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Sammanfattning

Klimatforandringarna och ett ostabilt geopolitiskt ldge har lett till en storre uppmérksamhet kring
sjalvforsorjning och utveckling av ett mer hallbart jordbruk i Sverige. I detta sammanhang vicks
dven ett Okat intresse for mindre etablerade grodor. Blabarstry (Lonicera caerulea) ér en art som
potentiellt skulle kunna 6ka i produktion bade inom kommersiell odling och hobbyodling, tack vare
dess goda hortikulturella och gastronomiska egenskaper. En nackdel med blabarstry ar att den
blommar mycket tidigt, och den tidiga blomningen kan 6ka risken for frostskador och bristfillig
pollinering under nordiska klimatforhallanden.

Syftet med denna studie &r att undersoka vilka gener som potentiellt kan modifieras for att
senareldgga blomning hos blabarstry och dérigenom béttre anpassa arten till odling i tempererade
regioner. Forskning om genetisk reglering av blomning och genmodifiering i olika arter undersoks.
Resultaten visar att flera gener i blomningsreglerande nétverk, sisom F7, FLC, VRNI, COL9Y,
SOCI, TFL och LFY framgangsrikt har modifierats i olika véxtarter for att senareligga
blomningstiden. Resultaten indikerar att liknande genetiska signalvégar potentiellt skulle kunna
utnyttjas i forddlingsarbete med blébérstry.

Nyckelord: Lonicera caerulea, blabérstry, blomning, CRISPR/Cas9

Abstract

Climate change and an unstable geopolitical situation have increased attention to food self-
sufficiency and the development of a more sustainable agriculture in Sweden. In this context, interest
has also grown in less established crops. Blue honeysuckle (Lonicera caerulea) is a species that has
the potential to increase in production both in commercial cultivation and in hobby gardening due
to its favourable horticultural and gastronomic properties. Flowering time is a key trait in the
cultivation of blue honeysuckle, as early flowering can increase the risk of frost damage and
insufficient pollination under Nordic climatic conditions.

The aim of this study is to investigate which genes could potentially be modified to delay flowering
in blue honeysuckle and thereby better adapt the species for cultivation in temperate regions.
Research on the genetic regulation of flowering and gene modification in different plant species was
reviewed. The results show that several genes involved in flowering regulatory networks, such
as FT, FLC, VRNI, COLY, SOCI, TFL and LFY, have been successfully modified in different plant
species to delay flowering. These findings indicate that similar genetic pathways could potentially
be utilised in breeding programmes for blue honeysuckle.

Keywords: Lonicera caerulea, haskap, flowering, CRISPR/Cas9
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1. Inledning

1.1 Bakgrund

1.1.1 Nya behov

Klimatomstéllningar, jordens okande befolkning, globalt ostabilt politiskt lige,
Covid19-pandemin, stdrre medvetenhet kring ménniskans miljopaverkan och sé
vidare har lett till allminhetens véxande intresse for sjalv{orsorjning och produktion
av ndringstdta lokalproducerade grodor. Varmare vintrar leder till forekomst och
etablering av nya sjukdomar och skadegdrare (Upson, 2020) med samtidiga forbud
mot anvindning av allt fler bekdmpningsmedel. Under dessa omstdndigheter kan
samhillet inte bara forlita sig pa de vdlbeprovade grodorna, utan behdver blicka
framéat och utforska andra arter som skulle kunna odlas i framtiden (ibid.).

Flera av de faktorer som ndmns ovan lyfts dven i Regeringens Livsmedelsstrategi
2.0 (2025) som har tagits fram for att bidra till uppfyllandet av sévél nationella som
globala miljomal. Det papekas att samhéllet stir infor en storre gron omstéllning
samt att jordbruket &r en av de samhillssektorer som paverkas mest av
klimatomstéllningen.

Strategin betonar sérskilt f6ljande fokusomraden:

- Okad robusthet i livsmedelskedjan, dir den totala livsmedelsproduktionen
ska oOka, vilket ska kunna bidra med en Okad sjidlvforsorjningsgrad av
livsmedel i landet. Idag ligger Sveriges sjalvforsorjningsgrad pa enbart 50%
enligt Sveriges riksdag. Det papekas att de globala stdrningarna i
forsorjningskedjan, klimatférdndringarna och det geopolitiska ldget i
Europa har visat att ett saddant hdgt importberoende dr ytterst sérbart.

- Exportfrimjande namns som ett sdtt att oOka lonsamheten i
livsmedelskedjan. I Livsmedelsstrategin 2.0 framgar att det finns en
efterfragan pa produkter med en hog livsmedelssékerhet som de svenska
producenterna kan forse den globala marknaden med.

- Svensk kvalitet och gastronomi. En av de drivande faktorerna som nimns i
Livsmedelsstrategin 2.0 dr efterfragan som drivs av intresset for hallbart och
lokalt producerade varor. Sverige é&r bland de ldnderna déar
klimatomstéllningen har bidragit med en léngre véxtsdsong, vilket innebér
att nya grodor kan introduceras och anpassas till de svenska
odlingsforhdllandena. Mycket av dagens frukt, gronsaker och bar



importeras fran medelhavsomrddet, dir varmare medeltemperaturer och
vattenbrist 1 framtiden kan dventyra leveranssidkerheten.

1.1.2 Lonicera caerulea

I sokandet efter grodor som kan bidra till en mer resilient och lokalt anpassad
livsmedelsproduktion har flera mindre etablerade arter bdrjat uppméarksammas.
Blabarstry, Lonicera caerulea (Fig. 1), dr en potentiell "ny” basgroda pa den
svenska marknaden. Den har traditionellt odlats i dstra delar av Ryssland, nordostra
Asien och Japan (Svarcova et al., 2007). I Sverige registrerades den forst 2018
(Gotba et al., 2020). Frukterna &r avldnga, ovala, blasvarta bir med en
vaxbeldggning och soét-sur-besk smak som kan variera beroende pa sort (ibid.).
Bérens vikt kan variera mellan 0,3 och 2,0 g (ibid.). Blabérstry &r en sjalv-
inkompatibel art och kréver korspollinering med pollen fran en annan sort som
blommar samtidigt (Sobkowicz et al., 2021). Bland de mest attraktiva egenskaperna
ar blabdrstryns extremt tidiga fenologi och koldtalighet samt dess unika smak och
néringsinnehdll (Thompson & Barney, 2007).

Figur 1. En kvist av bldbdrstry med bdr. Konstndr: Irina Ilina, 2026

- Ndringsinnehdll
Blébarstryets hoga C-vitamininnehal (Sobkowicz et al., 2021), som &r hogre dn hos
apelsiner och jordgubbar, antocyaninhalt dverstigande de amerikanska blébiren
med 6ver 1300% (Neuman, 2017), hogt vitamin- och mineralinnehéll samt forméga



att sidnka blodtrycket, forbittra matsmiltning, ge visst skydd mot diabetes,
blodbrist, hjart- och kérlsjukdomar (Cheng et al., 2023) med flera kan vicka
intresset hos konsumenten. Det har dven pavisats att extraktet har antibakteriella,
antimikrobiella och svampdddande egenskaper (ibid.). Dessutom é&r béren icke-
toxiska dven vid intag av stora médngder (ibid.).

- Anvdndning
Béren kan konsumeras fdrska men ldmpar sig dven val for infrysning, torkning samt
vidareforadling till exempelvis saft och andra bédrprodukter. Trots denna
méngsidighet dr den kommersiella produktionen i dagsldget huvudsakligen inriktad
pa farskkonsumtion (Sobkowicz et al., 2021).

- Lagringsduglighet
Frukterna har en relativt fast konsistens, vilket bidrar till att de kan forbli torra och
behélla sin struktur under mer 4n tvéd veckors kylférvaring (Thompson & Barney,
2007). Denna egenskap gor béren sérskilt attraktiva for farskforsdljning. Dértill har
frukterna visat god hallbarhet vid fryslagring, diar bade farg och form i stor
utstriackning bevaras (Bozek, 2012).

- Vinterhdrdighet
Blabarstrybuskar ér vil anpassade till kalla klimatférhéllanden och uppvisar en hog
tolerans mot laga temperaturer (Svarcova et al., 2007). Vixten kan Overleva
temperaturer ned till cirka 46 °C, vilket gor den sérskilt ldmpad for odling i
nordliga regioner. Aven de utslagna blommorna uppvisar en relativt god
koldtolerans och vissa sorter kan klara temperaturer ned till omkring —8 °C
(Plekhanova, 2000).

- Resistens
Det har rapporterats att blabérstry i vissa fall kan angripas av Botrytis sp.
(gramogel), sirskilt under blota och kalla varforhallanden (Thompson & Barney,
2007). Trots detta har sjukdoms- eller insektsangrepp hittills inte visat sig vara sa
omfattande att de kréver sdrskilda bekdmpningsétgirder i odlingen.

- Standortskrav
Blébarstry uppvisar en relativt god anpassningsférmaga till olika markférhéllanden
ndr det giller jordens sammansittning, struktur och pH. For optimal tillvaxt
foredrar vixten dock en bordig, vildranerad och mattligt fuktig jord med ett pH-
vérde kring 5,5-6,5. Buskarna utvecklas dessutom bist under odling i full sol eller
1 halvskugga (Neuman 2017).



- Fruktsdattning och skord
Under europeiska forhéllanden kan baren mogna redan under maj—juni (Svarcova
et al., 2017), vilket gor blabéarstry till en av de tidigast mognande bérgrodorna.
Denna egenskap kan bidra till att forlanga frukt- och barsdsongen och dirmed skapa
nya mojligheter for odlare (Thompson & Barney, 2007).

1.1.3 For tidig blomning

De globala fordndringarna i klimatet innebédr mer fluktuerande véderforhéllanden:
viarmebdljor, extrem kyla, oférutsédgbar nederbord med mera, vilket dndrar fenologi
hos méinga véxtarter samt paverkar véxt-insekt-interaktionen (Rafferty et al., 2020).
Dessa fordandringar kan leda till fertilitetsproblem och forsdmrat skordeutbyte
(ibid.). Nér det géller blomning dr det dokumenterat att klimatomstéllningen har lett
till en tydlig tidsforskjutning hos manga arter (Pearce et al 2017). En for tidig
blomning kan leda till bristféllig pollinering pd grund av otillricklig tillgdng pa
vakna pollinatorer (ibid.), dessutom kan blomknopparna skadas av frost (Hodaei &
Werbrouck, 2023) och leda till total forlust av skord.

Figur 2. En blommande kvist av blabdrstry. Konstndr: Irina Ilina, 2026

Blédbarstryet har som sagt flera dnskvérda egenskaper som potentiellt skulle kunna
oka dess popularitet bdde hos professionella odlare och hobbyodlare. Bland dessa
ar extrem vinterhdrdighet, blommornas resistens mot frost och tidig fruktsattning
(Gerbrandt et al., 2017). Trots att vixten tal kyla och frost vél i kontinentala klimat,



ar den 1 dagslidget mindre anpassad till att odlas i mildare tempererade omréden pé
grund av dess tidiga knoppsprickning under alltmer skiftande temperaturer i sddana
omrdden (Plekhanova, 1996). Forskningen papekar att kultivering av blabarstry i
tempererade regioner ir begrinsad av de flesta sorters laga koldbehov (Thomson,
2006). Det krivs relativt f& timmar med ladg temperatur under vintern for att
blabarstry ska kunna bryta sin vintervila och borja blomma (fig. 2) redan under
vintermanaderna. 1 tempererade regioner blommar buskarna redan innan
pollinatdrer har vaknat, vilket resulterar i dalig korspollinering (Thompson &
Barney, 2007).

1.1.4 CRISPR/Cas9

Den tidiga blomningen hos blébérstry innebér som sagt en betydande odlingsrisk i
tempererade odlingsomraden, da utebliven pollinering kan drastiskt minska
skorden. Det finns séledes ett behov av ett forddlingsarbete for att mojliggora
framgangsrik odling av grodan i svenska forhallanden. Traditionell forddling dr en
langsam och kostsam process (Acquaah, 2020) som kréver populationsutveckling,
fenotypisk selektion, multilokala faltforsok med mera. D4 blabérstry &r en perenn
véxt kan denna process bli &nnu svédrare och mer tidskrdvande jamfort med hur ett
forddlingsarbete med annuella grodor ser ut.

Under de senaste dren har genediteringstekniker, sarskilt CRISPR/Cas9, utvecklats
till kraftfulla verktyg inom viaxtforadling och erbjuder nya mdjligheter att pdverka
specifika genetiska mekanismer som styr véxters utveckling. CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) dr en teknik som anvénds i
vetenskapen for att selektivt modifiera DNA av levande organismer (Martin-
Valmaseda et al., 2023). Det naturliga genomediterande systemet hos bakterier har
anpassats for att anvindas i laboratorieférhallanden (ibid.). Under de senaste &ren
har CRISPR/Cas9-tekniken blivit alltmer avancerad; i jamforelse med de tidigare
genediteringsteknikerna far forddlaren ett billigare, enklare och mer inriktat
genediteringssystem (He et al., 2024).

CRISPR ir ett genombrott i viaxtforadling, som forkortar framtagning av nya sorter,
ger precision och flexibilitet (Hodaei & Werbrouck, 2023). Tekniken mdjliggor en
snabb forbéttring av hortikulturella egenskaper som mer optimal blomningstid,
stressresistens och skordekvalitet samtidigt som den minskar tidsatgangen
dramatiskt (He et al.,, 2024). Utdver att mdjliggora framtagning av nya
plantgenerationer pd kortare tid @n traditionella metoder, ger tekniken &ven
mdjlighet att redigera flera gener parallellt. (Hodaei & Werbrouck, 2023). Metoden



har framgangsrikt tillimpats for att senareldgga blomning hos flera olika arter
(Wolabu et al., 2023).

Figur 3. En schematisk beskrivning av en CRISPR/Cas9-medierad transformering.

CRISPR/Cas9 bestér av en guide-RNA och CAS9-proteinet, som ir designade for
att matcha en mal-DNA-sekvens (Shamjetsabam et al., 2024). CRISPR/Cas9-
mekanismen fungerar i tre huvudsakliga steg: maligenkdnning, DNA-klyvning och
reparation (Fig. 3). I det forsta steget binder gRNA-t till den malsekvens i DNA
som ska modifieras och leder ddrigenom Cas9-proteinet till ritt plats i genomet.
gRNA och SpCas9-proteinet bildar ett komplex som skannar DNA efter en sa
kallad protospacer adjacent motif (PAM). Niar PAM-sekvensen har identifierats
klyver Cas9-proteinet DNA pé en specifik plats och orsakar ett dubbelstrédngsbrott.
Cellen forsoker dérefter reparera skadan genom ndgon av tvd huvudsakliga
mekanismer: non-homologous end joining (NHEJ) eller homology-directed repair
(HDR). NHEJ 4r en snabb men felbenigen reparationsprocess som ofta leder till
sm4 insertioner eller deletioner i DNA-sekvensen, vilket kan resultera i att genens
funktion stors. HDR &r ddremot en mer precis reparationsmekanism didr en DNA-
mall anvéinds fOr att reparera brottet.

Foljande typer av CRISPR/Cas9-relaterade metoder kan appliceras for att modifiera

blomningstiden enligt Hodaei & Werbrouck (2023):
- Cas-klyvd aminosyra resulterar i ett icke fungerande protein;
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- Cas-klyvning resulterar i ett for tidigt stoppkodon som terminerar
transkriptioner, vilket leder till att proteinet produceras;

- Storning av gentranskription genom maélinriktad modifiering av
regulatoriska element involverade 1 transkriptionen, exempelvis
transkriptionsfaktorer, promotorregioner och uppstrdms enhancerregioner;

- Gener som reglerar kromatinomstrukturering fungerar som aktiverare eller
repressorer och pédverkar transkriptionen genom att fordndra kromatinets
struktur och ddrmed dess tillgénglighet.

1.2 Syfte och fragestallning

Syftet med detta arbete dr att unders6ka mojligheterna att senareldgga blomning
hos blabérstry (Lonicera caerulea) genom anvindning av CRISPR/Cas9-baserad
geneditering. Genom att sammanstilla och analysera befintlig forskning om
genetisk reglering av blomning i olika vixtarter syftar arbetet till att identifiera
potentiella gener och strategier som skulle kunna anvindas for att modifiera
blomningstid hos blabarstry.

Fragestdllning: Vilka gener skulle kunna modifieras for att kunna senareldgga
blomningstiden hos blabérstry (Lonicera caerulea)?

1.3 Material och metod

Detta arbete dr en litteraturstudie dér vetenskapliga artiklar och andra publiceringar
om genetisk reglering av blomning och anvdndning av CRISPR/Cas9 i
vixtforddling har analyserats. Litteratursokningen genomfordes huvudsakligen i de
vetenskapliga databaserna Web of Science, Scopus och Google Scholar. S6kningar
gjordes med kombinationer av nyckelord sdsom flowering, flowering induction,
flowering time modification, CRISPR/Cas9, gene transformation, Lonicera
caerulea, haskap, honeysuckle med flera. Aven referenslistor i relevanta artiklar
anvéndes for att identifiera ytterligare studier.

Urvalet av litteratur baserades pa artiklarnas relevans for arbetets syfte. Fokus 14g
pa studier som behandlar genetisk reglering av blomning i vaxter samt anvindning
av CRISPR/Cas9 for modifiering av blomningstid eller andra hortikulturellt viktiga
egenskaper. Eftersom forskningen om geneditering i blabérstry fortfarande ar
begrinsad studerades frdmst publiceringar om andra véxtarter dér
blomningsreglering &r vilstuderad.
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De utvalda studierna analyserades med avseende pa vilka gener och regulatoriska
signalvigar som &r involverade i blomningsreglering samt hur dessa gener har
modifierats med hjdlp av CRISPR/Cas9 i olika véxtarter. Informationen
sammanstélldes for att identifiera gener som potentiellt skulle kunna utgéra mal for
genredigering i syfte att senareldgga blomningstid hos blébérstry.
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2. Resultat

2.1 Blomningstid

I blommande véxters livscykel dr blomningsinduktion en viktig process som dr
kopplad till 6vergéng fran vegetativt till reproduktivt stadie (Hodaei & Werbrouck,
2023). Modifiering av blomningstiden dr ett av de viktigaste malen f{or
forddlingsarbete d& blomningstiden visar sig vara en viktig faktor i véxtens
hortikulturella prestanda (Hong et al., 2021). Genom att forskjuta blomningstiden
kan man anpassa plantans fitness och biomassa till varierande miljéforhallanden
(Wolabu et al., 2023). En del av biotiska och abiotiska stressfaktorer kan minskas
eller elimineras helt genom att senare- eller tidigareldgga blomningstiden hos vissa
arter (Hong et al., 2021).

Fysiologiska signalvigar ansvariga for blomning inkluderar fyra signalvigar:
fotoperiodiska, autonoma, vernaliserings-, och gibberellinrelaterade signalvégar
(Hodaei & Werbrouck, 2023). Beroende pd art, sort, odlingsmiljon, plantans
respons pa dagsldngd och sa vidare kan de mest effektiva gener som man kan arbeta
med identifieras for att modifiera blomningstid (Hodaei & Werbrouck, 2023).

2.2 CRISPR/Cas9 for att modifiera blomning

Blomningen och blomningsinduktionen dr komplexa fysiologiska processer dar
ménga gener dr direkt eller indirekt involverade. Hos backtrav (Arabidopsis
thaliana), som har ett relativt litet genom, har forskningen identifierat ungefar 300
gener som pa ett eller annat sétt dr kopplade till blomningsreglering (Gua et al.,
2022).

Blomningsgener inkluderar bland andra transkriptionsregulatorer, enzymer,
signalmolekyler, epigenetiska modifierare och icke-kodande RNA (Hodaei &
Werbrouck, 2023). Genom att forsoka identifiera dessa nyckelkomponenter och
forsta hur de samarbetar kan man lyckas reglera blomning och férhoppningsvis
astadkomma de Onskvirda forddlingsmalen (ibid). Véxtforddlaren behdver ta
hénsyn till att det finns flera interagerande signalvdgar och méinga av proteiner
involverade i blomningsprocessen har flera olika funktioner och kan ge olika
effekter (Hodaei & Werbrouck, 2023).

Blomningsprocessen regleras som sagt av ett komplext ndtverk av gener som
antingen fradmjar eller hdmmar Overgdngen fran vegetativ till reproduktiv
utveckling. Genom anvéndning av CRISPR/Cas9 kan funktionen hos sddana gener
modifieras pa flera olika sitt, exempelvis genom att sla ut genfunktionen, inducera
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mutationer som fordndrar proteinets aktivitet eller genom att paverka regulatoriska
sekvenser som styr genuttrycket. Beroende pé vilken gen som modifieras kan dessa
fordndringar leda till tidigare eller senare blomning. I fallet med blabarstry skulle
sadana strategier potentiellt kunna anvéndas for att pdverka gener som stimulerar
blomning och dérigenom bidra till att senareldgga blomningsstarten, vilket kan
minska risken for frostskador 1 nordliga odlingsforhallanden.

2.3 Modjliga malgener

I dagslédget finns det, savitt ként, ingen publicerad forskning som specifikt
behandlar anvindningen av CRISPR/Cas9 for att modifiera blomningstid hos
blabérstry (Lonicera caerulea). Daremot har blomningsreglerande gener studerats
ingdende i ett flertal andra véxtarter, dér flera centrala genetiska regulatorer av
blomningsprocessen har identifierats. Eftersom kunskapen om blébérstryns
genom fortfarande dr begrdnsad kan det inte med sédkerhet faststillas vilka
specifika gener som forekommer i arten eller hur de reglerar blomning. Samtidigt
visar jamforande studier att manga gener som styr blomning dr evolutionért
bevarade mellan olika vixtarter (Wickland & Hanzawa, 2015). Baserat pa denna
tidigare forskning dr det darfor rimligt att anta att homologa gener med liknande
funktioner kan forekomma dven i blabérstry. Nedan presenteras nigra gener som,
utifran studier i andra arter, skulle kunna utgora potentiella mal for genredigering
1 syfte att pdverka blomningstid (fig. 4).
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Figur 4. Samverkan mellan exogena signaler och gener involverade i
blomningsinduktion. De grona pilarna visar att signaler eller gener paverkar
uttryck av andra gener positivt; de roda streckade linjer visar att gener hdmmar
uttryck av andra gener.

2.3.1 FLOWERING LOCUS T (FT)

FT kodar for ett florigenprotein som frdmjar blomning hos bade annuella och
perenna vaxter (Wolabu et al., 2023). Genen &r viktig for blomningskontroll (Guo
et al., 2022). Det ér en nyckelgen for blomning, speciellt i respons till fotoperiod;
den frdmjar blommeristemutveckling genom att aktivera andra blomningsgener
(Hassankhan et al 2020). FT-proteinet transporteras till skottmeristemet dér
det inducerar uttryck av gener som SOC/ (Taiz et al., 2015).

Wollabu et al. (2023) i ett forsok har framgéngsrikt senarelagt blomning hos lusern
(Medicago sativa L.) genom att tysta MsFTal-genen via en CRISPR/Cas-medierad
transformation. En del av mutantlinjerna har dven visat sig f andra onskvirda
egenskaper, sdsom mer biomassa, ldgre lignininnehdll och o6kat protein- och
mineralinnehall.

2.3.2 FLOWERING LOCUS C (FLC)

FLC kodar for en MADS-box-transkriptionsfaktor som sdnker uttryck av
blomningsfrimjande genen F7 och SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
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CONSTANS1 (SOCI) (Hong et al., 2021). Genen anses vara den viktigaste
determinanten av responsen pa vernalisering (ibid.).

I en studie (Capovilla et al., 2017) med backtrav (4rabidopsis thaliana) slogs FLC
ut, vilket inducerade sen blomning hos arten.

2.3.3 VERNALIZATION 1 (VRN1)

VRN ér en transkriptionsrepressor i MADS-box-familjen som behdvs for dvergang
till blomning som respons till en kdldperiod (Hong et al., 2021). Genen reglerar
uttryck av F'T och FLC (ibid.). Innan vernaliseringen dr genen svagt uttryckt, men
okar 1 uttryck efter vernaliseringen. Samtidigt sker nedreglering av
VERNALISATION 2 (VRN 2) och forstirks uttryck av FT (Greenup et al., 2009).
Hong et al. (2021) har lyckats nedreglera FLCI-uttryck under vernalisering hos
kinakdl (Brassica rapa L. ssp. pekinensis) genom att modifiera BrVRNI.
Nedregleringen har lett till senare blomning och stocklopning hos materialet med
21-43 dagar (jaimfort med cirka 16 dagar hos den vilda fenotypen).

2.3.4 CONSTANS-like 9 (COL9)

COL9 ar en blomningshdmmare, tillhor BBX-genfamilj och kodar for zinc finger
transkriptionsfaktorer (Guo et al., 2022). COL9 kan himma uttryck av FT och CO
hos backtrav (Arabidopsis thaliana), vilket senareldgger blomning (ibid.).

En studie (Guo et al., 2022) med raps (Brassica napus L.), vars egentliga mal var
att tidigareldgga blomningen, har visat att 6veruttryck av COL9 har lett till senare
blomning samtidigt som ett starkt underuttryck av BnaCO och BnaFT kunde
observeras hos dessa linjer.

2.3.5 FRIGIDA (FRI)

FRIkodar for ett protein som forstarker uttrycket av FLC (Hong et al., 2022). Genen
ingdr i alla sekvenserade genom hos hogre vixter, oavsett om arten kréver
vernalisering for att atergd till blomning eller ej, vilket tyder pa att genen sannolikt
har funktioner utdver blomningsreglering. (Amasino, 2010) Baserat pa den
litteratursokning som genomforts under ramen av detta arbete har inga studier
identifierats som specifikt undersoker mojligheten att senarelédgga blomning genom
modifiering av denna gen.
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2.3.6 CONSTANS (CO)

CO reglerar blomningstid via fotoperiodisk blomningsvig och tillhor BBX-familjen
av gener (Guo et al., 2022). CO ingar i en signalvig som stimulerar blomning vid
langa dagar. Den frimjar blomning genom att aktivera flera gener med olika
funktioner, som tillsammans bidrar till vixtens &vergang till reproduktiv
utveckling. Aktiveringen av dessa gener verkar dessutom bero pa andra
regulatoriska faktorer, eftersom de inte alltid uttrycks kontinuerligt (Samach et al.,
2000).

Baserat pd den litteratursokning som genomforts under ramen av detta arbete har
inga studier identifierats som specifikt undersoker mojligheten att senarelidgga
blomning genom modifiering av denna gen.

2.3.7 SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS
1 (SOC1)

SOCI kodar for MADS-box transkriptionsfaktorer som integrerar signaler fran
temperatur, fotoperiod, hormonella och utvecklingsrelaterade signalvigar (Guo et
al., 2022). Genen &r involverad i blommeristemidentiteten och reglering av
blomningstid genom att bland annat reglera uttrycket av LF'Y (Hassankhan et al.,
2020). SOC1 &r en av de viktigaste generna nddvandiga for aktivering av B- och C-
blomorgan enligt ABC-modellen (ibid.).

CRISPR/Cas9-medierad mutation av SOCI i sallad (Lactuca sativa) har visats sig
kunna fordrgja stocklopning och blomning. I SOCI-redigerade plantor minskade
dven uttrycket av flera nedstrdms blomningsgener, inklusive LFY, vilket
resulterade i en senare 6vergang till en generativ fas (Choi et al., 2021).

2.3.8 TERMINAL FLOWERING PROTEIN (TFL1)

TFLI &r en blomningsrepressor och har en nyckelroll i knoppvilan under vintern
(Martin-Valmaseda, 2023). Balansen mellan 7FLI och FT bestimmer
plantarkitekturen genom Overgang frén indeterminant tillvéxt till determinant och
tvirtom (Hassankhan et al., 2020). Genen hidmmar uttryck av flera
blomstimulerande proteiner som FLOWERING LOCUS T, LEAFY och APETALA
(Pillitteri et al., 2004). Knock-out av TFLI-genen hos dpple (Malus domestica) och
paron (Pyrus communis) har visat sig kunna inducera blomning senare hos dessa
arter (Charrier et al., 2019).
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2.3.9 LEAFY (LFY)

LFY @r en blommeristemidentitetsgen som é&r ett viktigt element i dvergéngen fran
vegetativ  till  reproduktiv fas (Hassankhan et al., 2020).
LFY-genen interagerar dven med en annan blomidentitetsgen — APETALAI (AP1)
(ibid.). LFY dr ocksd associerad med hormonet gibberellin, som dven den &r
involverad 1 blomregleringen. Nar LFY-aktiviteten sdnks, sdnks &ven
gibberellinnivan, som 1 sin tur paverkar GA-GIDI-DELLA-proteiner (DELLASs).
Blomning framjas normalt ndr DELLA-proteiner bryts ned. Nar gibberellinnivaerna
minskar kan dock DELLA-proteinerna inte degraderas, vilket bidrar till en fordrd;d
blomning (Shin & Park, 2022). Det har kunnat bekriftas i en studie (ibid.) om
Agrobakterium-medierad transformering av genen BrLFY hos kinakél (Brassica
rapa L. ssp. pekinensis).
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3. Diskussion

CRISPR/Cas9 har under det senaste decenniet etablerat sig som ett kraftfullt
verktyg inom modern vaxtforadling. Trots att tekniken ar relativt ny har den redan
anvénts framgangsrikt for att modifiera ett stort antal egenskaper i olika véxtarter,
déribland blomningstid, stresstolerans och avkastning. Mot bakgrund av de globala
utmaningar som jordbruket stir infor, sdsom klimatfordndringar, Okade
produktionskostnader  och  geopolitiska  spdnningar  som  paverkar
livsmedelsforsorjningen, lyfts genredigering ofta fram som ett potentiellt viktigt
verktyg for att utveckla mer resilienta grodor. I detta sammanhang kan blébérstry
(Lonicera caerulea) betraktas som en intressant kandidat for framtida odling i
nordliga klimat, bland annat tack vare dess hoga koldtolerans och néringsrika bar.
Genredigering skulle i detta fall kunna bidra till att forbdttra agronomiska
egenskaper, exempelvis genom att anpassa blomningstid till lokala
klimatforhéllanden. Samtidigt ar det viktigt att beakta att tekniken, trots sina ménga
fordelar och sin relativt hdga precision, &ven medfor vissa biologiska, tekniska och
regulatoriska utmaningar. Dessa aspekter behdver darfor diskuteras i relation till
mdjligheten att anvéinda CRISPR/Cas9 for att paverka blomningstid hos blibarstry.

En framgéngsrik modifiering av blomningsegenskaper forutsétter ett noggrant val
av bade den regulatoriska signalvdg och den specifika genprodukt som ska
manipuleras. Blomning regleras genom ett komplext genetiskt nétverk dar olika
gener kan fungera som antingen aktiverare eller repressorer av dvergéngen fran
vegetativ till reproduktiv utveckling. Effekten av genredigering paverkas darfor inte
enbart av vilken gen som modifieras, utan dven av var i genen mutationen
introduceras och vilken typ av genetisk fordndring som uppstér, exempelvis en
fullstindig knockout eller en mer subtil fordndring av proteinets funktion.
Responsen pa sddana fordndringar kan dessutom variera mellan arter och genotyper
samt paverkas av miljoforhallanden (Hodaei & Werbrouck, 2023). Detta innebér
att resultat fran modellarter inte alltid kan dverforas direkt till andra grodor, vilket
gor experimentell verifiering nédvéndig.

Eftersom blomning regleras av ett omfattande genetiskt nétverk som omfattar ett
stort antal gener — uppskattningsvis omkring 300 gener hos modellarten backtrav
(Arabidopsis thaliana) (Yu et al., 2022) — kan det i1 praktiken vara nodvéndigt att
testa flera olika gener eller genkombinationer for att identifiera de mest effektiva
mélen for modifiering. I detta sammanhang utgdr den relativt hoga genetiska
diversiteten hos Lonicera caerulea en potentiell fordel, eftersom den ger goda
forutséttningar for genetisk forbattring genom riktad selektion i kombination med
molekyldra verktyg (Thompson & Barney, 2007). Samtidigt kan den relativt ldga
effektiviteten i regenerering hos vissa arter och etablering av genredigerade vixter

19



begridnsa genomstromningen i sddana studier, vilket i sin tur kan fordrdja
identifieringen och utvérderingen av lovande kandidatgener (Hodaei & Werbrouck,
2023).

For att fullt ut kunna utnyttja CRISPR-teknikens potential &r det dirfor ofta
nddvindigt att kombinera genreditering med andra tekniska och metodologiska
forbattringar. Nya framsteg inom omrddet omfattar bland annat utvecklingen av
mer effektiva leveranssystem for CRISPR-komponenter. Exempelvis kan
ribonukleoproteinkomplex (RNP) anvidndas for att introducera Cas9 och guide-
RNA direkt i cellen utan att integrera frimmande DNA i véxtens genom. Andra
strategier inkluderar optimerade Agrobacterium-stammar (Kang et al., 2022),
virusmedierad genleverans (Uranga & Daros, 2022) samt anvdndning av genkanon.
Ytterligare forbéttringar omfattar effektivare regenereringssystem baserade pa
morfogenetiska regulatorer samt utvecklingen av multiplex genredigering, vilket
gor det mojligt att modifiera flera gener samtidigt (Hodaei & Werbrouck, 2023).
Dessa tekniska framsteg kan avsevdrt oOka effektiviteten i1 molekyldra
forddlingsprogram.

Vid tillimpning av CRISPR/Cas9-baserad genredigering ar det dock viktigt att
beakta risken for sid kallade off-target-mutationer (He et al., 2024). Dessa
mutationer uppstar nir Cas9-enzymet klyver DNA vid sekvenser som liknar
mélsekvensen men inte dr identiska. Studier har visat att graden av homologi mellan
sgRNA och potentiella off-target-sekvenser dr den viktigaste faktorn som péverkar
forekomsten av sddana oavsiktliga mutationer (Hong et al., 2021). Noggrann design
av guide-RNA samt anvindning av forbattrade Cas-varianter kan darfor bidra till
att minska denna risk.

Under de senaste dren har genomediteringstekniker &ven dppnat nya mojligheter att
utveckla grodor som kan fungera som alternativ till traditionella genetiskt
modifierade organismer (GMO), vars sékerhet och reglering ldnge har varit foremél
for omfattande debatt. CRISPR/Cas9 mojliggor precisa mutationer i specifika gener
utan att nddvéndigtvis introducera permanent fraimmande DNA 1 vdxtens genom.
De exogena transgener som ofta anvdnds vid Agrobacterium-medierad
transformation — exempelvis gener som kodar for Cas9, sgRNA, promotorer och
selektionsmarkorer — kan i efterfoljande generationer avldgsnas genom genetisk
segregation vid sjilvbefruktning eller korsning (Hong et al., 2021). Detta innebér
att de slutliga véxtlinjerna i vissa fall inte innehaller nagot exogent genetiskt
material, vilket har lett till att CRISPR-baserad genredigering i vissa sammanhang
betraktas som ett potentiellt mer acceptabelt alternativ till tidigare GMO-tekniker.

20



Sammanfattningsvis visar denna genomgang att CRISPR/Cas9 har stor potential
som verktyg for att modifiera blomningstid hos blabérstry, &ven om kunskapen om
artens specifika genetiska regleringsnétverk fortfarande ar begrénsad. Erfarenheter
fran andra vixtarter visar dock att méinga centrala komponenter i
blomningsregleringen dr evolutionért bevarade, vilket gor det rimligt att anta att
liknande regulatoriska mekanismer dven forekommer hos Lonicera caerulea. 1 ett
initialt experimentellt arbete skulle det darfor vara strategiskt att rikta in sig pé
gener vars funktion 1 blomningsregleringen &r vélbeskriven och dér effekten av
mutationer ar relativt forutségbar.

En mojlig kandidat dr exempelvis FLOWERING LOCUS T (FT), som fungerar som
en central integrator i flera blomningsvégar och vars minskade aktivitet i minga
arter leder till senarelagd blomning. Eftersom de flesta kultiverade sorter av
blabérstry dr tetraploida (Gerbrandt et al., 2017) kan valet av mélgener paverka
effektiviteten av CRISPR/Cas9-baserad genredigering. Gener som F7, som
fungerar som centrala regulatorer i blomningsnétverket, kan vara sirskilt lampliga
maél eftersom mutation i en begrdansad andel av genkopiorna kan vara tillrdcklig for
att paverka blomningstiden.

Gener med repressiv funktion, s&som TERMINAL FLOWER [ (TFLI)
eller FLOWERING LOCUS C (FLC), skulle ocksd kunna utgéra intressanta mél
beroende pa vilken regulatorisk mekanism som visar sig dominera i blabdrstry.
Sddana gener kan ddremot krdva mutation i flera eller samtliga genkopior, vilket
gor dem mer svarmodifierade i en polyploid art (Schaart et al., 2021).

For att identifiera den mest effektiva strategin kravs dock ytterligare funktionella
studier av artens blomningsreglering. P4 léngre sikt kan en kombination av
genomredigering, molekyldra analyser och traditionell vaxtforddling bidra till att
utveckla blabdrstry som en mer robust och klimatanpassad groda for nordliga
odlingssystem.
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Publicering och arkivering

Godkénda sjilvstindiga arbeten (examensarbeten) vid SLU kan publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver i
sadana fall godkénna publiceringen. I samband med att du godkdnner publicering
kommer SLU &ven att behandla dina personuppgifter (namn) for att gora arbetet
sokbart pa internet. Du kan nérsomhelst dterkalla ditt godkdnnande genom att
kontakta biblioteket.

Aven om du viljer att inte publicera arbetet eller iterkallar ditt godkéinnande s&
kommer det arkiveras digitalt enligt arkivlagstiftningen.

Du hittar lankar till SLU:s publiceringsavtal och SLU:s behandling av
personuppgifter och dina rittigheter pa den hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316

JA, jag, Victoria Hansson, har l4st och godkéinner avtalet for publicering samt
den personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

[1 NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse till att publicera fulltexten av
foreliggande arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och
sammanfattning blir synliga och sdkbara.
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