Nationellt resurscentrum for
biologi och bioteknik

Fran Mendel
till modern
genteknik

Genuttryck i arta

Den som forst iakttog och beskrev drftliga skillnader hos artor var Gregor Mendel (1822-
1884). Med utgangspunkt i korsningsforsék med irtor som Mendel odlade i klostret i
Brno, nuvarande Tjeckien, dir han levde som munk, kunde han visa de grundliggande
principerna for nedirvning av egenskaper. Forskningsresultaten uppmirksammades inte
under hans livstid och det dréjde till &r 1900 innan tre forskare oberoende av varandra
dterupptickte Mendels resultat. De klassiska forsok med drtor som Mendel genomférde
kopplas i denna laboration till kunskaper i molekylirgenetik.

Uppgiften i denna laboration ir att ta reda pa hur yttre skillnader i utseende hos 4rtor
hinger samman med mikroskopiska och biokemiska skillnader. Din uppgift 4r ocksa att
forsoka avgora om gener som styr stirkelsebildningen har samband med genen som styr om
drtan ir skrynklig eller slit.

Sakerhet
Var forsiktig och anvind skyddsglasogon da Fehlings 16sning I och II anvinds.

Material

*  Mirgirt och nagon/négra andra sortes drtor (fropasar inkops med sortikta irtor, tor-
kade gula drtor avsedda for matlagning kan ocksa anvindas.)

*  Detriskalar

e Glukos

e Agar

*  Lugols 16sning

*  Fehlings l6sning I och 11

* Bigare
e Vig
¢ Mortel

e Pincett, skalpell
*  Mikroskop, objektglas, tickglas

Utforande

Tva labbgrupper samarbetar. Den ena gruppen studerar slita drtor, och den andra skrynk-
liga. Forsok att synkronisera de olika labbmomenten sa att ni kan jimféra med varandra

under hela laborationen.
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Torrvikt och vatvikt

Overgripande fragestillning: Hur kan man undersoka orsaken till

S
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att vissa drtor dr skrynkliga och vissa slita? Hur paverkas drtornas utseende av vattenhalten?

1. Vilj ut tio sldta drtor, vig dem och ligg dem i en liten bigare. Gor pa motsvarande sitt
med tio skrynkliga drtor. Tillsdtt lika volym vatten till bida bigarna sa att drtorna ticks. Lit
sta i en till tvd dagar for att drtorna ska hinna ta upp vatten.

2. Hill av vattnet. Placera irtorna pa pappershanddukar s att vitskan sugs upp.

3. Vig drtorna igen och och berikna procentuell viktsdkning. (Procentuell vikesok-
ning beriknas som skillnaden i vikt mellan torra drtor och véta irtor dividerad med
torrvikten, multiplicerat med 100.)

4. Ta tva drtor av respektive sort och lat dem torka ut under en till tva dagar. Jimfor
med ursprungliga drtor av samma sort.

Test pa sockerhalt

Ligg 10 drtor av de olika slag som ska testas i vatten 6ver natten. Mal drtorna i mortel till en
pasta. Vig upp lika mingd av de olika sorternas drtpasta. Ta lika mycket drtpasta som vatten
i ett litet provror. Skaka om, lit innehallet sedimentera och ta ut prov pa dvervitskan. Testa
med Trommers prov.

Morfologiska skillnader mellan slata och skrynkliga
artor

* Taen drta och observera den i stereolupp. Notera dina observationer.

* Taen blotlagd 4rta och ta bort froskalet med hjilp av pincett. Identifiera grodden och
hjirtbladen. Hos 4rta ir det hjirtbladen som innehaller den energi och niring som ska
forsorja det groende froet tills det fatt grona blad och kan fa energi via fotosyntes.

e Skrapa loss celler frin hjirtbladen, ligg dem pé ett objekeglas tillsammans med en
droppe Lugols losning. Titta i mikroskop och notera vad du ser. Titta pa stirkelsekor-
nens antal, form och storlek.

*  Studera pi samma sitt drtor av olika slag och jaimfor.

Biokemiska skillnader mellan slata och skrynkliga artor

1. Ligg 5 torra drtor i en mortel och mal dem till fint pulver.

2. Ldgg 6ver en sked av pulvret i ett provror som till hilften fyllts med vatten. Skaka prov-
roret och lat det std 5-6 minuter.

3. Lat de fasta partiklarna i provroret sjunka till botten. (Centrifugera eventuellt.) Ta 3-5 ml
av losningen. Var forsiktig s att du inte ror upp partiklarna som sedimenterat.

4. For 6ver losningen till en agarplatta med glukos (8g glukos+15g agar/l) och sprid ut
den. Mirk plattan si du vet om den innehaller slita eller skrynkliga drtor och lat den sta
15-20 minuter. (Resultatet blir tydligare om agarplattan far std i flera timmar.) Efter 15-20
minuter hills 6verflédig vitska bort frin agarplattan och den torkas forsiktigt med papper.

5. Pipettera 2-5 ml Lugols 18sning (jodldsning) och sitt till varje agarplatta. Sprid ut 16s-
ningen jimnt Sver hela plattan. Stirkelsen kommer att firgas mérke bla.

6. Studera plattorna och gradera dem efter hur starkt agarskiktet firgas av jodlésningen.
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Resultat, utvardering och fordjupningsuppgifter

1. Alla skillnader mellan stirkelsekornens utseende som visas i denna labb ant%
enda gen. Vilka skilda egenskaper ger de bada allelerna av denna gen?

2. Alla skillnader i skrynklighet som kan iakttas antas ocksa bero pd en enda gen. Vilka olika
egenskaper ger de bada allelerna av denna gen upphov till?

3.Vilken typ av irta verkar vara bést pa att omvandla glukos till stirkelse?

4. Halten av olika enzymer varierar hos minniskor. Om du var en genetiker som ville
bestimma den normala halten av ett speciellt hormon i matspjilkningen, vilka typer av
minniskor skulle du genomféra undersokningen pa? Hur manga personer skulle ingd i
undersokningen? Varfor?

5. Enzymet papain finns i papaya och kiwi. Hur kan papain gora kot more?

6. Ta reda pa hur stirkelsesammansittningen 4r hos genmodifierad potatis som ska anvin-
das industriellt.

6. Designa ett experiment dir du kan avgora effekten av ljus eller av virme pé enzymakti-
viteten i drta. Ditt experiment ska omfatta en och endast en oberoende variabel (den som
du varierar). Presentera din laboration med en fragestillning, en hypotes och en tabell som
visar den oberoende variabeln, den beroende variabeln och kontroller. Gér en handledning
for forsoket med material och metodbeskrivning.)

Faktaruta: Skrynkliga eller slata artor

En arftlig egenskap som kan iakttas hos artor ar om de ar skrynkliga eller slata.
Mendel visade att denna skillnad i utseende var arftlig och férklarade hur egen-
skaperna arvs. Nu vet vi att artor blir skrynkliga beroende pa att stérkelsesynte-
sen inte fungerar normalt. Den normala allelen av genen rugosus som ger slata
artor har skadats genom att en transposon, en DNA-bit som kan forflytta sig i
genomet, har hamnat inne i genen. Féljden blir att artor med denna defekt blir
skrynkliga. Allelen som ger skrynklighet ar recessiv.

Upplagsnéringen i véxter &r starkelse. Starkelse bestdr av molekylkedjor av
glukos som kan sattas samman till raka (amylos) eller grenade (amylopektin)
kedjor. Det behdvs enzymer bade for att bygga upp stérkelse och for att bryta
ner starkelse. Fyra enzymer kontrollerar olika steg i starkelsesyntesen hos vax-
ter. Enzym som astadkommer grenade starkelsekedjor (starch-branching enzym,
SBE) finns i flera varianter. Att &rtor blir skrynkliga beror pa att det enzym som
normalt bildar grenade starkelsekedjor ar defekt. Det finns en omfattande forsk-
ning om hur bildning av starkelse gar till i véxter eftersom det ar sd viktigt att
exempelvis sddesslagen och andra frén som vi ater har den bdsta starkelsesam-
manséttningen. Man har ocks3 tillverkat genmodifierad potatis med ett forandrat
starkelseinnehall som inte ar avsedd att &ta utan ska anvéndas som industripo-
tatis.

Hos skrynkliga artor reduceras enzymaktiviteten for bildning av grenade star-
kelsekedjor med 90%, och detta i sin tur leder till att synteshastigheten av star-
kelse minskar med ca 50%. Dessutom okar andelen amylos i stérkelsen fran
30% till 70%. Detta paverkar bdde starkelsekornens form och antal. Biokemiska
undersdkningar och mikroskopstudier visar varfoér artor blir slata eller skrynkliga.
Starkelse &r latt att pavisa med jod som indikator d& starkelsekornen kommer att
synas som bldsvarta korn i mikroskop.
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