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Sammandrag

Globalt sett &r potatis den fjdrde viktigaste grodan som vi méanniskor livnér oss pa. Ett
problem som potatisproduktionen maste handskas med dr den parasiterande algsvampen,
Phytophthora infestans som orsakar bladmogel och ger stor produktionsforlust. For att kunna
producera all potatis och bekdmpa algsvampen sker mycket besprutning med dmnen som kan
vara skadliga. Ett alternativ till besprutning ar att infora resistens mot bladmdogel i potatis.
Potatissorter resistenta mot bladmogel finns och den egenskapen kan hédmtas fran den
resistenta sorten och inkorporeras i en potatis som inte dr resistent. Skapandet av en resistent
potatissort kan goras pd olika sétt. Traditionell vaxtforddling for att skapa resistenta
potatissorter gérs genom att korsa tva potatissorter, dir en av de tva har resistensgener. Genen
for resistens kan ocksa genom genmodifiering foras in i potatisens genom. Resistensgenen
kan hamtas frdn samma art vid cisgen transformation eller fran en annan vid transgen
transformation. Trots att en potatissort har resistensgener mot bladmogel ar motstdndskraften
inte nddviandigtvis varaktigt. Parasiten kan komma runt potatisens forsvar och infektera hela
vixten. For hallbar bladmogelresistens ska flera resistensgener introduceras. Vid ytterligare
atgirder for att minska potatisens mottaglighet for infektion utfors forlust av funktion-
mutation i vixtcellernas gener for att hindra parasiten till att kunna utnyttja cellen {fo6r
spridning.

Inledning

Potatis ar var fjarde viktigaste groda och odlas 1 stor utstrackning 6ver hela vérlden
(Haverkort et al. 2008). For att kunna bibehalla den stora produktionen anvénds rikligt med
kemiska bekdmpningsmedel (Foolad et al. 2008). Dessa @mnen 4r skadliga men samtidigt
mycket givande for potatisproduktionen. De motverkar parasitangrepp som annars orsakar en
sjukdom for potatis, forstor odlingar och orsakar skordebortfall. Med stor efterfragan ar det
viktigt att produktionen kan leva upp till det som krévs. Mycket potatis ska kunna odlas och
sdljas. Efterfrigan pa ekologisk potatis som inte dr besprutad forsvarar framstéllandet av
potatis d4 den léttare blir infekterad av parasiterande organismer. Ett problem ér att trots
besprutning med pesticider sikrar inte anvindandet ett forsvar for potatisen. Det finns en risk
for resistens (Zhao et al. 2003). Parasiten kan anpassas till att bli motstandskraftig mot
bekdmpningsmedlet och pa sé sétt kunna angripa potatisvéxten trots aktivt handlande mot det.
Nir anvdndandet av bekdmpningsmedel inte verkar, finns det dé alternativ till besprutningen?

En stor del av den mat vi ménniskor &dter odlas kommersiellt. Det d&r ménga olika grodor som
ska produceras i stora méngder for att kunna foda jordens 6kande befolkning. Att producera
sa mycket mat dr krdvande. Det krivs mycket arbete for att klara av de manga utmaningar
som finns. Forhdllandena for odling ar inte alltid optimala. Det kan vara torka, niringsbrist
eller parasitangrepp. Mycket resurser kravs for att komma runt problemen da de kan vara
forodande och ge ett stort bortfall vid produktionen. Parasitangrepp var orsaken till en mycket
stor svélt pd 1840-talet 1 Irland. Svilten ledde till att minga dog eller emigrerade (Zadoks
2008). Orsaken var att nistan all potatisskord som befolkningen livnérde sig pa var forstord.
Det som 14g bakom denna férddande katastrof var en algsvamp (oomycet) vid namn
Phytophthora infestans. P. infestans hindrar vixten fran att bilda ndgon potatis eller sa far den
knoélarna till att bara bli mycket sma. I virsta fall far parasiten vixten att till sist do och den
blir oanvédndbar och oétlig. Dér den infekterade potatisvéxten tidigare var gron blir den istillet
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brun nér den stegvis dor (Fawke et al. 2015), illustrerat i figur 1. Denna algsvamp var ett stort
problem pa 1800-talet och &r det 4n idag. Skillnaden fran nu och da dr att idag kan vi hantera
infektioner pa ett bittre sdtt. Oomyceten angriper och utgor problem dven for andra sldktingar
inom Solanaceae som till exempel dggplanta (Foolad et al. 2008).

Figur 1. Potatisvéxt infekterad av P. infestans. Fran Howard F. Schwartz, Colorado State University, United

States, med tillstand fran upphovsrittsinnehavaren.

Vixtsjukdomen som P. infestans orsakar kallas bladmogel eller brunrota. Infektion av
parasiten minskar den effektivitet som hade kunnat finnas 1 potatisproduktionen. Resistens
mot akomman hade varit mycket gynnsamt. Det finns vild-typer av potatis som dr resistenta
mot bladmogel. Manga av de resistensgener som finns hittas i de mexikanska naturligt
forekommande resistenta potatissorterna (Foolad et al. 2008). Egenskapen kan uppkomma
spontant i naturen utan ndgon nddvéndig méinsklig pdverkan. Om man vill ha nya resistenta
sorter gir det mycket snabbare att inducera mutationen pa ett laboratorium. Genom att
utnyttja att det redan finns resistens hos andra sorter kan man ta de generna och sétta in de i
den sort som saknar resistens. Det finns redan flera resistenta potatissorter som skapats pa
sadant vis. Detta sdttet har d&ven anvénds pd minga andra arter av grodor som majs och
sojabonor for att skapa resistenta sorter som finns kommersiellt odlade, tillgédngliga for
konsumenten. Vaxtforddling dr en metod vi anvénder oss av for att anpassa och forbéttra
véxter efter hur vi vill ha dem. Vi kan fi grodor att innehalla mer néring, ha en annan farg
eller bli mer taliga och pa sa sétt kunna 6ka produktionen. Genom att dndra organismers
genetiska material har grodor fétt nya egenskaper och hédnvisas di till som GM-grédor
(genmodifierade). Odlandet av dessa GM-grodor har i allménhet 6kat med &ren (James 2007).
Skapandet och anvdndandet av GM-produkter dr mycket strikt reglerat i EU (Jacobsen &
Schouten 2008). Idag brukas genmodifierade grodor 1 27 lander (James 2013) De egenskaper
man vill ha kan hittas hos andra varianter inom arten eller utom arten. Vid klassisk
vaxtforadling dr endast gener av korsningsbara sorter tillgdngliga. I fallet med potatisens
resistens mot bladmdgel dr inte klassisk vaxtforadling effektiv i lingden. Anledningen &r att
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det tar lang tid att framstélla en ny resistent vaxtsort och att parasiten snabbt hinner anpassa
sig till den (Jacobsen & Schouten 2009). Det gor att den nya resistenta potatissorten som
skapats, kort efter dess uppkomst inte ldngre dr motstandskraftig mot parasiten och en ny
resistent potatissort behover skapas. Under tiden att den nya resistenta potatissorten skapas
saknas motstandskraftiga potatisar och bekdampningsmedel méaste anviandas om parasiten ska
hindras fran att infektera potatisodlingar.

Med resistenta grodor ges mdjligheten att undvika pesticider och pé sé sitt spara mycket
pengar och arbete (Haverkort et al. 2009). Utan behovet av att sprida bekdmpningsmedel med
traktor besparas ocksa traktorns koldioxidutslapp till atmosfaren. Bekdmpning brukar ske
flera génger per ar, och det forekommer att vissa odlingar besprutas nastan varje vecka
(Haverkort et al. 2008). Odlingar besprutas bade innan sjukdomen utbrutit 1 forebyggande
syfte, och nér den har brutit ut (Foolad ez al. 2008). Besprutning av véxterna géar inte alltid att
forlita sig pa for i1 vissa fall & oomyceten resistent mot bekampningsmedlet metalaxyl
(Lehtinen et al. 2008). Utspridd i miljon, ar fungiciden skadlig for bdde manniskans hélsa och
miljon. De resistenta potatissorterna gor att utspridandet av fungiciden inte behdver ske med
sin paverkan pa ekonomin och miljon (Foolad et al. 2008). Resistensen mot bladmdogel skulle
ge mycket i ldngden betrdffande de resurser som sparas. Pé lang sikt dr odlandet av potatis
som dr resistent mot bladmogel mer héllbart &n att behdva sprida ut bekdmpningsmedel flera
ginger (Chandel et al. 2015).

Genom mutationer ges variation. Vaxtforadling genom att introducera mutationer for att ge en
forandrad egenskap hos organismen kan goras pa ett antal olika sétt. Nar man gar djupare och
undersoker vad géller skapandet av potatis som &r resistent mot P. infestans finns dven dér
olika metoder. Bladmdogelresistens kan introduceras genom att exempelvis himta
resistensgener fran olika organismer, sammansmalta protoplaster eller mutera gener. Det leder
till en fragestillning om hur det gar till ndr en potatissort som &r motstdndskraftig mot P.
infestans-infektion skapas.

Hur introduceras héllbar resistens mot Phytophthora infestans hos potatis?

Bakgrund

Potatis, Solanum tuberosum ir knolar som vaxer under jorden och har funnits med i
jordbruket i Europa i 6ver 400 ar (Zadoks 2008). Det r den fjarde viktigaste grodan, som
handelsvara 1 vérlden (Haverkort ef al. 2008). Fran borjan kommer potatisen fran Central- och
Sydamerika och har sedan av minniskan foljt med och spridits bland annat hit till norden.
Den potatis som vi har hir nu dr annorlunda fran den vilda som finns i Amerika (Zadoks
2008). De olika potatissorterna har foradlats och skiljer sig at. Potatis 4r en global matvara
och odlas for produktion av produkter som chips, men ocksé for dess starkelse och egenskap
som foder (Friedman et al. 1997). Den kommersiella potatisen &r tetraploid men vild-typer ar
diploida. P grund av de tvd olika ploiditeterna gar det inte att korsa kommersiell potatis med
en vild-typ genom vanlig sexuell reproduktion eftersom de ar icke-kompatibla (Barrell ef al.
2013). For att bringa en egenskap som resistens mot bladmogel fran en vild-typ till en
kommersiell potatissort krdvs forst en del bearbetning av det genetiska materialet innan det
kan inkorporeras i potatisens genom (Krenek et al. 2015).

Phytophthora-patogener dr oomyceter som finns i flera former och angriper flera olika
vaxtarter dn potatis. De skapar stor skada pa odlingar och kan orsaka kostsamma forluster
(Haverkort et al. 2009). Patogenens levnadscykel har bade en asexuell och sexuell
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reproduktion (Lehtinen et al. 2008). I dess asexuella levnadscykeln sprider den ut luftburna
sporer for att foroka sig. De sporer som skickats ut i luften landar sedan och sétter sig forst pa
en del av blasten pé potatisvaxtens ovandel varifran den sprider sig snabbt fran cell till cell i
vaxten. For att den ska kunna infektera vixten maste den ta sig runt potatisviaxtens forsvar.
Den maste forst kunna tranga sig igenom cellviggen hos de celler som den dr pa vég att
infektera. Sedan far den vixten att ruttna genom att astadkomma vdvnadsdod 1 omradet som
infekterats, och till sist far den hela véxten att do (Foolad et al. 2008, Fawke et al. 2015). Den
sexuella reproduktionscykeln avser parning mellan de tvd parningstyperna av arten, Al och
A2. Nirvaron av tva parningstyper mojliggdr storre variation hos parasiten som okar dess
anpassningsformaga (Flier ez al. 2003). Forhallandet mellan antalet av oomycetens tva
parningstyper ar en del av det som avgor dess forekomst i1 olika omrdden. Finns det farre av
den ena kan bristen av den parningstypen begrénsa parningen. Patogenens majlighet till
inverkan pa odlingen varierar med véderforhallandena for det aret. De ar och perioder dé det
ar svalare och mer fuktigt frodas parasiten som mest (Foolad et al. 2008)

Algsvampen kan vara svar att uppticka och under den tid det tar att uppticka den och gora
nagot at saken har den hunnit sprida sig vidare och infekterat dnnu fler véxter. Eftersom den
sprids snabbt nér den har slappt ut sina sporer tar parasiten snabbt éver en odling. Som sporer
kan de under vintern klara svéra forhéllanden och komma igen &ret dérefter (Foolad et al.
2008, Widmark 2010), vilket gor det svarare att bli av med P. infestans fran odlingsmarken. I
Nederlinderna #r det obligatoriskt att avliigsna den infekterade blasten i en odling. Aven all
blast pa andra potatisviaxter pd samma filt, trots att de inte dr infekterade, maste forstoras nir
de vixer 1 samma odling. Den ddvarande odlingen blir forstérd men det &r en atgérd for att
skydda marken mot parasiten nésta odlingssidsong for att inte riskera spridning av oomyceten.
Det leder till en forlust storre 4n den som enbart infektionen i sig orsakar (Bueren ef al. 2008).

Framstallning av bladmogelresistens hos potatis

For att viaxterna ska kunna forsvara sig behdvs receptorer pé utsidan av vaxtcellerna som
kénner igen patogenen. Forsvaret fungerar med monsterigenkdnnande receptorer (Sun ef al.
2016). De kan kédnna igen patogenen pa olika kdnnetecken, till exempel flagelin som indikerar
flageller. For att komma runt det fOrsvarssystemet anvédnder sig patogenen av effektorer.
Effektorer dr proteiner som stor forsvarssystemets signalvagar och gor i slutdndan att
patogenen inte angrips. Har cellen resistens finns det receptorer som kédnner igen effektorerna,
och de effektorer som kénns igen av potatisvéxten kallas avirulensproteiner (AVR). De gener
som &r for resistens brukar hanvisas till som R-gener och i fallet med resistens mot P.
infestans kallas resistensgenerna for Rpi-gener. Genprodukterna av Rpi-gener kénner igen
genprodukterna av AVR-gener. Flera resistensgeners genprodukter kan kénna igen samma
effektor (Vleeshouwers et al. 2008). Rpi-gener gor att de specifika effektorerna som hor till P.
infestans kanns igen, vilket leder till en hypersensitivitetsrespons. Igenkdnnandet startar en
mekanism som hindrar vidare tillvixt av P. infestans genom att doda den infekterade cellen
(van Poppel et al. 2009). Genom att kartligga Rpi-gener mot bladmdgel ges en uppfattning
om de gener som finns. Med kartldggning menas sammanstéllning av information om de olika
generna, som hur brett spektrum av effektorer som kénns igen f6r bladmogelresistens av en
gen. De gener som ger bredast spektrum i forsvar mot bladmogel véljs ut och anvinds vid
vaxtforadling for att skapa bladmdgelresistent potatis (Haverkort ef al. 2016). Skapandet av
GM-grodor kan vara dyrt men genom att utveckla anvindandet kan priserna sénkas och
brukandet 6kas (Haverkort ef al. 2008). Flera potatissorter som fétt resistens mot bladmdogel,
bade genom cisgen genmodifiering och transgen genmodifiering dr pé en testniva till att bli
kommersiellt tillgédngliga 1 Europa (Ricroch & Hénard-Damave 2016).
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Traditionell vixtforiadling

Genetiskt inducerat forsvar genom traditionell vaxtforadling utférs med endast de gener
tillgédngliga 1 den egna korsningsbara artens genpool. For att 1agga till en egenskap till en
annan potatissort som i det hér fallet med resistens mot bladmdgel, hamtas egenskapen fran
en besldktad vild-typ. Pa sa sitt skapas flera sorter av potatis som &r resistenta mot bladmaogel.
Men det finns komplikationer. Introduktionen av resistens fran vild-typer kréver bearbetning.
Ett problem som uppstar &r att nir en gen fors dver till den andra potatisvarianten foljer flera
andra gener med i 6verforingen som kan stora funktionen av genen av intresse (Jacobsen &
Schouten 2008). For att undvika det kravs mycket bearbetning av donatorns genetiska
information for att rena fram endast genen med egenskapen som éar tankt att anvindas. Nér
genen av intresse dr utsdllad och den tas upp i ett genom ar det slumpméssigt var 1 genomet
genen hamnar. Det kan vara ett problem om genen placeras pé ett sitt som gor att en annan
gen mister sin funktion.

Transformation

Transformation ir ett sétt att fa en bakterie att ta upp frimmande genetisk information.
Frimmande gener fors in 1 en ny organism och rekombination sker mellan det frimmande
DNAt och organismens egna gener sd att det nya DNAt inkorporeras i bakteriens genom och
skapar en genetisk fordndring. Det kan ske naturligt eller med hjélp av en behandling, till
exempel med kemikalier. Receptorer som sitter pa utsidan av den mottagande cellen
uppticker det fria frimmande DNAt och ser till att det sldpps in. Nér den genetiska
informationen som kommer utifran tagit sig in rekombineras den in med en homolog,
motsvarande del i mottagarens genom. En vild-typ av potatis med resistens mot bladmdgel
som ofta brukar anvindas for transformationen ar Solanum bulbocastanum (Bueren et al.
2008). Resistensgenen hénvisas till som RB-gen.

1 praktiken

Nir transformation av R-gener till en potatissort har genomforts odlas den genmodifierade
vaxten upp 1 vixthus. Odlandet kan i det isolerade vaxthuset ske kontrollerat och pa sé sétt
hindra mutantens spridande ut i naturen (Haverkort et al. 2008). I en isolerad milj6é kan man
ocksa kontrollera olika forhallanden. Ett problem med de forhdllanden som skapas for
experimentet dr att allt som finns ute i den naturliga miljon inte kan inkluderas. Det gar inte
att korrekt aterskapa den verkliga miljon med alla faktorer 1 forhallanden som finns som kan
paverka resultatet. Risken for spridning av patogenen gor experimenten till ett risktagande
(Jacobsen & Schouten 2007). I brist pa kontroll 6ver vilka modifierade vaxter som viaxter fritt
ute i naturen dir de kan sprida sig, kan det leda till att balansen i ekosystemet stors. Ar den
muterade vixten anpassad till att klara av pafrestningar fran miljon béttre kan den Gverleva
langre och kan da utkonkurrera andra véxter. Det kan leda till att andra véxter dor ut och det 1
sin tur ger en minskad artdiversitet.

De regler som finns dver hur anvidndandet av genmodifiering far ga till &r strikta (Jacobsen &
Schouten 2008). Det dr krav som maste uppfyllas och saker som maste tas hdnsyn till.
Situationen idag med de lagar som finns 6ver anvindandet &r att cisgen transformation
beddms som transgen transformation, trots skillnader i risker mellan de tva olika metoderna.
Enligt Haverkort med kollegor (2008) bor de nuvarande reglerna ses dver och fornyas sa att
de anpassas mer efter olika mdjliga metoder. Traditionell genmodifiering &r 1 jimforelse inte
lika strikt begransat som andra typer av genmodifiering.



Fler gener- bra och daligt

En gen for resistens ér inte alltid tillrdckligt for att uppehalla motstandskraften mot parasiten
(Zhao et al. 2003). Utvecklar oomyceten ett forsvar mot potatisens resistens, ar potatisen inte
langre resistent mot bladmogel. Ett sitt att sékra resistensen &r att fora in flera Rpi-gener.
Generna staplas, med flera resistensgener som uttrycks efter varann i potatisens genom (Jo et
al. 2014). Flera olika gener for resistens bidrar till en varaktig resistens eftersom flera olika
gener maste fordndras for att potatisen ska kunna bli infekterad med bladmdogel. Parasiten
maste dven anpassas pa flera sitt for att komma runt resistensen som potatisen har mot den.
Flera gener for resistens minskar betydelsen om Rpi-gener skulle muteras eftersom det
fortfarande finns flera stycken andra resistensgener som kan uppehalla resistensen. Fler
resistensgener breddar det spektrum av resistens potatisen har mot oomyceten och ger
potatisvédxten en stor fordel mot P. infestans angrepp. Innan den skapade sorten kan borja
anvéndas for kommersiell odling gors tester pa den for att forsékra att det ger den fenotyp
som forvéntas och att inget annat har hiant som ger bieffekter (Jacobsen & Schouten 2008).
Ett problem som kan uppsta nir det sker korsningar med vild-typer ar att egenskapen att
producera glykoalkaloider kan finnas i den nya potatissorten. Glykoalkaloider ar giftiga
dmnen som potatisen kan innehalla och verkar som ett forsvar. Konsumtion av dessa &mnen
ar skadligt for minniskor och andra djur dé det orsakar sjukdomssymtom som illaméaende och
i extremfall, dod (Hansen 1925, Friedman ef al. 1997). Dérfor bor mangden glykoalkaloider i
potatis kontrolleras. For att potatis ska fa odlas for kommersiellt bruk maste nivéerna av giftet
vara under en viss grins (Jacobsen & Schouten 2008).

Fordel med flera gener

En mutation hos effektorerna kan gora att parasiten inte kdnns igen och undkommer
forsvarssystemet. Det gor det svarare att erhalla en hallbar resistens om parasiten anpassas till
potatisens forsvarssystem. P. infestans har formagan att fordndras och ar bendgen till att gora
det. Olika varianter av patogenen &r olika mycket benégna till att anpassas efter potatisen och
de mer snabbanpassade kan ses som aggressiva (Cooke et al. 2012). Den stora
anpassningsformagan gor att det blir svarare att f fram resistens som ocksa dr varaktig. Det
sker en kapplopning mellan P. infestans och potatis nir de bada anpassas till varandras
anpassningar (Haverkort et al. 2016). Nir resistens mot bladmogel introduceras hos en
potatissort skulle en potatis med tva resistensgener ha sina gener hela och verksamma lédngre
dn en potatis som bara har en Rpi-gen. Oomyceten kan anpassas och komma runt det forsvar
som den fOrsta resistensgenen utgér men da har mutanten med tva resistensgener fortfarande
en gen som ar verksam kvar. Effekten av fler resistensgener gor att egenskapen pa sé sitt kan
fungera pé langre sikt. Trots att det finns flera gener for resistens kan dnda resistensen
forsvinna (Haverkort et al. 2016).

Protoplastfusion

Nir en gen av intresse, for resistens mot bladmdgel finns hos en vild-typ som &r diploid gar
det inte att fora 6ver den genen genom att korsa vild-typen med den kommersiella tetraploida
potatissorten direkt. Chandel och medforfattare (2015) har lyckas med att fora 6ver
resistensgener fran en diploid potatis till en tetraploid genom att skapa hybrider och komma
runt hindret med sexuell inkompatibilitet. De tog vild-typen Solanum cardiophyllum som har
resistensgener mot bladmogel. Genom att korsa den diploida (2n) S. cardiophyllum med den
dihaploida (2n) Solanum tuberosum C-13 skapade de en somatisk hybrid. Vid korsning sker
en sammansmaltning mellan cellernas protoplaster och bade gener i cellkérnan och ute i
cytoplasten utbyts. Protoplastfusion dr ett vidgande frin traditionell vaxtforddling for storre
utnyttjande av vild-typer och breddande av diversiteten. Av ménga gjorda fusioner var bara
ndgra somatiska hybrider sanna, som i det hér fallet innebar att avkommorna var av bida
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fordldrars gener och hade resistensgenen. For att sikerstélla att hybriderna var sanna gjordes
kontroller. En av kontrollerna gjordes genom RAPD-analys med slumpmaissigt amplifierat
polymorfiskt DNA. Primrar for sekvenser specifika for fordldrarna blandades med hybriderna
och efter PCR separerades produkterna i en agarosgel (Chandel et al. 2015). De som hade tva
band hade en fran vardera fordldern och var darfor vid det steget en sann hybrid.
Cytoplasmatyp analyserades ocksa med markorer med PCR och elektrofores for att sélla bort
de sorter som dr sterila. For att hybriderna ska vara kompatibla for traditionell korsning med
den vanliga potatisen maste de ha samma ploiditet. Ploiditeten kontrollerades for att se till att
hybriden var tetraploid sa att den kunde korsas med den vanliga tetraploida potatisen. Efter
alla kontroller kan de sanna hybriderna korsas pa traditionellt sdtt med den kommersiella
potatisen (Chandel et al. 2015). Med den hiar metoden minskas den nddvéndiga bearbetningen
av genen av intresse som annars kriver mer tid och arbete under traditionell transformation.
Med protoplastfusion, precis som for traditionell transformation, finns problemet med att
inget styr var R-genen sitts in efter korsning. I Sverige dr anvdndandet av protoplastfusion
lagligt (Zeteo 2000).

Cisgen transformation

Med cisgen transformation sker korsning av hela gener fran endast korsningsbara
potatissorter. Hir anvénds cis-gener och till skillnad fran intragener dr de hela gener.
Intragener &r ihopsatta med olika delar fran korsningsbara varianter av véxten som ger nya
kombinationer medan cis-gener dr gener som funnits sedan tidigare och som skulle kunna
foras over 1 en ny sort genom traditionell transformation utan ménniskans paverkan. Cisgen
transformation har samma gen-pool som traditionell och &r ett sitt som &r narmare traditionell
vaxtforddling dn transgen transformation och dr dérfor ocksd mer etiskt accepterat. Till
skillnad fran i traditionell transformation, tas bara den utvalda genen med i cisgen
transformation, utan att ndgra extra gener foljer med 1 dverforingen (Schouten ef al. 2006).
Tiden och arbetet som vid traditionell transformation behdvde laggas till for att sortera fram
endast genen av intresse sparas nu. Det &r en markorfri metod som alltsa inte anvédnder sig av
antibiotikaresistens som indikator. Markorerna 1 sig som anvinds skulle gora metoden
transgen for att de kommer frén ej korsningsbara sorter (Jo et al. 2014). Kort sett utfors sjdlva
metoden av cisgen transformation genom att genen av intresse fran donatorn forst klonas. Den
kan sen bearbetas och efter att genen inkorporerats i mottagaren selekteras de vixter som tagit
upp genen med minst bieffekter fram, baserat pa deras tillvixt (Jacobsen & Schouten 2007).

Ett problem som finns med cisgen transformation ar att nér den utvalda genen ska tas upp i
mottagarens DNA gar det inte att bestimma var 1 genomet det hdander (Jacobsen & Schouten
2008). Transformationen gar alltsé inte att kontrollera och en missgynnande placering kan
leda till forlust av en annan gens funktion. Samma problem finns dock hos traditionell
transformation och protoplastfusion. Nagot problem med glykoalkolider forvéntas inte finnas
vid transformation av cis-gener om de sorter som anvénds visats vara sdkra vid tidigare
anvindning. Pa sa sétt kan korsningar goras utan att ha lika stort behov av kontroller for att se
om transformationen gétt ritt till. Genom att ha kartlagt de mdjliga glykoalkolidhalterna som
kan komma av produkten av transformationen gar det att visa att alla nya mojliga
potatisvarianter till storre del har 14ga halter (Jacobsen & Schouten 2008). Cisgen
transformation leder inte till ndgra nya risker utéver de som finns med traditionell
vaxtforadling.

Transgen transformation
Transgen transformation tillater korsning av gener mellan olika arter som annars inte hade
varit mojligt. Det breddar den genpool som med traditionell vaxtforadling bara inkluderar
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gener fran korsningsbara sorter. Den transgena genpoolen inkluderar utover gener frén andra
ej korsningsbara vixter, d&ven gener fran virus och bakterier. For potatis ingar gener for
antibiotikaresistens som transgena gener. De generna som rdknas med ar bade sekvenser som
kodar och séddana som reglerar. For att ta fram de sorter som tagit upp gener for resistens mot
P. infestans anvinds antibiotika- eller herbicidresistens som markor (Jo ef al. 2014). Néar
antibiotikaresistens anvinds som markor dr det vanligt att det dr resistens mot Kanamycin
som anviands for att avgora om resistensgenen mot bladmogel inkorporerats i mottagarens
genom (Jacobsen & Schouten 2007). Det finns dven markorfria metoder som anvinder sig av
PCR for transgen transformation (de Vetten et al. 2003). For att avgora effektiviteten av
transformationen kan gener for GFP (gront fluorescerande protein) sittas in i genomet
tillsammans med genen av intresse och sedan anvindas genom att méta dess uttryck (Valkov
et al. 2011). Inom jordbruk &r det vanligare med GM-véxter framstéllda genom transgen
transformation d4n med de som tagits fram pa det cisgena sittet (Jacobsen & Schouten 2008).
Transgen transformation anvinds till exempel till kommersiellt tillgédnglig raps (Ricroch &
Hénard-Damave 2016).

Agrobacterium tumefaciens-medierad transformation (ATMT)

Agrobacterium tumefaciens ir en viaxtpatogen som angriper vaxter och inkorporerar sitt eget
DNA i véixtens genom. Den dverfor gener som dr tumdrinducerande (Ti). Genom att
modifiera dessa gener kan man gora sa att den inte langre skadar vixten men fortfarande fér
sdrskilda gener 6verforda. Den egenskapen utnyttjas i metoden som kallas A. tumefaciens-
medierad transformation (ATMT). Vektorer anvénds till transformationen utan att bakteriens
egna DNA inkorporeras (Covert et al. 2001). Till storsta del anvinds ATMT for horisontell
gendverforing vid transgen transformation. I forsok for att fora in bladmogelresistensgener
hos potatis av Haverkort ez. a/ (2016) anvindes ATMT. Forst valde de ut resistensgener for
bladmogel med ett brett tickande spektrum. Resistensgenerna klonades i Escherichia coli i en
vektor och fordes sedan Over till A. tumefaciens som transformerade in Rpi-genen i potatis.
ATMT ér en metod som ockséd anvidnds inom cisgen transformation pa samma sitt forutom att
genen av intresse kommer fran samma art (Barrell ef al. 2013). Anvindandet av A.
tumefaciens ér en patenterad metod. Det dr ett sétt som gér snabbare @n traditionell
transformation for att ge bladmdgelresistens till potatis (Wendt ef al. 2011).

Ensifer adhaerens-medierad transformation (EMT)

Ensifer adhaerens dr en stam av en bakterie som har visat sig kunna mediera transformation
av potatis som A. tumefaciens. Den ar inte en vaxtpatogen till skillnad fran 4. tumefaciens.
Bakterien har kunnat anvéndas till att fora 6ver RB-genen for resistens mot bladmogel hos
potatis. Det hér utgor ett alternativ till ATMT vid gentransformation inom véaxtforadling
(Wendt ef al. 2011). For dverforing av gener for bladmogelresistens har E. adhaerens variant
OV 14 anvints av Wendt et al. (2011) for dess effektivitet vid transformation hos potatis som
alternativ. EMT ér inte alltid lika snabbt som metoden med ATMT men det ér ett alternativ
om man inte har ett tillstind mot patenten av ATMT. For att sdlla ut lyckade transformationer
anvinds antibiotikaresistens som markor. For EMT med OV 14 dr effektiviteten av
transformationen och sedan translationen av RB-genen signifikant och édr darfér en metod
som kan anses som ett alternativ till ATMT da EMT ér en vil fungerande metod (Wendt ef al.
2011).

For att testa effektiviteten av transformation, kollar man pa tillvéxten av kallus (ansamling
celler) med skott. Det dr en skillnad i effektivitet vad géller transformation mellan den som dr
gjord med transgener som tar hjélp av markorer och den med cisgener som inte gor det. Det
finns dven en skillnad 1 transformationseffektivitet mellan olika potatissorter (Jo et al. 2014).
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Forlust av funktion

Ett alternativ till att ge potatisen resistensgener mot bladmogel som skydd, ar att istéllet
modifiera gener som gor cellerna mindre mottagliga till att bli infekterade. Det gors genom
forlust av funktion-mutation pa kénslighetsgener (S-gener) som parasiten annars anvander till
sin vinning (Sun et al. 2016). Genom att tysta flera S-gener med reglerande RNAi har Sun
med kollegor (2016) lyckats framkalla hallbar resistens mot bladmogel hos potatis. Av de 11
S-gener som fanns gjorde tystandet av sex av dem att mottagligheten av parasiten minskade.
Tystandet av de andra fem S-generna gjorde att vaxten blev helt resistent. Ett problem med
resistensmutationen i S-generna ar att de drvs recessivt (Sun et al. 2016). Forskarna menar
ocksé att eftersom mutation pa S-gener for att nd resistens &r ett nytt omrade finns det
fortfarande mycket att utforska inom det. Flera forsok maste goras for att ta reda pa hur
hallbar resistens mot bladmogel, den hdr metoden skapar.

Diskussion

Att vaxtforadling anvinds inom jordbruket dr ndgot bra. Med de forbattringar som gors pa
grodor 0kar produktionen samtidigt som bortfallet minskar. Potatis som kunnat bli resistent
mot bladmogel, har precis som andra grodor en moéjlighet att 6ka i produktion, dven i
behdvande utvecklingsldnder. Om grodan &r resistent mot oomyceten krivs inte
bekdmpningsmedel i lika stor utstrickning. Anvindandet av motstdndskraftiga potatissorter
skulle vara bra for miljon nir inte lika mycket giftiga &mnen slépps ut i samband med
besprutning av bekdmpningsmedel. Av de olika sétt som finns for att skapa denna resistenta
potatis finns det olika fordelar med de olika metoderna, som hur ldng tid framstéllandet av
den resistenta potatisen tar.

Miinniskan

Mainniskan har krav pd hur vi vill ha potatisen. Den ska ha en viss smak eller viss textur for
att kunna tillagas latt. Det rdcker inte med att man har framstéllt en potatis som &r resistent
mot bladmogel. Den behover leva upp till flera krav én resistens. Dessutom maste
konsumenterna acceptera konceptet med att deras mat dr genmodifierat.

Tid

Det tar olika lang tid att framstélla potatis resistent mot bladmogel beroende pa vilken metod
som anvénds. Utdver den tid som det tar att & fram en resistent potatis finns det dven
extraarbete med kontroller som att kolla hur varaktig egenskapen éar 6ver flera cykler. Bara att
ta fram en bladmogelresistent potatissort genom cisgen transformation tar 3—4 ar (Jo et al.
2014). Nér en resistent potatissort framstéllts bor den ocksé vara langsiktigt héllbar och
varaktig. En gen for resistens ger ofta inte en héllbar resistens och en ny variant av patogenen
kan létt besegra forsvaret (Foolad et al. 2008).

Metoderna

Oavsett om det ar traditionell, transgen eller cisgen transformation eller protoplastfusion som
anvinds ger anvindandet resistens. Det som gor att en metod foredras dver en annan ar
snarare tiden framstillandet av resistensen tar, hur mycket arbete som kravs och hur héllbar
resistensen dr. En kombination av dessa faktorer avgor hur anvindandet ser ut. En frdga som
har stor betydelse 6ver brukandet dr hur lagarna fér anviandandet av metoderna ser ut i
vérlden. Cisgen och transgen transformation sérskiljs inte vad giller vilka regler som géller
for brukandet av de tva metoderna trots att de skiljer sig at. Det gor att cisgen modifiering
klassas som transgen modifiering och begransas pé sd sétt (Schouten et al. 2006). Med nya
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utvecklade metoder for vaxtforadling som befinner sig etiskt mellan traditionell och transgen
genmodifiering, anses det att reglerna bor uppdateras och anpassas efter detta (Haverkort et
al. 2008). Nar reglerna uppdaterats kan metoderna for inforandet av bladmogelresistens hos
potatis fortsitta utvecklas med eventuellt mindre begridnsningar.

Forlust av funktion-mutation i S-generna ger resistens mot bladmdgel men utan R-gener. Att
mutationer ska dtergd och att P. infestans ska kunna infektera igen dr inte lika troligt nér det
ar fordndringar 1 flera gener som har skett for att skapa resistensen. Eftersom egenskapen av
muterade S-gener arvs recessivt dr den mindre trolig att bevaras genom flera generationer i
jamforelse med resistens som utgoérs av resistensgener.

Slutsats
Jag tror att en kombination av anvindandet av muterade S-gener och flera Rpi-gener ger den
mest héllbara resistensen mot bladmogel hos potatis.

Genom att odla genetiskt modifierade potatissorter som har resistens mot bladmdgel behdver
inte kostsam besprutning med fungicider goras. Kostsam &r ocksé processen att fa fram de
resistenta potatissorterna (Haverkort ez al. 2009). Mycket pengar och arbete sparas i langden

om de kommersiella potatissorterna dr resistenta mot bladmogel, speciellt om resistensen ar
hallbar.

Tack

Tack till mina granskare Ebyon Mohamud Hassan, Mariam Khammari och Linnéa Hamberg,
samt min handledare Anna Larsson for er hjalp.
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Ar det ratt att anvanda transgena gener for genmodifiering?
Transgena gener kommer fran andra icke korsningsbara arter (Jacobsen & Schouten 2008).
De gener som inkorporeras i den andra sortens genom hade inte kunnat inkorporerats pa
traditionellt sétt. Transgen transformation ror en stérre genpool dn traditionell transformation,
vilket ger fler mgjligheter. Fordelar med transgen genmodifiering dver traditionell finns men
det finns ocksa saker som talar emot. Ar det ritt att anvinda transgena gener for
genmodifiering?

Liget idag

Idag ar situationen med hur genmodifiering far ga till reglerad av de regler som finns satta av
EU. De regler som finns idag var satta for ett antal ar sen. De som sattes &dr baserade pa
transgen genmodifiering (Jacobsen & Schouten 2008). Ur en etisk synvinkel 4r det mindre
acceptabelt att fora Over gener till en annan art &n mellan néra besléktade organismer.
Traditionell genmodifiering &r mer accepterad for att den anses vara mer “naturlig”. Dessa
resonemang handlar om att ménniskan inte ska gora for stora forandringar nir vi inte kan
forutse konsekvenserna vi skapar for naturen.

For- och nackdelar

Anvindandet av transgena gener kan bade ses som nagot bra eller daligt (Jochemsen 2008).
Den transgena tekniken kan anvindas till manga goda 4ndaméal men det finns &dven saker som
talar emot anvindandet.

For transgen genmodifiering

Transgen genmodifiering utfors for att forbéttra. Det kan ge en véxt egenskaper som
patogenresistens mot algsvampen Phytophthora infestans som orsakar bladmogel. Det
minskar behovet av resurser som annars anvénds vid bekdmpning. Tillgdngen pa flera gener
mojliggor de egenskaper som annars kanske inte hade varit tillgédngliga. Med det redskapet
kan man skapa manga nya sorters organismer med anpassade egenskaper for att klara av olika
utmaningar for organismens dverlevnad. | jamforelse med traditionell genmodifiering ar
transgen transformation mer kontrollerat vad giller produkterna som kontrolleras med
antibiotikaresistens som markor.

Mot transgen genmodifiering

Vid insdttning av gener dr det slumpmaéssigt var i genomet de nya generna sitts in vid
transgen genmodifiering, men det samma géller for traditionell transformation. I etisk
argumentation mot genmodifiering finns argumentet att vi manniskor inte ska ldgga oss i och
manipulera det som evolutionen selekterat fram. Det dr inget argument specifikt mot
transgen genmodifiering, utan i allmédnhet. Men anvéndandet av transgener innebér storre
mojligheter eftersom det ger alternativ som annars inte hade funnits. En risk som &r storre
hos transgen transformation dr utkonkurrerandet som den framstillda organismen kan orsaka
om den sprids. Om modifieringen var gynnande for organismen okar dess
overlevnadsformaga och den utgdr da storre konkurrens. Om modifieringen istéllet dr ndgot
som gynnar oss médnniskor och inte organismens dverlevnad dr dock inte spridning av den ett
storre problem for balansen i ekosystemen.
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Slutsats

Trots risker med transgen genmodifiering &r resultatet av anvdandandet av metoden mycket
givande. Eftersom fordelen med anvindandet 4r mycket givande och riskerna kan minskas
kan fordelarna anses viga upp. Anvéndandet av transgener kan darfor bedomas som
acceptabelt.
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