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Godkendelse af forsegsudsaetning af genetisk modificeret
CRISPR/Cas kartoffel til kartoffelstivelses-produktion, med
forbedret modstandskraft imod kartoffelskimmel
(Phytophthora infestans)

Den 28. marts 2023 modtog Landbrugsstyrelsen (LBST) en ansggning KMC Amba
og Kgbenhavns Universitet om tilladelse til forsogsudsatning af genetisk
modificeret CRISPR/Cas-kartoffel (Solanum tuberosum) 'Ydun’ pa et areal ved
Arnborg i Midtjylland, jf. bilag 1.

Landbrugsstyrelsen vurderer, at ansggningens oplysninger er i overensstemmelse
med direktiv 2001/18/EFi, og at udsatningen kan finde stedi. Godkendelsen gives
pa baggrund af ansggningens oplysninger om forsggsudsaetningens gennemforelse
og oplysninger om den genetisk modificerede plante, ansggers risikovurdering og
med de i denne afggrelse fastsatte vilkarii. Bemaerk sarligt vilkaret i punkt 1.2 om
dyrkningsafstand.

Godkendelsen til forsggsudsaetningen gives for en periode fra d.d. indtil hest i
2023. Herefter folger en periode hvor tilladelsesarealet skal overvages, jf. de i
denne afggrelse fastsatte vilkar.

Forseggsudsatningen er omfattet af reglerne i lov om miljg og genteknologii.

Denne afggrelse fremsendes i gvrigt til Herning Kommune, da
kommunalbestyrelsen, ifelge loven, er klageberettiget".

Forsggsudsatningen

Godkendelsen omfatter udsatning af CRISPR/Cas-modificerede kartofler af
recipientsorten Ydun, som har faet indfert en malrettet mutation, der giver en
forbedret modstandskraft imod kartoffelskimmel (Phytophthora infestans). Der er
séledes ikke indfert fremmed DNA og planten indeholder ikke
antibiotikaresistensmarkarer.
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Forsggsudsatningen, som er registreret i Landbrugsstyrelsens fellesskema, skal
foregé i bloknummer 500 207 — 20 IMK (internet markkort), som ligger ved
Arnborg, syd for Herning, jf. oversigtskort i ansegningen. Det samlede
forsegsareal, hvor der dyrkes CRISPR/Cas-modificerede kartofler, vil under hele
markforseget ikke overstige 100 mz.

Formalet med udsetningen er at teste muligheden for at reducere anvendelse af
kemiske plantebeskyttelsesmidler imod kartoffelskimmel (Phytophthora
infestans) i den CRISPR/Cas-&ndrede (SDN1) kartoffel. Formaélet er desuden at
teste om egenskaben er konstant, ogsé nar kartoflen dyrkes pé friland.

Hele den forsggsmeessige udsatning er afsluttet, nar overvigningsperioden og
virksomhedens egenkontrol er afsluttet (jf. Egenkontrol og logbog, vilkir 1.10-
1.11).

Begrundelse

Landbrugsstyrelsen har anmodet Danmarks Tekniske Universitet (DTU) og
Aarhus Universitet (AU) om at vurdere ansggningsmaterialet i forhold til den
gaeldende lovgivnings krav, og at foretage en vurdering i forhold til pavirkninger af
hhv. sundhed, natur og miljg samt af den risikovurdering, som er fremlagt af
ansgger.

AU har vurderet risikoen for, om den CRISPR/Cas modificerede kartoffel kan
spredes til:

- Omgivelserne (dyrkningsfladen).

- Naturen.

- Vilde slaegtninge (via pollen).

- Konventionelt dyrkede kartofler.

AU har endvidere vurderet risikoen for effekter pa naturen og pa miljget i gvrigt.
Endelig har AU vurderet behovet for overviagning, samt om ansggers
risikohandtering er fyldestggrende.

Udover den miljemaessige pavirkning i form af pesticidanvendelse og intensiv
jordbearbejdning som sker ved konventionel kartoffeldyrkning, har AU alene
identificeret negligerbare risici for natur og miljo ved forsggsudsatningen. AU
vurderer endvidere, at de af ansggeren foreslaede tiltag for at forhindre spredning
vil vaere tilstraekkelige til at sikre, at sandsynligheden for at der sker ugnsket
pavirkning af natur og milje vil veere negligerbare.

DTU har foretaget en sundhedsmaessig risikovurdering af den CRISPR/Cas
modificerede kartoffel, herunder af den genetiske &ndring. DTU vurderer, at den
anvendte metode kan anvendes meget preacist og mindsker eller udelukker
indsaettelse af "fremmed DNA” i kartoflerne. DTU vurderer, at eventuelle
utilsigtede mutationer ma anses for at udgere en ubetydelig risiko set i relation til
traditionel foraedling. DTU vurderer, at hvis kartoflerne — mod forventning, men i
et "worst case scenario”- ender med at blive konsumeret, sé vil det ikke udggre et
sundhedsmaessigt problem. De forventede egenskaber er ikke forbundet med en
sundhedsmaessig risiko og bevirker ikke dannelse af nye indholdsstoffer.



Universiteternes vurderinger er vedheftet denne afggrelse, jf. bilag 2, og er
desuden tilgengelige pa styrelsens hjemmeside.

Styrelsen har gennemfort en hering blandt Europa-Kommissionen og EU-
medlemsstaterne samt myndigheder, organisationer og offentligheden i Danmark
om forsggsudsetningeni. Et notat, der ssmmenfatter de indkomne haringssvar
med Landbrugsstyrelsens bemarkninger kan findes pa Haringsportalenvi. Der er
ikke nogen af de indkomne hgringssvar, som giver styrelsen grund til at betvivle
universiteternes risikovurderinger.

Det er pa grundlag af universiteternes risikovurdering samt de modtagne
heringssvar styrelsens vurdering, at der ikke vil veere ugnskede miljo- og
sundhedsmassige konsekvenser forbundet med forsggsudsatningen, hvis
forsggsudseetningen gennemfores som beskrevet i ansggningen.
Landbrugsstyrelsen finder dog, at det er nadvendigt bl.a. af hensyn til styrelsens
tilsyn at fastsatte yderligere vilkar for forsegsudsetningen. Forsggsudsaetningen
skal derfor udferes i overensstemmelse med de nedenfor anfarte vilkar.

Vilkar
1. Vilkar for gennemforelse af forsggsudsatningen

I dette afsnit forstas ved

Tilladelsesarealet: Arealet, som godkendelsen omfatter (markblokken).
Forsegsarealet: Det eller de arealer indenfor tilladelsesarealet, hvor der dyrkes
genetisk modificeret CRISPR/Cas-kartofler (Ydun) og konventionelle kartofler,
som indgér i forsgget (brutto-arealet).

GMO-forsegsarealet: Det eller de arealer pa forsggsarealerne, hvor der alene
dyrkes genetisk modificeret kartoffel (netto-arealet).

Sikkerhedsafstand: Afstanden til andre afgrader, malt i meter, fra ethvert punkt i
forsogsarealets afgreensning.

Forberedelse af forsgget

1.1 Forsggsarealer skal markeres tydeligt, f.eks. med pinde, der afgraenser hhv.
tilladelsesarealet og GMO-forsggsarealet. En tegning eller foto af dette sendes til
Landbrugsstyrelsen pa mail: planter&biosikkerhed @lbst.dk, senest ved plantning
af kartofler. Denne markering opretholdes, indtil egenkontrollen med
tilladelsesomradet er ophert, jf. Egenkontrol og logbog, vilkar 1.10-1.11. Arsagen til
markeringen er, at de to arealer (tilladelsesarealet og GMO-forsggsarealet), af
hensyn til tilsynet, skal kunne identificeres, mens GM-kartoflerne dyrkes samt i
den efterfalgende overvagningsperiode.

1.2 Ansgger angiver i ansggningen, at der vil vaere mindst 15 m til neermeste
kartoffelmark. Landbrugsstyrelsen pélagger imidlertid anseger, at
sikkerhedsafstanden (se definitioner) til dyrkning af laeggekartofler skal vaere
mindst 20 meter. Sikkerhedsafstanden til dyrkning af kartofler til produktion skal
vaere mindst 10 meter. Disse sikkerhedsafstande er i overensstemmelse med
sikkerhedsafstandene i bekendtgarelse om dyrkning m.v. af genetisk modificerede
afgrader (Bek. Nr. 745 af 30/05/2022) og er fastsat pa baggrund af radgivning fra
eksperter fra Aarhus Universitet, jf. bestillingen fra 2015: ’Opdatering af viden og
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data der ligger til grund for dyrkningsvejledninger for dyrkning af visse genetisk
modificerede afgroder’vii,

Gennemforelse af forseget

1.3 Landbrugsstyrelsen skal forud for plantningen underrettes om dato og tid for
plantningen. Denne underretning skal finde sted senest kl. 12:00 dagen for
plantningen. Arsagen er, at Landbrugsstyrelsen skal fore tilsyn med plantningen
og skal kunne vere til stede ved plantningens pabegyndelse.

1.4 Landbrugsstyrelsen skal underrettes om pabegyndt blomstring i GM-afgreden.
Denne underretning skal finde sted hurtigst muligt ved synlige blomster i GM-
afgreden. Arsagen er, at Landbrugsstyrelsen skal fore tilsyn med, at blomster
afklippes for at minimere risikoen for spredning af pollen.

1.5 Landbrugsstyrelsen skal forud for hgst underrettes om dato og tid for hest.
Denne underretning skal finde sted senest k1. 12:00 dagen for hgsten. Arsagen er,
at Landbrugsstyrelsen skal fare tilsyn med hgsten og derfor skal kunne veere til
stede ved hgstens pabegyndelse.

Overvagning af tilladelsesarealet efter hast
1.6 Eventuelle fremspirende kartofler skal fjernes og testes med den i ansggningen

angivne metode. Resultatet af denne test meddeles Landbrugsstyrelsen. Arsagen
til dette vilkar er, at Landbrugsstyrelsen skal fore tilsyn med de i ansggningen
godkendte oplysninger om tilsyn, overvagning og efterbehandling- og
affaldshéndteringsplaner, jf. pkt. 4 i ansggningen.

1.7 De pagaeldende omrader, hvor forsegsudsetningen er sket, overvages i
yderligere fire vaeekstsasoner for eventuelle fremspirende kartofler. Dette krav er
baseret pa radgivning fra eksperter fra Aarhus Universitet, jf. bestillingen fra 2021:
’Opdatering af det faglige bidrag vedrerende dyrkning af GM-afgrader af raps,
majs, kartofler, bederoer, hvede og byg’ix.

1.8 Hvis der i overvigningsperioden fremspirer GM-kartofler pa tilladelsesarealet,
vil det medfore, at overvigningsperioden forleenges med fire vakstsaesoner, med
mindre det kan pavises, at det ikke er en GM-kartoffel. Forlaengelsen af
overvagningsperioden er baseret pa radgivning fra eksperter fra Aarhus
Universitet, jf. bestillingen fra 2021: ’Opdatering af det faglige bidrag vedrerende
dyrkning af GM-afgreder af raps, majs, kartofler, bederoer, hvede og byg’.

1.9 Hvis der i overvagningsperioden findes fremspirende kartofler, skal anseger
uden ugrundet ophold underrette Landbrugsstyrelsen, med mindre det kan
péavises, at det ikke er en GMO-kartoffel.

Egenkontrol og logbog
1.10 Gennemfgrelse af egenkontrollen skal dokumenteres i en logbog. Det skal af

logbogen klart fremga:

e Hyvilke forhold, der er fort egenkontrol med.

e Hvornéar egenkontrolaktiviteten er gennemfort.

e Hvem der har gennemfort egenkontrolaktiviteten.

e Resultaterne af egenkontrolaktiviteten.
Arsagen er, at egenkontrollen indgér i den endelige vurdering af, hvornar
overvigningen er afsluttet, jf. afsnittet “Afslutning af forsgget”.
1.11 Logbogen skal fares af den for forsggsudsatningen ansvarlige eller en eller
flere af denne udpegede medarbejdere, og Landbrugsstyrelsen skal underrettes



om, hvem der udpeges. Arsagen er, at Landbrugsstyrelsen til hver en tid skal vare
bekendt med, hvem der er ansvarlige for forsegsudsaetningen.

Afslutning af forseget
1.12 Forsggsudsatningen og egenkontrollen er afsluttet, nar ansgger har

dokumenteret, at der i fire veekstsasoner i traek ikke har veeret fremspirende GM-
kartofler pa forsegsarealet blandt andet pa grundlag af dokumentationen i
logbogen, jf. Egenkontrol og logbog, vilkar 1.10-1.11.

2, Vilkar for rapportering

2.1 Hvis der sker personandringer i kredsen af ansvarlige for forsggsudseatningen
eller den daglige drift, skal dette uden ophold meddeles Landbrugsstyrelsen.
Arsagen er, at Landbrugsstyrelsen til hver en tid skal vaere bekendt med, hvem der
er ansvarlige for forsggsudsatningen.

2.2 Ansgger skal en gang &rligt afrapportere resultaterne af egenkontrollen
(logbogen) til Landbrugsstyrelsen. Afrapporteringen af egenkontrollen skal veere
Landbrugsstyrelsen i heende senest med udgangen af januar hvert ar, frem til
afslutningen af hele forsogsudsaetningen, jf. afsnittet ’Afslutning af forseget’.
Arsagen er, at egenkontrollen indgér i den endelige vurdering af hvornar
overvagningen er afsluttet.

2.3 Nar forsggsudsatningen er endeligt afsluttet, skal ansgger udarbejde en
endelig rapport om forseget. Slutrapporten skal bl.a. bruges til at underrette
Europa-Kommissionen og de gvrige medlemsstater i EU om, at
forsagsudseetningen er afsluttet.

2.4 Til den endelige afrapportering benyttes den rapporteringsmodel, der fremgar
af bilaget til Kommissionens beslutning (2003/701/EF) af 29. september 2003 om
fastleeggelse i henhold til Europa-Parlamentets og Radets direktiv 2001/18/EF af
en model for fremleaeggelse af resultatet af udseetning i miljoet af genetisk
modificerede hgjerestdende planter i andet gjemed end markedsforing.

2.5 Slutrapporten skal veere Landbrugsstyrelsen i heende senest 30 dage efter
forsegsudsaetningens endelige afslutningsdato.

Tilsyn og offentliggorelse

Landbrugsstyrelsen forer tilsyn med, at forsggsudsetningen folger de i
ansggningen anferte foranstaltninger og med, at ovenstiende vilkér overholdesx.
Tilsynet vil blive planlagt og varslet, siledes at Landbrugsstyrelsen overvager
plantning af kartofler, hest og et tilsyn i labet af blomstringsperiodenx.

Tilsynet koordineres med ansgger, sdledes at det foregar pa et for planternes
udvikling hensigtsmaessigt tidspunkt.

Manglende overholdelse af de i denne afggrelse fastsatte vilkar kan straffes med
badexil,

Landbrugsstyrelsen har oprettet et register pa styrelsens hjemmeside, www.lbst.dk
hvor folgende oplysninger om forsegsudsatningen bliver offentliggjortxii:
1) Ansegers navn og adresse, beskrivelse af den eller de genetisk
modificerede organismer, formélet med udsaetningen og stedet for
udsatningen.
2) Resumé af de miljo-, natur- og sundhedsmassige risikovurderinger.
3) Landbrugsstyrelsens vurdering af sagen.
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4) Vilkarene for gennemforelsen af forsggsudsaetningen (pkt. 1) samt vilkér
om rapportering under og efter at udsatningen er fuldfert (pkt. 2).

Hyvis I vil klage
Hvis I er uenig i vores afggrelse med tilhgrende vilkar, kan I klage over den. I skal
sende klagen inden 4 uger fra den dag, hvor I fik dette brev.

I klager via klageportalen, som I finder pd Navnenes Hus’ hjemmeside. Derinde
kan I leese, hvordan I skal gare, og se status pa jeres sag. I logger pa klageportalen
med MitID.

Jeres klage bliver automatisk sendt til os i Landbrugsstyrelsen. Hvis vi fastholder
vores afgarelse, sender vi klagen videre til Miljg- og Fadevareklagensevnet via
klageportalen. I far besked, hvis vi sender jeres klage videre.

Hvis I ikke sender jeres klage via klageportalen, afviser Miljg- og
Fodevareklagenavnet jeres klage, medmindre I er fritaget for brug af
klageportalen. I kan laese mere om fritagelse fra klageportalen pa navnets
hjemmeside.

Med venlig hilsen

, Planter & Biosikkerhed

Der er vedlagt folgende bilag til denne afgorelse:

- Bilag 1. Ansggning om udsatning af CRISPR/Cas-kartoffel til
kartoffelstivelsesproduktion, med forbedret modstandskraft mod
kartoffelskimmel (Phytophthora infestans), YDUN.

- Bilag 2: Risikovurderinger - Ydun

i Direktiv 2001/18/EF af 9. marts 2001 om uds&tning i miljoet af genetisk

modificerede organismer

i § g, stk. 1, og stk. 2 nr. 1, i LBK nr. 9 af 4. januar 2017 om godkendelse af

udseetning i miljoet af genetisk modificerede organismer.

i Jf, § 16, stk. 1, i LBK nr. 9 af 4. januar 2017 om godkendelse af udsetning i

miljoet af genetisk modificerede organismer.

v LBK nr. 9 af 4. januar 2017 om milje og genteknologi.

vJf. § 30, stk. 1, nr. 3 i LBK nr. 9 af 4. januar 2017 om milje og genteknologi.

vi § 91 BKG nr. 37 af 19. januar 2012 om godkendelse af udsatning i miljoet af

genetisk modificerede organismer.

vii www.hoeringsportalen.dk

vihttps: //pure.au.dk/portal /files/225933839/Levering Opdatering af viden og
data der ligger til grund for dyrkningsvejledninger for dyrkning af visse
GM afgr der.pdf

ixhttps://pure.au.dk/portal /files/101255558 /Opdatering af det faglige bidrag

vedr rende dyrkning af GM afgr der 280915.pdf
x Jf. § 20, stk. 1,1 LBK nr. 9 af 4, januar 2017 om miljg og genteknologi.



https://pure.au.dk/portal/files/225933839/Levering_Opdatering_af_viden_og_data_der_ligger_til_grund_for_dyrkningsvejledninger_for_dyrkning_af_visse_GM_afgr_der.pdf
https://pure.au.dk/portal/files/225933839/Levering_Opdatering_af_viden_og_data_der_ligger_til_grund_for_dyrkningsvejledninger_for_dyrkning_af_visse_GM_afgr_der.pdf
https://pure.au.dk/portal/files/225933839/Levering_Opdatering_af_viden_og_data_der_ligger_til_grund_for_dyrkningsvejledninger_for_dyrkning_af_visse_GM_afgr_der.pdf
https://pure.au.dk/portal/files/101255558/Opdatering_af_det_faglige_bidrag_vedr_rende_dyrkning_af_GM_afgr_der_280915.pdf
https://pure.au.dk/portal/files/101255558/Opdatering_af_det_faglige_bidrag_vedr_rende_dyrkning_af_GM_afgr_der_280915.pdf

xi § 4, stk. 3,1 BKG nr. 37 af 19. januar 2012 om godkendelse af udsatning i miljoet
af genetisk modificerede organismer.

«di Jf, § 36, stk. 1, nr. 3 og stk. 5,1 LBK nr. 9 af 4. januar 2017.

xiii § 10, stk. 2, 1 BKG nr. 37 af 19. januar 2012 om godkendelse af udsetning i
miljoet af genetisk modificerede organismer.



Ansggning udsaetning af CrisprCAS kartoffel til
kartoffelstivelsesproduktion, med forbedret
modstandskraft imod kartoffelskimmel (Phytopthora
infestans)

GUDP-projekt: "KRISPS. Kartofler med Resistens og Innovativ Stivelse som Platform for Synergi mellem gran og gkonomisk
beaeredygtighed.”



Ansggning udsaetning af CrisprCAS kartoffel til
kartoffelstivelsesproduktion, med forbedret
modstandskraft imod kartoffelskimmel (Phytopthora
infestans)

GUDP-projekt: “KRISPS. Kartofler med Resistens og Innovativ Stivelse som Platform for Synergi mellem gr@gn og skonomisk
beaeredygtighed.”

A.1. Anmelderens navn og adresse

Forskningsleder Bent L. Petersen Kgbenhavns Universitet, Thorvaldsensvej 40, 1871 Frederiksberg
e-mail: blp@plen.ku.dk

Agrochef Christian Feder, KMC Amba, Herningvej 60, 7330 Brande

e-mail: cf@kmec.dk

A.2. De ansvarligere forskeres navne

Bent L. Petersen, lektor, PhD, Gruppeleder, > 25 ars erfaring i Plante genetik med anvendelsesomrader
omfattende foraedling af kulhydrat polymerer, herunder stivelse, resistens foraedling samt kulhydrater
pasat terapeutiske proteiner for mhbp ny funktionalitet. Seerligt fokus sidste 7 ar: stivelses- og
resistensforaedling i kartofler ved brug af gen-saksen CRISPR-Cas.

Frida Meijer Carlsen, Cand. Scient. Biologi-Bioteknologi, nu PhD stud. med fokus pa resistens foraedling i
kartofler, hvor hun har genereret den formodet skimmel-resistente Ydun kartoffel. MSc arbejde:
CRISPR/Cas foraedling af i Casava, 3 ar forsknings assistent: CRISPR/Cas foradling af nye stivelses typer.

Christian Feder,

Cand.agro og Agrochef hos KMC A.m.b.a. Har arbejdet med udvikling, avl og foraedling af kartofler siden
1990.

Erhvervede GMO- kgrekort i 2021.

Markpersonalet er uddannede jordbrugsteknologer og har erhvervet GMO - kgrekort pa Bygholm
Landbrugsskole i december 2021 eller marts 2023.
Forsggsarbejdet vil blive udfgrt i samarbejde med Ytteborg Forsgg, Hjermvej 94, 7560 Hjerm

A.3. Projektets titel

CrisprCAS kartoffel med forbedret modstandskraft imod kartoffelskimmel (Phytophthora
infestans).

Undertitel:

GUDP-projekt: “KRISPS. Kartofler med Resistens og Innovativ Stivelse som Platform for Synergi mellem gr@gn og skonomisk
beaeredygtighed.”

A.4. Udsaetningen

A.4.a. Formalet med udsaetningen

Undersgge muligheden for at reducere anvendelse af kemiske plantebeskyttelsesmidler imod
kartoffelskimmel (Phytophthora infestans) i kartoffel.

Dette sker ved at teste de udsatte linjers modstandskraft imod kartoffelskimmel (Phytophtora infestans)
under markforhold.




A.4.b. Udsaetningens startdato og varighed.
Udsatning sker omkring 15-25. maj 2023 og hgst i perioden 20 - 30. september 2023.

A.4.c. Udsaetningsmetode
Kartoffelplanterne vil blive udsat fra potter, hvorefter der hyppes op med markjord.

A.4.d. Fremgangsmade ved forberedelse og behandling af udsaetningsstedet inden, under og efter
udsaetningen, herunder dyrknings- og hgstpraksis:

Forar:
Marken er plgjet og harvet op inden udseaetning af planterne.

Under (udszetningen)vaksten:

Normal behandling mod ukrudt, skadedyr og sygdomsbekampelse imod andre svampesygdomme end
kartoffelskimmel (Phytopthora infestans).

Planterne vil Igbende blive vandet efter behov.

Hgst(optagning):

Handopgravning og opsamling. Vejning vil forega i marken.

Maling af stivelsesindhold vil ske indendgrs ved hjzlp af en special vaegt der kan udregne indholdet af
t@rstof (og heraf stivelsesindhold).

A.4.e. Omtrentlig antal planter per kvm.
3 - 6 planter per kvm.

A.5. Oplysninger om udszetningsstedet

A.5.a. Udseetningsstedets stgrrelse og beliggenhed

Udsatningsstedet er beliggende i bloknummer 500 207 — 20, IMK, totalareal = 0,5 ha.

Omradet, der vil blive tilplantet med den CrisprCAS modificerede kartoffel, vil veere 250 m? brutto/100 m?
netto.

Forskel mellem brutto/netto er vaern og sti.

A.5.b. Beskrivelse af udsaetningsstedets gkosystem, herunder klima, flora og fauna.
Udsezetningsstedet er beliggende i et konventionelt dansk landbrugsareal.

A.5.c. Forekomsten af krydsningskompatible besleegtede vilde eller dyrkede plantearter.

Kartoffel krydser ikke spontant med vilde arter af kartoffel eller andre dyrkede Solanum arter.

Ved blomstringen i begyndelsen af juli vil vi, som ekstra sikkerhed, klippe blomsterne af planterne. Dette vil
forhindre en evt. teoretisk mulighed for krydsninger.

Afklipning af blomsterne anvendes bl.a. ogsa ved SLU (Sveriges Lantbruks Universitet).

A.5.d. Afstanden til officielt anerkendte biotoper eller beskyttede omrader, som vil pavirkes.
Afstande

§3 Hede: 230 meter

§3 Overdrev: 470 meter

§3 Eng: 550 meter

Fedskov: min. 15 meter




B.1. Videnskabelige oplysninger

Taxonomi Latinske navn

Familie Solanaceae

Sleegt Solanum

Art Solanum tuberosum
Underart Tuberosum

Kultivar Ydun

Almindeligt navn Kartoffel (stivelse) "Ydun”

B.1.b. Udbredelse og dyrkning i Unionen
Kartofler dyrkes bredt i alle lande i Unionen og anvendes til almindeligt konsum, pommes frites, chips, de-
hydrede produkter, alkohol og stivelsesproduktion.

B.1.c. Reproduktion

i)

Kartofler opformeres (reproduceres) normalt klonalt ved udplantning af leeggeknolde, som producerer nye
knolde.

| forsknings- og foraedlingsgjemed bruges frg til at frembringe F1 generationen, som producerer den fgrste
knold. Bestgvning foregar her i drivhuse hvor pollen overfgres til stgvdrager med handen, dette kan lidt
populzert betegnes som "kunstig befrugtning”.

ii)

| naturen sker der yderst sjeeldent spontant krydsning mellem kultivarer (sorter) af kartofler, hvorfor risiko
for krydsbestgvning anses som vaerende teoretisk.

For at eliminere selv den mindste risiko, vil vi klippe blomsterne af, nar planterne begynder at blomstre —
typisk primo juli.

i)
Kartofler er 1. arige.

B.1.d. Krydsningskompatibilitet med andre dyrkede eller vilde plantearter, herunder udbredelsen i
Europa af de kompatible arter.

Der kendes ikke til krydsninger mellem kartofler og andre dyrkede eller vilde arter i Europa.
Krydsningskompatibiliteten ma derfor anses for at veere ikke eksisterende.



B.1.e. Overlevelsesevne:

i)

Evne til at danne strukturer, der fremmer overlevelse eller vaekstdvale:

Ikke hgstede knolde kan overleve i jorden hen over en mild vinter uden betydende frost. AImindeligt
vintervejr med gentagen nat og dagsfrost vil sla eventuelle overskydende knolde i jorden ihjel, de fryser
veek.

Alle kartoffelknolde i forsgget pa udsaetningsstedet vil blive handopgravet, hvorfor sandsynligheden for at
der skal vaere knolde i jorden efter hgst er ubetydelig.

i)

Ingen szerlige faktorer.

B.1.f. Spredning

i)
Maskinoptagning vil i nogle tilfaelde spilde sma knolde, som kan give ny veekst aret efter. Derfor vaelger vi
den manuelle handoptagning, som er et effektivt vaern imod knolde der ikke bliver hgstet.

ii)

Generel betragtning vedr. risiko for spredning

Det er meget vanskeligt at forstille sig at et givent pathogen/mikroorganisme skulle fa selektive fordele ved
overfgrsel af et destrueret plante-modtageligheds gen, der i planten bremser plantens forsvar overfor
pathogenet — snarerede tvaertimod. Pathogenet udnytter plantens funktionelle modtagelighedsgen til at
g@re planten mere modtagelig overfor pathogenet.

Vi forventer ikke en 100 % modstandskraft, neermere en udsattelse af angrebet med 3 — 6 uger.
Kartoffelskimmel er epidemisk og vil per erfaring altid angribe planten. Mere end 100 ars erfaring med
kartoffeldyrkning har vist at 100 % modstandskraft ikke findes.

Malet er at udszette og reducere anvendelsen af fungicider, ikke at skabe en plante der har 100 %
modstandskraft. Kartoffelskimmel tilpasser sig, hvorfor balancen mellem plante og pathogen blot forrykkes
i forhold til en mere modtagelig sort.

- Generelt er tab af gen funktion ledsaget af reduceret konkurrence evne i naturen.

- Der er desuden ingen rapporter om produktion af giftige forbindelser som fglge af mutationer i
modtageligheds gener.

B.1.g.
Ikke relevant

B.1.h.
Kartoflen vekselvirker ikke med andre planter eller organismer, hvor den dyrkes konventionelt, og der er
ikke nogen kendt toksisk virkning pa mennesker, dyr eller andre organismer.



2. Molekylaer karakterisering.

a) oplysninger om den genetiske modifikation

Den Crispr-Cas modificerede kartoffel er fremstillet pa Kgbenhavns Universitet, Thorvaldsensvej 40, 1871
Frederiksberg C eller ved SLU/SolEdits (SolEdits - solutions through crop innovation) Véxtskyddsvagen 1,
234 56 Alnarp Sverige.

Der er ved brug af Crispr-Cas teknologien frembragt sma malrettede mutationer i et sakaldt
modtagelighedsgen (eng: susceptibility gene), her i genet StDMR6-1, i sorten Ydun. StDMR6-1 genproduktet
er en negativ regulator (bremse) af plantens immunforsvar. Som led i infektionen af planten high-
jacker/opregulerer skimmelen produktionen af StDMR6-1 genproduktet, hvorved plantens immun forsvar
daempes / ’holdes indaktivt’. Ved Knock Out (KO) af StDMR6-1 genet, fx, via anvendelse af CrisprCAS,
fiernes ‘bremsen pa immunsystemet’, incl skimmelens mulighed for at styre reguleringen af genet, sa
planten derved bliver mindre modtagelig overfor kartoffelskimmelen. Det forventes derfor, at forbruget af
svampemidler til kontrol af skimlen pa sigt vil veere betydeligt mindre.

i) Beskrivelse af de metoder der er anvendt

Den Crispr-Cas modificerede kartoffel er fremstillet efter vores tidligere publicerede protokol (Johansen et
al 2019; samt beskrevet her under), med den modifikation, at vi her har anvendt Crispr-Cas9 i form af det
DNA-fri sakaldte RiboNukleoProtein (RNP) (Carlsen et. al. 2022), hvilket helt udelukker indsaettelse af
(transgen) DNA i samtlige af de Crispr-Cas modificerede enkelt planter. Kun de tilsigtede malrettede
aendringer vil derfor veere i fokus og relevante ift. fremtidige godkendelsesprocedurer af den Crispr-Cas
modificerede plante.

De to anvendte gRNA 43 og 45 er syntetiseret af Invitrogen, og er de sa kaldte "True guide™ gRNA”, Cas9
proteinet er lige ledes fra Invitrogen, det sa kaldte "TrueCut™”. Da TrueCut/gRNA 43 og TrueCut/gRNA 45
er tranformeret ind samtidigt i protoplast cellerne, er anvendt mere end et RNP kompleks i
transformationen, og dermed tale om ‘'multiplex’ i editering.

Protoplaster blev isoleret fra 5 uger gamle vildtype (WT) in vitro planter ved enzymatisk fordgjelse af
cellevaeggen. De isolerede protoplaster blev mixet med RNP og transfektionen medieret med 12%
polyethylene glycol (PEG). De transformerede/editerede protoplaster blev regenereret over 3-4 maneder
pa forskellige medier indeholdende en eller flere af fglgende hormoner i varierende koncentrationer: 6-
Benzylaminopurine, 1-Naphthaleneacetic acid, Gibberellic acid and Zeatin (se endv. Andreasson et al 2022).

De regenererede planter blev efterfglgende flyttet til et hormonfrit Murashige and Skoog medium.
Screeningen af planterne blev udfgrt ved IDA Analyse (IDAA) med fluorescens maerket PCR produkter,
amplificeret pa ekstraheret gDNA fra planterne og separeret pa baggrund af stgrrelse (detektions opl@sning
+/ -1 bp) via kapplieer elektroforese. | alt blev 5 KO planter, med fuld allel editering, identificeret via IDAA og
disse er udvalgt til dette markforsgg. IDAA profilerne med tilhgrende data ses herunder.


https://soledits.com/

Fremstilling af DMR6-1 Ydun mutant_linjer

Samtlige protoplast RNP editeringer (TrueCut/gRNA 43 og TrueCut/gRNA 45) og efterfglgende enkelt
protoplastcelle indstgbninger i algenate linser er fortaget af PLEN-UCPH. | alt er 8 DMR6-1 Ydun mutant
linier med fuld allel editering udvalgt, hvor 3 af linjerne (3006, 3008, 3029) er regenereret af Sveriges
landbrugs Universitet (SLU) / Soledits (SolEdits - solutions through crop innovation), og hvor de resterende
5 linjer (2, 4, 5, 9, 14) er regenereret af PLEN-UCPH. Alle linjer er regenereret efter samme protokol som
ovenfor beskrevet. SLU/Soledits plante linjerne 3006, 3008, 3029 er karakteriseret ved sekventering, ved
brug af long read sequencing (Eurofins), https://www.eurofins.se/) og de allel specifike mutationer er
identificeret, mens PLEN-UCPH plante linjerne (2, 4, 5, 9, 14) er karakteriseret ved fuld allel IDAA analyse.

Herunder er en oversigt over mutationerne ved de to cut sites for gRNAs 45 og 45 (sg 43 og sg45)

SLU/Soledits DMR6-1 Ydun mutant linjerne 3006, 3008, 3029:

KMC-Ydun-DMR6 sg43 sg45
S3000-lines Allele Targetl Target2 Comment
3006 Knock out plant
1 Double cut, large deletion
2 Double cut, large deletion
3 -5 -1
4 Insert Double cut, large deletion flipped and inserted in opposit direction
3008 Knock out plant
1 -5 -4 Out of frame yields stop codon after -5
2 -10 -1
3 -1 -3
4 Insert Double cut, large deletion flipped and inserted in opposit direction
3029 Knock out plant
1 0 -2
2 0 -1
3 0 -1
4 0" +1

PLEN-UCPH DMR6-1 Ydun mutant plante linjerne 2, 4,5, 9, 14:
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Vildtype DMR6 Ydun IDAA profil:
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IDAA for WT (ikke editeret) identificerer alle 4 alleler i det amplificerede omrade med laengderne: | (645bp),
I1 (650 bp), Il og IV (655 bp, dobbelt hgjde).


https://soledits.com/

| mutant nr. 2, 4, 5,9 og 14 er alle positioner / toppe forskellig fra - og andret til positioner, der ikke findes
i WT IDAA profilen. Dette viser, at alle alleler er muteret. Dog kan IDAA profilerne ikke med vished linke
mutation til den enkelte allel. IDAA metoden har en separationsoplgselighed pa ned til +1/-1 bp og alle
IDAA profiler er genereret i samme IDAA kgrsel og endvidere kgrt i duplikater. PCR til IDAA er udfgrt pa
UCPH-PLEN mens IDAA prgverne er analyseret af Tag Copenhagen (TAG Copenhagen A/S).

Mutant Ydun DMR6 nr.2
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https://tagc.com/
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ii) den anvendte vektors art og oprindelse
- lkke relevant, da der ikke er anvendt DNA (konstrukt) pa noget tidspunkt i processen. Der er brugt
DNA fri Crispr-Cas i form af RiboNukleoProtein (RNP).

iii) Kilden til den/de til transformationen anvendte nukleinsyre(r) samt stgrrelse og tilsigtet funktion af hver
bestanddel af den region, der skal indszettes
Ikke relevant, da der ikke er tale om indszettelse af DNA og der ikke er anvendt DNA i processen.

b) Oplysning om GMHP’erne

i) Overordnet beskrivelse af de egenskaber og karakteristika, der er indfgrt eller eendret

Der er ved brug af Crispr-Cas teknologien frembragt sma malrettede mutationer i et sakaldt
modtagelighedsgen (eng: susceptibility gene), her i genet StDMR6-1, i sorten Ydun. StDMR6-1 genproduktet
er en negativ regulator (bremse) af plantens immunforsvar. Som led i infektionen af planten high-
jacker/opregulerer skimmelen produktionen af StDMR6-1 genproduktet, hvorved plantens immunforsvar
daempes / ’holdes indaktivt’. Ved Knock Out (KO) af StDMR6-1 genet, fx, via anvendelse af CrisprCAS,
fiernes 'bremsen pa immunsystemet’, incl skimmelens mulighed for at styre reguleringen af genet, sa
planten derved bliver mindre modtagelig overfor kartoffelskimmelen. Det forventes derfor, at forbruget af
svampemidler til kontrol af skimlen pa sigt vil veere betydeligt mindre.



Der er designet to gRNA’er (sg43 og sg45) til at generere mutationer i henholdsvis exon 1 og exon 2 af
DMR6-1 (disse er markeret i i blat pa genmodellen nedenfor). Med det valgte IDAA PCR primer design, hvor
primere er designet til at daekke begge exons, identificerer IDAA PCR i WT Ydun 2 alleler med samme
stgrrelse, og yderligere to alleler med forskellige stgrrelse (vist ved de grgnne linjer pa nedenstaende figur).

Plante resistens markgr(er) er ikke relevant da kun DNA fri RNP komplekser har indgaet i
transformations/editerings processen. De fremkommende mutationer ma betegnes som vaerende af INDEL
og dermed af Site Directed Nuclease 1 (SDN1) typen, idet homolog integrations template ikke har indgaet i
tranformations/editerings processen.

ii) Oplysninger om faktisk indsatte/deleterede sekvenser

- Stgrrelse og antal kopier af enhver/alle insert(er), de metoder der er anvendt

- lkke relevant, da der ikke er tale om indszettelse af DNA er anvendt DNA (konstrukt) pa noget
tidspunkt i genediteringsprocessen.

- ltilfeelde af deletion angives den eller de deleterede regioner stgrrelse og funktion

- Hensigten med anvendelse af to gRNAs til deletion har veere, at sikre fuld tab af gen funktion for alle 4
alleler i DMR6-1. Se endvidere IDAA profiler for linjerne leengere nede samt sekvensdata oversigt over
SLU/SolEdits linjer.

- Insertets/-ernes subcellulzere placering(er) i plantecellerne (integreret i kernen, kloroplaster,
mitokondrier, eller bevaret i en ikke integreret form) samt metoder til bestemmelse af den/dem

- Ikke relevant, da der ikke er tale om indsaettelse af DNA er anvendt DNA (konstrukt) pa noget
tidspunkt i genediteringsprocessen.

iii) Dele af Planten, hvori insertet udtrykkes
- lkke relevant, da der ikke er tale om indszettelse af DNA er anvendt DNA (konstrukt) pa noget
tidspunkt i genediteringsprocessen.

iv) Insertets genetiske stabilitet og GMHP’ernes faenotypiske stabilitet

- lkke relevant, da der ikke er tale om indszettelse af DNA. Der er ikke anvendt DNA (konstrukt) pa
noget tidspunkt i processen. Kartoffel er kendt for at bibeholde plantens genetiske setup, nar de
propageres via knold (klon) formering. Rekombination sker i langt overvejede grad kun ved kgnnet
formering.

c¢) konklusioner af den molekylzere karakterisering

Ved brug af DNA-fri CRISPR-Cas teknologi, har vi umuliggjort indszettelse af fremmed DNA. Vores IDAA
primer design og dermed profiler viser at vi amplificerer allle 4 alleler i WT (ikke editeret Ydun). | de
udvalgte linjer ser vi editering i alle 4 alleler ved IDAA analyse. Linjerne 3006, 3008 og 3029 er endvidere
blevet fuld sekventeret i mal-omradet (Eurofins, long read sekventering).
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I linjerne 2, 4, 5,9 og 14 kan et deleteret fragment teoretisk set veere blevet indsat igen, men resultatet er
at alle alleler er editeret med overvejende sandsynlighed for tab af gen funktion.

Den ovenfor beskreven malrettede mutations analyse (IDAA og sekventering) vil pavise, hvorvidt
mutationen forefindes i det analyserede materiale.

5 af linjerne (i alle fire alleler) vha IDAA analyse og sekvensering (3 linjer), som beskrevet ovenfor, og vil
blive anvendt til entydig mutant/line identifikation i indhentet materiale, der evt. ift. en usandsynlig
spredning, kunne pataenkes analyseret.

Litteratur med direkte relevans for linjerne

Johansen IE, Liu Y, Jgrgensen B, Nielsen KL, Andreasson E, Bennett EP, Nielsen KL, Blennow A, Petersen
BL (2019) High efficacy full allelic CRISPR/Cas9 gene editing in tetraploid potato (2019) Sci Rep 9, 17715.
https ://doi.org/10.1038/541598-019-54126-w

For RNP-resistens foraedling af kartoffel af genet StDMR6-1 i Ydun:

Carlsen FM, Johansen IE, Yang Z, Liu Y, Westberg IN, Kieu NP, Jgrgensen B, Lenman M, Andreasson E,
Nielsen KL, Blennow A, Petersen BL (2022) Strategies for Efficient Gene Editing in Protoplasts of Solanum
tuberosum, Theme: Determining gRNA Efficiency Design by Utilizing Protoplast’, Frontiers in Genome
Editing. doi: 10.3389/fgeed.2021.795644

Andreasson E, Kieu NP, Zahid MA, Carlsen FM, Lenman M, Sandgrind S, Petersen BL, Zhu Li-Hua (2022)
Schemes for in vitro shoot regeneration from tissues and protoplasts of potato and rapeseed: implications
for bioengineering such as gene editing of broad leaved plants. Invited Mini-review/Research. Research
topic title: Utilization of Protoplasts to Facilitate Gene-Editing in Plants. Frontiers in Genome Editing, doi:
10.3389/fgeed.2022.780004

3. Oplysninger om specifikke risikoomrader.
(se desuden uddybende beskrivelse i medsendte bilag 1, Miljgrisikovurdering M5-D2)

a)

Der forventes ingen andringer i hverken persistens eller invasionsevne, ej heller i evnen til at overfgre
genetisk materiale til beslaegtede plantearter.

(se desuden afsnittet ‘Generel betragtning vedr. risiko for spredning’)

b)
Der forventes ingen a&endringer i evnen til at overfgre genetisk materiale til mikroorganismer.
(se desuden afsnittet 'Generel betragtning vedr. risiko for spredning’)

c)
Ikke relevant. Planternes forsvarsmekanismer imod kartoffelskimmel (p. infestans) forbedres.

d)
Der forventes ingen andringer.
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e)

Den potentielle endring i landbrugspraksis vil veere, at der skal sprgjtes feerre gange med svampemidler i
kartoflerne. Det betragtes som en positiv @ndring, bade i relation til landbrugspraksis og i relation til
miljget bredt set (inkl. fx forekomst i drikkevandsboringer, CO2 regnskab i forbindelse med svampemiddels
fremstilling og udbringning etc.).

f)
Der forventes ingen pavirkninger pa de abiotiske miljger.

g)
Der er ingen forventning om, at der er sket aendringer i stivelsessyntesen eller den gvrige made planten

vokser pa.

De udsatte/reducerede skimmelangreb vil forventeligt give en mere jaevn vaekstrytme for planten, da
angreb stresser planten og presser dens vaekst. Dette antages at have en positiv effekt pa plantens
generelle vaekst, hvilket bl.a. er kendt fra den praktiske avl.

Kartofler er generelt ikke toksiske eller kendt for at udvikle allergier.

Der forventes ingen toksisk, allergenisk eller anden skadelig pavirkning pa menneskers eller dyrs sundhed.

h)

Der forventes ingen gget risiko for miljgpavirkning, hverken pa mennesker, dyr eller omkringliggende natur.
Den forventede reducerede maengde svampemiddel forventes derimod at mindske risikoen for skadelige
pavirkninger pa alle omgivelser.

Generelle betragtninger vedr. transport (fra drivhusanleegget pa Thorvaldsensvej 40, 1871-Frederiksberg C
(opformering af kartoflerne) til KMC, og fra mark og til KMC, mhbp post-forsggs destruktion): knolde (og
post-forsgg) plante materiale placeres i dobbeltposer, placeret i GMO market flamenco kasser. Transport
mellem landsdele sker ved brug af lejet varevogn, ledsaget af Christian Feder. Transport mellem mark og
KMC sker via KMC ejede kgretgj (se desuden beskrivelser ovenfor og fglgende for handtering).

4. Oplysninger om kontrol, overvagning og efterbehandling- og affaldshandteringsplaner

Trufne forholdsregler

a. Afstand fra krydsningskompatible plantearter, bade beslaegtede vilde plantearter og afgrader.
Der vil veere 15 m til naermeste kartoffelmark.
Udsaetningsstedet for den CrisprCAS modificerede kartoffel vil desuden blive omgivet af et bzelte af
ikke-CrisprCAS modificerede kartofler.
Kartofler krydser ikke spontant med vilde arter af kartofler eller andre Solanum arter.
Som ekstra sikkerhed afklippes blomster, primo juli i forbindelse med blomstringen.

b. Forholdsregler for at mindske/undga spredning af de modificerede planters reproduktionsorganer
(F.eks. Pollen, fr@, knolde).
Udseetningsstedet for den CrisprCAS modificerede kartoffel vil blive omgivet af et 3 m bredt bzelte
af ikke CrisprCAS modificerede kartofler, der vil fungere som pollenfanger, og derved reducere
pollenspredning.
Dette beelte vil blive hgstet og alt plantemateriale vil blive destrueret ved hgst, som beskrevet
nedenfor.
Som ekstra sikkerhed afklippes blomster primo juli i forbindelse med blomstringen.
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Spande, kurve og gvrige redskaber anvendt ved udplantningen vil blive grundigt rengjorte og
efterset for laeggeknolde. Kartoffelknolde vil ved hgst blive taget op med handen, for at sikre, at
der ikke efterlades knolde i jorden.

Alt gvrigt plantemateriale vil blive opsamlet i saeekke og kert til forbraending/deponi.

Hgstede knolde vil blive opsamlet i saekke og transporteret i kasser til bestemmelse af
stivelsesindhold pa indendgrs stivelsesvaegt.

Efter brug vil vaegten og kasser blive rengjort og desinficeret og knolde vil blive kgrt til
forbreending/deponi.

4.b. Metoder til efterbehandling af stedet efter udsatning

Efter hgst vil jorden bliver harvet, for at fritleegge eventuelle knolde, som ikke er taget op.

1. harvning vil ske kort efter hgst, saledes at evt. knolde kan frilaegges og fjernes. Henover vinteren vil
marken blive harvet efter frostperioder eller mindst 2 gange.

Efter hver harvning vil marken blive kontrolleret for evt. fritlagte knolde, som vil blive destrueret.
Aret efter udsaetningen, vil arealet ligge som sort brak med manedlige harvninger (april til september) og
overvagning.

Arealet vil blive overvaget i min. 4 ar eller til der ikke findes spildplanter mere (jf. vejledning fra
Landbrugsstyrelsen ”"Dyrkningsbestemmelser for GM kartofler” marts 2022).

Arealet forventes udlagt med sakaldt blomsterbrak fra 2025 som kan slas og overvages.

Det skal bemaerkes, at erfaringen med handoptagning af kartofler er at der meget sjeldent efterlades
knolde i jorden.

4.c. Behandlingsmetoder, efter udsaetning, herunder affald.

Under dyrkningen: normal plantebeskyttelse imod ukrudt, skadedyr og andre sygdomme en
kartoffelskimmel.

Hgst: Handoptagning/hgst. Ved handoptagningen (hgst) er risikoen for spild meget lille. Alt overjordisk
plantemateriale vil blive opsamlet i plastikseekke, og kert til forbraending/deponi.

Plantemateriale fra baeltet udenfor de CrisprCAS modificerede planter vil ogsa blive samlet i plastiksaekke
og braendt/deponeret.

De hgstede knolde vil blive transporteret i dobbelt GMO maerkede plastposer, placeret i kasser til
stivelsesvaegten.

Efter brug vil vaegten og kasser blive rengjort og desinficeret, og knolde og sakke vil blive kgrt til
forbraending/deponeret.

4.d. Overvagningsplaner og teknikker.

Udsezetningsmarken vil blive observeret hver uge, og vaeksten vil blive noteret og beskrevet.

Efter h@st og i arene efter (jf. pkt.4b) vil udseetningsmarken blive ngje overvaget for knolde og eventuelle
planter.

Eventuelle planterester og knolde vil blive destrueret.

4.e. Beredskabsplaner

Der forventes ikke krisesituationer med mulig undtagelse af potentielle haerveerksaktioner, hvilket der ikke
er tradition for i Danmark.

Lokaliteten vil blive overvaget med jeevne mellemrum. Der vil blive opsat skilte forskellige steder ved
marken, der beskriver forsgget samt navne og telefonnumre pa de ansvarlige for forsgget: Bent L.
Pedersen, Frida Meijer Carlsen og Christian Feder.

4.f. Metoder og procedurer til beskyttelse af stedet.
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i)

Alt arbejde med planter, knolde i marken og efterfglgende handtering vil ske som handarbejde, hvorfor den
mekaniske spredningsrisiko betragtes som minimal.

Al transport til og fra mark vil ske i lukkede enheder (dobbelt GMO markede plastposer placeret i kasser),
hvorfor risiko for spredning under transport ogsa betragtes som minimal.

ii)
Der forventes ikke at skulle g@res noget ekstra til beskyttelse af stedet mod uvedkommende personers
indtraengen.

iii)
Der forventes ikke at skulle ggres noget ekstra til beskyttelse af stedet mod andre organismers indtraengen.

5. Beskrivelse af teknikker til pavisning og identifikation af GMHP erne

Genomisk DNA fra knolde, staengel eller blade isoleres og malgenet StDMR6-1 amplificeres ved fluorescens
maerket PCR Indel Detection Ampllicon Analysis, kaldet IDAA, for hurtig, men sikker, mutation
identifikation, og amplificeres ved umaerket PCR for mutations identifikation pa nukleinsyre base niveau.
Alle trin er implementeret, og udfgres Ipbende, pa PLEN-KU som beskrevet i Johansen et al (2019) og
Carlsen et al (2022) (se ovenfor). Isoleret genomisk DNA fra Ikke-CRISPRCas modificerede Ydun planter
anvendes som negativ kontrol.

Da DNA pa intet tidspunkt har indgaet i den RNP medierede mutagenese, vil analyse af fremmet DNA
vaere irrelevant. Den ovenfor beskreven malrettede mutations analyse vil alene pavise, hvorvidt
mutationen forefindes i det analyserede materiale eller ej.

Alle plante-liner (kloner af mutationen) vil veere fuldt karakteriseret (i alle fire alleller) vha. IDDA og
sekvensering analyse, som beskrevet ovenfor, og vil blive anvendt til entydig mutant/line identifikation i
indhentet materiale, der evt. ift. en usandsynlig spredning, kunne pataenkes analyseret.

Malgenet er StDMR6-1 udtrykt i alle kartoffel plantens dele. Leese-rammer i de fgrste kodende regioner
(exon 1 og 2) i alle fire alleller er brudt som fglge af mutationen, hvorved ingen af genets fire alleller kan
blive translateret til et funktionel StDMR6-1 protein, hvorved StDMR6-1 gen funktioner er fuldt ud
destrueret. Den faenotypiske effekt af fuld allel knock out af StDMR6 genet er beskrevet i Kieu et al (2020)
og udsatte plante liner vil blive screenet mht deres modstandsevne overfor kartoffelskimmel ved brug af
"detach leaf assay’ og mulige, men ikke sandsynlige, vaesentlige vaekst relaterede feenotyper. ‘detach leaf
assay’ og vaekst monitorering af fuld alllel StDMR6-1 knock out kartoffel linjer er beskrevet i Kieu et al
(2020).

Kieu, NP, Lenman, M, Wang, Petersen BL, Andreasson E (2020) Mutations introduced in susceptibility genes
through CRISPR/Cas9 genome editing confer increased late blight resistance in potatoes. Sci Rep 11, 4487
(2021). https://doi.org/10.1038/s41598-021-83972-w

6. Oplysninger om tidligere udsaetninger af GMPH erne.

Ikke relevant, da denne specifikke GMPH ikke tidligere har ansggt udsat, hverken i DK eller gvrige EU.
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Miljgrisikovurdering

Ansggning udszaetning af CrisprCAS kartoffel til kartoffelstivelsesproduktion, med forbedret
modstandskraft imod kartoffelskimmel (Phytopthora infestans)

GUDP-projekt: "KRISPS. Kartofler med Resistens og Innovativ Stivelse som Platform for Synergi mellem gran og gkonomisk
baeredygtighed.”

M5 —D2.: | tilfeelde af genetisk modificerede hgjerestaende planter (GMHPer).

1. Persistens og invasionsevne hos GMHPerne, herunder genoverfgrsel fra plante til plante.
A)
Afklipning af blomster vil effektivt forhindre en risiko for pollenspredning. Risikoen for
pollenspredning vurderes som ubetydelig, men afklipningen vil eliminere den teoretiske
risiko for spredning.
Der dannes derfor heller ingen frg hvorfor bade persistens og invasionsevne betragtes som
ubetydelig.
B)
Handopgravning af knolde vil sikre, at risikoen for overlevende knolde i jorden er ubetydelig.
Efterfglgende frost i vinterperioden og sort jord i aret efter avl vil effektivt sikre at evt.
overlevende knolde fra hgst vil overleve og spire aret efter.
Efter hgst vil jorden blive harvet for at frileegge eventuelle knolde, som ikke er taget op.
1. harvning vil ske kort efter hgst saledes at evt. knolde kan frilaegges og fijernes. Hen over
vinteren vil marken blive harvet efter frostperioder eller mindst 2 gange.
Efter hver harvning vil marken blive kontrolleret for evt. fritlagte knolde, som vil blive
destrueret. Aret efter udsaetningen vil arealet ligge som sort jord med manedlige harvninger
(april til september) og overvagning. Arealet vil blive overvaget i min. 4 ar eller til der ikke
findes spildplanter mere (jf. vejledning fra Landbrugsstyrelsen ”Dyrkningsbestemmelser for
GM kartofler” marts 2022).
Arealet forventes udlagt med sakaldt blomsterbrak fra 2025 som kan slas og overvages. Det
skal bemaerkes, at erfaringer med handopgravning af kartofler er at der meget sjeeldent
efterlades knolde i korden.

2. Genoverfgrsel fra plante til mikroorganismer
Vurderes som vaerende uden betydning og er ikke kendt i kartoffel.

3. GMPHernes vekselvirkning med malorganismer
Forbedret modstandskraft overfor kartoffelskimmel = vurderes til at veere positivt da bedre
modstandskraft overfor skimmel vil styrke planten.
Vi forventer ikke at der vil ske sendringer i populationen af kartoffelskimmel (Phytopthera
infestans) eller eendringer i dennes aggressivitet.
Den &ndrede egenskab forventes udelukkende at udszette angrebene af kartoffelskimmel
med 3 — 6 uger, jf. erfaringer fra SLU i Sverige i sorten King Edward.

4. GMPHernes vekselvirkning med ikke malorganismer
Det vurderes ikke at de udsatte planter vil have pavirkning pa ikke - malorganismer



5. Virkningerne af de specifikke dyrknings-, handterings- og hgstteknikker.
Det vurderes, at alt arbejde i forbindelse med laegning og optagning ggres manuelt, sikrer en
meget hgj grad sikkerhed for at der ikke efterlades knolde og planterester i/pa jorden.

Afklipning af blomster i forbindelse med blomstringen i begyndelsen af juli vil garantere, at
selv den teoretiske risiko for pollen overfgrsel er elimineret.

Vi ved fra svenske kollegaer pa Sveriges Lantbruks Universitet (SLU) at dette er praktiseret
de seneste ar ved udsztninger i Skane.

Transport til og fra mark vil forega i dobbelt lukkede enheder. Al transport og handtering vil
foregd med de relevante personer, altsa ingen eksterne transportgrer.

De personer som skal foretage de kritiske arbejdsopgaver, transport, laegning, hgst og
efterkontrol er alle uddannet med GMO - kgrekort i 2021 eller 2023, hvorfor alle er
opdateret med nyeste viden om emnet.

6. Virkninger pa biogeokemiske processer
Det forventes ikke at kartoffelskimmel populationerne vil &endre sig, men kunne blive
forsinket i deres udbredelse. Denne forsinkelse forventes at kunne reducere anvendelsen af
fungicider vaesentligt.

7. Virkninger pa menneskers og dyrs sundhed
Det vurderes ikke at de udsatte planter vil have virkninger pa hverken menneskers eller dyrs
sundhed.
Bedre modstandskraft imod skimmel vil principielt forventes at virke positivt pa bade mennesker
og dyrs sundhed, da der forventes at der skal anvendes en betydelig mindre meaengde
plantebeskyttelsesmidler (svampemidler) end i den oprindelige cultivar (sort).
Den @&ndrede egenskab i planten er en mutation, som ville kunne forekomme under naturlige
forhold, hvorfor virkningen ikke vurderes som vaesentlig.
Erfaringerne fra den traditionelle foraedling af kartoffel er, at ndr denne typer mutationer er sket
"naturligt”, har det ikke haft betydning pa hverken mennesker eller dyrs sundhed.
| forbindelse med almindelig resistensforaedling har det heller ikke haft nogen kendt betydning
for hverken mennesker eller dyrs sundhed.



MUTATION INTRODUCED IN SUSCEPTIBILITY GENES THROUGH CRISPR/CAS9 GENOME EDITING
CONFER INCREASED LATE BLIGHT RESISTANCE IN POTATOES

Nam Phuong Kieu, Marit Lenman, Eu Sheng Wang, Bent L Petersen?, Erik Andreasson
Department of Plant Protection Biology, Swedish University of Agricultural Sciences Alnarp,
Sweden.

1. Department of Plant and Environmental Sciences, Thorvaldsen’s vej 40, 1871-Frederiksberg
C, University of Copenhagen, Denmark.

Abstract

The use of pathogen-resistant cultivars is expected to increase yield and decrease fungicide use in
agriculture. However, in potato breeding, increased resistance obtained via resistance genes (R-genes)
is hampered because R-gene(s) are often specific for a pathogen race and can be quickly overcome by
the evolution of the pathogen. In parallel, susceptibility genes (S-genes) are important for
pathogenesis, and loss of S-gene function confers increased resistance in several plants, such as rice,
wheat, citrus, tomatoes, and potatoes. In this article, we present the mutation and screening of seven
putative S-genes in potatoes, including two DMR6 potato homologues. Using a CRISRP-Cas9 system,
which conferred co-expression of two guide RNAs, tetra-allelic deletion mutants were generated and
resistance against late blight was assayed in the plants. Functional knockouts of StDND1, StCHL1, and
DMG400000582 (StDMR6-1) generated potatoes with increased resistance against late blight. Plants
mutated in StDND1 showed pleiotropic effects, whereas StDMR6-1 and StCHL1 mutated plants did not
exhibit any growth phenotype, making them good candidates for further agricultural studies.
Additionally, we showed that DMG401026923 (here denoted StDMR6-2) knockout mutants did not
demonstrate any increased late blight resistance, but exhibited a growth phenotype, indicating that
StDMR6-1 and StDMR6-2 have different functions. To the best of our knowledge, this is the first report
on the mutation and screening of putative S-genes in potatoes, including two DMR6 potato
homologues.

Keywords: Susceptibility genes, gene editing, CRISPR-Cas9, late blight resistance, DMR®6, potato,
Phytophthora infestans, multi-guide RNA, StCHL1

Key Message: Gene editing in StCHL1 and StDMR6 resulted in increased potato resistance to
Phytophthora infestans

Introduction

Potatoes (Solanum tuberosum L.) are the fourth most important staple crop worldwide with 450
million tons produced in 2018 (www.fao.org) and are a major and irreplaceable part of the human diet



in some countries (Eriksson et al. 2016). Potatoes have potential for extraordinarily high yield, have a
high nutritional value, and are a good source of energy, minerals, protein, fats, and vitamins (Koch et
al. 2019). However, potato crops are affected by pests and many diseases, such as late blight, early
blight, bacterial wilt, potato blacklegs, Colorado potato beetles, and cyst nematodes
(https://cipotato.org/crops/potato/potato-pests-diseases/).

Late blight is the most serious disease of potato crops worldwide. It is caused by the oomycete
pathogen Phytophthora infestans, which can infect the leaves, stems, and tubers of potato plants.
Under favourable conditions like moderate temperatures and moderate to high humidity, an
unprotected potato field with a late blight susceptible cultivar can be destroyed in a matter of days by
P. infestans infection (Fry 2008). The control of late blight disease is mainly dependent on the use of
fungicides and resistant potato varieties. Normally, several fungicide sprays are applied during a
cropping season to control late blight disease (Mekonen and Tadesse 2018). Resistant potato crop
varieties require less fungicide use; therefore, use of resistant crops is a more sustainable method for
control of late blight. Late blight-resistant potato varieties have been developed for more than a
century by introgression of resistance genes (R-genes) from wild Solanum species (Roman et al. 2017).
However, virulent races of P. infestans have rapidly evolved to overcome all 11 major R-genes
introduced from S. demissum (Fry 2008). Recently, breeders have tried to combine several R-genes
from different wild Solanum relatives to increase late blight resistance in potatoes (zZhu et al. 2012;
Ghislain et al. 2019). However, classical breeding by recurrent selection is time-consuming as well as
complicated in tetraploid potatoes.

Another type of resistance, based on the loss-of-function of a susceptibility gene (S-gene), has more
recently been described. S-genes are utilized by the pathogen during colonization and infection.
Therefore, the knockout of S-genes may induce recessive resistance in plants (Pessina 2016). One
typical S-gene is MLO (Mildew Locus O), which was originally characterized in spring barley in the
1940s and later used in European plant breeding programs in the 1970s. Because it provides
nonspecific resistance, and durable in the field, MLOs have been used in a wide range of plant crops
such as apples, barley, cucumbers, grapevines, melons, peas, tomatoes, and wheat (Le Fevre et al.
2016; Kusch and Panstruga 2017; Gruner et al. 2020). Based on biological function, S-genes have been
divided into three groups (Sun et al. 2016; Engelhardt et al. 2018). The first group includes genes
needed for host recognition by the pathogen. One example is GLOSSY 11 in maize (Sun et al. 2016).
The second group comprises genes that support pathogen demands, such as SWEET sugar
transporters. The third group includes genes that control plant defence responses. Many S-genes
encode negative regulators of plant defence responses, such as DMR6, TTM2, and LSD1. Using RNAi
silencing, Sun et al. (2016) identified some S-genes in potatoes, including StDND1 and StDMR6 that
upon knockdown showed enhanced late blight resistance. However, downregulation of homologous
genes can cause undesirable phenotypes, or silencing of the introduced transgene may produce
uneven results using the RNAi method. Finally, RNAi approaches are clearly classified as genetically
modified organisms (GMOs).

Recently, genome editing technologies have progressed and become powerful genetic tools for
increasing pathogen resistance in plants (Chen et al. 2019). These technologies include the use of
transcription activator-like effector nucleases (TALENs) or clustered regularly interspaced short
palindrome repeats (CRISPR)/CRISPR-~associated protein 9 (Cas9) (Nicolia et al. 2015; Chen et al. 2019).
CRISPR-Cas is the preferred genome editing tool because of both the versatile and easy design, which



only requires replacement of the sgRNA to confer new target specificity. This makes it cost and labour
effective, as well as giving it the ability to produce trans-free offspring (Andersson et al. 2018; Chen et
al. 2019). Recently, CRISPR-Cas has been used to knock out elF4E in cucumbers, SWEET14 in rice,
CsLOB1 in citrus, and DMR6-1 or JAZ2 in tomatoes (Yin and Qiu 2019), but it has not been applied in
tetraploid potatoes for enhanced disease resistance (e.g. Hameed et al. 2018).

Most potato cultivars used commercially are tetraploid and rarely produce berries (Sevestre et al.
2020). Therefore, increased resistance of these cultivars by traditional breeding methods is laborious,
and finding natural or chemical mutants, which are mutated in all four alleles, is exceedingly difficult
and cumbersome. Cermék et al. (2017) developed a whole array of CRISPR-Cas9 vectors, which were
used to produce deletion mutants on diploid plants, such as tomatoes and Medicago. Additionally,
larger CRISPR/Cas mediated deletions may easily be scored by PCR with primers specific to the target
region (Cermak et al. 2017; Srivastava et al. 2017).

To produce late blight resistance potato cultivars in the future, we initiated the first step of screening
putative S-genes in potatoes. Based on predicted gene function, target candidates in potatoes were
selected using the following criteria: pathogen resistance phenotype, small gene family size, and
different gene functions and pathways. Seven putative S-genes from the literature were selected
(Table 1), and plants with mutated genes were generated by CRISPR/Cas9 and analysed for late blight
resistance. Our results demonstrated that StDMR6-1 and StCHL1 are promising S-gene candidates for
generating increased late blight resistance in potatoes.

Materials and Methods

Materials

Tetraploid Solanum tuberosum Désirée and King Edward (susceptible to late blight infection) were
maintained in vitro by sub-culturing the apical portion of 3—4 week-old stems on Murashige and Skoog
(MS) basal nutrient including vitamins (Duchefa, M0222.0050) with 10 g/L sucrose and 7.5 g/L Phyto
agar (MS10) (Wang et al 2020). Genetically modified lines containing three resistance genes, 3R, Rpi-
blb2, Rpi-blb1, and Rpi-vnt.1 (Ghislain et al. 2019; Wang et al. 2020), in Désirée and King Edward were
used as resistant controls. The P. infestans strain 88069 (A1 mating type, race 1.3.4.7) was propagated
as previously described (Hodgson and Grainger 1964).

Vector constructs

Candidate genes were selected (Table 1) and the coding sequence analysed for possible CRISPR targets
and their number of off-targets using Cas-designer (http://www.rgenome.net/cas-designer;(Park et
al. 2015)) and CRISPOR (https://crispor.org; (Haeussler et al. 2016)). For each candidate, two PCR
primer pairs were designed to amplify a region containing putative targets with the fewest potential
off-targets and used in PCR amplification of genomic DNA and cDNA (see Supplementary Table). PCR
products were run on 1 % agarose gels, gel-purified, and each band was sequenced using two primers.
For each candidate, the two targets that were conserved in all sequences, and that had the lowest
number of potential off-targets were selected. The targets were assembled into the Csy4 multi-gRNA



vector pDIRECT_22C, using protocol 3A (Cermak et al. 2017) to form the plasmid pDIRECT_22C_S-
gene.

Potato transformation protocol

The protocol for the Agrobacterium transformation of S. tuberosum Désirée and King Edward was
modified from the original protocol (Visser 1991; Wang et al. 2020). A 10 mL overnight liquid culture
of Agrobacterium tumefaciens C58 carrying the plasmid of interest was centrifuged at 5,000 rpm ina
15 ml tube for 10 min, the supernatant was discarded, and the pellet was re-suspended in 10 mL dH,0
containing 50 pl of acetosyringone (76 mM). For transformation, 1 mL of the Agrobacterium
suspension (OD 1.9-2.0) was pipetted onto dissected leaf explants that were placed on the co-
cultivation media. Leaf explants were incubated under reduced light (50% intensity) for 48 h before
they were transferred to selective media (400 mg/L cefotaxime + 100 mg/L kanamycin, and 2 mg/L for
Désirée and 5 mg/L for King Edward of zeatin ribose) for regeneration (Wang et al. 2020). Leaf explants
were sub-cultured onto fresh media every 7-10 d to maintain selection pressure. Shoots that emerged
after 4-5 weeks were dissected and rooted on MS media containing no plant growth regulators but
with continued selection (100 mg/L kanamycin). Only shoots that initiated roots in the selective media
were screened at the molecular level.

PCR screening

Genomic DNA was extracted from young leaves of regenerated potato shoots (Edwards et al. 1991)
and used as a template in the PCR analysis. The PCR reaction mixture contained 1x Buffer, 1 pL
genomic DNA, 0.2 mM dNTPs, 0.5 uM of each primer, and 0.2 U Taq DNA polymerase (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) in a final volume of 25 pL. The PCR amplification program was as follows:
one cycle of 5 min at 95°C followed by 35 cycles of 20 s at 94°C, 20 s at 54 to 62°C (depending on the
Tm of the primers), and 30 s at 72°C, with a final extension at 72°C for 5 min. The samples were
analysed on 2 % agarose gels and tetra-allelic deletion mutant lines were selected (except the HDS
gene, see results).

In-vitro propagation and in-vitro long-term storage

Selected mutant lines were propagated by cutting node segments and culturing them in 90 x 25 mm
Petri dishes containing 25 mL MS10 medium. The plates were sealed with micropore medical sealing
tape and grown in a tissue culture room (20°C, 16 h photoperiod, 40-60 umol/m?/s). After 14 d, three
rooted plants (for each mutant line) were transferred onto the soil for further analysis. To maintain
each line in vitro, 1 to 2 shoots were transferred into a Petri dish containing MS10 medium, sealed
with Parafilm, cultured for 4 weeks in a tissue culture room; thereafter, the in-vitro line was
maintained at 9°C, 8 h photoperiod, 10 pmol/m?/s for 6 months (Kieu et al. 2020).

Growth phenotype study and generation of leaf material for pathogenic resistance assay



In-vitro plants of the wild type, 3R, and tetra-allelic deletion mutant lines were grown in 2 | plastic pots
containing potting soil (Emmaljunga Torvmull AB, S 28022 Vittsjo, Sweden). All plants were grown for
5 to 6 weeks in climatized rooms (20°C, 16 h photoperiod, 160 pmol/m?/s, 65% relative humidity [RH])
with watering every second day (Bengtsson et al. 2014).

Detached-leaf assay

For each experiment, nine fully developed leaves from 5-week-old plants from each line were used
for detached-leaf assays (DLAs). The inoculum of P. infestans was prepared by harvesting sporangia
from 12 to 14 d-old plates of P. infestans in clean tap water (Goth and Keane 1997). The inoculum was
adjusted to 20,000 sporangia/mL and 25 pL of the spore solution was pipetted onto the abaxial side
of the leaflet. The infected leaves were maintained in a humid environment (RH ~100 %) under
controlled conditions (Abreha et al. 2015). Results were recorded by measuring the infection size of
each leaflet at 7 d post-inoculation (dpi). The difference between the means was tested using a t-test
with the significance level of p < 0.05 or 0.01. We also calculated the percent successful infection.

Result and Discussion

Selection of putative S-genes in Potato against Phytophthora infestans

S-genes involved in susceptibility to different types of pathogens have been found in many different
plant species (Zaidi et al. 2018; Yin and Qju 2019). Here, S-gene candidates were selected based on
the following criteria: pathogen resistance phenotype, being either a single gene or belonging to a
small confined gene family in potatoes, each S-gene concerning other candidates must have a
different function, and if possible, function in different pathways (see Table 1).

MLO (Mildew resistance locus) encodes a plasma membrane-localized seven transmembrane domain
protein associated with vesical transport and callose deposition (Pessina 2016; Kusch and Panstruga
2017; Kusch et al. 2019). The MLO protein contains a domain that is predicted to bind with calmodulin
and is required for full susceptibility to powdery mildew infection (Kusch and Panstruga 2017). In this
study, we included MLO because it is a typical S-gene, which has been successfully applied in many
plants, such as roses, peas, melons, and apples (Kusch and Panstruga 2017). Furthermore, mlo
mutants also showed resistance to two oomycetes: the hemibiotrophic Phytophthora palmivora (Le
Fevre et al. 2016) and the biotrophic Hyaloperonospora arabidopsidis (Kim and Hwang 2012). Because
P. infestans also has a hemibiotrophic lifestyle, we decided to include this gene in the screening.
Appiano et. al (2015) identified the corresponding MLO gene in potatoes and named it StMLO1
(Appiano et al. 2015).

Table 1: Selected putative S-genes in potatoes.



Candidate Pathogen/host Function Pleiotropic Reference Potato gene
Gene name phenotypes
MLO Phytophthora Encodes a seven Premature StMLO1
palmivora [barley transmembrane senescence (AIT98395)
protein involved in (Barley, wheat,
H. arabidopsidis / vesicle transport and Arabidopsis) (Kim and Hwang
Arabidopsis callose deposition 2012; Appiano et
Reduced plant al. 2015; Le Fevre
- powdery size (pepper) et al. 2016; Kusch
mildew/barley, wheat, and Panstruga
cucumber, tomato None (tomato, 2017; Kusch et al.
pea, tobacco, 2019)
melon, apple)
AtHDS P. syringae [ A. Encodes 1-hydroxy-2- Albino DMG400008050
thaliana phenotype and
methyl-2-butenyl 4- seedling lethalit
diphosphate synthase when ; i {zhang etal. 2019)
involved in salicylic acid homozygous for
hormone signalling the deletion
AtTTM2 Hyaloperonospora Encodes a triphosphate No DMG400025117
sp./ A. thaliana tunnel metalloenzyme;
. (Ung et al. 2014)
a negative regulator of
defence responses
StDND1 P. infestans/potato Encodes a cyclic Necrotic spots (Clough et al. 2000; DMG400001441
nucleotide-gated ion on older leaves Sun et al. 2016,
H. parasitica / A. channel protein which 2017)
thaliana has a role in conducting
Ca* into plant cells
StCHL1 P. infestans / Tobacco, Encodes a transcription Unknown DMG400000711
tomato factor, involved in
(bHLH7) brassinosteroid (BR) (Turnbull et al.
hormone signalling, 2017)
which interacts with
the RXLR effector AVR2
AtDMR6 P. infestans / potato Encodes a salicylic acid Chilling stress (De Toledo DMG400000582

B. cinerea [ tomato

Downy mildew / A.
thaliana

5-hydroxylase that fine-
tunes salicylic acid
homeostasis

tolerance
(tobacco,
tomato)

Thomazella et al.
2016; Sun et al.
2016; Wang et al.
2017; Hu et al.
2019)

(here denoted
StDMR6-1) and
DMG401026923
(here denoted
StDMR6-2)




In Arabidopsis, HDS encodes a chloroplast localized hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate
synthase, one of the last steps in the methylerythritol 4-phosphate (MEP) pathway from which
chlorophyll, carotenoids, gibberellins, and other isoprenoids are derived (Zhang et al. 2019). HDS is a
negative regulator of salicylic acid (SA) by reducing the amount of its substrate, methylerythritol
cyclodiphosphate (MEcPP) (Xiao et al. 2012). Arabidopsis HDS mutant plants show enhanced
resistance to biotrophic, but not to necrotrophic, pathogens (Gil et al. 2005). In potatoes, we only
encountered one HDS gene homologue.

The triphosphate tunnel metalloenzymes (TTMs) hydrolyse organophosphate substrates (Ung et al.
2014). Arabidopsis encodes three TTM proteins, where TTM2 is involved in pathogen resistance via an
enhanced hypersensitive response and elevated SA (Ung et al. 2017). Atttm2 mutant lines showed
enhanced resistance to the biotrophic pathogen Hyaloperonospora arabidopsidis. The closest potato
homologues to the AtTTM2 gene, DMG400025117 and DMG400001931. DMG400025117 appeared
to be induced by BTH, whereas DMG400001931 was not (http://bar.utoronto.ca/efp potato/cgi-
bin/efpWeb.cgi); therefore, we chose to analyse DMG400025117. Furthermore, as TTM2 has only
been studied in Arabidopsis, its relevance in acquiring resistance in crop plants is unknown.

Sun et al. (2016, 2017) analysed potato plants, where StDND1 had been knocked-down using RNAI
and found that the plants were more resistant toward P. infestans (Sun et al. 2016, 2017). StDND1-
silenced plants displayed auto-necrotic spots only in the leaves of older plants and a few well-silenced
StDNDI-transformants showed dwarfing (Sun et al. 2016), a phenotype that might result from
inadequate specificity of the RNAi approach or the efficiency of silencing may fluctuate during
development. The DND1 gene encodes a cyclic nucleotide-gated ion channel, which has been
implicated in Ca** signalling related to various physiological processes (pathogen defence,
development, and thermotolerance) (Chin et al. 2013).

StCHL1 is a putative S-gene in potatoes. Originally, StCHL1 was found through microarray analysis of
brassinosteroid responsive marker genes in potatoes. Gene overexpression and virus-induced gene
silencing experiments showed this gene to be important for P. infestans colonization of Nicotiana
benthamiana (Turnbull et al. 2017). CHL1 is a transcription factor, which regulates brassinosteroid
hormone signalling and immune response (Turnbull et al. 2019); in potatoes, we located only one such
gene.

DMR6 proteins belong to the 2-oxoglutarate (20G)-Fe (Il) oxygenase family. In Arabidopsis, AtDMR6
encodes an SA 5-hydroxylase that regulates SA homeostasis by converting SA to 2,5-DHBA (Wang et
al. 2017). This gene is a negative regulator of the active SA pool; thus, it is important for the SA-
dependent plant immune system. Knockout of SIDMR6-1 in tomatoes enhanced the resistance to
Phytophthora capsici and Pseudomonas syringae (De Toledo Thomazella et al. 2016). Two DMR6
homologues were identified in potatoes. Knockdowns of StDMR6 in potatoes by RNAi showed an
unclear resistance phenotype, with only six out of 12 transformed plants showing lower transcript
levels of DMR6 and four plants showed a resistance phenotype, whereas eight plants showed
susceptibility to Phytophthora infestans (Sun et al. 2016). Therefore, both potato DMR6 homologues
were investigated separately by knockout experiments along with genome editing.



Efficiency of double guide mediated tetra-allelic mutation varied between genes

By applying two guide RNAs, targeted deletions in the gene of interest may be generated (Cermék et
al. 2017; Srivastava et al. 2017). In a study by Cermadk el al. 2017, deletions between the two cleavage
sites were far more prevalent than individual indels resulting from cleavage of a single site. Therefore,
we used the pDIRECT_22C vector (Cermék et al. 2017) encoding two guide RNAs for knocking out S-
genes in potatoes. For our screen of edited potato plants, we chose to use PCR with gene-specific
primers, spanning both gRNA targets, followed by gel electrophoresis analysis, as a simple,
inexpensive, and rapid method for detecting deletions in the target gene. The screening results are
shown in Figure 1 for the lines that were subsequently screened for late blight resistance and growth
phenotypes. The number of plants with a deletion in all four alleles was related to locus and target
sequence (Table 2). Analysis of shoots showed variation in the prevalence of tetra-allelic deletion
mutants ranging from 0% to 18%. This number can be regarded as the minimum number because we
did not detect single nucleotide mutations with the PCR method, but because it was easy to generate
many lines in potatoes we believe this was the most efficient method. Analysing in silico target
efficiency with several different online tools did not reveal a specific tool that could predict the
mutation rate better than others (Table 2).

In Arabidopsis, homozygous mutation of HDS caused an albino phenotype and seedling lethality
(zhang et al. 2019)). In the present study, in agreement with this observation, some calli turned white
and did not develop into seedlings. Furthermore, none of the StHDS genome-edited seedlings were
confirmed to be deleted in all four alleles. We, therefore, concluded that, as in Arabidopsis, a full tetra-
allelic HDS deletion is lethal, although transformed cells with a mutation in one, two, or three alleles
were able to develop and form shoots (Table 2).

For all other genes, full allelic knockouts were not linked with lethality. Two genes showed a high
number of tetra-allelic deletion mutants, namely 13 % of StMLO1 and 18 % of StCHL1 shoots had a
deletion in all four alleles. The other four genes showed a prevalence of between 0.7% and 2.4% tetra-
allelic deletion mutants. As mentioned above, because the applied PCR screening did not detect point
mutations or very short deletions/insertions, the number of mutants detected in the present study
may be lower than that of other screening methods, such as CAPS (Cleaved-Amplified-Polymorphic-
Sequence) or IDAA (Johansen et al. 2019). However, a combination of constructs expressing two
gRNAs with PCR screening of shoots is a low-cost, simple, and fast method enabling large scale
screening at the shoot level.

Table 2: Summary of screening of deletion mutants in this study.

Gene name StMLO1 StHDS StTTM2 StDND1 StCHL1 StDMR6- StDMR6-2
1

Potato variety Désirée Désirée Désirée King Edward Désirée King Désirée King Edward
background Edward




No. of Plants 20 No & 14 39 9 2 4
show 4 allele
deleted (13%) (0%) (1.1%) (2.4%) (18%) (0.7%) (0.9%) (1.2%)
No. of Plants 32 23 74 9 127 138 50 43
show wild-type
band and (20%) (14%) (15%) (1.5%) (58%) (11%) (23%) (13%)
deleted band
No. of Plants 108 145 401 572 55 1124 166 276
show only wild-
type band
Total lines used 160 169 480 595 221 1271 218 323
for screening
Targets TAGCCATAAG | TATTATGG  |CTAGCTCTCGC |AAAGGGACGG |TTGTTCTCCAT | GAGAAAAT CAGGGGC |CAGGGGCATA
GCTAACCATG GGACTC ATAGGATAC | CGTAAGCAC | ACAGGGGTC GCTAGG ATATTTG TTTGTCCAA
and GCCTA and Cand and GGTAGC TCCAA and
TGGCAACAGC and TACGGGATA | AGCAGCCCA | CCAGTTGGA and and GGTGTATCA
TCTTAGAAGC ACGCCTG TACAGCGTG | GGTTCTCCA | GTTGGACAC AGACTTC GGTGTAT AAGAAGGTT
AACCATA cc AT GG ATTGTCA CAAAGA A
ACTAC TCCTC AGGTTA
CRISPOR 59 and 41 66 and 25 35 and 67 50 and 50 46 and 84 35and 43 69 and 60 69 and 60
Moreno-Mateos
score
CRISPOR 69 and 55 51 and 50 50 and 67 38 and 56 42 and 69 48 and 45 41 and 59 41 and 59
Doench score
CISTROME 0,21 and 0.02 and -0.1and 0.33 and -0.31 and -0.57 and 0.69 and 0.69 and
0.27 -0.09 -0,32 -0,40 0.83 -0.36 0.03 0.03
Cas-Designer 67 and 73 70 and 60 56 and 57 58 and 53 53 and 46 59 and 54 65 and 65 65 and 65
Score (RGEN)
CRISPRater 0.59 and 0.75 and 0.74 and 0.73 and 0.64 and 0.49 and 0.79 and 0.79and 0.6
score (CCTop) 0.52 0.58 0.61 0.64 0.68 0.53 0.6

StDND1, StCHL1, and StDMR6-1 tetra-allelic deletion mutants showed enhanced late blight

resistance

To analyse late blight resistance in tetra-allelic mutant lines, DLAs were performed. Infection lesion
diameter was determined 7 d after P. infestans inoculation (Figure 1) and the percentage of infected
leaves was analysed (Table 3).

Knockout of StMLO1 in potatoes did not increase late blight resistance as evident by the sizes of the
lesion or percentage of infected leaves. The effect on P. infestans infection in mlo potatoes was tested
in the present study for the first time. All eight Stm/o1 mutant lines were as susceptible to late blight
disease as the wild type Désirée (Figure 1A, Table 3). This was somewhat unexpected because the




mutation of orthologous MLO genes is effective in many plant and pathogen species (Kim and Hwang
2012; Appiano et al. 2015), including the hemibiotrophic P. palmivora. Silencing of Capsicum annum
CaMLO2 conferred enhanced resistance against virulent Xanthomonas campestris, whereas
overexpression of CaMLO2 in Arabidopsis conferred enhanced susceptibility to both Pseudomonas
syringae and Hyaloperonospora arabidopsidis (Kim and Hwang 2012). Recently, a wheat mlo mutant
was shown to be susceptible to the hemibiotrophic fungal pathogen Magnaporthe oryzae, whereas it
was still resistant to the obligate biotrophic fungus Blumeria graminis (Gruner et al. 2020). Thus, the
usefulness of MLO is dependent on the host as well as the pathogen.

After PCR screening 169 HDS-related shoots, we did not obtain any tetra-allelic mutant lines (Table 2).
After 2 weeks in soil, some heterozygous mutants showed an albino phenotype (Figure 2B) and did
not grow further, whereas shoots with green leaves grew into adult plants. In A. thaliana, the Athds
was mutagenized with ethyl methanesulfonate (EMS) and influenced chloroplast development and
increased resistance to Pseudomonas syringe (Gil et al. 2005). Our potato Sthds mutants showed
weakened growth (Figure 2B) and P. infestans screening of eight mutant lines did not show increased
resistance to late blight disease (Figure 1, Table 3).

For StTTM2 (DMG400025117), we analysed five tetra-allelic deletion mutant lines. No mutant line
showed any altered phenotype (growth, morphology, or pathogen resistance) when compared with
wild-type plants (Figure 1C, Figure 2C). Analysing TTM2 sequences in Solanum tuberosum, two
different StTTM2 genes were identified (DMG400025117 and DMG400001931). The study of Ung et
al. (2017) suggested that AtTTM1 and AtTTM2 could functionally complement each other; thus, it is
plausible that these genes could be functionally complementary to each other and that a double
mutant would show resistance to P. infestans in potatoes.
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Figure 1: Mean lesion diameter and PCR analysis of potential S-gene mutant lines in potatoes. Lesions
caused by Phytophthora infestans strain 88069 were scored after 7 d and PCRs were performed with



specific primers (Supplementary Table S1) and run in 2% agarose. A: StMLO1. B: StHDS. C: StTTMZ2. D:
StDNDI1. E: StCHL1. F: StDMR6-1. G: StDMRG6-2. Error bars shown represent SEM (standard error of
the mean) and asterisks denote values significantly different from that of the wild type (*: p <0.05, * e
p <0.01, t-test, n=9.)

Sun et al. (2016 and 2017) used RNAI to knockdown potato StDND1 and found that these plants were
more resistant to P. infestans. However, the plants were smaller and showed early senescence and
necrotic spots on leaves of older plants. In line with their results, our data showed that the size of
infection lesions was strongly reduced in all Stdnd1 mutant lines, whereas the percentage of successful
infections was reduced in some of the tetra-allelic lines (Figure 1C and Table 3). Two mutant lines with
wild type and mutant PCR-bands (DND 44, DND 82) showed auto-necrotic spots and late blight
resistance in older but not young leaves (Figure S1B and S1C).

The tetra-allelic Stdnd1 mutated potato not only exhibited a late blight resistance phenotype as
observed from the results of the RNAi study (Figure 1D) but also showed pleiotropic phenotypes, such
as line DND 583 (Figure 2D). The tetra-allelic Stdnd1 mutant lines, except for the strong resistance
phenotype, also showed reduced growth, long and thin stems, as well as necrosis of all leaves (Figure
S1A). These latter pleiotropic phenotypes were not found in StDND1 RNAi mutants (Sun et al. 2016)
possibly because of incomplete silencing. Following this, the phenotypes of some of our Stdnd1
mutants (DND 44 and DND 82) and StDND1 RNAi mutants were very similar (Fig S1 and fig 3c of Sun
et al. 2016), which might indicate that the RNAi technique does not fully downregulate gene
expression and function ((Sun et al. 2016), Table 2). Our results indicated that StDND1, due to the
pleiotropic phenotypes observed in the Stdnd1 edited lines, was not a good candidate for application
in agriculture.

Stchl1 mutations did not affect morphology or growth phenotype (Figure 2E). Tetra-allelic mutant
plants showed a significant late blight resistance phenotype with reduced lesion sizes (Figure 1E), but
no difference in the percentage of infected leaves (Table 3). This could indicate the importance of this
protein is at the disease developmental stage and not in the initial phase. With a function as a
Phytophthora effector target and transcription factor, and being involved in brassinosteroid hormone
signalling and immune response to P. infestans (Turnbull et al. 2019), StCHL1 has clear potential as an
S-gene; possibly when combined with other S- or R-factors to improve pathogen resistance.

CRISPR/Cas9 was applied to knockdown both StDMR6-1 and StDMR6-2. Tetra-allelic CRISPR/Cas9
knockdown of StDMR6-1 showed a significant increase in resistance against P. infestans both as
measured by infected lesion size and the percentage of infected leaves (Figure 1F, Table 3). This is in
contrast to that of Stdnd1 and Stchl1 knockout plants, which only showed reduced infection lesion
sizes (Figure 1 and Table 3), but no reduction in the percentage of infected leaves. In tomatoes, the
CRISPR-Cas9 mediated mutation of the StDMR6-1 ortholog SIDMR6-1 showed increased resistance to
P. capsici and P. syringae pv. tomato (De Toledo Thomazella et al. 2016), indicating broad-spectrum
disease resistance function of DMR6-1. In potatoes, knockdown of StDMR6 by RNAI increased late
blight resistance without any documented effect on growth phenotype (Sun et al. 2016). However,
only 33% of the RNAI lines showed an increased resistance phenotype (Sun et al. 2016). Tomatoes and
potatoes each contain two DMR6 genes ((De Toledo Thomazella et al. 2016) Table 1). StDMR6-2 and
StDMR6-1 transcripts are approximately 80% identical at the nucleotide level. Because these genes



are remarkably similar, RNAi may downregulate both, and therefore knock out of either gene by
CRISPR-Cas9 is important for the elucidation of individual gene function.

Genome editing of StDMR6-2 showed that this gene was not involved in susceptibility to P. infestans
(Figure 1G and Table 3). Five tetra-allelic mutants in two potato backgrounds (Désirée and King
Edward) showed the same infection lesion size and percentage of infected leaves as that of the wild
type. De Toledo Thomazella et al. (2016) did not study tomato SIDMR6-2 further because of the low
expression during pathogen infection. '

Comparing the DLA results of mutant lines with both wild type (Désirée and King Edward) and an R-
gene containing a transgenic line (3R), we identified three genes (StDND1, StCHL1, and StDMR6-1) that
when mutated, increased late blight resistance, whereas mutations in StMLO1, StHDS, StTTM2, and
StDMR6-2 did not affect late blight resistance in potatoes.

DMRG6-1 mutants had no obvious growth-related phenotypes

StDMRG6-1 is a promising S-gene because tetra-allelic mutants not only showed increased late blight
resistance (Figure 1F and Table 3) but also did not differ in over-all growth phenotype compared with
the wild type (Figure 2F). Measurement of plant height (Figure 3A), fresh weight (Figure 3B) and tuber
morphology (Figure 3E) showed no differences between mutants and wild types. Plants mutated in
the orthologous gene SIDMR6-1 in tomatoes, showed disease resistance without any documented
effects in growth and development under greenhouse conditions (De Toledo Thomazella et al. 2016).
Therefore, StDMR6-1 may be used in potato breeding to create new potato cultivars with broad-
spectrum disease resistance.

Table 3: Percent of successfully infected leaflets in detached-leaf assay. Mut-1 to Mut-8 are mutant
lines and correspond to the lines in Figure 1 (from left to right). Leaflets from 5-week-old plants were
inoculated with 25 ul 20000 sporangia/mL. Results were scored 7 dpi and a total of nine leaflets per
line were used.

Gene\line | WT Mut-1 | Mut-2 | Mut-3 | Mut-4 | Mut-5 | Mut-6 | Mut-7 | Mut-8 | 3R

StMLO1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0

StHDS 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0

StTTM2 100 100 100 100 100 100 NA NA NA 0

StDND1 100 100 67 0 89 78 89 100 67 0

StCHL1 100 87 100 67 100 100 100 100 78 0




StDMR6-1 | 100 44 33 33 11 33 22 22 44
StDMR6-2

(Desiree) 100 100 100 NA NA NA NA NA NA
StDMR6-2

(King

Edward) 93 87 96 78 NA NA NA NA NA
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Figure 2: Phenotypes of mutant lines. A: mlo at 5-weeks old stage. B: Wild type Désirée and hds mutant
lines at 2-weeks-old stage. C: Wild type Désirée and one Stttm2 mutant line. D: Leaf phenotype of wild
type and some Stdnd1 mutant lines. E: Désirée and Stchl1 mutant lines at 5 weeks old. F: Wild type
FKing Edward and Stdmr6-1 mutant lines at 5 weeks old. G: Five weeks old wild type Désirée and
Stdmr6-2 mutant lines. H: Wild type King Edward and Stdmr6-2 mutant lines 5 weeks old.



StDMRG6-2 affect growth phenotypes in potato

StDMR6-1 and its ortholog SIDMR6-1 are important in pathogen susceptibility (Figure 1, (De Toledo
Thomazella et al. 2016)) without any obvious growth phenotype (Figure 3). We investigate the effect
of the genome editing of StDMR6-2 on potato phenotype (Figure 2G and 2H and 3F). Our results did
not show any changes in late blight resistance. Analysis of growth phenotype showed that tetra-allelic
mutants of StDMR6-2 had significantly lower plant height (Figure 3G) and fresh weight (Figure 3H) in
both cultivar backgrounds. The plants had the same number of leaves as did the wild type, but their
nodes were shorter (Figure 2G). Furthermore, the tuber eyes of StDMR6-2 mutants did not have the
reddish colour (anthocyanin) that is typical of King Edward (Figure 3F). Moreover, analysis of amino
acid domain of StDMR6-2 showed that StDMR6-2 belonged to the 2-oxoglutarate (20G)-Fe (Il)
oxygenase family proteins, which are well known for the regulation of secondary metabolism and
plant hormones (Farrow and Facchini 2014). Therefore, we hypothesize that StDMR6-2 may function
in plant secondary metabolism (anthocyanidin) and may not be involved in late blight resistance.
StDMR6-1 and StDMR6-2 share 80 % homology at the amino acid level. The nearest solved structure
is ANTHOCYANIDIN SYNTHASE FROM ARABIDOPSIS THALIANA COMPLEXED with naringenin
(https://www.rcsb.org/structure/2brt), which when superimposed with StDMR6-1 or StDMR6-2
yields reliability scores ((Nielsen et al. 2010); http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/) too low to
allow for structure prediction/comparison, which could shed light on potential substrate/functionality
differences between StDMR6-1 and StDMR6-2.
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Figure 3: Growth phenotypes of Stdmr6-1 and Stdmr-2 mutant lines. A: Growth curve of wild type and
Stdmr-1 mutant lines. B: Fresh weight of 5-week-old wild type and Stdmr6-1 mutant lines. C: Plant
height of wild type and Stdmr6-2 mutant lines. D: Fresh weight of 5-weeks-old wild type and Stdmr6-2
mutant lines. E: Tuber morphology of King Edward wild type and its Stdmr6-1 mutant lines. F: Tuber
morphology of King Edward wild type and Stdmr6-2 mutant lines. Error bars show standard variation
and asterisks denote values significantly different from that of the wild type, student t-test (**: p <0.01,
n=4 for King Edward and n=6 for Désirée).



Conclusion

Using CRISPR-Cas9 mediated loss of gene function of seven putative S-genes, we showed that three
putative S-genes (StDND1, StCHL1, and StDMR6-1) were involved in late blight susceptibility. Among
these three, StDMR6-1 and StCHL1 emerged as promising S-gene targets for the breeding of new
disease resistance cultivars because they did not show any growth phenotype. We also concluded that
the pDIRECT_22C vector and the applied deletion screening system expressing two gRNAs for fast PCR
mediated screening of full or partial allele knockout was highly efficient and applicable in potatoes.
We have produced gene-edited material in popular cultivars that are ready for further tests in field
trials.
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Supplementary material

Figure S1: The phenotype of Stdnd1 mutant lines. A: The tetra-allelic deleted mutant showed a dwarf
phenotype with growth in vivo. B: The heterozygous Stdnd1 mutant (DND 44, DND 82) did not have
any effect on growth phenotype but only had auto-necrotic spots on older leaves. C: The tetra-allelic
deleted mutant (DND 291) and the heterozygous Stdnd1 mutant (DND 44) showed different levels of
resistance against Phytophthora infestans.
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Table S1: Gene-specific primers used for amplification and sequencing of plant DNA, as well as
screening of shoots. Primers specific for a potato housekeeping gene (EF1la) and an Agrobacterium
gene (virG) were used to confirm the absence of Agrobacterium in shoots (Wang et al, 2020). na: not

applicable
PCR analysis of shoots
PCR
amplifi gDNA Muta
Gene Primer Sequence Primer S| nce —— Tm o ne
en e equel
9 4 and band, | band
sequen bp , bp
cing
AGGATTTCAGAAAGGGGAGA
StMLO1 MLO_F3 cA MLO_R3 CGTAATAAGTGAACAGGGGAGG 62 1271 681
StMLO1 MLO_F2 ACTCGTATCTTTGGGTGCCA MLO_R2 ATGTCCGAGGAGATGCTTGA X 58
AGGATTTCAGAAAGGGGAGA
StMLO1 MLO_F3 A MLO_R1 TTTGTTTCCAAAAGTGAAATCTGA " 58
HDS_F83 HDS_R10
StHDS 5 ACCATGGGAGCCTTTCAGA 87 TCCATCCTCACCTTCACCAG 54 341 122
HDS_F80 HDS_R10
StHDS 6 - AAGTATGGACGTGCAATGCG 87 i TCCATCCTCACCTTCACCAG 58
X
HDS_F83 A0S0
StHDS 5 - ACCATGGGAGCCTTTCAGA PCR_Rev CTGAAGAAGTGTGCCAATAC 58
2 X
CGACTTACAGACTATGATACA
StTTM2 TTM_F3 TTGC TTM-R2 ATGTGCAGTCTTGAGATCAGG 60 1330 280
GCCTAAAGATACTAGTAATGG
StTTM2 TTM_F1 TTM_R2 ATGTGCAGTCTTGAGATCAGG 58
TGAATC i X
StTTM2 TTM_F2 TCTTAAAGGACCAGGTTCGAC | TTM_R1 TTTGATCGACTTGCACATCC X 58
StDND1 DND_F1 ATCGCGTTAAGCCACTTG DND_R2 GATTGACAAGAACATTGCAGC X 60 590 410
StDND1 DND_F2 AGTGCACAGGGTTGTGTTC DND_R3 CGAAGACGATGATCATTATCC X 58
StDND1 DND_F2 AGTGCACAGGGTTGTGTTC DND_R2 GATTGACAAGAACATTGCAGC X 58
StCHL1 CHL-F1 AATGGAGGAAATGGAAGCAG | CHL_R4 CTTGAAGTTCTCACTGCCTCTG 60 435 345
StCHL1 CHL_F1 AATGGAGGAAATGGAAGCAG CHL_R3 AAGAATCATCCCCCTCTTCG X 58
StCHL1 CHL_F2 GCTTGAACGACAACCAGCTA CHL_R2 TTATTGGCGCTCCTTTTGTT X 58
StDMR6- DMR61 DMR61
- ACTTAGGTTGCGGAGACCAA = 54 409 237
1 F1 R1 TTACCTGAAAGACGATGGAT
StDMR6- | DMR61_ DMR61_ -
i F2 CGAAAGTTATTTCCAGCGG R1 TTACCTGAAAGACGATGGAT X
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StDMR6- | DMR62_ | AGCAACATTACTATTTGGAGG | DMR62_ 54 381 173
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2 F2 CAAGTGTTCTTTCCGGTGG R1 TTACCTGAAAGAAGGAGGATT
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2 F1 TT7C R2 TACGCCGTGACAAAGCAA
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Bestillingen

Landbrugsstyrelsen beder om en miligmeessig risikovurdering af den ansggte fors@gsudsaetning, jf.
udseetningsdirektivet. Risikovurderingen skal tage udgangspunkt i det vedlagte materiale fra ansggeren,
herunder ansggers egen miljgrisikovurdering. Risikovurderingen skal identificere mulige ugnskede effekter
af den genetisk modificerede plante, som forsggsudsaetningen kan medfare, og sandsynligheden for, at de
indtraeffer. Det bgr ogsa vurderes, om ansggers forsldede risikohdndtering er fyldestgarende.

Baggrund

Ansggningen er indsendt af Kebenhavns Universitet og KMC Amba (Petersen og Feder 2023) og gzelder
forsggsudsaetning af skimmelresistent kartoffel med sortsnavnet Ydun. Formalet med ansggningen er at
teste Ydun-kartoflens modstandskraft imod kartoffelskimmel (Phytophtora infestans) under markforhold.
Ansgger oplyser at kartoflerne vil blive optaget med handen, og i felge ansgger medfgrer det at meget fa
kartofler efterlades i jorden. Dette er oplyst uden referencer og er ikke kvantificeret. Ligeledes oplyses at en
vinter med vekslende tg og frost medfgrer at efterladte knolde fryser ihjel. Dette er ogsa oplyst uden
referencer og er ikke kvantificeret i forhold til temperatur og overlevelsesgrad. | risikovurderingen nedenfor
er det derfor antaget at Ydun-kartoflen overlever og spredes som andre kartofler. Derfor udggr ansggers
ikke-refererede og ikke kvantitative oplysninger ikke en hindring for at gennemfgre risikovurderingen.

Bortset fra freafgrederne korn og raps er kartofler med et dyrket areal pa ca. 62800 ha blandt de mest
dyrkede afgrgder i Danmark (Miljgstyrelsen 2022; FAOSTAT 2020). Det gennemsnitlige udbytte pa tveers af
alle kartoffeltyper udger under danske forhold ca. 44 t/ha. Stivelseskartofler udgjorde i 2020 knap % af
arealet med kartofler. Samtidig er kartofler med et belastningsindeks pa 18,2 Bl/ha den danske afgrgde
med den hgjeste pesticidbelastning (Miljgstyrelsen 2022).

Risikovurdering

AU’s natur og miljpmaessige risikovurdering omfatter fglgende punkter, som alle har til formal at
identificere ugnskede effekter af forsggsudsaetningen. Det vurderes endvidere om ansggers
risikohandtering er fyldestggrende for at undga ugnskede effekter pa natur og miljg. Vurderingen er
geeldende for den ansggte forspgsudsatning.

1. risiko for spredning af den Crispr-Cas modificerede kartoffel, Ydun til
omgivelserne

2. risiko for spredning af den Crispr-Cas modificerede kartoffel, Ydun til
naturen

3. risiko for spredning af det modificerede gen fra Ydun kartoflen til vilde
sleegtninge i Europa

4. risiko for miljg og natur i forbindelse spredning af det modificerede gen

fra Ydun kartoflen til dyrkede konventionelt foreedlede kartofler.

risiko for effekter pa naturen

risiko for effekter pa miljget i gvrigt

behov for overvagning

Vurdering af om ansggers risikohandtering er fyldestggrende

© N oW



1. Kartofler Solanum tuberosum kan afhaengigt af varighed og hardhed af vinterens kuldegrader i
varierende omfang overleve mange danske vintre (Kudsk 2012), hvilket ses som spirende kartofler i
efterfglgende afgrgder. Selv fem ar efter sidste kartoffelafgrgde kan der forekomme kartofler i
efterfglgende afgr@der (Schnipper 2019). Noget lignende gaelder sandsynligvis ogsa den Crispr-Cas
modificerede kartoffel Ydun. Der er saledes en stor sandsynlighed for at der vil forekomme overlevende
Crispr-Cas-kartofler pa det pagaeldende forsggsareal aret efter dyrkningen. Sandsynligheden for at de
modificerede kartofler vil kunne optraede invasivt i Danmark eller andre steder i verden vurderes ikke at
adskille sig fra andre sorter af Solanum tuberosum. Derfor vurderes sandsynligheden for at der kan ske
spredning med efterfglgende etablering i omgivelserne at veere negligerbar, lige som det gaelder for ikke
modificerede kartofler (Simon et al 2010; Hartvig 2015). Ansggningen om forsggsudsaetning indeholder ikke
oplysninger om den modificerede kartoffels hardfgrhed over for frost, hvilket foreslas undersggt i
forbindelse med forsggsudsaetningen og opfglgningen pa den. Eventuel vinteroverlevelse pa markfladen og
dens naeeromgivelser forventes kun at medfgre negligerbare effekter pa natur og miljg. Den dermed
forbundne risiko for natur og miljg forventes derfor at vaere negligerbar sammenlignet med dyrkning af
tilsvarende konventionelle kartofler.

2. Der er ikke fundet oplysninger om permanente selvreproducerende forekomster af kartoffelplanter i den
danske natur, men kartoffelplanter er fundet flere steder som fglge af tilfeeldig spredning fra spildkartofler
efter tidligere dyrkning. | Atlas Flora Danica perioden som forlgb fra 1992 til 2015 blev kartoffel saledes
fundet i 647 kvadrater, svarende til 49% af de undersggte kvadrater (Hartvig 2015). Her blev den iszer
fundet i vejkanter, markkanter, jordbunker, tangvolde og strandbredder mv., hvor den kan forekomme i en
arrekke efter at den er blevet spredt (Hartvig 2015). Ifglge Hartvig (2015) sker spredningen eksempelvis
ved tab i forbindelse med transport og bortskaffelse af haveaffald. Uden for sit oprindelsesomrade i Bolivia
og Peru anses kartoffel nogle steder som et problematisk ukrudt. Dette geelder lande som USA, Australien,
Indonesien, Nogle Stillehavsger, Tyrkiet, Sydafrika m.fl. (CABI 2014). Der opfordres til at det ved dyrkning i
sadanne omrader sikres at spredning til omgivelserne undgas (CABI 2014).

3. | Danmark og Europa udggres de neermeste vilde slaegtninge til kartoffel Solanum tuberosum, af arter i
slaegten Natskygge Solanum, som kartoffel ogsa tilhgrer. Der er ifglge Flora Europaea 14 arter der tilhgrer
denne sleegt i Europa (Tutin et al. 1972). | Danmark er fglgende to hovedarter af slaegten naturligt
forekommende; sort natskygge og bittersgd natskygge. Hartvig (2015) naevner derudover nogle underarter
af bittersgd natskygge. Nogle af de europaeiske arter er ogsa fundet indsleebt i Danmark (Hansen 1984;
Hartvig 2015). Krydsninger mellem kartoffel og de europaeiske natskyggearter er ikke pavist i naturen, men
der er ved menneskets mellemkomst lavet hybrider mellem sort natskygge og kartoffel (Eijlander &
Stiekema 1994). Dette foregik ved at fjerne st@vdragerne hos sort natskygge og derefter bestgve den med
kartoffelpollen. Forsgget medfgrte frg der kunne spire, men de hybridplanter der kom ud af det var sterile.
Ydermere fandt McPartlan og Dale (1994) i et forsgg, hvor planterne stod naer hinanden, ingen
genspredning fra kartoffel til sort natskygge og bittersgd natskygge. | praksis ma kartoffel betragtes som en
art, der ikke kan krydse med vilde europaiske arter af Natskygge Solanum, og selv hvis dette skulle ske, vil
handelsen hgjst sandsynligt kun resultere i sterilt afkom. Risikoen for natur og miljg forbundet med sadan
spredning af den skimmelresistente Crispr-Cas modificerede kartoffel vurderes pa den baggrund at veere
negligerbar.

4. Spredning af gener fra Ydun kartofler til konventionelle dyrkede kartofler kan ske ved spredning af
pollen. Pollenspredning fra kartoffel kan ske ved insekters pollenindsamling, dog spiller honningbier ingen
rolle i spredningen af kartoffelpollen (Enkegaard & Kryger 2012). Nogle arter af humlebier er derimod



effektive fremmedbestgvere af kartofler (Batra 1993). Forsgg med kanamycinresistente kartofler har vist at
hybridisering mellem kartofler af samme sort aftager meget hurtigt med afstanden mellem planterne.
McPartlan og Dale (1994) fandt saledes, at nzaertstaende planter havde en hybridiseringsrate pa 24%, mens
der ved en afstand pa 10 m var en hybridiseringsrate pa 0,017%. Hvis afstanden var 20m, blev der ikke
fundet hybridfrg. Sandsynligheden for at der i forbindelse med forsggsudsaetningerne sker genspredning
fra Ydun-kartoflerne til andre kartofler er derfor ekstremt lav, nar det tages i betragtning at blomsterne
fiernes i forsggsudsatningen. Da der samtidig ikke forventes andet end negligerbare effekter for natur og
miljg af sadan pollenspredning, vurderes risikoen for natur for miljg forbundet med genspredning fra Ydun-
kartofler til dyrkede kartofler at veere negligerbar.

5. Pavirkningen af naturindholdet pa markfladen forventes ikke at adskille sig fra den pavirkning der finder
sted ved anden dyrkning af konventionelle kartofler. Risikoen for forggede effekter pa markfladens natur
som fglge af dyrkning af den skimmelresistente kartoffel Ydun vurderes derfor at veere negligerbar. |
forbindelse med den ansggte forsggsudsaetning vurderes sandsynligheden for at Ydun kartoflerne spredes
til naturen og etablerer sig der, at veere negligerbar. Sandsynligheden for at modifikationen har a&ndret
Ydun-kartoflens kuldetolerance sa den far en gget vinteroverlevelse, vurderes at vaere negligerbar, og der
forventes derfor ikke nogen forskel pa Ydun-kartoflens overlevelsesmulighed i naturen i forhold til andre
skimmelresistente kartofler. Forekomsten af genspredning til vilde slaegtninge forekommer i praksis ikke.
Effekterne pa arter og natur af en eventuel spredning vurderes endvidere at vaere negligerbare. Risikoen for
effekter pa naturen forventes derfor ogsa at vaere negligerbar.

6. Sandsynligheden for effekter pa miljget i gvrigt som fglge af forsggsudsaetningen forventes ikke at
adskille sig betydeligt fra dyrkning af konventionelle kartofler pa et tilsvarende areal. Risikoen for miljget
forventes derfor heller ikke at adskille sig betydeligt fra den risiko for miljget der er forbundet med
dyrkning af konventionelle kartofler, og risikoen for en forgget miljgpavirkning vurderes derfor at vaere
negligerbar. Tvaertimod vil dyrkning af skimmelresistente kartofler kunne medvirke til at nd malet om en
50% reduktion af pesticidforbruget i EU inden 2030 (European Commission 2020). Et svensk studie har for
nylig vist at man ved information, hvor man fremviser marker og produkter, samt besvarer spgrgsmal kan
gge andelen af befolkningen der er positive over for transgene skimmelresistente kartofler (Bubolz et al
2022). Samtidig er skimmelresistente kartofler gkonomisk attraktive for landbrugserhvervet, da besparelser
pa dyre bekaeempelsesmidler kan gge overskuddet ved kartoffeldyrkning. | Sverige er det estimeret at
bekeempelse af skimmel i kartofler udggr en udgift pa ca. 3000 dkr/ha (Fagerstrém og Wibe 2011; Eriksson
et al. 2016).

7. Den af ansgger foreslaede overvagning i forbindelse med forsggsudsaetningen vurderes at vaere
tilstreekkeligt. Den foreslaede efterbehandling med gentagne harvninger aret efter forsgget efterlader en
lille sandsynlighed for at enkelte skimmelresistente Crispr-Cas kartofler overlever pa arealet. Overvagning
og fjernelse af disse i de fglgende fire ar vurderes at veere tilstraekkelig til at sikre at sandsynligheden for
spredning af kartofler efter forsgget er negligerbar.

Safremt en eventuel efterfglgende markedsfgringsansggning skal ske i henhold til EU’s Udsaetningsdirektiv
2001/18/EC vil der kunne forekomme krav til beskrivelse af en general overvagning, fx indsamling af
oplysninger om arter der interagerer med kartofler, fx jordbundsorganismer, herbivorer og pollinatorer.

8. Det vurderes at ansggers tiltag til at fijerne oversete kartoffelknolde er tilstraskkelige til at minimere
sandsynligheden for ugnskede effekter pa natur og miljg. Dette skyldes bl.a. at sandligheden for at
overlevende knolde vil medfgre ugnskede effekter pa natur og miljg som adskiller sig fra effekter af
konventionelle kartofler vurderes at vaere negligerbare.



Konklusion

Ud over den miljpmaessige pavirkning der i form af pesticidanvendelse og intensiv jordbehandling sker ved
konventionel kartoffeldyrkning, er der alene identificeret negligerbare risici for natur og miljg forbundet
med den ansggte forsggsudszetning. Ved eventuel dyrkning vil der vaere mulighed for reduceret anvendelse
af fungicider til bekaempelse af kartoffelskimmel, hvilket medfgrer at pavirkningen af miljget i og omkring
dyrkningsstedet bliver mindre end ved tilsvarende dyrkning af kartofler som ikke er skimmelresistente.
Endvidere vil anvendelse af skimmelresistente kartofler bidrage til EU’s mal om at reducere
pesticidforbruget, hvilket ogsa vil spare landbruget for udgifter til fungicider.

| forbindelse med den specifikke forsggsudsaetning vurderes de af ansgger foreslaede tiltag for at hindre
spredning af materiale fra Ydun-kartoflen at vaere tilstraekkelige til at sikre at sandsynligheden for at der
sker en ugnsket pavirkning af natur og miljg vil veere negligerbar.

Det vurderes meget lidt sandsynligt at den pagaeldende modifikation til skimmelresistens vil medfgre
andringer i kartoflens kuldetolerance. Dette udelukker dog ikke at spgrgsmalet kan opsta i forbindelse med
en eventuel markedsfgring af Ydun-kartoflen.
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I forbindelse med at vi fra Landbrugsstyrelsen har modtaget to ansegninger til forsegsudsatning fra
KMC har DTU, Foadevareinstituttet foretaget en vurdering af risikoen. De to ansegninger vedrerer
kartofler og er med mange lighedspunkter omkring indeslutningen. Sagerne har vi valgt at behandle
hver for sig trods ligheder.

I kontrakten mellem LBST og DTU Fadevareinstituttet er beskrevet to opgaver hvor dette svar er
relateret til den anden opgave hvor Landbrugsstyrelsen har bedt om felgende:

Sundhedsmecessige risikovurdering af den foresldaede forsogsudscetning (jf. udscetningsdirektivet),
herunder en vurdering af de introducerede genetiske cendringer af de to kartoffelsorter
Risikovurderingen skal tage udgangspunkt i det vedlagte materiale fra ansogeren, herunder
ansogers egen vurdering af virkningen pa mennesker og dyrs sundhed.

Nedenstaende vedrorer kartoflerne med eget resistens overfor kartoffelskimmel (Phytoptora
infestans)’.

Kort beskrivelse af projektet.

Der ansgges om forsegsudsatning af genetisk modificeret kartoffel med forbedret resistens mod
kartoffelskimmel forarsaget af svampen Phytophthora infestans. Formélet med den genetiske
@ndring er at mindske tab i udbytte ved angreb af kartoffelskimmel og undgd (mindske) sprejtning
med pesticid. Formalet med den eksperimentelle udsatning er, at undersoge den forbedrede
resistens over for kartoffelskimmel under markforhold.

Dyrkningen vil finde sted fra maj til host i september 2023 og ligge i et konventionelt dansk
landbrugsareal. Omradet for dyrkningen er sat til 380 m?.

Kartoffelplanterne vil bestd af flere linjer baseret pa sorten Ydun og blive udsat fra potter.

Konstruktion

Anspger beskriver at de har anvendt en CrisprCAS teknologi til at foretage mélrettede mutationer 1
kartoflerne. Genet StDMR6-1 1 Ydun, anvendes af skimmelsvampen som “genkendelse” af planten
og medvirker til infektionen af planten. Ved at indfere en mélrettet mutation 1 alle generne

1 Ansggning udsetning af CrisprCAS kartoffel til kartoffelstivelsesproduktion, med forbedret modstandskraft imod
kartoffelskimmel (Phytopthora infestans)”
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StDMR6-1 (kartoffel er tetraploid) ved brug af CrisprCAS teknikken, som bevirker at generne
inaktiveres, bliver kartoflerne mindre modtagelige for kartoffelskimmel.

Ansgger angiver at den anvendte metode for @ndringerne er som beskrevet i artiklen fra Johansen et
al (2019) med den modifikation, at de har anvendt Crispr/Cas i form af et DNA-frit kompleks som
benavnes RiboNucleoProtein (RNP). Metoden er beskrevet i en artikel (Carlsen et. al. 2022) som
anseger henviser til. Efterfolgende har anseger beskrevet mere detaljeret, at der er anvendt
“multiplex” editering hvor mutationerne er mélrettet til to exons i det aktuelle gen (fire alleler).

Det er vurderingen fra DTU, Fadevareinstituttet at den anvendte metode til indferelse af mélrettede
mutationer kan anvendes meget praecist og mindsker eller udelukker indsettelse af ’fremmed
DNA” i kartoflerne. Det kan ikke udelukkes, at der under gensplejsningen er sket utilsigtede
mutationer andre steder 1 genomet, men det mé anses for at udgere en ubetydelig risiko set i relation
til traditionel foradling.

Ansegningen vedrorer i alt 8 forskellige linjer som er udvalgt til neermere undersogelse under
dyrkningsforhold.

Ansgger beskriver en metode til kaldet IDAA (PCR Indel Detection Amplicon Analysis) som kan
anvendes til pdvisning af mutationerne og identifikation af kartoflerne. Kartoflerne er vist at vaere
muteret 1 de aktuelle alleler hvor der kan forekomme lidt forskellige typer af mutationer herunder
deletioner. Der foreligger ikke analyser for fraver af sekvenser fra det anvendte plasmid, hvilket
kan opvejes af den hgje grad af indeslutning.

DTU, Fadevareinstituttet anser beskrivelsen af gensplejsningen for tilstraekkeligt til, at der kan
foretages en risikovurdering af planterne der skal udsattes. DTU, Fadevareinstituttet vurderer ikke
at de tilsigtede mutationer vil &ndre pa kartoflernes sundhedsmeaessige status.

Indeslutning:

Den biologiske indeslutning vurderes som hgj for kartoffel. Dels sker opformering af kartofler
ikke ved pollenbestavning, de er i hej grad selvbestovende og kartofler er falsomme overfor frost
som 1 Danmark og overvintrer sjeldent.

Den fysiske indeslutning synes ikke specielt hgj for den aktuelle udsatning i relation til
adgangsbegraensning. F.x er der ikke hegn omkring forsegsomridet, men anseggeren vil dyrke et 3 m
bredt baelte med ikke-genetisk modificeret kartoffel omkring feltet. Afstand til nermeste
kartoffelmark er 15m.

Host foregér manuelt og procedurer for transport, som beskrevet i ansggningen, sikrer en god
indeslutning.

Afklipning af blomster (begyndelsen af juli) vil 1 hgj grad forhindre utilsigtet pollenspredning og
dannelse af fro.

I alt vurderer DTU, Fadevareinstituttet at indeslutningen af kartoflerne samlet set er hgj under
dyrkningen og vurderer at der ikke vil ske spredning til andre marker eller kartoffelplanter.

Den efterfolgende overvigning af arealet til dret efter udsatning og fjernelse/destruktion af
eventuelle kartofler pa arealet vurderes at kunne sikre at en tidsmassig spredning undgas.



Samlet vurdering.

Det er DTU, Fadevareinstituttet vurdering, at kombinationen af den fysiske og biologiske
indeslutning af kartoflerne under dyrkning i hej grad sikrer, at der ikke vil ske spredning af GM-
materiale (kartofler/pollen/frg).

Det er DTU, Fodevareinstituttet vurdering at et ”worst-case senario” hvor de gensplejsede kartofler
via knolde eller pollen spredes til kartoffelmarker (fx til konsum eller opformering) ikke vil udgere
et sundhedsmaessigt problem ud fra viden om konstruktionen. De forventede nye egenskaber er ikke

forbundet med en sundhedsmaessig risiko af kartofler og bevirker ikke dannelse af nye
indholdsstofter.

Med venlig hilsen

Jan Pedersen
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