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Genvagen 1 skogen

— ny teknik ger vardefull kunskap om geners funktion

¢ Transgena granar ar granar med pa genteknisk vag inférda gener. Dessa kan komma
antingen fran gran eller fran andra arter.

e Aktiviteten hos gener som redan finns i gran kan féorandras med genteknik. Genom
att studera transgena granar kan vi 6ka kunskapen om enskilda geners funktion.

* Med genteknikens hjalp kan plantor med vardefulla gener identifieras redan vid ung
alder.
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FIGUR 1. Transgena plantor av gran.



id konventionell féradling
av skogstrad korsas utvalda
individer, och deras avkom-

ma bedéms sedan for nya urval. Vi
vill i detta nummer av Fakta skog
beskriva en metod vi har for attfram-
stalla transgenabarrtrad, detvill siga
barrtrad med pa konstgjord vig in-
forda gener. Vivill aven beskriva hur
dessa transgena trad kan anvandas
for att 6ka effektiviteten och preci-
sionen i foradlingsarbetet.

Transgena trad

i foradlingen

Idagensliage anvinds transgena trad
framst for att studera hur vardefulla
egenskaperreglerashos traden. Forst
ndr vi har tillrickligt ingaende kun-
skaper om detta kommer tekniken
attkunnautnyttjas direktifoéradlings-
arbetet. Malen med att féradla gran
och tall ar att forbattra tridens an-
passning (exempelvis till klimatet),
biomassaproduktion samtkvalitet pa
stam och ved. Var och en av dessa
egenskaper regleras av ett stort antal
olika gener som i varierande grad
bidrar till egenskapen. Nu pagar ett
omfattande forskningsarbete for att
identifiera vilka gener som har storst
betydelse for varje egenskap. Denna
kunskap kan sedan utnyttjas i forad-
lingen for att vilja ut plantor som
innehaller dessa gener. Alternativt
kan gentekniken utnyttjas for att di-
rektpaverkauttrycketavviktigagener.

I princip anvands tva angreppssatt
for att studera hur olika gener pa-
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verkar en egenskap. Dels kan man
minska eller 6ka aktiviteten hos re-
dan befintliga gener, dels kan gener
som ar helt nya for arten foéras in. I
bada fallen bildas transgena plantor.

Nar det galler forandrad aktivitet hos
redan befintliga gener skulle samma
resultat kunna uppnas genom forad-
ling via cykler av korsningar, tester
och urval. For varje foradlingscykel
sker en forbattringavodlingsmaterial-
etsegenskaper. Problemetarattdetta
arbete ar tidskravande. Manga cykler
kravs och urvalet kan inte goéras for-
ran efter tio ar eller mer nir det
géller barrtrad. Om gentekniken kan
utnyttjas for att fordndra aktiviteten
hos gener i barrtradsplantorna kan
det langsiktiga forddlingsmalet upp-
nas med betydligt firre cykler.

Detangreppssiatt som innebar attart-
frammande gener fors in i en planta
ar unikt for gentekniken, eftersom
foradling dar korsningar gors for att
kombineraolika egenskaperinte kan
goras mellan vitt skilda arter.

Minska geners aktivitet

Viaxternas cellviggar ar uppbyggda
av cellulosa, hemicellulosa och lig-
nin. Lignin ar komplexa molekyler
som bestar av olika delkomponenter
och forhallandet mellan dessa be-
stimmer ligninets kemiska egenska-
per. Omkring 25 procent av veden
bestar av lignin. Ligninhalten och
ligninets sammansittning varierar
mellan arter och ocksd inom varje
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Rotrétans utbredning i granstammar
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enskilt trad beroende pa arstid och
alder. I USA har en forskargrupp
funniten naturlig mutantav tall som
har en defekt ligninsyntesgen och
darféor dndrad ligninsammansatt-
ning. Vid framstallning av pappers-
massa ar det mindre energikravande
att avldgsna ligninet fran ved i dessa
muterade tallar.

Intressetir stortforatt pa genteknisk
vag efterlikna den muterade tallen.
Dettaskulle kunnaastadkommas ge-
nom att man minskar aktiviteten
hos en eller flera av de gener som
deltar i ligninsyntesen. I syfte att
undersoka detta har vi inom ramen
for ett EU-projektisolerat och karak-
tariseratfleraavde genersom regle-
raruppbyggandetavlignin hos gran.
Vi har foért in lignifieringsgenerna
"bak-och-fram” i granplantor, vilket
resulterar i att de befintliga gener-
na stangs av. De plantor som vi har
framstallt ser helt normala ut (fi-
gur 1, framsidan). Nar plantorna har
vuxit till och bérjar bilda ved kom-
mer vi att analysera ligninets sam-
mansittning och egenskaper.

Oka geners aktivitet

Den ekonomiska forlusten orsakad
av rotrota pa skogstrad i Sverige be-
raknas uppga till mellan en halv och
en miljard kronor per ar. Om det
vore mojligt att framstilla gran-
plantor med en férhojd motstands-
kraft mot rotréta skulle produktio-
nen 6ka och de ekonomiska forlus-
terna minska. Tidigare studier har

FIGUR 2. Ettariga granplantor som
transformerats med en férsvarsgen
(linje 1-4) och kontrollplantor
infekterades med rotrétesvampen
Heterobasidion annosum. Forsvars-
genen uttrycktes olika mycket i plantor
fran olika linjer, men starkast i linje 1.
Efter en manad hade svampen spridit
sig signifikant mindre i plantor fran
linje 1 &n i plantor frén évriga linjer
(svampens spridning i linje 1 var 70
procent av spridningen i kontroll-
linjen). Figur: Kjell Lannerholm.



visat att det finns en genetisk varia-
tion fér mottaglighet for rotréta hos
gran. Daremot har man inte funnit
nagra helt resistenta grankloner.

Nar granplantor angrips av sjuk-
domsframkallande svampar aktive-
ras ettantal forsvarsgener. En avdessa
gener reglerar bildandet av ett litet
protein, ett defensin, som har anti-
mikrobiella egenskaper. Vi 6kade
aktiviteten av denna gen i gran (fi-
gur 2) och lyckades pa sa sitt hoja
motstandskraften motrotrota. Detta
ar forsta gangen som det har visats
att okad aktivitet hos en redan be-
fintlig barrtradsgen kan hoéja mot-
standskraften mot svampangrepp.

Transgena granar framstalls
Metoder for att framstélla transgena
trad har utvecklats vid flera laborato-
rier. Till en enskild cell kan man pa
teknisk vag 6verfora nya gener. Det
kritiska steget ar att kunna fram-
stalla plantor fran just de celler som
har transformerats, det vill siga er-
hallit den nya genen.

Om en kroppscell (somatisk cell),
till exempel en cell fran ett barr,
stimuleras att borja delasig bildas ett
stort cellaggregat. Med speciell be-
handling kan cellerna i detta aggre-
gat utvecklas till embryon. Aggrega-
tet kallas embryogen kallus. Em-
bryona som har utvecklats fran
somatiska celler kallas somatiska em-
bryon.De mognasomatiskaembryona
gror och vaxer upp till plantor.

I den metod vi har utvecklat for att
framstélla transgena granar beskju-
ter vi celler i en embryogen kallus
med gener (figur 4, sista sidan). For
att kunna separera de transforme-
rade cellerna fran de otransfor-
merade for vi, utdéver den eller de
gener vi vill studera, dven in en gen
i cellerna som ger resistens mot
herbiciden (ograsmedlet) Basta. Nar
de beskjutna cellernabehandlas med
Basta kommer endast de celler som
har genomgatt en lyckad transfor-
mering, och fatt resistensgenen, att
overleva. For att undersoka om en
inférd gen fortsétter att fungera aven
nar cellerna vaxer upp till plantor
undersoker vi om plantornas barr ar
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FIGUR 3. Barren fran kontrollplantor och plantor som transformerats med en
resistensgen mot ett ograsmedel (Basta) behandlades med detta ograsmedel. Efter
tva veckor hade barren fran kontrollplantorna blivit bruna medan barren fran de
transgena plantorna (linje 1 och 2) fortfarande var gréna. Graden av resistens
varierade mellan plantor fran olika transgena linjer men i samtliga fall var de
transgena barren signifikant mer resistenta &n kontrollbarren.

Figur: Kjell Lannerholm.

resistenta mot Basta (se figur 3). Det
ar de och detvisar attresistensgenen
uttrycks normalt i plantorna.

Teknik for kloning

Somatiska embryon kan varaanvand-
bara inom féradlingen daven utan att
deras arvsmassa férandrats. Skillna-
den mellan plantor som utvecklas
fran fréembryon respektive soma-
tiska embryon ar att de forra har en
unik kombination av gener, medan
de senare ar genetisktidentiska med
den planta fran vilken de framstéllts.
Plantorsom utvecklats fran somatiska
embryon ir darmed kloner av
ursprungsplantan. Foér narvarande
undersoker vi tillsammans med
SkogForsk om somatiska embryon
kan utnyttjas i foradlingsarbetet for
att vegetativt foroka gran.

Sarskilt ansvar

Foradlingsmalen for genteknisk for-
adling ar desamma som inom den
traditionella féradlingen. Gentekni-
ken har emellertid tillfért en ny di-
mension till forddlingen i och med
attartfrimmande egenskaper kan £6-
rasinitridden. Dettalagger ettsarskilt

ansvar pa dem som utnyttjar denna
kraftfulla teknik inom skogstriads-
foradlingen.

Framtid for gentekniken

Nar det galler barrtraden tror vi att
genteknikens framsta bidrag kom-
mer att bli att 6ka var kunskap om
tridens genuppsittning och gener-
nas funktion. Darmed kommer den
pa sikt att bli ett ovarderligt redskap
i grundforskningen.

Men gentekniken kommer ocksa att
kunna anvandas for att uppna speci-
fika mal i foraddlingsarbetet, till ex-
empel for att minska trads kanslighet
for rotsvamp. Vi vill dock framhalla
att betydligt mer omfattande férsok
med trad i filt maste genomfdras
innan transgena trad kan anvandas
for praktiskt bruk.

Amnesord
Genteknik, transgen, skogstrads-
foradling, transformering, embryogen
kallus, somatiskt embryo, genkanon,
resistensgen.
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i figurerna B och C.

kallus.

A. De gener som skall 6verforas appliceras pa ytan av sma guldpartiklar som
skjuts in i granceller fran embryogen kallus med hjalp av en genkanon. Utéver de
gener, vars funktion vi vill studera, dverfors &ven en markdrgen som fargar
cellerna bla nar ett speciellt fargamne tillsatts. Fargen visar att den inskjutna
genen ar aktiv och gor samtidigt de transformerade cellerna latta att skilja fran
de otransformerade. Samma metod har utnyttjats for att pavisa transformation

B. For att kunnasepareratransformerade celler fran otransformerade for vi aven
in en gen i cellerna som ger resistens mot ograsmedlet Basta. De bruna
cellklumparna ar celler som har dgdats av Basta eftersom de ej innehaller
resistensgenen. Den bla cellklumpen innehaller celler med resistensgenen.

C. De transformerade cellerna vaxer vidare och utvecklas till en ny embryogen

D. Transgena groddplantor som utvecklats fran somatiska embryon, vilka i sin
tur utvecklats fran transformerade celler i en embryogen kallus.

FIGUR 4. Overforing av gener och framstallning av transgena granplantor.
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