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Sammanfattning

Alkaloider dr en heterogen grupp av sekundéra metaboliter i vixter med toxiska egen-
skaper. Dessa dmnen har ofta toxiska effekter pa olika organismer och finns bland
annat i flera arter inom potatisvixtfamiljen (Solanaceae). Denna studie visar att al-
kaloiden tomatidin frén tomat (Solanum lycopersicum) verkar allelopatiskt pa arabi-
dopsis (Arabidopsis thaliana, cv. Col), blaklint (Cyanus segetum) och tobak (Nico-
tiana tabacum, cv. SRI) men inte tomat. Den allelopatiska effekten visades vara spe-
cifik for tomatidin, vriga 8 strukturellt lika alkaloider frén potatisvéxter som testades
visade inte samma effekt. Vaxtmaterialet odlades i MS-medium med tomatidin som
verkade inhiberande pa rottillvixten pa grund av en icke fungerande cellstrdckning.
Rétternas morfologi fordndrades och blev kortare vid nirvaro av 1 — 5 uM tomatidin.
Tillsats av steroler eller vixthormoner till arabidopsis som odlades i tomatidin stimu-
lerade inte rottillvaxten.

Groning av fron fran olika jordbruksvixter paverkades inte av tomatidin men tillvéax-
ten himmades vilket resulterade i signifikant farre grodda linfron (Linum usitatissi-
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Abstract

Alkaloids are a heterogeneous group of secondary metabolites in plants with toxic
attributes. These substances often have toxic effects on different organisms and are
found in many species of the nightshade family (Solanaceae). This study shows that
the alkaloid tomatidine from tomato (Solanum lycopersicum) are allelopathic to ara-
bidopsis (Arabidopsis thaliana, cv. Col), cornflower (Cyanus segetum) and tobacco
(Nicotiana tabacum, cv. SRI) but not to tomato itself. The allelopathic effect were
shown to be specific for tomatidine, the other 8 structurally similar alkaloids from
nightshades that were tested did not yield the same effect. The plant material was
grown in MS-medium containing tomatidine and its root growth were inhibited due
to impaired cell elongation. The roots were deformed and shorter in the presence of
1 - 5 uM tomatidine compared to untreated control plants. The addition of sterols or
plant hormones to arabidopsis grown in tomatidine did not stimulate the root growth.

Germination of seeds from different agricultural plants were not affected by tomatid-
ine, however, the growth was retarded which resulted in significantly less germinat-
ing seeds of flax (Linum usitatissimum).
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Figur 1. Alkaloiders kemiska strukturer.
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1 Syfte med studien

Ogris ar globalt sett den storsta storningsfaktorn i jordbruk. Skordar av de viktigaste
jordbruksgrodorna sénks arligen med i genomsnitt 34 % pé grund av odnskad kon-
kurrens med ogrés. Denna andel &r storre &n den som orsakas av alla andra skade-
gorare eller abiotiska faktorer. Modern ogriasbekdmpning domineras av herbicider,
mekanisk bekdmpning och handplockning, vilket medfér bade stora arbetskostnader
och ekologiska risker. Med stor tyngdpunkt pa kemiska herbicider riskeras utbredd
herbicidresistens och miljoproblem kopplade till toxicitet. (Jabran, et al., 2015).

Det finns alternativa metoder till traditionell bekdmpning av ogrés. Istillet for att
aktivt tillsdtta kemiska &mnen kan véxters naturliga férsvar mot annan konkurre-
rande vaxtlighet anvéndas. Vixters kemiska eller fysiska paverkan av andra vixter
gdr under namnet allelopati. Den pdverkan som &r intressant vid ogridsbekdmpning
ar olika former av storningar av ogrédsens groning och utveckling (Taiz & Zeiger,
2006).

I en tidigare studie (Akesson, 2014) visades alkaloiden tomatidin vara allelopatisk.
Syftet med denna studie &r att bygga vidare pa den observationen och underséka om
dven andra alkaloider fran potatisvixtfamiljen (Solanaceae) har allelopatisk effekt.
Utover detta undersoktes bakomliggande mekanismer av den allelopatiska effekt
som alkaloiderna ger upphov till. Detta genomfors for att virdera potentialen i att
tillimpa allelopatisk ograsbekdmpning med alkaloider frén potatisvixter vid kulti-
vering.

Dataunderlag i fors6ken utgors av mitningar av rottillvixt, farskvikt av vixtdelar,
fotografier och okulédra observationer av vixter. Vid fors6k med rottillvaxt anvéndes
en kvantitativ metod, bearbetning med statistiska verktyg gav underlag till en in-
duktiv diskussion kring resultaten. Metoden vid tillvaxtforsok var dven av kvalitativ
karaktar.



2 Inledning

2.1 Allmant om vaxters forsvar

En karaktéristisk egenskap hos alla vaxter dr deras oférmaga att rora sig bort frén
olika stressfaktorer, abiotiska savél som levande. Stillasittande primérproducenter
lever under det stidndiga hotet att dtas av heterotrofer som, direkt eller indirekt, &r
helt beroende av det kol som fixeras av vixternas fotosyntes. Det har lett till ett
starkt evolutiondrt selektionstryck for vixter att utveckla forsvarsmekanismer med
egenskaper kan avskricka eller skada herbivorer. De vixter som har ett effektivt
forsvar mot angripande skadegdrare far en konkurrensfordel mot andra véxter som
ar mindre effektiva. En del av vixtforsvaret utgdrs av kemiska substanser som kallas
for sekundéra metaboliter eftersom de dr modifierade utifrdn de primédra metaboliter
som kravs for livsnddvéndiga processer i véxter. Sekundira metaboliter har pé sa
sdtt samma biokemiska ursprung som de priméra metaboliterna, men andra funkt-
ioner. Produktionen av dessa kemiska substanser utgor en kostnad for vaxten som
begrinsas av tillgdngen pa framst energi, kol och kvive som dven ska fordelas dver
primédra metaboliter. Det blir en avvagning mellan de olika grupperna. Det kemiska
forsvaret kan dven delas upp mellan konstitutivt och inducerbart forsvar. Ett konsti-
tutivt forsvar dr stdndigt ndrvarande i vixten och krdver ingen yttre signal for att
aktiveras, nackdelen &r att det kostar resurser att ha ett sddant forsvar igdng hela
tiden. Det inducerbara forsvaret ér latent och aktiveras forst ndr specifika elicitorer
frén herbivorer binder till vixtens motsvarande effektorer. Det krdver mindre resur-
ser ndr det inte dr aktiverat, men om antagonisten inte kdnns igen av véxten kan det
leda till utebliven forsvarsreaktion. Viaxter tillimpar ofta en kombination av bada
forsvarstyperna eftersom de kompletterar varandra (Mithofer & Boland, 2012).

2.2 Allelopati

Vixter utsondrar manga substanser via sina rotter, det gemensamma namnet for
detta dr rotexudat. Dessa d@mnen kan interagera med mikrober och dven pdverka
markkemin abiotiskt s4 att vixten ldttare kan ta upp néringsdmnen eller skyddas fran
upptag av skadliga &mnen. Rotexudat kan dven vara ett medium for kemisk inter-
aktion mellan véxter, dven kallat allelopati. Vissa sekunddra metaboliter som ut-
sondras fran véxtrotter har allelopatiska effekter pd andra vixter vilket innefattar
bade positiv och negativ paverkan. Ett exempel pa en art som tillimpar allelopati i
skadliga syften &r Centaurea maculosa fran klintsldktet som ar ett invasivt ogras i
Nordamerika. Centaurea maculosa koloniserar stora omriden av betesmark och
prérier i USA och har lyckats konkurrera ut manga inhemska arter (Taiz & Zeiger,



2006). Allelopatiska effekter har dven observerats hos krakbér (Empetrum nigrum)
som dr ett vintergront ris forekommande i Sverige. Den aktiva substansen, batatasin-
III, har identifierats och inhiberar groning och tillvaxt for andra vixter. Krakbar har
uppméirksammats som en storningsfaktor vid etablering av kommersiell skogspro-
duktion (Gonzalez, et al., 2015). Inom Solanum-sléktet finns det dven véxter med
allelopatisk forméga. Ogréset nattskatta (Solanum nigrum) har visats stora frogro-
ning av foderért (Pisum sativum), fodervicker (Vicia sativa) och sojabéna (Glycine
max) (Marinov-Serafimov, 2010). Det finns flera aktiva substanser i nattskatta som
samverkar, bland annat alkaloiderna atropin, hyoscin och solanin samt olika fettsy-
ror (Sabh & Ali, 2010).

2.3 Glykoalkaloider

Alkaloider &r en stor grupp av kviveinnehdllande &mnen producerade av ménga
olika véxtfamiljer. Med 6ver 20 olika undergrupper fyller de otaliga funktioner i
vaxter och kan vara bade priméra eller sekundédra metaboliter. Koffein, nikotin, ko-
kain och morfin ar alla exempel pé alkaloider (Mithofer & Boland, 2012). Glyko-
lalkaloider 4r alkaloider med en sockermolekyl som sidokedja. De férekommer i
potatis- och liljevaxtfamiljerna, 6ver 100 olika glykoalkaloider har isolerats i 350
Solanum-arter (Patel, et al., 2013). Potatisvéxter innefattar grodor som potatis (So-
lanum tuberosum), tomat, aubergine (Solanum melongena), chili (Capsicum spp.),
tobak med flera (Friedman, 2002). Férekomst och koncentration av glykoalkaloider
1 potatisvéxter varierar mellan arter men i de som innehéller glykoalkaloider patréf-
fas hogre halter i vixtdelar med h6g metabolisk aktivitet som blommor, groddar och
skott. Vid skador och ljusexponering dkar koncentrationen (Arnqvist, et al., 2003).
Glykoalkaloider dr sekundédra metaboliter och en del av véxtens kemiska forsvar
mot herbivorer, och har antimikrobiella, insekticida och fungicida egenskaper
(Patel, et al., 2013). I tillrdcklig koncentration ar de giftiga d&ven for médnniskor och
kan orsaka magsmartor, krikningar och diarré. Griansvirdet for human konsumtion
av potatiskndlar dr i Sverige faststéllt av Livsmedelsverket till 200 mg glykoalkalo-
ider kg™ farskvikt. Glykoalkaloider som hirstammar frén sterolbiosyntesen kallas
for steroidala glykoalkaloider (SGA). SGA bestér av en aglykon som glykosylerats
med en sockermolekyl p& C-3-position i b-orientering (Patel, et al., 2013). Den van-
ligast forekommande SGA i tomat dr tomatin (Figur 1, XII) och den bestar av agly-
konen tomatidin (VI) som glykosylerats med sockermolekylen lycotetraos (II). To-
matin aterfinns i hdg koncentration i unga grona frukter men bryts sedan ner vid
fruktmognad (Friedman, 2002). Tomatins och andra SGAs toxiska egenskaper ar
kopplade till dess forméga att komplexbinda fria steroler och gora dem otillgéingliga



for cellinteraktioner. Cellmembran lyserar utan fria steroler eftersom sterolerna ut-
gor en integrerad del i cellmembranet och dr nddvéandiga for dess stabilitet och rétta
funktion (Roddick, 1979). Tomatins aglykon tomatidin har sitt ursprung fran sterol-
syntesen (Friedman, 2002) och det dr visat att 4ven tomatidin ar toxiskt men det
komplexbinder inte steroler likt SGA (Roddick, 1979). Det har foreslagits att toma-
tidins toxicitet for protozoer av sliktet Leishmania beror pd inhibering av sterolsyn-
tesen vilket resulterar i brist pd essentiella steroler nédvéndiga for en intakt cell-
struktur (Medina, et al., 2012). Tillvaxt av jastsvampen Saccharomyces cerevisiae
inhiberas av tomatidin pa liknande sétt d4 syntesen av ergosterol blockeras (Simons,
et al., 20006). I potatis och dess vilda sldktingar forekommer olika SGA som likt
tomatin komplexbinder steroler och &r toxiska fér ménga organismer (Friedman, et
al., 1997). De tva vanligaste och giftigaste &r solanin (VIII) och chakonin (IX). De
delar samma aglykon som grund, solanidin (IV), men har tvé olika sockermolekyler
bundna; solatrios (I) och chakotrios (III). De resterande tvd SGA i potatis &r solaso-
nin (X) och solamargin (XI) som dven de &r glykosylerade med solatrios respektive
chakotrios men &r baserade pd aglykonen solasodin (V). Aglykonen demissidin
(VII) finns i flertalet vilda potatissldktingar. Sammantaget finns minst 90 olika al-
kaloider identifierade i potatissldktet (Friedman, et al., 1997).
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Figur 1. Alkaloiders kemiska strukturer. Glykoalkaloider och dess motsvarande aglykoner och sock-
ermolekyler.
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2.4 Steroler

Steroler dr en grupp molekyler som ar essentiella for alla levande organismer och
ingar i en méngd olika biokemiska interaktioner. Fria steroler utgdr viktiga kompo-
nenter i cellmembran och behdvs for att upprétthalla rétt cellfunktion och membran-
egenskaper som fluiditet och genomslépplighet. De har dven reglerande funktioner
och styr embryonal utveckling i vertebrater och bildar mikrodoméner i cellmembran
som dr centrum fOr olika signalvégar. Steroler 4r dessutom byggstenar vid syntes av
hormoner och sekundéra metaboliter. Hogre véxter, alger, svampar och ryggrads-
djur kan syntetisera sina egna steroler, insekter saknar ddremot den féormagan och
behover f i sig steroler via foda. I hogre vaxter forekommer sitosterol i storst méangd
men dven andra steroler som kolesterol, campesterol, stigmasterol och fucosterol &r
av betydelse. For ryggradsdjur dr framst kolesterol den viktigaste sterolen. Mycket
ar fortfarande oként om sterolers funktion i vixters signaltransduktion men det finns
indikationer p4 att steroler styr polariteten hos positionsberoende celler (Benveniste,
2004).

2.5 Vaxthormoner

TAA ir ett vixthormon som styr tillvixt och utveckling hos vixter. Eftersom IAA
ar toxiskt for véxter i for hoga halter bryts det snabbt ner internt nir responsen frén
hormonet dr fardig. Substanser som liknar IAA kallas for auxiner, NAA ir ett ex-
empel pa ett artificiellt syntetiserat auxin. Auxiner har ldnge anvénts som herbicider
eftersom utvindig exponering av substanserna i stora mingder dven &r toxiskt. For
att celler ska kunna transportera vixthormonet IAA i en bestdmd riktning krivs det
cellpolaritet med asymmetriskt ordnade komponenter i cellmembranet sé att trans-
porten gér i en basipetal. Polér transport av IAA &r starkt reglerad for att vixten ska
kunna uppritthalla korrekt tillvaxt och utveckling. Gibberelliner dr en annan grupp
vaxthormoner som framjar cellstrickning, frogroning, dvergang till blomning, pol-
lenproduktion och fruktutveckling. Brassinolid ar ett tillvixtfrimjande vaxthormon
tillhdérande gruppen brassinosteroider. Brassinolid dterfinns endast i valdigt 14ga
koncentrationer i véxtdelar. Forutom tillvéxt reglerar det dven celldelning, cell-
strickning, celldifferentiering, ljusberoende utveckling, reproduktiv utveckling,
frogroning och stressrespons. Muterade arabidopsisplantor utan brassinolidsyntes &r
kortvéixta pd grund av stord tillvéxt och utveckling. Brassinolid &r en produkt frdn
véaxters sterolsyntes och liknar strukturellt kolesterol (Taiz & Zeiger, 2006).
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3 Material och metoder

3.1 Forgroning

Vixterna arabidopsis (4Arabidopsis thaliana, cv. Col), bléklint (Cyanus segetum),
tobak (Nicotiana tabacum, cv. SRI) och tomat (Solanum lycopersicum, cv. Money-
maker) forgroddes mellan 5-13 dagar pd 10 cm kvadratiska groningsplattor i MS-
medium (pH 5,6), 1 % sukros och solidifierat med 0,3 % Gelrite. Fron steriliserades
med 1:3 delar klorin och Milli-Q-vatten i 5 minuter och skdljdes sedan 5 ginger
med sterilt vatten.

3.2 Alkaloiders allelopatiska egenskaper

De alkaloider som ingick i kartlaggningen over allelopatiska egenskaper var fem
glykoalkaloider; chakonin (Figur 1, IX), solamargin (XI), solanin (VIII), solasonin
(X) och tomatin (XII) samt fyra aglykoner; demissidin (VII), solanidin (IV), solaso-
din (V) och tomatidin (VI). Dessa alkaloider lostes i etanol och gjots i olika kon-
centrationer med sterilt MS-medium (pH 5,6), 1 % sukros och solidifierat med 0,3
% Gelrite. Forgrodda arabidopsisplantor, 8-11 st per platta, planterades med 1 cm
mellanrum. Plattor stdlldes pd hogkant for vertikal tillvéxt. Rotternas startposition
markerades efter 6 timmar initial tillvéxt och rotlingden maittes sedan efter ytterli-
gare 48 timmar. Insamlad data behandlades statistiskt med tvésidigt t-test i Excel.

Tabell 1. Férsoksstruktur for kartliggning av alkaloiders allelopatiska egenskaper

Alkaloid Tillverkare Slutkoncentration
Glykoalkaloider Chakonin Extrasynth 1 uM

Solanin Extrasynth 1 uM

Solamargin Glycomix 1 uM

Solasonin Glycomix 1 uM

Tomatin Sigma 1 uM
Aglykoner Solanidin Extrasynth 1 uM

Solasodin Sigma 1 uM

Tomatidin Mpbio 0,5uM  1uM 2 uM

Demissidin Extrasynth 1 uM

12



3.3 Sterol- och hormonkomplementering av tomatidins
allelopatiska effekt

Sterolkomplementering gjordes med cykloartenol, kolesterol, lanosterol och sitoste-
rol i koncentrationerna 0,5 - 5 pM. Steroler lostes i 9 % Metyl-B-cyclodextrin
(MBCD). Forsok gjordes dven med enbart MBCD. Hormonkomplementering gjor-
des med tva auxiner, indolyl-3-éttiksyra (IAA) och naftalenéttiksyra (NAA) samt
med brassinolid och gibberellinsyra (GA3) i koncentrationerna 0,01 nM - 1 pM.
Steroler och hormoner gjéts med och utan tomatidin i sterilt MS-medium (pH 5,6),
1 % sukros och solidifierat med 0,3 % Gelrite. P4 en platta planterades 10 férgrodda
arabidopsis med 1 cm mellanrum. Plattor stdlldes pd hogkant for vertikal tillvéxt.
Rétternas startposition markerades efter 5 - 22 timmar initial tillvixt och rotldingden
mattes sedan efter ytterligare 48 - 72 timmar. Insamlad data behandlades statistiskt
med tvésidigt t-test i Excel och ensidig ANOVA i Statplus.

3.4 Tomatidins inverkan pa groning av olika vaxtarter

Forsok gjordes pé arabidopsis, bléklint, havre (Avena sativa), lin (Linum usitatissi-
mum), radisa (Raphanus sativus), sockermajs (Zea mays), solros (Helianthus an-
nuus), spenat (Spinacia oleracea), tomat, vete (Triticum aestivum), och en vall-
blandning bestdende av 50% rddsvingel (Festuca rubra), 30% engelskt rajgrés
(Lolium perenne), 10% westerwoldiskt rajgris (Lolium multiflorum) och 10% angs-
groe (Poa pratensis). Forsok gjordes i trdg vars botten ticktes med tvd lager hus-
hallspapper, 200 ml tomatidinldsning i koncentrationerna 0 - 5 uM tillsattes i tragen.
Fron frén fem till sex arter placerades i separata grupper i ett trg, de ticktes sedan
med en genomskinlig kupa och placerades i vixthus. Groningen méttes kvantitativt
genom avrdkning av grodda fréer 11 - 12 dagar efter sddd. Groning definierades
som fullt utvecklade hjértblad och grodden var etablerad efter 2 cm hogt skott. In-
samlad data behandlades statistiskt med y’-test i Excel.

3.5 Tomatidins inverkan pa tillvaxt av olika vaxtarter

Forsok gjordes péd arabidopsis, bléklint, tobak och tomat. Tomatidin i koncentrat-
ionerna 0,04, 0,2, 1 och 5 uM gjots med sterilt MS-medium (pH 5,6), 1 % sukros,
och solidifierat med 0,3 % Gelrite i glasburkar. En férgrodd planta planterades per
glasburk. Tillvéxt observerades okuldrt veckoligen. Nar ndgon vixt borjade na
locket i burken fotograferades alla véxter av den arten. Déarefter klipptes de vid rot-
basen och farskvikt av bladmassa och rotter vigdes. Arabidopsis odlades i 22 dygn,
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blaklinti 16 - 22 dygn, tobak i 28 dygn och tomat i 21 dygn. Insamlad data behand-
lades statistiskt med tvasidigt t-test i Excel och ensidig ANOVA i Statplus.
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4 Resultat

4.1 Glykoalkaloider och aglykoners inverkan pa
arabidopsis rottillvaxt

Den fytotoxiska effekten av glykoalkaloiderna chakonin (Figur 1, IX), solamargin
(XI), solanin (VIII), solasonin (X) och tomatin (XII), samt aglykonerna demissidin
(VID), solanidin (IV), solasodin (V) och tomatidin (VI) studerades genom mitning
av rottillvéxt pa arabidopsis (Figur 2, A). Tomatidin i koncentrationerna 0,5, 1 och
2 uM inhiberade rottillvixten signifikant (Figur 3). Effekten var dosberoende (Figur
2, B). Alla alkaloider inhiberade rottillvéxten, effekten var signifikant for alla utom
solanin och demissidin. Klart starkast effekt visade tomatidin.
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Figur 2. Alkaloider inhiberar arabidopsis rottillvixt. (A) Inhiberande effekt av 1 uM av glykoalkaloi-
derna chakonin (I1X), solanin (VIII), solamargin (XI) och tomatin (XII) samt aglykonerna solanidin
(1V), solasodin (V), tomatidin (VI) och demissidin (VII). (B) Inhiberande effekt av tomatidin enligt
angivna koncentrationer och kontroll.

Olika bokstdver ovanfor staplarna betecknar signifikanta skillnader mellan genomsnittlig rottillvixt i
de olika leden berdknat med t-test. Medelvirde och standardavvikelse visas for rottillvixt av 8 - 11
plantor per led forgrodda i 5 dagar. Rotternas startposition markerades efter 12 timmar initial tillvéxt
och mdttes sedan efter ytterligare 48 timmar.
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Figur 3. Tomatidin inhiberar arabidopsis rottillvixt. Representativt urval av vixter frdan samma forsék
som i figur 2. (A) kontrollvixt, (B) 0,5 uM tomatidin, (C) 1 uM tomatidin, (D) 2 uM tomatidin.

4.2 Sterol- och hormonkomplementering av tomatidins
allelopatiska effekt

Foljande forsok gjordes med tomatidin eftersom det var den alkaloid som visat storst
inhibering av arabidopsis rottillvéxt. Tomatidins inhiberande effekt pd arabidopsis
rottillvéxt undersoktes med komplementering av sterolerna cykloartenol, kolesterol,
lanosterol och sitosterol 16st i MBCD (Figur 4). De fyra sterolerna kombinerat med
tomatidin resulterade i langre rotter dn led med bara tomatidin. I relation till obe-
handlade led utan tomatidin komplementerade steroler och MBCD rottillvéxten med
20 - 32% i genomsnitt. T-test mellan de fyra sterolerna visade inga signifikanta
skillnader, men mellan MBCD och cykloartenol, kolesterol eller sitosterol var skill-
naderna signifikanta. Forsok gjordes mot bakgrund av studier som visat férdndrade
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sterolkoncentrationer vid ackumulering av tomatidin i tomat (Itkin, et al., 2011).
Steroler 16stes i MBCD eftersom de &r fettliknande och inte 16ses i vatten.
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Figur 4. Tomatidins inhibering av arabidopsis rottillvéxt vid komplementering av steroler. 1 uM to-
matidin komplementerat med cykloartenol, kolesterol, lanosterol och sitosterol i koncentration 5 uM
lost i 9% MBCD och etanol. Representativt resultat fran tre forsék. Olika bokstiver ovanfor stap-
larna betecknar signifikanta skillnader mellan genomsnittlig rotlingd i de olika leden berdknat med
t-test. Medelvirde och standardavvikelse visas for rotlingd av 10 rétter per led. Rétternas startposit-
ion markerades efter 20 timmar initial tillvéixt och mdttes sedan efter ytterligare 72 timmar.

Losningsmedlet MBCD komplementerade i sin egen rétt rottillvéxten da det till-
sattes tillsammans med 1 pM tomatidin. Jimfort med tomatidinled 6kade rottill-
vaxten med 417 - 770% (Figur 5).

Komplementeringsforsok gjordes dven med auxinerna IAA och NAA samt GA3
(Figur 6). Bada auxiner inhiberade rottillvixten starkt, med och utan tomatidin,
och var signifikant skilt frdn led med 1 uM tomatidin. Rotter odlade i enbart IAA
och NAA hade langa rothér ldngs primérroten men i led med auxiner och tomati-
din var rothdren korta. Komplementering med GA3 gav ingen signifikant skillnad
mot 1 pM tomatidin.
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Figur 5. MBCD stimulerar rottillvixt. Relativ komplementering av arabidopsis rottillvixt med 9%
MBCD vid 1 uM tomatidin (VI). Genomsnittlig rottillviixt med MBCD satt i relation till led med enbart
1 uM tomatidin (100%). Data frdn tre olika forsék. Rotternas startposition markerades efter 18-22
timmar initial tillvéxt och mdttes sedan efter ytterligare 72 timmar.
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Figur 6. Tomatidins inhibering av arabidopsis rottillvixt vid komplementering av hormoner. (A) Inhi-
berande effekt av 1 uM IAA respektive NAA. Rotternas startposition markerades efter 5 timmar initial
tillvixt och mdttes sedan efier ytterligare 48 timmar. (B) Inhiberande effekt av 1 uM GA3. Rétternas
startposition markerades efter 12 timmar initial tillvéixt och mdttes sedan efter ytterligare 72 timmar.

Olika bokstdver ovanfor staplarna betecknar signifikanta skillnader mellan genomsnittlig rottillvixt i
de olika leden berdknat med t-test. Medelvirde och standardavvikelse visas for rottillvéixt av 8-11
plantor per led forgrodda i 5 dagar.
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4.3 Tomatidins inverkan pa groning av olika vaxtarter

Tomatidin paverkade groning av lin negativt (Tabell 2). Andel grodda fron rékna-
des och storst skillnad i groning mellan 0 och 5 uM tomatidin hade lin och spenat
med vardera 45 procentenheter firre grodda fron. y’-test visade att enbart lins vari-
ation mellan behandlingarna var signifikant (p < 0,033). Ovriga vixter med firre
grodda fron vid 5 pM tomatidin varierade inte signifikativt. Blaklint, tomat, och
vallblandning hade en signifikant variation mellan de fyra olika behandlingarna
men den var inte beroende av tomatidin. Mdngden sadda fron varierade mellan ar-
terna (Bilaga 1), sa likartade skillnader kan ha olika statistiska signifikanser.

Tabell 2. Tomatidins inverkan pa groning. Andel grodda fron fran 10 véxtarter och en vallblandning
vid ndrvaro av tomatidin i koncentrationerna 0,1, 1 och 5 uM. Frén placerades i vixthus och tilldts
gro under 11-12 dygn. Vallblandning bestdr av 50 % Rédsvingel (Festuca rubra), 30 % Engelskt raj-
gris (Lolium perenne), 10 % Westerwoldiskt rajgrés (Lolium multiflorum) och 10 % Angsgrée (Poa
pratensis). Signifikans visas frdn x’-test

Vixt Tomatidin (uM)

Kontroll 0,1 1 5 Signifikans
Arabidopsis 90 % 74 % 70%  75% Ej signifikant
Blaklint 57 % 83 % 80%  53% *
Havre 65 % 70 % 8% 60% Ej signifikant
Lin 80 % 65 % 60% 35% *
Rédisa 70 % 85 % 95% T5% Ej signifikant
Sockermajs 45 % 20 % 35%  25% Ej signifikant
Solros 50 % 40 % 60% 60 % Ej signifikant
Spenat 75 % 15% 25%  30% Ej signifikant
Tomat 40 % 10 % 70% 50 % *
Vallblandning 81 % 74 % 79% 85% *
Vete 100 % 100 % 85% 90% Ej signifikant

4.4 Tomatidins inverkan pa tillvaxt hos olika vaxtarter

Tomatidins effekt pa tillviaxt av rot- och bladmassa undersoktes i arabidopsis,
blaklint, tobak och tomat for att ta reda p4 om tomatidin verkar inhiberande pé fler
arter och om det finns nagon skillnad i tolerans mellan dessa. Tillvixten av arabi-
dopsis rotter inhiberades vid tomatidinkoncentration 6ver 1 uM. Férskvikt av rot-
ter fran arabidopsis i kontrolled var signifikant skilt frdn badde 1 och 5 uM tomati-
din (Figur 7, A). Inga rétter aterfanns vid 5 pM och t-test mellan kontroll och 1
uM gav p-virde 0,015. Ovriga vixters firskvikt av rotter hade inga signifikanta
skillnader mellan de olika tomatidinkoncentrationerna. Farskvikt av arabidopsis
bladmassa var svagt signifikant skild mellan kontroll och 5 uM tomatidin, t-test
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gav p-virde 0,043 (Figur 7, B). Ovriga vixters firskvikt av bladmassa visade inga
signifikanta skillnader mellan de olika leden.
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Figur 7. Tomatidins inverkan pa firskvikt av rot- och bladmassa. (A) Tomatidins effekt pd farskvikt av
rotmassa fran arabidopsis, blaklint, tobak och tomat. Medelvirde och standardavvikelse av firskvikt
fran fyra plantor per art och behandling. Viixter odlades i glasburkar enligt angivna tomatidinkon-
centrationer. (B) Tomatidins effekt pd firskvikt av bladmassa fran arabidopsis, bldklint, tobak och
tomat. Medelvirde och standardavvikelse av firskvikt fran fyra plantor per art och behandling.

Arabidopsis bladmassa skiljde sig morfologiskt mellan de olika tomatidinkoncent-
rationerna (Figur 8). Vixter i leden kontroll och 0,2 pM tomatidin hade borjat
skjuta skott och blomma. I leden 1 och 5 uM tomatidin var storleken p& bladen
mindre och inga vixter hade skjutit skott.

Bléklints rotsystem visade morfologiska skillnader mellan kontroll, 1 och 5 uM to-

matidin (Figur 9, A). Vixter i kontrolled hade en lang primérrot med langa sido-
rotter (A,). I led med 1 uM tomatidin var primérroten lika lang men sidordtterna
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visentligt kortare (A,). Rotter i 5 uM tomatidin hade bade kortare primérrot och
sidordtter (As). Bléklints bladmassa skiljde sig inte morfologiskt mellan de olika
behandlingarna (Figur 9, B).

Tomatidins morfologiska effekt pa tobakens rotsystem var tydlig for vixter odlade
15 uM tomatidin (Figur 10, A). Tobaksrdtter i kontrolled spred sig jimnt 6ver hela
ytan pd glasbotten. Rotter i led med 5 pM tomatidin var kraftigt begrénsade till
centrum runt rotbasen men de var tjockare i omkrets @n rotter frdn kontrolled. Inga
skillnader i storlek pa blad observerades i tobakens ovanjordiska bladmassa mellan
de olika leden (Figur 10, B). En tendens till missfargning av vdvnad mellan blad-
nerverna i de dldsta bladen observerades vid 5 uM tomatidin.

Ingen morfologisk effekt av tomatidin observerades pa tomat, varken ovanjordiskt
eller i rotsystem (Figur 11).

Figur 8. Tomatidins inverkan pd arabidopsis ovanjordiska morfologi. Fran vinster, Kontroll, 0,2, 1
och 5 uM tomatidin. Representativt urval av fyra vixter per behandling. Viixter odlade i 22 dygn.
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Figur 9. (A) Tomatidins inverkan pa morfologin av bldklints rotsystem. (Ay) kontroll, (Ay) 1 uM toma-
tidin, (A3) 5 uM tomatidin. (B) Tomatidins inverkan pad bldklints ovanjordiska morfologi. Fran vinster,
kontroll, 1 och 5 uM tomatidin.

Representativt urval av fyra véxter per behandling. Vixter odlade i 16 dygn.
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Figur 10. (A) Tomatidins inverkan pa morfologin av tobaks rotsystem. Frdn vdinster, kontroll och 5
uM tomatidin. (B) Tomatidins inverkan pd tobakens ovanjordiska morfologi. Fran vénster, kontroll
och 5 uM tomatidin.

Representativt urval av fyra véxter per behandling. Vixter odlade i 28 dygn.
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Figur 11. (A) Tomatidins inverkan pd morfologin av tomats rotsystem. Frdn vdnster, kontroll och 5
uM tomatidin. (B) Tomatidins inverkan pd tomats ovanjordiska morfologi. Frdn vinster, kontroll och
5 uM tomatidin.

Representativt urval av fyra véxter per behandling. Vixter odlade i 21 dygn.
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5 Diskussion

Resultatet fran kartlaggningen over alkaloiders inverkan pd arabidopsis rottillvixt
visade att tomatidin (Figur 1, VI) hade storst inhiberande effekt (Figur 2 och Figur
3). Effekten var specifik for just tomatidin, 6vriga alkaloider som undersdktes var
inte 1 ndrheten av samma inhibering. Man hade kunnat foérvinta sig liknande inhi-
bering fran aglykonerna solasodin (V) och solanidin (IV) som é&r strukturellt véldigt
lika tomatidin men sa var inte fallet. Framfor allt solasodin, vars orientering av kva-
vegruppen ér den enda strukturella skillnaden fran tomatidin. Tomatin (XII), som ar
uppbyggd av tomatidin, saknade dven samma starka effekt.

I tillvaxtforsoket var den inhiberande effekten av tomatidin tydligast pd arabidopsis,
bade i avseende pa farskvikt av rot- och bladmassa samt morfologi (Figur 7 och
Figur 8). Effekterna pé arabidopsis rot- och bladmassan kan vara av sekundér natur.
Ett litet rotsystem har inte samma férmaga att tillgodogora sig det vatten och den
néring som kravs for normal tillvéxt. Tobak och bléklint var ofordndrade betrdffande
farskvikt av rot- och bladmassa vid de olika tomatidinbehandlingarna (Figur 7), men
bada arterna hade kortare rétter vid 5 uM tomatidin jamfort med respektive kon-
trolled (Figur 9 och Figur 10). Rotbiomassan fordelades annorlunda i de korta rot-
terna, de blev tjockare men bibeh6ll samma vikt som de langre rétterna. Detta ger
stod for pastaendet att rotternas metabolism inte stors av tomatidin. Tobakens blad
blev missfiargade mellan bladnerverna pa de édldsta bladen vid 5 pM tomatidin (Figur
10). De symptomen kan bero pa kvivebrist; kortare rotter dr sdmre pé att ta upp
néring till vixten (Tisdale, et al., 1985).

Vixter odlade i glasburkar &r inte begridnsade av vatten, ljus eller ndring. Vid mer
faltliknande forsok med tomatidin hade man kunnat vénta sig variationer dven i
bladmassa, eftersom ett kortare rotsystem inte har samma férmaga att tillgodogora
sig vatten och néring i konkurrens med andra véxter och omvérldsfaktorer. Ytterli-
gare en aspekt i tillvixtforsoket var att véxterna troligen fick vixa for lange, de
bléklintvixter som sdg friskast ut var de som saddes senast (2/5).

Avsaknaden av rottillvixt kan forklaras med en icke fungerande cellstrdckning av
rotceller. Exakt hur cellstrdckningen sitts ur spel dr inte kidnt men en tidigare studie
har visat att muterade tomater som saknar genen GLYCOALKALOID METABOL-
ISM1 (GAME1) ackumulerar tomatidin, blir dvargvéxta och far forandrade sterol-
koncentrationer. Sitosterol och stigmasterol minskade medan campesterol 6kade vid
hoga tomatidinkoncentrationer (Itkin, et al., 2011). Sterolers roll vid etablering av
ritt cellpolaritet kan vara nyckeln till den storda cellstrickningen (Benveniste,
2004). I tillvaxtforsoket var tomat helt opaverkad av tomatidin vid 5 uM (Figur 7
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och Figur 11) men av tidigare studie att doma (Itkin, et al., 2011) kommer &ven
tomat paverkas vid ndgon hdgre tomatidinkoncentration. Att just tomat tal tomatidin
bra dr en nddvindighet eftersom tomat producerar &mnet sjdlv och har ett system
for att hantera det. Mekanismen for att omsétta tomatidin i tomat har foreslagits vara
kopplad till GAME1 vars produkt glykosylerar tomatidin med lycotetraos och bildar
tomatin som inte dr skadligt f6r vixten (Itkin, et al., 2011).

De steroler som tillsattes lyckades inte komplementera arabidopsis rottillvixt (Figur
4), effekten av komplementeringen kan enbart tillskrivas MBCD som i egen ritt
stimulerade rottillvéxten (Figur 5). For att steroler ska tas upp och eventuellt kom-
plementera vixter méste de finnas i tillrdcklig méngd och vara biologiskt tillging-
liga for upptag. Anledning att MBCD anvindes som ldsningsmedel &r att steroler
16sta i MBCD har visats ge storre omsédttning d4n om de 16ses med detergenter (Pe-
tersson et al., 2013). Att inhiberingen med tomatidin verkligen beror pa en brist av
essentiella steroler gick inte att visa, men tidigare studier med tomat och jastsvamp
har konstaterat att sterolsyntesen blockeras pé grund av att tomatidin inhiberar STE-
ROL METHYLTRANSFERASE?2 (SMT2) (Itkin, et al., 2011) (Simons, 0.a., 2006).
Tillsats av IAA, NAA och GA3 gav heller ingen signifikant 6kning av rottillvéxten
j@mfort med enbart tomatidin (Figur 6). Utebliven cellstrackning verkar inte bero pa
nagon brist eller blockering av biosyntesen av dessa hormon i rotspetsen, givet att
de togs upp av rétterna vid komplementeringen. Férsok skulle eventuellt kunna upp-
repas med fler koncentrationer av hormonerna.

Groningsforsoket visade att groning inte paverkas direkt av tomatidin, utan snarare
indirekt genom att tillvixten hdmmas (Tabell 2). Forsoket innefattade relativt fa fron
per behandling och av varierande kvalitet (Bilaga 1). Det uppstod vissa problem
med ojdmn fuktighet i trAgen och svampinfektioner som kan ha paverkat resultatet.
For alla arter utom lin varierade groningen utan avseende pd tomatidinkoncentrat-
ion. Forsoken kan dérfor géras om under mer standardiserade former; till exempel
sterilt pA MS-medium.
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6 Slutsats

I denna studie visades det att tomatidin verkar allelopatiskt (Figur 2 och Figur 3).
Tomatidin inhiberade primirt rottillvixt men inte groning, rotmassa eller blad-
massa. Den starka inhiberande effekten var specifik for tomatidin och kan ej tillskri-
vas de ovriga 8 alkaloiderna fran potatisvéixter som testades (Figur 2, A). Effekten
av tomatidin beror pa en primér inhibering av rotcellers elongering. Tillsats av ste-
roler eller vixthormoner komplementerade inte rottillvixten men MBCD, som ste-
rolerna 16stes i, gjorde detta (Figur 4 och Figur 6).

For att vidare underséka bakomliggande orsak till tomatidins allelopatiska effekt
kan extraktion av steroler fran vaxtmaterial som odlats med tomatidin vara intres-
sant for att se om det gar att upprepa och styrka resultat fran tidigare studier (Itkin,
et al., 2011). Forsok med mutanta arabidopsis utan SMT1 eller SMT2 och med to-
matidin skulle &ven kunna goras for att virdera enzymernas roll i inhiberingen.

Tomatidins inhiberande effekt gor den teoretiskt mojlig som allelopatisk substans i
tomatodling. Frdgor som kvarstar dr hur stor méngd tomatidin som aterfinns i toma-
tens olika vaxtdelar och hur stor variationen dr mellan olika sorter. Tomatidins sta-
bilitet och koncentration i marken under en odlingssdsong ér d&ven okédnd. Om maélet
ar att 0ka tomatidinproduktionen i tomat maste dven tomat tolerera hogre nivéer
utan att GAME] omvandlar tomatidin till tomatin.
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Bilagor

Bilaga 1. Antal sadda fron av varje art till groningsforsok.

Vixt Tomatidin (uM)
Kontroll 0,1 1 5

Arabidopsis 270 200 220 300
Bléklint 30 30 30 30
Havre 20 20 20 20
Lin 20 20 20 20
Rédisa 20 20 20 20
Sockermajs 20 20 20 20
Solros 20 20 20 20
Spenat 20 20 20 20
Tomat 20 20 20 20
Vallblandning 110 130 190 350

Vete 20 20 20 20
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