °C. Dette er samme
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dagtemperatur som pragvene i denne oppgaven var eksponert for. Det var uttrykk av Tril i alle
pravene der F. culmorum og F. graminearum inngikk og dermed ogsa sannsynligvis DON-
produksjon i dette tilfellet.

Studier gjort av Cooney et al. (2001) indikerte at produksjonen av trichothecener kan
pavirkes hos F. graminearum dersom en annen potensiell konkurransedyktig sopp er til stede,
men hvorvidt produksjonen av mykotoksiner gker eller minker, avhenger av den andre soppen.
Hemming av DON-produksjon kan ogsa forekomme dersom det foregar en nedbrytning av
tilgjengelige neringsstoffer (Cooney et al. 2001). | studiene gjort i denne masteroppgaven var
ikke forskjellene betydelige mellom F. graminearum alene og F. graminearum sammen med F.
langsethiae. Av den grunn er det usikkert om det kan ha oppstatt konkurranse mellom F.
graminearum og F. langsethiae. En mulig nedregulering ved 14 dpi kan skyldes interaksjoner
mellom havre og Fusarium og ha sammenheng med at F. gramineraum trenger inn i selve
havrekornet mellom 6 og 10 dpi. | hvete er det vist at DON produseres pa dette trinnet i
infeksjonen, men ikke verken fgr eller etter (Boenisch & Schafer 2011). Ut i fra resultatene
funnet i denne oppgaven kan det derfor vere interessant & undersgke om tilsvarende ogsa er

tilfelle i havre.

5.3.3 Tril og Tril6 — F. langsethiae

I denne masteroppgaven ble det ogsa utfart genekspresjonsstudier for flere Tri-gener; Tril og
Tri1l6 hos F. langsethiae, som inngar i synteseveien til T-2/HT-2 (Alexander et al. 2009; Meek et
al. 2003). Ved genekspresjonsstudiene med Tril og Tril6é hos F. langsethiae ble uttrykket av
disse genene undersgkt i infiserte havrekorn, der F. langsethiae var alene og der F. langsethiae
vokste i kombinasjon med de tre artene F. avenaceum, F. culmorum og F. graminearum, bade
ved 10 og 14 dpi. Dette var for a se om disse genene var uttrykt pa dette tidspunktet, og om
uttrykket av de to genene var forskjellig ndr F. langsethiae var alene, sammenlignet med nar F.
langsethiae vokste i kombinasjon med de andre artene. Siden Tril og Tril6 inngar i samme
syntesevei for T-2/HT-2, vil disse genene bli diskutert sammen.

Uttrykkene av bade Tril og Tril6 var altsa mer eller mindre uttrykt i alle prgvene pa begge
tidspunktene, noe som viser at toksinproduksjonen hos F. langsethiae allerede er i gang ved et
tidlig utviklingsstadie. | tillegg er dette en indikasjon pa at det har vert tilstrekkelig med

naeringsstoffer tilstede for at F. langsethiae kunne vokse og produsere toksiner.
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Ifalge Whiskers plottene til Tril og Tril6 syntes uttrykket av de to genene a ha et tilsvarende
megnster, bade ved 10 og 14 dpi noe som star i samsvar med at begge genene inngar i samme
syntesevei. Det var muligens noe bedre samsvar i mgnsteret mellom de to genene ved 10 dpi, og
det sa generelt ut til at Tril6 var noe hgyere uttrykt enn Tril ved 10 dpi, mens ved 14 dpi var det
innimellom antydning til noe hgyere uttrykk av Tril enn Tril6. Generell genekspresjon for selve
Tril-genet var uansett hgyere ved 10 dpi enn 14 dpi, og det samme gjaldt for Tril6. Uttrykket av
de to genene hos F. langsethiae (full dose) ved 10 dpi viste seg a vare signifikant oppregulert i
forhold til referansepraven. P-verdiene for Tril og Tril6 var henholdsvis 0,047 og 0,017. Det
var ingen signifikante forskjeller mellom uttrykket av Tril ved 14 dpi i de ulike prevene,
sammenlignet med prgven der F. langsethiae var alene (halv dose) 14 dpi. Uttrykket av Tril hos
F. langsethiae (full dose) 14 dpi (to biologiske replikater) sa allikevel ut til & vaere noe hgyere
enn hos F. langsethiae (halv dose) ved samme tidspunkt, men det var ogsa her variasjoner
mellom de to biologiske replikatene. Tril6 syntes ogsa a veere noe hgyere uttrykt ved full dose
av F. langsethiae (to biologiske replikater) 14 dpi, sammenlignet med halv dose ved samme
tidspunkt, men forskjellen var ikke signifikant.

Der F. langsethiae var inokulert i kombinasjon med F. avenaceum 10 dpi, var ikke
uttrykkene av de to genene signifikant forskijellig fra referanseprgven. Det sa likevel ut til at
uttrykkene av genene var noe hgyere uttrykt enn referanseprgven, men det var ogsa i dette
tilfellet variasjoner mellom de biologiske replikatene. Hos F. langsethiae sammen med F.
avenaceum syntes for eksempel uttrykket av Tril6 & veere oppregulert hos to av tre biologiske
replikater. Ved 14 dpi var uttrykket av Tril hos F. langsethiae sammen med F. avenaceum ikke
signifikant forskjellig fra F. langsethiae (halv dose). Uttrykket av dette genet sa likevel ut til &
veere noe hgyere, men det er av betydning & nevne at det ogsa her var noen variasjoner mellom
de biologiske replikatene. Uttrykket av Tril6 hos F. langsethiae i kombinasjon med F.
avenaceum 14 dpi, var derimot signifikant oppregulert (P = 0,024) i forhold til prgven der F.
langsethiae var alene (halv dose) ved samme tidspunkt. Pa bakgrunn av disse resultatene sa det
ut til at F. avenaceum “trigger” uttrykket av Tril6 ved 14 dpi og dermed toksinproduksjon hos
F. langsethiae. Tidligere studier ved Bioforsk Plantehelse (Aamot et al. 2010) viste ogsa en
gkning i type A trichothecener ved tilstedeveerelse av F. avenaceum. Selv om resultatene for Tril
og Tril6 ikke ga signifikante forskjeller ved 10 dpi, var det likevel en svak antydning til at F.
avenaceum trigget” uttrykket av de to genene.

I kombinasjon med F. culmorum ved 10 dpi var uttrykkene av de to genene hos F.
langsethiae ikke signifikant forskjellige fra referanseprgven. Nar F. langsethiae var sammen

med F. graminearum ved samme tidspunkt, var det heller ingen signifikante forskjeller fra
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referanseprgven, men det var noe mer variasjoner mellom de biologiske replikatene. Det syntes
likevel & veere noe hgyere uttrykk av Tril, der F. langsethiae var i kombinasjon med F.
graminearum, 10 dpi, i forhold til referanseprgven. Ogsa ved 14 dpi syntes uttrykket av Tril der
F. langsethiae var i kombinasjon med F. culmorum og F. graminearum a vere forholdsvis likt
som der F. langsethiae var alene (halv dose) og dermed ikke signifikant forskjellig fra denne.
Det samme gjaldt uttrykket av Tril6 nar F. langsethiae var i kombinasjon med F. graminearum.
Dette kan tyde pa at toksinproduksjonen ikke ble sarlig pavirket nar F. langsethiae var i
kombinasjon med F. culmorum og F. graminearum ved 10 dpi, og heller ikke i kombinasjon
med F. graminearum ved 14 dpi. F. culmorum og F. graminearum er vanligvis ganske
konkurransedyktige arter, ssmmenlignet med F. langsethiae som er en forholdsvis svak patogen
(Divon et al. 2012; Yli-Mattila 2010a). Uttrykket av Tril6 skilte seg derimot noe ut ved 14 dpi,
der F. langsethiae var i kombinasjon med F. culmorum. Det var signifikant forskjell fra F.
langsethiae alene (halv dose), med en P-verdi pa 0,031. Her var det en svak oppregulering av
uttrykket av Tril6 i forhold til der F. langsethiae vokste alene (halv dose). Pa grunn av mulig
konkurranse mellom de to artene, kan det antas at F. culmorum har hatt en positiv effekt pa
uttrykket av Tril6, i den grad at F. langsethiae kan ha latt seg stresse og dermed begynt a
produsere mer mykotoksiner.

Ifzlge studier gjort av Velluti et al. (2001) kan det tyde pa at DON-produksjon hos F.
graminearum fungerer som en forsvarsmekanisme hos denne Fusarium-arten nar det er andre
sopper tilstede, ettersom F. graminearum hemmet toksinproduksjon hos to andre Fusarium-arter,
F. moniliforme og F. proliferatum, under bestemte forhold i disse studiene. Uttrykkene av Tril
og Tril6 der F. langsethiae var i kombinasjon med F. graminearum syntes ikke a vaere lavere
uttrykt enn referanseprgvene, noe som indikerer at toksinproduksjonen hos F. langsethiae ikke
har blitt seerlig hemmet. Av den grunn er det usikkert hvorvidt en slik forsvarsmekanisme hos F.
graminearum har inntruffet i dette tilfellet.

F. langsethiae er én av flere arter som det ikke har veert mye fokus pa nar det gjelder
toksinproduksjon under ulike forhold (Kokkonen et al. 2010). Det er av betydning & forsta
gkologien til F. langsethiae, og om det forekommer forskjeller bade innad og mellom ulike
stammer av denne Fusarium-arten. Kokkonen et al. (2010), Medina og Magan (2010) og Medina
og Magan (2011) har gjort studier med F. langsethiae med tanke pa ulike miljgfaktorer som
temperatur og vannaktivitet og deres effekt pa vekst og toksinproduksjon. Ut i fra ulike studier
synes biosynteseveien til toksiner, produsert av blant annet F. langsethiae, for eksempel T-2/HT-
2, ikke a veere sa entydig som forholdet mellom metabolittene tilsier (Kokkonen et al. 2010). Det

er forelgpig ikke gjort noen studier spesifikt pa biosynteseveien til HT-2 hos F. langsethiae, men
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det er derimot gjort studier pa biosynteseveiene til T-2 og HT-2 hos F. sporotrichioides som er
nert beslektet med F. langsethiae (Meek et al. 2003).

In vitro-studiene til Medina og Magan (2010) pa havrebasert medie viste at F.
langsethiae vokste best nar vannaktiviteten var hgy (> 0,98) og nar temperaturen samtidig var
rundt 25 °C. Bade temperatur og vannaktivitet viste seg a veere statistisk signifikante
miljgfaktorer. Dette ble bekreftet i in situ-studiene til Mylona og Magan (2011) pa havre.
Generelt sett syntes produksjonen av disse toksinene i dette studiet maksimalt & forekomme nar
mycel-veksten var utsatt for stress som fglge av vannaktivitet eller temperatur (Medina & Magan
2011).

Som nevnt tidligere, ble prgvene i denne masteroppgaven utsatt for en dagtemperatur pa
25 °C. Siden det var uttrykk av bade Tril og Tril6 hos alle prevene ved bade 10 og 14 dpi ifalge
studiene i denne masteroppgaven, er det ikke grunn til a tro at en temperatur pa 25 °C er uheldig
for toksinproduksjon hos F. langsethiae. Videre ma vannaktiviteten ha veert tilstrekkelig, siden
det er uttrykk av genene, men vannaktiviteten ble uansett ikke testet i analysene i denne

masteroppgaven.

5.3.4 Dep5 - F. langsethiae

Dep5 er et gen som koder for et polyketid syntase-enzym. Dep5-enzymet er det sentrale enzymet
i biosyntesen av depudecin (Wight et al. 2009). | denne masteroppgaven ble flere isolater av F.
langsethiae testet for & undersgke om Dep5 og dermed synteseveien av depudecin polyketid
syntase var tilstede hos alle disse. Dette genet viste seg a vere uttrykt hos alle de fire isolatene
som ble testet. Videre i masteroppgaven ble ogsa genekspresjonen av Dep5 hos F. langsethiae
undersgkt, bade nar denne Fusarium-arten var alene og i kombinasjon med F. avenaceum, F.
culmorum og F. graminearum. Genekspresjonen ble undersgkt bade ved 10 og 14 dpi. Hensikten
var & se om uttrykket var forskjellig nar F. langsethiae var alene og sammen med de andre
artene.

Det var ingen signifikante forskjeller av Dep5, hverken ved 10 eller 14 dpi. Ved 10 dpi sa
det ut til at uttrykket av Dep5 ikke var serlig forskjellig mellom halv og full dose av F.
langsethiae nar denne arten vokste alene. Derimot ved 14 dpi syntes uttrykket av dette genet a
veere noe hgyere nar det var full dose av F. langsethiae, sammenlignet med halv dose pa samme
tidspunkt, men det er viktig a legge til at det bare var to biologiske replikater for full dose av F.

langsethiae.
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Uttrykket av Dep5 syntes derimot & veere noe hgyere der F. langsethiae var i
kombinasjon med F. avenaceum ved 14 dpi, sammenlignet med der F. langsethiae var alene
(halv dose) ved samme tidspunkt. Uansett var det stor variasjon mellom de biologiske
replikatene. Ved 10 dpi sa ikke uttrykket av dette genet ut til & veere sarlig forskjellig nar F.
langsethiae var i kombinasjon med F. avenaceum, sammenlignet fra referanseprgven. Nar F.
langsethiae var i kombinasjon med F. culmorum, sa ikke uttrykket av Dep5 ved 14 dpi ut til &
veere s&rlig forskjellig fra referanseprgven. Ved 10 dpi var det betydelige variasjoner mellom de
biologiske replikatene nar F. langsethiae var i kombinasjon med F. culmorum, der det bade var
noe hgyere og lavere uttrykk av Dep5. Der F. langsethiae vokste sammen med F. graminearum
ved 10 dpi var det ogsa bade hgyere og lavere uttrykk av Dep5, som fglge av enda mer
variasjoner mellom de biologiske replikatene. Derimot ved 14 dpi sa det ikke ut til at Dep5 var
spesielt uttrykt.

Det var altsa noen variasjoner mellom 10 og 14 dpi, spesielt nar F. langsethiae var i
kombinasjon med de andre artene. F. avenaceum kan ha “trigget” uttrykket av Dep5 noe hos F.
langsethiae ved 14 dpi, pa samme mate som ved uttrykkene av Tril og Tril6. Der F. langsethiae
vokste i kombinasjon med F. culmorum og F. graminearum kan disse artene muligens ha
trigget” uttrykket av Dep5 ved 10 dpi, men det er vanskelig a si, siden det var vesentlige
forskjeller mellom de biologiske replikatene. Siden Dep5 sa ut til & veere mer eller mindre uttrykt
hos alle prevene ved 10 dpi, indikerer det at genet allerede er uttrykt pa et tidlig utviklingsstadie.
Videre kan det tyde pa at det har vaert tilstrekkelige naeringsstoffer til stede ved dette tidspunktet.
I tillegg kan det antas at dyrkningsbetingelsene ikke har veert uheldig for uttrykket av dette genet.
Siden uttrykket av genet sa ut til & vaere generelt lavere ved 14 dpi, kan ikke dette skyldes
dyrkningsbetingelsene, men det kan ha sammenheng med eventuelle tilgjengelige neringsstoffer
pa dette utviklingsstadiet. Det kan ha inntruffet mer konkurranse om nering mellom F.
langsethiae og de andre artene som synes & vaere mer konkurransedyktige enn F. langsethiae.

Ut i fra litteratursek er det hittil ikke utfart spesifikke studier pa Dep5 hos F. langsethiae.
Det er dermed viktig med videre forskning med tanke pa genekspresjonen av dette genet hos
Fusarium langsethiae for a kunne fa innblikk i synteseveien av depudecin polyketid syntase hos
denne Fusarium-arten, og kanskje ogsa forsta betydningen av denne sekundaere metabolitten for

F. langsethiae.
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5.4 Konklusjon

Studiene i denne masteroppgaven indikerer at ekspresjonen av genene som er undersgkt og som
inngar i toksinproduksjon generelt varierer nar en Fusarium-art vokser alene og i kombinasjon
med en annen Fusarium-art. Det var ogsa variasjoner mellom de to tidspunktene 10 og 14 dpi.
Videre er det viktig a bemerke at det er betydelige variasjoner mellom de biologiske replikatene.

Uttrykket av Esyn der F. avenaceum vokste sammen med F. langsethiae, 10 dpi, var
signifikant nedregulert fra referanseprgven (der F. avenaceum vokste alene ved samme
tidspunkt). Uttrykket av dette genet syntes & veere noe hgyere ved 14 dpi, noe som tyder pa
hagyere enniatin-produksjon ved dette tidspunktet. Tril hos F. culmorum og F. graminearum ga
ingen signifikante forskjeller i forhold til spesifikke referanseprgver, og det var ingen serlig
forskjeller i uttrykket av Tril hos F. culmorum mellom de to tidspunktene, men en antydning til
noe lavere uttrykk av genet hos F. graminearum ved 14 dpi. Produksjon av DON synes altsa a
veere til stede hos begge artene ved begge tidspunktene, bade nar de er alene og i kombinasjon
med F. langsethiae. Det ser ut som at DON-produksjon ikke blir pavirket i samspill med F.
langsethiae. Uttrykket av Tril og Tril6 hos F. langsethiae alene (full dose), 10 dpi, viste seg &
veere signifikant oppregulert i forhold til referansepraven (F. langsethiae (halv dose) 10 dpi). |
tillegg var Tril6 signifikant oppregulert ved 14 dpi der F. langsethiae vokste sammen med F.
avenaceum og sammen med F. culmorum, i forhold til F. langsethiae alene (halv dose) 10 dpi.
F. avenaceum og F. culmorum kan se ut til & trigge uttrykket av Trilé og dermed
toksinproduksjon av T-2/HT-2. Tril og Tril6 syntes generelt a falge samme mgnster, noe som er
i samsvar med at de begge inngar i samme syntesevei. Genekspresjonen av Dep5 ga ingen
signifikante forskjeller i forhold til referansepraven, og uttrykket synes a variere noe mellom de
ulike kombinasjonene av Fusarium-arter. Dep5 ble ogsa funnet i alle F. langsethiae-isolatene
som ble testet.

Siden det bare ble brukt tre biologiske replikater (i noen fa tilfeller to), og det i flere
tilfeller var betydelige variasjoner mellom disse, er det vanskelig & fa et helt riktig bilde av
hvordan genekspresjonen blant bestemte arter virkelig endrer seg nar andre Fusarium-arter er
tilstede. Av den grunn burde flere biologiske replikater veert med i disse ekspresjonsanalysene
for a fa et enda mer representativt innblikk i hvordan genreguleringen av disse genene endrer seg

og dermed indirekte hvordan toksinproduksjonen varierer under ulike samspillsbetingelser.
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5.5 Framtidige aspekter

Ut i fra litteratursgk er det ikke gjort mye forskning pa hvordan genene som er studert i denne
oppgaven, pavirkes i forhold til om en Fusarium-art vokser alene og i kombinasjon med en
annen art i havre ved ulike tidspunkt etter inokulering. Det er heller ikke gjort noe serlig
forskning pa Dep5 hos Fusarium.

Som resultatene 1 denne oppgaven indikerer, er det generelt forskjell i uttrykket av
genene nar tilhgrende Fusarium-art vokser alene og i kombinasjon med andre arter, samt
tidspunkt etter inokulering, men eksakt hvordan hele dette samspillet fungerer i detalj er
vanskelig a si ut i fra disse studiene, men det er bestemte gener som skiller seg ut med
signifikante forskjeller. Hvorvidt disse toksinene stimuleres eller hemmes av en annen sopp
tilstede er aktuelt & forske videre pa, samtidig som ulike faktorer i kornet/planten ogsa virker inn.
Det som er spesielt interessant & studere narmere og vie tid pa, er hvordan F. langsethiae
oppfarer seg i samspill med andre arter og hvordan genuttrykkene av Tril og Tril6 varierer som
folge av dette. Det vil gi mye indirekte informasjon om hvordan toksinproduksjonen hos denne
Fusarium-arten reguleres under ulike forhold. Det er vesentlig & fa et klart og tydelig innblikk i
reguleringen av HT-2 og T-2 som er sveert giftige mykotoksiner, i de kommende arene. Det er
gjort mye forskning pa DON-produksjon, men det kan ogsa her vare av interesse a undersgke
synteseveien enda mer i detalj i forhold til faktorer nevnt ovenfor. Med andre ord kunne det vare
svart interessant a4 finne eksakt hvor i synteseveien av trichothecener det skjer starst
pavirkninger som falge av miljgforandringer. Dette vil gi en mye mer spesifikk forklaring i
genreguleringen under ulike forhold.

Videre bar Dep5 blir forsket pa i Fusarium, og enda flere isolater av F. langsethiae bar
testes for om de har dette genet. I tillegg er det ngdvendig med mer forskning pa Esyn hos F.
avenaceum og hvordan genekspresjonen av dette genet endrer seg nar F. avenaceum er alene og i
kombinasjon med andre arter.

Alle disse punktene kan apne for nye muligheter i forhold til hvordan toksinproduksjonen av
bestemte Fusarium-arter kan forebygges. Dette er viktig for havreproduksjonen, bade i Norge og
havreproduksjon generelt for & kunne produsere mykotoksinfri havre av god kvalitet til for og

mat. Dessuten vil dette ha stor gknomisk betydning for bgnder, fér- og matprodusenter.
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