Planter og gensplejsnin

Gensplejsning er en tek-
nologi, som har mange
muligheder. Men samti-
dig er det en teknologi,
som giver anledning fil
udbredt bekymring. Vi
tager hermed hul pd en
artikelserie om gen-
splejsning pd planter.
Denne farste artikel
handler om den tekniske
baggrund.

Af Anna Haldrup

i stdr i ojeblikket midt i
en af naturvidenskabens
store revolutioner, som

kan 4bne op for uanede mulig-
heder, men som samtidig giver
anledning til udbredt bekym-
ring og skepsis. Der er selvfol-
gelig tale om genteknologien,
som har veret flittigt debatteret
i den sidste tid.

I kelvandet pd udviklingen
af den nye teknologi folger
nemlig en lang rekke praktiske
og etiske sporgsmil. Og den
stigende skepsis i befolkningen
overfor genmanipulering har
medfort, at politikerne for nylig
slog bremserne i og demte en
3-arig “tenkepause” for tilladel-
ser til udsztning og markedsfe-
ring af genmanipulerede plan-
ter.

Denne artikel handler om
teknikken bag gensplejsning pa
planter. I kommende numre vil
vi tage andre aspekter af gen-
splejsning op f.eks. det etiske.

Gensplejsning

Den teknik, hvor forskerne
@ndrer pa arveanleggene, kal-
des gensplejsning. Man kan
fjerne gener, eller man kan ind-
sette gener fra en organisme i
en anden organisme. Det er pa
den made muligt at blande
gener fra forskellige arter. Hvis
en organisme har modtaget et
gen fra en fremmed organisme
kaldes den #ransgen. Nir man
@ndrer pa generne, vil &ndrin-
gerne ogsd nedarves til kom-
mende generationer.

Ved gensplejsningsteknikken
udklippes det onskede gen og
overfores til en bakterie, hvor
det opformeres. Gensplejsning
og opformering af gener (klo-
ning) er grundlaget for al gen-
teknologi.

For at kunne lave gensplejs-
ning p4 planter er der fire ting,
der er ngdvendige:
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1. En metode til at fa fat i de

onskede gener.

2. En metode til at inds=tte

genet i en fremmed DNA-
struktur, der kan kopiere sig
selv 1 en bakterie

Oprensning af protein

J,

3. En metode til at indsztte
dette DNA i en plantecelle,
der kan blive til en hel plante.

4. En metode til at udvelge de
celler, der har modtaget det
fremmede gen.
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Udveelgelse og isolering af
interessante gener
Der er for tiden store program-
mer i gang, hvor man bestem-
mer sekvensen — dvs. base-
rekkefolgen for alle generne
hos forskellige organismer. Det
sker f. eks. i tarmbakterien .
coli, zebrafisk, mus, menneske,
planten gisemad, ris, tomat,
sojabgnne og majs. Selvom
man pi denne mide kan 3
kortlagt baserzkkefolgen for
alle gener, er det ikke det
samme som, at vi dermed ogsd
kender funktionen af generne.
Fra disse sekventering-
projekter er det dog let at fa fat
pa en bestemt gensekvens og

Isolering af
et gen

Der findes flere metoder fil at isolere
et interessant gen. En af metoderne
er screening af cDNA-bibliotek. Meto-
den er skitseret i figuren, og ud-
gangspunktet er, at man isolerer
mRNA (dvs. budbringer RNA) fra det
veev, hvorfra genet gnskes isoleret.

Ud fra dette mRNA kan man frem-
stille en kopi af det tilsvarende DNA
(derfor kaldes det for cDNA-metoden
fra det engelske copy eller
complementcer). De forskellige styk-
ker cDNA klones og opformeres i E.
coli bakterier og bakterierne fordeles
pa en agar-plade. Hermed er der
fremstillet et bibliotek over DNA (et
sakaldt cDNA-bibliotek), som er
komplementcert til den samlede
maengde mRNA. Bakterierne med
cDNA-biblioteket vil vokse fil kolonier
og kolonierne overfares il et filter. Fil-
teret filscettes en radioaktiv probe.

En probe er et lille stykke DNA
med en basercekkefelge, som svarer
til en del af det gen, man sgger efter.
Proben vil spontant binde sig til sin
komplementcere sekvens, hvis denne
findes i en forelagt preve af DNA.
Venstre side af figuren viser, hvordan
man via oprensning af protein fra
veevet har fundet frem til den base-
rcekkefglge, som proben bestar af.

Filteret vaskes og placeres pd en
rgntgenfilm. Der, hvor proben har
bundet sig fil sit “mal-DNA” vil der
fremkomme en plet og den tilsva-
rende bakteriekoloni kan findes og
genet oprenses.
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anvende den i gensplejsning.
Men ofte findes de gnskede
egenskaber, som man gerne vil
overfore til en bestemt plante, i
bakterier, svampe eller i vilde
planter. Det kan vere egenska-
ber som modstandsdygtighed

Plasmid fra E. coli

-

overfor tarke, kulde, svampe Genifor
eller plantemidler — eller det ampicillin-
resistens

kan vere evne til at producere
plastic. Der er adskillige meto-
der til isolering af bestemte
gener. En af de meget anvendte
metoder er screening af et ¢-
DNA-bibliotek. Denne metode ;
er skitseret i boksen. \

Gensplejsning og kloning
Selve gensplejsningen (se figur
1) foregar ved, at det onskede
gen “klippes” ud af det arve-
materiale, hvor genet egentligt
horer til, og indsattes i et sd-
kaldt plasmid. Plasmider er sma
cirkelformede DNA-molekyler,
som findes hos visse bakterier
udover det almindelige kromo-
som. Plasmider er 1 stand til at
kopiere sig selv, og de kan nemt
overfores fra bakterie til bakte-
rie og forer dermed arveanleg
med sig.

Opklipningen af DNA sker
vha. et “klippeenzym”
(restriktionsenzym). Det spe-
cielle ved klippeenzymerne er,
at de kan genkende helt be-
stemte rekkefolger af baser, og
de kan kun klippe de pigel-
dende steder. Dvs. ét bestemt
klippeenzym klipper kun i én
bestemt basesekvens. Mange af
klippeenzymerne klipper sile-
des, at der i det opklippede

Optaget
plasmid

Figur 1.
DNA-materiale fremkommer Princippet i
nogle uparrede baser. gensplejsning.

Ved gensplejsning benytter
man de samme klippeenzymer
bade til at klippe genet ud og til
at klippe plasmidet op. Derved
opnér man, at der pa det ud-
klippede gen og pd plasmidet
fis nogle sekvenser af uparrede
baser, som passer sammen, altsd
er komplementare. Derved kan
genets uparrede baser finde
sammen med plasmidets upar-
rede baser. Til at samle det
overklippede DNA benyttes
nogle “klisterenzymer”, der
hedder ligaser.

Nar plasmidet har fiet ind-
splejset det fremmede gen, ind-
szttes det i en bakterie, hvor

det vil blive duplikeret (klonet)

DNA-stykket som
indeholder vort
eftertragtede gen

klippes op af et

optaget plasmid overleve.
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ved celledeling som resten af
bakteriens arvemasse og derved
g i arv fra generation til gene-
ration. P4 denne mide vil en
hurtig voksende mangde af
bakterier producere en stor
meangde plasmider. Disse plas-
mider kan forholdsvis nemt

"Klippeenzym" (restriktionsenzym)
klipper DNA i stykker p&
helt bestemte steder.

DNA, som indeholder
et eftertragtet gen.

Det opklippede plasmid.

Det udklippede gen
med "kleebrige" ender.

-
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"Klisterenzym" (ligase)
tilseettes

}

Gensplejset plasmid.

Plasmider blandes sammen
med en kultur af E. coli.
Nogle bakterier vil optage plasmid.
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Bakterierne dyrkes pa et
veekstmedium, som indeholder
ampicillin. Kun bakterier, som har
optaget plasmider vil overleve og
formere sig.

L@%&o__a\)

Coli bakterie.
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klippeenzym. Det udklippede gen indsattes i et plasmid, som er dbnet vha.
samme klippeenzym. Plasmidet med det indsatte gen optages af en E. coli
bakrerie, og bakterierne dyrkes pai et vakstmedium med ampicillin.
Plasmidet, som benyttes til transport af genet ind i bakterien, berer i dette
tilfalde et gen for ampicillin resistens. Derfor vil kun bakterier, der har

oprenses fra bakterien og fores
ind i andre bakeerier f.eks. jord-
bakterien Agrobacterium
tumefaciens. Denne bakterie
sorger si for at overfore genet
til den plante, som skal have
den onskede egenskab.




Gensplejsning af planter

For det gnskede gen kan over-
fores til planten skal det forbin-
des med et andet stykke DNA
kaldet en promoter og en term-
inator, som bestemmer, hvor og
hvordan genet skal udtrykkes i
planten.

Det samlede stykke DNA
indsttes nu i en plantecelle,
hvilket kan gores pé flere ma-
der. Den mest anvendte metode
ved gensplejsning af planter er
at bruge en variant af jord-
bakterien, Agrobacterium tume-
faciens, som ogsa kaldes natu-
rens egen gensplejser. Disse
bakterier indeholder foruden
deres eget genom et serligt
plasmid (77 plasmid), som ser-
ger for, at et stykke af dets eget
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Figur 4. Namformatzon af tobak.
Bladskiver af tobaksplanter legges i
en “Agrobacterium-oplosning* i 30
minutter. Nogle planteceller vil
herved modtage T-DNA fra
Agrobacterium og blive gensplejset.
Sma gensplejsede skud dannes ud fra
planteceller i bladskiven.

DNA (kaldet T-DNA)splejses
ind i plantens genom (figur 2,
3 og 4). Generne, pa det ind-
satte stykke DNA bliver deref-
ter udtryke af planten.

Selektion af gensplejsede planter
For at kunne gge antallet af de
planteceller, som er blevet gen-
splejset, bliver der sammen med
det “nyttige” gen indsplejset et
sakaldt selektionsgen. Dette er
typisk et gen, der gor plantecellen
modstandsdygtig overfor antibio-
tika eller et bestemt plante-
middel. Derved sorger selektions-
genet for, at kun planteceller, der
er blevet gensplejset overlever pa
et vekstmedium, som indehol-
der det pigzldende antibiotika

Indsat DNA

Tl-plasmid

Kromosom

Plantens celleveeg

Indseettelse af DNA
i plantecellens kromosom

Cellekerne

Kromosom

De enkelte celler
regenererer til
nye planter
—»

Bakteriel overfarsel af DNA

- e

Plantecelle

Celleoverfarsel

Celledeling

Figur 2. Skematisk tegning over hvordan gensplejsning med Agrobacterium
fungerer. Det onskede gen sattes ind i en bestemt del af Agrobacteriums 71
plasmid (T-DNA’t), som Agrobaterium indsplejser i plantecellens kromosom.

eller plantemiddel.

For at imedekomme onsker
fra forbrugerne om at undgé
sidanne resistensgener er der
nu udviklet nye selektions-
systemer baseret pd gensplej-
sede plantecellers evne til at

udnytte bestemte sukkerstoffer.

Blokering af gener

Med gensplejsning kan man
“forbedre” planter ved at tilfore
dem sundhedsmessige eller
okonomisk verdifulde egenska-
ber. Men i nogle tilfelde til-
strebes det i stedet at fjerne
eller neddempe bestemte egen-
skaber hos planten. Dette sker
ved en sakaldt antisense-
gensplejsning. Princippet er, at
man indsztter et “omvendt”
gen, der arbejder i modsat ret-

Figur 3. 3A: En Agrobacterium-
oplosning og en blomstrende
gdsemad (Arabidopsis thaliana).
Pi billedet 3B ses gasemad vendt
med blomsterne nedad i
Agrobacteriumoplosningen. Pi 5
minutter vil Agrobacterium
trange ind i plantecellerne og
overfore I-DNA et til plantens
kromosom. Her vil nogle af’
blomsterne og dermed froene
blive gensplejsede. Gensplejsede
planter fis ved at udsé disse fro

pé selektionsmedie.
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ning af plantens eget gen. Dette
er f.eks. gjort ved FlavrSavr
tomaten, der er den forste god-
kendte gensplejsede fodevare
fra 1994. Nir normale tomater
modner, bliver skindet bledt pd
grund af et bestemt enzym, der
bledger tomatens cellevag.
Derfor skades tomater let ved
transport. I 1989 lykkedes det
firmaet Calgene at blokere det
arveanleg, der danner enzymet.
Derved fir man i stedet toma-
ter, der forbliver faste. Rent
teknisk er det gjort ved, at man
indsplejser arveanlegget for det
relevante enzym (polygalac-

Tomat-gen

& -
%,
@ —

Indsat gen

Budbringer
RNA

Inaktlv RNA

Figur 5. Skitse af Antisense-
teknikken. Budbringer-RNA fra
tomatens eget gen bliver blokeret af
budbringer-RNA fra et indsar gen.

turonase) i planten, men som
vender modsat plantens eget
polygalacturonase-gen (se figur
5). Dette stykke DNA leses
som normalt til mRNA. Det
nydannede mRNA passer pre-
cis sammen med et stykke af
plantens eget mRNA, som
polygalacturonase-enzymets
DNA har lest. De to stykker
m-RNA danner tilsammen en
m-RNA duplex, som ikke kan
overszttes, da de nu sidder fast
sammen. Det medferer, at ge-
net blokeres og ikke kommer til
udtryk.

P4 samme méde forseger
man nu pd Landbohgjskolen at
fremstille giftfri cassava ved at
blokere genet, der koder for det
enzym, der indleder processen
med at danne de sikaldte
cyanogene glucosider. Problemet
er nemlig, at ndr cassava spises
kan cyanogene glucosider om-
dannes til giftstoffet cyanid
2 (blasyre).
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Hvilke planter gensplejses

Til forskningsformal anvendes
ofte tobak eller gdsemad
(Arabidopsis Thaliana). Disse
planter er nemme at gensplejse
og nemme at fi til at regene-
rere. Gisemad har desuden den
fordel, at den har et lille
genom, og at hele genomet
nasten er kortlagt, s man fra
en genbank kan bestille et hvil-
ket som helst gen, man skulle
onske sig. Dette betyder, at
man er fri for den ofte besver-
lige og usikre vej, hvor man
forst skal isolere genet inden
det kan anvendes til gensplejs-
ning.

Risiko
Siden starten pé gen-
splejsningen har man veret
opmarksom pd, at den nye
teknik kunne rumme en vis
risiko. Risikoen for at en af-
grode spreder sine gener til
andre planter er den samme,
uanset om generne er indsat
vha. gensplejsning eller er et
resultat af almindelig foredling.
Forskellen kan vere, at et ind-
splejset gen, kan stamme fra
helt andre organismer som
f.eks. bakterier.

Ved gensplejsning athenger
risikoen for spredning bl.a. af:
1. Egenskaben (genet)

2. Modtageren (hvilken af-
grode/vilde slegtninge)

3. Dyrkningsomridet (miljoet)

Risikoen skal vurderes for
hver enkelt gensplejset plante.
Kan genet — dvs. egenskaben —
vere til skade 1 naturen? Kan
genet spredes til vilde slegt-
ninge og derved gore disse
bedre i stand til at overleve i
forhold til andre vilde slegt-
ninge, der ikke har fiet genet?

Spredning af gener kan ske
via afgreden, hvis afgreden kan

Global
Afgrade areal
Million hektarer

Transgen afgrede

Herbicid tolerant sojabgnne 67
Insektresistent majs 140
Insektresistent bomuld 34
Herbicid tolerant raps 25
Herbicid tolerant majs 140
Insektresistent kartoffel 18
Total 424

Disse to roeplanter er blevet sprojtet med RoundUp. Roen til venstre, som er
gensplejset, har overlevet sprojiningen, mens roen til hojre, som ikke er

gensplejset, er visnet og dod. Fotoet er

overleve uden for marken, eller
ved krydsning med nert be-
slegtede arter. Nir det drejer
sig om sukkerroer og raps fin-
des der vilde slegtninge i Dan-
mark.

Spredning af gener
Da der normalt ikke anvendes
plantemidler i naturen vil trans-
gene planter, der forvilder sig
ud i naturen, ikke have en for-
del frem for dens vilde natur-
lige sleegtninge. I marken er der
derimod risiko for, at resistens-
gener kan spredes til beslegtede
ukrudtsarter, som dermed kan
drage fordel heraf. Forskere pd
Forskningscenter Risg har vist,
at genet for plantemiddel-resi-
stens kan overfores fra raps til
ukrudt som agerkal. Den umid-
delbare konsekvens heraf er, at
ukrudtet 1 marken ikke kan
fjernes med det pigzldende
plantemiddel.
Ukrudtsplanterne skulle
ogsd nedig blive tolerante over-
for f.eks. svampeangreb eller
kulde. , og dermed blive i stand
til at “undslippe” deres natur-

1998
Transgen areal
Million hektarer

1998
Transgene afgrader i
% af totale areal

15 22
7 5
1 3
2 8
2 1

<1 <6
27 6

1abel, som viser udbredelsen af transgene afgroder i verden i 1998. Det skal
navnes, at tal fra Kina ikke er med i tabellen. Kilde: OECD.
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taget 14 dage efter sprojining.

lige begransninger.

Samtidig frygter man, at den
meget effektive ukrudesbekem-
pelse, som evt. kan indledes,
nir man har en resistent af-
grode, vil fore til, at al ukrudt
holdes meget effektivt nede.
Hermed bliver der slet ingen
fode til insekter, fugle og patte-
dyr i det dyrkede landskab - det
bliver sterilt bortset fra selve
afgroden.

Ved dyrkning af gensplejsede
roer er der kun en yderst ringe
risiko for spredning af gener.
Dels vokser deres vilde slegt-
ninge, strandroer, oftest langt
vk fra roemarkerne, dels
blomstrer roer i marken nor-
malt ikke.

For at imgdekomme lig-
nende problemer med gen-
splejsede grasser, er det danske
firma, DLF- Trifolium i ferd
med at producere blomsterlase
grasser. Denne anvendelse af
genteknologi vil forhindre
spredning af aktive gener samti-
dig med, at gresserne ikke vil
give pollenallergi. Endelig vil
kvaliteten af grasset som foder-
kilde vare forbedret.

Risikoen ved gensplejsning
ligger altsd ikke i selve gen-
splejsningsteknikken, men i
hvilke gener, der anvendes og,
hvor de anvendes. Derfor er det
naturligvis nedvendig med en
grundig godkendelsesprocedure
for hver enkelt gensplejset af-
grode.
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Hvor kan jeg fi mere at vide

www.lr.dk/Planteavl/Informations-
serier/ GMOroer/gensplejs.htm
(Om den gensplejsede foderroer
samt love og regler for gensplejs-
ning)
www.isaaa.cornell.edu/frbrief5.htm
(Om udbredelse af transgene af-
groder i verden)

htep://biotech.JRC.it
(Om forspgsmarker i EU)

www.plbio.kvl.dk/outreach/plbio.htm
(Om gensplejsningsprojekter pd
landbohejskolen)
http://www.fbr.dk/genmad
(Forbrugerradets hjemmeside, der
forteller om gensplejsede fodevarer)
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