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Forord

Projektet " Teknisk utveckling av bioreaktorer for storskalig mikroférokning av elitplantor” har
utforts vid SLU, Institutionen for Vaxtforadling och Bioteknik i Alnarp. Malet har varit att
utveckla en prisvard och lattanvand bioreaktor for storskalig mikroférékning for att gora
mikroforokningen mer kostnadseffektiv. Elitplantstationen, som levererar mikroférokade
elitplantor till de svenska plantskolorna, har varit mycket angeladgen om att stotta
vidareutveckling av mikroférokningen. Detta &r ett mycket bra exempel pa hur universitet och
kommersiell partner kan samarbeta mot ett gemensamt mal. Projektet har varit oerhort
stimulerande och givande och vi & mycket néjda med var produkt som kommer att leda till
reducerade kostnader fér mikroférokning men ockséa okad plantkvalité.

Ett varmt tack riktas till Elitplantstationen och Partnerskap Alnarp fér ekonomiskt stod.
Vidare tackar vi Dr AJ Sayegh, TCpropagation Ltd, Bree, Enniscorthy, CO Wexford, Ireland
som ocksa bidragit bade med kunskaper och ekonomiskt stod.

Alnarp 01-17 -2011

Margareta Welander
Projektledare



Sammanfattning

Vi har nu utvecklat en prisvard attraktiv bioreaktor for storskalig mikroférokning. Den ar
transparent, autoklaverbar, stapelbar och vager lite. Bioreaktorn ar konstruerad sa att
naringstillférsel och gasutbyte kan kontrolleras automatiskt. Anslutningarna sitter pa sidan av
den yttre behallaren vilket gor att hela den inre delen kan utnyttjas till odling vaxtmaterialet.
Bade naringslosning och vaxtmaterial ar i samma bioreaktor vilket sparar odlingsutrymme.
Bioreaktorn kommer att leda till reducerade kostnader men ocksa 6kad plantkvalité genom
att vaxterna kan avhardas redan i bioreaktorn. En annan stor fordel &r att bioreaktorn ocksa
kan anvandas till grundlaggande forskning genom att naringsupptagning kan studeras under
tillvaxtfasen. Gjutformarna till de olika delarna som ingar i bioreaktorn tillverkas i Kina och har
en kapacitet for 200 000 enheter.

Syfte

Syftet med projektet har varit att vidareutveckla bioreaktorer for storskalig mikroférékning.

| tidigare projekt anvande vi bioreaktorer baserade pa 51 glaskarl dar vaxtmaterialet odlades i
ett karl och naringslésningen i ett annat. Naringslosningen pumpades over till odlingskéarlet
med véaxter under bestdmd tid och darefter tillbaka. Nackdelen med dessa bioreaktorer ar att
de ar tunga och otympliga att arbeta med eftersom bégge karlen maste flyttas samtidigt till
sterilbanken vid delning av skott och pafylining av nytt naringsmedium. Vidare &r botten pa
karlet for liten for att stérre vaxter ska kunna breda ut sig. Dessutom ar karlen hoga vilket gor
att risken for infektion ar stor nar vaxtmaterialet ska tas ut och flyttas. Syftet med projektet
har salunda varit att forséka dvervinna samtliga nackdelar listade ovan med de nya
bioreaktorerna.

Bakgrund

Stiftelsen Tradgardsodlingens Elitplantstation (EPS) &r ett nationellt centrum fér vegetativ
forokning av sjukdomsrensade och sortakta tradgardsvaxter. Elitplantstationen tillkom ar
1983 pa initiativ av lantbruksstyrelsen, numera jordbruksverket for att i nara samarbete med
tradgardssektorn utveckla férékningsmetoder for sunda och genetiskt definierade
tradgardsvaxter med hjalp av mikroférokning. Malet med verksamheten var att forbattra
sundhetsstatus och sortékthet for hela distributionskedjan fran foradling till konsumenterna.
Elitplantstationen &r organiserad i en utvecklings-och bevarandeenhet samt en
produktionsenhet. Pa grund av 6kad kostnadsutveckling tvingades EPS lagga ner sin
plantproduktion genom mikroforokningen. For att i fortsattningen kunna forse
tradgardssektorn med sjukdomsfritt och sortakta vaxtmaterial har vi ingatt ett avtal med
Elitplantstationen inom ramen for partnerskapet dar vi ska utveckla en ny bioreaktor for
storskalig produktion.

Mikroforokning ar det mest effektiva sattet att producera sjukdomsfritt och sortékta
vaxtmaterial. Tekniken baseras pa vaxters férmaga att bilda skott och rétter fran i princip
vilka vaxtdelar som helst om de odlas pa definierade naringsmedier med tillsats av
tillvaxtreglerande amnen under sterila forhallanden. Vaxtmaterialet odlas i sma burkar eller
flaskor med tillsats av agar for att géra mediet fast. Skott som bildas i burkarna delas for
hand och flyttas dver i nya burkar tills tillréckligt antal skott producerats. Darefter delas
skotten pa nytt och flyttas over till nytt naringsmedium for att stimulera rotbildningen.
Plantorna flyttas sedan till jord dar de acklimatiseras till normala vaxtforhallanden. Den
storsta kostnaden for traditionell mikroférokning ar arbetskostnader for delning och éverforing
till nya skottkulturer. Konventionell mikroférékning ar arbetsintensiv och dyr. Anvandning av
ett nytt system med odling i bioreaktorer har avsevart reducerat arbetsinsatsen och darmed
kostnaderna. Den nya tekniken baseras pa flytande naringsmedium som temporart befuktar
vaxtmaterialet. Tekniken kallas TIS (Temporary Immersion System). Odling i flytande
medium har ofta orsakat problem genom att vaxtmaterialet har tagit upp for mycket vatska
och blivit vitrifierade. Detta har kunnat undvikas genom att optimera den tid vaxtmaterialet ar



nedsankt i naringslosningen. Rotning i bioreaktorer ar ocksad mycket tidsbesparande genom
att manga skott rotas tillsammans i ett odlingskarl utan att skotten behdver orienteras som pa
fast medium. Den forsta bioreaktorn som anvande TIS utvecklades i huvudsak for somatisk
embryogenes (referens 1) . Den gar att anvanda aven for mikroférokning av olika véaxtslag
men odlingskarlet har sina begransningar (referens 2). Odlingsytan ar liten, in/utgangar for
luft sitter i locket och gor att odlingskarlen inte &r stapelbara. Det finns bara 2 in/ut gangar for
att tryckséatta karlet vilket gor att separat ventilering inte &r mdjlig utan att naringslésningen
flyttas. Odlingskarlet levereras utan filter och anslutningsslangar och kostar idag 62 EURO.

| tidigare projekt anvande vi 5 liters glasburkar dar vaxtmaterialet odlades i ett glaskarl (A)
och naringslésningen forvarades i ett annat (B) (figur 1). Naringslésningen pumpades 6ver
fran A till B med bestamda tidsintervall (referens 3).

Figur 1. Bioreaktor-teknik baserad pa tva odlingskarl A och B.

Nackdelen med dessa bioreaktorer ar att de &r tunga och otympliga att arbeta med eftersom
bagge karlen maste flyttas samtidigt till sterilbanken vid delning av skott och pafylining av
nytt naringsmedium. Vidare &r botten pa karlet for liten for att storre vaxter ska kunna breda
ut sig. Dessutom ar karlen hdga vilket gor att risken for infektion ar stor nar vaxtmaterialet
ska tas ut och flyttas. Vidare var det svart att pumpa tillbaka all naringslosning fran
odlingskarlet med vaxtmaterial. Den stérsta begransningen ar salunda avsaknaden av
effektiva och bra odlingskarl till ett rimligt pris. | den andra fasen har vi utvecklat ett nytt
odlingskarl som beskrivs nedan.

Redovisning av teknisk utveckling och optimering av bioreaktortekniken.

Vi har nu utvecklat en kommersiellt attraktiv bioreaktor for storskalig mikroférokning. Formen
for tillverkning av de olika delarna tillverkas i Kina och sjalva formen kan producera 200000
bioreaktorer. Bioreaktorn har konstruerats sa att den ar latt att anvanda. Den vager lite, den
ar transparent och den &r autoklaverbar vid 120° C. Gasutbyte inkluderande syre eller
koldioxid kan kontrolleras automatiskt med hjalp av en kontrollenhet och luftpumpar. De
enskilda bioreaktorerna ar stapelbara. Bioreaktorn kostar 350 SEK jamfort med 600 for RITA
systemet. Figur 2 visar konstruktionen och detaljerna av bioreaktorn. Konstruktionen ar
patentsokt.



Figur 2.1: Bioreaktorn och dess olika delar numrerade fran A-F, 2: 2 yttre behallare med 3
anslutningar for gasutbyte, 2E visar mittfiltret som ar anslutet till ett plastrér pa den inre
kammaren, 2:3 filter, plastror, muttrar, skruvar och silikonringar for anslutning av de 3
in/utgdngarna pa den yttre behallaren, 2:4A inre kammare med urgropningar langs sidorna
och anslutning till mittfiltret, 2:5B korg med tre rader av sma hal, 2:6C ram med 4 ben, 2:7
lock med 4 flikar och en inre silikonring (bla).

1. Bioreaktorn bestar av en yttre behallare (180 x 160x150) gjord av polykarbonat som &r
transparent och mycket hallbar. Gasutbytet kontrolleras via 3 in/utgangar (D,E, F)
forankrade genom skruvar och muttrar genom hal pa behallarens ena sida och tatade
med silikonringar. Gaserna passerar genom sterila filter anslutna genom silikonslangar
till ingangarna. Mittfiltret (E) ar anslutet till ett plastrér pa ovansidan av den inre
kammaren. Pa bioreaktorns undersida sitter 4 fotter i hornen for att gora bioreaktorn
stapelbar.

2. Eninre kammare (A) med tre urgropningar pa langsidan och 2 pa kortsidan ar placerad
i botten p& bioreaktorn. Den &r konstruerad sa att naringslosningen placerad under
kammaren stiger nar tryck appliceras.

3. En korg (B) som innehaller vaxtmaterialet &r placerad ovanpa den inre kammaren. |
botten pa korgen finns 3 rader med sma hal (1x1mm) placerade pa sidorna och i mitten.
Naringslésningen pressas upp genom dessa hal vid applicerat tryck och befuktar
vaxtmaterialet effektivt. Nar trycket tas bort sjunker naringslésningen tillbaka under den
inre kammaren. Pa korgens undersida sitter 4 sma fotter (3mm hoga) i hérnen som ger
ett utrymme mellan inre kammare och korg. Detta behdvs for att korgen ska kunna
tdmmas helt pa naringslésning.

4. Enram med fyra ben (C) placeras ovanpa korgen for att pressa ner denna nar tryck
appliceras.

5. Bioreaktorn forsluts med ett lock forsett med 4 flikar som viks dver 6ppningen pa
bioreaktorn. Runt lockets insida I6per en urgropning med en silikonslang som gor
bioreaktorn lufttét. Delarna 2,3,4 och 5 &r gjorda av polypropylen som ar en mjuk och
flexibel plast.

Efter autoklavering av alla delar &r bioreaktorn fardig att tas i bruk. Den yttre behallaren fylls
med 500 ml steril naringslésning under den inre kammaren. Sterilt vaxtmaterial (sma
skottspetsar eller noder) placeras i korgen. Ramen med 4 ben placeras ovanpa korgen och
darefter forsluts bioreaktorn med locket.

Nar bioreaktorn utsétts for ett tryck stiger naringslosningen upp genom korgen och befuktar
vaxtmaterialet. Trycket astadkommes genom att pumpa in luft med en luftpump. Nar sedan
trycket stangs av sjunker naringsldosningen tillbaka under den inre kammaren. Trycket
appliceras till mittfiltret (E) som ar anslutet till den inre kammaren. Hur manga ganger



vaxtmaterialet ska befuktas och under hur lang tid regleras med ett tidur. Ventilering av
bioreaktorn sker genom att en annan luftpump kopplas in pa en av de andra anslutningarna.
Den tredje anslutningen anvandes for att slappa ut luft som pumpas in. Tid och varaktighet
pa ventilering av bioreaktorn anpassas efter vaxtslag. For att kunna styra naringstillsats och
ventilering har vi utvecklat en kontrollenhet som kan reglera éver 100 bioreaktorer. Figur 3
visar hur bioreaktorerna & sammankopplade med kontrollenheten och luftpumpar.
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Figur 3. Tre bioreaktorer sammankopplade med styrenheten och 2 luftpumpar. De ena
pumpen kontrollerar nivan pa naringslosningen och den andra ventileringen.

Fordelar med den nya bioreaktorn

Den nya bioreaktorn kommer att reducera produktionskostnaderna och férbattra plantkvalitén
baserat pa foljande kriterier:

1. Anvandning av flytande naringsmedium eliminerar kostnaderna fér agar som gér mediet
fast i konventionell mikroférokning.

2. Storleken pa bioreaktorn tillater ett storre antal plantor per enhet och reducerar
kostnaderna for dverféring av vaxtmaterial till nytt naringsmedium.

3. Koncentrationen av naringsamnen kan regleras baserat pa olika tillvaxtfaser.

4. | konventionell mikroférokning ar luftflddet begransat. Med ovantstaende teknik kan
mangden syre och koldioxid regleras. Vidare kan skadliga gaser som vaxten sjalv
producerar elimineras. Reglering av gasfasen leder till battre plantkvalité.

5. Rotning av skott underlattas i de nya bioreaktorerna. | konventionell mikroférokning satts
individuella skott ett och ett pa fast medium medan i bioreaktorerna behdvs ingen
orientering eftersom skotten tar upp néaring 6ver hela ytan. Plantering i jord underlattas
ocksa eftersom det inte finns ndgon agar pa rétterna som maste skoljas bort.

6. Anpassning av mikroférokade vaxter till jord och Iag luftfuktighet har i kommersiell
produktion ofta lett stora forluster. Med den nya tekniken kan vaxterna langsamt
anpassas till yttre forhallanden genom att utesluta kolhydrater i mediet, 6ka mangden
koldioxid och ljusintensitet .

Forbattringar av bioreaktorn jamfort med tidigare system

Placering av in/ut gangar pa sidan av bioreaktorn leder till jamn férdelning av luft inne i
kammaren och jamn plantkvalitet. Naringsmedium och vaxtmateriel &r i samma behallare
samt att bioreaktorerna ar stapelbara gor att betydligt fler plantor kan produceras per ytenhet
i odlingskammaren. Korgen med vaxtmaterial ar latt att flytta vilket gor att infektionsrisken
minskar nar man byter naringsmedium. Halen i korgen &r konstruerade sa att
naringslosningen passerar korgen pa ett effektivt satt utan att sma vaxtdelar fastnar eller
aker igenom halen.

Olika véaxtslag testade i de nya bioreaktorerna.

Elitplantstationen levererar sortékta och sjukdomstestade mikroférékade elitplantor till
svenska plantskolor. Vi har under senare ar etablerat och mikroférokat olika frukt- och
barsorter samt prydnadsvaxter till Elitplantstationen. | stort sett har produktionen varit
tillfredsstallande med ett stort problem har varit den daliga 6verlevnaden efter dverféring av



mikroforokade plantor till jord speciellt for vissa vaxtslag. Detta har lett till att
produktionskostnaderna har 6kat. Vi har nu testat en del av det vaxtmaterialet vi mikroférokat
tidigare i de nya bioreaktorerna.

Nedan foljer odlingsprotokoll for olika vaxtslag (tabell 1) samt ett bildgalleri pa olika vaxtslag
forokade i bioreaktorerna (figur 4).

Tabell 1. Protokoll for olika vaxtslag férokade med de nya bioreaktorerna. Startmaterialet &r
in vitro kulturer pa fast naringsmedium. Varje bioreaktor innehaller 500 ml naringslésning.
Antal ganger vaxtmaterialet befuktas (BF), varaktighet i minuter (BV), ventileringsfrekvens
(VF) och varaktighet i minuter (VV). MS (Murashige och Skoog) medium, WPM (WoodyPlant
edium), LP (Lepoivre medium) BA (benzyladenin), IBA (indolsmérsyra), I1AA (indolattiksyra)
och NAA (naftylattiksyra).

Vaxtmaterial BF BV VF | VWV Medium Antal plantor
tid min | tid min per bioreaktor
Blabar 3 5 11 3 WPM, 30g/I sackaros, | 550
1mg/l Zeatin,
Bjornbar 3 5 11 3 MS, 30g/I sackaros, 150
1mg/l BA
Hallon 2 6 13 4 MS, 309/l sackaros, 150
0,5mg/l BA, 0.01mg/I
IBA
Bjork 2 6 13 4 WPM, 209/l sackaros, | 300
0,2mg/I BA, 0.01 mg/l
NAA
Rod solhatt 2 6 13 4 LP, 30g/l sackaros 200
0,2mg/l BA,
Fingerborgsblomma | 2 6 13 4 LP, 30g/l sackaros, 100
1mg/l BA, 0,1mg/l IBA
Silverax 3 6 11 3 MS, 30g/l sackaros, 200
2mg/l BA




Figur 4. A: Blabar (Vaccinium, sort Putte) B: blabar (Vaccinium, sort North Blue) C: rod solhatt
(Echinacea purpurea, sort Magnus), D: hallon (Rubus idaeus sort mormorshallon),
E: fingerborgsblomma (Digitalis lutea x purpurea) F: bjérnbar (Rubus ssp sort ” Loch Maree” )

Slutsatser

De nya bioreaktorerna ar lattare att anvanda da bade naringslésning och vaxtmaterial &r i
samma odlingskarl. De ar tillverkade i plast och lattare att transportera. Odlingskérlet har
storre bottenyta vilket gor att fler plantor far béttre utrymme i korgen och lagre hojd reducerar
infektionsrisken nar vaxtmaterialet ska flyttas. Genom att anslutningar till luftningen ar
placerade pa sidan av odlingskérlet kan hela korgen utnyttjas till odling av vaxtmaterialet.
Genom att odlingskarlen &r stapelbara kan utrymmet i odlingskammaren anvandas mer
optimalt. Vi har designat och tillverkat en mycket anvandbar bioreaktor men det aterstar mer
arbete for att optimera tillsatts av koldioxid, eliminering av kolhydrater och 6kad ljusméngd i
innan vaxterna planteras i jord for att fa maximal 6verlevnad. Vidare har vi gjort preliminara
studier av ledlampor for att 6ka strackningstillvéaxten men fler studier behovs.
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