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Forord

Ncerveerende vidensyntese er udarbejdet pd baggrund af en bestilling fra Landbrugsstyrelsen som en del af
"Aftale mellem Aarhus Universitet og Milj@- og Fedevareministeriet om udferelse af forskningsbaseret myn-

dighedsbetjening m.v. ved Aarhus Universitet, DCA - Nationalt Center for Fedevarer og Jordbrug, 2018-2021".

Landbrugsstyrelsen har ensket en videnssyntese ud fra en dansk vinkel om anvendelse af nye planteforced-
lingsteknikkers effekt p& dansk landbrug. Baggrunden for bestillingen er at det er uafklaret i EU, hvilken status
de nye planteforcedlingsteknikker har i forhold til EU’s GMO-lovgivning. Spergsmalet er, om teknikkerne skal
omfattes af den fulde GMO-requlering og derved ikke vecere tilgcengelig for smé& og mellemstore forcedlings-
virksomheder. Fra GMO-situationen ved vi, at med den fulde GMO-requlering er det kun de multinationale
virksomheder der har ressourcerne til at udnytte teknikkerne. Forskere og erhvervet ser store muligheder for
landbruget og presser pa for at f& en afklaring. Det er et spergsmdl om innovation og udvikling af nye og
bedre plantesorter til et dansk marked. Spergsmalet om den fremtidige requlering af de nye teknikker er
imidlertid komplekst. Det er ogsd politisk kontroversielt og felsomt, bl.a. fordi det er koblet til GMO-debatten.

Landbrugsstyrelsen har deltaget i diskussion af disposition for vidensyntesen og fasticeggelse af strukturen.
Desuden har Landbrugsstyrelsen, pé foranledning af AU, bedt Fedevarestyrelsens Enhed for Fedevarekemi og
Plantesundhed, som er ansvarlig for myndighedernes analytiske kontrol med GMO, om at bidrage til rappor-
ten med et kapitel om kontrolmuligheder (kapitel 5. Detektion af planter lavet ved NBT. Kan det detekteres?).
Lotte Hougs fra Fedevarestyrelsen stér desuden som medforfatter pd kapitel 6, hvor hendes bidrag har veeret
at sikre, at tekst der handler om kemisk analyser er formuleret korrekt. DCA takker for bidraget, som har sikret

at vidensyntesen ogsd er state-of-the-art p& kontrolomradet.

Niels Halberg

Direkter DCA - Nationalt Center for Fedevarer og Jordbrug
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Sammenfatning

Vidensyntesen om nye planteforcedlingsteknikker (NBT), preecisionsforcedling og mulighederne i dansk land-
brug er opdelt i en teknisk del (kapitlerne 1-5) med baggrund om planteforaedling, mutationer, teknologi inden
for mutationsforcedling fer og nu, konkrete eksempler pd prcecisionsfor-cedling ved NBT i afgreder og mulig-
hederne for detektion af prcecisionsforcedlede afgreder, hvis det besluttes, at de skal requleres som en GM
afgrede. Herefter kommer en jordbrugsfaglig del (kapitlerne 7-9), hvor der fokuseres p& konkrete udfordringer
i danske landbrugsafgreder, gartneri og skovbrug og pd, om NBT potentielt vil kunne bidrage. Til sidst i afsnittet
kigges pd& skonomiske forhold vedrarende et dansk landbrug med og uden NBT. | kapitel 6 sammenfattes den
tekniske del og der gives en Sammenligning af prcecisionsforcedling med konventionelle forcedlingsteknolo-

gier og i kapitel 10 gives en sammenfattende analyse af potentialerne for NBT for den jordbrugs-faglige del.

Planteforcedling er en disciplin til mdalrettet og lebende frembringelse af nye plantesorter. Den udnytter den
genetiske variationen imellem individer inden for en planteart og kombinerer onske-de egenskaber til nye
og forbedrede sorter. Planteforcedling er afhaengig af genetisk variation, og NBT kan bruges til at ege denne

variation.

Men det at introducere ny variation i en planteart er ikke en ny opfindelse. De nye planteforcedlingsteknikker
ligger i forlcengelse af en gammel praksis, hvor planteforcedlingen har segt at ege den genetiske variation
ved at introducere eller inducere nye egenskaber i vores afgrader. Som grundlag for forstGelsen af mutationer
i planteforcedlingen gennemgds derfor, hvordan ny variation er blevet indfert i planteforcedlingsmateriale ved
f.eks. kemiske eller fysiske behandlinger, translokationsforcedling, syntetiske hexaploider mm. Teknikker der

medferer omfattende cendringer i planternes genom.

Nye planteforcedlingsteknikker og prcecisionsforcedling af vores afgreder er relativt nye begreber inden for
planteforcedling. | virkeligheden omfatter nye planteforcedlingsteknikker en rcekke teknologier, som er frem-
kommet over de sidste drtier. Europa-Kommissionen nedsatte p& anmodning fra medlemsstaterne i 2007 en
arbejdsgruppe, som skulle vurdere om forskellige nye forcedlings-teknikker skulle veere omfattet af GMO-lov-
givningen. Arbejdsgruppen udarbejdede en liste med syv nye planteforcedlingsteknikker, som inkluderede:
Zinc finger nuclease (ZFN) technology, Oligonucleoti-de directed mutagenesis (ODM), Cisgenesis and Intra-
genesis, Grafting on GM-rootstock, RNA-dependent DNA methylation, Agro-infiltration sensu stricto’ og Rever-
se breeding. ZFN teknikken er et Site Directed Nuclease (SDN)-vcerktaj, der kan fremkalde en mutation pd et
forudbestemt sted i plantens genom, og ikke en rcekke tilfceldige steder i genomet, hvor mutationer potentielt
kan veere skadelige. Heraf betegnelsen prcecisionsforcedling. Siden 2007 er fremkommet en rcekke nye tek-
nikker i samme kategori som ZFN, sGsom TALENs og CRISPR/Cas teknikkerne, hvor i scerdeleshed sidstncevnte
har sat skub i udviklingen. Der er i rapporten derfor et scerligt fokus pé& netop SDN-teknikkerne og i scerdeleshed
pd de teknikker, der betegnes SDN-1, dvs. hvor SDN-vcerktgzjet laver et brud p&d DNA-strengen, og cellen selv
reparerer bruddet, som den ogsa ville gare, hvis det var forarsaget af f.eks. solens UV-strdler. Mutationer kan s&
opstd, hvis denne reparation ikke for-lgber perfekt.

Selvom SDN-teknikkerne er nye, findes der allerede en rcekke eksempler pd deres anvendelse i afgreder.
Blandt andet afgreder, der via SDN-1 har opndet hajere naturlig sygdomsresistens, bed-re kvalitet i form af
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sundhedsfremmende indholdsstoffer, lavt glutenindhold og bedre udnyttelse af kvcelstof - scerligt under dyrk-

ningsforhold med begrcenset kvcelstofadgang.

Hvad angdr sporbarhed, vil man ikke kunne adskille mutationerne fremkommet ved SDN-1 fra mutationer
fremkommet pd traditionel vis med mindre man har f&et oplyst deres gensekvenser. Dette komplicerer kontrol

af afgreder importeret fra lande, der ikke kraever mcerkning af NBT af-greder.

SDN-1 vurderes i forhold til traditionelle mutationsteknikker at besidde meget f& potentielle risici for f.eks. uan-
skede mutationer. Bdde mutationsforcedling og de nye prcecisionsteknologier kan ses som ekstra muligheder
for en allerede meget effektiv og optimeret planteforcedling af vores af-gredeplanter baseret pd krydsninger.
Iscer prcecisionsforcedlingen vurderes at have et stort fremti-digt potentiale, fordi den er prcecis i forhold til
placering af introducerede mutationer, og fordi antallet af off-target mutationer kan minimeres. Prcecisionsfor-
cedlingens potentiale forudses end-videre at kunne stige kraftigt, ndr den kobles med den fortsatte udvikling

i viden om basale mole-kylcere requleringsprocesser i planter til at kunne udpege velegnede kandidatgener.

Med hensyn til de udfordringer, som dansk planteavl star overfor, vil udviklingen af robuste og hejtydende nye
sorter vedvarende spille en rolle for at kunne opretholde og @ge udbytte og kvalitet af danske afgreder. Hver
afgrede har sine specifikke forcedlingsmdl, f.eks. proteinindhold eller fordgjelighed, men pd tvaers af stort set
alle arter gar udfordringerne med sygdomme ogq i stigen-de grad robusthed over for klimatiske forhold igen.
Bdade for de specifikke mal og for de store ud-fordringer ift. modstandsdygtige planter har preecisionsforcedlin-
gen nogle muligheder for at bi-drage med store kvalitative spring i nyttige egenskaber hos nye sorter. Selvom
Danmark areal-mcessigt er lille, kendetegnes plantedyrkningen i hgj grad ved brugen af sorter specielt tilpas-
set danske forhold, hvor tilpasningen af kornsorter til begrcensningerne i brug af kvcelstofgedning er et eklatant
eksempel. Prcecisionsforcedlingen har det scerlige potentiale, at nye egenskaber forholds-vist nemt vil kunne
tilfojes eksisterende elitesorter. Dette ville pd lcengere sigt veere til stor fordel, badde for danske planteforcedlere
og for dansk planteavl generelt, fordi sorter, som allerede er tilpasset danske forhold, kan geres endnu bedre.
Desuden vil NBT have stort potentiale inden for afgreder der er vegetativt formerede og/eller flerdrige (frugt-
kulturer og mange prydplanter), fordi bdde mutationsforcedling og krydsninger medfarer et langvarigt efterfal-

gende tilbagekrydsnings- og selektionsarbejde.

Den danske planteforcedling er koncentreret inden for scerlige arter, af stor betydning for jord-brugserhvervene
i Danmark. Inden for landbrugsomrddet er det de store afgreder hvede, byqg, kar-tofler, foder- og sukkerroer,
graesser og klgver, mens det inden for have-/skovbrugsomradet iscer gcelder specielle slcegter af prydplanter
og ndletreeer til juletrees- og pyntegranproduktion. For nogle af de mindre/mellemstore afgreder, som dyrkes
i Danmark, f.eks. rug, majs og grentsags-afgreder er forcedling af nye sorter stort set opheart, og dyrkning er
sdledes baseret pd sorter for-cedlet i nabolande. Dog foregdr der for visse arter en vis nicheforcedling. Plan-
teforcedlingen i Danmark befinder sig sdledes i hej grad i en international konkurrencesituation, hvor det er
vee-sentligt, at de danske virksomheder har de samme tekniske muligheder for at udvikle forcedlings-aktivite-
ter som konkurrenterne. P& globalt plan ger det samme sig geeldende mellem europceiske og internationale
aktiviteter. Det md& forventes, at NBT teknologierne kommer til at spille en vee-sentlig rolle i at udvikle nye sorter
i fremtiden, og for at kunne klare sig i en international konkur-rence vurderes det, at de danske virksomheder

pd lcengere sigt kun kan klare sig, hvis de har ad-gang til de samme tekniske muligheder som udenlandske
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konkurrenter og mulighed for at mar-kedsfere nye sorter pd samme betingelser. Et vaesentligt forhold i denne
sammenhceng er eventu-elle forskelle mht. den offentlige requlering af sorter udviklet ved NBT, som vil have

afgerende betydning for omkostningerne ved markedsfering af nye sorter.

Hvis prcecisionsforcedlingen bliver frinoldt fra GMO-lovgivningens krav om godkendelse, vurderes den at kun-
ne anvendes bredt af selv mindre forcedlingsvirksomheder til at introducere nye egen-skaber i plantesorterne,
fordi den ikke er omkostningstung eller kraever store investeringer. Regu-leres planter fremstillet med de nye
teknologier efter den fulde EU GMO requlering, vurderes det, at kun de allersterste internationale forcedlings-
virksomheder vil kunne bcere omkostningerne ved at udvikle nye sorter med disse teknologier. | s& fald vil det
ikke veere realistisk for danske forced-lingsvirksomheder, og dermed ogsd i vid udstraekning for dansk land-
brug, at drage nytte af de nye teknologier. Det vil samtidigt stille danske landmcaend i en problematisk situation

hvis de vil dyrke afgredesorter fra lande hvor NBT ikke reguleres som GMO.
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Centrale begreber

Precision breeding (pa dansk: preecisionsforcedling)

Forcedling hvor der gares brug af metoder til at inducere fa naturlige mutationer pda preecise ste-der i et
DNA. Mutationer i DNA er udgangspunktet for al forcedling. Men ved preecisionsforcedling induceres der
veesentligt feerre mutationer end ved klassisk mutationsforcedling, i mange tilfcelde kun én enkelt mutation

i ét bestemt gen i en plantes DNA. Hvorimod der ved klassisk mutations-forcedling typisk induceres > 10.000

vilkdrlige mutationer i en plantes DNA.

Prcecis mutation
En preecis mutation er en enkelt naturlig mutation der introduceres et valgt sted i et DNA. Modsat vilkarlig muta-
tion som bruges ved mutationsforcedling.

Vilkarlig mutation

Vilkérlige mutationer er cendringer i DNA som forekommer naturligt, f.eks. enkelt-base substituti-oner eller de-
letioner eller indscet i DNA pd flere tusinde baser. Det er dog ogsd muligt at inducere vilkérlige mutationer ved
mutagenese, som f.eks. ved brug af kemiske mutagene stoffer eller fysi-ske metoder sGsom hgjenergi partikel-
eller elektromagnetisk strdling. Vilkérlige mutationer op-stér tilfeeldige steder i et DNA.

Mutationsforcedling

Ved klassisk mutationsforcedling benytter man sig af inducerede vilkarlige mutationer ved kemi-ske og/eller
fysiske metoder, f.eks. ved brug af kemiske mutagene stoffer eller fysiske metoder sGsom hejenergi partikel-
eller elektromagnetisk strdling. Disse metoder har veeret kendt og an-vendt i sammenhaeng med traditionel
forcedling siden begyndelsen af det 20. &rhundrede. Ved denne metode introduceres typisk mere end 10.000

mutationer vilkdrlige steder i én plantes DNA.

Genome editing (pa dansk: genredigering)

Teknologier hvor der anvendes biomolekyler (almindeligvis enzymer) til at redigere i et specifikt sted i et DNA.
Metoderne har fundet anvendelse i mange forskellige organismer. Nogle metoder inden for genredigering
giver udelukkende naturlige mutationer som enkelt-base substitutioner eller smé deletioner eller indscet af
sterrelsen 1-10 baser i DNA. Metoder af denne type betegnes SDN1 (se kapitel 3). Der findes flere eksempler

pd teknologier som kan anvendes til genredige-ring. F.eks. CRISPR/Cas? eller TALENS.
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1. Planteforcedling og ny variation ved konventionelle teknikker
Henrik Brinch-Pedersen, Professor MSO, Institut for Molekylcerbiologi og Genetik, Aarhus Universitet

1.1. Indledning

Som oplceq til afsnittene om prcecisionsforcedling ved nye planteforcedlingsteknikker beskriver dette kapitel
kort de mest grundiceggende principper for klassisk/konventionel planteforcedling, hvilke udfordringer plante-
forcedlingen stdr over for, og hvordan man fra fer, de nye planteforced-lingsteknikker kom frem, har udnyttet og
oget den genetiske variation. Vigtigheden af genetisk variation for at kunne fremstille nye sorter demonstreres,
og det vil fremgd, at det at ege den genetiske variation i forbindelse med planteforcedling ikke er en ny opfin-
delse. Der gives eksem-pler pd, hvordan den genetiske variation er blevet aget f.eks. ved krydsning med lan-
dracesorter, mutanter, ved at fremstille syntetisk hexaploid hvede eller ved translokationsforcedling. Induktion
af mutationer ved klassiske fysiske og kemiske behandlinger er en meget udbredt teknik og bliver behandlet
i et scerskilt kapitel. Fysisk og kemisk inducerede mutationer ligner ofte de mutationer, der fremkommer ved

prcecisionsforcedling med nye planteforcedlingsteknikker.

1.2. Planteforcedling og planteforaedlingens mdl

Planteforcedling er en disciplin til mdlrettet og lebende frembringelse af nye plantesorter. Den udnytter varia-
tionen imellem eksemplarer inden for en planteart og kombinerer gnskede egen-skaber til en ny og forbedret
sort. Formdlene kan vaere mange, fra de rent cestetiske cendringer hos prydplanterne til f.eks. udbyttefremgan-
ge, sygdomsresistens og kvalitetsforbedringer i vores landbrugsafgreder. For et moderne landbrug er det en
vaesentlig forudscetning, at der er adgang til sorter med stabilt hejt udbytte, resistens over for skadevoldere,
men ogsd med specifikke kvali-tetsegenskaber. Sidstncevnte kan f.eks. vedrere maltningsegenskaber for byg

eller bageevne for hvede.

Planteforcedling skal ind imellem ogsda opfylde en racekke andre krav. Det kan f.eks. vcere specielle politiske
onsker til landbruget sésom scerlige krav om miljghensyn til jordbrugsproduktionen, som kraever at der udvikles
sorter, der lever op til netop de danske betingelser. | Danmark stilles der til sammenligning med mange andre
lande f.eks. specifikke krav om mindre brug af gedning og pe-sticider, og de danske kornforcedlerne har derfor
igennem de sidste cirka 20 ar tilpasset sig re-striktionerne pd forbruget af pesticider og kveelstof og udviklet
kornsorter, som er bedre at dyrke med mindre input end deres konkurrenter i nabolandene. Det betyder, at
kornsorter forcedlet i udlandet ikke nedvendigvis kan dyrkes med succes i Danmark, da milj@ og dyrkningsbe-

tingelser ofte er meget forskellige imellem landene.

Globalt set udfordres planteforcedlingen i hej grad af de globale klimacendringer og af befolk-ningstilvaeksten.
Gennemsnitstemperaturen forventes over de nceste 50 d&r at blive haevet med 1-1% grad. Dette forventes i
Danmark at ville forleenge dyrkningssaesonen, samtidig med at der sker cendringer i nedbarsmenstret. Andre
steder forkortes dyrkningsscesonen. Begge dele forventes at fere til @get stresspdvirkning af afgrederne i form
af varme, terke og pres fra sygdomme og ska-dedyr. Befolkningstilvceksten, som forudser at mindst 9 mia. skal
bredfedes i 2050, stiller meget store krav ikke mindst til forcedlingen af nye sorter med et hejt og sikkert udbyt-
te. Produktionen af afgredeplanter forventes at skulle stige med mindst 60% i perioden fra 2010 til 2050 for at
holde trit med befolkningstilvaeksten. P& verdensplan er den relative udbyttefremgang desveerre faldende, fra
at veere 3,4% per ari 1961 til kun at vaere 1,25% i 2010 (Fischer et al,, 2014). P4 samme tid anvendes plantebi-

omasse i stigende grad til bioenergi og nye produkter, og der er et stcerkt enske om bevare naturlige habitater.
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1.3. Klassiske forcedlingsmetoder

1.3.1. Simpel selektion

Den simpleste form for planteforcedling bestdr i at udnytte den genetiske variation ved at udvcelge gnskede
planter med bestemte egenskaber frem for planter af samme art, som ikke besidder de anskede egenskaber.
Man kalder det simpel selektion, og teknikken blev anvendt allerede af vores forfcedre, der ud fra iagttagelser
udvalgte de afgreder, der fungerede bedst. Udvcelgelsen var ba-seret pd plantens faenotype, dvs. kort sagt
dens fremtoning, og hvad der kan mdles og vejes. En plantes fcenotype fremkommer som en sum af den milje-
pavirkning, den er udsat for, og dens genotype (den information som ligger i plantens gener). Simpel selektion
af enskede planter og efterfelgende formering af udvalgte planter har en progressiv effekt pd plantens geno-
type (dens gener). De udvalgte egenskaber fremelskes og kommer til at dominere i populationen af planter.

1.3.2. Kontrollerede krydsninger

Forcedlingshastigheden for planter kan accelereres, hvis forcedleren foretager kontrollerede krydsninger af
planter med gnskede egenskaber. Teknikken er den mest anvendte planteforcedlingsteknik der findes, og den
er baseret pd Mendels love om nedarving af egenskaber (figur 1.1). Egenskaber kombineres ved at forcedleren
krydser udvalgte planter med hinanden. Genetisk variation vil, afhcengig af gendominans, give planter, som er
feenotypisk forskellige, og som indeholder nye genkombinationer.

Han

Hun

Figur 1.1. Mendels genetiske love blev forst testet pd certeplanter. Mendel krydse-
de forst planter med farvede og hvide blomster med hinanden og fik kun farvede
blomster. Da han krydsede disse planter med hinanden, fik han, som demonstre-
ret ovenfor, planter med bd&de farvede og hvide blomster. Herved viste han, at
krydsede planter far egenskaber fra begge forceldre og at nogle egenskaber er

dominante (R) og andre er recessive (r)
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1.4. Planteforcedling og genetisk variation

Som beskrevet ovenfor er en forudscetning for, at man kan lave planteforcedling, at der er genetisk variation
inden for den art, man vil forcedle. Som eksempel kan tages sygdomsresistens i hvede: hvis hvede A har et gen,
som giver sygdomsresistens over for angreb af meldugsvampen, og hvede B har et gen der giver sygdomsre-
sistens over for angreb af septoriasvampen, s& kan man ved at krydse hvede A med hvede B opnd en hvede
C, som bdde indeholder generne for resistens over for meldug og over for septoria og som derfor vil vcere resi-
stent over for begge svampesygdom-me. Omvendt, hvis teoretisk set alle hvedeplanter var genetisk nejagtig
helt ens hele tiden, ville man ikke kunne krydse sig til en ny forbedret sort. Endvidere vil en meget begrcenset

genetisk variation ogsa begrcense mulighederne for at forcedle nye forbedrede sorter.

Men planter udscettes ligesom alle andre levende organismer for cendringer i deres genetiske materiale (ge-
nerne). Det kan ske via molekylcere processer sésom ved fejl i replikationen (kopierin-gen) af cellens genom
eller ved mutationer som kan opstd spontant eller p& grund af stressfaktorer (f.eks. solens UV-strdler eller men-
neskelig behandling med mutagener). Fejl i en celles genetiske materiale opstér hver gang, en celle kopierer
sit DNA under celledelingen. De genetiske cendringer, der opstdr i enkelte planter bidrager til den genetiske

diversificering af en population og er afgerende for evolutionen og for at man kan forcedle nye sorter.

1.5. Ny variation og prasforaedling

I nogle tilfcelde er en gnskelig genetisk variation til indkrydsning ikke umiddelbart tilgaengelig. Her vil det vaere
nedvendigt at bringe ny variation ind i forcedlingsarbejdet. Man kalder det preeforcedling og det omfatter
forcedlingsaktiviteter, som indferer ny variation og som ikke direkte ferer til nye sorter. Praeforcedling er ofte
en meget langsigtet proces, som f.eks. kan bestd i at krydse nye gener for resistens, udbytte eller kvalitet fra
fremmed materiale ind i en moderne tilpasset afgrede og derefter udvikle den til en egentlig sort efter gen-
tagne krydsninger med elitemateriale. Prceforcedlingsaktiviteter kan omfatte indferelse af variation fra arter,
som umiddelbart er krydsningskompatible, f.eks. landracer og mutanter. Men det kan ogs& omfatte teknikker til
indferelse af egenskaber fra arter, der ikke umiddelbart er krydsningskompatible, f.eks. translokationsforcedling,

somatiske hybridisering m.m. Eksempler herpd gives nedenfor.

1.5.1. Eksempler pa preeforcedling

1.56.1.1. Hej fytase i hvede

Et eksempel pd preeforcedling er HIGHPHY hveden, en mutant, der giver hgj aktivitet af enzymet fytase i kernen
og som derved ager fordgjeligheden af fosfor og mikronceringsstoffer, nadr den an-vendes til foder og fedevarer
(Scholey et al., 2017). HIGHPHY mutationen er baseret pd en enkelt DNA-basecendring i den region af fyta-
segenet, der styrer udtrykkelsen af fytasegenet. £ndringen (mutationen) ger, at der bliver lavet mere fytase.
Da man i forcedlingssammenhcaeng kun ensker at beholde HIGHPHY mutationen og ikke resten af mutantens
genom md& man foretage sékaldte tilbagekrydsninger til elitesorten for at slippe af med s& mange som muligt
af mutantplantens andre ugnskede gener. Tilbagekrydsning er en tidskrcevende proces, hvor man langsomt
og gradvis erstatter en mutants procentvise genomandel i en plante med genomet fra en ansket elitesort (se
figur 1.2). I tilfeeldet HIGHPHY kendes gensekvensen for det muterede gen og man kan derfor med molekylcer-
biologiske metoder folge mutationen under tilbagekrydsningerne. HIGHPHY mutationen udger en marker, og
man kalder det derfor marker assisteret selektion. Praeforcedling er ressource- og tidskrcevende, og den udferes
undertiden i samarbejde med forskningsinstitutioner, men kan have stor betydning for landbruget, miljget og
samfundet, fordi den bringer nye gener ind i sortsmaterialet.
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Elite hvede
Mutant hvede

F1 kerner
50% alleler fra elite
50 % alleler fra mutant

BC1 kerner
75% elite alleler fra elite
25% alleler fra mutant

BC2 kerner
87.5 % elite alleler fra elite
12.5 % alleler fra mutant

Figur 1.2. Tilbagekrydningsskema for en elitehvede
krydset med en mutanthvede. Igennem gentagne tilba-
gekrydsninger med elitehveden erstatter man mutanthve-
dens genomandel med elitehvedens genom.

1.5.1.2. Syntetiske hexaploider

Det er langtfra altid, at man i detaljer kender til enkeltgener, der giver en ansket egenskab. Udvidelse af den
genetiske variation kan ogsa foregd langt mere uspecifikt. En langsigtet strategi hvor der i dag stadig geres et
stort arbejde, er ved fremstillingen af syntetisk hexaploid hvede, som gennemfares for at bringe nye gunstige
gener ind i bredhvede fra dens slcegtninge (se f.eks. King et al., 2017, 2018; Grewal et al.,, 2018). Bredehvede
(Triticum aestivum) er et resultat af tre for-skellige hvedearter, som er blevet krydset sammen. Den er derfor
hexaploid og bestdr af tre ge-nomer kaldet A, B og D. Men der findes 0gsd tetraploid hvede (med A og B gen-
omerne) som f.eks. emmer (Triticum dicoccum), som er en krydsning mellem to vilde grcesser (Triticum urartu
og Aegilops). Et andet eksempel pé tetraploid hvede er durum hvede (Triticum durum), som dyrkes intensivt
til anvendelse i pasta. Ved at krydse tetraploid hvede (AABB) med den vilde diploide Aegilops tauschii, som
indeholder DD genomet, kan man skabe en sdkaldt syntetisk hexaploid (AABBDD) hvede, som kan vcere en
nyttig kilde til nye egenskaber som f.eks. sygdomesresistens. Hvis den syntetiske hexaploide hvede har egenska-
ber, der @nskes indkrydset i en moderne elitesort, venter der et meget omfattende tilbagekrydsningsarbejde for
at slippe af med usnskede egenskaber fra de di- og tetraploide ophavsplanter (se figur 1.2)
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1.5.1.3. Translokationsforcedling i hvede

Ved translokationsforcedling indfgres dele af en donorplantes kromosom i modtagerplantens ge-nom. Et klas-
sisk eksempel pd translokationsforaedling blev udfert af E. R. Sears i 1950’erne (Sears, 1956). Han flyttede et
gen for bladrustresistens fra den vilde grces Aegilops umbellulata til bred-hvede. Det farste problem bestod i,
at de to arter Triticum aestivum og A. umbellulata ikke umiddelbart kan krydses. Sears lgste problemet ved at
foretage et s@kaldt brokryds, hvor han faerst krydsede A. umbellulata med emmer. A. umbellulata er diploid og
indeholder kromosomscettet (CC), og emmer er tetraploid og indeholder kromosomscettene AABB. Fra krydset
opndede Sears den sterile hybrid ABC, som blev kromosomfordoblet til en fertil AABBCC. Denne blev krydset
med bredhvede, som fik afkommet AABBCD, der desvcerre var ncesten fulkommen sterilt, formentlig pga. af
irregulcer parring af CD kromosomerne. Ved tilbagekrydsning til bredhvede fandt han enkelte kerner, som
spirede og gav rustresistente planter. Desvcerre indeholdt det ekstra kromosom C for mange usnskede gener,
som skulle fiernes for at f& en konkurrencedygtig sort. Sears gjorde det ved at bestrale pollenet fra planten og
bruge det til at besteve bredhvede med. Herefter fandt han en bredhvede med et enkelt lille A. umbellulata

kromosomstykke (en translokation), som gav rustresistens, og hvor planten lignede almindelig bredhvede.

1.5.1.4. Ny variation i byg

| byg er ny variation blevet indfert ved krydsninger til vilde slcegtninge. Den vilde byg Hordeum vulgare subsp.
spontaneum vokser vidt udbredt i Mellemasten (Thormann et al., 2016). Vild byg indeholder rigtig mange syg-
domsresistensgener, som kan indferes i vores dyrkede byqg ved almindelig krydsning (f.eks. Jahoor and Fisch-
beck, 1993; Ivandic et al., 1998; Backes et al., 2003). Efter krydsning imellem vild og dyrket byg venter der et
omfattende tilbagekrydsningsprogram for at slippe af med usnskede egenskaber fra den vilde byqg.

1.5.1.5. Sygdomsresistens i kartofler

Kartoflen har groft sagt dannet preecedens for overferelse af gener fra vilde slcegtninge til den dyrkede form
af en afgrede. | det centrale og sydlige Amerika findes en lang rcekke arter som er tcet beslcegtede med den
dyrkede kartoffel (Solanum tuberosum) og som udger en ressource for praeforcedling i kartofler. Kartoflen blev
indfert til dyrkning i Europa, Asien og Nordamerika i det 16. og 17. drhundrede, men de fleste sorter blev ade-
lagt af en opfattende epidemi af kartoffelskimmel i midten af det 19. drhundrede. Kartoffelskimmel-epidemien
havde voldsomme konsekvenser, men efterfelgende overferelse af resistensgener til den dyrkede kartoffel
fra den vilde slcegtning Solanum demissum muliggjorde derefter igen dyrkning af kartofler. De fleste dyrkede
kartofler er tetraploide, men omkring 75% af de vilde arter er diploide, og det ferer til store krydsningsbarrierer
imellem arterne (Bethke et al., 2017). Sékaldt ploidimanipulation sésom kromosomfordobling i somatiske celler
anvendes til at overkomme saddanne ploidi-baserede krydsningsbarrierer (MAINE and SIMPSON, 1999; Bethke
etal, 2017).

1.5.1.6. Somatisk hybridisering, ikke GMO

Somatisk hybridisering anvendes til at kombinere generne fra to celler fra arter, som kan krydse naturligt. Cel-
leveeggen fiernes fra somatiske celler, sa der kun er cellens protoplast tilbage. Protoplaster kan fusioneres ved
forskellige kemiske behandlinger med f.eks. polyethylenglycol (PEG) eller ved elektrofusion (elektrisk stad).
Efter fusionen indeholder hybriden genetisk materiale fra begge planteceller, altsd et scet kromosomer fra
hver af forceldrene. Teknikken anvendes f.eks. til at indfere cytoplasmatisk hansterilitet til brug i forcedlingen af
hybridsorter. Somatisk hybridisering er ikke en udbredt teknik.
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1.6. Andre teknikker i klassisk planteforcedling

1.6.1. Dobbelt haploider

De fleste arter har to scet homologe kromosomer i deres cellekerne. Som tidligere beskrevet findes der varia-
tion imellem de homologe kromosomer, séikaldt allel variation. Under den seksuelle reproduktion dannes en
haploid gamet (i pollen og ceg), som kun indeholder det ene scet af kromosomerne. Man kan ud fra haploide
planteceller dyrket in vitro fremstille haploide planter. Det ene tilstedevcerende scet kromosomer i den haploi-
de plante kan efterfelgende kromosomfordobles med f.eks. kemikaliet colchicin. Der dannes herved en eksakt
kopi af kromosomerne og man opndr derved hurtigt en homozygotisk plante. Forcedleren ser derved med det
samme, hvilke alleler han har i sit materiale. Dobbelt haploid teknik er yderst udbredt i planteforcedlingen og
kan anvendes til en hurtig frembringelse af rene linjer og til frembringelse af forceldreplanter til hybridsorter.

1.6.2. Hybridsorter

Hybridsorter er scerligt udbredt i majs, rug samt i gartneriafgreder som f.eks. tomat og agurk. Der findes ogsé hy-
bridbyg og -hvede og der arbejdes pd at udbrede disse, ligesom det vurderes anskeligt at udvikle hybridsorter
inden for arter som f.eks. rajgraes (Pembleton et al., 2015). Sdsaeden i forbindelse med hybridsorter fremkom-
mer ved at krydse to indavlede linjer. Den ferste generation herefter kan fere til eget udbytte pga. sdkaldt kryds-

ningsfrodighed. | sGscedsproduktionen skal krydsningen imellem de indavlede linjer foretages kontrolleret.

Flaskehalsen i hybrid freproduktion er at kontrollere pollen fra moderplanten, s& man undgér ugn-sket selvbe-
stevning. Der findes en raekke teknologier til at kontrollerer dette, fra manuel emaskulering (fiernelse af stevdra-
gerne), sprejtning med kemiske midler kendt som gametocider, pollen-undertrykkere eller kemiske hybridise-
ringsmidler og til genetisk styret sterilitet (Colombo and Galmarini, 2017). Iscer den genetiske kontrol er ansket
og er yderst udbredt i f.eks. majs. Genetisk hansterilitet skyldes enten mutationer i cellekernens DNA (genic
hansterilitet) eller mitokondriernes DNA (cytoplasmatisk hansterilitet, CMS). Der findes en raekke mutationer, der
giver hansterilitet, og de fleste af disse er recessive. Fertiliteten kan genoprettes ved at krydse med en plante,

som har et dominant sakaldt restaurerings- (restorer) gen.

1.7. Uplanlagte mutationer opstdet ved konventionel planteforcedling, plantens formering

og dens almindelige veekst

| forbindelse med krydsning af planter samt ved plantens almindelige vcekst sker der en rcekke mutationer,
som @ger den genetiske variation. Omfanget og placeringen af mutationerne kontrolleres ikke af forcedleren,

men kommer fra forskellige cellulcere processer.

Ved krydsning af to planter blandes generne fra de to forceldreplanter. Det er altsd ikke kun de enskede egen-
skaber, der flyttes. Forceldrenes haploide genomer blandes, s& b&de anskelige og ikke anskelige egenskaber
kommer til udtryk. Hvor der umiddelbart kan identificeres uenskede effekter kasseres krydsningsplanterne. Kun
de bedste gdr videre i forcedlingsarbejdet.

Na&r kanscellerne (pollen og ceg) dannes ved meiosen, sker der en overkrydsning imellem kromosomerne, og
der opstdr nye allelkombinationer (se f.eks. Wijnker et al., 2013). Det betyder, at de efterfelgende generationer
af krydsningsplanter udviser en starre variation i egenskaber end hvad kunne forudses. De gnskede egenska-

ber kan fremelskes ved tilbagekrydsninger som beskrevet ovenfor.
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Spontane mutationer i plantens genom foregdr hele tiden. | et studie i modelplanten Arabidopsis thaliana
kiggede forskerne efter nye spontane mutationer i en enkelt plantelinie over 30 generati-oner (Ossowski et al.,
2010). De fandt 99 basecendringer i DNA'et og 17 smd eller store indscettelser i plantens genom. Set i forhold
til Arabidopsis plantens genomstarrelse vil der i gennemsnit ske en cendring af én base i plantens DNA per

veekstgeneration.

De mutationer, der er fremkommet som beskrevet ovenfor i dette afsnit, er ikke planlagte og mange af dem vil
ikke fare til cendringer i plantens feenotype. Andre mutationer vil derimod cendre plantens fcenotype, og nogle
gange pd gavnlig vis. Et eksempel pd det sidste gcelder for de dveerggener i hvede oq ris, som spillede en stor
rolle under den grenne revolution. De bemcerkelsesvcerdige stigninger i hvede- og risudbytter under den gren-
ne revolution blev blandt andet muliggjort af indferelsen af dvcerggener, som oprindeligt blev opdaget som en
mutation i hvede i Japan. | dag viser identifikation af de gener, som er ansvarlige for dvcergegenskaben, at de
pdvirker aktiviteten eller produktionen af plantehormonet gibberelinsyre, som pdvirker bl.a. steengelveeksten
(Hedden, 2003).

1.8. Konklusion

Der stilles labende nye krav til moderne plantesorter. Planteforcedling udnytter den genetiske variation til at
fremelske nye forbedrede sorter. Hvis der ikke er genetisk variation, kan man ikke forcedle nye sorter. Genetisk
variation opstdr naturligt i arten under dens formering og veekst. | tilfeelde hvor man har ensket at ege den
genetiske variation yderligere, har planteforcedlere igennem dartier gennemfert en raekke indgreb for derved
at skabe den nedvendige variation til at opnd deres forcedlingsmal. Indferelse af ny genetisk variation har haft
stor og ofte essentiel betydning for vores afgrader.
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2. Mutationsforcedling har skabt ny genetisk variation de sidste 100 ar
Per L. Gregersen, seniorforsker, Institut for Molekylcerbiologi og Genetik, Aarhus Universitet

2.1. Indledning: Mutationsforcedling i forhold til NBT

Diskussionen om prcecisionsforcedlingen og de prcecise mutationer, som kan opnds med NBT, handler ofte
om, hvorvidt denne teknik, nér den anvendes uden indscettelse af fremmed DNA, kan ligestilles med metoder i
konventionel mutationsforcedling, hvor mutationer induceres i forcedlede plantesorter ved hjcelp af fysiske eller
kemiske metoder. Dette skyldes blandt andet, at sorter fremstillet ved hjcelp af disse konventionelle mutations-
metoder (blot bencevnt som "mutagenese”) eksplicit er undtaget bestemmelserne i EU's GMO-direktiv under
bemcerkningerne i bilag | B. Dette gar, ift. denne vidensyntese, en detaljeret gennemgang af den klassiske
mutationsforcedling relevant for at klarlcegge principperne i og de biologiske implikationer af de metoder, der

anvendes her.

2.2. Mutationsforaedling historisk

Starten p& mutationsforcedling gar ncesten 100 ar tilbage til kort efter, at det blev klart, at mutationer kunne
induceres i levende organismer (ferst i Drosophila) ved hjcelp af rentgenstréaler (Muller, 1927). De farste mutati-
oner i afgredeplanter, majs og byg, blev lavet med rantgenstréler i USA (Stadler, 1928). En scerlig skandinavisk
vinkel er, at arbejde med mutationer i byqg startede tidligt, allerede i slutningen af 1920’erne i Sverige og ogsd
ved rentgenbestrdling af planten. Fra midten af 1900-tallet blev der her genereret et stort antal bygmutantpo-
pulationer (Lundgvist, 2014). Genetisk materiale herfra indgik i mange populcere nordiske og danske bygsorter
(f.eks. "Pallas’, 'Mari’ og 'Mona’) fra 196Q’erne til 80’erne, hvor planternes egenskaber iscer var cendret mht.
strélaengde og tidspunkt for blomstring (Lundgvist, 2014). Ogsd i Danmark, pé& Forskningscenter Risa i 1960-
70’erne, var der aktiviteter p&d mutanter i byq, iscer mht. proteinkvalitet af bygkernen og sygdomsresistens (Ing-
versen et al., 1973; Jergensen, 1992).

Mht. metoder blev rentgenstralingen efterhdnden aflest af den mere effektive gammastrdling som fysisk muta-
genesemetode, bl.a. fremmet af det internationale atom- og energiagentur (IA-EA, Wien) (Kharkwal, 2011).
Samtidig udvikledes de kemiske mutagenesemetoder fra 1940'erne og frem (Gustafsson and Mackey, 1948),
og disse blev efterndnden de dominerende, idet de er bedre egnet til at lave store, sakaldt maettede mutant-
populationer, hvor alle gener forventes at veere ramt af en mutation pd tveers af populationen (Kharkwal, 2011;
Lundqvist, 2014).

Forhdbningerne til mutationsforcedlingen var haje i midten af 1900-tallet (f.eks. i HJ. Mullers No-belforedrag
1946 (Muller, 1946)). Forhdbningerne relaterede sig bdde til, at man formodede at kunne introducere nye
egenskaber i planterne, som ikke ellers kunne fremkomme naturligt, og at man kunne gere det hurtigt i allere-
de tilpassede sorter. Succeshistorier har der dog ogsd veeret, men disse har ferst og fremmest veeret “lavt-hcen-
gende frugter” p& den mdde, at de repraesenterede egenskaber, som var lette at inducere og screene for i
mutantpopulationer, f.eks. plantehgjde og blomstringstidspunkt. Dette afspejler den vigtige pointe, at muta-
tionsforcedling helt frem til drhundredskiftet udelukkende var sd@kaldt forward genetik, dvs. at selektionen af
onskede genotyper i mutationspopulationer kun var baseret pé& faenotypen (figur 2.1A). Dette betyder ogsd, at
det primcert har vceret tydelige og markante morfologiske og farvemcessige cendringer, der er blevet selekte-
ret for. Fysiologiske/biokemiske og mere komplekse egenskaber har vceret vanskeligere at selektere for, selv-

om udviklingen i analysemetoder, f.eks. massespektrometri, har eget mulighederne her ogsd (Sikora et al.,
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2011). | takt med udviklingen i den molekylcere genetik fra 1970°erne og frem blev det muligt at identificere
og karakterisere gener for bestemte mutationer p& basis af genetisk kortleegning (map-based cloning). Det
var dog ferst med udviklingen af den sakaldte TILLING-metode (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes)
(McCallum et al., 2000), at det blev muligt mdlrettet og effektivt at finde mutationer i forudbestemte gener, for
hvilke DNA-sekvensen var kendt (figur 2.1B). Dette har gjort sakaldt reverse genetik muligt i et omfang, som ikke
tidligere var muligt, dvs. at mutationer i bestemte gener kan identificeres, og deres effekt pa plantens faenotype
kan derefter karakteriseres. Dette uddybes nedenfor.

Siden starten af 80’erne er interessen for at anvende mutationer i praktisk planteforcedling faldet, mdske pga.
en oget interesse for i stedet at anvende genteknologiske metoder og pga. besveerligheder med at hdndtere
usnskede mutationer, som kan falge de enskede mutationer (Mba, 2013). Mutagenbehandling har dog i sam-
me periode vceret anvendt intensivt til at inducere mutationer i gener til studier af genfunktioner i grundlceg-
gende molekylcerbiologisk forskning. Udviklingen i TILLING-metoderne har desuden i det seneste drti genskabt

en interesse for at anvende inducerede mutationer mere direkte i planteforcedlingen.
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Figur 2.1. Mutationsforcedling baseret pd (A) konventionel feenotype-selektion af muterede planter med enskede egenskaber eller (B)
genotype-selektion baseret pd molekylcergenetisk analyse af mutationer i et gen, som enskes muteret med en forventning om gunstige
cendringer i faenoty-pen/egenskaber. PCR: Polymerase Chain Reaction; NGS: Next Generation Sequencing.

24



2.3. Mutationstyper og mutationers rolle i evolution og planteforcedling

Mutationer kan ud fra cendringerne i det genomiske DNA opdeles i hhv. punktmutationer, insertioner/deletio-
ner/inversioner, translokationer og spredning af transposoner og retrovirus i genomer. Transposoner og retrovi-
rus er selvspredende genetiske elementer i plantens genom. Derudover kan man overordnet opdele mutatio-
ner i kromosom- og genmutationer, hvor den ferste pavirker kromosomstrukturer eller -antal, mens den sidste
kun pavirker enkeltgener (Lundgvist et al., 2011). Ved kromosommutationer omarrangeres store stykker af kro-
mosomerne, f.eks. ved translokationer mellem to forskellige kromosomer. Sammen med bestrdling er dette
bl.a. blevet udnyttet til at fremme overfarsel af kromosomfragmenter mellem arter, som kan krydses (Lundgyvist
et al, 2011). De hyppigste mutationer er genmutationer, hvor cendringerne kun pdvirker DNA-sekvensen for et
enkelt gen, hvilket omfatter b&de den protein-kodende del af genet og regulerende omrdder. Iscer punktmuta-
tioner er hyppige, dvs. cendringer i enkelte baser i DNA-strengen, men genmutationer kan ogsd indebcere fjer-
nelse (deletion) eller indscettelse (insertion) af en til flere baser i DNA-strengen. Alle disse typer af mutationer
kan have sterre eller mindre effekt pd genet og det afkodede protein. Ingen effekt (silent mutation) ses f.eks.
ved en basecendring, som ikke eller ubetydeligt cendrer aminosyresammenscetningen i det kodede protein,
mens stcerke effekter f.eks. vil forekomme, hvis en basecendring introducerer et sdkaldt stop-codon, hvor det
kodede protein bliver afkortet. En anden typisk stcerk effekt er, hvis en fjernelse/indscettelse af baser cendrer

den sdkaldte lceseramme, hvor afkodningen fra DNA til proteinsekvens bliver forstyrret.

| princippet er der ikke forskel pd typen af mutationer, som induceres ved mutagenbehandling, og mutationer,
som opstdr naturligt, bortset fra transposon- og virusspredning, der potentielt kan tilfere en plante fremmed
DNA. Bade naturlige og inducerede mutationer leder til starre eller mindre cendringer i DNA-sekvensen eller
i kromosomstrukturer, og forskellen mellem dem beror ferst og fremmest pd mutationsraten. Naturlige muta-
tioner, opstdet gennem millioner af &r, har skabt den genetiske variation, som gennem evolutionen farer til
udveelgelse/fremme af nye geno-typer i populationer, helt i trdd med Darwins teorier om naturlig selektion.
Klassisk planteforcedling har systematiseret denne udvcelgelse blandt naturlige varianter, sammen med en
madlrettet kombination af de bedste genotyper gennem krydsninger (se afsnit X). Mutationsforcedlingen har
taget skridtet videre og skabt yderligere genetisk variation ved at inducere mutationer og derved potentielt
skabt mulighed for at accelerere den naturlige proces betydeligt.

2.4. Metoder til at lave mutanter og de inducerede genotyper

Naturlige mutationer opstdr pga. fysiske og kemiske pdvirkninger (stréling, mutagene kemikalier), af virus og
ved transposonspredning, som direkte pavirker og cendrer DNA i cellerne. Hvis dette sker i kensceller, kan cen-
dringerne overfares til nceste generation, hvorved mutationerne fasthol-des i efterfelgende generationer - hvis
de er gunstige for arten. Udover fysiske/kemiske pdvirk-ninger kan tilfceldige fejl under celledelinger ogsé
introducere mutationer. Mutationsforcedling anvender metoder, som svarer til naturlige mutagener, men med
en gget dosis for at forage mutationsraten. Iscer er radioaktiv strdling og mutagene kemikalier blevet anvendt.
Tabel 2.1 giver en oversigt over de historisk mest anvendte metoder (Leitao, 2011; Mba et al., 2011) sammen
med de typer af DNA-cendringer, som de fordrsager. Ud over de i tabel 2.1 ncevnte metoder er en langt reekke
andre fysiske og kemiske metoder gennem de sidste 100 ars udvikling af mutationsforcedlingen blevet afpre-
vet og anvendt (Kharkwal, 2011).
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Tabel 2.1. De hyppigst anvendte mutationsmetoder og deres effekter p& DNA i kromosomerne.
Typisk vil behandlingen foregd pd terre eller opbladte fre, hvorefter M1 planter fremspires.

Kategori Mutagenbehandling Mutationstype Genotype
Fysisk Rentgen-strdling (x-rays) Afhcenger af dosis: blanding | Punktmutationer.
Gamma-strdling af genmutationer og kromo- | Deletioner/inversioner af
sommutationer meget forskellig starrelse.

Translokationer.

Kemisk Alkylerende mutagener: Genmutationer Alkylerede baser vil parre
« MNU forkert, typisk med G/C
« EMS +A/T transition til falge.
« ENU F& InDels
NaN, Genmutationer B&de G/C+A/Tog
A/T+»G/C transitioner.
F& InDels.

EMS: ethyl methanesulphonate, MNU: N-methyI-N-nitrosourea; ENU: 1-ethyl-1-nitrosourea; NaN3: natriumazid; InDel: insertion/deletion.

Som det fremgdr af tabel 2.1, er der en vis sammenhceng mellem genotypen for en induceret mutation og
mutationsmetoden, idet de kemiske metoder (f.eks. EMS, NoNs) som regel giver enkelt-base substitutioner
(transitive, dvs. fra G/C til A/T), mens de forskellige bestralingsmetoder, alt afthaengig af dosis, giver en blan-
ding af punktmutationer og sterre eller mindre deletioner, samt translokationer. Selv for de kemiske metoder
kan der veere forskelle, og derfor kan det veere nyttigt at anvende kombinationer af behandlinger for at opné
storst mulig variation i en mutantpopulation. En grund til at de kemiske mutagener nu er de mest anvendte er,
at disse, fordi de primcert fremkalder punktmutationer, egner sig bedst til sammen med TILLING-metoderne at
finde mutationer i bestemte gener (se nedenfor) (Szarejko et al., 2017).

2.5. Eksempler pa naturligt forekommende mutationer i danske afgrader

Den herskende forstGelse af evolutioncere processer bygger pd, at naturlige mutationer sammen med kryds-
ninger bidrager til diversificering inden for arter og ogsa til udvikling af nye arter. Tre eksempler fra danske
afgreder pd, hvordan mutationer har formet afgredearter pd forskellige niveauer, skal ncevnes her:

Eksempel 1. Et ekstremt eksempel pd, hvordan mutationer har formet udviklingen af dyrkede planter, findes i
kalslcegten (Brassica) i korsblomstfamilien. Der findes et stort antal dyrkede arter/underarter inden for denne
planteslceqt, bl.a. raps, blomkal, broccoli, sennep osv. Basalt set formodes alle disse arter at have den samme
diploide stamfader tilfcelles. Cheng et al. (2016) undersagte den genetiske variation blandt et stort antal un-
derarter/varianter inden for de to arter B. rapa ('turnips’) og B. oleraceae ('kal’). Den store faenotypiske variation
er vist i figur 2.2 for syv varianter af B. oleraceae. Cheng et al. (2016) fandt ved DNA-sekventering af genomer-
ne for de syv varianter i figur 2.2 grundlceggende den samme genomstruktur og store ligheder mht. kromsom-
struktur og DNA-sekvens, men ogsd mange genmutationer (>350.000 punktmutationer og >15.000 deletioner/
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insertioner). Teorien er, at alle disse mange mutationer tilsammen har bevirket den store faenotypiske variation,
selvom det umiddelbart er vanskeligt at pege pd enkelte gener, som har afgerende betydning pa forskellige
egenskaber.

i L

. P B\ ‘x

\ , £ b
% — e ,f"k'.'.
=
var. capitata var. acephala var. italica var. botrytis
cabbage kale broccoli cauliflower

var. alboglabra var. gongylodes var. gemmifera
Chinese kale kohlrabi brussels sprouts

Figur 2.2. Naturlig faenotypisk variation blandt underarter/varianter af B. oleraceae (k&l') (Uddrag af bil-
lede fra Cheng et al., 2016). Variationen er fremkommet ved forcedling af og selektion i arter/underarter,
som allerede har haft en naturlig variation.

Eksempel 2. Sygdomsresistens er en af de egenskaber, man gerne ser indfert i dyrkede afgreder, og én suc-
ceshistorie mht. dette er mlo-resistensen i byg over for angreb af bygmeldug, en alvorlig sygdom i byg under
danske forhold. Denne resistens blev fundet som en naturlig mutation i en byglinje fra Ethiopien i 1930’erne og
har efter indkrydsningen i elitesorter vist sig at vcere holdbar i dyrkningen (Jergensen, 1992). Genet, mlo-11,
er recessivt, og kloning og sekventering af genet viste, mutationen i genet fandtes i de requlerende dele, hvor
en duplikation (insertion) tilsyneladende forstyrrer gen-transkriptionen (Blischges et al., 1997). Dette forarsager
meget nedsat meengde af det funktionelle protein, hvilket giver planten resistens over for meldugangreb. Nu
om dage forekommer mlo-genet i ncesten alle elitebygsorter, enten i form af den naturligt forekommende

mutation eller i form af inducerede mutationer. (Se mere om Mlo-genet i kapitel 4).

Eksempel 3. | vild emmer-hvede findes et gen, Gpc-B1 ("grain protein content’), som ved indkrydsning i dyrket
hvede giver et forhgjet proteinindhold i kernerne (Joppa and Cantrell, 1990). Kloning af dette gen viste, at al-
mindelig dyrket hvede indeholder en gen-mutation i det pdgceldende gen (deletion af en enkelt base), som
giver "frame shift” i translationen til protein, s& der ikke dannes det korrekte protein. Mutationen opstod allerede
tidligt under udvikling af bredhvede og giver let nedsat proteinindhold i kernen hos bredhvede, men sterre ker-
ner og mere udbytte (Dubcovsky and Dvorak, 2007), iscer under mellemeuropceiske tempererede forhold, fordi
genet ogsd er foroundet med en langsommere modning og dermed en lcengere vaekstsaeson. Pga. de sterre
kerner er det muterede Gpc-B1-gen blevet foresldet at veere et sékaldt domesticeringsgen, som har veeret
udsat for positiv selektion under domesticeringen af hvede og spredningen af hvededyrkning til tempererede

egne med lcengere vcekstsaeson.
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2.6. Database for sorter baseret pd mutanter

Fordi bestraling, iscer med gamma- og rentgen-strdler, har vceret en central mutationsmetode, har det inter-
nationale atom- og energiagentur (IAEA, Wien) de seneste 50 ar vceret en vaesentlig international faktor i
at fremme mutationsforcedling og i at dokumentere dens resultater. Hos IEAE i Wien findes séledes en data-
base over markedsferte plantesorter siden 1950, hvis udvikling har involveret mutagenese bé&de med fysiske
og kemiske mutationsmetoder (https://mvd.icea.org). | marts 2018 omfattede listen i databasen 3243 sorter,
stroekkende sig over alle typer af afgrader fra prydplanter til de store afgreder som hvede, ris og majs. Man mé
formode, at ikke alle markedsferte sorter er registreret i IEAEs database. F.eks. er det velkendt, at de sdkaldte
null-LOX bygsorter (Skadhauge et al., 201 1), som Carlsberg-bryggerierne anvender i deres kontraktdyrkning af
maltbyq, er fremstillet ved hjcelp af mutagenese, og disse sorter er ikke opfert i IEAEs database. Grunde til ikke
at veere registreret kan veere flere. Forster and Shu (2011) ncevner bl.a. uvidenhed om databasens eksistens;
at mutation som kilde til en egenskab kan fortabe sig efter krydsninger; at der kan vcere uklarhed om f.eks.
patentrettigheder; at der er bekymring for at blive forbundet med GM-diskussioner; eller at ‘'mutation’ ikke er en
oplagt positiv mcerkat i reklamesammenhceng. Man md sdledes regne med, at antallet af sorter, hvis udvikling

har involveret mutagenese, pd verdensplan er veesentligt starre end de 3243 i databasen.

Eksempler fra listen er iscer karakteriseret ved typisk at have faenotyper baseret pd selektion af makroskopiske,
letgenkendelige egenskaber, sdsom hgjde (mange ris-, byg og hvedesorter) og farver (f.eks. frugtfarven hos
grapefrugtsorten 'Red Rio’). Historisk har listen sit toppunkt i 1980’erne, men der tilfgjes dog stadig nye sorter,
omkring 10 om dret de seneste ar, mens det var >100 om daret for artusindskiftet. Dette afspejler det allerede
ncevnte fald, som er set siden 1980'erne, i interessen for at anvende mutationsforcedling i praktisk plantefor-
cedling.

2.7. TILLING: fra forward til reverse genetik

Som pointeret ovenfor har mutationsforcedlingen historisk involveret selektion af planter pé& basis af feenoty-
pen, hvilket har givet begrcensninger i anvendeligheden, fordi mere subtile/kvantitative forskelle, f.eks. i ud-
bytte, er vanskelige at screene for p& enkeltplanteniveau i en mutantpopulation. | feenotypescreeningen af
en mutationspopulation efter mutagen-behandling screenes der for tydelige morfologiske eller farvemcaessige
egenskaber (feenotyper), og planter med anskede egenskaber bliver udvalgt og anvendt, enten direkte som
nye sorter af en afgrade, eller indirekte gennem krydsninger med andre sorter (Figur 2.1A). De seneste drtiers
udvikling i molekylcerbiologien og kendskabet til de gener, som styrer bestemte egenskaber, har imidlertid be-
tydet, at reverse genetik i en forcedlingssammenhcaceng er blevet muligt. Med reverse menes, at udgangspunk-
tet tages i generne (udvalgte kandidatgener), som muteres, hvorefter man observerer eventuelle effekter pd
fcenotypen. Hvis den forventede effekt opnds, kan man gé videre og udnytte mutationen i forcedlingsarbejdet.

Den ferste hurdle i dette er at finde mutationer i specifikke gener, og det er, hvad man kan opnd med TILLING
(McCallum et al., 2000). Den nyeste og mest omfattende mdde at lave TILLING pd er at sekventere genomet,
eller de kodende dele af det (exomet), fra et starre antal individer fra mutant-populationen og derefter lede
efter mutationer i de @nskede gener. Et nyere eksempel pd dette er en database for mutationer i hvede (http://
www.wheat-tilling.com/, JIC, UK), hvor man online kan identificere mutationer i bestemte gener og derefter
rekvirere kerner fra de muterede planter til videre karakterisering og krydsninger (Krasileva et al., 2017). | stan-
dardudgaven af TILLING-metoden amplificeres DNA fra specifikke gener med PCR fra en mutantpopulati-
on. Mutationer hos enkeltindivider kan efterfelgende detekteres ved forskellige metoder (f.eks. sekventering,

gel-elektroforese eller high-resolution-melting), som er i stand til at skelne mellem DNA-sekvenser fra mutanter
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og vildtype planter (McCallum et al., 2000). Figur 2.1B viser dette med sekventeringsmetoden (NGS - New
Generation Sequencing). Nar mutationerne er fundet for et bestemt gen, normailt flere forskellige mutationer
i forskellige omréder af genet, skal man efterfelgende undersege, om de som formodet reelt har effekt pa
fcenotypen. Dette afhcenger farst og fremmest af mutationstypen og effekten p&d DNA’et, dvs. om der er sket
basecendringer af stor betydning for proteinfunktionen, eller om der er sket cendringer i lceserammen af be-
tydning for lcengden af proteinets aminosyresekvens. | sidste ende skal feenotypen/egenskaberne testes under
dyrkningsforhold for at afgere, om den aktuelle mutation har en betydning for egenskaben af linjen, s den er

veerd at gd videre med i et forcedlingsprogram.

TILLING-metoderne er efterhdnden blevet s effektive, at man stort set kan finde mutationer i hvilket som helst
gen, man mdtte enske. Dog kan man ikke helt preecist forudse, hvor mutationen vil veere i selve genet, og der-
udover vil der i en mutantplante, som besidder den gnskede mutation, altid forekomme et sterre antal ukendte
mutationer i andre gener end det, som er mdlet for TILLING-screeningen.

2 8. Ugnskede sideeffekter og begraensninger ved konventionel mutationsforcedling

Den vcesentligste sideeffekt ved konventionel mutagenese i planteforcedlingen knytter sig til, at en induce-
ret mutation, som ncevnt ovenfor, ledsages af et starre antal ukendte og ugnskede mutationer i de udvalgte
planter, ved bade forward og reverse metoder (Mba, 2013). Dette problem er sterst i diploide, selvbestavende
arter sésom byq, fordi effekten af de ukendte mutationer, f.eks. nedsat udbytte, her lettere slar igennem end
i polyploide arter sésom hexaploid bredhvede, Triticum aestivum, hvor de tre sub-genomer fungerer som en
buffer ift. ukendte mutationer. Szarejko et al. (2017) angiver, at antallet af mutationer i en enkelt bygplante i en
typisk mutantpopulation kan veere helt op til 10.000. De fleste af disse vil ikke have ramt gener, men nogle vil

og kan altsd, ud over at ramme det enskede gen, for@rsage uenskede cendringer i andre gener.

En vigtig begreensning ved mutagenesemetoderne er, at mutationerne af natur er tilfceldige, hvilket dog ogsd
positivt betyder, at man kan opnd mutationer stort set joevnt fordelt overalt i genomet (Forster and Shu, 2011).
Men man kan ikke veelge helt preecist, ned pd DNA-baseniveau, hvor mutationenen skal veere. Ved TILLING
kan man finde relevante mutationer i bestemte afgraensede DNA sekvenser, men disse vil stadig veere induce-

ret tilfceldigt og kan sdledes ikke "placeres” helt praecist.

Der gcelder scerlige begraensninger mht. vegetativt formerede planter, idet der her efter mutationsbehandling
ofte fremkommer kimceriske planter, og recessive mutationer vil ikke have nogen effekt. Tilsvarende er po-
lyploide planter vanskelige at lave mutationsforcedling i, fordi gener i disse ofte findes i flere kopier p& de for-
skellige sub-genomer, som har en buffereffekt i forhold til hinanden mht. gavnlige recessive mutationer. Trods
dette er der, f.eks. i hexaploid bredhvede, eksempler pd succesfuld mutationsforcedling, hvor nye egenskaber

mht. plantehgjde, blomstringstidspunkt og sygdomsresistens er opndet (Konzak, 1987).

En basal begrceensning i mutationsforaedling er, at man i langt de fleste tilfaelde opndr fiernelse af et gen-pro-
dukt, hvilket knytter sig til, at man ikke kan inducere mutationerne helt prcecist i DNA-sekvensen. | nogle tilfcelde
kunne man gnske sig at opnd f.eks. en foregelse i meengden af et enzym eller bestemte proteiner for at frem-
me en egenskab. Med mutationer kan dette kun opnds i scerlige tilfeelde, hvor man slar negative requlatorer

ud med mutation. Dette krcever dog kendskab til komplekse requleringsmekanismer.
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Udover ugnskede mutationer, som felger den enskede mutation pga. sdkaldt linkage drag, kan den gnskede
mutation i sig selv ogs@ have ugunstige pleiotrope effekter, f.eks. aget modtagelighed over for sygdomme, som
ikke umiddelbart har noget at gere med den egenskab, man gerne vil introducere med en mutation. Denne
situation er dog ikke for mutationsforcedlingen vaesensforskellig fra konventionel forcedling, hvor nye gener

krydses ind i forcedlingsmateriale.

2.9. Forholdsregler imod ugnskede sideeffekter

Forholdsreglen mod, at ukendte/usnskede mutationer (sékaldte off-target gener) felger med onskede muta-
tioner i et mutationsforcedlingsprogram, er ferst og fremmest tidskrcevende tilbagekrydsninger til eksisterende
elitesorter (se kapitel 1), hvor mutationen falges i afkommet, mens de medfelgende mutationer i gener, der
kan giver usnskede effekter, forsages luget veek. Hvor let eller vanskeligt dette vil vaere, afhcenger helt af den

genetiske kobling mellem anskede og usnskede mutationer (linkage drag).

Ugunstige pleiotrope effekter mé& hdndteres, som man ger i traditionel krydsningsforcedling, primcert ved af at
forsege at afkoble eller mindske den pleiotrope effekt. Et succesfuldt eksempel pd dette er mlo-mutationen
i byg, der, som tidligere ncevnt, giver resistens over for meldugangreb. | de farste sorter med mlo-resistens, s&
man ogsd en uheldig pleiotrop forekomst af nekrotiske pletter pd bladene med udbyttetab til felge (Jergensen,
1992). 1 den efterfelgende forcedlingsproces er det lykkedes at reducere denne effekt til et acceptabelt niveau,

séledes at mlo-mutationen nu kan anvendes uden de store problemer.

2.10. Risici ved konventionelle mutationsteknilkker

Da mutationsforcedling involverer arbejde med mutagener, er der en sundhedsrisiko ved selve teknikken, idet
disse stoffer eller behandlinger ifelge sagens natur som oftest er kroeftfremkaldende. Der skal derfor tages de
nedvendige forholdsregler under mutagenbehandlingen. Efter behandlingen og fjernelse af mutagenet er der
ingen forgget helbredsrisici ift. traditionelt forcedlingsarbejde.

Et hundrede ars brug af mutagenese i planteforcedlingen, med introduktion af et meget stort antal mutationer i
dyrkede sorter, har ikke vist alvorlige eksempler p& ugnskede sideeffekter, som er sl@et igennem som uventede
effekter i de endelige sorter. Man ma formode, at sddanne er luget veek i foraedlingsprocessen. Dette knytter
sig veesentligst til, at mutationer som regel fierner et gen-produkt fremfor at opregulere det. Det betyder ogsa,
at de fleste sideeffekter vil vaere negative pga. ugnskede ekstra mutationer, og at de vil bevirke, at planter, som
besidder dem, vil blive bortselekteret. En sammenligning til foregelse af den genetiske variation ved krydsning
til vilde arter med enskede egenskaber er relevant her. Ved en sddan indkrydsning vil der hajst sandsynlig ogsd
felge ugnskede egenskaber med sammen med den enskede egenskab, og der findes eksempler pd f.eks. et
uheldigt hejt toksinindhold i kartofler (Zitnak and Johnston, 1970), som er fremkommet p&d denne mdde. Man
ma& vurdere, at risikoen for sddanne situationer er mindre ved mutationsforcedling, fordi denne som oftest vil
basere sig pd moderne, allerede tilpassede sorter, hvor f.eks. hgjt toksinindhold ikke vil forekomme.

2.11. Konklusion

Mutationsforcedling havde sin storhedstid fra midten af forrige drhundrede, hvor der blev opndet positive re-
sultater med egenskaber, som var lette at inducere efter mutagenbehandling. Siden 1980'erne er der sket et
fald i interessen mht. til at anvende mutationsforcedling som et veerktej i den praktiske planteforcedling, sand-
synligvis pga. besveerligheden med at arbejde med de ugnskede mutationer, som uvilkarligt er en del af en

mutationsbehandling. Samtidig har der veceret store forventninger til bioteknologiske metoder, som alternativ
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til mutationsforcedling. Det seneste &rti har mutationsforcedlingen dog madt bioteknologien pd en ny frugtbar
mdde i form af TILLING-metoderne, hvilket betyder, at man nu mélrettet kan finde mutationer i stort set hvilket
som helst gen, man matte onske. Dette ger, at mutationsforaedlingen igen har fdet aktualitet og formodentlig
vil opleve en genskabt interesse, ogsd i praktisk planteforcedling, indtil NBT-teknologierne formentlig tager

over.
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3. New Breeding Techniques (NBT)

Inger Baeksted Holme, forsker, Institut for Molekylcerbiologi og Genetik, Aarhus Universitet

3.1. Introduktion

Europa-Kommissionen nedsatte p& anmodning fra medlemsstaterne i 2007 en arbejdsgruppe [New Techniqu-
es Working Group (NTWG]], som skulle vurdere om forskellige nye forcedlingsteknikker skulle vcere omfattet af
GMO-lovgivningen. Arbejdsgruppen, som var sammensat af nationalt udpegede eksperter, udarbejdede en
liste p& syv nye planteforcedlingsteknikker. Disse inkluderede : Zinc finger nuclease (ZFN) technology, Oligo-
nucleotide directed mutagenesis (ODM), Cisgenesis and Intragenesis, Grafting on GM-rootstock, RNA-depen-
dent DNA methylation, Agro-infiltration 'sensu stricto’ og Reverse breeding. | dette kapitel beskrives ZFN-vcerk-
tejet som én blandt flere Site Directed Nuclease (SDN)-vcerktgjer, idet der i dag er udviklet flere nye effektive
veerktgjer med samme funktion som ZFN, iscer teknologier baseret pd CRISPR/Cas?. Alle NBT-teknikkerne er

beskrevet nedenfor, dog er der lagt scerlig veegt p& SDN-veerktgjerne.

3.2. SDN-vcerktgjer

SDN er enzymer, der kan udformes séledes, at de kan genkende og binde sig til preecise steder i plantens
kromosomer, bestemt af DNA-sekvensen. Her klipper enzymerne DNA-dobbeltstrengen over og skaber et dob-
beltstrenget brud. Kromosombruddet repareres herefter ved hjcelp af plantens egne reparationsenzymer. Ved

denne reparation kan der opst& mutationer praecist det sted, som enzymerne er designet til at genkende.

3.2.1. SDN-induktion af dobbeltstrenget kromosombrud pd forudbestemte prcecise steder
i plantens kromosomer

P& nuvcerende tidspunkt er der udviklet fire forskellige enzym-baserede SDN-vcerktajer. Disse omfatter Zinc
Finger Nukleaser (ZFN), Meganukleaser, Transcription Activator-like Effector Nucleases (TALENSs) og Clustered
Reqularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR/Cas?). Det farst udviklede SDN-redskab var ZFN.
ZFN bestdr af proteiner, som kan designes til at binde sig til en specifik DNA-sekvens samt en nuklease, som
kan inducere et dobbeltstrenget kromosombrud (Figur 3.1). ZFN blev udviklet i 2003 (Bibikova et al., 2003).
Derncest fulgte meganukleaser. Selvom meganukleaser er naturligt forekommende enzymer, som har vceret
kendt i mange &r, og som kan inducere dobbeltstrenget brud i kromosomer, s& var det ferst i 2006, at man
fandt ud af, hvordan man kunne cendre dem, saledes at de kunne designes til at genkende forudbestemte
specifikke sekvenser i en organismes kromosomer og derfor inducere et dobbeltstrenget kromosombrud pd
praecist dette sted (Smith et al., 2006). Det har dog senere vist sig vanskeligt at opnd en hgj aktivitet af designe-
de meganukleaser, og anvendelsen af meganukleaser er derfor p& nuveerende tidspunkt ikke scerligt udbredt.
Transcription Activator-like Effector Nucleases (TALENSs) blev udviklet i 2011 (Bogdanove and Voytas, 2011).
Det DNA-bindende protein i TALENs er designet ud fra proteiner, der produceres af plantepatogenet Xantho-
monas og overfares til planteceller ved infektion. | plantecellen binder proteinerne sig til specifikke DNA-se-
kvenser af gener, som er meget vigtige for Xanthomonas-infektionen. Herved aktiveres generne, og dette ger
planterne modtagelige over for Xanthomonas-angrebet. Man arbejdede i flere &r hardt pd at identificere den
mekanisme, som gjorde det muligt for disse proteiner at binde siq til specifikke DNA-sekvenser i planter. Da
man fik last g&den, blev man meget hurtigt klar over, at disse proteiner kunne designes til at binde sig til spe-
cifikke DNA-sekvenser i et plantegenom og fusioneres med en nuklease og dermed pd lignende mdade som
ZFN anvendes til at inducere et dobbeltstrenget brud pd det udvalgte sted (Figur 3.1). CRISPR/Cas9-systemet,

som blev udvikleti 2012, er det nyeste system, der er udviklet til at inducere dobbeltstrenget DNA-brud (Jinek et
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al., 2012). CRISPR/Cas?-systemet blev ferst opdaget som en forsvarsmekanisme i bakterier imod virusangreb.

Siden da er man blevet meget klogere pd mekanismen, sdledes at det nu kan designes til specifikke sekvenser

i en organismes genom og inducere et dobbeltstrenget brud. | dette system er det ikke et protein, men et RNA,

der skal designes til at binde sig til specifikke DNA-sekvenser. Dette veerktoj er nemmere, hurtigere og billigere

at designe til specifikke sekvenser end de andre veerktojer, og derfor er CRIPSR/Cas9 hurtigt blevet det mest

foretrukne vcerktoj. Dette veerktoj er derfor mere detaljeret beskrevet i afsnit 3.2.2. De andre tre redskaber er

kort beskrevet i figur 3.1.
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Zinc Finger Nucleases (ZFN) binder DNA gennem en raekke af zinkfin-
gerproteiner, som kan designes til at genkende specifikke DNA-sekven-
ser. Hvert zinkfingerprotein designes til at genkende 3 nukleotider, og
man sammenscetter typisk 3 zinkfingerproteiner, saledes at de tilsam-
men kan genkende og binde sig til en sekvens bestdende af 9 nule-
otider (vist i grat). Reekken af zinkfingerproteinerne er fusioneret til et
nukleaseenzym kaldet Fokl (vist i redt). Fokl er en monomer, som kun
kan overklippe DNA dobbeltstrengen, nér to Fokl monomerer danner
en dimer. Man designer derfor to raekker af zinkfingerproteiner, som kan
binde pd hver side af det sted i genomet, hvor man @nsker et dobbelt-
strenget brud. Afstanden mellem de to ZFN-rcekker er som regel 5-7 nu-
kleotider. Nar begge raekker af zinkfingerproteiner binder til deres mal
bringes de to Fokl-monomerer i kontakt med hinanden (vist i redt) og
danner en dimer. Dimeren overklipper efterfelgende DNA dobbeltstren-
gen mellem de to ZFN-rcekker.

Meganukleaser er enzymer, der kan designes til at genkende og bin-
de sig til lange DNA-sekvenser (fra 12 til 40 bp). Her overklipper de
DNA-dobbeltstrengen. Meganuklease domcaenet, som ogsd bestemmer
den DNA-sekvens, hvortil enzymet er designet til at binde DNA'et, er vist
i redt. Overklipningen af DNA dobbeltstrengen sker pd et specifikt sted
i dette omrdade.

Transcription Activator-like Effector Nucleases (TALENs) bestdr ligesom
ZFN af to DNA-bindende proteiner fusioneret til en Fokl nuklease mono-
mer. Hvert TALEN protein designes til at binde sig til omkring 20 nukleo-
tider p& hver side af det sted, hvor et dobbeltstrenget brud onskes (vist
i grét). Afstanden mellem de to TALEN proteiner er som regel 15 til 20
nukleotider og Fokl dimeren (vist i redt) overklipper det dobbeltstrengede
DNA inden for disse 15-20 nukleotider.

Figur 3.1. Kort beskrivelse af de tre forst udviklede SDN-veerktgjer: ZFN, Meganucleaser og TALENS. Billede er fra Voytas (2013).
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3.2.2. Detdljeret beskrivelse af CRISPR/Cas? veerktejet og Cas9-varianter

CRISPR/Cas9-veerktgjet bestdr af en RNA-streng og et enzym kaldet Cas? (Figur 3.2). De faerste 20 nukleotider af
RNA-strengen kaldes guide RNA (gRNA). Disse 20 nukleotider kan laves komplementcere til en tilsvarende 20 nu-
kleotid DNA-sekvens i en celles genom. N&r RNA-strengen og Cas?-enzymet overferes til en celle vil de danne et
kompleks og sammen vil de finde de komplementcere 20 nukleotider i cellens genom og binde siqg til disse DNA-se-
kvenser. Her vil Cas9 klippe DNA-dobbeltstrengen over (Figur 3.2). Cas9-enzymet besidder to nukleasedomaesner
(Cas9-RuvC og Cas?-HNH), som klipper hver sin DNA-streng (Figur 3.2). En forudscetning for at Cas9-enzymet vil
klippe er dog, at der i cellens DNA findes en s@kaldt PAM-sekvens lige foran den komplementcere DNA-sekvens. Her
binder Cas?-enzymet sig og overklipper DNA-dobbeltstrengen mellem det tredje og fierde nukleotid, der folger ef-
ter PAM-sekvensen. Det Cas?-enzym, som for tiden er mest anvendt i planter, er SpCas?-enzymet, som stammer fra
bakterien Streptococcus pyogenes. SpCas?-enzymet kraever en PAM-sekvens (NGG), som bestdr af to guaniner (G)
efterfulgt af et hvilken som helst af de fire nuklotider (G, C, A, T) (Figur 3.2).

Cond RuvC

y, Pase
—_ ¥ ! t y
%"{) + -> ’%3 -> 3 oy [ LALAMALE
| |
; C_)
RNA-streng med gRNA (rad) Cas9-enzym Cas?-RNA kompleks gRNA (red) binding til komplemen-
designet til en specifik sekvens tcere DNA sekvenser i genomet og
i genomet overklipning af begge strenge

Figur 3.2. CRISPR/Cas?-vcerktojet. RNA-strengen og Cas?-enzymet danner et kompleks i cellen, og de 20 nukleotider i gRNA'et quider kom-
plekset til de komplementcere 20 nukleotider i genomet, hvortil komplekset binder sig. Cas9-enzymet vil her klippe DNA-dobbeltstrengen,
hvis der findes en sdakaldt PAM-sekvens (NGG) lige foran den komplementcere sekvens. Cas?-enzymet besidder to nuklease-domaener
(Cas9-RuvC og Cas9-HNH), som klipper hver sin DNA-streng. Billede er anvendt med tilladelse fra ATUM.

36



Selvom NGG sekvensen findes i rigt mal i plantegenomer, s& giver kravet om en bestemt PAM-sekvens nogle
restriktioner pd, hvor i genomet man kan inducere et dobbeltstrenget kromosombrud. Man har derfor iden-
tificeret andre Cas9-enzymer, som krcever andre PAM-sekvenser, og som kan anvendes i tilfcelde af, at der
ikke findes en SpCas? PAM-sekvens i ncerheden af det sted, hvor man gnsker at inducere et dobbeltstrenget
kromosombrud. Nogle af disse Cas?-enzymer er SpCas?-mutanter, som er identificeret i bakteriekulturer af S.
pyogenes (Kleinstiver et al, 2015a). Derudover har man ogsd identificeret Cas9-enzymer, som krcever andre
PAM-sekvenser fra andre bakterier s& som Staphylococcus aureus (Ran et al, 2015), Staphylococcus ther-
mophilus (Kleinstiver et al, 2015b), Campylobacter jejuni (Kim et al, 2017) og Neesseria meningitidis (Amrani
et al, 2017). Eksempler p&d PAM-sekvenser fra Cas9-varianter er NGAN, NGNG, NGAG og NGCG. Mange af
disse Cas9-varianter er endnu ikke afprevet i planter. Dog har S. aureus Cas9 (Kaya et al, 2016; Steinert et al,
2015) og S. thermophilus Cas9 (Steinert et al, 2015) veeret anvendt i planter og vist samme mutationsfrekven-

ser, som dem der opnds med S. pyogenes Cas9.

3.2.3. CRISPR-Cpf1 systemet

CRISPR-Cpf1 systemet er en nyere variant af CRISPR/Cas9-systemet (Zetsche et al, 2015, 2017). Systemet er
indtil nu blevet fundet i bakterier fra Francisella novicida, Acidaminococcus sp. og Lachnospiraceae bacterium.
Systemet er noget forskellig fra CRISPR/Cas?. Ferst og fremmest er PAM-sekvensen for Cpfl TTN. Desuden er
gRNA-genkendelsessekvensen 23-25 nukleotider i modscetning til 20 nukleotider for CRISPR/Cas?. Cpf1-en-
zymet besidder kun RuvC nukleasedomcenet og mangler altséd HNH nukleasedomcenet tilstede i Cas9 nu-
kleasen. RuvC nukleasedomcenet klipper derfor begge DNA-strenge. Overklipninger sker dog i modscetning til
CRISPR/Cas9-systemet farst 23 og 18 nukleotider efter PAM-sekvensen (Figur 3.3).

Figur 3.3. CRISPR-Cpf1-systemet. PAM-sekvensen TTN i plantens DNA er vist i redt. CRISPR/Cpf1-systemet binder DNA ved nukleotid par-
ring mellem DNA-sekvenser i planten og RNAet. Cpf1 nukleasen har et nukleasedomaene (vist med rede pilespidser), som overklipper
begge DNA strenge. Overklipninger sker i modscetning til CRISPR/Cas?-systemet farst 23 og 18 nukleotider efter PAM-sekvensen. Billede
er fra Murovec et al., 2017.

Systemet, som er udviklet til humane celler, har vist sig ogsd at veere anvendeligt i planter dog med mindre
mutationsfrekvenser end CRISPR/Cas9 systemet (Endo et al., 2016; Tang et al., 2017; Hu et al., 2017). En stor
fordel ved dette system er, at der fremkommer langt fcerre off-target mutationer ved anvendelsen CRISPR-Cpf1
end ved anvendelsen af CRISPR/Cas9 (se afsnit 3.11).
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3.2.4. Multiplexing

En stor fordel ved bé&de CRISPR/Cas? og CRISPR-Cpf1-vcerktajerne er, at man kan introducere flere forskellige
gRNA’er samtidig og derfor p& én gang inducere dobbeltstrenget brud i forskellige DNA-sekvenser i plantens
genom. Disse gRNA'er kan designes til at binde sig til forskellige DNA-sekvenser, som for eksempel er tcet kob-

lede som vist i Figur 3.4 eller beliggende pé forskellige kromosomer.

Figur 3.4. Multiplexing. CRISPR/Cas9-veerktzj med tre forskellige gRNA (red, orange og gul) designet til specifikt at binde sig
og ved hjeelp af Cas9-nukleasen (bld) at inducere dobbeltstrenget brud i tre forskellige DNA-sekvenser i plantens genom.
Billede er fra Schaeffer og Nakata (2015).

3.2.5. Beskrivelse af de forskellige former for mutationer, der kan opnds
ved reparation af et dobbeltstrenget DNA-brud

Ved den risikovurdering som Den Europceiske Fadevaresikkerhedsautoritet (EFSA) foretog af SDN-veerktgjerne i
2012 (EFSA Panel on Genetically Modified Organisms (GMO), 2012b), bencevnte EFSA de mutationer, der kan
opnds ved reparation et dobbeltstrenget DNA-brud som SDN1, SDN2 og SDN3 (se afsnit 3.10). Disse refererede
til mutationer opndet ved henholdsvis Non-homologous End-Joining, Homolog rekombination samt veerkte-
jernes potentielle anvendelse til at indscette lcengere DNA-fragmenter for eksempel hele gener pd prcecise
steder i plantegenomet. Forkortelserne er i det folgende inkluderet i beskrivelserne af de mutationer, der kan

opnds ved reparation af dobbeltstrengede kromosombrud.

3.2.5.1. Non-homologous End-Joining (SDN1)

Som tidligere ncevnt kan der opstéd mutationer, ndr et kromosombrud bliver repareret igen. Dette sker ved
hjcelp af organismens egne reparationsenzymer. Ved normale celledelinger opstar der ofte brud pd& kromoso-
merne, og celler besidder derfor enzymer, som kan reparere disse brud. Den mest almindelige reparation sker
via en mekanisme, som kaldes NHEJ (non-homologous end-joining), hvor DNA-strengene splejses sammen

igen. Dette sker ofte ungjagtigt, s& der tabes eller indscettes ekstra nukleotider i kromosombruddet (Figur 3.5).
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Figur 3.5. Reparation af dobbeltstrenget kromosombrud via non-homologous end-joining. Sammensplejsningen mellem DNA-strengene
kan ske enten ngjagtigt eller ungjagtigt. Nar sammensplejsningen er ungjagtig, sG opstdr der mutationer ved tab eller indscettelse af ekstra
nukleotider i kromosombruddet (SDN1).

Hvis gRNA'et er designet til at binde sig til en sekvens i et gen, s& kan mutationen for eksempel forérsage in-
aktivering af genet ved at edelcegge lceserammen for aminosyre-rcekkefelgen. Det er netop denne form for
mutation, som ogsd kaldes preecis mutagenese og som danner grundlaget for preecisionsforcedling.

Hvor mange nukleotider, der tabes eller indscettes ved NHEJ-reparationen, er mere eller mindre tilfceldigt.
De ekstra nukleotider, der nogle gange indscettes, stammer dog fra planten selv og altsé ikke fra andre or-
ganismer. De indsatte nukleotider kaldes ogsd for ‘filler DNA', og ‘filler DNA’ ses ogsd ofte efter reparation af
spontane kromosombrud og fremkalder derved naturlige mutationer. ‘Filler DNA' stammer fra plantens eget
DNA og ofte fra mitokondrier eller kloroplast DNA (Gorbunova og Levy, 1997). Et eksempel p& NHEJ-mutationer
induceret med den samme gRNA i 15 forskellige bygplanter er vist i Figur 3.6.
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WT CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCTCATGCATGGCTCATGTTCTACA WT

a CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCTCATTGCATGGCTCATGTTCTACA +1 filler

b CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCTCA-GCATGGCTCATGTTCTACA -1

c CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCTC-TGCATGGCTCATGTTCTACA -1

d CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCT----CATGGCTCATGTTCTACA -4

e CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCTCA-----GGCTCATGTTCTACA -5

f CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCT--------- GCATGGCTCATGTTCTACA -9

o] CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACG----------- GCTCATGTTCTACA -11

h CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCTC-----------, ATGTTCTACA -1

i CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACGTCT---------------- TCTACA -16

j CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGAC A -31

k -503

| CAGCTGCGCTAGCCAAAGTTTGGACGCCTACAAGGCACCAAA-GCTCATGTTCTACA -12,+11 filler
m CAGCTGCGCTAGCCAAAGCGCTAGCCTCGTT--------- ATGGCTCATGTTCTACA -22,+13 filler
n AGCCAAAGTTTGGACGCCTAACGTGTTGAAAAAAAAAAACCCGGCTCATGTTCTACA -24,424 filler

Figur 3.6. Eksempel pd NHEJ-mutationer induceret i forskellige bygplanter med den samme gRNA (a-n). Til hgjre er vist antallet af nukle-
otider, der er cendret ved mutationen (-: deletioner; +: filler DNA indsat). WT: Den ikke-muterede sekvens, hvor de 20 nukleotider fra gRNA
er fremhcevet med fed og understreget. PAM-sekvensen TGG er i kursiv. a: indscettelse af en ekstra nukleotid mellem det tredje og fijerde
nukleotid efter PAM-sekvensen. b-j: deletioner af forskellig lcengde. k: stor deletion p& 503 nukleotider. I-m: deletioner med filler-sekvenser.

3.2.5.2. Homolog rekombination (SDN2)

Kromosombrud kan ogsé repareres ved homolog rekombination. Denne reparation kreever tilstedevcerelsen
af en DNA-streng med komplementcere DNA-sekvenser, som kan anvendes som skabelon for reparationen.
Ved homolog rekombination kan smé& specifikke cendringer i DNA-sekvenser induceres ved at designe en
DNA-streng med komplementcere sekvenser pd hver side af kromosombruddet, men med sma specifikke cen-
dringer naer kromosombruddet (Figur 3.7). Né&r denne DNA-streng overfares til cellen sammen med SDN-vaerk-
tojet, vil de specifikke cendringer blive inkorporeret i kromosomet under reparationen af kromosombruddet,
og herved kan der specifikt cendres nogle & nukleotider til de nukleotider, man ensker i stedet (SDN2). Da tre
sammenhcengende nukleotider i et gen koder for en aminosyre, kan man ved at udskifte bare et enkelt nu-
kleotid cendre den genetiske kode for en aminosyre til koden for en anden aminosyre. Udskiftning af en enkel
aminosyre eksempelvis i et enzym kan ofte cendre enzymets aktivitet eller specificitet. Hvis man i forvejen har
kendskab til hvilken aminosyre, der skal udskiftes for at opnd en forbedring, kan man derfor anvende SDN2 til
at inducere den tilsvarende specifikke nukleotid-cendring
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Figur 3.7. Homolog rekombinationsmutationer (SDN2) induceret i cellen ved reparation af dobbeltstrengsbruddet. Ved denne reparation
kan man specifikt cendre nogle f& nukleotider til de nukleotider, man ensker i stedet. Dette kraever dog tilstedevcerelsen af en DNA-streng,
som kan anvendes som skabelon for reparationen.

3.2.5.3. Veerktajernes potentielle anvendelse til indscettelse af lcengere DNA fragmenter pa forudbestemte
steder i plantegenomet (SDN3)

Induktionen af et dobbeltstrenget brud pd et bestemt sted muligger mdlrettet integration af lange DNA-se-
kvenser. DNA-fragmenterne kan for eksempel vcere hele gener. Overforsel af SDN-veerktejet sammmen med
overfersel af donor DNA til celler gar det muligt at indscette hele gener pd et bestemt sted i plantegenomet
(SDN3). Herved undgds, at donorgenet indscettes tilfceldigt i plantegenomet for eksempel direkte i et plante-
gen, som herved inaktiveres og derved fordrsager utilsigtede virkninger. Mdlrettet integration af donorgenet
kan medieres af HR eller ved NHEJ afhcengigt af tilstedevcerelsen af komplementcere DNA-sekvenser mellem
donorgen og plantens DNA pd& det forudbestemte indscettelsessted (Figur 3.8). Sddant fremkomne planter,
som indeholder fremmede gener, vil dog ved udscettelse i Gbne miljger med den nuvcerende lovgivning skulle

godkendes via EU-lovgivning om genetisk modificerede organismer og vcere omfattet af direktiv 2001/18/EC.
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Figur 3.8. Mdlrettet indscettelse af lange DNA-fragmenter (hele gener) via NHEJ eller HR (SDN3). Overfarsel af SDN-veerktgjet sammen med
overfersel af et donorgen til celler muligger indscettelse af hele gener pd et forudbestemt sted i plantegenomet. Som vist kan integrationen
af donorgenet medieres af NHEJ eller ved HR afhcengigt af tilstedeveerelsen af komplementcere DNA-sekvenser mellem donorgen og
plantens DNA pd indscettelsesstedet.

3.2.6. Base-editering

Som ncevnt under SDN2, s& kan udskiftning af bare et enkelt nukleotid i et gen have stor betydning for et
enzyms aktivitet eller specificitet. Opnéelse af en sédan cendring ved SDN2 metoden er imidlertid vanskelig,
da leveringen af SDN-vcerktgjet til cellen skal koordineres med leveringen af DNA-skabelonen. Der er derfor
inden for det sidste halvandet ar blevet udviklet en alternativ metode, hvorved man kan cendre et bestemt
nukleotid i en DNA-sekvens til et andet nukleotid uden brug af en DNA-skabelon. Metoden er baseret p& CRI-
SPR/Cas9-veerktejet og gdr i korthed ud pd anvendelsen af et muteret Cas9 protein, som er fusioneret til et
deaminerings-enzym samt en gRNA designet til det sted i genomet, hvor man @nsker en udskiftning (Figur 3.9).
Nar Cas?-RNA-komplekset binder sig de komplementcere sekvenser i cellens DNA, sé& kan deaminerings-en-
zymet fierne en aminogruppe fra et nukleotid i den komplementcere DNA-sekvens, som ved den efterfelgen-
de DNA-replikation vil cendres til et andet nukleotid. Der er forelebigt udviklet to Cas?-fusionerede deamine-
rings-systemer. Det ene kan cendre cytosin (C) til thymin (T) og det andet adenin (A) til guanin (G) (Figur 3.9).
Metoden blev i farste omgang udviklet til humane celler, men har pd nuvcerende tidspunkt vist sig ogsd at virke
effektivt i vigtige afgredeplanter som tomat, raps, majs, ris og hvede (Shan og Voytas, 2018). Indtil videre mda
man dog stadig gere brug af SDN2-metoden, hvis man vil cendre for eksempel en guanin til en cytosin eller en

thymin til en adenine.
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Figur 3.9. Base-editering. @verst (a) udskiftning af C-G til T-A. Nederst (b) udskiftning af AT til G-C. Systemerne er baseret p& CRISPR/
Cas9-veerktojet. Ved begge systemer anvendes en gRNA designet til det sted i genomet, hvor man ensker en nukleotidcendring. Cas?-en-
zymet er muteret i et af de to nukleasedomeener (nCas?), s& det ikke kan lave et DNA-dobbeltstrenget brud, men kan ébne DNA-dobbelt-
strengen, sdledes at deaminaserne, der er fusioneret til NCas9 (som kun kan virke p& enkeltstrenget DNA) kan fierne en aminogruppe p&
de nukleotider, de er malrettet mod at cendre. Cytidine deaminase kan cendre cytosin til uracil (U), som ved den efterfelgende DNA-repli-
kation vil blive erstattet med thymin (a). Adenosine deaminase kan cendre adenin til inosin (1), som ved den efterfelgende DNA-replikation
vil blive erstattet med guanin (b). Billede er tilpasset med tilladelse fra Nature/Springer/Palgrave, Nature Plants, Shan og Voytas, 2018.

3.3. Overfarsel af veerktgjerne til enkeltceller med efterfelgende regenerering af planter fra enkeltceller
Plantevaevskultur anvendes til steril dyrkning af planteveev og organer. Dette kan vecere afskérne blad- eller
staengelstykker eller hele organer som embryoer. Plantevcevet dyrkes sterilt p& nceringssubstrater, der foruden
nceringselementerne ogsd indeholder plantehormoner. Plantehormonerne er i stand til at f& veevet til at dan-
ne uorganiserede celler. Det helt unikke ved plantevcevskulturer er, at man ofte er i stand til regenerere nye
planter ud fra disse uorganiserede celler ogsd kaldet kallus (George, 1993). Veevskulturteknikken kan derfor
benyttes i forbindelse med overfersel af SDN-veerktajerne til planter, idet man kan levere vcerktejerne til de
uorganiserede enkeltceller og derefter regenerere planter, som besidder mutationerne ud fra enkeltcellerne.
Veerktgjet leveres oftest til celler som DNA-konstrukter, der koder for vaerktgjet. | modscetning til mammale
celler besidder planteceller en cellevaeq. De metoder, der anvendes til overfarsel af vcerktejerne til mammale
celler, kan derfor ikke anvendes direkte til planteceller. De mest almindelige leveringsmetoder af vcerktgjer-
ne til planteceller er derfor baseret p& metoder, som kan overfere veerktgjerne til celler med plantevceg. De
to mest anvendte metoder er via jordbakterien Agrobacterium tumefaciens eller via partikelbombardement,
som begge kan overfere veerktgjerne til celler med planteveeg. Det er dog ogsd muligt at fierne cellevaeggen
fra planteceller ved hjcelp af enzymer, som nedbryder cellulosen og pektinen i cellevaeggen. Protoplaster kan
derefter anvendes til nogle af de overferselsmetoder, som ogsé anvendes til mammale celler. Protoplasterne
gendanner efter overferslen cellevaeggen, deler sig og danner kallus. Generelt er planteregenerationsfrekven-
sen ud fra enkeltcellerne i kallus meget afhcengig af overfgrselsmetoden, udgangsmaterialet, plantearten og
0gs& genotypen (George, 1993). Det er sdledes for mange plantearters vedkommende kun muligt at rege-
nerere planter i nogle f& genotyper med en bestemt overfarselsmetode og et bestemt udgangsmateriale. Da
dette selvfalgelig er en begrcensning pd anvendelsen af veerktejerne, arbejdes der i gjeblikket ihcerdigt pd at
udvikle overfarselsmetoder til udgangsmateriale, som er mindre afhcengige af genotypen.
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3.3.1. Stabil integration af veerktgjerne med efterfalgende udspaltning af veerktgjerne i nceste generation
SDN-vcerktojerne til at generere de dobbeltstrengede brud kan leveres til plantecellerne som DNA-konstruk-
ter, der koder for veerktgjerne. Disse konstrukter kan integreres stabilt i plantegenomet. Fordi der oftest ikke er
nogen kobling mellem stedet for indscettelsen af konstrukterne og stedet for den prcecise mutation, er det ved
stabil integration via udspaltning mellem DNA-konstruktet og mutationen i den efterfelgende generation mu-
ligt at selektere planter, som indeholder mutationen, men ikke DNA-konstruktet (Figur 3.10).

Plante som indeholder mutationen
men ikke DNA konstruktet

Promoter Promoter
= )

DNA-konstrukt der koder for bade
RNA-streng og Cas9

Udspaltning i naeste generation

Plante med stabil integration af
DNA konstrukt

Figur 3.10. Simplificeret illustration af stabil integration af et DNA-konstrukt, der koder for SDN-vcerktgjet med efterfelgende udspaltning
af konstruktet i nceste generation. Planter er reprcesenteret ved enkeltceller. Konstruktet vil i langt de fleste tilfcelde integreres i plantens
DNA pé steder, der ikke har kobling til det specifikke sted, hvortil veerktejet er designet til at inducere det dobbeltstrengede brud. Derfor vil
konstruktet og mutationen udspalte uafhcengigt af hinanden, og det vil veere muligt at finde afkomsplanter, der indeholder mutationen,
men ikke DNA-konstruktet.

3.3.2. Transient ekspression af veerktgjerne

Det er ogsa muligt at overfere SDN-veerktajerne til planteceller og inducere kromosombrudene uden integrati-
on af fremmed DNA i plantegenomet. Veerktgjerne kan séledes overferes til planteceller, som et DNA-konstrukt,
der ikke integreres i plantegenomet. For CRISPR/Cas? er det ogsé muligt at overfere det protein-RNA-kom-
pleks, der bliver dannet i cellen mellem Cas%-enzymet og RNA-strengen, fer komplekset binder sig til den
komplementcere sekvens og inducerer mutationen. Denne form for overfersel udelukker fuldstcendigt integra-
tionen af fremmed DNA i planten (Figur 3.11). Feelles for begge metoder er, at veerktajerne overferes transient
enten ved partikelbombardement af planteceller eller ved at f& protoplaster til at optage dem. | cellerne vil
de inducere mutationerne og derefter gd til grunde. Det er derefter en forudscetning, at man kan regenererer
planter fra de celler, hvor mutationerne er induceret. Valg af metode til overfersel afhcenger af den specifikke
plantearts evne til at regenerere planter fra planteceller med en cellevceq eller fra protoplaster.
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Figur 3.11. Transient overfersel af SDN-vcerktgjet til planter. Her vist for CRISPR/Cas9-veerktojet. CRISPR/Cas?-veerktojet kan leveres til
planteceller som et DNA-konstrukt, der ikke integreres i plantegenomet, eller som et protein-RNA-kompleks, som fuldstcendig udelukker
DNA-integration.

3.4. Oligonucleotide directed mutagenese (ODM)

ODM er et andet veerktgj til praecis mutagenese i planter. Ved ODM benyttes oligonukleotider (mellem 20 til
100 nukleotider lange) til at inducere en praecis cendring af plantens DNA pd et specifikt sted i plantens genom
(Breyer et al., 2009). Oligonukleotiderne syntetiseres kemisk og designes sdledes, at de er identiske med den
tilsvarende del af plantens genetiske materiale bortset fra en eller nogle f& cendrede nukleotider tilsvaren-
de den pdtcenkte cendring. Nar oligonukleotiderne overferes til cellen, binder de siqg til den komplementcere
DNA-sekvens i genomet, og dette genererer forkert parring mellem nukleotiderne tilsvarende de cendrede
ikke-komplementcere nukleotider (Figur 3.12). Cellens eget DNA reparationssystem genkender disse forkert
parrede nukleotider og kopierer cendringen ind i cellens DNA. Som et resultat opnds en @nsket cendring et
prcecist sted i genomet. Oligonukleotiderne bliver nedbrudt i cellen, mens de inducerede mutationer nedarves
stabilt. Oligonukleotider leveres til planteceller transient via partikelbombardement af planteceller eller ved

overfarsel til protoplaster.
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Figur 3.12. Forenklet illustration af ODM. Til venstre: DNA-helix med en komplementcer oligonukleotid indeholdende en tilsigtet cendring
(mark bld). Til Hejre: Nar plantens egen DNA-reparationsmekanisme har kopieret cendringen (lyserad) ind i DNA-strengen, nedbrydes
skabelonen. DNA strengene vender tilbage til deres oprindelige form, og DNA-reparationsmekanismen kopierer cendringen ind i den
komplementcere DNA-streng (ikke vist). Billede er venligst stillet til rddighed af NBTPlatform.org

3.5. Cisgenese og intragenese

Cisgenese og intragenese er begge GM-koncepter udviklet for afgreder med kommercielt udbredte hetero-
zygotiske kloner, som opformeres vegetativt, sGsom kartoffel, cebler og druer. Direkte overfersel af et specifikt
gen fra en beslcegtet art har store fordele for netop heterozygotiske kloner, som kun kan vedligeholdes ved
kloning for at forblive genetisk intakte. Konventionel overflytning af gener fra en beslcegtet plante til en he-
terozygotisk klon krcever mange tilbagekrydsningsgenerationer og skaber mange nye genotyper, og i de fle-
ste tilfcelde er det ikke muligt at genskabe den originale klon. Direkte indscettelse og stabil integration af det
onskede gen i plantens genom med efterfelgende nedarving af genet til nceste generationer sikrer, at geno-
typerne forbliver intakte. S&dant fremkomne planter vil dog ved udscettelse i dbne miljger skulle godkendes
via EU-lovgivning om genetisk modificerede organismer og veere omfattet af direktiv 2001/18/EC. Derfor er
de to nye koncepter cisgenese (Schouten et al., 2006) og intragenese (Rommens 2004) blevet introduceret.
Koncepterne blev introduceret dels for at undgd godkendelse via EU-lovgivningen om genetisk modificerede
organismer og dels p& grund af, at et af de vaesentligste argumenter imod genetisk modifikation af kulturplan-
ter badde i Danmark og internationalt kan relateres til, at der overferes genetisk materiale mellem arter, der ikke
kan krydse naturligt med hinanden (Bauer og Gaskell, 2002; Lassen et al., 2002). | modscetning til transgenese,
som kan anvendes til at overfere gener isoleret fra enhver organisme til en given plante, s& er det ifelge de to
koncepter cisgenese og intragenese kun tilladt at overfere gener eller DNA-fragmenter, som stammer fra plan-
ten selv eller fra beslcegtede seksuelt forenelige arter. Seksuelt kompatible arter kan vcere ncert beslcegtede
dyrkede arter eller beslcegtede vilde arter. | tilfcelde af cisgenese er hele genet med dets egne requlatoriske
elementer (promotorer) indsat. | tilfcelde af intragenese kan det indsatte DNA vaere en ny kombination af requ-

lerende og kodende DNA-fragmenter fra selve arten eller fra en seksuelt kompatibel art (Fig 3.13).
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Figur 3.13. lllustration af cisgene og intragene konstrukter, som de er defineret af henholdsvis Schouten et al. (2006) og af Rommens
(2004). Cisgenet er en identisk kopi af et gen isoleret fra den seksuelt kompatible genpulje og indbefatter promotoren, den kodende se-
kvens og terminatoren af genet. Intragenese tillader in vitro rekombination af elementer isoleret fra forskellige gener inden for den seksuelt
kompatible genpulje. For eksempel kan promoteren stamme fra ét gen og den kodende sekvens fra et andet gen og terminatoren fra et
tredje gen.

Cisgene og intragene planter produceres ved samme genoverfarselsmetoder, som anvendes ved transgene-
se. | princippet vil planter svarende til cisgene planter ofte kunne opnds ved konventionel forcedling. Intragene
planter er derimod forskellige fra planter, der kan opnds ved konventionel forcedling. Intragenese-konceptet
tilbyder dog betydeligt flere muligheder for at cendre udtrykkelsesniveauet af det indsatte gen end cisgenese,
fordi intragenese tillader kombinationer af gener med forskellige promotorer og requlatoriske elementer. For
begge koncepter geelder dog, at integrationen af intra/cisgenerne sker pa tilfceldige steder i plantegenomet,
séledes at de for eksempel kan indscettes direkte i et af plantens gener, inaktivere det og derved kunne fordr-
sage utilsigtede virkninger. Den tilfceldige integration kunne undgds ved at overfere cisgenet eller intragenet
til plantecellen sammen med et SDN-konstrukt designet til lave et dobbeltstrenget brud pd et ensket sted i
genomet og sdledes sikre integrationen af generne pd preecist dette sted via SDN3 (se afsnit 3.2.5.3).
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3.6. Podning pd GM-grundstamme

Podning bestdr i en overflytning af en kvist eller en knop fra en plante til en stamme med rod fra en anden
plante. Man tilstrceber derefter en sammenvoksning samt en etablering af normal strem af nceringsstoffer mel-
lem grundstammen og podekvisten, sdledes at podekvisten kan vokse og udvikle sig. Metoden anvendes ofte
i frugttrceer, grensager og prydplanter for at kombinere kvaliteten af det hastede produkt fra podekvisten med
gode egenskaber fra grundstammen. Ved podning af en ikke-GM podekvist pd en GM-grundstamme kan
man udnytte GM-stammens nyttige egenskaber og derved forege udbyttet (van der Salm et al,, 1998). Den ge-
netiske modifikation i grundstammen kan for eksempel have forbedret rodkapacitet og/eller resistens over for
jordbdrne sygdomme oqg skadedyr. Da alle skud pd GM-grundstammen fjernes, vil alle stcengler, blade blom-
ster, fre og frugter stamme fra ikke-GM podekviste og derfor ikke bcere den genetiske modifikation (Figur 3.14).

- lkke-GM podekvist

- GM Grundstamme

Figur 3.14. lllustration af en ikke-GM podekvist podet pd en GM grundstamme. Billede er venligst stillet til rddighed af NBTPlatform.org.
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3.7. RNA-afhcengig DNA-metylering

Udtrykkelsen af et specifikt gen kan cendres, hvis det DNA, der koder for genet, bliver metyleret. Ved anvendelse
af RNA-afhcengig DNA-metylering er man i stand til at metylere specifikke DNA-sekvenser i en plantes genom.
Man kan for eksempel metylere specifikke sekvenser i et gens promoter, som bevirker at genet ikke lcengere
kan udtrykkes, men inaktiveres (Chinnusamy et al., 2009). Metyleringen nedarves gennem flere generationer,
og RNA-afhcengig DNA-metylering tillader derfor planteforcedlere at producere planter, der ikke indeholder
fremmede DNA-sekvenser, og hvor der ikke foretages cendringer i DNA-sekvensen, men hvor gen-udtrykkelsen
er cendret ved metylering. Metoden gdr kort ud p& at korte dobbeltstrengede RNA-molekyler (dsRNA) med
homologi til et specifikt sted i plantegenomet introduceres til planten. Dette f&r planten til at metylere DNA’et
pd det specifikke sted, hvortil dsRNA-molekylerne er designet (Figur 3.15). Ved denne modifikation forbliver
plantens DNA-sekvens ucendret, men kromatinstrukturen (et kompleks af DNA-sekvenser og proteiner) cendres,
hvilket resulterer i nedsat aktivitet eller inaktivering af et specifikt gen.

Genkonstruktet, der forer til fremstillingen af dsRNA, kan overferes enten transient eller stabilt til planten. Ved
stabil overfersel fjernes genkonstruktet ved udspaltning efter selvbestavning eller krydsning med planter, der
ikke besidder genkonstruktet. Som falge heraf er den endelige plante, som udscettes i dbne miljger ikke ge-
netisk modificeret, da planten ikke indeholder fremmed DNA genetisk materiale, og der er ingen cendring af

bestemt DNA-sekvens, der resulterer i den gnskede egenskab.

\i)

plantens DNA-sekvens i forhold til udgangsmaterialet. Den eneste forskel er den specifikke metylering af en
%’ : DNA-“,'? i‘

AN AN
VAT AT AT AT AV
DsRNA Overfgrsel til plantecellen Metylering af de specifikke DNA sekvenser hvortil

dsRNA er designet

Figur 3.15. Simplificeret illustration af RNA-afhcengig DNA-metylering. Dobbeltstrengede RNA (dsRNA) molekyler introduceres til plante-
cellen og genkendes af plantens naturlige forsvarsmekanisme. DsRNA aktiverer DNA-metyleringsvejen i planten, hvilket bevirker DNA-me-
tylering af DNA-sekvenser, som er komplementcere til dsRNAet. Billede er tilpasset og venligst stillet til rédighed af NBTPlatform.org.
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3.8. Agro-infiltration 'sensu stricto’

Nogle plantesygdomme kan ikke overfares til veertsplanter ved hjcelp af mekanisk inokulation, men krcever
et insekt til overfarslen. Dette er et stort problem i resistensforcedlingen, og man har derfor udviklet Agro-infil-
tration-metoden 'sensu stricto’ for at overkomme dette problem (Vaghchhipawala et al., 2011). Ved denne
metode infiltreres en del af planten (for det meste blade) med en flydende suspension af Agrobacterium, der
indeholder specifikke sygdoms DNA-sekvenser for eksempel DNA-sekvenser fra virus. Agrobacterium kan s&
overfgre de sygdomsfremkaldende DNA-sekvenser til bladvcevets celler og p& den made efterligne en virusin-

fektion fremkaldt ved insektoverfarsel (Figur 3.16).

Figur 3.16. Agro-infiltration af tomatplanter med Agrobacterium indeholdende DNA-sekvenser fra tomato yellow leaf curl virus, som nor-
malt overferes af mellus. Til venstre: inficeret blad fra modtagelig plante. Til hejre: inficeret plante fra resistent plante. Billede er venligst
stillet til rddighed af NBTPlatform.org.

Agro-infiltrationen foregdr udelukkende i indesluttede miljger (Figur 3.17). Bladvcevet evalueres efterfelgende
for resistens mod sygdommen og resistente planter udvcelges og kan anvendes direkte som forceldre i for-
cedlingsprogrammer. Den testede plante vil ikke kunne overfgre transgenerne til den nceste generation, da
transgenerne kun er tilstede i de infiltrerede blades celler. Man kan dog ikke udelukke, at Agrobacterium flytter
sig fra bladet til andre dele af planten og derfor skal fraveer af transgener undersgges i planter, som anvendes
direkte i forcedlingsprogrammer. Alternativt kan andre planter, som er genetisk identiske med den resistente
plante, anvendes som forceldreplanter i et forcedlingsprogram.
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Q Agro-infiltration med en sprgjte der indeholder GM Agrobakterium
R (infektioner sker i et indesluttet miljg)
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til videre foraedling.

Figur 3.17. Forenklet illustration af Agro-infiltration 'sensu stricto’. Billede er venligst stillet til rddighed af NBTPlatform.org.

3.9. Reverse Breeding

Ndr en heterozygotisk plante med specielt gode egenskaber identificeres for eksempel under et forcedlings-
forlab, kan den ikke genfindes efter fraformering, da alle afkomsplanter vil vaere genetisk forskellige fra den
oprindelige heterozygotiske plante. Dette skyldes den naturlige genetiske rekombination, som foregér under
meiosen. Reverse breeding er en ny teknik, hvormed man kan gendanne den heterozygotiske plante ved at
fremstille homozyqgotiske forceldrelinjer, der ved sammenkrydsning vil give ophav til en eksakt genetisk sam-
mensat kopi af den oprindelige heterozyqgotiske plante (Dirks et al., 2009). Metoden gér ud pd, at man ved
hjcelp af genetisk transformation af den oprindelige heterozygotiske plante inaktiverer de gener, som er an-
svarlige for rekombination under meiosen (Figur 3.18). De hanlige kensceller (pollen), der efterfelgende dan-
nes p& de transgene planter har sdledes ikke undergdet meiotisk rekombination. Disse pollenkorn anvendes
til at producere homozygotiske linjer (dobbelt haploid produktion, se kapitel 1). Nogle af disse homozygotiske
linjer vil ved sammenkrydsning kunne gendanne den oprindelige heterozygotiske plante. Alle homozygoti-
ske linjer evalueres som forceldrelinjer og komplementcere homozygotiske forceldrelinjer, hvori transgenet er
udspaltet, udvecelges (Dirks et al., 2009). Alt dette arbejde foregdr udelukkende i indesluttede miljger. De kom-
plementcere forceldrelinjer uden transgener kan derefter udscettes i dbne miljger. Her kan de opformeres og
anvendes igen oqg igen til ved krydsning at gendanne den oprindelige heterozygot. Hverken forceldrelinjer eller

deres heterozygotiske afkomsplanter vil indeholde transgenerne.
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Figur 3.18. Forenklet illustration af reverse breeding. Billede er venligst stillet til rédighed af NBTPlatform.org.

3.10. Potentiel risici og ugnskede effekter af NBT

Den Europceiske Fedevaresikkerhedsautoritet (EFSA) er indtil nu kun blevet anmodet om at foretage risiko-
vurderinger af planter udviklet via cisgenese, intragenese og SDN3-teknikkerne og om hvorvidt disse planter
falder inden for rammerne af den nuvcerende EU-GMO lovgivning. Disse teknikker er ogsd de eneste af New
Breeding Teknikkerne, der forudscetter, at de overferte gener indscettes permanent i plantens DNA for at opnd
den fordelagtige effekt af generne. De herved opndede planter, der senere skal udscettes og dyrkes i Gbne

miljeer, er derfor planter med permanent indscettelse af ekstra gener.

Risikovurderingerne startede med cisgenese og intragenese efterfulgt af en risikovurdering af SDN3. Begge
evalueringer blev efterfalgende offentliggjort i 2012 som to videnskabelige udtalelser i EFSA Journal (EFSA Pa-
nel on Genetically Modified Organisms (GMO), 2012a; EFSA Panel on Genetically Modified Organisms (GMO),
2012b). EFSA konkluderede, at eksisterende GM-vejledninger til fedevarer og fedevaresikkerhed og for miljo-
mcessige risikovurderinger ogsd var hensigtsmaessige at benytte for cisgenese, intragenese og for SDN3-tek-
nikken. EFSA vurderede dog, at risici forbundet med cisgene-planter er sammenlignelige med dem, der er
forbundet med konventionelt forcedlede planter, men at nye risici kunne vcere forbundet med intragene og
SDN3-planter. EFSA konkluderede, at alle disse metoder kan producere variable frekvenser og svceerhedsgra-
der af utilsigtede virkninger, hvor hyppigheden ikke kan forudsiges og skal vurderes fra saqg til sag. Mcengden
af data til risikovurdering af bdde cisgene og intragene-planter og planter opndet via SDN3 kunne derfor re-
duceres i nogle sager pd baggrund af allerede tilgcengelig oplysninger om egenskabens karakter og historisk

sikker anvendelse.

De potentielle risici ved Agro-infiltration, reverse breeding og RNA-afhcengig metylering mé vurderes at veere
smad, idet fremmed DNA kun introduceres som et mellemled. Dette sker i indesluttede miljger og de endelige
planter, som udscettes i dbne miljger er uden fremmede gener.

Ved podning pd GM-grundstammen er det meget vigtigt, at alle skud fra GM-grundstammen fjernes, sdledes
at alle steengler, blade blomster, fre og frugter stammer fra ikke-GM podekviste og derfor ikke bcerer den ge-

netiske modifikation.
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Generelt er der meget f& potentielle risici forbundet med prcecis mutagenese (SDN1), SDN2 og base edite-
ring, ndr man sammenligner med konventionel mutationsforcedling. Den staerste sideeffekt er, at der kan opstd
ugnskede og ukendte mutationer i DNA-sekvenser, som det ikke var meningen, vcerktgjerne skulle mutere.
Ugnskede mutationer induceres dog i meget mindre grad ved disse metoder end ved konventionel mutati-
onsforaedling (se kapitel 2). Bade ZFN, TALENs og CRISPR/Cas9 kan inducere sdkaldte off-target mutationer,
men frekvensen er sterre, nar CRISPR/Cas-veerktajet anvendes, hvis der ikke tages yderligere forholdsregler
(Zischewski et al., 2017). Der er ikke fundet offentliggjorte data vedrerende off-target mutationsfrekvenser for
ODM. Men da denne teknik ikke involverer DNA-skceringer, krcever lange oligonukleotider med en lcengde pd
mellem 20 til 100 nukleotider og har en meget lav effektivitet, s& forventes der ikke off-target effekter ved den-
ne metode. | det efterfelgende afsnit vil forskellige forholdsregler, der kan tages imod off-targets fra CRISPR/

Cas9-veerktgjet, blive gennemgdet.

3.11. Forholdsregler imod off-target mutationer

Off-target mutationer opstar, ndr veerktejet er i stand til at binde og inducere dobbeltstrenget brud i andre
meget ens sekvenser i plantegenomet. Sddanne sekvenser kaldes ogs& off-target sekvenser. Selvom gen-
kendelsesfrekvensen for CRISPR/Cas9 pd& 20 nukleotider er lang nok til kun at findes en gang i langt de fle-
ste plantegenomer, s er den specifikke binding sterst for de 10-12 nukleotider af gRNA'et, der efterfelger
PAM-sekvensen. Dette betyder, at gRNA’et kan binde sig til sekvenser, selvom der er forkert parring i de sidste
8-10 nukleotider mellem gRNA'et og plantens DNA. Den vigtigste strateqi til at undgd off-target mutationer er
derfor at designe en gRNA, som er meget specifik, og at tjekke for tilstedevcerelsen af off-target sekvenser i
genomet, som gRNA'et kunne binde sig mere uspecifikt til. Der er udviklet forskellige software platforme, som
man kan anvende til at designe gRNA, som meget specifikt vil binde sig til kun den sekvens, hvor man gnsker

mutationen.

Derudover er der ogsd udviklet forskellige strategier, som kan anvendes til at reducere risikoen for off-target
mutationer yderligere. CRISPR/Cas9-specificiteten kan for eksempel @ges ved at @ge antallet af nukleoti-
der, der krceves for at genkende tilsvarende nukleotider i plantegenomet. Dette kan ske ved anvendelse af
Cas9-nickaser eller Cas9-Fokl-fusionsproteiner (se beskrivelse Figur 3.19). Begge strategier reducerer antallet
af mulige off-target sekvenser kraftigt (Bortesi og Fischer, 2015). En anden strategi er at anvende nogle af de
nyligt udviklede Cas9-varianter, som ogsd besidder en hgjere specificitet. Specielt har det vist sig, at der i plan-
ter er langt fcerre off-target mutationer ved anvendelsen af CRISPR-Cpf1-systemet (Hu et al., 2017).

Overfarselsmetoden, der anvendes til CRISPR/Cas9-veerktajet, har ogsd stor indflydelse pd frekvensen af off-tar-
get mutationer. Det har vist sig, at nér CRISPR/Cas?-vcerktgjet overfares til cellen, som et protein-RNA-kom-
pleks, s& nedbrydes det hurtigere i cellen end et DNA-konstrukt, hvilket reducerer antallet af off-target mutati-
oner (Kim et al, 2014, Liang et al, 2017).
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Figur 3.18. CRISPR/Cas%-specificitet kan @ges ved at ege antallet af nukleotider, der krceves for at genkende stedet, hvor der @nskes et
dobbeltstrenget brud. (a) Anvendelse af to Cas9-nickaser. En af de to nukleasedomaener i Cas? inaktiveres (i dette tilfcelde RuvC), sélledes
at Cas? kun kan overklippe den ene DNA-streng. Der kraeves derfor to Cas?-nikaser til at inducere et dobbelstrenget brud. Den samtidige
anvendelse af to Cas9-nickaser giver sterre specificitet, da dobbelt s& mange nukleotider skal genkendes og bindes af gRNA for at induce-
re et dobbetstrenget brud. (b) Cas?-Fokl-fusionsproteiner. Her anvendes Cas9-varianter, som er inaktiverede i begge nukleasedomaener
(RuvC og HNH). Disse fusioneres til Fokl nukleasedomcaenet. Som for ZFN og TALENS, s& er overklipning med Fokl afhaengig af dimerisering,
og der skal derfor designes to Cas?-Fokl-fusionskomplekser, som kan binde sig pd hver sin side af det sted, hvor man gnsker et dobbelt-
strenget kromosombrud. Som for Cas9-nickaser giver dette starre specificitet, da dobbelt s& mange nukleotider skal genkendes og bindes
af gRNA for at inducere et dobbetstrenget brud. Billede er fra Bortesi og Fischer, 2015.

3.12. Konklusion

Alle syv NBT'er &bner nye muligheder for planteforcedlingen, som ikke er mulige med konventionelle forced-
lingsteknikker. Anvendelsen af NBT ger ogsé mange forcedlingsprocesser hurtigere og nedscetter derved pro-
duktionsomkostningerne. Der er dog stadig vigtige begrcensninger for implementering af NBT i forcedlingen
bdde effektivitetsmaessigt og ekonomisk. En vigtig begreensning er, at alle disse teknikker krcever overfersel
af DNA, RNA og/eller proteiner til enkeltceller med efterfelgende regeneration af planter fra disse celler. Som
tidligere ncevnt er planteregenerationsfrekvensen ud fra enkeltceller meget afhcengig af overferselsmetoden,
udgangsmaterialet, plantearten og ogsd genotypen. Det er sdledes for mange plantearters vedkormmende
kun muligt at regenerere planter i nogle f& genotyper med en bestemt overferselsmetode og et bestemt ud-
gangsmateriale. Da dette selvfalgelig scetter en begraensning p& anvendelsen af teknikkerne, krceves derfor
for adskillige afgreder en udvikling af overferselsmetoder til udgangsmateriale, som er mindre afhcengig af
genotypen. @konomiske begrcensninger af NBT er i hej grad relateret til omkostningerne forbundet med regi-
strering af nye sorter. Denne omkostning er lav, hvis planter fremstillet ved NBT klassificeres som non-GM-plan-
ter. Hvis de derimod klassificeres som GM-planter, s& er udgifterne enorme, og det vil derfor kun veere muligt

for store multinationale firmaer at anvende NBT.

Prcecis mutagenese, hvor det dobbeltstrengede kromosombrud induceres af SDN-vcerktejerne og efterfal-
gende repareres ved NHEJ, er den NBT-teknik, som har det sterste potentiale for planteforcedlingen, og som
samtidig besidder meget f& potentielle risici. Dette omrade er ogsd p& nuvcerende tidspunkt i kraftig udvikling
og forbedrede veerktgjer og overferselsmetoder til udgangsmateriale, som er mindre genotypeafhaengige, er

allerede undervejs eller vil med stor sandsynlighed blive udviklet inden for kort tid.
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4.. Precision breeding (pa dansk: preecisionsforcedling)
Kim H. Hebelstrup, lektor, Institut for Molekylcerbiologi og Genetik, Aarhus Universitet

4.1. Indledning

| dette kapitel beskrives en raekke konkrete eksempler pé& brug af praecisionsforcedling. Der er p& nuvcerende
tidspunkt i litteraturen eksempler pd brug af prcecisionsforcedling bade i forbindelse med kvalitet og sundhed,
udbytte, kvcelstofoptag og potentiale for nedsat brug af plantebeskyttelsesmidler ved introduktion af naturlig
resistens i afgreder m.v. Desuden rummer prcecisionsforcedling mulighed for at forcedle afgreder med kvalite-
ter, der p& nuvcerende tidspunkt ikke eksisterer, og som, trods teoretisk mulighed, i praksis vil veere umulig af
fremstille uden brug af preecisionsforcedling. Et eksempel pd dette er hvede med meget lavt indhold af gluten,
som bl.a. beskrives som én af de udvalgte eksempler. De enkelte eksempler diskuteres i forhold til den bag-
vedliggende genetik i den pdgceldende afgrede, og det vurderes hvorledes de allerede kendte og godkendte
metoder til induktion af mange vilkérlige mutationer med fysisk og kemisk mutagenese vil kunne bruges til at
opnd samme egenskaber. | forlcengelse af dette vurderes generelt konsekvenser ved brug af prcecisionsfor-
cedling og konsekvenser ved at undlade brug af praecisionsforcedling.

4.2. Sammenligning af klassisk mutationsforcedling og preecisionsforcedling i konkrete eksempler

Ved brug af tilfeeldig mutagenese i afgreder i klassisk forcedling bliver der induceret mange og vilkarlige muta-
tioner i planternes DNA. F.eks. nér man ved traditionel kemisk mutagenese bruger cytotoksiske stoffer som
natrium azid (NaN3), EMS (Ethylmethansulfonat) eller tilsvarende stoffer, vil der typisk ske vilkarlige mutationer
i én ud af mellem 500 og 2500 basepar i det genomiske DNA. Dette betyder, at der typisk sker mellem 10.000
og op til 100.000 vilkérlige mutationer i én plante. | modscetning til dette kan man ved preecisionsforcedling
ramme netop lige de ganske & steder i det genomiske DNA, hvor man gnsker mutationer (se kapitel 2). Dette
kan ske ved singulcer preecisionsforcedling, hvor man rammer et eller f& steder i genomisk DNA, som har sam-
me sekvens, eller ved multiplex prcecisionsforcedling, hvor 2-6 forskellige sekvenser rammes. | dette kapitel
beskrives, hvorledes dette muligger forcedlingsstrategier, som er scerligt anvendelige til komplekse genetiske
feenomener som f.eks. hvedearternes hgje kromosomantal eller forcedling relateret til glutenintolerans, som er

bestemt af ca. 100 homologe gener i hvede.

4.3. Brug af preecisionsforcedling - et overblik

Der er i den seneste darraekke blevet publiceret en del studier, hvor praecis mutagenese er blevet brugt til pree-
cisionsforcedling. Det drejer sig i mange tilfcelde om teknikker, hvor prcecis mutagenese udferes med gen-
om-redigeringsteknikker som: CRISPR/CAS eller TALEN (se kapitel 3). Tabel 4.1 giver et overblik med udvalgte
eksempler. Alle eksempler i dette kapitel er af typen SDN1 (se kapitel 3). Dvs. der er tale om enkelt-base-sub-

stitutioner eller smd deletioner eller indscet i DNA af starrelsen 1-10 baser, dog som oftest blot én base.
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Tabel 4.1. Udvalgte konkrete eksempler p& brug prcecisionsforcedling med angivelse af, hvilket gen eller hvilke gener der er brugt som
preecisionstarget for at Gbne den beskrevne egenskab.
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Plante Egenskab Gen Forzedler Reference
Purdue
University, IN,
USA
Ris Ris med forhgjet udbytte relateret Gnla, Chinese Academy (Lietal.,
(Oryza sativa)  til agronomiske feenotyper DEP1, of Sciences, 2016)
GS3,IPA1  Guangzhou,
South China
Normal University
Tomat Sort med evne til at seette frglgse  SIAGL6 Agricultural (Klap et al.,
(Solanum tomatfrugter under ekstrem Research 2017)
lycopersicum)  varme Organization,
Rishon LeZion,
Israel
Ris (Oryza Sort med veaesentligt forhgjet SAPK2 Chinese Academy (Lou et al.,
sativa) tolerance overfor tgrke of Sciences, 2017)
Beijing
Saeddodder Gammel, men relativ ukendt CsFAD2 AgroParisTech, (Morineau
(Camelina afgrede med hgjt olie- og protein Université Paris- etal., 2017)
sativa) indhold. Praecisionsforaedling er Saclay, Frankrig

blevet anvendt til at lave sorter
med seerligt gavnligt indhold af
omega-3 fedtsyrer.

Tabel 4.1 - forsat fra forrige side

4.4, Eksempler pa preecisionsforcedling der relaterer til afgredekvalitet og sundhed

Optimering af afgredekvalitet giver potentielle muligheder for forbedret folkesundhed og hejere prisscetning
af dansk producerede afgreder. | det felgende gives tre udvalgte eksempler pd& brug af praecisionsforcedling,
som er relevant i denne kontekst.

4.41. Gluten

Som beskrevet i faktaboks 4.1 er gluten en betegnelse for en kompleks struktur af mange forskellige proteiner
som dannes i en meldej af hvede. Indhold og sammenscetning af disse proteiner er derfor af vaesentlig be-
tydning for en hvedekernes kvalitet. Herunder er der en rcekke genetiske forhold, som er afgerende for hvedes
glutenindhold og sammenscetning.

Glutenproteinerne er desuden ogsd ansvarlige for glutenallergi (coliaki) og glutensensitivitet. Det drejer sig om
de af glutenproteinerne, der tilherer familien af sdkaldte a-gliadiner. Disse proteiner indeholder elementer -
sékaldte epitoper - som giver en immunologisk reaktion hos nogle mennesker. Forcedling af hvede med ingen
eller feerre a-gliadiner er derfor blevet foresldet som en oplagt strategi til at opnd hvedesorter, som er tolerante
for patienter med coliaki eller glutensensitivitet. a-gliadiner dannes af ca. 100 forskellige gener, som er loka-
liseret tcet ved hinanden p& samme kromosomer. Det er ved traditionel forcedling med induceret kemisk eller
fysisk mutagenese ikke lykkedes at fremstille hvedesorter med vaesentligt lavere indhold af a-gliadiner. Dette
skyldes primcert det forhold, at der ved traditionel forcedling kun optraeder vilkarlige mutationer, og at sandsyn-
ligheden for, at disse rammer netop i alle a-gliadinernes gener i samme plante, ikke er til stede.
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Det er teoretisk muligt at kombinere forskellige planter ved sammenkrydsning der hver har en mutation i ét
a-gliadin gen. Men dette vil vcere et meget omfattende projekt som vil skulle foregd over mange ar og krceve
et meget stort antal planter. Sammenkrydsning af forskellige planter med mutationer i forskellige a-gliadiner
gener vil desuden besvcerliggeres af at disse er placeret tcet ved hinanden pd samme kromosom, hvilket ned-

scetter antallet af afkom som indeholder mutationer i a-gliadiner fra hver af forceldreplanterne.

Prcecisionsforaedling Igser dette problem ved specifikt at give mutationer i de gnskede gener. | et studie pub-
liceret i ar i Plant Biotechnology Journal (Sdnchez-Ledn et al., 2018) paviser en spansk gruppe af forskere
sdledes, at genom-redigeringsteknikken CRISPR/Cas9 kan anvendes til at gennemfare en praecisionsforced-
lingsstrategi, hvor man rammer netop a-gliadin generne. Ved en sddan strategi opndede forskerne en hvede

med meget lavt glutenindhold og 85% nedsat immunreaktivitet, som relaterer til patienter med celiaki.

Prcecisionsforcedling af gener der relaterer til gluten er derfor et eksempel pé en situation, hvor man opndér en
ny afgredekvalitet - i dette tilfcelde en meget lavt glutenrelateret immunreaktivitet - som man i teorien ville
kunne lave baseret pd traditionel induceret kemisk eller fysisk mutagenese og forcedling. Men som i praksis er
s& kompleks, at det endnu ikke er lykkedes at opnd en hvede med denne egenskab ved traditionelle metoder.

Brug af prcecisionsforcedling i relation til gluten rummer desuden en rcekke andre potentialer. | det omtalte
spanske studie er der opndet en hvede med lavt glutenindhold og nedsat immunreaktivitet i relation til colia-
ki-patienter. Metoden rummer dog mulighed for udvikling af endnu mere effektive strategier, sdledes at det
mdske er muligt at opnd en hvede, som er helt tolerabel for caliaki patienter. Gluten-immunreaktivitet er des-
uden ikke kun et problem, der relaterer sig til hvede, og séledes er der ogsd en potentiale i at anvende denne
strategi for praecisionsforcedling i andre arter af afgreder. F.eks. indeholder byg ogsd glutenlignende proteiner,
som kan give en immunreaktivitet. Byg indgdr i @l, og glutenrelateret immunreaktivitet kan derfor ogsd veere et
problem i denne sammenhcaeng, som praecisionsforcedling potentielt kan afhjcelpe.
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4.4.2. Kulhydrater

En veesentlig del af mange afgreder bestdr af kulhydrater. Séledes stér kulhydrater for mellem 90 - 99 % af det
samlede kalorieindhold i kartofler, hvede og byg. Kulhydrater kan ernceringsmaessigt opdeles i tre grupper: A)
fibre, som ikke fordejes af kroppens enzymer og derfor ikke bidrager til fedevarers kalorieindhold. B) Stivelse
som af kroppen kan nedbrydes til sukker. C) Sukkerstoffer som kan optages direkte eller meget hurtigt i blodet

som glukose.

Glykaemisk indeks er et tal for hvorledes en fedevare bidrager til kroppens blodsukker (Se faktaboks 4.2 og
figur 4.1). Hurtige cendringer i blodsukker, som bl.a. kan ford@rsages af fadevarer med et hajt glykaemisk indeks,
scettes i forbindelse med udvikling af en raekke livstilssygdomme og tilstande som overveegt og fedme. Om-
vendt scettes fedevarer med et lavt glykaemisk indeks i forbindelse med en stabiliserende effekt pd cendringer

i blodsukker og forebyggelse af en reekke sygdomme.

A

Glukose i blodet

Tid
Figur 4.1. Efter indtagelse af en fedevare sker der typisk en stigning i blodets indhold af glukose, der ses som en stigende kurve i en graf.
Ved at beregne arealet under den del af kurven, der ligger over blodets indhold af glukose ved start findes en fedevares glykcemiske

indeks ved sammenligning med en defineret reference, hvis glykeemiske indeks defineres til 100. Glykeemisk indeks beregnes derfor
sdledes:

Areal (fedevare)
= *

100
Areal (refence)

De to kurver viser eksempler pd udvikling i blodsukker i en forsegsgruppe efter indtagelse af to fedevarer med forskelligt glykeemisk indeks.
Den sorte kurve har et forlgb svarende til et hejt indhold af sukker eller af kulhydrater, der let omscettes til sukker i kroppen, hvor der sker
hurtige cendringer i blodsukker. Den bld kurve viser et forlgb efter indtagelse af en fadevare med en mere stabiliserende effekt pd blod-
sukkerkurven. Dette kunne f.eks. vcere en fedevare med et hojt indhold af resistent stivelse eller kostfibre.
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Stivelse udger ofte den veesentligste del af kulhydrater i en fadevare (Se faktaboks 4.3). Kroppen er i stand til

enzymatisk at omdanne det meste stivelse til sukker som optages i blodet. Hastigheden hvormed denne enzy-
matiske nedbrydning sker er af stor betydning for hvorledes stivelse fra en afgrede bidrager til det glykcemiske
indeks. En mindre del af stivelsen, som betegnes resistent stivelse, bliver ikke nedbrudt af kroppens egne en-
zymer. Denne resistente stivelse har nogle effekter som forbindes med forebyggelse af en rcekke sygdomme,
dels ved at bidrage til et lavere glykcemisk indeks, og dels ved en prce-biotisk effekt, hvor specifikke mikroor-

ganismer favoriseres i tarmkanalen.

64






Resistent stivelse findes i fire forskellige typer (Se tabel 4.2). Typen RS2 relaterer til den kemiske og fysiske op-
bygning af stivelsen, som er afhcengig af en rcekke genetiske faktorer. Sdledes findes der sorter af forskellige
afgreder med et varierende indhold af RS2. De fleste stivelsesholdige planter som udger sterstedelen af men-
nesker fedevareindtag pd globalt plant, herunder ris, hvede og kartofler, har et meget lavt indhold af resistent

stivelse.

Tabel 4.2. Typer af resistent stivelse

Resistent Forklaring
stivelsestype
RS1 En type resistent stivelse hvor stivelsen er gemt bag en fysisk barrierer, saledes

at kroppens enzymer ikke kan komme i kontakt med stivelsen, og omseaette den
til sukker. Den fysiske barrierer bestar typisk af fiber. Eksempel: Ufordgjelige
frgkerner, hvor stivelsen beskyttes af en ydre skal.

RS2 En resistent stivelsestype hvor stivelsen findes i sin naturlige halvkrystallinske
struktur. RS2 findes i produkter af stivelsesafgrgder som ikke er kogte, bagte eller
pa anden made opvarmet, eller i den del af stivelsen som forbliver krystallinsk
under opvarmning. Eksempel: Stivelse med et meget hgjt amylose-indhold.

RS3 En resistent stivelsestype som forekommer, nar en stivelsesholdig fgdevarer efter
opvarmning opbevares nedkglet. Ved denne proces genetablerer stivelsen sin
halvkrystallinske form. Eksempel: afkglede kogte ris og pasta

RS4 Stivelse som ved kemisk modifikation har opnaet en struktur der ggr det mindre
nedbrydeligt for kroppens enzymer. Eksempel: Industrielt modificeret stivelse

Indholdet af RS2-typen af resistent stivelse pdvirkes negativt ved dannelse af den del af stivelsen som beteg-
nes amylopektin, som kraever aktivitet af sGkaldte stivelsesforgrenende enzymer (se faktaboks 3). Ved hjcelp
af preecisionsforcedling har det vist sig at vaere muligt at reducere aktiviteten af disse enzymer i ris, s@ledes at
maengden af resistent stivelse stiger markant. Et hajt glykcemisk indeks er et scerligt problem i ris som forbindes
med stigninger i antallet af livsstilssygdomme pd globalt plan. Men metoden kan desuden overferes til andre
sorter, herunder hvede og kartofler til at opnd fedevarer med markant lavere glykcemisk indeks i forbindelse
med forebyggelse af livsstilssygdomme. Brugen af prcecisionsforcedling i denne sammenhceng er scerligt inte-
ressant for kartofler, idet kartofler formeres vegetativt. Dette betyder at nye kartoffelplanter er kloner af tidligere
kartoffelplanter. Kartofler kan ogsé formeres ved dannelse af fre. Men dette er ikke hensigtsmcessigt, fordi det
inducerer et tab af genetisk variation i en kartoffel elitesort, oftest med vaesentligt tab af udbytte (se kapitel 1).
Ved brug af traditionel kemisk mutagenese og forcedling hvor mutationer rammer vilkérligt, er det nedvendigt
at bruge freformering ved kryds af kartofler med mutationer i forskellige stivelsesforgrenende enzymer. Brugen
af preecisionsforcedling lgser dette problem sdledes at en ny afgredekvalitet f.eks. et hgjt indhold resistent sti-

velse og et lavt glykaemisk indeks kan tilfgjes direkte til en elitesort.
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4.4.3. Fedtstoffer og omega-3

Sceddodder er en gammel, men relativt ukendt afgrede med et hejt olie- og proteinindhold. Den ses i gjeblik-
ket som et muligt alternativ til nogle typer af rapsproduktion. Den rummer desuden et potentiale for at kunne
producere scerligt gavnlige omega-3 fedtsyrer. Prcecisionsforcedling er blevet anvendt til at opnd nye sorter af
sceddodder med cendrede oliesammenscetning, herunder et hgjere indhold af sunde fedtsyrer. Som en kon-
sekvens heraf er sceddodder nu i udvikling til at kunne markedsferes som et baeredygtigt vegetabilsk alternativ
til indtagelse af scerligt gavnlige typer omega-3 fedtstoffer som ellers typisk produceres fra fisk.

4.4.4. Frugtmodning

Hastigheden hvormed frugter modnes er af betydning for produktion af mange typer vegetabilske fedevarer.
Véde frugter modnes typisk ved selv at danne plantehormonet cetylen, som aktiverer en rcekke forskellige
enzymer der nedbryder celleveegge og/eller omdanner stivelse eller andre komplekse kulhydrater til sukker.
Modning ger en frugt mere modtagelig for sygdomme - som f.eks. visse typer af svampe. For tidlig modning
kan derfor fere til tab af kvalitet. Genet RIN (ripening inhibitor) har vceret kendt i tomat planter i mange ar. RIN
requlere aktiviteten af gener som relaterer til frugtmodning, herunder den omtalte dannelse af cetylen og akti-
vering af modningsrelaterede enzymer. Mutationer i dette gen giver en forsinket modning, og har derfor vaeret
anvendt i tomatforcedling i mange ér. Ved prcecisions forcedling er det lykkedes for en Japansk forskergruppe

at opnd tomat sorter med forhgjet holdbarhed ved praecis mutagenese i RIN (lto et al, 2015).

4.5. Eksempler pa preecisionsforcedling der relaterer til nitrogengedskning, udbytte og veekst af afgraeder,
herunder potentiale for reduceret behov for brug af plantebeskyttelsesmidler

Forcedling af planter har fra landbrugets oprindelse i oldtiden og frem til i dag betydet vaesentlige cendringer
af afgreders fcenotyper som relaterer til deres agronomi. Scerligt ses en evolutioncer meget hurtigt udvikling i
de ferste drhundreder efter landbrugets oprindelse, som iscer relaterer til begrcenset frespredning, blomstring,
frohvile, hgjere udbytte samt sterre frugt- og knoldstgrrelse. Efter den moderne naturvidenskabs fremkomest
sker op igennem det 20. rhundrede vcesentlige cendringer i afgreders diversitet og egenskaber. Men der er til
stadighed et behov for udvikling oq tilpasning af afgreder til dyrkning under forhold med lav tilgcengelighed
af nitrogen og til cendrede dyrkningsforhold s& som cendret klima og nye typer af sygdomsfremkaldende mi-
kroorganismer.

| dette afsnit gennemgds en raekke eksempler pd brug af preecisionsforcedling i relation til disse faktorer.

4.5.1. Sygdomsresistens og reduceret brug af fungicider og pesticider

Angreb fra patogene mikroorganismer er den vcesentligste arsag til opstden og udbredelse af plantesygdom-
me i forbindelse med dyrkning af afgreder. Plantesygdomme kan skyldes angreb af svampe, bakterier og virus.
Dog er forskellige svampearter den mest udbredte drsag til de plantesygdomme som er af sterst skonomisk
betydning. Dette gcelder f.eks. svampe som fordrsager sygdomme som meldug og rust i afgreder (Se faktaboks

om meldug).
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Svampen har penetreret cellevaeggen og et
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Figur 4.2. Meldug i hvede skyldes infektion af en sdkaldt biotrof svamp med navnet Blumeria graminis f.sp. Tritici (se faktaboks 4.4). @verste
venstre billede: Unge planter med meldug. @verste hgjre billede: Tre hvedeblade som alle er behandlet med svampespore af meldug
(venligst stillet til rédighed af Christina Ingvardsen). Bladet til venstre er resistent fordi det ikke har en funktionel variant af genet MLO, og
der ses derfor ikke tegn p& svampeveaekst pd bladets overside. De to blade til hgjre er derimod ikke resistente. Melduggens svampespore
er derfor i stand til at etablere sig og vokse pd& bladet. Melduggen er kendetegnet ved at den danner hvide mellignende spore i sakaldte
postuler som ses pd& overfladen af bladet. lllustration nederst: Melduggens strategi er at etablere haustoria i hvedebladets averste cellelag,
hvorfra den kan leve som snylter ved at suge vand og de nedvendige biokemiske nceringsstoffer. Den vil derfor forsege at penetrere hve-
dens ydre celleveeg for at kunne etablere et haustrorium i en plantecelle, hvorefter svampen er i stand til at vokse og danne nye spore i
postuler. Disse sporer spreder sygdommen yderligere ved at inficere nye blade og andre planten. Melduggen kan ikke gennemfere hele
denne proces i planter som ikke har funktionel variant af genet MLO. Disse er derfor resistente over for meldug.
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Svampe og bakterier, som forérsager sygdomme i planter, kan have forskellige strategier i forhold til hvorledes
de angriber og udnytter en veertsplantes celler. Nekrotrofe svampe og bakterier falger en strategi med at drce-
be veertsplantens celler og vaev som herefter nedbrydes og optages af svampen eller bakterien. | modscetning
til dette er biotrofe svampe og bakterier som er afhcengige af at snylte p& en veertsorganisme med levende
celler. En sddan biotrof organisme er helt afhcengig af at kunne optage vand og ncering fra sin planteveerts
celler. Disse typer af sygdomsfremkaldende organismer har derfor udviklet cellulcere strukturer, som hjcelper
med at optage ncering fra sin veert. For eksempel danner biotrofe svampearter som fremkalder sygdomme i
afgraeder ofte sakaldte hqustoria (Se figur 4.2 og faktaboks 4.4).

Haustoria er strukturer fra svampens egne celler som den danner ved at penetrere vcertsplantens celleveegge
og vokse ind i veertsplantens celler, hvor haustoriet séledes optager ncering og vand direkte fra det indvendige
af de af veertens celler, som er angrebet. Denne strategi krcever at den sygdomsfremkaldende svamp bdade
holder de angrebne cellerne i sin veertsorganisme i live p& samme tid med at den fordrsager vcesentlige cen-
dringer i cellernes struktur og biokemi for at kunne snylte pé& vcertsplanten. Veertsplanten vil derimod forsege
at afbryde den angribende biotrofe svamps mulighed for vand oq tilferelse af ncering ved at iveerkscette et
program for at den angrebne celle og eventuelt ogsé nogle af de omkringliggende celler disintegrerer og der.
Denne proces kaldes programmeret celledad, fordi den angrebne plantecelle selv iveerkscetter programmet
for celledad. Omvendt vil den angribende biotrofe organisme forsege at undertrykke vcertscellernes program-
merede celleded ved at sende en rcekke forskellige signaler direkte ind i veertscellerne. Disse signaler bestdr af
kemiske stoffer og komplekse molekyler som har til formdal at snyde og "kapre” kontrol med vecertscellernes eget
styresystem. Omvendt igen, har nogle planter og forskellige sorter af afgreder en evne til at genkende disse
signaler fra den angribende mikroorganisme og reagere pd dette.

Ud over at benytte sig af programmeret celleded, har planter en rcekke andre muligheder for at forhindre
angribende mikroorganismer i at etablere en infektion. Planten har mulighed for at forstaerke sin cellevaeg
s& den angribende mikroorganisme ikke kan penetrere den og etablere de nedvendige cellulcere strukturer,
som f.eks. haustoria. Ligesom den programmerede celledad beror dette pd plantens evne til at genkende den
angribende mikroorganisme. Det kan vecere forskellige kendetegn ved en angribende mikroorganisme som en
plante kan genkende, f.eks. biokemiske strukturer af mikroorganismens cellevceqg eller stoffer og signaler som
mikroorganismen udskiller. SGdanne stoffer kan veere de komplekse molekyler, som en angribende mikroor-
ganisme bruger i sit forseg p& at overtage kontrollen med den potentielle veert, som beskrevet ovenfor. For at
kunne genkende s@danne signaler og biokemiske kendetegn hos en angribende mikroorganisme er planter-
ne nedt til at have bestemte varianter af gener med den rigtige DNA-sekvens som koder for en receptor, der
genkender den angribende mikroorganismes biokemiske kendetegn eller de signal og komplekse molekyler
den udskiller til planten. Et sédant gen kaldes et resistens gen og betegnes ofte R. Ligeledes afhcenger tilste-
devcerelsen af et séddant for planten genkendeligt signal, at der er et gen med en bestemt DNA-sekvens i den
angribende mikroorganisme, som med sin DNA koder anviser, hvordan det pdgceldende kendetegn udformes.
Et s&ddant gen kaldes et avirulens gen (Avr). Match og mis-match mellem R gener i en afgrede og Avr gener i
en angribende mikroorganisme er derfor et vaesentligt kriterie for hvorvidt en mikroorganisme er i stand til at
inficere og etablere sygdom i en afgrede eller om afgreden kan stoppe infektionsprocessen.
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4.5.2. Dynamik af sygdomme i afgreder og brug af plantebeskyttelsesmidler

Det menster af plantesygdomme og varianter af angribende mikroorganismer som afgreder udscettes for er
ikke statisk. Der sker en konstant forandring af de mikroorganismer som fordrsager sygdommene og nye vari-
anter opstdr hele tiden, bl.a. fordi Avr gener i mikroorganismerne cendrer sig. Dette betyder at det er nedven-
digt at have en konstant tilpasning af afgreder til det tilstedevcerende sygdomsmenster i afgreder fra sceson
til sceson (se kapitel 7). Ved situationer med manglende resistens vil brugen af plantebeskyttelsesmidler ages.
Omvendt vil brug af sorter med hgj resistens over for et bredt spektrum af mikroorganismer, som forarsager syg-
domme, nedscette brugen af plantebeskyttelsesmider. | det felgende afsnit gennemgds en rcekke eksempler

pd brug af preecisionsforaedling til at opnad resistens i afgreader mod sygdomsfordrsagende mikroorganismer.

4.5.3. Meldugresistens i hvede

Meldug er en udbredt sygdom i mange kulturplanter, herunder de kendte kornsorter (Se faktaboks 4.4). Mel-
dug er en biotrof svamp som angriber det yderste cellelag af sin veert, typisk p& bladene. Ved at etablerer
haustroria i sin veerts celler kan meldug suge de ngdvendige biokemiske stoffer fra sin vcert som melduggen
sdledes snylter pd. Som beskrevet ovenfor krcever dette at melduggen er i stand til at overtage kontrollen med
de angrebne celler hos plantevcerten. Et gen kaldet MLO er blevet identificeret i byg i 1942, hvor det viste sig,
at bygsorter med den rette DNA-sekvens af dette gen var resistente over for angreb af alle typer af meldug af
arten Blumeria graminis. S@ledes var denne type resistens uafhcengig af den genetiske profil af en bygplantes
R gener, og ligeledes melduggens Avr. Derfor er alle sorter, som indeholder den resistens-associerede variant
af MLO, resistente over for meldug. Dette gor MLO genet scerligt effekt til at forcedle sorter med meldugresistens.
Genet er kodende for et protein, som er lokaliseret i bygplanters cellemembraner. Hvis dette protein ikke er til
stede i bygplantens cellemembran, er meldug ikke i stand til at penetrere byggens cellevaeeg og etablere sig

med et haustorium.

MLO genet findes ogsd i hvedearternes kromosomer. Men da hvedearternes samlede genom bestér af en
hybrid af 2-3 forskellige arter, findes MLO genet ikke kun ét, men op til tre forskellige steder i hvedeplantens
genom. MLO resistensen opnds kun, hvis den DNA-sekvens, som er associeret med meldugresistens, er til stede
i alle de 2-3 steder i en hvedesorts genom. Dette skyldes at resistensen er afhcengig af at MLO genet ikke er
funktionelt, og séledes vil evt. @vrige funktionelle varianter af genet kunne kompensere for et ikke-funktionel

gen. Dette kaldes et recessivt traek.

Ligesom det tidligere har veeret i byg, er meldug i hvede stadig et udbredt problem. Men pd trods af at MLO
genet 0gsd findes hos hvede, har det ikke veeret muligt at evaluere, hvorvidt dette gen ogsd kan give resistens
i hvede over for meldug fer 2014, hvor et kinesisk forskerhold i Nature genetics publicerede et studie, hvor de
med prcecisionsforcedling er i stand til at udvikle en bredhvedesort med resistensvarianten i alle sine MLO ge-
ner (Wang et al., 2014). | dette studie pdaviste forfatterne, at bade teknologien TALEN og teknologien Crispr/
Cas? var effektive metoder til praecisionsforcedling af meldugresistent hvede med prcecise mutationer i MLO

generne.

Det er er sidenhen lykkedes at fremstille meldugresistent bradhvede med kombination af mutationer i de for-
skellige MLO gener med kemisk mutagenese. Men ved kemisk mutagenese er det nedvendigt ved kryds mel-
lem forskellige linjer at kombinere tre forskellige planter, fordi der er tre forskellige MLO gener i bredhvede.
Desuden krceves der en omfattende screeningsproces mellem flere tusinde forskellige individer af planter, som

har vceret udsat for den behandling med de cytotoksiske kemikalier, som inducerer vilkarlige mutationer i DNA.
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Tilsammen er dette en langt mere omfattende og tidskreevende proces end brugen af preecisionsforcedling.
Desuden kan den omtalte kinesiske metode med prcecisionsforaedling potentielt anvendes pd elitehvedesor-
ter og etablere MLO-baseret meldug resistens uden cendring af sortens @vrige gener. | modscetning til dette er
MLO-resistens i hvede baseret pd kemisk mutagenese begrcenset til kun de sorter, hvor en veldefineret muta-
genese-population er etableret, og desuden pdafere sorten en stort antal vilkarlige mutationer i sortens genom,

med risiko for tab af eliteegenskaber.

4.5.4. Sygdomme iris

Rice blast [dansk navn eksisterer ikke] er en udbredt sygdom i ris og udger et stort globalt problem ved at for-
drsage udbredte og massive tab af udbytter. Sygdommen skyldes infektion af svampen Magnaporthe oryzae.
Svampen inficerer sin veertsplantes celler ved at penetrere plantens celleveeg og etablere sin celler inde i
veertsplantens celler, som den sdledes snylter pd. Risplanten er i stand til at genkende svampen og ivcerkscette
et moderat respons. Dette respons er dog permanent nedrequleret af en faktor i plantens egne celler, som
kodes af genet OsERF922. Ved prcecisionsforcedling med teknikken CRISPR/Cas? er det lykkedes at udvikle ris
sorter med vaesentligt forhgjet resistens mod rice blast.

Forhajet resistens mod rice blast kan saledes adderes til eksisterende eliterissorter ved prcecisionsforaedling,
uden af sortens @vrige egenskaber cendres, herunder at der sker udbyttetab. Ved brug af kemisk eller fysisk
mutagenese ville sortens @vrige DNA blive cendret veesentligt pga. vilkérlige mutationer.

4.5.5. Andre sygdomme

Ved prcecis mutagenese af genet DMR6 i tomat med CRISPR/Cas? teknik er det lykkedes at opnd en bred-
spektret sygdomsresistens. Tomaterne var séledes resistente overfor vidt forskellige angribende mikroorganim-
ser, herunder: Pseudomonas syringae, Phytophthora spp., Xanthomonas spp. Genet DMRé6 koder for et enzym,
som har en nedregulerende rolle i forhold til signaler i planter som aktiverer resistensmekanismer mod syg-
domsfremkaldende mikroorganismer. Sorter med prcecisionsforcedling af genet DMR6 har séledes et forhojet
resistensniveau. Denne egenskab vil ligeledes kunne adderes til tomatsorter og eventuelt ogs& andre frugtpro-
ducerende arter.
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4.6. Tilpasning til klimabegivenheder

Ekstreme klimabegivenheder som terke, perioder med ekstrem hede eller kulde, oversvemmelse af landbrugs-
jord udger en trussel mod fedevareproduktion. | det falgende gives et eksempel pa strategier af praecisionsfor-
cedling i forhold til sddanne trusler.

Ved ekstrem varme adelcegges mange frugtafgreders blomster, hvorved der sker et vaesentligt udbyttetab ved
at planterne scetter vaesentligt faerre frugter. [ tomat har praecisionsforcedling lgst dette problem ved at indfere
prcecise mutationer i et gen, som relaterer til blomst og frugtudvikling. Denne egenskab kan derfor ved brug af
praecisionsforcedling tilfejes eksisterende tomatsorter (Klap et al., 2017).

Brugen af prcecisionsforcedling har veeret brugt til at opnd ris med en vaesentligt hejere tolerance for tarkestress
(Louetal, 2017).

| andre tilfcelde har preecisionsforaedling vaeret brugt til at pavise et potentiale for bedre resistens mod ekstre-
me klimabegivenheder. Saledes viser et studie at et gen kan veere involveret i tolerance overfor ekstrem kulde
i ris (Shen et al.,, 2017).

4.7. Brug af preecisionsforcedling til optimering af nitrogengedskning
og afgreders evne til at optage nitrogen

For mange afgreder gcelder ved produktion, at tilgaengelighed af nitrogen er en begraensende faktor for bdde
udbytte og kvalitet. Planter optager som udgangspunkt primecert nitrogen (N) som nitrat (NO3-) fra jordbunden.
Nitrogengedskning er en mulighed for at hgjne en jordbunds indhold af tilgeengelig nitrogen. Planter optager
nitrat ved aktivt at pumpe nitrat ind i plantens celler. | planteceller sidder der derfor pumper opbygget af mo-
lekyler, som er i stand til at genkende og transportere nitrat ind i en plantecelle. Disse nitrat-pumper/-transpor-
tere sidder pd ydersiden af planters redder, hvor de spiller en essentiel rolle for selve optagelsen af nitrat ind i
planten, men de findes ogsd inde i plantens vaev, hvor de er medvirkende til at fordele nitrat rundt i en plantes
organer ved aktiv transport (se figur 4.3).
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Nar de N-holdige forbindelser nar deres endelige
destination, som f.eks. et udviklende kornfrg sker der igen
en transport ud i plantens celler hvori en biokemisk
omdannelse sker. | korn bliver N overvejende indbygget i
protein. Sdledes er optaget af nitrat i roden, transport og
re-mobilisering begreensende for et frgs protein- og N-
indhold som igen kan veere begransende for det samlede
udbytte.
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Figur 4.2. Beskrivelse af hvorledes nitratpumper spiller en vaesentlig rolle for planters evne til at optage nitrogen fra jordbunden. Afgreders
evne til at optage nitrat er afgerende for deres NUE (nitrogen use efficiency). Et hejt NUE giver mulighed for hejere udbytte og/eller bedre
afgredekvalitet og er scerligt af betydning i forhold med begrcenset nitrogengedskning. Et hejt NUE nedscetter desuden risiko for udvask-
ning af nitrogen til vandmiljget.

Planters evne til at optage nitrogen fra jordbunden varierer meget fra art til art, og for afgreders vedkommende
kan denne evne ogsd variere en del mellem forskellige sorter. | forbindelse med dyrkning af afgreder arbejdes
der med fokus pd& en sorts evne til at udnytte den eksisterende tilgeengelige nitrogen i jordbunden. Denne
evne, som ofte betegnes NUE (nitrogen use efficiency), kan opgeres pd flere mdder. Dels kan man male udbyt-
te i forhold til tilgaengeligt kvecelstof, man kan mdle andelen af tilgeengelig kveelstof som optages i den dyrkede
plantes samlede biomasse eller kun i en specifik del af planten - som f.eks. fra. | alle tilfcelde gcelder at NUE
er afhcengig af en sorts genetisk bestemte fysiologi, som relaterer til nitrogenoptag. NUE kan derfor optimeres

ved forcedling.
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NUE er af scerligt af vcesentlig interesse for at optimere udbytte og kvalitet under forhold med begrcensning
af nitrogen-tilfgring ved begrcenset gedskning. Desuden giver en genetisk optimering af en afgredes NUE en

lavere risiko for udvaskning af nitrogen til vandmiljget.

| tidsskriftet Molecular Plant fra 2017 (Lu and Zhu, 2017) paviser en kinesisk forskningsgruppe fra Shanghai, at
prcecisionsforcedling kan bruges til at forbedre NUE i ris. Strategien for prcecisionsforcedling, som denne gruppe
anvender, er baseret pd et tidligere kinesisk studie, hvori en vaesentlig forskel i NUE mellem to forskellige under-
arter af ris undersgges. | dette studie underseges de to underarter af ris (Oryza sativa L.), som kaldes henholdsvis
japonica og indica. Underarten indica har som regel et vaesentligt hejere NUE end japonica. Gruppen finder
at denne forskel skyldes en enkelt variation i ét gen, som koder for en pumpe/transporter af nitrat. Varianten er
blot én enkelt base i genets DNA, som varierer mellem de to underarter (Hu et al., 2015). Studiet konkluderer
desuden, at den variation, som giver et hajt NUE og desuden ogsd et hgjere udbytte, er opstdet i risunderarten
indica i den tidlige fase af risdyrkningen i forhistorisk tid, og at mennesker i denne periode har veeret medvir-
kende til at selektere risplanter med denne genvariant ved dyrkning. Ved prcecisionsforcedling er det lykkedes

at indfere denne ene variation i en base i genets DNA i japonica ris, hvorved dennes NUE steg markant.

Det ovenncevnte studie giver grund til at vurdere, at NUE pd tilsvarende vis kan forhgjes i andre afgreder ved
hjcelp af prcecisionsforcedling. Det er i teorien muligt, at en tilsvarende cendring af genet for den nitratpum-
pe/-transporter, som kan give et vaesentligt hajere NUE, kan opnds med traditionel mutagenese. Men da tra-
ditionel induceret mutagenese hgjest giver en cendring i én ud af ca. 500 baser i et DNA, og idet der kun er
tale om en specifik cendring af basen, vil det krceve mutagenese i et meget stort antal planter for at opnd den
onskede variant, og vil desuden betyde introduktion af mange tusinde andre vilkérlige mutationer i den pa-

gceldende afgrede.
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4.8. Udbytteparametre

En afgredes udbytte er typisk afhcengig af en rcekke morfologiske faktorer som har med plantens anatomi at
gere. For freplanter hvor afgreden udgeres af freet, er det scerligt faktorer som antallet af frestande, antallet af
fro per frestand og sterrelsen af freene som er afgerende.

| et kinesisk studie (Li et al., 2016) paviser en gruppe forskere, at preecisionsforcedling kan bruges til at kombi-
nere lige prcecis de varianter i en gruppe af gener, som hver iscer har med forskellige udbytte-relaterede fak-
torer at gare. Forskerne kombinerer en variant af et gen, som giver sterre riskorn, med en variant i et gen, som
giver frestande med flere ris (fra), og en variant af et gen, som giver mere robuste frestande. Disse varianter er
alle tidligere kendt i sammenhaenge med forcedling af forskellige rissorter, men i dette studie samler forskerne
de omtalte faktorer i €n samlet sort ved hjcelp af praecisionsforcedling, som fokuserer netop pd at introducere
mutationer kun i disse tre gener alene. En tilsvarende strategi ville vcere svcer at gennemfere ved traditionel
forcedling, hvor forskellige sorter hver med den optimale genvariant i hver sit gen kombineres ved krydsning, og

udfaldet ville vcere en helt ny sort med mange andre ukendte komponenter som relaterer til udbytte.

Det ovenfor omtalte studie paviser saledes en strategi for, hvorledes preecisionsforcedling kan bruges til at kom-
binere optimale morfologiske trcek i samme sort pd en mdde, som bdade er hurtigere og indeholder fcerre risici

for ugnskede traek, som kunne opstd ved traditionel mutagenese oq forcedling.

4.9. Konklusion

Prcecisionsforcedling er blevet anvendt i strategiske forskningssammenhaenge, hvor afgreder har opndet en
lang rcekke effekter, der relaterer bredt til afgredernes egenskaber. Der er eksempler p& afgreder med hgje-
re naturlig sygdomsresistens, bedre kvalitet i form af sundhedsfremmende indholdsstoffer, lavt glutenindhold,

bedre udnyttelse af nitrogen - scerligt under dyrkningsforhold med begrcenset nitrogenadgang.

Ved sammenligning med traditionel forcedling og brug af fysisk eller kemisk induceret mutagenese falder ek-

semplerne pd preecisionsforcedling i to kategorier:

1. Inogle tilfcelde kan den egenskab som opnds ved praecisionsforaedling ogsd opnds ved traditionel forced-
ling kombineret med fysisk/kemisk mutagenese, men ofte med Icengere udviklingstid. Dog skal man veere
opmcerksom pd, at ved disse traditionelle medoder opstér et stort antal vilkérlige og ukendte mutationer,
og vilkarlige variationer i andre egenskaber @ger risikoen for usnskede sideeffekter. Brugen af prcecisi-
onsforcedling lgser dette problem ved prcecist at inducere f& enskede mutationer i allerede velbeskrevne
sorter. Dette er scerligt af betydning for afgreder og egenskaber med en mere kompleks genetik. Dette
gcelder ndr: Der er flere end ét gen, som relaterer til egenskaben, afgraden formeres vegetativt (som kar-

tofler), eller afgraden har et kompleks sammensat genom (som f.eks. hvede)

2. landre tilfeelde kan en egenskab opndet ved praecisionsforcedling i teorien ogsd opnds ved fysisk/kemisk
mutagenese, men er i praksis ikke opndet, fordi der kraeves en stor preecision i, hvor mutationerne rammer
i DNA. Dette geelder f.eks. tilfceldet med hvede med lavt indhold af immunreaktion fremkaldende gluten,

hvor prcecise mutationer i en familie af et stort antal ens gener er nedvendigt.
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Det bemcerkes desuden, at et stort antal eksisterende studier af anvendelsesmuligheder af prcecisionsforced-
ling er udfert i ris, hvorimod studier, som relaterer til afgreder af scerlig dansk interesse, er underreprcesenteret.
Dette skyldes ikke et manglende potentiale for brug af prcecisionsforcedling i afgreder af dansk interesse, men
snarere en begraenset prioritering af denne type forskningsaktivitet.
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5. Detektion af planter lavet ved NBT. Kan det detekteres?
Lotte Hougs, molekylcerbiolog, Enhed for fadevarekemi og plantesundhed,
Fadevarestyrelsen, Miljo og Fadevareministeriet

5.1. Detektion af traditionel genetisk modificerede organismer (GMO) i dag

En klassisk GMO er karakteriseret ved, at der er indsat et starre stykke fremmed DNA ved hjcelp af genteknolo-
giske metoder. Dette stykke DNA er typisk konstrueret séledes, at det tilfarer planten et nyt protein og dermed
en ny egenskab. Denne egenskab har ofte veeret tolerans over for et sprajtemiddel (Glyfosat) eller at planten
producerer et protein, som bestemte insekter ikke kan tdle (insektresistens).

Det indsatte stykke DNA er en konstruktion, hvor der er en promotor, som er et startsignal til at producere protein,
et gen der koder for det onskede protein, og en terminator, som er et stopsignal, der fortceller at proteinet er
fcerdigt. Mange GMO'er benytter samme promotor og terminator, og desuden benyttes der ogsd ofte de sam-

me gener til de proteiner, der tilfares planten, da det ofte er de samme egenskaber, der enskes indsat.

Det fremmede DNA er indsat et tilfceldigt sted i plantegenomet, men det er undersagt, hvor det er indsat og
prcecist, hvad der er sat ind, ndr en ny GMO godkendes. Séledes kendes hele den indsatte sekvens sammen
med de plantesekvenser, der er tcettest pd det indsatte stykke. Denne viden benyttes til at lave et detektions-

system, der viser om en bestemt GMO er til stede i et produkt.

Der kan veelges forskellige strategier for at pavise GMO i en prave, og denne strategi bestemmes ud fra kend-
skab til preven. Né&r der screenes for nogle af de gen-elementer, der hyppigt er brugt i GMO’er, kan et sterre
antal GMO’er pdvises med samme metode. Screening bruges pd f.eks. akologiske praver eller sdsced, hvor der
ikke forventes at vcere GMO tilstede overhovedet. Hvis der ved screeningen viser sig at vaere GMO tilstede, kan
der derefter benyttes mere specifikke metoder, der paviser hver enkelt GMO (eventspecifikke metoder). Der-
ved kan det bestemmes prcecis, hvilken eller hvilke GMO’er der er tilstede i den pdgceldende prove.

Hvis der pd forhdnd er en forventning om, at der er GMO i en prave, kan der i stedet veelges at bruge specifikke
metoder fra starten, f.eks. til at se efter om der er GMO i proven, der ikke er godkendt til brug i EU. Denne strategi

benyttes f.eks. pd prever, der allerede er mcerket med indhold af GMO.

Det er kendt, hvilke elementer de enkelte GMO'er indeholder, sé& nér en screening viser, at der er et eller flere
elementer tilstede, kan en oversigt benyttes til at finde ud af, hvilke GMO’er der sandsynligvis er tale om. Deref-
ter underseges preven med metoder, der er specifikke for de sandsynlige GMO'er. Der findes forskellige former
for beslutningsveerktej, der ud fra resultater af screeningsanalyser hjcelper til at finde sandsynlige GMO'er for

det opndede resultat.

Et eksempel pd en screeningstabel er vist i nedenstdende Tabel 5.1. Tabellen er sorteret efter, om der er raps
og soja i den aktuelle preve og der er pdvist promotoren kaldet P35S. Tabellen viser, at der kan vcere 6 forskelli-
ge raps og 10 forskellige soja events, nér P35S er pdvist. Hvis praven samtidig var negativ for f.eks. terminatoren

T-nos, ville der derefter veere 5 raps og 5 soja events tilbage med P35S pdévist og T-nos lkke pavist.
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Tabel 5.1. Eksempel p& en screeningstabel sorteret efter fund ved screeningsanalyser (Screening_tabelle_gvoNachweis fra 2078 Bunde-
samt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL, Germany)).

Event Unique Identifier| Plant P35S T-nos CTP2- bar 365-pat | erylAblAc
Pt vt st ioned ) CP‘EFSP
.'I'| ; - 'S - - = - -
Laurical 23-198 (Event 23), CGN-B9465.2 canola + + - - - - - - -
Lawncal 23-18-17 (Event 18) CGMN-B9111-8 canola + - - - -
Liberator LE? (pHoe8/AL) ALE-BNODS.3 canola + - - - - + + -
OXY235 ACS-BMD11-5 canacla + + + + - - - = =
T45 [LibertyLink) ACS-BNIDE-2 canala + + - . - - + + -
Topas19/2 (HCH 10, HCH 92
LibertyLink) ACS-BNDOT-1 canola + bs = = = = + + =
260-05 DD-026005-3 soybean + + - - =
356043 DP-356043-5 soybean | + = e = = = = = =
AZT0412 ALS-GMODS-3 soybean + - - - - + + - -
A2T04-21, ARBAT- 35 ALE-GMDDY-2 soybean + - - + -
AS547T-127 (Libertylink) ACS-GMODE-4 | soybean + bs = = = = + + = =
G94-1, G24-19, G168 DD-026005-3 soybean + + - -
GTS 40-3-2 (Roundup Ready) MON-04032-6 soybean + * + * = = = = = =
GL262 (LibertyLink) ACS-GMOD3-1 soybean + = = + =
SYHTOHZ SYN-000H2-5 soybean + + - + =
WE2, WS (Liberty Link) ACS-GMODM-E | soybean + = = =

Selve metoden, der benyttes til at detektere de fleste GMO'er, er realtime polymerase kcedereaktion (realtime
PCR). Metoden har en cyklus af forskellige temperaturer, hvorved en DNA-polymerase kopierer et forudbe-
stemt stykke DNA. | princippet er det en kopimaskine, der kopierer et bestemt stykke DNA, sé& antallet af kopier
fordobles for hver PCR-cyklus, der udferes. Generelt udferes mellem 40 og 45 temperatur-cykler, og dermed
kan selv et enkelt DNA-stykke blive til millioner af kopier i en PCR reaktion. Dermed kopieres et udvalgt stykke

DNAtil s& mange kopier, at det er muligt at méle dem.

Til realtime PCR designes 3 kunstige stykker DNA (2 primere og en probe), der genkender de DNA-sekvenser,
der skal pavises. De to primere er i hver ende af det enskede stykke DNA, medens proben er imellem primerne.
For hver kopi primerne genererer, kommer proben til at frigive et fluorescerende signalstof. Fluorescensmaeng-
den madles for hver cyklus (deraf navnet "realtime”), og det kan beregnes, hvor mange kopier af DNA, der er

lavet i hver cyklus i PCRen, nér der er inkluderet referencemateriale med kendt kopital i det aktuelle assay.

Tilsvarende benyttes en realtime PCR-metode, der genkender sekvenser, der f.eks. er tilstede i en genom-kopi
i alle soja-genomer, men ikke i andre kendte plantegenomer. Dette kaldes for et referencegen og det benyttes
til at beregne, hvor stor en andel af soja i en prave, der er GMO-soja. Dette geres ved at tage forholdet mellem
det antal kopier af soja, der pdvises, og det antal kopier af en GMO, der er pdvist.

Alt efter hvilken specificitet der @nskes (element-, konstruktions- eller eventspecifik), designes primere og pro-
ber til at genkende forskellige stykker af det indsatte DNA.

Til den eventspecifikke realtime PCR udnyttes, at hver GMO har en helt unik overgang mellem plantegenomet
og det indsatte stykke DNA. Den ene primer designes f.eks. til at genkende overgangen mellem plantegeno-
met og det indsatte stykke DNA, medens proben og den anden primer genkender det indsatte stykke DNA. P&

den mdde kan det sikres, at metoden udelukkende genkender den specielle anskede GMO. Figur 5.1 illustrerer
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7 elementer sat ind i en plante og hvilken grad af viden, der opnds ved at placere primere pd forskellig made
i det indsatte stykke DNA.

plant genome

* prom enh|intron jene sequence
$'Mank [ I 3'L||a|"||'(
l l..-q_h._.l | — I [ﬁ I"d_

term UTR [P128Mi 0] |

AN ' element s e-::li' :
<reference gene ! l - I\\J Lff";1 l"\:al |
N A N N LI
| | J: ~_ construct-specific j‘; | |
A S o P
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N TV
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Arrows of the upper four rows indicate regions suitable for element-specific detection. Such screening assays target widely used
genetic elements like promoters.

Arrows in the following three rows in the middle indicate regions suitable for construct-specific detection. Construct-specific assays
are designed to comprise a junction between difierent elements of the inserted sequence.

Arrows in the two rows at the bottom indicate regions suitable for event-specific detection. Event-specific assays are the most specific
ones and are constructed over a junction between the host and the inserted sequences, with specific primers for the inserted gene
and the flanking genomic sequence.

An example for a reference gene is indicated. The two triangles at the right hand side indicate a gradient of suitability for screening,
identification, and quantification. .

Figur 5.1. Skematisk tegning af en transformationskonstruktion, der viser 7 elementer indsat i et plantegenom gennem et unikt transforma-
tionsevent og derfor flankeret af en specifik DNA-sekvens fra plantegenomet. (Lusser et al.,2011)

Pavisning af GMO krcever en vis form for forhdndsviden. En GMO der er konstrueret med elementer, der nor-
malt ikke er benyttet i andre GMO’er, vil vcere sveer at finde, da der typisk screenes med elementer, hvor det
er kendt, at de har vceret brugt fer til konstruktion af GMO. For at en GMO kan godkendes til brug i EU, skal fir-
maet udlevere bdde sekvens og en metode til at pavise GMO’en, s& for GMO’er, der enten er godkendte i EU
eller pd vej igennem godkendelsesprocessen, kendes hele den indsatte sekvens og de ncerliggende regioner.
Desuden foreligger bdde en metode og referencemateriale, séledes at metoden blot skal indferes i kontrolla-
boratoriet, hvor det verificeres at den fungerer.
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5.2. | hvilket omfang kan SDN detekteres?

De SDN'er, hvor der indscettes starre stykker DNA (SDN3) f.eks. fra samme plante eller beslcegtede arter, vil kun-
ne pdvises pd samme mdde, som GMO’er pdvises i dag. Nar der er en unik overgang mellem plantegenomet
og det indsatte stykke DNA, vil det altid veere muligt at pdvise denne overgang, uanset hvilken genteknologisk
metode der er brugt. Dette gcelder f.eks. cisgenese og intragenese. Dette er dog under forudscetning af, at der
er kendskab til overgangen mellem plantegenomet og det indsatte stykke DNA. Da der ikke er fremmed DNA,
der kan pavises ved screening, men kun DNA fra samme eller beslcegtede arter, er der ikke mulighed for at
lede efter sekvenser, der ikke ber veere tilstede i planten. Kendskab til planter, der er forcedlet med SDN1 og
SDN2, kan opnds enten fra oplysninger fra forcedler eller f.eks. fra patentdatabaser, hvor det kan sages frem,
hvis der anseges om patenter p& en ny plante. Stadig skal der veere en viden om, hvad der skal seges p& enten
sekvensmcessigt eller nggleord i beskrivelserne, hvis der skal vaere en rimelig mulighed for at finde frem til en

plante, der er frembragt med SDN.

SDN3-planter med sterre forandringer vil kunne pévises til et niveau p& 0,1% svarende til detektionsgraensen

pd& GMO planter i dag.

SDN1- og SDN2-planter, hvor der er lavet enkelt basecendringer, indsat meget smé stykker DNA eller fiernet
DNA, vil vcere ncermest umulige at pdvise, specielt pd lave niveauer. En enkelt mutation vil kunne pdavises
med forskellige molekylcerbiologiske metoder. Det kan dog resultere i specificitetsproblemer, ndr det kun er
en enkelt basecendring, der er foretaget. For at kunne pdvise en enkelt mutation eller smé& deletioner eller
indscettelser er det helt nedvendigt at kende til cendringen, der skal seges efter. Det er ikke muligt at screene,
da det, der er cendret, vil veere helt unikt for hver SDN-plante. Desuden vil det vcere vanskeligt at nd ned pd en

detektionsgreense pd& 0,1% med en del af de molekylcerbiologiske teknikker, der kan pévise enkeltmutationer.

De planter, der er lavet f.eks. ved podning af almindeligt plantemateriale p& en rod af SDN-materiale, vil ikke
kunne genkendes, hvis det er fra eller blad-materiale, der underseges. Hvis det er rod-materiale, kornmer det
an pd den cendring, der er foretaget pd rodmaterialet. En SDN-plante, hvor der ferst er foretaget en cendring,
og cendringen derefter er krydset ud af planten igen, vil ikke adskille sig fra almindelige planter og vil dermed

slet ikke kunne pdvises ved en test.
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5.3. Kan SDN-planter adskilles fra traditionelt forcedlede planter, herunder muterede planter.

Muligheder og konsekvenser
Planter, hvor der er benyttet SDN til prcecisionsforcedling, vil ofte blot have enkeltbasecendringer eller meget
smd deletioner eller indscettelse af 1-10 baser. En del af disse cendringer forekommer allerede naturligt, og
andre har tidligere veeret eller vil kunne introduceres ved hjcelp af mutationsforcedling med kemiske og /eller

fysiske metoder.

Selvom der er teknikker, der kan pévise f.eks. enkeltbaseforandringer, vil det altsé ikke veere muligt at fortcelle
noget om oprindelsen af cendringen. SDN1 og SDN2 efterlader ikke nogen form for markering pd DNA'et om,
at det er den teknik, der er benyttet frem for andre celdre teknikker.

Nar det ikke er muligt at se, hvordan en mutation er frembragt, betyder det, at der vil skulle laves et andet
system til at registrere SDN1- eller SDN2-planter, hvis de skal reguleres. Dette system md veere data-baseret,
sdledes at de specifikke mutationer/cendringer i SDN-planter kan/skal registreres et samlet sted. Der vil ikke

vcere nogen laboratoriemcessig sikker metode til at kontrollere, om dette sker.

5.4. Konklusion
Den anvendte modifikation indfert i en plante har afgerende betydning for, om en SDN-plante kan pavises p&
samme mdade som klassiske GMO planter.

1. Planter, der indeholder et starre stykke DNA fra planten selv eller beslcegtede arter, og som er indsat pd et
nyt sted i genomet ved hjcelp af SDN3, vil kunne pdvises med specifikke metoder svarende til Event-spe-
cifikke GMO-metoder. Der vil som oftest ikke vcere mulighed for screening af de enkelte elementer, da de

0gsa vil forekomme i planten naturligt.

2. Planter der indeholder enkelt-mutationer eller smd indscettelser eller deletioner (SDN1 og SDN2) vil som
regel kunne pavises, hvis der er specifik viden om den cendring, der er sket. Det er dog ikke muligt at afge-
re, om cendringen skyldes SDN, er naturligt forekommende eller fremkommet ved klassisk forcedling, fordi

genomet viser det samme, uanset hvordan forandringen er fremkommet.

Hver enkelt cendring, der er lavet med SDN, vil skulle pévises med en eventspecifik metode, da det ikke er mu-
ligt at screene pd samme mdde som ved GMO og derved lede efter noget ukendt. Det er nedvendigt at have
helt praecis forhdndsviden om, hvad der skal ledes efter, for at det er muligt at pdvise en SDN-plante. Nogle
SDN-planter vil vcere lette at pdvise, hvis sekvensen for overgangen mellem plantegenom og det indsatte er
kendt (SDN3). En del af SDN-planterne vil vaere mere vanskelige at pdvise, og vil formentlig ikke kunne pavises,
ndr de kun udger en lille andel af f.eks. et kornparti (SDN1 og SDN2). Det er ikke muligt at bestemme SDN1
og SDN2 cendringer som SDN-planter, fordi mutationerne er identiske med mutationer, som kan forekomme

natuligt.
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6. Sammenligning af prcecisionsforcedling med konventionelle
forcedlingsteknologier
Per L. Gregersen, Inger Baeksted Holme, Kim H. Hebelstrup, Lotte Hougs & Henrik Brinch-Pedersen

Som en opsummering pd denne rapports gennemgang af metoder og muligheder i den konventionelle plan-
teforcedling og i den nye preecisionsforcedling (kapitel 1-5) laves her en sammenligning af traditionel forced-

ling, klassisk mutationsforcedling og preecisionsforaedling.

6.1. Hvordan ser slutproduktet ud?

Hvis mdlet for en forcedlingsproces er baseret pd introduktion/cendring af enkeltgen-baserede treek, er der
ikke nedvendigvis nogen forskel pd& slutproduktet, i forhold til om der anvendes traditionel forcedling, mutati-
onsforcedling eller prcecisionsforcedling. Traditionel forcedling med kombination eller introduktion af eksiste-
rende gener, der er tilstede i genpuljen, har historisk vist sin styrke i forbedring af dyrkede planter, men den har
0gsd sine begraensninger, iscer i forhold til at introducere specifikke cendringer i bestemte gener for at forbedre
en egenskab. Teoretisk ville man med de tre metoder kunne opnd de samme faenotyper, men i praksis ikke de
samme genotyper. Primcert fordi prcecisionsforcedling, med SDN1-vecerktgjer, kan laves meget mere prcecist
end det gcelder for bé&de traditionel planteforcedling og mutationsforcedling, hvor der vil vcere et linkage drag
af andre gener og mutationer.

6.2. Ugnskede effekter

Mht. ugnskede effekter er der en klar forskel mellem de tre forcedlingsmetoder, ndr det gcelder introduktion af
ugnskede gener i forcedlingsmaterialet. Klassisk planteforcedling, ndr den anvender indkrydsning af gener fra
fierntbeslcegtede arter eller typer, giver stor mulighed for indferelse af usnskede gener, som det tager meget
lang tid at fierne ved gentagne tilbagekrydsninger, hvilket ofte vil kraeve et prce-forcedlingsprogram. Dette
gcelder ugunstige, negative egenskaber, sdsom nedsat udbytte eller lavere kvalitet af hestede produkter. Men
det gcelder ogsd risikoen for at introducere direkte uheldige egenskaber, sGsom hajere niveau af toksiske for-
bindelser. Mht. det farste gcelder det samme for mutationsforcedlingen. Efter selektion af en mutantlinje med
en gnsket mutation kan der gemme sig mange ugnskede mutationer i linjen, som det kan vcere vanskeligt at
komme helt af med i et tilbagekrydsningsprogram. Prcecisionsforcedlingen, hvor strategien er optimeret til at
undgd off-target mutationer, skiller sig ud her ved at kunne love, at der kun forekommer mutationer i det gen,
som har vaeret mdlet for mutationsstrategien. Mht. mulige pleiotrope (afledte) effekter af en enkelt introduceret
mutation vil situationen vcere den samme for alle tre metoder. Men jo flere mutationer, der er tilstede, kendte
eller ukendte, jo sterre er sandsynligheden for, at nogle af dem medferer en pleiotrop effekt. Séledes ma for-

ventes flere pleiotrope effekter ved f.eks. klassisk mutationsforcedling end ved prcecisionsforcedling.
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6.3. Hastighed og omkostning

Udvikling af en enkelt sort kraever i klassisk forcedlingsarbejde som regel mange dr (for hvede omkring 10 ar).
Den krcevede tid forseges dog til stadighed afkortet, iscer ved at forkorte generationstiden og antallet af ge-
nerationer pr. ar. Under alle omstcendigheder vil forcedling af nye sorter vedvarende forblive en mangedrig
proces. Forhdbningerne til mutationsforcedling var oprindeligt, at den kunne vcere en genvej til at introducere
ekstra nye egenskaber i elitesorter pd& en kortere tid, end det ville tage at udvikle en ny sort fra en krydsning. P&
grund af off-target mutationer viste det sig dog ikke at holde stik, fordi der kreeves mange tilbagekrydsninger,
og dermed igen tid, for at fjerne disse usnskede mutationer. Forhdbningerne til preecisionsforcedlingen er for
s& vidt de samme som oprindeligt for mutationsforcedlingen, nemlig at nye egenskaber kan introduceres i eli-
tesorter og dermed forkorte tiden til fremstillingen af en ny forbedret sort. Metodemaessigt er der grundlag for at
forudsige, at forhdbningerne i dette tilfcelde kan indfries, idet raten af off-target mutationer vil vaere meget lav
ved brug af prcecisionsforcedlingens SDN1-vcerktgjer. Det vurderes derfor som vcerende realistisk, at elitesorter
forholdsvis let og hurtigt vil kunne forbedres ved hjcelp af preecisionsforcedling.

Det er veerd at fremhceve, at i afgreder med komplekse genomer, f.eks. hvede eller kartoffel, har preecisions-
forcedling en scerlig fordel i tid og omkostninger i forhold til bade traditionel forcedling og klassisk mutations-
forcedling. Ligeledes i afgreder, der formeres vegetativt, f.eks. kartoffel, prydplanter samt frugt og beerafgreder,
kan multiplex prcecisionsforcedling anvendes til at kombinere forskellige mutationer uden at skulle krydse for-
skellige sorter.

Planteforcedling er en arbejdskraevende proces, og omkostningerne knytter sig iscer til mangedrige afprevnin-
ger, test og udveelgelse. | den sammenhceng vurderes det, at hverken mutations- eller preecisionsforcedling
vaesentligt vil forege omkostningerne i deres bidrag til forcedlingen, fordi de begge primcert kun vil bidrage i
de farste trin af processen, hvor der introduceres ny variation. Mutationsforcedling kraever dog bdde tidsmaes-
sige og ekonomiske engangsomkostninger til etablering af mutantpopulationer. Overordnet vurderes mutati-
ons- og preecisionsforcedling klart at have mindre omkostninger end klassisk forcedling med indkrydsning af
genetisk materiale fra beslcegtede arter. For proecisionsforcedlingen vil dette dog krceve, at sorter fremstillet
med denne metode friholdes fra at skulle gennemgd godkendelsesprocedurerne for GM planter, bestemt af
EU-lovgivningen. Hvis dette ikke er tilfeeldet, vil omkostningerne, bade tidsmcessigt og ekonomisk, veere haje

pga. langvarig og omkostningstung dokumentation.

6.4. Sporbarhed

Principielt kan alle cendringer i DNA, som er fremkommet ved de tre forcedlingsmetoder spores med PCR-tek-
nikker, hvis man pd forhdnd har kendskab til, hvor i genomet og hvilke cendringer i DNA’et der er foretaget. Det
afgerende er dog, at man ikke kan se forskel pd, hvilken teknik der har veeret anvendt til at lave cendringerne.
Séledes vil en DNA-basecendring, som er fremkaldt ved hjcelp af konventionel mutagenese, eller blot naturligt
muteret, ikke kunne skelnes fra en cendring skabt med prcecisionsforcedling, hvor SDN1-veerktojer er anvendt.
Konsekvensen for regulering inden for dette felt vil vcere f.eks. at sorter, som er fremstillet med prcecisionsfor-

cedling, ikke kan identificeres ved import, bdde af rene sorter og i scerdeleshed ikke ved indblandinger.
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6.5. Teknologiernes parathed og implementerbarhed

Klassisk planteforcedling med alle dens facetter er i hej grad en allerede optimeret proces, som lebende bliver
forbedret hos de danske forcedlingsvirksomheder, iscer teknologisk mht. til genotyping baseret p& DNA-marke-
rer og -sekventeringsteknologier. Man ma forudse, at dette vil veere en udvikling, som fortscetter ud i fremtiden
med uformindsket styrke. Mutationsforcedling er en velkendt metode til at introducere ny genetisk variation i
forcedlingsmateriale, som kunne synes udtemt, i forhold til den vigende interesse hos forcedlere. Dog er imple-
mentering af TILLING-metoderne endnu ikke fuldt udbredt, hvilket kunne, hvis det skete, give mutationsforced-
lingen en rencessance. Dette kraever etablering af gode mutantpopulationer inden for de enkelte afgredearter,
og det krcever desuden, at screeningsmetoderne til at finde enskede mutationer etableres. Disse metoder er
velkendte, men skal optimeres i forhold til implementering i praktisk forcedling, samtidig med at de skal kobles
til eksisterende og kommende viden om enkeltgeners rolle for bestemmelse af forskellige egenskaber. Et om-

fattende tilbagekrydsningsprogram vil stadig veere pdkreevet.

De nye prcecisionsforcedlingsteknikker har et endnu starre potentiale i at kunne udnytte kendskab til enkeltge-
ners rolle for planternes egenskaber, fordi de giver mulighed for at lave meget specifikke cendringer/mutatio-
ner. Da kendskabet om enkeltgeners rolle stadig er begrcenset for de fleste gener, vil potentialet i praecisions-
forcedlingen blive sterre og sterre i takt med den rivende udvikling, der lebende sker i udforskningen af basale
molekylcere requleringsprocesser i planter og dermed ogsd i identificeringen af velegnede kandidatgener,
som ved mutation kan forbedre bestemte egenskaber. En optimal udnyttelse af potentialet i praecisionsfor-
cedling krcever stadig nogle teknologiske fremskridt, for at teknologien kan udnyttes rutinemacessigt i plante-
forcedlingen. Dette gcelder iscer udvikling af metoder til levering af SDN-veerktgjer til planteceller, som ikke er
afhcengige af bestemte genotyper/sorter.

Prcecisionsforcedlingen, med SDN1-vcerktgjer, vurderes i fremtiden at kunne implementeres hos planteforced-
lere uden de store ekstra omkostninger og investeringer, fordi der i hgj grad anvendes metoder og faciliteter,
som allerede er gcengse hos planteforcedlerne. Dette gcelder iscer anvendelsen af vaevskulturer og regenere-
ring af planter derfra. Man kan derfor forudse, at selv smé& og mellemstore virksomheder inden for planteforced-
lingen vil kunne udnytte teknologien i deres forcedlingsprogrammer. Igen vil dette dog krceve, at sorter fremstil-
let med denne metode friholdes fra at skulle gennemgd godkendelsesprocedurerne for GM planter, bestemt
af EU-lovgivningen, idet omkostningerne til dette kun kan bceres af store virksomheder med stort skonomisk
volumen i forcedlingsprogrammet. Det er pd lcengere sigt ogsd forventeligt, at enskede mutationer i en afgre-
de rutinemcessigt vil kunne bestilles fra kommercielle virksomheder. En udvikling, som allerede er pdbegyndt

(http://www.danziger-innovations.com/Article-23,1239-MemoGene-Applications.aspx).
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6.6. Konklusion

Mutationsforcedling og de nye prcecisionsteknologier kan ses som ekstra muligheder for en allerede meget
effektiv og optimeret planteforcedling af vores sterre afgredeplanter. Iscer preecisionsforcedlingen vurderes at
have et stort potentiale, fordi den er prcecis i forhold til placering af introducerede mutationer, og fordi antal-
let af off-target mutationer kan minimeres. Prcecisionsforcedlingens potentiale forudses endvidere at kunne
stige kraftigt, ndr den kobles med den fortsatte udvikling i viden om basale molekylcere reguleringsprocesser i
planter til at kunne udpege velegnede kandidatgener. Hvis preecisionsforcedlingen bliver friholdt fra GMO-lov-
ningens krav om godkendelse, vurderes den at kunne anvendes bredt af selv mindre forcedlingsvirksomheder
til at introducere nye egenskaber i plantesorterne, fordi den ikke er omkostningstung eller krcever store inve-
steringer. Reguleres planter fremstillet med de nye teknologier som GMO, vurderes det, at kun de allersterste
internationale forcedlingsvirksomheder vil kunne bcere omkostningerne ved at udvikle nye sorter med disse
teknologier. | sa fald vil det ikke veere realistisk for danske forcedlingsvirksomheder, og dermed i vid udstraek-
ning for dansk landbrug, at drage nytte af de nye teknologier.
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7. Udfordringer i danske landbrugsafgreder. Kan NBT bidrage?
Birte Boelt, seniorforsker, og Tine Schmidt Nielsen, videnskabelig assistent, Institut for Agroekologi,
Aarhus Universitet

7.1. Aktuelle dyrkningsudfordringer i de fire sterste afgreder i dansk landbrug

Dansk landbrug stér over for en reekke dyrkningsmcessige udfordringer i de kommende &r. Det gecelder i for-
hold til cendrede klima-/vaekstforhold, nceringsstofhusholdning og pesticidresistente, sygdomsfremkaldende
organismer, skadedyr og ukrudt. Der er en stigende interesse for gkologisk produktion, hvor i scerdelshed ska-
degerere, ukrudt og begreenset adgang til nceringsstoffer influerer produktionspotentialet og kvaliteten af de

hostede afgreder.

Samtidig er der stigende fokus pé landbrugets klima- og miljgeffekter. Der gennemfeares lgbende tiltag til re-
duktion af kveelstof- og fosforudledningen, samt begrcensninger i pesticidforbruget, hvilket suppleres af en ge-

nerel reduktion i adgangen til plantebeskyttelsesmidler, og landbruget skal bidrage til den grenne omistilling.

Uanfcegtet ovennaevnte forhold er der behov for en gget produktion af fadevarer, foder og planteprodukter til

erstatning af fossile rastoffer.

Ovenncevnte illustrerer behovet for, at afgreder og produktionsmetoder lebende tilpasses de aktuelle dyrk-
ningsudfordringer/-forhold i dansk landbrug. Afgreder udvikles via planteforcedling, hvor der kontinuerligt ud-
vikles nye, forbedrede sorter. | Danmark foregér planteforcedling i regi af private virksomheder, og aktiviteterne
omfatter landbrugsafgrederne hvede, byq, roer, kartofler, graes og klaver. Inden for de seneste ar er forcedling
af baelgplanter (hestebanne) genoptaget for at imadekomme behovet for lokalt produceret protein. Nye pro-
duktionsmetoder udvikles i samarbejde mellem universiteter, rddgivningstjeneste, virksomheder og praktikere,

og de sammenscettes til dyrkningsmaessige strategier, som afpreves i lokale rédgivningscentre.
Uafhcengig af afgrede og lokalitet vil felgende faktorer have indflydelse p& udbytte og produktkvalitet:

«  Vejrforhold i vaekstscesonen
Sygdomme
Skadedyr

«  Ukrudt
Gadningstildeling

| oversigt over landsforsegene, der udgives hvert &r af SEGES, er resultater af markforseg og vaekstscesonens

betingelser samlet, og i det felgende tages udgangspunkt i disse resultater til illustration af udbytteudviklingen

og aktuelle dyrkningsudfordringer i dansk landbrug.
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Tabel 7.1. De fire mest dyrkede afgreder (ha) i Danmark (gennemsnit fra 2008-2017) (Danmarks Statistik, 2017).

Afgrgde Areal (ha)

Hvede (var og vinter) 652.969
Byg (var og vinter) 652.902
Graes- og klgvermark i omdrift 301.701
Raps (var og vinter) 165.370

De fire afgreder, som dcekker den sterste del af det dyrkede landbrugsareal i Danmark er hvede, byqg, grces-og
klgver i omdrift samt raps (tabel 7.1). Scerligt kornafgraderne stér over for en raekke udfordringer primaert som

resultat af mange ars intensiv dyrkning af disse, men ogsd i forhold til cendrede klimaforhold.

7.1.1. Hvede

Hvede var den mest udbredte afgrade i perioden 2008-2017 i Danmark (Tabel 7.1), og den anvendes bade til
foder og human erncering i form af mel til bred. Siden midten af 1960’'erne og frem til ca. 1990 har der vceret
en generel stigning i hvedeudbyttet pd& niveau med de andre lande i Nordvesteuropa, som vi normalt sam-

menligner os med. Men fra 1990’'erne og frem til 2010 felger Danmark ikke med lande som Holland og Belgien.
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Figur 7.1. Udbytteudvikling i hvede (dt/ha) fra 1965 til 2005 (Petersen et al., 2010).

Figur 7.1 viser udviklingen i hvedeudbyttet fra ca. 1960-2005, hvor de danske udbytter ikke felger den samme
stigning som f.eks. Holland og Belgien. Vidensyntesen "Causes of yield stagnation in winter wheat in Denmark”
udarbejdet af Aarhus Universitet adresserer problematikken og kortlcegger mulige &rsager hertil.

Vidensyntesen fremhcever i scerlig grad den reducerede kveelstoftildeling siden 1990erne og ensidige sced-
skifter, der bidrager til hajt sygdomstryk, som mulige darsager til udbyttestagnation. De ensidige scedskifter krce-

ver sorter, der er konkurrencedygtige mod ukrudt og samtidigt er resistente over for scedskiftesygdomme.
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Figur 7.2. Gennemsnitsudbytte for vinterhvede (hkg/ha) fra Landsforsagene (SEGES, red.)

Figur 7.2 viser de gennemsnitlige vinterhvedeudbytter opndet i Landsforsegene. Her ses den samme overord-
nede trend med stagnerende udbytter fra 1990 til omkring 2010 som i figur 7.1, mens man i figur 7.2 efter 2011
igen ser en svag udbyttestigning.

En aof de sterste udfordringer i vinterhvede i Danmark, er bladsygdomme og i scerdeleshed Septoria, der forér-
sager massive udbyttetab, hvis ikke den bekcempes kemisk eller ved forebyggende brug af resistente sorter.

91



waw

ME Septoria
Mariboss
Hereford

EWS Cleveland
Makskow
EWSE Dacanto

“M.

Torp L4

11

B 20
®2015

LETFY

Jensen
Benchmark
Substance
O

|

Elixer
Creator

Sheniff

i

=
-
g+
ke
[=]

a0 Qo HO iy
% 5TE

Figur 7.3. Danske vinterhvedesorters modtagelighed over for Septoria tritici blotch (STB) angivet som % STB pd& forskellige lokaliteter i Dan-
mark fra 2014-2017 (Jergensen et al., 2018).

Jorgensen et al. (2018) beskriver udviklingen af sorters modtagelighed over for Septoria. Figur 7.3 viser, at for
mange sorter med vertikal resistens stiger modtageligheden efter en &rrcekke, og det er scerligt i de mest dyr-
kede sorter, at modtageligheden stiger hurtigst.

Der findes i dag ingen 100 % Septoria resistente sorter, som man ser det mod f.eks. meldug i byg, hvor mlo-re-
sistensgenet fortsat er effektivt mod sygdommen efter mange ars udbredt anvendelse (Andersen et al., 2012).
En del af livscyklen for Septoria er, at den flere gange p& en sceson laver kennet formering. Det betyder, at
svampen optrceder som mange forskellige racer, der ger det meget vanskeligt at forcedle imod vedvarende
Septoria resistens (Jergensen og Nielsen 1999).

Den relativt progressive nedbrydning af resistens i nogle sorter er ogsd et resultat af ensidig dyrkning. Derudover
er der en lang latensperiode, der betyder, at man typisk udferer flere prceventive fungicidbehandlinger for
man kender til angrebets egentlige omfang (Veerge 2015). Dette ville ikke vaere tilfeeldet for resistente sorter.

| 2014 var der mange steder kraftige angreb af Septoria i vinterhvede, primcert fordrsaget af tidlig etablering i
efterdret 2013, samt den milde vinter og efterfalgende mildt fordr (SEGES, 2014).
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Tabel 7.2. Septoria og gulrust deekning (%) samt modtagelighed og merudbytte ved svampebehandling (hkg/ha) i udvalgte sorter i 2014,
sammenistillet data fra sortinfo.dk og Oversigt over Landsforsegene 2014)

(Creator 1 2 11,4
[Sheriff | 01 18 1 1 9,4
fMorp i 02 27 2 1 14,5
- 1 33 2 1 16,2
‘Nakskov 05 30 2 2 11,7
Benchmark 4 30 2 3 14,1
PHereford ™ 0,01 38 3 1 16,5
Pistoria 0 29 3 0 13,1
JBAsano 30 23 3 3 33,4

Tabel 7.2 giver et overblik over gqulrust- og Septoria-angreb i ubehandlede led samt sorternes modtagelighed
over for disse to sygdomme i 2014, og merudbyttet ved svampebehandling. Resultaterne viser tendens til aget
merudbytte ved stigende doekningsgrad med Septoria. En enkelt sort, JB Asano, skiller sig ud med et meget
kraftigt angreb af gulrust. Septoria er en sygdom, hvor der er et stort behov for rettidige fungicidbehandlinger,
men dette indikerer samtidigt, at der ogsd er et stort potentiale for at videreudvikle resistente sorter.

Inden for de seneste 10 ar har merudbyttet for svampebekceempelse i hvedesorter generelt ligget i intervallet
5-15%, men for to &r i perioden 2008-2017 har merudbyttet veeret starre end 15%. Af afgrederegistreringerne i
ubehandlede led fremgdr, at angreb af Septoria har vceret hyppigere end rust, som igen har vceret hyppigere
end meldug. Procent angreb med meldug har typisk vaeret mindre end 1%, hvilket skyldes, at der anvendes
resistente sorter. Bdde meldug og gulrust kan medfere betydelige udbyttetab, hvis sorters resistens nedbrydes
og der samtidig ikke gennemfares en effektiv svampebekcempelse.

Svampeangreb er den overvejende dyrkningsudfordring i vinterhvede, men egenskaber som god overvin-
tringsevne og strastivhed er ogsd relevante.

93



7.1.2. Byg

Varbyg er traditionelt den ncestmest udbredte afgrede efter vinterhvede, men i de seneste 10 dr har udbre-
delsen af de to kornafgreder vaeret pd naesten samme niveau. Varbyg udbyttet er typisk lavere end i hvede,
men varbyg har nogle scedskiftemcessige fordele. Eksempelvis er der en mindre forekomst af graesukrudt, som
typisk opformeres i scedskifter med en hej andel af vintersced.
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Figur 7.4. Gennemsnitsudbytte for varbyg fra Landsforsegene (SEGES, red.).

Figur 7.4 viser, at udbyttet i varbyg har veeret stigende fra 1967 indtil ca. 1985. Herefter har de veeret stagne-
rende frem til omkring 2010, hvorefter man igen ser en lille fremgang i udbytterne indtil 2017.

Syzdom Skadeomfang  Anvendelig Uspecifik resistens  Sprajtebehov
ved angreb specifik resistens ved angreb
Bygmeldug begrenset™ Meget Noget Begranset™
Bygrust Betydelig Noget Noget Middel
Bladplet Betydelig Uholdbar Meget Hayt
Skjoldplet Betydelig Uholdbar Meget Hat
Ramularia Betydelig Uholdbar Darhig kendt Middel
Bipolaris Nogen Uholdbar Darlig kendt Middel
Fusarium (2ks)  Betydelig Negy Darlig kendt Middel
* 53 lznge mlo er virksomt

Figur 7.5. Sygdomme i varbygq, resistens og sprejtebehov (Andersen et al., 2012).

Lige som for hvede er én af de vigtigste dyrkningsudfordringer svampesygdomme, hvor nettomerudbyttet for
svampebekcempelse typisk er i intervallet 5-10 hkg. De mest betydende svampesygdomme er meldug, byg-
rust, skoldplet og bygbladplet (Eriksen, 2017). Som naevnt tidligere findes meldugresistente sorter, men figur
7.5 viser, at der fortsat er behov for udvikling af resistente sorter, der kan modstd sygdomme som bygrust og
bladplet. @vrige betydende sortsegenskaber er resistens mod havrecystenematoder, god stréistivhed og svag
tendens til nedkncekning af aks og strd.
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7.1.3. Grees og klaver

| Danmark dyrkes graes- og klevermarker til foder i fler@rige slcet- eller afgreesningsmarker, og der er tradition
for at anvende blandinger af grces- og klgversorter, som er tilpasset specifikke anvendelser og dyrkningsfor-
hold. De vaesentligste dyrkningsudfordringer er opretholdelse af et hgjt foderudbytte med hgj fordgjelighed,
hvilket opnds gennem en mdlrettet slaet-/afgreesningsstrategi.

Der anvendes generelt heje kvcelstofmoengder, hvor graes dyrkes i renbestand, men specielt for klevergraes-
marker nedscetter en hgj kleverandel behovet for kvaelstofgedskning. Figur 7.6 viser en positiv udvikling af
udbyttet i alm. rajgraes, middeltidlige sorter i slaetforseq, ferste brugsar udtrykt som afgredeenheder (a.e.) pr. ha.
Udbyttet i afgredeenheder afspejler afgradens fordejelighed, og der har veeret en positiv udvikling i perioden
1999-2017. Grees- og klevermarker er flerdrige, og landmandens dyrkningsekonomi forbedres, jo lcengere
tid der gdr mellem omlcegning. Som udgangspunkt er udbyttet hgjest i ferste brugsér, men de seneste &r har
forsegsarbejdet fokuseret pd at identificere de arter og sorter inden for arten med bedst persistens og overvin-
tringsevne. Eftertragtede egenskaber er:

+  Hoje og stabile udbytter igennem veekstscesonen efter flere slcet eller afgraesninger
God persistens, som er graessernes evne til at vokse godt og ensartet i en arrcekke
uden behov for omlcegning

- Stabile udbytter igennem vaekstscesonen efter flere slcet eller afgraesninger
Foderegenskaber som f.eks. fordgjelighed, kemisk sammenscetning af proteiner, sukker,
lignin, mv.

«  Sygdomsresistens, tarketolerance og overvintringsevne

Graes og klaver til slcet og afgraesning anvendes som regel i form af arts- og sortsblandinger tilpasset anven-
delsesformal og lokale dyrkningsforhold. Traditionelt er anvendt blandinger af alm. rajgrees og hvidklgver, men
gennem de senere ar er blandingerne suppleret med rajsvingel (Festulolium), strandsvingel og redklgver, - ar-
ter, som er mere robuste over for cendringer i veekstforhold, eksempelvis er de mere terketolerante. En meget
stor andel af de danskforcedlede graes- og klgversorter anvendes i andre produktionsomréder, hvor terketole-

rance, overvintringsevne og resistens mod de aktuelle sygdomme er vigtige parametre.
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Udbytte i alm. rajgraes, 1999-2017
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Figur 7.6. Gennemsnitlige udbytter i alm. rajgrees (afgradeenheder (a.e.) pr. ha) (SEGES, red.).
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7.1.4. Raps

Udfordringer i rapsdyrkningen er sygdomme, skadedyr og gennem de senere &r har forsag i konventionel
produktion vist positive effekter af vaekstregulering. Vinterraps etableres medio august, hvilket i nogle ér kan
veere en udfordring i forhold til hest af den foregdende afgrede. Foruden udbytte har kvalitetsparametre som
olieindhold og fedtsyresammenscetningen betydning i rapsdyrkningen.
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Figur 7.7. Gennemsnitlige vinterrapsudbytter (hkg/ha) (SEGES, red.).
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Figur 7.7 viser, at de gennemsnitlige vinterrapsudbytter generelt har veeret svagt stigende fra 1998 indtil 2017,
med enkelte udfald. Det gcelder f.eks. i 2016, hvor scerligt vejrforholdene beted en sen etablering og en relativ
tor periode omkring blomstring forkortede blomstringsperioden. Samtidigt s& man sterre angreb af sygdom-
men lys bladplet og af skadedyr sGsom skulpesnudebille og skulpegalmyg. Lys bladplet er normalt ikke en syg-
dom, der giver anledning til store udbyttetab i raps, men der var et lignende sammenfald mellem vejrforholde-
ne og et relativt hgjere angreb af lys bladplet i 1995 (Pedersen 2016). Angreb af knoldbcegersvamp kan ogsa
vaere tabsgivende, men generelt viser forsegene beskedne merudbytter for svampebekaempelse i vinterraps.

Med ensidige scedskifter og raps dyrket med korte intervaller er opformering af scerligt kalbrok, der er jordbd-
ren, et stigende problem. Der udvikles kdlbrokresistente sorter, men sorterne er som oftest kun resistente over
for én kdalbrok-race. Opformeres andre racer i marken, vil sorten alts& veere modtagelig over for denne (Jensen

2014).

Scerligt skadedyr er udfordrende for at opnd haje udbytter i raps.
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7.1.5. Generelle dyrkningsudfordringer

Forekomst af ukrudt kan veere bdde udbyttereducerende og kvalitetsforringende, og gode sortsegenskaber
er hurtig etableringsevne og god konkurrenceevne mod ukrudt, men generelt er ukrudtsbekcempelse en del
af scedskiftestrategien. Inden for gkologisk produktion betyder implementering af ny, kamerabaseret tekno-
logi til stadighed forbedringer pd omrddet. Inden for konventionel produktion indskraenkes mulighederne for
bekcempelse, og forekomst af herbicidresistent ukrudt kan blive en meget vaesentlig dyrkningsudfordring, hvis
denne situation fortscetter.

Der blev i 2016 konstateret herbicidresistens hos fuglegraes, kornvalme, lugtles kamille, italiensk og almindelig
rajgraes og agerrcevehale (Mathiassen og Kudsk, 2016), og det er en udvikling som falges med bekymring
b&de i Danmark og internationait.

7.2. Danske forcedlingsaktiviteter og sortsafprevning inden for landbrugsafgraderne
Fer en nyudviklet sort kan markedsferes i Danmark skal den godkendes i sortsafpravningen. Sortsafpravningen
i Danmark foregdr ved Tystoftefonden som den institution, der udsteder en endelig certificering og kan give

sortsliste adgang i Danmark.

Sortsafprevningen er opdelt i en SES-test og en veerdiafprevning. | SES-testen undersages for Selvstaendighed,
Ensartethed og Stabilitet i 2-3 ars afprevning ved Tystoftefonden, og sorter under afpravning testes op mod en
rcekke kontrolsorter. Der er endvidere krav om nyhedsveerdi. Hvis sorten under afpravning lever op til de specifi-
cerede krav, bliver den tildelt en plantenyhedsbeskyttelse, som geelder for op til 25 dr. Disse krav er specificeret

af EU-kontoret Community Plant Variety Office (CPVO) og foregér efter UPOV guidelines.

UPQV, The International Union for the Protection of New Varieties of Plants, er en interstatslig organisation med
hovedkontor i Geneve, Schweiz. UPOV er dannet af the International Convention for the Protection of New
Varieties of Plants. Konventionen blev vedtaget i 1961 og er senere revideret i 1972, 1978 and 1991. UPOV's
mission er at tilvejebringe og stette et effektivt system for plantesortsbeskyttelse med det formdl at stimulere en

udvikling af nye plantesorter til samfundets nytte (http://www.upov.int/portal/index.html.en).

Parallelt med SES-testen afpraves en ny sort for dens vaerdi i dyrkningen (veerdiafpravning). Dette foregdr pd
flere lokaliteter i Danmark (antal afhcenger af afgrede), og under de aktuelle dyrkningsforhold, hvor der tildeles
kveelstof efter normen/praksis for den respektive afgrgde. Der er ingen specifik afpravning for sorter egnet til
okologisk produktion, men sorter af korn testes med og uden svampebekaempelse for at bedgmme sorternes

resistens egenskaber.

Veerdiafprevningen gennemfares over to dr for korn, 3-5 ér for graesmarksafgreder og séfremt en ny sort lever
op til kravene opndr den adgang til den danske oq til EU sortsliste for en periode pd op til 10 ar. Veerdiafprav-
ningen foregdr i et samarbejde mellem forcedlere, raddgivningstjenesten SEGES og Tystoftefonden - som et led
i at sikre landmcendene, at det, de dyrker, er det materiale forcedlerne udgiver det for at vaere og samtidig er

det en forsikring for, at nye godkendte sorter har en starre dyrkningsvcerdi end de tidligere kendte.

Danmark har et stcerkt forcedlingsprogram med flere forcedlingsstationer/virksomheder, der bade konkurrerer
internt og med store internationale forcedlingsvirksomheder, men scerligt den danske lovgivning omkring re-
striktive kvaelstofnormer, har haft indflydelse pd landmecendenes brug af danske forcedleres nye sorter (Ander-
senetal, 2012).
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Figur 7.8. Procentandel af dyrkede dansk forcedlede topsorter fra 1991-2011 (Tybirk 2012).

Figur 7.8 viser, at andelen af dansk forcedlede topsorter i hvede har veceret stigende siden 90’erne, hvilket
formentlig kan tilskrives at sorterne netop i veerdiafprevningen har vceret testet under kveelstof-restriktive dyrk-
ningsforhold, og eksemplet afspejler sdledes, hvordan forcedling og sortsafprevning foregdr i et system som til
stadighed frembringer mere dyrkningsegnede sorter til de aktuelle produktionsforhold i Danmark.

De aktuelle forcedlingsmdl afspejles i de registreringer og observationer, som foretages i veerdiafpravningen.
Aktuelle forcedlingsmdl for hvede og byg er udbytte, sygdomsresistens, foder/bagekvalitet og specifikke dyrk-
ningsegenskaber som strdstyrke og lejescedstilbgjelighed.

| veerdiafprevning af vinterhvede registreres kerneudbytte, stivelses- og réproteinindhold, angreb af meldug,
septoria og gulrust som standard og endvidere kan forcedleren tilkebe undersagelser med kunstig tilfert smitte
af specifikke svampesygdomme. Disse undersegelser gennemfares i samarbejde med Aarhus Universitet. Til-
svarende kan forcedleren tilkabe undersagelse af bagekvalitet.

| veerdiafprevning af varbyg registreres kerneudbytte, r&protein, angreb af meldug, bygrust, skoldplet og blad-
plet. Som for vinterhvede kan forcedlerne tilkebe supplerende undersegelser eksempelvis med kunstiqg tilfert
smitte af specifikke svampesygdomme.

Aktuelle forcedlingsmdl inden for grees og klaver til foderbrug er udbytte, sygdomsresistens, foderkvalitet og
persistens. Veerdiafprevningen udferes pd 4-5 lokaliteter, hvor der registreres terstofudbytte, kvalitetsparametre
som protein, sukker, fibre mv. i 1.-3. brugsdr. Endvidere registreres specielle dyrkningsforhold for de aktuelle af-
prevningsperioder, og foruden de ncevnte parametre af generel interesse kan ncevnes evne til genveoekst efter
tarke. De tiltagende begivenheder med ekstreme vejrforhold har @get interessen for at forcedle graesser med
dybere r@dder, hvilket p.t. screenes i forskningsprojekter bl.a. i et samarbejde mellem Kebenhavns Universitet
og Aarhus Universitet.

For gjeblikket gennemferes ikke forcedling af vinterraps i Danmark, men en mikroforcedler gennemfarer aktivi-
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teter med en hvidblomstret raps. | vcerdiafprevning af vinterraps bestemmes udbytte, olieprocent og afgrede-
hojde. Der kan tilkebes supplerende undersagelser.
Ud over forcedling i korn, grces og klaver sker der en betydelig forcedling af foder- og sukkerroer og kartofler i

Danmark.

7.3. Hvor star vi, hvis vi bruger/ikke bruger preecisionsforcedling pd kort og lang sigt

Generelle dyrkningsudfordringer for danske landbrugsafgreder badde under konventionelle og ekologiske
dyrkningsforhold er angreb af sygdomme og skadedyr. | litteraturen og i foranstdende afsnit er vist eksempler
pd anvendelse af prcecisionsforcedling til opndelse af sygdomsresistens. Andre eftertragtede egenskaber i
kornafgrederne og i raps er eget strastyrke, hvilket der ogsd er vist eksempler pd ved anvendelse af preecisi-

onsforaedling i ris.

Generelt gcelder dog at landmcend primeert udveelger sorter pd baggrund af udbytte, - en kompleks egen-
skab, som pavirkes af en rcekke forskellige egenskaber. Styrken i den danske og europceiske model for sorts-
afprevning inden for landbrugsafgreder er, at nye sorter under veerdiafprevningen testes under de aktuelle
klima- og dyrkningsforhold. Det forudscetter selvsagt, at der pdgdr forcedlingsaktiviteter malrettet danske dyrk-

ningsforhold, hvilket aktuelt er tilfceldet i korn, roer, kartofler, grces og klaver.

Foreg&ende afsnit viser, at der konkret har veceret en positiv udbytte-udvikling i de ncevnte afgreder, og An-
dersen et al. (2012) ansldr en udbyttestigning gennem de seneste 50 &r svarende til 0,5% pr. &r som falge af
forbedrede kornsorter. Denne udvikling er sket samtidig med, at dansk landbrug har bevceget sig i en retning
mod mindre anvendelse af handelsgadning og pesticider.

Overordnet vurderes de bedste udviklingsmuligheder for dansk landbrugsproduktion, sével konventionel som
okologisk, at opretholdes ved fortsat planteforcedling mélrettet danske dyrkningsforhold. Der er ikke plante-
forcedling i Danmark inden for alle landbrugsafgreder, eksempelvis ikke i raps og majs, men udenlandske
forcedlingsvirksomheder viser stor interesse for afprevning af sorter inden for disse arter ved Tystoftefonden. De
indgdr dermed ogsd i veerdiafprevningen under danske forhold, og derved sikres informationer og adgang til

dyrkningsegnede sorter.

En mulig anvendelse af preecisionsforcedling er udvikling af herbicidresistente sorter. EU-kommisionens Joint
Research Centre (JRC) udarbejdede i 2011 en rapport med titlen "New plant breeding techniques State-of-
the-art and prospects for commercial development” (Lusser et al., 2011). Heraf fremgdr, at der pagdr aktiviteter
inden for preecisionsforaedling (Oligonucleotide Directed Mutagenesis) i relation til udvikling af herbicidresi-
stens i ris, raps og majs. Fire forcedlingsvirksomheder har aktiviteter inden for dette omréde, og i 2011 var man
ndet til integration af egenskaben og markforseg. Med de aktuelle restriktioner i pesticidanvendelse i Danmark
og forekomst af herbicidresistente ukrudtsarter vil anvendelse af herbicidtolerante afgreder krceve scerlig op-
meerksomhed.
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8. Udfordringer i dansk gartneri, skovbrug (juletrceer). Kan NBT bidrage?
Karen Koefoed Petersen, seniorforsker; Martin Jensen, seniorforsker; Marianne G. Bertelsen, seniorforsker;
Kai Grevsen, seniorforsker; Lars H. Jacobsen, AC-TAP; Institut for Fedevarer, Aarhus Universitet

8.1. Aktuelle dyrkningsudfordringer og foreedlingsmal i danske havebrugsafgrader

Danske havebrugsafgreder kan inddeles i prydplanter, frugt og becer, grentsager og skovtrceeer. Prydplanter
dcekker over potteplanter, udplantningsplanter og planteskoleplanter til private haver, parker og rekreative
omrdder, grantsager deekker over frilands- og veeksthusgrentsager og skovtraeer daekker over erhvervsmaessig
produktion af trce og juletrceer.

| dag er dansk forcedling af havebrugsafgreder i hgj grad koncentreret omkring potteplanter hvor mange af
de store gartnerier har deres egne forsknings- og udviklingsafdelinger og en stor del af indtcegten kommer fra
salg af stiklinger pdlagt en nyhedsbeskyttelsesafgift.

Med udgangspunkt i en stigende forbruger- og samfundsmeessig (politisk) opmeerksomhed pd vores miljo
er der stor fokus pd at spise mindre ked og dermed flere plantebaserede fedevarer inkl. frugt og grent, at
spise okologiske og beeredygtigt producerede fedevarer, at fedevarerne er lokalt producerede og at der er
et minimum af spild. Desuden vil dansk gartneri, ligesom landbruget, std over for udfordringer med globale
klimacendringer, som vil give mere ekstreme vejrsituationer. Bdde med en aget okologisk produktion og kli-
macendringer vil der i fremtiden vecere et sterre krav om robuste og fleksible sorter overfor abiotiske og biotiske
dyrkningsfaktorer.

Havebrugsafgrederne er en meget uhomogen gruppe af planter, som spcender fra endrige over todrige til fler-
drige, fra urteagtige til troeagtige og hvor formeringen kan ske generativt via fre eller vegetativt via forskellige
typer af stiklinger, ved podning eller okulering af en knop eller podekvist pd en grundstamme eller ved adven-
tiv eller aksillcer skuddannelse in vitro. Disse forhold har stor betydning i forhold til forcedling og introduktion af
nye egenskaber.
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8.1.1. Frilandsgrentsager

De arealmeessigt sterste grentsagsafgreder i Danmark i 2015 var certer (25 %), guleradder (18 %), kal (14 %),
log (12 %), rodfrugter (8 %) og salat (5 %) (Fakta om dansk gartneri 2016/17). Det samlede areal med frilands-
grentsager var i 2015 pd 11.080 ha inkl. certer til konserves som udgjorde 2749 ha (Fakta om dansk gartneri
2016/2017). Itabel 8.1 er der en opsummering af nogle af de vigtigste egenskaber der forcedles for i de starste
danske grentsagsafgreder. Vi har ikke medtaget certer da langt den sterste andel er 'certer til konserves’, og
de dyrkes primcert som landbrugsafgrede af landmeaend. Det er egenskaber som sygdomsresistens, udbytte,

tidlighed, holdbarhed og udseende der gar igen som de vigtigste for de fleste af afgrederne.

Bd&de frilands- og vaeksthusgrentsager er oftest fraformerede og ofte er fraet s@kaldt F1-fre hvor to indaviede
linjer krydses sammen ferst og fremmest for at opnd en heterosiseffekt og sekundcert for at sikre at gartnerne

ikke selv hester fre og for at gere videre forcedling langsom.

8.1.2. Veeksthusgrentsager

| Danmark er der fire vaeksthusgrantsagskulturer, som dominerer arealmaessigt; agurk (46 %), tomat (31 %),
krydderurter (12 %) og salat (5 %). Det samlede areal med veeksthusgrensager var 107 ha i 2015. Gartnerne
inden for veeksthusgrentsager har fokus pd& bceredygtighed herunder at nedbringe energi-, vand- og pesti-
cidforbruget. Mange at de danske producenter er certificerede under GLOBAL G.A P. hvilket medferer krav til
anvendelse af pesticider, gedning og hygiejne. Bl.a. bruges der i meget stor udstraekning biologisk bekcem-
pelse mod skadedyr. | tabel 8.2 er der en opsummering af nogle af de vigtigste egenskaber der forcedles for i
tomat, agurk og krydderurter. Salat er medtaget under frilandsgrentsager. For vaeksthusgrentsager er det iscer
sygdomsresistens, udbytte, holdbarhed, udseende, smag og bdde biotisk og abiotisk robusthed der dominerer

forcedlingen.

8.1.3. Frugt og beer

De sterste frugtkulturer i Danmark er ceble (24 %), jordbcer (19 %), solbcer (18 %), kirsebcer (17 %) og pcere (5 %)
med et samlet dyrkningsareal pd 6.349 ha.

Mange frugttrceer og beerbuske er hybrider og/eller vegetativt formerede. Desuden er de treeagtige og det
tager flere ar fer de blomstrer. Det betyder at traditionel forcedling tager mange ar fra krydsning til fcerdig ny
sort. | de seneste &r har generationstiden for cebleforcedling dog kunnet nedscettes fra 5 dr til kun 2 ar ved brug
af ‘fast-track’ breeding (Volz 2009), hvor freplanterne drives frem i vaeksthus, med korte hvileperioder. Forced-
ling af ceble foregdr i New Zealand, Australien, USA samt en lang rcekke Europceiske lande herunder Belgien,
Tjekkiet, Italien, Sverige og Norge. Forcedling af ceble foretages i stigende omfang af private virksomheder
eller samarbejder mellem private og offentlige virksomheder. Pcereforcedlingsprogrammer er generelt faerre
og mindre end det er tilfceldet for ceble. Her har generationstiden endnu ikke kunne nedscettes til mindre end

6-8 d&r. Dog kan der foretages screening for sygdomsresistens og vaekstkarakteristika i ungdomsfasen.

Forcedling af solbcer udferes ca. 15 forskellige steder i verden, hovedsagelig i Nord og @steuropa, men ogsé
New Zealand har forcedlingsprogrammer. Af frugtarterne er jordbcer den med den hurtigste generationstid
og det er ogsd her der foregdr den sterste forcedlingsaktivitet. De fleste starre producentlande har deres eget
forcedlingsprogram og der er mange private virksomheder som ogsd arbejder med jordbcerforaedling. P& uni-
versiteter og forsagsstationer foregdar der omfattende forskning med transgene planter. Ingen af disse er dog

endnu kommercialiseret.
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Forcedling af surkirsebcer har haft forholdsvis ringe bevégenhed. Der er en rcekke forcedlingsprogrammer i
@steuropa og ogsd@ i Danmark har der veeret et mindre forcedlingsprogram med fokus pé robusthed over for
sygdomme. | Canada er der arbejdet med at krydse arter for at udvikle planter med mindre vaekstkraft, sa
trcestarrelsen kan reduceres og hesten geres lettere.

| tabel 8.3 er vist de vigtigste foraedlingsmal for ceble, pcere, kirsebeer, solbcer og jordbcer. Det ses at sygdoms-
resistens, udbytte, vaekstkraft, frugtkvalitet, holdbarhed og abiotisk stresstolerance gér igen for de fleste af frugt-

og bcerkulturerne.

8.1.4. Prydplanter

Der produceres et utal af potteplanter og udplantningsplanter i Danmark. De 10 sterste kulturer i 2016 er vist i
tabel 8.4. Top 10 listen har veeret relativ stabil gennem de sidste 10 ar med lidt indbyrdes omrokering og den
domineres af Kalanchoé, Rosa hybrida og Campanula portenschlagiana. Det er ogsd anfert i tabel 8.4 om
der forekommer dansk forcedling eller ej. | 2016 eksporterede Danmark potteplanter, planteskoleplanter og
snitblomster (inkl. lagblomster) for 2.35 mia. kr. (Tal om Gartneriet 2017). Ligesom for frugt og beerkulturerne er
mange prydplanter hybrider og vegetativt formerede (stiklinger, lag, knolde, mikroformering), men der findes
0gsd en lang raekke fraformerede kulturer. Feelles for kulturerne er at form, farve og sterrelse af blomster og
blade, god holdbarhed af den enkelte blomst 0g hgj ethylentolerance er meget vigtige forcedlingsparame-
tre (tabel 8.5). Derudover kommer egenskaber der har betydning for produktionen s& som veekstform, blom-
stringskontrol, ensartethed, sygdomsresistens og abiototisk stresstolerance. Afhcengigt af hvor meget forcedling
der har veceret inden for den enkelte kultur benytter forcedlerne sig af klassiske krydsninger bade indenfor og
mellem arter, mutationsbehandlinger, kromosomfordobling, embryo rescue efterfulgt af selektion hvor der ofte
tages forskellige screeningsveerktajer i brug sa som eksponering for ethylen og abiotiske stressfaktorer (tempe-
ratur, terke) og DNA markerer ud over visuel udvaelgelses. Gennem de sidste 20-25 a&r er der kommet mere og
mere fokus pd& genetisk modificering og i Danmark ogsd& pé naturlig transformering med vildtyper af Agrobac-
terium rhizogenes (Lutken et al. 2012). Naturlig transformering med rol-gener fra A. rhizogenes giver mere kom-
pakte planter, bedre roddannelse og sommetider en bedre holdbarhed af blomsterne (Christensen og Muller
2009) og klassificeres ifalge European Union directive 2001/18/EC som vaerende ikke genetisk modificeret.

Mdlet for mange forcedlingsprogrammer er at kunne lave en serie af sorter hvor den eneste forskel er blomster-
farven. Det vil sige samme veekstform og veeksthastighed som ger at produktionsplanlcegningen og hdndte-

ringen under produktionen er ens. Optimalt set sorter der kun adskiller sig mht. blomsterfarve.

Aarhus Universitet har i en lang drercekke veeret ansvarlig for SES-test af julestjerne i regi af CPVO og har
derfor en god indsigt i hvilke egenskaber der foraedles for i denne planteart og hvorvidt egenskaberne opnds
via mutationsbehandling eller krydsninger. | tabel 8.6 findes en gennemgang af anmeldelser for julestjerne
til EU-plantenyhedsbeskyttelse for perioden 2013-2018 og tabellen viser de egenskaber der er forcedlet for
og om den nye egenskab er en mutation eller stammer fra en krydsning. Gennemgangen viser, at der er stor
fokus p& blomsteregenskaber (hgjblade og cyatier) og den hyppigste foraedlingsegenskab er farven pd hoj-
bladene. Veekstform og -hastighed er andre vigtige forcedlingskriterier, som har til formdl at reducere inputtet
af ressourcer per produceret enhed bl.a. reduceret brug af retarderingsmidler og kortere produktionstid (enerqi,
gedning, vand). Overordnet var der 61 % af de anmeldte nyheder der stammede fra krydsninger og 39 % der
stammede fra kemisk eller fysisk mutationsbehandling. Mange egenskaber kan opnds ved begge forcedlings-
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strategier (hejbladenes farve og kompakthed) mens andre nceste udelukkende opnds ved krydsninger (bedre

forgrening og hajbladenes sterrelse).

8.1.5. Skovbrug og juletrceer

Det plantemateriale der mé& anvendes i danske skove er styret af bl.a. EU direktiv for forstligt formeringsmateri-
ale og implementeret i dansk lovgivning i forhold til hvad der mé& forhandles og hvilke egenskaber materialet
som minimum skal opfylde (Proschowsky og Jargensen, 2015). Politisk og fagligt har man, iscer i de senere dr,
fokuseret pd& at sikre, dels et klimatilpasset og klimarobust plantemateriale (dvs. s& meget hjemmehgrende
dansk materiale som muligt eller materiale med kendt udvikling under danske klimaforhold), og dels en bred
genetisk diversitet i de anvendte frekilder for at modstd fremtidige klimacendringer og sikre langsigtet robust-
hed mod sygdomme og skadedyr. @nsket om en bred diversitet iscer for arterne med lang omdrift betyder at
forcedlingsinstrumenterne generelt er mere traditionelle og lavteknologiske end for havebruget og landbru-
get. Da freformering af skovtrceer er meget mere succesfuld og billigere end vegetativ/klon-formering, og
planteprisen spiller en rolle ved nyplantning, er formering af skovtraeer og traeer til pyntegrent stadig preeget
af freformering via populationsafkom fra udpegede bevoksninger eller genetisk forbedrede eller afprevede
freplantager. For poppel og pil til biomasse/energiskov er stiklingeformering dog standard, og for enkelt arter
(eks. sitka, nordmannsgran) findes ogsd viden og teknikker til vegetativ formering (stiklinger, vaevskultur, soma-
tisk embryogenese), som dog kun erimplementeret i praksis i meget lille omfang endnu (Find, 2016; Nielsen et
al, 2009; Rasmussen et al., 2009; 2010). En hej omkostning til vegetativ formering ger at de fleste arter stadig
er fraformerede. Vigtige egenskaber i skovtreeer og juletraeer er sygdoms- og skadedyrsresistens, abiotisk stres-

stolerance, ensartethed og vaeksthastighed (tabel 8.7).
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Tabel 8.1. Vigtige egenskaber i gulerod, log, kél og salat. De vigtigste egenskaber er markeret med fed skrift.

Gulerod Sygdomsresistens Mange F1 hybrider Pers. com.
(Daucus carota) Udbytte
Smag

Form og farve
Indholdsstoffer
Konsistens
Placering i jorden; topfeeste
Topsundhed
Log Udbytte Mange F1 hybrider  Anon. 2001
(Allium cepa) Farve, stgrrelse, form
Skalstyrke
Sygdomsresistens
Lagerstabilitet; spiringsresistens
Stoklgbning; tidlighed

Kal Tidlighed Mange F1 hybrider  Anon. 2001
(Brassica oleracea ssp) Fasthed/taethed (80 %)

Holdbarhed mark og lager

Hovedform

Udbytte

Glathed, overflade
kort stok indvendigt
Sygdoms- og skadedyrsresistens

Stoklgbning
Salat Sygdomsresistens Ikke F1 hybrider Anon. 1997
(Lactuca sativa) Produktionstid

Tipburn (Fysiologisk Ca-mangel)
Brune nerver

Hovedstgrrelse og -dannelse
Farve, stgrrelse, form
Stoklgbning

Lys- og dagleengdeafhaengighed
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Tabel 8.2. Vigtige egenskaber i tomat, agurk og krydderurter.

Tomat Sygdomsresistens (bakterier, En transgen pa Bergougnoux
(Lycopersicon svampe, nematoder, virus mm) markedet 2014; Xiong et
esculentum) Udbytte al., 2015

Abiotisk stresstolerance
Frugtstgrrelse, form, farve

Modning og farveudvikling Mindst 10
transgene pa
markedet
Neaeringsveerdi
Agurk Sygdomsresistens Golabadi et
(Cucumis sativus) Udbytte al., 2015; Li et
Vakstform (internodielaengde) al., 2015; Liu
God frugtseetning pa sideskud etal., 2017

Frugtstgrrelse, form, farve
Abiotisk stresstolerance (kulde,

lav lys)

Krydderurter Sygdomsresistens Lal 2014;
Abiotisk stresstolerance Roemer 2010;
(holdbarhed, lav temperatur) Roemer et al.,
Indholdsstoffer (smag) 2010
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Tabel 8.3. Vigtige egenskaber i ceble, pcere, kirsebeer, solbcer og jordbeer.

Able
(Malus x Domestica)

Pzere
(Cucumis sativus)

Kirsebaer

Solbeer

Jordbaer

Sygdomsresistens (skurv, ildsot)
Abiotisk stresstolerance (vand,
temperatur)

Frugtkvalitet (tekstur,
brunfarvning, fglsomhed overfor
ethylen)

Holdbarhed (lagerstabilitet)
Udbytte (stabil blomstring)

Sygdomsresistens (skurv og
ildsot)

Tolerance over for skadedyr
(paerebladlopper)

Reduceret vaekstkraft og jaevn
blomstring

Abiotisk stresstolerance (vand,
optag af jern)

Frugtkvalitet (frugtfarve)

Sygdomsresistens
Vakstkraft (mindre traeer)

Sygdomsresistens
Baerkvalitet (antocyaninindhold,
fasthed, sukkerindhold)
Opret vaekst (egnethed til
maskinhgst)
Dyrkningssikkerhed (nedsat
kuldekrav)

Sygdomsresistens
Frugtkvalitet (smag, tolerance
over for transport)

Tilpasning til forskellige
dyrkningssystemer, udbytte
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En transgen pa
markedet
En transgen pa
markedet

Jamieson
2006; Laurens
etal, 2018;
Xiong et al.
2015

Evrenosoglu
and Mertoglu
2018

Quero-Garcia
etal., 2017

Vagiri 2012

Jamieson
2006; Qin et
al., 2008



Tabel 8.4. Top 10 liste over de mest producerede potteplantekulturer i Danmark i 2016

Kultur Antal (mio. Dansk foraedling
faerdigvarer)

Kalanchoé 37,9 Ja (DK fgrende)

Rosa hybrid 21,5 Ja (DK blandt de fgrende)

Campanula portenschlagiana 21,5 Ja (DK fgrende)

Euphorbia pulcherrima (julestjerne) 7,4 Ja

Osteopermum (spansk marguerit) 7,1 Ja (DK blandt de fgrende)

Schlumbergera 7,0 Ja (DK fgrende)

Phalaenopsis 5,7 ?

Hedera helix 5,6 Nej

Narcissus cyclamineus (tete a tete paskeliljer) 5,2 Nej

Aster hybrid 51 Ja (DK fgrende)

| alt 124

Tabel 8.5. Vigtige egenskaber i potteplanter uanset planteart

Blomsteregenskaber (form, 19 transgene nellikesorter pa Xiong et al., 2015
stgrrelse, farve, duft, dobbelte) markedet. En transgen Petuniasort

og én transgen rosensort pa

markedet

Remonterende blomstring

Kontrol af blomstring (daglaengde

afhaengighed)

Lgv (bladform, farve)

Vakstform (kompakthed,

forgrening)

Vaksthastighed (tidligere

blomstring)

Antal stiklinger per plante

Ensartethed

Hurtig rodning

Abiotisk stresstolerance (kulde, Reduceret energiforbrug, nye Azadi et al., (2016)

varme, tgrke) anvendelse som udplantning

Bedre holdbarhed

(ethylentolerance)

Sygdomsresistens Kuligowska et al.,
(2016)

Triploide/sterile salgsplanter Vanskeligggr videre foraedling

Reduktion af allergifremkaldende

stoffer
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Tabel 8.6. Forcedlingsmal i julestjerne i perioden 2013-2018, angivet som antal anmeldelser til Plantenyhedsbeskyttelse i Europa. *) Arsa-
gen til at det faktiske antal angivelser er lavere end summen af angivelser i tabellen er at der ofte er anmeldt mere end én egenskab per
nyhedsanmeldt plante.

Kompakthed 22 12 10
Kraftigere vaekst 13 7 6
Bedre forgrening 8 0 8
Produktionstid 17 4 13
Staengel, tyk 5 1 4
Bladfarve, mgrk 10 5 5
Bladfarve, lys 1 0 1
bladform, lobes 5 3 2
Hgjblade (bractee), farve 34 16 18
Hgjblade, stgrrelse 10 2 8
Hgjblade, form 1 0 1
Cyatier, antal 1 0 1
Cyatier, stgrrelse 3 1 2
Cyatier, holdbarhed 1 0 1
I alt 76%) 30 (39%) 46 (61%)
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Tabel 8.7. Principielle kriterier og hovedkriterier for udveelgelse af frekilder der m& danne baggrund for formeringsmateriale af skovtreear-

ter til kommerciel produktion i Danmark inden for de 5 hovedanvendelsesomrader.

. ognsket

Vedproduktion
(eg, bog, sitka,
douglas, r,

fuglekirsebzer)

Varn og l= (eg,
fuglekirsebezer,
lind)

Pyntegrgnt og
juletreer
(nordmannsgran,
nobilis)

Park og allétrxeer
(lille formals-

gruppe)

Biomasse og
Energiskov
(poppel og
potentielle arter:
sitka, Abies
grandis m.fl.)

Klimatilpasset,

langsigtet robusthed

(80-120 ar), bred
genetisk variation

Klimatilpasset,
mellem-langsigtet
robusthed, bred
genetisk variation

Klimatilpasset,
robusthed, smal til
mellembred
genetisk variation,

kortsigtet robusthed

(juletreeer 7-12 ar,
pyntegrgnt 20-30
ar).

Klimatilpasset,
robusthed, smal til
mellembred
genetisk variation

Klimatilpasset, smal
genetik

Vedproduktion tons tgrstof/ha
Vedkvalitet og styrkeegenskaber
(eks tgmmer, eller finer),
Stammerethed, ingen snoede
stammer, fingrenet,

Sygdoms- og skadedyrsresistens
Abiotisk stresstolerance (frost)
Tilvaekst hgjde og bredde,
Leegenskaber (Igvholdende,
velforgrenet)

Sygdoms- og skadedyrsresistens
Abiotisk stresstolerance (frost,
vind)

Bidrag til faunadiversitet (eks.
bier, insekter, fugle)
Ensartethed (kvalitet A)
Klippeudbytte pyntegront

Farve (bla nobilis) og form
Sygdoms- og skadedyrsresistens
Abiotisk stresstolerance (frost)
Produktionstid (juletrzeer)

Ensartet formudtryk
Sundt plantemateriale
Robusthed

Stor biomasse, tons TS/ha/ar
Sygdoms- og skadedyrsresistens
Abiotisk stresstolerance

Evne til at skyde fra stub efter
nedskaring/genhgst

Hurtig etablering og tilveekst
Gode forbraendingsegenskaber
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Betydende arter
mindst 20 kloner,
sma traearter
mindst 10 kloner

Betydende arter
mindst 20 kloner,
sma treearter
mindst 10 kloner

En vis genetisk
bredde normalt
foretrukket, men
snaevre kilder en
mulighed.

Smal genetik
accepteret

Enkelt kloner
eller klon miks
muligt, bade
kloner og
frekilder kraeves
afprgvet



8.2. Danske forcedlingsaktiviteter inden for havebrugsafgrader

Dansk forcedling af havebrugsafgreder sker primeert inden for prydplanter og skovbrug/juletrceer. Der er et par
smd enkeltmandsfirmaer der forcedler grentsagsafgreder (spinat, raps) og der er nogle udenlandske firmaer
der har en del aof deres foraedling placeret i Danmark. Inden for frugt og beer er der ikke deciderede forced-

lingsaktiviteter.

Dansk prydplanteindustri har gennem de seneste dr veeret udfordret af iscer Holland og antallet af potteplan-
tegartnerier er faldet mens den enkelte bedrift er blevet sterre 0g sterre og mere og mere specialiseret. Det
glasdaekkede areal med prydplanter (snitblomster og -grent + potteplanter + udplantningsplanter) er faldet
fra 353 ha og ca. 683 bedrifter i 2002 til 281 ha og ca. 306 bedrifter i 2014 (Tal om Gartneriet 2017). 1 tabel 8.4
ses en liste over de mest producerede potteplanter i Danmark i 2016 og om der forekommer dansk forcedling

af kulturen.

En meget stor andel af forcedlingen inden for potteplanter og udplantningsplanter foregdr i de store gartnerier
hvor nogle har R & D afdelinger f.eks. Knud Jepsen A/S (Queen), PKM, Thoruplund og Graff Breeding, men
0gsd i deciderede forcedlingsfirmaer som f.eks. Poulsen Roser A/S og Sunny ApS. Siden 1995 er der indgivet
2162 danske anmeldelser om nyhedsbeskyttelse af prydplanter til CPVO pé prydplanter heraf 416 i perioden
fra 2013-2017. Flere af de danske forcedlingsprogrammer er de seneste Ar blevet solgt til udenlandske firmaer.
F.eks. har Sunny ApS, som har forcedlet spanske margueritter siden 1985, solgt forcedlingsprogrammet Sunny®

Osteospermum til det hollandske Beekenkamp Plants B.V.

Inden for prydplanter, som er et bredt omrdde med mange plantearter og sorter, er Danmark ferende med
hensyn til forcedlingen af nogle slcegter. Det drejer sig bl.a. om Kalanchoé, Hibiscus, Campanula og Schlum-
bergera samt en veesentlig forcedlingsindsats inden for roser, hortensia, klematis, lavendel, potteasters og
spanske margueritter. Dette afspejles ogsd i Top 10 listen over de kulturer, der bliver produceret i sterst antal i
Danmark (tabel 8.4).

For skovtrceer er tiden fra frespiring indtil et nyt tree scetter blomst og fre for mange trcearter 15-25 ér. Dette be-
tyder at krydsningsarbejde laves med lange horisonter for udnyttelse. For nogle arter, eks kirsebcer, er metoder

til at reducere treeets juvenile stadie (ungdomsfasen) til f& &r beskrevet (Jensen, pers com.).

En stor del af de trcearter, der anvendes i dansk skovbrug, er kun lidt eller slet ikke forcedlede, men blot ud-
valgt som det bedste pd markedet med relevans for Danmark. F.eks. er der i hovedarten bag kun udvalgt de
bedste frekilder (provenienser) ud fra sammenlignende populationsundersegelser, mens der ikke er foretaget
noget arbejde pd& enkelttraeer eller klonfrekilder (Jargensen og Proschowsky, 2015). For den anden hovedart
eqg er status ncesten den samme, men dog er enkelte klonfrgkilder forsegt. For mange andre lgvtreearter er der
tilsvarende gennemfaert meget lidt forcedling, men kun foretaget udvalg og afprgvninger. | nogle arter er der
etableret freplantefreplantager eller klonfreplantager, hvor de indgdende enkeltfamilier eller enkeltkloner ud
fra registreringer er sammenlignet og selekteret som scerligt interessante (Krogh og Glud, 2018). Dette giver
genetiske forbedringer i afkommet. | nogle arter er der risiko for hybridisering med andre arter, hvilket ikke er
onskeligt. Artsrenhed testes bl.a. i arter af eg og cedelgran med DNA-teknikker. Som en specialitet fremstilles
bevidst artshybrider af europceisk og japansk lcerk da afkommet opndr heterosis effekt og hajere tilvaekst. Her
testes ogsd for om freet er hybridfre eller selvbestavet, og hybridprocenten skal offentliggeres ved salg af fre.

Her kombineres udvalgte kloner af de to arter til en hybridfrgplantage.
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Sitkagran er nok en af de mest undersegte og forcedlede skovtreearter i Danmark via arbejde udfert af iscer
Hans Roulund, ved KU. Kloner er veltestede og egenskaber som vaekst og terstofproduktion, vedkvalitet og
modstandsdygtighed mod lus beskrevet. Selektioner efter kontrollerede krydsninger er udfert og frematerialet
er internationalt anerkendt for dets hgje standard. Klonformeringsteknikker er udviklet (stiklinger, mikroforme-

ring, somatisk embryogense), men er ikke anvendt i praksis nok iscer p& grund af omkostninger.

For juletrceer og pyntegrent er det primcert arterne nordmannsgran og nobilis, der har betydning, nobilis mest
til pyntegrent endnu. Den overvejende fregenetik importeres stadig fra Georgien, men de sidste 10-20 ar er
etableret mange danske klonfreplantager iscer i statslig regi (Skov og Naturstyrelsen) med selekteret godt ma-
teriale udvalgt efter intensive forseg og afprevninger (Ditlevsen og Nielsen, 2009; Ditlevsen og Christensen,
2010). S&ddan en udvikling har en meget lang investeringshorisont p& 15-20-25 &r fer ny forbedret fraforsyning
er pd markedet, da blomstring og frescetning i freplanter farst kommer efter 15-25 dr, i podede traeer dog oftest
lidt hurtigere. Danske forbedrede frekilder i Nordmannsgran forventes at opfylde mere af behovet i fremtiden.
Kontrollerede kryds af udvalgte enkelt plustrceer er gennemfert (Hansen et al., 2013) og afkom af dette vil
veere 5 generation af nordmannsgran i Danmark. En foraedlingsoversigt i nordmannsgran er givet af Nielsen
(2007:2010) og Hansen og Nielsen (2013). For nobilis er der tilsvarende lavet klonudvalg og klonfreplantager,

der nu bidrager med forbedret fre. Her er vegetativ formering endnu ikke udviklet.

DNA analyser bruges til at forst& og styre udvalg og sikre genetisk variation i materialet og ger at det genetiske
arbejde bl.a. med heritabilitetsanalyser endnu stcerkere.

For nordmannsgran er kloning af supertrceer ved vegetativ formering med stiklinger vist, men ikke implemente-
ret endnu, bl.a. fordi plagiotrop skcev vaekst er en udfordring. Et system til somatisk embryogenese fra umodne
fre i nordmannsgran er udviklet igennem de ca. sidste 20-25 ar i Danmark (Find, 2016). Udfordringen er at de
genetiske og feenotypiske egenskaber hos embryoet ikke er kendt og det krcever ca. 10 drs afprevning fer de
bedste kloner kan udpeges. Det er endnu ikke muligt at bruge udgangsmateriale fra celdre traeer som ud-
gangspunkt for somatisk embryogenese.

| Danmark er omscetningen af forstligt formeringsmateriale fra fre eller vegetativt materiale requleret af et EU
direktiv for de vigtigste skovtreearter ud fra en defineret EU artsliste. Herudover er der skovarter, der ikke er pé
EU listen, som i stedet er omfattet af OECD regler og endelig er der arter som ikke er omfattet af nogen af disse
regler og derfor frit kan omscettes og plantes. Specielt for bl.a. nordmannsgran og nobilis til pyntegrent og jule-
traeer er der lavet en dansk frivillig aftalebaseret certificeringsordning, der bl.a. omfatter import af fre fra lande,
der ikke har implementeret OECD regler. EU direktivet for forstlig formeringsmateriale og dansk regulering
styres af Landbrugsstyrelsen under Milja og Fedevareministeriet efter indstillinger fra det rddgivende udvalg,
Kéringsudvalget, der omfatter en rcekke eksperter fra bl.a. universiteter, frehandel og skovbrugsorganisationer.
Kdringsudvalget vurderer indstillet forstligt plantemateriale fra producenter indenfor 5 hovedformal, vedpro-
duktion, vcern og lce, juletrceer og pyntegrent, park og alléer og biomasse. Kvaliteten af det indstillede frakilde
materiale vurderes inden for forskellige kategorier, ‘'udvalgt’ (bevoksningsafkom), ‘kvalificeret’ (klonfreplanta-
ger og freplanteplantager) og ‘afpravet materiale’, hvor den sidste kategori har hgjest dokumentationsstatus.
Nye frekilder skal for mindst en relevant egenskab vcere overgennemsnitlig inden for kategorien for at blive

kéret. Ikke kéret plantemateriale omfattet af reglerne mé ikke omscettes.
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8.3. Hvor stdr vi, hvis vi bruger/ikke bruger NBT pa kort og lang sigt

For de fleste af trcearterne vurderes de interessante egenskaber som vcekst, biomasseproduktion og udbytte,
hardferhed, udspring og sygdomstolerance at veere baseret pd mange gener (Quantitative traits loci, QTLs) og
har derfor en relativ lav til mellem heritabilitet. £ndring af enkeltgener vil derfor forventes kun at cendre disse
egenskaber relativt begraenset, men der er begraenset viden om dette i de fleste afgreder. Poppel er brugt som
forskningsmodelplante og her er meget genetisk viden kendt. Dette er dog ikke anvendt i praktisk dyrkning i
Danmark, da popler ikke har veeret i fokus i dansk skovtraeforaedling. Den mest dyrkede poppelklon i Danmark

er OP42, som er en over 60 &r gammel udvalgt klon fra USA.

For de genetisk brede frakilder vurderes at det vil vcere sveert at introducere signifikante positive cendringer
med mutationer. For poppelkloner til energiskov, som baseres p& enkeltklonsdyrkning, er brugen af mutanter
en sterre mulighed.

For juletrceer, iscer hvis klonformering i fremtiden slér igennem, vil potentialet for mutationsforcedling vcere
sterre. Mutationer af skovtraeer i form af vaekst (eks kompakt dvaergvaekst) og bladfarve (gren, red, gullig) mv.
er f.eks. kendt i planteskolebranchen bdde for lov og ndl. Genetikken bag dette vurderes kun at veere sparsomt

belyst. Disse mutationer har ikke haft betydning for skovbruget.

Genetisk variation i sygdomsresistens er i nogle tilfcelde baseret pd ret f& gener, der styrer ekspression af be-
stemte stoffer, som hcemmer sygdommen. Askesyge og elmesyge, som er fordrsaget af svampe er undersagt
og resistente eller modstandsdygtige kloner fundet. Resistens mod askesyge ser ud til at vcere styret meget af
genetik (hgj heritabilitet) (McKinney et al., 2014). Molekylcere metoder kan dermed forventes at bruges til iden-

tifikation og fremtidig forcedling frem mod sunde frgkilder.

Inden for prydplanter er en af de store begrcensninger i brugen af GM-teknikker at der er store omkostninger til
godkendelse af den enkelte GM-plante og til brug af patenter og licenser (Muller 201 1) samtidig med at der
lebende er en stor udskiftning i sortimentet for at tilfredsstille kundernes anske om nyheder. Desuden er der stor
skepsis blandt forbrugerne og regulering af brugen af GM-planter i Europa (Latken et al., 2012). NBT krcever
ligesom GM-teknikkerne, og ofte ogsd kemisk og fysisk mutationsbehandlinger, at man kan danne nye planter
fra en enkelt eller nogle f& celler i in vitro kultur. Det er ofte vanskeligt i treeagtige plantearter, men der findes
mere eller mindre velfungerende regenereringssystemer for mange prydplanter. Med praecisionsforcedling vil
det vaere muligt at introducere mange af de egenskaber der er interessante for prydplanteindustrien s& som
blomsterfarver, ethylentolerance og kompakthed.
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9. @konomiske forhold vedrerende NBT
Morten Gylling, seniorrddgiver, Institut for Fedevare- og Ressourceskonomi, Kebenhavns Universitet

9.1. Eksisterende markedskoncentration inden for udsced

Der er inden for de seneste ar sket en veesentlig koncentration p& det internationale for udsced og plantebe-
skyttelse. Hvor der for var tale om 6 store virksomheder der dominerede det globale marked for udsced, plan-
tebeskyttelse og bioteknologi, har disse nu fusioneret til 3 stcerkt vertikalt integrerede firmaer. De europceiske
virksomheder Syngenta og Bayer har deltaget i fusionerne, og det forventes at Monsanto-Bayer Crop Science
vil f& status som et tysk selskab.

De ovrige store europceiske fre- og agrokemikalie firmaer er langt mindre vertikalt integrerede end de fusione-
rede selskaber

+  DLF (efter fusionerne det 6.-starste frafirma i verden) har kun aktiviteter i fresektoren.
Tyske KWS Saat (4.-sterste frefirma i verden) har ligeledes udelukkende aktiviteter inden for fre og plante-
forcedling.

«  Franske Vilmoran bliver verdens 3.-sterste og Europas sterste planteforcedlingsfirma. Dette firma har nce-
sten udelukkende fokus pd planteforcedling og fre (og i beskedent omfang ogsd frerelaterede produkter).
Det hollandske Rijk Zwaan (8.-sterste i verden inden for fra) er ogs& meget specialiseret inden for dette

omrade.

Disse er séledes alle meget specialiserede inden for fre, udsced og planteforcedling, den vertikale integration

ind i den kemiske industri er meget lille eller ikke-eksisterende (Hansen, H. O. 2017).

9.2. Strukturen for den danske forcedlingssektor

Den danske forcedlingssektor har ogsd gennem arene gennemfart en raekke sammenlaegninger og fusioner,
den sterste forcedlingsvirksomhed er fraforcedlingsfirmaet DLF, der er det 6. starste pd verdensplan inden for
markfra.

Ud over mark og havefrg inklusive roefre og certer er hovedomrdaderne for den danske forcedlingssektor korn
og kartofler. Der foregér ogsd en del forcedling inden for potteplanter og udplantningsplanter enten som en
del af de store gartnerier eller tilknyttede forcedlingsvirksomheder. En stor del af eksporten bestdr af nyheds-

beskyttede stiklinger.

Der er ikke nogen vertikal integration i den danske forcedlingssektor.

Den danske forcedlingssektor har en samlet arlig omscetning i sterrelsesordenen godt 5 milliarder kr. hvor mark-
fre mm. tegner sig for godt 80 - 85 %.

Det samlede danske fremavisareal udger i sterrelsesordenen 130.000 ha, hvoraf markfre udger langt det stor-
ste areal pd godt 80.000 ha og korn godt 40.000 ha. (Sortinfo. 2018)
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9.3. Betydningen af valg af regulering

| forbindelse med anvendelsen af nye prcecisionsforcedlingsteknikker er det endnu ikke fastlagt, om afgre-
der frembragt gennem NBT skal requleres gennem den fulde EU GMO requlering eller gennem den sdkaldte
mutagenese undtagelse. Valget af requlering vil have stor betydning for forcedlerens omkostninger til at mar-

kedsfere nye NBT sorter.

Anvendes mutagenese undtagelsen, vil omkostningerne til markedsfering i EU skulle dcekke en optagelse af
den nye sort pd EU sortsliste inklusive plantenyhedsbeskyttelse. Dette er estimeret til 140.000 kr. som omfatter 2
ars afprevning a 60.000 kr. samt 20.000 til plantenyheds-beskyttelse i EU. | det felgende eksempel for mutage-
nese undtagelsen anvendes der en requleringsomkostning p& 140.000 kr. pr. sort for korn.

Anvendes den fulde EU GMO requlering er det vanskeligt at give et eksakt estimat over omkostningerne, Phil-
lips McDougall (201 1) estimerer omkostningerne ved introduktion af en ny GMO afgrede i Europa til 35.100.000
USD (Regulatory Science, Registration & Requlatory Affairs) svarende til ca. 220.000.000 kr. med dagens kurser.
Klaus K. Nielsen (2014) angiver pd baggrund af Monsanto vurderinger omkostningerne til at vcere i sterrelses-
ordenen 50 - 200 mio. kr.

Den gkonomiske betydning af valg af requlering bliver her eksemplificeret gennem markedsfering af NBT korn
til udsced. Markedsferingen antages at foregd dels pd et dansk marked dels pd et europceisk marked, séledes
at sterrelsen af markedet kan afspejles i eksemplet. Ved salg til Europa er der forudsat samme regulering og

ombkostninger som i DK.

Da der er en vaesentlig forskel pd de ovenstdende to estimater, er der ogsd vist et eksempel pé& betydningen

af stigende markedsferingsomkostninger fra 50 mio. kr. til 300 mio. kr.

Det forudscettes, at der for begge requleringer kun er tale om de rent "administrative” omkostninger og det
forudscettes ogsd at de administrative omkostninger for begge requleringer er uafhcengige af maengden af
solgt fre/udsced, s@ledes at omkostningen i begge tilfcelde kan betragtes som en fast omkostning pr. sort. Om-
kostningen ligger hos forcedleren og forudscettes i de nedenstéende beregninger dcekket gennem lgbende

licensbetalinger pr. solgt enhed.

Analyserne er foretaget som investeringsberegninger hvor omkostningerne til markedsfering af den enkelte
kornsort betragtes som en investering der skal tilbagebetales over en 10-arig periode af de lebende licens-
betalinger. Resultatet opgeres som en nutidsveerdiberegning (NPV) hvor investeringen er reguleringsomkost-
ningerne og indtjeningen er den tilbagediskonterede veerdi af licensindbetalingerne for den givne sort. Der

er anvendt en kalkulationsrente p& 5 % svarende til en estimeret 10-arig erhvervsrente og en inflation pé& 2 %.
Den arlige pengestram regnes som de labende licensindbetalinger pr. solgt ton for hvert &r (Gylling, 2018).
Beregningerne er foretaget for en enkelt sort med den i beregningerne angivne potentielle udbredelse.

Som illustreret i nedenstdende figur 9.1, antages det at en ny sort har en introduktionsperiode, hvor det arlige
salg for en ny sort i &r ét vil veere 20% af det samlede (maksimale) potentiale for den givne sort. Det fulde po-
tentiale antages at blive indfriet i &r fire (100%), i de efterfelgende &r antages det at markedsandelen aftager

en smule grundet nye afgreder og dermed en @get konkurrence.
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Figur 9.1. Den samlede potentialeudnyttelse ser derfor ud som falger (20%, 50%, 80%, 100%, 98%. 95%. 80%, 50% og 20%).

9.4. Korn til udsced

Nedenstdende analyseres de skonomiske muligheder for at introducere en ny NBT kornsort dels p& det danske
marked, dels pd det europceiske marked. Analyserne sammenligner den gkonomiske betydning at de to re-
guleringer, den fulde EU GMO requlering og mutagenese undtagelsen. Det antages at det potentielle marked
bliver dcekket af en sort, enten byg eller hvede. Det danske forbrug af udsced til korn, regnet som summen af
udsced til hvede og byg, er her estimeret til 220.000 tons/drligt, der er dog er en del variation mellem arene
(Statistikbanken). P& det danske marked antages det konservativt, at en enkelt sort vil kunne daekke 20% sva-
rende til 44.000 tons drligt. P& det europceiske marked antages det at en enkelt dansk sort vil kunne deekke
10% af markedet, svarende til 240.000 tons drligt.

Licensbetalingen er p& 550 kr. pr. ton (Danske sortsejere).

Beregningerne viser at der for mutagenese undtagelsen er et positivt resultat over 10 &r med de givne forud-
scetninger bade for det danske marked og for det europceiske marked.

Anvendes den fulde EU GMO reqgulering vil det ikke vaere muligt at f& et positivt resultat hvis der kun skal mar-
kedsferes i Danmark, da markedet ikke er stort nok til at deekke omkostningerne. Hvis der markedsferes p& det
europceiske marked er der med de givne forudscetninger et positivt resultat over 10 &r som felge af markedets
starrelse, da der skal scelges mindst 470.000 tons.
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| nedenstdende figur 9.2 er der vist sammenhcengen mellem reguleringsomkostninger og det nedvendige
marked for at opnd et positivt afkast af en investering i markedsfering. Som det fremgdr af figuren betyder
requlerings omkostningerne scerdeles meget for starrelsen af det nedvendige marked.
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Figur 9.2. Nedvendigt samlet salg over 10 dar for at markedsfering af en NBT sort bliver rentabel under den fulde EU GMO reqgulering ved
stigende reguleringsomkostninger.



Heje administrationsomkostninger i form af faste belgb pr. produktenhed kan iscer virke hcemmende for smd
produktsegmenter og mindre og mellemstore virksomheder. Resultatet kan derfor blive en forstaerket koncen-
tration, hvor fa store virksomheder har meget store markedsandele. En for staerk koncentration kan ogsd inde-
beere, at de store virksomheder far s& stor markedsmagt, at de kan pavirke priserne p& markedet. Dermed kan
priserne - pd kortere eller Icengere sigt - holdes pd et kunstigt hejt niveau, og konkurrencen bliver ikke fuldkom-

men, hvilket medferer skonomiske velfcerdstab. Ogsd innovationsindsats og -risiko kan blive neqgativt pavirket.

Det ovenst@ende eksempel pd rentabiliteten af markedsfering af en ny NBT kornsort viser, at en anvendelse
af den fulde EU GMO requlering, under de givne antagelser, vil betyde, at det ikke er muligt at markedsfere
NBT sorter med et positivt akonomisk resultat pé& det danske marked, mens det i visse tilfeelde er muligt pd det
europceiske marked hvis markedsandelen bliver haj nok for en enkelt sort. Ved requlering efter mutagenese
undtagelsen vil markedsfering af NBT sorter vaere rentabel bdde pd det danske og det europceiske marked.
Ombkostningerne ved den fulde EU GMO regulering ma sdledes anses at veere prohibitivt haje for de fleste min-
dre og mellemstore forcedlingsvirksomheder. Selv for store forcedlingsvirksomheder som DLF som har mange
sorter, kan det vcere vanskeligt at have en enkelt sort som har et stort nok volumen til at deekke omkostningerne
ved den fulde EU GMO requlering.

Det skal understreges, at investeringsberegningerne kun omfatter omkostningerne til opfyldelse af kravene til
regulering i forbindelse med markedsfering af en given NBT sort og at alle omkostningerne skal dcekkes af den

enkelte sort.

Med store up front administrationsomkostninger vil iscer de mindre og mellemstore virksomheder vaere mindre
tilskyndet til at udvikle og lancere nye produkter. Hvis et produkt ikke fé&r den enskede afsaetning, vil tabene
vcere relativt store, og de mindre og mellemstore virksomheder kan ikke forudscette, at disse tab bliver afbalan-
ceret af andre succesfulde lanceringer. Kun virksomheder med en tilpas starrelse kan absorbere tab ved enkel-
te mislykkede lanceringer. Ogsd store virksomheder kan veere tilbageholdende med satsninger p& innovation

og nye produkter, hvis omkostningerne inden lancering er store, idet risikoen dermed er relativt stor.

Hvis Danmark indferer den fulde EU GMO requlering til at requlere NBT kan det skabe udfordringer ved sam-
handel med lande hvor der veelges at requlere efter mutagenese undtagelsen. Veelges den fulde EU GMO
requlering skal alle NBT produkter/afgreder mcerkes inden de kan placeres p& det danske marked, denne
mcerkning vil ikke vaere et krav i lande der veelger mutagenese undtagelsen. Dette vil reelt betyde at der skal
opstilles et "vaern” for import af ikke mcerket NBT fra/udsced og andet vegetabilsk materiale fra disse lande. UK
har som det fgrste europceiske land godkendt udscetning af en NBT afgrede efter mutagenese undtagelsen.

Indferes den fulde EU GMO requlering af NBT er der en stor risiko for, at den danske forcedlingssektor vil miste
sin internationale konkurrencedygtighed og det vil som séddan heller ikke vcere muligt at forsyne det danske

marked med nye innovative afgraeder.

9.5. Miljgmcessig og skonomisk gevinst ved udvikling af total resistens mod meldug i vinterhvede

Den samlede indsats med fungicider er i haj grad bestemt af afgredens modtagelighed for meldug. Nar der be-
handles mod meldug, giver det nemlig mulighed for at starte behandling mod andre sygdomme tidligere. Val-
get af midler mod meldug vil derfor i hgj grad veere styret af afgredens modtagelighed for andre sygdomme,

og af hvilke midler der, af resistenshensyn, bedst kan/skal anvendes mod disse sygdomme senere pd& scesonen.
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Til valg af fungicidstrategier med og uden udvikling af total meldug resistens for de aktuelt dyrkede vinterhvede
sorter er benyttet et beslutningsstettesystem, der er under udvikling til Spot-IT projektet og bl.a. er anvendt ved
den igangveerende evaluering af pesticidafgiften. (@rum et al., 2018). For at reducere risikoen for resistensud-
vikling og med henblik pd at udnytte varierende rabatter p& fungiciderne, er det antaget at bedrifterne be-
nytter et gennemsnit af de strategier, der har et nettoudbytte pd (plus/)minus 50 kr. pr. ha i forhold til den mest

rentable strateqi.

Der er ved beregningerne antaget felgende sammensaetning af modtagelighedsgrupper, hvor grupperne er
karakteriseret ved deres potentielle merudbytte ved en maksimal, ikke nedvendigvis ekonomisk rentabel, fun-
gicidbehandling mod meldug (MEL), septoria (SEP) og rust (RST):

Max mer: Udbytte UBEH, men
vaegt MEL SEP RST UBEH meldug res.
5% 0 5 25 70 70
15% 0 20 0 80 80
30% 3 15 0 82 85
15% 10 5 0 85 95
15% 3 15 5 77 80
20% 3 10 5 82 85
100% 3,45 12,75 3 80,8 84,3

Udbredelsen af modtagelighedsgrupperne er veegtet med mellem 5 % 0g 30 %, i alt 100 %. Der er antaget et
sygdomisfrit udbytte p& 100 hkg pr. ha for alle grupperne. | alt er antaget et veegtet ubehandlet udbytte p& 80,8

hkg pr. for aktuelle sorter, og 84,3 hkg pr. ha for aktuelle sorter, med antagelse af total meldugresistens.

Der er anvendt felgende pris/udbytte forudscetninger

Kernepris: 110 kr. pr. hkg

Udbringning: 70 kr. pr. ha

Sygdomsfrit udbytte: 100 hkg pr. ha

Fungicidpriser jf. Vejledning Planteveern, Middeldatabasen og Oversigt over landsforsagene.

9.6. Optimal tildeling med nuvcerende modtagelighed

I gennemsnit for de aktuelt dyrkede sorter kan der ved skonomisk optimal tildeling af fungicider forventes et
merudbytte p& 1,9; 9,5 og 2,8 hkg. kerne for bekcempelse af hhv. meldug, septoria og rust. Fungiciderne koster
491 kr. pr. ha. Med 2,05 udbringninger giver det et gennemsnitligt nettomerudbytte p& 787 kr. pr. ha samt et
gennemsnitligt udbytte og nettoudbytte p& hhv. 94,9 hkg pr. ha og 9.809 kr. pr. ha.

9.7. Udvikling af total resistens

Ved antagelse af total meldugresistens for alle de dyrkede sorter vil sével den samlede indsats med fungicider,

som merudbyttet for bekcempelse af de avrige sygdomme reduceres ved en gkonomisk optimal tildeling af
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fungicider. Ved total meldugresistens vil fungiciderne koster 409 kr. pr. ha og antal udbringninger reduceres til
1,95 hvilket giver et gennemsnitligt nettomerudbytte p& 736 kr. pr. ha samt et gennemsnitligt udbytte og net-
toudbytte pd& hhv. 95,9 hkg pr. ha og 10.004 kr. pr. ha.

Total meldugresistens for de aktuelt dyrkede sorter vil séledes i gennemsnit medfere en gevinst p& 194 kr. pr.

ha. For de mest modtagelige sorter dog en gevinst p& godt 500 kr. pr. ha.

9.8. Behandlingshyppighed og pesticidbelastning

Antal udbringninger reduceres fra 2,05 til 1,95 og ogsd valget af fungicider cendres. Ved total resistens redu-
ceres den samlede behandlingshyppighed séledes fra 1,43 til 1,11 Bl pr. ha, mens pesticidbelastningen ages
marginalt fra 0,96 til 0,97 B pr. ha. Ved udvikling af total resistens mod meldug sprejtes der séledes i gennem-

snit mindre, men med lidt mere belastende midler (@rum 2018).

9.9. Sammendrag
Den danske forcedlingssektor opererer pd et internationalt marked der er domineret af 3 meget store vertikalt
integrerede virksomheder. De tilbagevcerende virksomheder i den europceiske forcedlingssektor er lige som de

danske ikke vertikalt integrerede.

Disse forcedlingsvirksomheder vil kunne med stor fordel kunne anvende NBT i forbindelse deres forcedlingspro-

grammer.

De danske forcedlingsvirksomheder stér i den situation, at de ikke ved hvilken regulering NBT vil blive underlagt.
Som det fremgdr af det ovenstédende vil valget mellem den fulde EU GMO regulering og mutagenese undta-

gelsen have en voldsom betydning for virksomhedernes muligheder for markedsfering af nye sorter.

Den nuvecerende situation, hvor virksomhederne gennem lcengere tid ikke har vidst hvilken reqgulering NBT vil
blive underlagt indebcerer en stor risiko for videnstab og tab at konkurrenceevne. De danske forcedlingsvirk-
somheder ansker forstéeligt nok ikke at tage risikoen for sterre investeringer i NBT sé& lcenge reguleringsregimet

ikke er kendt.
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10. Sammendrag for den landbrugs-, gartneri- og skovbrugsfaglige del
Birte Boelt, Karen Koefoed Petersen, Morten Gylling

| afsnittene om udfordringer i danske landbrugs- og havebrugsafgreder er der en gennemgang af dyrknings-
udfordringer og de mest relevante/interessante egenskaber i forcedlingen af de sterste afgreder inden for
hvede og byq, graes og klaver, raps, frilands- og vaeksthusgrentsager, frugt og beer, prydplanter og skovtrceer.
For de fleste afgreder gér egenskaber som sygdomsresistens, bedre tolerance overfor abiotisk stress (terke, eks-
treme temperaturer, vind, nceringsstofmangel), udbytte (voeksthastighed) og kvalitet igen foruden en rcekke
specifikke egenskaber for de enkelte afgrader.

Bdde kemisk og fysisk mutagenese, der medferer mange vilkérlige mutationer, og naturligt opstdede mutatio-
ner anvendes i stor udstrcekning i forcedlingen og har resulteret i mange kommercielle sorter. Der er ingen tvivl
om at introduktion af teknikker, der kan introducere prcecise mutationer, vil veere meget attraktive i fremtidige

forcedlingsprogrammer ogsd for danske forcedlingsfirmaer.

Som anfert i afsnit 4 "Precision breeding” er der allerede eksempler pé& landbrugs- og havebrugsafgreder med

forbedret sygdomsresistens, udbytte, kvalitet og abiotisk stress via preecisionsforcedling.

Dansk landbrug stdr over for en rcekke udfordringer i relation til at reducere miljgbelastningen med ncerings-
stoffer og pesticider. Hertil kommmer klimabelastningen i relation til udledning af drivhusgasser. Samtidigt er der
@get behov for fedevarer, foder og plantemateriale til erstatning af fossile materialer. Det stiller store krav til
afgredernes og sorternes dyrkningsegenskaber, udbyttepotentiale og produktkvalitet. For b&de konventionel
og okologisk produktion gcelder, at @get sygdomsresistens vil have meget positiv indflydelse pd produktionen,
ligesom andre egenskaber som stréstivhed, mindre tilbgjelighed til aksnedknaekning mm. vil veere veerdifulde.
Overordnet set er det dog stadig udbyttet, som er den mest afgerende faktor for bedriftens ekonomi - alterna-

tivt skal der veere specifikke kvalitetsegenskaber, som honoreres scerskilt.

Sammenfattende vurderes dyrkningsudfordringer i vores landbrugsafgreder at l@ses bedst gennem en aktiv
planteforcedling og afprevning af sorter mdlrettet og/eller tilpasset danske dyrkningsforhold. Preecisionsfor-
cedling kan veere et bidrag hertil, eksempelvis i relation til sygdomsresistens. Af international litteratur fremgar
det, at prcecisionsforcedling ogsd@ seges udnyttet til introduktion af herbicidresistens. Da vi aktuelt ser udvikling
af herbicidresistens i nogle af vore tabsgivende ukrudtsarter, kan anvendelse af herbicidresistente afgreder f&
uhensigtsmaessige konsekvenser. Det skal dog ncevnes, at herbicidresistente afgreder ogsd kan fremkomme

ved mange andre forcedlingsteknikker.

Inden for prydplanter, hvor et af kravene til branchen er en konstant stram af nyheder, dvs. planter med nye
farver, former og dufte samt mere robuste og holdbare planter vil prcecisionsforcedling vcere et meget nyttigt
redskab. For producenterne (gartnerne) er det et drammescenarie at have en serie af sorter, der kun adskiller
sig mht. farve, da det vil sikre, at sorterne har samme produktionskrav og produktionstid, s& der kan leveres et
helt sortiment i samme starrelse og udviklingstrin til kunderne. Det kan lade sig gere med de nye prcecisionstek-
nikker, men i ringere grad med traditionel forcedling og mutationsforcedling, hvor ugnskede egenskaber ogsa
vil vcere tilstede.
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| treeagtige afgreder, hvor generationstiden er relativ lang, vil der, i de plantearter hvor der findes egnede
vaevskultursystemer, vaere mulighed for at forbedre eksisterende sorter ved at introducere f.eks. sygdomsresi-
stens eller forbedret abiotisk stress tolerance. Et eksempel kunne veere introduktion af skurvresistens i modta-
gelige ceblesorter.

Med adgang til de nye prcecisionsforcedlingsteknikker beskrevet i denne rapport uden GMO-requlering for-
ventes de danske forcedlingsvirksomheder hurtigt at tage disse nye metoder i brug. Preecisionsforaedling vil
bidrage med en forventelig mere effektiv, hurtigere og dermed billigere frembringelse af nye sorter og dermed
produkter til videre markedsfering, afscetning og praktisk anvendelse. Hvis prcecisionsforcedling derimod kun
kan anvendes med GMO-requlering, forventes disse metoder kun at blive anvendelige for nogle &, store in-
ternationale forcedlingsvirksomheder, som nceppe finder det gkonomisk attraktivt at udvikle nye forbedrede

sorter til danske dyrkningsforhold.

For korn til udsced vil omkostningerne alene til markedsfering af en sort til udsced adskille sig vcesentligt afhcen-
qgigt af hvilken type godkendelse de nye prcecisionsforcedlingsteknikker falder ind under. Anvendes mutage-
nese-undtagelsen er omkostningerne estimeret til ca. 140.000 kr. og med fuld EU GMO-requlering vil de ligge
pd& 50-220 mio. kr. En fuld EU GMO-requlering vil derfor iscer hcemme smd& produktsegmenter og smd- og
mellemstore virksomheder og forstcerke koncentrationen af store virksomheder med store markedsandele. Det
kan betyde at den danske innovationsindsats og - risiko kan blive negativt pdvirket og at der er stor risiko for at
den danske forcedlingssektor mister sin internationale konkurrencedygtighed og evne til at forsyne det danske

marked med nye innovative afgreder.
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Ordliste

Construction specifik metode (pa dansk konstruktions specifik): Metoder der genkender en kombinationen af

flere elementer der er brugt i konstruktionen af den indsatte DNA sekvens.

Deoxyribonukleinsyre (DNA): Cellens arvemateriale der er bestermnmende for alle genetiske egenskaber en

organisme kan have.

Element specifik metode: Metoder der genkender et enkelt af de genetiske elementer der er brugt i konstruk-

tionen af den indsatte DNA sekvens.

Enhancer: Genelement der fortceller, hvor meget protein der skal produceres. Det kan bruges til at f& produce-

ret store maengder af et onsket protein.

Event specifik metode: Metode der er helt specifik for en enkelt hcendelse, hvor en fremmed DNA sekvens er

blevet inkorporeret i et genom. Det betyder at metoden pdviser en enkelt navngiven GMO.

Gen: Et stykke DNA der kan aflceses af cellen, som der ud fra kan producere et protein.

Genetisk modificeret organisme (forkortet GMO): Organisme (typisk en plante), hvor generne er cendret ved
hjcelp af genteknologiske metoder. Den klassiske GMO har féet indsat gener fra ubeslcegtede organismer.

Insektresistens: Evnen til at modstd angreb fra insekter, enten specifikke arter eller grupper af insekter.

Intron: Gensekvens der ikke er med i det fcerdige protein, men er nedvendigt for produktionen af proteinet.
Polymerase keede reaktion (PCR): Metode hvorved en bestemt gensekvens kan genkendes i en blanding af
mange forskellige sekvenser og kopieres til mange eksemplarer. Disse kopier kan pdvises enten mens proces-
sen korer (realtime PCR) eller ndr processen er kart til ende (endpoint PCR/konventionel PCR).

Promotor: Genelement der fortceller cellen, at her begynder et gen, der skal aflceses s& der kan produceres et
protein. Promotorsekvensen bliver ikke selv til et protein, men er genelementet, som er nedvendigt for at cellens
proteinsyntese kan gd i gang.

Reference gen: Gen der altid er i planten uanset om planten er genetisk modificeret eller e]. Genet er typisk
kun tilstede i en kopi i genomet og kopiantallet er stabilt i alle sorter inden for plantearten. Referencegenet be-
nyttes til at kvantificere, hvor meget af en bestemt plante der eri en preve, og udregne det procentvise indhold

af en navngiven GMO.

Terminator: Genelement der fortceller at proteinet er feerdigt, og der ikke skal syntetiseres mere.
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RESUME

Vidensyntesen om nye planteforcedlingsteknikker og deres effekt pd dansk landbrug bestdr af en teknisk del
(kapitlerne 1-5) med baggrund om planteforaedling, mutationer, teknologi inden for mutationsforcedling fer og
nu, konkrete eksempler pd preecisionsforcedling ved nye planteforcedlingsteknikker i afgreder og muligheder-
ne for detektion af prcecisionsforcedlede afgrader, hvis det besluttes, at de skal requleres som en GM afgrade.
Herefter kommer en jordbrugsfaglig del (kapitlerne 7-9), hvor der fokuseres pd konkrete udfordringer i danske
landbrugsafgreder, gartneri og skovbrug og pd, om NBT potentielt vil kunne bidrage. Til sidst i afsnittet kigges
pd& okonomiske forhold vedrerende et dansk landbrug med og uden nye planteforcedlingsteknikker. | kapitel 6
sammenfattes den tekniske del og der gives en sammenligning af preecisionsforcedling med konventionelle
forcedlingsteknologier og i kapitel 10 gives en sammenfattende analyse af potentialerne for NBT for den jord-
brugsfaglige del.

Samlet giver vidensyntesen en kortlcegning af et omrade, der er politisk kontroversielt og felsomt, med fokus p&
effekter pd dansk landbrug, hvilket afhcenger af den status de nye planteforcedlingsteknikker fér i forhold til EU’s
GMO-lovgivning.






