Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

Anteckningar till PPT 4

vVaxtforadling och djuravel

1-2

Undervisningsmaterialet har tagits fram av Genteknikndmndens kansli och
Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024). Genteknikndmnden ar
en myndighet som ska sprida kunskap om genteknik samt 6verse en etisk an-
vandning av genteknik. Mer information finns pa www.genteknik.se.

Detta ar del 4 i forelasningsserien CRISPR/Cas9 och den gentekniska revolutio-
nen.
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Liarandemal PPT 4:

« Ge exempel pa olika foradlingsegenskaper/avelsmal utifran ett hallbarhetsper-
spektiv.

+ Forstéa skillnader och likheter mellan olika typer av vaxtforadling.
» Forklara hur Agrobacterium anvands i vaxtforadling.

» Forklara innebdrden i begreppen transgenes, cisgenes, riktad mutagenes res-
pektive genomredigering.

» Redogora for fordelar och nackdelar eller utmaningar i anvandning av CRISPR/
Cas i vaxtforadling.

+ Ge nagot aktuellt exempel fran vaxtféradlingen eller djuraveln dar man anvant
sig av CRISPR/Cas fér att uppné dnskade foradlingmal/avelsmal.

« Forsté syftet med lagstiftningen inom omrédet, hur nuvarande lagar/EU-
direktiv ser ut samt vilka undantag som finns och vad de nya férslagen
innebar dar NGT1 och NGT2 behéver vara bekanta begrepp.

Innehallet kan kopplas till:

Amnesplanen i biologi fér grundskolan

» Kunskaper om biologins begrepp och forklaringsmodeller fér att beskriva och
forklara samband i naturen och manniskokroppen.

+ Fdrmaga att anvanda biologi fér att granska information, kommunicera och ta
stillning i fragor som rér miljé och hilsa.

Centrala innehallet i biologi fér ak 7-9

+ Livets uppkomst, utveckling och méngfald samt evolutionens mekanismer.
Arvsmassans egenskaper och férhallandet mellan arv och miljo.

’\‘,\‘ Undervisningsmaterialet har tagits fram av
J v Genteknikndmndens kansli och Nationellt
Gentekniknamnden resurscentrum for biologiundervising (2024). Allt UPPSALA

The Swedish Gene Technology Advisory Board material finns samlat pd www.bioresurs.uu.se. UNIVERSITET 1



Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

Amnesplanen i biologi fér gymnasiet

» Kunskaper om biologins begrepp, modeller, teorier och arbetsmetoder samt
forstaelse av hur dessa utvecklas.

* Kunskaper om biologins betydelse fér individ och samhélle.

Centrala innehallet i biologi 1

» Eukaryota och prokaryota cellers egenskaper och funktion.

» Arvsmassans uppbyggnad samt arftlighetens lagar och mekanismer. Celldel-
ning, dna-replikation och mutationer.

* Genernas uttryck. Proteinsyntes, monogena och polygena egenskaper, arv och
miljo.

+ Genetikens anviandningsomraden. Majligheter, risker och etiska fragor.

Centrala innehéllet i biologi 2

+ Cell- och molekylarbiologins anvandningsomraden. Majligheter, risker och
etiska fragor.
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Nagra viktiga begrepp att kdnna till:

» Vi sager genomredigering och inte genredigering. Det ar samma sak, men det
ar mer korrekt att sdga genomredigering eftersom det inte alltid ar gener som
andras.

* Gensaxar ar de verktyg som anvands for genomredigering

* Ibland skriver vi CRISPR/Cas och 9:an “saknas”, det beror pé att fler Cas-en-
zym kan anvandas

* CRISPR/Cas9 ar den absolut vanligast gensaxen och den vi kommer att foku-
sera pa.
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+ Pa bilden ses nagra exempel pa resultat frdn anvandningen av CRISPR/Cas9 i
féradling och avel. Se ocksa senare i presentationen och pa Gentekniknamn-
dens webbplats.
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* Nastan allt vi ater ar resultat av urval, foradling eller avel. De processerna ut-
nyttjar den genetiska variationen vilken ligger till grund for variationen i egen-
skaper, och nér vi viljer eller aktivt féradlar eller avlar pa en viss egenskap
leder det till att en viss genetisk uppsattning favoriseras. Over tid sker en ge-
netiskt férandring/modifiering hos grodan eller djuret.

+ | gamla mélningar, sarskilt stilleben, kan vi fa en 6gonblicksbild av hur frukt
och gronsaker sag ut vid tiden fér malningens tillkomst. P& bilden ser vi ett

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 2
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par vattenmeloner, som kommit lang vag frdn den ursprungliga lilla harda och
bittra frukten om ca 5 cm i diameter som véxte i sédra Afrika, men som anda
ar ganska langt fran dagens vattenmelon.

=

Lat eleverna diskutera fragorna:
* Varfor kan foradling och avel vara séarskilt viktigt idag?

* Vilka nya egenskaper tror du framtidens grédor och lantbrukets djur behéver?

« Lat eleverna diskutera en stund innan de féljande fyra bilderna visas, dar for-
slag pa svar finns.
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1) Jordbruket maste anpassas till klimatférindringarna

« Den globala uppvarmningen och klimatférandringarna (se IPCC-rapporter:
https:/www.ipcc.ch/reports/) leder till ldngre och allvarligare perioder av torka
och vattenbrist. | stora delar av varlden vantas mindre mangd regn, vilket ofta
leder till lagre jordfuktighet. Det i sin tur paverkar kraftigt jordbrukets produk-
tivitet. Vattenbrist orsakar dalig tillvaxt och lagre skérd.

* | andra delar av varlden vantas i stéllet 6kad nederbdrd. Vattenmattad mark
leder till syrebrist och vaxter dér under sddana férhallanden. Det &r ocksa
stor risk fér dversvamningar i havsnira och agt liggande omraden, vilket
inte sillan paverkar bérdiga deltaomraden. Har riskerar salt havsvatten
dversvimma akermark, vilket leder till férsaltning av jorden. Fa véxter tal salt
- de flesta paverkas mycket negativt och kan inte utvecklas normalt eller dér.
Sammantaget betyder det att mycket mark inte lAngre kommer att vara bérdig
och odlingsbar inom en snar framtid.

« Ett férandrat klimat med hégre temperatur gynnar ocksa olika sjukdomsalst-
rande organismer, samtidigt som vaxter och djur blir mer mottagliga om de
redan ar stressade av hdg temperatur och andra abiotiska faktorer. Risken
Okar for att nya sjukdomar uppkommer och blir pandemiska.
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2) Jordbruket maste féda fler ménniskor

+ Antalet manniskor pa jorden véantas 6ka kraftigt (https://ourworldindata.org/
population-growth). Enligt FN:s prognos férvantas vi éka fran dagens 8 mil-
jarder manniskor till 9-10 miljarder &r 2050. Den allra stérsta dkningen véantas
i Afrika. Redan idag gar 1 miljard manniskor hungriga och drabbas av narings-
brist. Barn vaxer inte som de ska, och det &r risk for 6kad barnadédlighet. For
att matta alla manniskor kravs en 6kning i matproduktion om 70 procent till
2050.

« Fran 1950 och fram till idag har jordbrukets produktivitet 6kat flera gdnger om.
Detta 4r mycket tack vare vaxtféradling, men ocksa utvecklingen av mineral-
godsel, bekdmpningsmedel och konstbevattning.

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 3
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3) Jordbruket maste minska sin miljépaverkan

« Produktiviteten i jordbruket méaste alltsa fortsitta att 6ka, samtidigt som dess
fotavtryck méste minska.

 Idag star matproduktionen fér en fjardedel av vaxthusgasutsldppen men jord-
bruket orsakar ocksé andra problem, som minskad biodiversitet, utarmning av
jorden, 6vergddning av vattendrag och miljé- och hilsoproblem fran anvand-
ningen av bekdmpningsmedel.

» https://ourworldindata.org/environmental-impacts-of-food

* https:/www.science.org/doi/10.1126/science.aaq0216
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4) Vilka nya egenskaper behover framtidens grédor och lantbrukets djur?

« Vad kan man da dnska fran féradling och avel? Exempel ndamns pa sidan, men
det finns férstds méanga andra ocksa.

« Inom avel och féradling maste man jobba langsiktigt, eftersom processerna
tar lang tid. Vi méste alltsd bestdmma nu vad vi ska odla om 10-20 ar.
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« Méanniskan har férandrat vaxter och djur under tusentals ar, genom domes-
ticering. Nar manniskan blev bofast och bdérjade bruka marken féor omkring
10 000 ar sedan samlade man och valde ut de vaxter som hade egenskaper
som passade odling. Vaxterna hade kanske fréon om inte f6ll av s latt eller
storre och matigare fron. Efter hand bérjade de vaxter manniskan odlade skil-
ja sig fran de vilda. Urval gav oss olika varianter av grédor och lantbrukets djur.

+ Viaxterna och djuren blev domesticerade - de hade 6vergétt fran en vild till en
av manniskan paverkad form. Detta 4r en slags evolutionsprocess som &r dri-
ven av manniskans urval.

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/vaxter/vaxtforadling/
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« Karta dver nagra exempel av olika vaxter och var och nir de domesticerades.

» Evolution, consequences and future of plant and animal domestication https://
www.nature.com/articles/nature01019

e [PDF] Evolution, consequences and future of plant and animal domestication |
Semantic Scholar: https:/www.semanticscholar.org/paper/The-Evolution-of-
Animal-Domestication-Larson-Fuller/9986de734f51ca0236b2be25b1d3796ed4
0614a7
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« The Domestication Makeup: Evolution, Survival, and Challenges: www.frontier-
sin.org/articles/10.3389/fev0.2020.00103/full

 Agricultural production statistics 2000-2022 (fao.org): https:/www.fao.org/3/
cc9205en/cc9205en.pdf
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« Karta dver nagra exempel pa var och nar olika djur domesticerades.

e The Domestication Makeup: Evolution, Survival, and Challenges: www.frontier-
sin.org/articles/10.3389/fev0.2020.00103/full
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+ Majs domesticerades i Mexiko fran den vilda majs-sliaktingen teosint (Zea
mays mexicana).

+ Manga olika egenskaper skiljer idag majs och teosint (se bild). | och med ut-
vecklingen av modern genetik och molekylarbiologi kan man numera ta reda
pé vilken eller vilka genetiska skillnader som ligger bakom olika egenskaper.

* Man har till exempel identifierat den gen som utsattes for selektion och som
leder till att majs inte &ar sa férgrenad som teosint (genen kallas Teosinte
branched 1, Tb1). Tb1 férhindrar aktivering av sidoskott, och majsen har ett
oOkat genuttryck av Th7 jamfért med teosint. Mer Tb1 leder till farre sidogrenar,
och majskolvarna utvecklas nira stammen pa en modern majs, som darfor
kan odlas relativt tatt.
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« Vitkal, kalrabbi, brysselkal, broccoli och blomkal kommer alla fran vildkalen
(Brassica oleraceaq).

| till exempel blomkal har en mutation i en gen som styr utvecklingen av
blommor selekterats fér. Blomkalens blommor och ocksé sjilva blomstall-
ningens utveckling avstannar i tidigt stadium. Blomkélen domesticerades rela-
tivt nyligen och introducerades till Europa i slutet av 1400-talet.

e Flower Development: Origin of the cauliflower: https:/www.sciencedirect.com/
science/article/pii/S0960982295000728
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» Genetisk variation, och ddarmed en stor uppséattning av olika egenskaper, ar
viktigt for fortsatt foradlings- och avelsarbete. Det ar darfor viktigt att bevara
en stor diversitet, inte bara av olika arter, utan ocksa av olika varianter av olika
arter. Detta gors i frobanker.

» Det finns lokala frobanker, men flera har forstorts i konflikter eller av natur-
katastrofer. Det globala frovalvet p& Svalbard (ocksa kallat Domedagsvalvet)

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 5
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har ambitionen att pa ett sidkert sitt bevara vaxtarter och varianter fran hela
véarlden.

* https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/genetisk-variation/
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* Vetenskapen vaxtforadling kan sagas ha inletts med avsiktliga korsningar un-
der 1700-talet. Ar 1865 beskrev Mendel arftlighetens lagar, och under 1900-ta-
let har vaxtféradlingens olika tekniker och metoder utvecklats mycket.

» Vaxtforadling ar en vetenskap for att ta fram nya vaxtsorter. | listan nedan be-
skrivs viktiga upptackter:

1700-talet: Avsiktlig korsningsféradling av vaxter pabdrjas

1865: Mendel beskriver principerna for arftlighet

- 1908: Foérdelen med hybridkorsningar upptacks

- 1922: Vavnadskultur utvecklas, som gor att en vaxt kan klonas
- 1928: Forsta mutationsforadlingen i vaxter

- 1937: Colchicin fér kromosomférdubbling

- 1940-talet: Borjan av den Gréna Revolutionen

- 1953: DNA-strukturen beskrivs

- 1972: Protoplaster, vaxtceller utan cellviagg, kan slas ihop

- 1983: Agrobacterium-medierad genetisk modifiering

- 1994: Férsta genetiskt modifierade viaxten pa marknaden

- 2000: Forsta vaxtgenomet sekvenseras, Arabidopsis thaliana, backtrav
- 2013: CRISPR/Cas9 anvands i vaxter

Exemplen pa bilden tas upp mer i detalj pa féljande sidor:
« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-

gmo/vaxter/vaxtforadling/

* Se adven PPT 2.

« Genetic Variation and Unintended Risk in the Context of Old and New Breeding
Techniques: https:/www.tandfonline.com/doi/full/101080/07352689.2021.18838
26
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* | korsningsforadling korsas en individ med en annan for att fora 6ver anlag for
en eller flera 6nskade egenskaper. Till exempel kan en redan foradlad elitva-
riant, med ménga goda egenskaper vara kdnslig mot en specifik sjukdom eller
ge lite samre tillvixt. Om man kan identifiera en annan variant som &r sjuk-
domsresistens/vaxer snabbare kan anlaget féras éver via korsning. Detta géller
bade vixter och djur.

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 6
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« Korsning innebar dock att alla anlag fran de tva individerna blandas (illustrerat
med bild av en kromosom, dar olika anlag visas langs kromosomen - elitva-
rianten har bla anlag, och donatorn har gula, eller réda). For att inte tappa
goda anlag maste darfér avkomman korsas tillbaka till elitvarianten. Avkom-
man fran den korsningen maste sedan ater korsas till elitvarianten, och detta
méste upprepas under ett antal generationer. | det arbetet méste man férstas
hélla koll pa alla goda egenskaper man énskar behalla i elitvarianten, och
dessutom férstas ocksa sjukdomsresistensen. Ofta anvands genetiska selek-
tionstekniker.

+ Korsningsféradling 4r mycket viktig metod, men den tar lang tid. Den kraver
ocksa genetisk variation inom arten, s& det gar att finna till exempel sjuk-
domsresistens. | korsningsarbetet riskerar ocksa goda egenskaper férloras i
elitvarianten och man riskerar ocksa att fa in icke dnskade egenskaper fran
den individ man korsar med. Sarskilt besvarligt ar att korsningsforadla arter
som vanligen forékas vegetativt, som potatis eller banan. Extra besvarligt blir
det ocksd om grédan ar polyploid, alltsd har fler &n tvd genomuppsittningar.
Potatis ar tetraploid och banan triploid, och har alltsa fler komplikationer.
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+ Istéllet for att korsa med en donator (korsningsféradling) kan man anvanda
elitvarianten och férséka mutera den.

« Den genetisk variationen i ett foradlingsmaterial kan mangfaldigas om det ut-
satts for stralning eller kemikalier som kan orsaka férandringar i DNA. Detta &r
illustrerat med en bild av en kromosom, diar mutationer visas som sma réda
pilar. Den icke-mutageniserade kromosomen &r bla, den mutageniserade lila.
Man kan sdka efter 6nskad egenskap i det vaxtmaterial som mutageniseras.

« Under 1920-talet upptéckte forskare att stralning dkar variationen i féradlings-
materialet. P& 1940-talet bérjade d&ven mutagena d&mnen att anvindas fér att
dka den genetiska variationen. Mutationsféradling, dar stralning eller muta-
gena dmnen anvands, var sarskilt populédrt under 1950- och 1960-talet, inte
minst i Sverige.

* De har mutagenesmetoderna ar dock som ett skott i morkret. De leder till
slumpmassiga mutationer dver hela vaxtens genom och tidigare var man
tvungen att vanta till dess plantorna vaxt upp for att avgora vilka vaxtmutan-
ter som bar pé intressanta egenskaper. Under 1980-talet bérjade intresset for
mutationsféradling att avta, men vid millenniumskiftet introducerades en ny
metod, TILLING, och i och med det dkade intresset igen. TILLING-metoden
innebér att man med hjialp av DNA-analyser pa ett tidigt stadium kan vélja ut
intressanta mutanter. Ddrmed snabbades processen upp avsevart.

« Idag ar det oftast det mutagena amnet etylmetansulfonat (EMS) som anvands,
kombinerat med TILLING. Tekniken ar dock 4ndé tidskravande, eftersom éater-
korsning kravs for att minska mangden o6nskade mutationer i genomet.

« Viaxter som muterats med stralning eller mutagena d&mnen leder enligt EU:s
GMO-lagstiftning till en genetiskt modifierad organism (GMO), men undantas
reglering. De behandlas alltsa inte p& ndgot annat sitt 4n resultat efter en
korsning mellan till exempel tva vetesorter.
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| dag 4r méanga grodor, frukt och gronsaker féradlade med mutationsféradling,
i nagot steg av processen. Databasen "Mutant Variety Database” https:/nu-
cleus.iaea.org/sites/mvd/SitePages/Home.aspx som drivs av IAEA och FAO re-
gistrerar mutageniserat viaxtmaterial pa frivillig basis. Har kan man fa statistik
och exempel pd mutageniserade grodor. Grafen ar darifran.

* Trots att mutationsféradlade vaxter ger en genetiskt modifierad organism
(GMO) &r dessa tilldtna inom ekologisk odling, som annars férbjuder GMO. Det
beror pa att mutationsféridlade vaxter har en lang historia och valdigt manga
av de sorter som odlas idag ar i ndgot steg foradlade med den tekniken.
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* Korsnings- och mutationsféradling gav en stor produktionsdkning under den
Gréna Revolutionen pa 1950- och 60-talet

» Den aktiva och systematiska vaxtforadlingen som tog fart under 1940-talet gav
hégavkastande sorter, alltsa sddana som gav mycket mer mat an tidigare sor-
ter. Till exempel féradlades kortstraigt vete och kortstraigt ris fram under den
har tiden. Kort stré gor att graset inte lagger sig vid regn och blast. Det gor
ocksé att mindre energi behdver laggas p& stam och blad och mer kan laggas
pé axet.

» Utvecklingen av mineralgddsel, viaxtskyddsmedel (bekdmpningsmedel) och
konstbevattning var ocksa bidragande faktorer. Den har ékningen i produktivi-
tet inom jordbruket var sé stor att den har kommit att bendmnas Den Groéna
Revolutionen.

» Foradlaren Norman Borlaug var en drivande person i utvecklingen av nya sor-
ter, sarskilt for anvandning i utvecklingslander. Han fick Nobels fredspris 1970
for att ha 6kat varldens matproduktion.

» https:/www.nobelprize.org/prizes/peace/1970/borlaug/biographical/

23

» Jordbakterien Agrobacterium tumefaciens borjade anviandas for att flytta in
gener i vixter pa 1980-talet. | naturen orsakar Agrobacterium krongallsjuka, en
sjukdom som yttrar sig som tumdrartade utviaxter pa den infekterade véxten.

* Det bakterien gor ar att féra in sina gener for tillvaxthormon och for amnen
som kallas for opiner i vixtens genom. Generna for tillvixthormon gor att cel-
lerna som bakterierna modifierat delar sig okontrollerat och de opiner som
produceras ger bakterierna naring.

* Agrobacterium anvands for att genetiskt modifiera vaxter. De gener bakterier-
na for in i vixtens genom byts d& ut mot gener av intresse.

+ DNA-sekvenser fran vilken organism som helst anviandas. En véxt kan till ex-
empel modifieras med en bakteriegen, men en potatis som modifieras med
en potatisgen dr ocksd en GMO. Anledningen till att det ar méjligt ar att alla
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levande varelser dr uppbyggda pd samma satt. DNA:t i en manniska, en bakte-
rie och en tussilago innehaller samma typ av byggstenar, nukleotider.

* En skillnad mellan korsningsféradling och genetisk modifiering ar att med den
senare tekniken kan enstaka egenskaper éverféras frdn en vixt till en annan.
En DNA-sekvens, till exempel en gen, isoleras och inga andra gener foljer med
nar DNA-sekvensen fors in i en grodas genom. Vid korsningsféradling blandas
DNA:t frdn de tva plantor som korsats och dven odnskade gener dyker upp i
avkomman.

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/gentekniskt-modifiering-av-vaxter/

24

e Agrobacterium infekterar en hel del olika vaxterarter, till exempel forskarnas
favoritmodellvaxt, backtrav, Arabidopsis thaliana. For att backtrav ska infekte-
ras och diarmed bilda genmodifierade fron racker det att doppa vixtens knop-
par i en bakteriesoppa nar den precis ska borja blomma. (1)

* De flesta andra arter ar betydligt mindre mottagliga och enhjartbladiga vax-
ter, som ris, majs och vete, ar relativt motstandskraftiga mot Agrobacterium-
infektion. Fér att kunna infektera mer motstandskraftiga vaxter, eller for att
infektera vaxtceller utan att vixten behdver g& i blom och bilda frén, s& kan
man anvinda cell-och viavnadsodling. Da later man Agrobacterium infektera
celler av bladbitar eller tunna stammar. De sterila vaxtbitarna samodlas med
bakterier och odlas i burkar med naringsmedium. (2)

+ Vissa vaxter infekteras inte s latt med den héar bakterien. D& kan en genka-
non som skjuter nanopartikar av guld, tdckta av det DNA man vill féra in i cel-
len, anvandas. Val inne i cellerna kan DNAt sedan integrera i vaxtens genom.
Det ar ocksa ett sitt att féra in stérre DNA-bitar med flera gener, 4n vad Agro-
bacterium klarar av. (3)

* Nar vaxten transformerats, av bakterier eller genkanon, tillsdtter man olika
tillvixthormon for att férst fa vaxtcellerna att béra dela sig och ge upphov till
en kallus, och sedan for att inducera rétter och sedan skott.

« Transgen - blir organismen nar genen som introduceras kommer fran en an-
nan art som inte kan korsas med den art i vilken man introducerar genen.
(Vaxter kan ibland korsas 6ver artgriansen, i djur ingar i definitionen av en art
att den inte kan korsa sig med en annan art.).

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/gentekniskt-modifiering-av-vaxter/

25

« Genetiskt modifierade organismer med en gen fran en icke-korsningsbar art
kallas for transgena.

« Odling av transgena vaxter i varlden 2019. Statistik fran ISAAA (https:/www.
isaaa.org/gmapprovaldatabase/). | denna databas kan man séka efter godkan-
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da GMO och hir hittar man ocksd manga nyheter om dmnet.
Tobak och petunia var forst att genetiskt modifieras, 1983.

1994 kom den férsta transgena vaxten pa marknaden, en tomat med férlangd
hallbarhet.

Mer om Bt-teknik p& nista sida.

26

Bt-teknik ger insektsresistenta grodor
- Introduktion av genen Cry fran jordbakterien Bacillus thuringiensis.

- CRY-proteinet orsakar porer i tarmen och dddar fjarilslarver som ater pa
vaxten.

- Bt-teknologi anvands till exempel i olika GMO-majs eller GMO-sojabdna.
Grodorna ar sikra att dta for manniskor och fér djur som far majsen eller
sojabénan som foder.

- Att spraya med Bacillus thuringiensis ar tillatet i ekologisk odling.
Bt-Brinjal - insektsresistent aubergin
- Godkand for kommersiell anvdandning i Bangladesh 2014.

- 2019: 39 % mindre mangd pesticider och 43 % lagre risk for forgiftning.
Stérre avkastning.

- 2020: > 31 000 boénder odlar Bt-Brinjal i Bangladesh.
- 2022: Filippinerna har godkant kommersiell odling av Bt brinjal.

Genteknikndmnden: https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmo-
difierade-organismer-gmo/vaxter/genmodifierade-grodor/insektsresistenta-

grodor/

Bt Eggplant Resource - ISAAA.org: https:/www.isaaa.org/resources/btegg-
plant/default.asp

Det gyllene riset

- Utvecklades som bistdndsprojekt redan under 1990-talet

- Ris som kan producera beta-karoten, som i kroppen omvandlas till Vitamin
A. Vitamin A-brist leder till blindhet och sjukdomskéanslighet, och hos barn
paverkar det utveckling och brist kan leda till déden.

- Godkéandes for odling i Filipinerna 2022.
https://goldenrice.org/

Torktaligt vete
- Det forsta genetiskt modifierade vetet godkandes 2020 i Argentina.
- Det &r har fatt en gen fran solros som gor det tolerant mot torka.

- Vetet kan producera upp till 20 % mer &n konventionellt vete under torra
och varma férhallanden.
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https:/www.esmmagazine.com/su
wheat-as-war-drought-hit-global-crops-207942

27

Med CRISPR/Cas9-teknik kan befintligt DNA andras i cellen. Man behdver
alltsd inte féra in nytt DNA, till exempel en ny gen som har beskrivits i tidigare
exempel

Det gar dock att anvanda CRISPR/Cas9 till att féra in nytt DNA, men det &r
inte det vanligaste anviandningsomradet.

Det hittills vanligaste och enklaste férfarandet ar att stdnga av en gen. Nar
Cas9 klipper av en DNA-sekvens sé induceras en mutation, en eller ett fatal
baspar férsvinner eller tillkommer. Det leder till att lAsramen dndras och ett
stoppkodon kommer att dyka upp i sekvensen vilket i sin tur leder till att det
fullstdndiga proteinet inte tillverkas. | praktiken blir det som att genen har
stangts av. En riktad mutation har uppstatt.

Det gar ocksa att 4ndra en specifik mutation och pé sa sitt *korrigera” en mu-
tation genom att féra in en mall till lagningen. Men CRISPR/Cas?9 ar lite klum-
pigt eftersom utfallet av mutationen inte ar helt latt att styra (se PPT 3 om
homologistyrd reparation). Den tekniken ar fortfarande i sin linda.

En mall kan ocksé vara en langre DNA-sekvens dn den ursprungliga, det ar
alltsd mojligt att dven fora in nytt DNA, t.ex. en gen, med CRISPR/Cas9, men
det &r inte det enklaste och inte det vanligaste anviandningsomradet.

Tekniken utvecklades och publicerades av Jennifer Doudnas och Emmanuelle
Charpentiers forskargrupper, 2012 i Science. Redan 2013 anvandes tekniker i
vaxter och 2020 fick de Nobelpriset i kemi for sin upptackt.

Se PPT3 for utforligare beskrivning av tekniken och var dess ursprung som
forsvarsmekanism mot virus hos bakterier.

https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/genomredigering/

28

Med gensaxen CRISPR/Cas9 kan en mutation riktas mot en specifik gen, till
exempel en gen som gor vaxten kanslig och mottaglig fér en specifik sjuk-
domsorsakande organism.

Har startar man med elitvarianten och anvdnder vavnadsodling — man tar elit-
variantens celler och odlar upp i naringsmedier till det man kallar for kallus/
calli.

Till dessa celler tillsatter man CRISPR-systemet. Antingen med genkanon
(guldpartiklar skjuts mot cellerna) eller med hjalp av Agrobacterium som leve-
rerar in CRISPR/Cas9 in i vixtcellerna. (Mer om det pé bild 31)

Val dar inne i vaxtcellerna kan redigeringen ske. Med hjalp av guide-RNA klip-
per Cas9 i den gen man vill redigera.
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Ett reparationssystem satter ihop dubbelstrangsbrottet och i och med det blir
det oftast en mutation som goér att genen tappar sin funktion.

Pa en generation kan vi fa en ”elitvariant 2.0” pa detta sitt.

Tekniken forutsatter en mycket god kunskap om de mekanismer som reglerar
en viss egenskap, sé att en eller flera mutationer kan riktas till ratt stillen i
genomet.

Den blé "kedjan” nedanfér bilden av viaxten representerar en kromosom, och
den roda pilen en redigering med CRISPR/Cas?9.

29

Det andra séattet att anvdnda gensaxen ar att introducera en ny gen i dubbel-
strangsbrottet. Det kraver att man introducerar en mall och pa sa vis kan man
gora en riktad insattning av ny sekvens i genomet.

Har startar man ocksa med elitvarianten och anvander vavnadsodling — man
tar elitvariantens celler och odlar upp i naringsmedier till det man kallar for
kallus/calli.

Till dessa celler tillsatter man ocks& CRISPR-systemet. Antingen med genka-
non (guldpartiklar skjuts mot cellerna) eller med hjalp av Agrobacterium som
levererar in CRISPR in i vixtcellerna. (Mer om det pa bild 31)

Val dar inne i vaxtcellerna kan redigeringen ske. Med hjalp av guide-RNA klip-
per Cas9 i den gen man vill redigera.

Skillnaden har mot det forra exemplet ar att det forutom ett reparationssys-
tem som sétter ihop dubbelstrangsbrottet finns det en mall som gor att det
klistras in en bit DNA av 6nskad langd/sekvens. Den sekvens man vill féra in
flankeras av sekvens som dr homolog med sekvensen runt dubbelstrangbrot-
tet

Om denna DNA-sekvens som klistras in kommer frdn samma art/korsnings-
bar art som elitvarianten kallas detta fér cis-genes, om det &r fr&n en annan,
icke-korsningsbar, art for trans-genes.

Det har 4r utmanande och det finns inte manga exempel pa dir detta gjorts
annu. Resultatet kan liknas vid resultatet av en korsning om man introducerar
en gen fran en korsningsbar art.

30

Varfor ar det relevant att anvdnda en teknik som CRISPR/Cas9 inom foradling
och avel? Lat eleverna fundera pé fér-och nackdelar.

Nagra férdelar:

- Tekniken &r ofta snabbare &n andra konventionella tekniker, och ger ofta
snabbare resultat &n andra konventionella tekniker.

- Med CRISPR/Cas9 kan mutationer gbras i en gen som man vet har effekt pa
en egenskap. Den allelen maste inte finnas naturligt i populationen (som
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den ju maste vid korsningsféradling), eller uppkomma via mutationsférad-
ling.

- Flera olika mutationer kan dstadkommas utan att krdva korsning. Man kan
alltsa tillféra/andra fler olika egenskaper samtidigt.

* Vilka ar utmaningarna?

- For att kunna rikta en mutation mot en viss gen, for att andra en viss egen-
skap, maste man ha mycket god kdnnedom om mekanismerna som reglerar
den egenskapen.

- Tekniken kraver att CRISPR/Cas9 fors in i cellerna — det kan vara svart, och
hos vaxter kréavs oftast ett steg av vavnadskultur.

- Det kan vara svart att veta om alla celler i en organism eller vidvnad har re-
digerats.

- Det finns risk for icke-6nskade mutationer. Den risken ar dock lagre &n med
slumpvis mutagenes.

31

e Agrobacterium tumefaciens kan precis som tidigare exempel anvandas for att
leverera CRISPR/Cas9 till viaxten. Bakterien kan féra dver gener for bade Cas9
och guideRNA:t. De integreras i vaxtens genom, uttrycks och goér den dnskade
genomredigeringen. Vaxten blir dirmed transgen i ett mellansteg.

» Viaxten blir transgen nér generna for Cas9 och guideRNA integreras. For att
undvika att slutprodukten blir transgen maste de korsas bort.

» Att skjuta in verktygen direkt ar ett satt att undvika ett transgent mellansteg
och att behdva korsa viaxten. D& att levereras proteinet Cas9 och guideRNAt
direkt i vaxtcellen. Det gors ofta genom att sma guldpartiklar, nanopartiklar,
tacks med proteinet och RNAt och déarefter skjuts in i cellerna. D& kan Cas9/
guideRNAt direkt verka i cellerna.

« Eftersom vare sig Cas9 eller guideRNAt kan aterbildas i cellerna och de har en
begrinsad stabilitet kommer de efter hand brytas ner och ocksa spédas ut vid
celldelning. Cas9 och guideRNAt bryts ner efter hand i vaxtcellerna. CRISPR/
Cas9 klipper men ingen ny gen har integrerats i vixtens genom.

« Summerar vi de olika teknikerna foér vaxtféradling pa hur vi kan f& fram en ny
elitvariant ser vi att det finns tva begrepp inlagda hir:

» ”"Konventionella tekniker” — det dr de som férekommit langst tid — korsnings-
foradling och mutationsforadling.

¢ ”Nya genomiska tekniker” — forkortas NGT — ar dessa med genomredigering
och cis/trans-genes.

+ Genteknik med CRISPR/Cas9 kan alltsd anvidndas pa lite olika sitt.

« Oavsett vilken teknik man anvinder s& behéver man gora testodlingar, s& kall-
lade faltforsok for att kontrollera att grédan fungerar i den miljé man tankt
odla.

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 13



Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

« QOavsett vilken teknik man anvander sa finns olika risker man behdver ta stall-
ning till:

Har den nya egenskapen paverkat ndgon annan egenskap &n den vi avsett
och eventuellt orsakat samre naringsvarde? (s kallad “off-target”-proble-
matik)

Kan den nya egenskapen spridas till vilda slédktingar och eventuellt orsaka
ekologiska problem?

¢ Se garna rollspelet Risonia som lyfter denna problematik.

32

» Databasen EU-SAGE (https:/www.eu-sage.eu/genome-search) samlar veten-
skapliga artiklar dar genomredigering anvints péa olika vaxtarter. Har kan man
sOka efter studier som fokuserar pé olika egenskaper, man kan sdka efter spe-
cifika arter, och man kan se vilka ldnder som bidrar med manga studier. Man
kan ocksé se vilken teknik som anvints — majoriteten ar CRISPR/Cas - och
vilken typ av genomredigering som gjorts.

» Cirkeldiagrammet ar gjort i september 2023, och reflekterar de 790 studier
som fanns i databasen vid den tidpunkten.

* Forkortningar som anvands i databasen:

En SDN1-redigering (site directed nuclease 1) ar en andring dar inget DNA-
templat tillforts utan dar cellen sjilv generat mutationen — dessa ar i tydlig
majoritet bland studierna.

SDN2 &r sddana dar ett templat forts in for att styra mutationens utseende,
men utan att en hel gen eller annat storre fragment forts in.

SDN3 innebar att ett stdrre fragment forts in, till exempel en ny gen (kan
leda till cis-eller trangenes).

33

+ P& kommande bilder beskrivs nagra exempel pd CRISPR/Cas9 inom viaxtférad-
ling och djuravel:
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34

Potatis drabbas i huvudsak av en allvarlig sjukdom: bladmdgel. Den orsakas av
oomyceten (algsvampen) Phytophtora infestans.

Phytophtora infekterar potatis, och initialt gar infektionen under radarn, dnda
tills den triggar vaxtens totala forsvar och hela plantan kan bli sjuk och for-
stérs pa mycket kort tid.

Bladmogel orsakade det stora skérdebortfallet i Irland, men ocksa andra lan-
der, p& 1840-talet. Det ledde till att uppskattningsvis en miljon irldndare dog
av svilt och att lika manga emigrerade till Amerika.

Aven idag orsakar bladmégel stora skérdebortfall i stora delar av varlden. Dar-
for besprutas potatis med svampmedel i preventivt syfte flera ganger under
sdsongen. Det ar inte ovanligt att svenska potatisfalt besprutas upp emot 10
ganger pa en sisong.

Besprutning med fungicider ar inte tilldtet inom ekologisk odling.

Mycket vore vunnet, bdde miljémassigt och ekonomiskt, om en potatis som &r
motstandskraftig mot potatisbladmégel kunde tas fram.

Vaxtskyddsrédet har tagit fram en rapport dar man kan ldsa mer om potatis

och vaxtskyddsmedel, och hur nya genomiska tekniker som CRISPR kan an-

vandas for att na ett sddant mal, och vilken betydelse det kan fa fér majlig-

heten att minska anvandningen av bekdmpningsmedel vid potatisodling (men
ocksé odling av vete).

Mojliga tillampningar av nya genomiska tekniker inom integrerat vaxtskydd
(slu.se), https://publications.slu.se/?file=publ/show&id=122346

Kanslighetsgener och resistensgener (fordjupning)

Vissa gener, kdnslighetsgener (sensitivity genes, S-gener) kravs for vaxt-pato-
gen interaktion och for vaxtens forsvarsreaktion.

Det finns tva strategier fér att ge resistens, att sl& ut S-faktorer eller tillféra
R-faktorer (se vidare p& kommande bild):

En patogen kdnner igen en vaxt genom olika S-faktorer. Den har typen av pro-
teiner fungerar i vaxt-patogen-interaktion.

En patogen anviander ofta S-faktorer for att ta sig in i vaxten, for att trycka
undan viéxtens férsvar, fér att f& tag i naring, och sé vidare.

Susceptibility reversed: modified plant susceptibility genes for resistance to
bacteria — ScienceDirect, https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
$1360138521002053

S-faktorer ar generella och ofta evolutionirt konserverade. Om en sddan mu-
teras innebar det att vixten far ett brett spektrum av resistens mot patoge-
ner, men inte sillan kommer det med en kostnad fér vaxten i form av samre
tillvaxt eller liknande.

| en studie (lanken nedan) har tre olika potatislinjer dar olika S-gener slagits
ut med hjalp av CRISPR/Cas9 genererats. Alla tre mutationerna gav resistens
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mot bladmégel, och en av dem gav péaverkan pa tillvixt, men inte de andra
tva.

» Faltférsok bedrivs i Sverige med genomredigerad potatis.

* Mutations introduced in susceptibility genes through CRISPR/Cas9 genome edli-
ting confer increased late blight resistance in potatoes | Scientific Reports (na-
ture.com), https:/www.nature.com/articles/s41598-021-83972-w

* Den andra strategin for vaxters forsvar mot patogener involverar R-faktorer
(resistensfaktorer).

+ Till skillnad mot de mer generellt aktiva S-faktorerna ar R-faktorer specifika
receptorer som vaxten utsdndrar i sina celler, och som kdnner av specifika
proteiner fran specifika patogener.

¢ Om en vaxt har en sddan R-faktor har den i regel en stark resistens mot en
specifik patogen. En viaxt kan ha ménga hundratals gener som kodar fér olika
R-faktorer, och de ar i regel inte evolutionart konserverade.

* De flesta vanliga potatissorter saknar R-faktorer mot Phytophtora infestans,
men man kan finna R-gener hos nara slaktingar till vanlig potatis.

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/vaxter/genmodifierade-grodor/bladmogeltresistent-potatis/

35

* Resistensféradling av potatis

» Potatis fordkas i regel vegetativt, genom att man sitter potatisknélar. Det ar
mycket besvarligt att korsa potatis, &ven om det gar, och det kompliceras yt-
terligare av att potatis ar tetraploid — har fyra genomuppsattningar i stallet for
som vi manniskor som har tva.

« De fyra genomuppséttningarna ar ocksa sinsemellan ganska olika — det finns
alltsa fyra alleler f6r varje gen hos potatis. Och om man vill behalla goda
egenskaper efter en korsning ar det mycket att halla reda pa.

+ Det blir annu krangligare om man 6nskar féra 6ver en specifik egenskap fran
en slakting till vanlig potatis, som inte gar att direkt korsa med vanlig pota-
tis, men som kan korsas via en annan slakting. Vid varje korsning maste man
komma ihag att det sker omorganisationer, och rekombinationer.

« Ett betydligt enklare satt ar att isolera R-generna (se férra sidan) fran pota-
tisslaktingen och sedan séatta in dem - antingen slumpmassigt via Agrobac-
terium tumefaciens, eller pa ett specifikt stille via CRISPR/Cas9. D4 riskerar
man inte att forlora goda egenskaper i den vanliga potatisen.

e Las mer: https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-

organismer-gmo/vaxter/genmodifierade-grodor/bladmogeltresistent-potatis/

36

+ Vaxtforadlingsforetag arbetar med att fa till en majs-sort som &r mer kortvaxt
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an de elitsorter som odlas idag. Detta for att minska risken fér stora skorde-
bortfall vid storm och kraftigt regn, da majsen riskerar att brytas och lagga sig
ner.

Kortvaxta sorter av vete och ris forddlades fram under den gréona revolutionen
p& mitten av 1900-talet. Direfter har man forskat p& de mekanismer som reg-
lerar om en vaxt blir lang eller kort. Man har idag en god bild av detta och vet
att vaxthormonet gibberellin ar centralt. Det hormonet reglerar hur mycket en
vaxtcell stracker pé sig. Hos kortvéxt vete och ris har kdnsligheten fér hormo-
net minskats under féradlingen.

Eftersom man vet hur detta reglerar arbetar nu vaxtforadlingsféretag med
att paverka motsvarande gener hos majs med hjilp av CRISPR/Cas9, for att
astadkomma en kortvéaxt och stadig majsvariant.

How shrinking corn could help farmers—and the environment | Science | AAAS,
https:/www.science.org/content/article/shrinking-corn-help-farmers-environ-
ment

37

Mycket mat kasseras innan det nar konsument. Det kan darfér finnas mycket
att vinna pa att fa till en battre hallbarhet av sarskilt kdnsliga varor. Bananer ar
sédana, och stora miangder bananer som blivit bruna kasseras.

Enzymet polyfenoloxidas ar det enzym som gor att bananen blir brun efter
en skada i nédrvaro av syre. Det &r samma enzym som gor att fruktkdttet hos
applen morknar en stund efter att man tagit en tugga, eller att riven potatis
snabbt blir brungrd och trékig. Samma enzym ger ocksa upphov till de bruna
flickarna p& champinjoner som stétts lite.

Hos alla dessa frukter, grédor och svampar har férsék gjorts med att sla ut ge-
nen for det har enzymet, och hos alla ger det resultatet att de inte blir bruna,
och darmed inte behoéver slangas. | flera fall has dessa ocksa kommersialise-
rats i olika delar av varlden (inte inom EU).

Tropic’s Gene-Edited Banana Determined as Non-GMO in the Philippines- Crop
Biotech Update (April 19, 2023) | Crop Biotech Update - ISAAA.org, https:/www.
isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID=20135

https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-

gmo/vaxter/genredigerade-grodor/exempel-pa-genredigerade-grodor/

https:/www.genteknik.se/genmodifierade-applen-godkanda-i-usa/

38

Cyanidfri kassava med CRISPR/Cas9

Kassava (tapioka, maniok) ar stapelféda for >800 miljoner ménniskor, manga i
Afrika.

Den hir grédan 4r manga goda egenskaper, bland annat ar den torktalig. Men,
den innehaller giftiga cyanider som maste avlagsnas via omfattande process-
ning efter skérd. Om inte riskerar den som ater att bli forgiftad.
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Cyanidforgiftning ger kognitiva problem man riskerar ocksa sjukdomen konzo,
som ar en sjukdom dar benen paralyseras.

For att reducera nivaerna av cyanid i kassava har forskare anvant CRISPR/Cas9
for att sla ut gener som kodar fér enzym som behdvs for bildningen av cyanid.
Det hir har gjorts i vavnadskultur, dar ménga plantor sedan kan férdkas upp.
Fordelen med den har tekniken ar att den gar mycket snabbare an traditionell
foradling. Samma teknik kan anvindas pa manga olika storter parallellt. Cya-
nidnivderna kan darfér reduceras i méanga av de olika kassavasortern som od-
las lokalt och som foredras av bonderna som odlar.

Eliminating cyanide in Cassava with CRISPR - Innovative Genomics Institute
(IGl), https://innovativegenomics.org/programs/sustainable-agriculture/crispr-
genome-editing-cassava-eliminate-toxic-cyanogen/

39

Japan var forst ut med att godkdnna CRISPR/Cas9-modifierade organismer
som livsmedel.

| oktober 2021 bdrjade foretaget Regional Fish Institute Ltd. silja genomredi-
gerad fisk av arten japansk rédbraxen. Den redigerade braxen har utvecklats i
samarbete med tva japanska universitet och redigerats pa sa sitt att den pro-
ducerar 20 procent mer muskelmassa. Det forskarna gjort ar att med hjalp av
gensaxen CRISPR/Cas9 sla ut en gen (myostatin) som hdmmar muskeltillvaxt.

Nagra veckor senare godkindes ytterligare en genomredigerad fisk fran sam-
ma féretag. Fisken kallas tiger puffer pé& engelska och den har fatt en gen som
styr aptiten inaktiverad. Det gor att fisken dter mer och vaxer snabbare.

Gaba-tomat — sdnker blodtrycket och ger avslappning. Med CRISPR/Cas9 som
verktyg skapades riktade mutationer i tomatens arvsmassa. Det resulterade i
tomatfrukter med fem till sex ganger mer gammaaminosmaorsyra (GABA).
GABA ar en signalsubstans i hjarnan och tillskott av GABA sdgs kunna sanka
blodtrycket och géra en person mer avslappnad. GABA i form av kosttillskott
och GABA-berikade livsmedel ar mycket populart i Japan.

40

Djuravel har en lang historia och pa liknande sitt som via korsningsforadling i
vixter, kan man vilja de djur som far para sig, fér att kombinera ihop dnskade
egenskaper.

Viktiga verktyg i aveln ar register over exempelvis tjurar och kor, med informa-
tion 6ver egenskaper, genetik och stamtavla.

Insemination med sperma fran lamplig tjur ar vanligt i avelsarbetet.

CRISPR/Cas9 har bérjat anvdndas inom avelsarbetet i till exempel Storbritan-
nien och i USA, fér att &stadkomma mutationer pa de stillen dar man énskar
i stallet for att soka efter en viss mutationen eller egenskap i avelspopulatio-
nen och fdra dver den via parning (och da ocksa forstas fa omkombinationer
ocksé av andra gener och egenskaper).
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* CRISPR/Cas9 for att modifiera ett djurs DNA kraver flera steg:
- Forst isoleras ett embryo (punkt 2 i bilden)

- Cellerna i embryot redigeras (punkt 3 i bilden). Har ar det stor risk att inte
alla celler redigeras, utan det bestar av en blandning av redigerade och
icke-redigerade celler.

- Embryot planteras sedan in i en surrogatmoder (punkt 4 i bilden) dar det
utvecklas fram till fédseln.

» Eftersom djuret har en blandning av redigerade och icke-redigerade celler vet
man inte om egenskapen kan foras vidare till avkomman (med andra ord: om
den genredigering man gjort fors 6ver till kdnscellerna). Om egenskapen har
forts vidare kan man i nasta generation fa ett djur med énskad mutation, om
man parar tva redigerade djur.

« Ett alternativ ar att modifiera somatiska celler och klona det djuret. | det fallet
redigeras DNA:t fran en somatisk cell, och kdrnan frdn en sadan cell ersitter
sedan karnan fran ett fertiliserat 4gg. Nar detta dgg far utvecklas till en individ
blir denna en klon av det djur den somatiska cellen togs fran (i alla fall med
avseende pa kdarn-DNA:t), men med en eller flera gener redigerade. Det har
ar samma process som den med vilken faret Dolly, som var det férsta djur att
klonas, klonades ar 1996.

» https://innovativegenomics.org/crisprpedia/

41

* CRISPR/Cas9 har anvants for att ge sjukdomsresistens mot flera olika besvar-
liga sjukdomar.

* Vid Roslininstitutet i Edinburgh har forskare med hjéalp av CRISPR/Cas9 avlat
fram grisar med resistens mot varldens kostsammaste infektionssjukdom hos
gris. Det ror sig om PRRS, en virussjukdom som orsakar djuren lidande och
som klassas som en av de allvarligaste grissjukdomarna av FN:s livsmedels-
och jordbruksorganisation (FAO).

* PRRS ar en forkortning av engelskans Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome och PRRS-viruset infekterar vissa typer av grisens makrofager. Vi-
ruset tar sig in i makrofagerna med hjalp av en receptor pa makrofagens yta.
Det &r genen for den receptorn som forskarna redigerat. Roslininstitutets
samarbetspartner, det USA-baserade foretaget Genus PLC, har fortsatt avla
fram PRRS-resistenta grisar. De i sin tur har ett samarbete med Kina dar de
redigerade grisar sannolikt kommer att kommersialiseras forst.

 Forskare vid Roslininstitutet har ocksé identifierat en gen som kan ge kanslig-
het mot afrikansk svinfeber, eller svinpest som det ocksé kallas, vilket nyligen
upptécktes bland vildsvin i Sverige. | forlangningen skulle CRISPR/Cas9 kan-
ske kunna anvandas for att sl ut den genen och diarmed ge grisar med mot-
standskraft mot svinpest.

« Ett annat exempel &r hénor som modifierats fér att bli motstandskraftiga for
fagelinfluensa.
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https:/www.genteknik.se/hons-skyddas-mot-fagelinfluensa-med-crispr-cas9/

https://innovativegenomics.org/crisprpedia/crispr-in-agriculture/
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| USA har CRISPR-modifierade kor godkants.

PRLR-SLICK-boskap har en mutation i en prolactin-receptor gen (PRLR). De
har korna har fatt en mutation i den genen.

Det har leder till att det proteinet blir forkortat, och det ger en dndrad
palskvalitet som gor att djuren béttre kan tolerera tropisk varme.

Samma mutation finns ocks& som en naturlig allel i en annan koras.

CRISPR beef cattle get FDA green light, Nature Biotechnology, https:/www.na-
ture.com/articles/s41587-022-01297-z

43

Tidig konsbestdmning av dgg for att slippa ha ihjal tuppkycklingar inom aggin-
dustrin

Hos manga arter skiljer sig kénen at pa sa satt att hanar har en egen kdnsk-
romosom, Y-kromosomen. Hos faglar ar det annorlunda, dar har honorna en
egen kénskromosom, W-kromosomen.

Inom dggindustri idag sorteras tuppkycklingar, som ju inte kan lagga agg, bort,
och ddédas. For att slippa detta forsoker forskare utveckla tekniker for att kun-
na skilja pa hanliga och honliga 4gg, s den har sorteringen kan géras som &gg
i stallet for nar kycklingarna klackts.

En teknik som anvander genteknik introducerar en gen som gor att hanliga agg
lyser rott under ett specifikt ljus, och diarmed kan sorteras bort, och siljas for
att 4tas som agg. Honliga 4gg bar inte det har anlaget, och ar alltsd inte gene-
tiskt modifierade och kan utvecklas vidare till varphons.

Det &r bara hénan som varper dggen som ar genetiskt modifierad och hon for
dver anlag pa z-kromosomen till hanliga agg.

44-45

EU har en av varldens striktaste reglering av genetiskt modifierade organis-
mer, och endast en gréda odlas inom EU. Det &r en Bt-majs, och den odlas pa
112 000 hektar i Spanien och Portugal.

| vissa europeiska lander finns ett starkt motstand mot GMO.

Under nagra ar var en svensk potatis, Amflora, med &ndrad starkelsesamman-
sattning godkand for odling. Det godkdnnandet dverklagades sedan och fore-
taget som hade potatisen drev inte processen vidare.

EU importerar dock en hel del GMO for livsmedelsanvandning, foder, eller som
snittblomma. 2022 importerades mer an 30 miljoner ton majs och sojabdna
for anvandning som foder inom EU.
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+ Men &ven tillstand fér export till EU &r svart att f& godkannande fér, och pro-
cessen ar bade mycket dyr och tidskravande. | de hir databaserna kan man
s6ka godkianda GMO i EU och i varlden (och i vissa fall ocksa de som &r i an-
s6kningsfasen):

» Genetically Modified Organisms (europa.eu), https://food.ec.europa.eu/plants/
genetically-modified-organisms_en

e GMO registers (europa.eu), https://webgate.ec.europa.eu/fip/GMO_Registers/

e The European GMO database (euginius.eu), https://www.euginius.eu/euginius/
pages/home.jsf

s Food safety and quality: GM Foods Platform, https://www.fao.org/food/food-
safety-quality/gm-foods-platform/en/

« GM Approval Database | ISAAA.org, https://www.isaaa.org/gmapprovaldata-
base/

* BCH | Biosafety Clearing-House, https:/bch.cbd.int/en/

46

+ Om man vill sitta ut genetiskt modifierade organismer (GMO) i miljén sa
maste man félja reglerna i direktiv 2001/18/EG. Direktivet kallas ibland *ut-
sattningsdirektivet” och ar implementerat i en svensk férordning, och i milj6-
balken.

+ Det finns ocksé sarskilda EU-férordningar fér livsmedel och foder (1929/2003),
och fér sparning och markning av GMO (1830/2003).

« ”Sitta ut i miljon” kan handla om allt fran faltforsdk fér forskning och férad-
ling av nya sorters grédor, odling for marknaden, import av livsmedel, foder,
produkter, eller snittblommor. Det kan ocksa handla om det virus som an-
vands som vektor i en genterapi, eller de modifierade méanskliga celler som
anvands, till exempel CAR-T-celler, se PPT 5.

| direktivet definieras vad en GMO ar: "...en organism, med undantag fér
mdnniskor, i vilken det genetiska materialet har dndrats pG ett sGdant sétt som
inte sker naturligt genom parning och/eller naturlig rekombination.” och har
anges ocksa undantag fran lagstiftningen. Aven om mutationsférédling enligt
definitionen leder till en GMO regleras en sddan gréda inte inom direktivet.
Detta eftersom man anser att det har ar en teknik som har en lang historia av
sidkert anvdndande.

Mer om odling och import av GMO for livsmedel och foder

* Ansokningar behover goras till olika instanser. Det &r en omfattande process
(en anstkan kan omfatta 10 000 sidor), har beskrivs nagra steg:

- Ansokan lamnas in till behérig myndighet i Sverige, Jordbruksverket.

- Ansokan gar vidare till EFSA, Europeiska livsmedelsverket, och delas med
alla EUs medlemslander.

- Risker for miljé och hélsa utvarderas av EFSA och behériga myndigheter
baserat pé jamforelse med icke-GMO-version, man tittar exempelvis pé:
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- Forsdksodlingsresultat
- Djurférsok for att testa att GMO-andringen inte ger halsoeffekter
- Metod for detektion av forandringen

EFSA skriver utldtande, och EU-kommissionen skriver utkast till beslut.

Kvalificerad majoritet i omréstning av EU:s medlemsstater, dvs. 55% med-
lemsstater, representerar minst 65% av EUs befolkning.

Hog kostnad och mycket tid for ett godkdnnande (ca 10-15 miljoner euro och
tar ca 6 ar).

Har aldrig uppnatts en kvalificerad majoritet inom EU. Kommissionen kan
dock fatta beslut dven om majoritet inte uppnétts.

https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/gmo-lagstiftning/

47

En lag behdver nagon form av kontrollsystem fér att man ska kunna ta reda
p& om reglerna féljs. Man talar om sparbarhet — det maste ga att med néagon
slags analys fa reda pa om en groda ar modifierad pa ett sétt som inte ar till-
latet.

Det kravs alltsd en metod fér att kunna detektera och spéra en GMO, det &r
ocksé ett krav i ansdkningarna om tillstdnd — att man ska kunna redovisa hur
det ska vara mojligt. Men om metoden inte finns, da blir det svart eller omgj-
ligt for att skriva en ansdkan.

Problemet &ar att det i praktiken inte finns nagon genteknisk metod for att av-
gbra om en mutation pa en plats i ett genom har skett genom en spontan (na-
turlig) mutation, om den har framkallats med exempelvis stralningsbehand-
ling, eller med CRISPR/Cas?9.

Detta var mojligt med de gentekniker som anvindes i slutet p& 1900-talet
eftersom man da férde in gener som hade speciella sekvenser som gick att
fdnga upp som ”signaler” pé att det rérde sig om att man fort in en ny/fram-
mande gen (kdnda DNA-sekvenser for genmodifiering). Men om man bara
byter ut en enstaka kvavebas med hjilp av CRISPR/Cas9 s& har man inte pa
samma sitt tillfort *ndgot nytt” som gar att spara.

Mellan 2015 och 2018 tolkade Jordbruksverket lagen sé& att grodor som férad-
lats med riktad mutagenes (genomredigering med gensaxar) raknas som un-
dantag (likt mutationsféradlade grodor).

Men efter ett domslut i EU 2018 bestamdes att riktad mutagenes (till exempel
med CRISPR/Cas9) inte ska undantas, likt slumpmassig mutagenes. | prakti-
ken innebar det att det inte gar att anséka om godkénnande av ndgon grdéda
foradlad med CRISPR/Cas9.

EU-kommissionen fick d& i uppdrag att utreda frdgan om hur vi kan se pa nya
genomiska tekniker (NGT). | april 2021 kom EU-kommissionen studie. Den slog
fast att lagstiftningen inte 4r andamalsenlig och behdver uppdateras.
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| linken kan man hitta studien och en beskrivning av de processer som ledde
fram till den, olika héranden i samband med utarbetandet av férslag pa ny
lagstiftning samt kommissionens forslag till ny lagstiftning for vaxter foradlade
med vissa nya genomiska tekniker:

New techniques in biotechnology (europa.eu): https://food.ec.europa.eu/
plants/genetically-modified-organisms/new-techniques-biotechnology

en?prefLang=sv

48

Denna bild sammanfattar vad EU-kommissionens studie om nya genomiska
tekniker, som genomredigering, fran 2021 kommit fram till.

Off targets: Slumpmiissig mutagenes ger méanga hundra eller tusentals muta-
tioner i genomet, men det ar i regel bara en som ger den dndring i egenskap
som féradlaren fokuserar pa. Féradlaren behéver inte kdnna till vilken muta-
tion det &r, utan kan fokusera pa egenskapen i fortsatt féradling. Men i geno-
met finns alltsd manga mutationer som kan ségas vara ”off target”.

Vid genomredigering gar man at andra hallet och riktar en mutation till en
specifik gen i genomet. Tekniken innebir ocksa en liten risk att nagon eller
nagra andra stillen i genomet som har en mycket lik sekvens kan fa en ge-
nomredigering, dessa ar da off-targets.

Man identifierade ett behov av ett nytt lagférslag.

Genteknikndmndens webbplats (www.genteknik.se) innehaller uppdaterad in-
formation om laget fér lagstiftningen, s en rekommendation ar att bestka
den webbplatsen fér att se om nagot beslut tagits i fragan.

49

| Eu definieras en ny genomisk teknik (NGT) som en teknik som uppkommit
efter det att lagstiftningen kring genetiskt modifierade organismer tradde i
kraft, 2001.

NGT ar en ny forkortning, vilket kan upplevas som lite forvirrande, men det
handlar bland annat om anvdndning av CRISPR/Cas9 (eller andra “gensaxar”).

NGT1 galler for genomredigerade grédor, som hade kunnat tas fram med kon-
ventionella metoder (inklusive mutationsforadling).

NGT2 handlar om grédor som tagits fram pa ett sétt som gor att de inte hade
kunnat fas fram med de konventionella metoderna.

https://food.ec.europa.eu/plants/genetically-modified-organisms/new-techni-
gues-biotechnology en

50

Om en vaxt godkdnns som NGT1 ska den sedan behandlas — ndstan — som en
konventionellt foradlad. Den ska dock registreras, och den &r inte tillaten att
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odla inom ekologisk odling (dar den betraktas som GMO fortfarande, enligt
dnskemal frdn eko-sektorn inom EU).

Om en vaxt i stéllet &r NGT2, ska den riskbeddmas enligt GMO-lagstiftningen,
markas som GMO men ha vissa lattnader i kraven beroende av hur den ar
modifierad. Smé& och medelstora féretag ska ocksé fa visst stéd under ansdk-
ningsprocessen.

Hosten och vintern 2023/2024 behandlas lagférslaget i EU-parlamentet och
ministerrddet, och férhandlas med EU-kommissionen.

https://ec.europa.eu/info/law/better-regulation/have-your-say/initiatives/13119-

Lagstiftning-for-vaxter-som-produceras-med-vissa-nya-genomiska-metoder
sv

51

| ménga ldnder runt om i varlden har GMO-lagstiftningen redan dndrats och
anpassats for genomredigerade grédor.

Ofta sker ett undantag fran saddan lagstiftning efter en ansékan och bedém-
ning fran fall till fall.

Killa till information i bilden: https:/nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/
nph.18333
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