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Potatisproteiner med hogre denatureringstemperatur
- en mojlighet via CRISPR/Cas9

FORFATTARE; EVA JOHANSSON SLU, MATHIAS SAMUELSSON, LYCKEBY STARCH AB OCH MARIETTE ANDERSSON, SLU

Virt projekt (PA 1040) pavisade moj-
ligheten att anvinda CRISPR/Cas9
for att skriddarsy aminosyrasamman-
sittningen hos potatisproteiner med
det lingsiktiga malet att forandra dess
denatureringstemperatur, vilket skulle
Oka mojligheterna att anvinda pota-
tisprotein 1 nya livsmedelsprodukter.
Det omtalade proteinskiftet innebir att
konsumtionen av proteiner via kott-
produkter minskar medan den frin ve-
getabiliska alternativ okar. Trenden kan
tydligt ses 1 dagens livsmedelsbutiker
dir utbudet av vegetabiliska protein-
livsmedel Okat visentligt under senare
ar. Forindringen drivs av en onskan att
minska klimatpiverkan, av en o6nskan
om en hilsosammare kosthillning samt
av Okningen av olika typer av allergier
och overkinslighetsreaktioner hos da-
gens befolkning. Proteiner hos potatis
har en stor potential att bidra till pro-
teinskiftet. Proteinskérden per ytenhet
ir hog hos potatis och proteinerna ir
bide hognutritionella och ligallergena.
For en hallbar utvinning av potatis-
proteinerna for livsmedelsanvindning
skulle dock denatureringstemperatu-
ren hos proteinerna behéva dndras och
CRISPR/Cas9 ir en méjlig metod for
detta. Projektet PA1040 har bidragit
till att ligga grunden for virt nya For-
masprojekt “Enhanced utilization of
an industrials side stream for a circular
biobased economy — food grading of
superior nutritional protein” som star-
tar 1 december 2018 och som kommer
att mojliggbra att potatisprotein an-
vinds 1 nya livsmedelsprodukter.

Hur bidrar odling
av starkelsepo-
tatis till protein-
skiftet?

Vid framstillning av stir-
kelse, en industriell pro-
cess som bl.a. genererar
ca 2 miljoner ton pota-
tisstirkelse i Europa per
ir, hamnar potatispro-
teinerna 1 en sidostrom
tillsammans med fibrer
och fruktvatten. Potatis-
proteiner har extraordi-
nirt hogt niringsvirde
med en hog andel essen-
tiella aminosyror. Dessa
aminosyror kan kroppen
inte sjilv producera utan
de mdste intas via vir
foda. Av sirskild vikt hos
potatisproteinet ir ett hogt lysininnehll,
en aminosyra som forutom att vara es-
sentiell, 4r svir att {3 i sig via vegetabilisk
foda di den ofta saknas hos vixtprotei-
ner. Potatisprotein liknar proteiner frin
dgg vad giller niringsvirdet. Men, moj-
ligheten att utvinna proteinerna med
hogt utbyte och bibehallen kvalitet frin
sidostrommen dr svar. Proteinerna ir
namligen vildigt kinsliga for forhojda
temperaturer och borjar redan vid 45 °C
att dndra form och funktion. Processen
som idag anvinds for att tillvarata pro-
teinerna och rena dem frin anrikade
ohialsosamma amnen, innefattar medel-
hoéga temperaturer och ligt pH, vilket
de inte til. Om vi kan f3 proteinerna att
tila en processtemperatur pa 50-55 °C

Biobaserad plast gjord av potatisprotein.
Bild: William R Newsons

kan de utvinnas med ett hogre utbyte
och med en okad renhet och bibehil-
len funktionalitet.

Hur kan samma potatispro-
tein dven ersadtta plast fran

fossil olja i framtiden?

Proteinet har ocksd intressanta egen-
skaper vad giller deras formaga att bil-
da nitverk och processas till material
som skulle kunna ersitta olika typer
av petroleumbaserade material 1 fram-
tiden, som tex plaster och superabsor-
benter. Nyligen har en tydlig koppling
mellan behandling av proteiner vid
processningen och deras funktionalitet
for olika anvindningsomriden kunnat
visas. Skonsam processning eller tiligare
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Bild 1. Plantor av en genomediterad potatislinje. Mlet
med modifieringen dr att fa potatisknélarna att bilda
ett mer processstabilt protein utan att paverka det hoga

néringsvérde potatisknolsproteinet har.

proteiner ir dirmed mojliga 16sningar
for att erhilla bra funktionalitet pd pro-
teiner efter extraktion av desamma, dar
detta projekt har fokuserat pa den sena-
re [@sningen.

Hur kan modern vaxt-
foradling anvandas for att
gora proteiner stabilare?
CRISPR/Cas9, ocksi benimnd som
gensaxen, ir en relativt ny vixttorid-
lingsmetod dir man kan tillfora riktade
mutationer i grodor och dirmed for-
indra en eller ett fital egenskaper i en
sort. Denna teknik har framgingsrikt
etablerats for potatis pa Institutionen for
Vixttoradling, och anvints for att stinga
av specifika genfunktioner. I detta pro-
jekt har vi lyckats forfina CRISPR/
Cas9 metoden och skriddarsy mutatio-
nerna till att se ut pd ett onskvirt sitt.
Vi har haft som mal att byta ut ett fatal
aminosyror och pd det sitt forindra po-
tatisproteinet si att det fir en hogre de-
natureringstemperatur utan att paverka
dess hoga lysininnehall. Majoriteten av
det protein som finns hos potatisknolar

heter patatin, vilket regleras av en stor
genfamilj. Generna ir lika varandra och
vi kunde hitta 6verstimmande regioner
mellan dem. I en av dessa regioner iden-
tifierade vi tre aminosyror som vi ville
byta ut, for att ger ett stabilare patatin.
For att byta ut dessa tre aminosyror rack-
te det med tre skriddarsydda mutationer,
men da genfamiljen ir stor och potatis
ir tetraploid (innehiller fyra kopior av
varje kromosom/gen), behovs eventuellt
upp mot 30 genkopior muteras.

Resultat

Vi tog fram ett trettiotal nya potatisplan-
tor dir vi forsokt dndra aminosyrasam-
mansittningen med hjilp av CRISPR/
Cas9. Av dessa kunde vi identifiera tvd
potatislinjer som hade den dnskade for-
indringen 1 en genkopia vardera. Det ir
forsta gingen denna typ av skriddarsyd-
da mutationer gjorts 1 potatis. Dock hade
fler antal forindrade genkopior i samma
planta varit onskvirt, dd det inte ir sa
troligt att enbart en forandrad genkopia
paverkar proteinet i tillrickligt hog grad
for att gora det mirkbart mer stabilt.

Bild 2. Mikrokndélar (sma potatiskndlar framodlade i steril miljo) av genomedit-
erade linjer. De sma knélarna kan anvindas for en forsta prelimindr analys av
proteinkomposition och kvalitet.

Hur gar vi vidare

Det paborjade arbetet inom PA1040
kommer att vidareutvecklas som en del
av ett tvarvetenskapligt Formas-finan-
sierat projekt (Enhanced utilization of
an industrials side stream for a circu-
lar biobased economy — food grading
of superior nutritional protein) som
startar 1 december 2018. Dir kommer
vi bl.a. jobba med att 6ka frekvensen
genkopior med skriddarsydda forind-
ringar och studera hur de i praktiken
paverkar stabilitet och extraherbarhet
av proteinerna.

Sammanfattning

Genom anvindning av  gensaxen
CRISPR/Cas9 har vi designat smi en-
staka mutationer 1 potatisens arvsmassa
for att forindra potatiskndlens protein
sa att det erhiller en hogre stabilitet.
Med en bittre stabilitet skulle potatis-
proteiner med bibehillen hog kvalitet
kunna utvinnas ur en sidostrdom frin
starkelseproduktion, nigot som idag
ir svart 1 de tuffa processforhillandena
som rader. Det utvunna potatisprotein
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skulle kunna livsmedelsklassas och an-
vindas 1 innovativa livsmedel samt bi-
dra till en hallbar livsmedelsproduktion
1 det rddande proteinskiftet frain anima-
lisk till vegetabilisk kosthallning.

Kan vi skraddarsy fram-
tidens livsmedel och bio-

baserade material

Genom att kombinera de nya vixttor-
ddlingsmetoderna som tex CRISPR/
Cas9 for att forbittra funktionaliteten
hos potatisproteinerna med nya me-
toder for att kemiskt funktionalisera
proteinerna samt med nya processme-
toder, ger det helt nya maojligheter att
skriddarsy produkter efter konsumen-
ternas behov. Detta partnerskapsprojekt
i kombination med andra projekt pa
institutionen kommer siledes att resul-

tera 1 helt nya och unika mgjligheter att
framstilla framtidens svenskproducera-
de proteinlivsmedel och héllbara nya
material for ett foranderligt klimat.
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Faktaruta

Potatis dr virlden tredje storsta matgroda och en ekonomiskt viktig groda for vixtodlaren och
potatisindustrin. I Sverige ar potatis bland de tio storsta grodorna och vi dr till 90 procent sjalvtorsor-
jande pa matpotatis. En stor andel potatis odlas aven for stirkelseframstillning. Stirkelse frin potatis
hiller mycket hog kvalitet och anvinds 1 hog grad bade 1 livsmedelsprodukter och andra industriella
produkter. En stor sidostromsprodukt fran framstillning av potatisstirkelse ar protein. En 6kning av
potatisproteinsets tillvaratagande fran sidostrommen skulle bidra till 6kad ekonomisk birighet for
potatisodlare och industri samt fler hillbara livsmedelsprodukter f6r konsumenter.
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