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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@kmc.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 &r forsknings assistent: CRISPR/Cas foraedling 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 aendrede stivelsesegenskaber.

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

A.4. Udszetningen

A.4.a. Formalet med udsaetningen

Teste den CrisprCAS aendrede kartoffels sammensaetning af amylopektin og amylose med henblik pa at
erstatte kemisk modificeret stivelse.

Formalet er desuden at teste om egenskaben, de zendrede stivelseegenskaber, er konstante ogsa nar
kartoflen dyrkes pa friland.

A.4.b. Udszetningens startdato og varighed.
Udsaetning sker omkring 1. maj 2023 og hgst i perioden 20 - 30. september 2023.
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A.4.c. Udsatningsmetode
Kartoffelknolde handlzegges i jorden og daekkes med kartoffelkamme.

A.4.d. Fremgangsmade ved forberedelse og behandling af udseetningsstedet inden, under og efter
udsaetningen, herunder dyrknings- og h@stpraksis:

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

Under (udszetningen)vaeksten:

Normal behandling mod ukrudt, skadedyr og sygdomsbekaempelse imod kendte svampesygdomme i
kartoffel.

Planterne vil Igbende blive vandet efter behov.

Hgst(optagning):

Handopgravning og opsamling. Vejning vil foregad i marken.

Maling af stivelsesindhold vil ske indendgrs ved hjeelp af en special vaegt, der kan udregne indholdet af
tgrstof (og heraf stivelsesindhold).

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

A.5. Oplysninger om udszetningsstedet

A.5.a. Udsaetningsstedets stgrrelse og beliggenhed

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

Omradet der vil blive tilplantet med den CrisprCAS modificerede kartoffel, vil vaere 180 m? brutto/60 m?
netto.

Forskel mellem brutto/netto er veern og sti.

A.5.b. Beskrivelse af udsaetningsstedets gkosystem, herunder klima, flora og fauna.
Udsaetningsstedet 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.

Der er ingen historik for at den dyrkede kartoffel i Danmark har krydset med vilde arter i naturen.

Ved blomstringen i begyndelsen af juli vil vi, som ekstra sikkerhed, klippe blomsterne af planterne. Dette vil
sikre, at der ikke vil kunne ske nogen form for krydsning.

Afklipning af blomsterne anvendes bl.a. ogsé 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

Fredskov: min. 15 meter




B.1. Videnskabelige oplysninger

Taxonomi Latinske navn

Familie Solanaceae

Slaegt Solanum

Art Solanum tuberosum
Underart Tuberosum

Kultivar Wotan

Almindeligt navn Kartoffel (stivelse) “Wotan”

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
populaert betegnes som ”"kunstig befrugtning”.

ii)

| naturen sker den yderst sjseldent spontant krydsning mellem kultivarer (sorter) af kartofler, hvorfor risiko
for krydsbestgvning anses som veaerende teoretisk og ubetydelig.

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

typisk primo juli.

iii)
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 vaere 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. Almindeligt
vintervejr med gentagen nat og dagsfrost vil sl& eventuelle overskydende knolde i jorden ihjel, de fryser
vaek.

Alle kartoffelknolde i forsgget p& udszetningsstedet vil blive hdndopgravet, hvorfor sandsynligheden for at
der skal vaere knolde i jorden efter hgst er ubetydelig.

ii)

Ingen seerlige faktorer.

B.1.f. Spredning

i)
Maskinoptagning vil i nogle tilfeelde spilde sma knolde, som kan give ny vaekst aret efter. Derfor veelger vi
den manuelle hdndoptagning, som er et effektivt vaern imod knolde der ikke bliver hgstet.

ii)

Ingen saerlige faktorer

B.1.g.
Ikke relevant

B.1.h.

Kartoflen vekselvirker ikke med andre planter eller organismer, hvor den dyrkes konventionelt, og har ikke
nogen kendt toksisk virkning pd mennesker, dyr eller andre organismer.

2. Molekylaer karakterisering.

a) oplysninger om den genetiske modifikation

Den Crispr-Cas modificerede kartoffel, Waxy Wotan, Linje K33, herefter "Waxy Wotan (K33)’, er fremstillet
pa Kgbenhavns Universitet, Thorvaldsensvej 40, 1871 Frederiksberg C.

Der er ved brug af Crispr-Cas frembragt sma malrettede mutationer i genet Granular Bound Starch
Synthase (StGBSS) 1 i kartoffelsorten Wotan.

StGBBS1 genet udtrykker GBSS1 enzymet, som danner amylosekomponenten i stivelse. | Waxy Wotan (K33)
er genfunktion af StGBSS1 genet (i alle 4 alleler) gdelagt/ikke-funktionelt, hvorved planten ikke kan
producere amylose og derfor indeholder stivelse med udelukkende amylopektin.

i) beskrivelse af de metoder der er anvendt

Protoplaster blev isoleret fra 5 uger gamle vildtype in vitro planter ved enzymatisk fordgjelse af
cellevaeggen. De isolerede protoplaster blev mixet med P9P10 plasmid (se figur) og transformation udfgrt
ved hjeelp af 12% polyethylene glycol (PEG). De transformerede/editerede protoplaster blev regenereret
over 3-4 maneder pa forskellige medier indeholdende en eller flere af fglgene 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 planterene og separeret pa baggrund af stgrrelse (detektions
oplgsning +/ -1 bp) via kapplieer elektroforese.

Da der kun er anvendt et enkelt gRNA/Cas9 kompleks, transient fremstillet via konstruktet POP10 i
portoplastcellen, er der ikke tale om multiplexing i transformation / editerings processen.

Yderligere detaljer om genereringen af Waxy Wotan kan findes i fplgende:

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

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

i) den anvendte vektors art og oprindelse
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Det plasmid-baserede CRISPR/SpCas9 konstrukt, P9P10, er designet til at mutere Exon 1 i StGBSS1. P9P10
er ikke-integrativt, dvs at det ikke indeholder elementer, der fx ved Agrobakterium medieret
transformation, kan foranledige integration i genomet som led i transformationen / mutagenesen.

Det skal endvidere fremhaeves, at P9P10 ikke indeholder en selektions markgr, der ville kunne anvendes i
planter. Derfor er Waxy Wotan linjen fuldt sekventeret og screenet for alle insert relateret til P9P10
plasmidet. Denne screening viste, at der ikke er indsat plasmid elementer i genomet.

Figuren til venstre viser sgRNA designet, de fire alleler og placeringen af
sgRNA i GBSS genet (baren i toppen, exon i hvide kasser. Stjener
symbolisere allel forskelle naturligt forekommende mellem de fire alleler.

Allele specific characterization + primer design

iii) Kilden til den/de til transformationen anvendte nukleinsyre(r) samt stgrrelse og tilsigtet funktion af hver
bestanddel af den region, der skal indsaettes
- Ikke relevant, da der er anvendt et ikke- integrativt plasmid/konstrukt. Herudover henvises til IDAA
analyse af og sekventering af K33 nedenfor.

b) Oplysning om GMHP’erne

i) Overordnet beskrivelse af de egenskaber og karakteristika, der er indfart eller 2endret

Der er ved brug af CrisprCAS teknologien frembragt sma malrettede mutationer i genet Granular Bound
Starch Synthase (StGBSS) 1 i kartoffel sorten Wotan, der normalt producerer GBSS1 enzymet, som danner
amylose komponenten i stivelse. | Waxy Wotan (K33) er genfunktion af StGBSS1 genet (i alle 4 alleler)
gdelagt/ikke-funktionelt, hvorved planten ikke kan producere amylose og derfor indeholder stivelse med
udelukkende amylopektin.

Waxy mutationen
- et begraenset antal ‘waxy’ mutanter, der har tab af Granular Bound Starch Synthase (GBSS) gen funktion,

findes naturligt forekommende i flere arter i naturen og ‘waxy’ feenotypen, der giver en mere klistret
stivelses tekstur, er derfor ikke en ukendt variation i naturen.

- den stzerkt begraensede forekomst af naturligt forekommende ‘waxy’ mutanter, ggr, at den 'waxy'
egenskaben ikke anses for at have en selektiv fordel i naturen.

- Der er desuden ingen rapporter om produktion af giftige forbindelser som folge af ‘waxy’ mutationen.

Plante resistens markgr(er) indgar ikke i det anvendte CRISPR/Cas konstrukt (P9P10), der endvidere er ikke-
integrativt. K33 mutationerne er INDELs 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
- Ikke relevant, da der er anvendt et ikke- integrativt plasmid/konstrukt. Herudover henvises til IDAA
analyse af og sekventering af K33 nedenfor.



- | tilfeelde af deletion angives den eller de deleterede regioner stgrrelse og funktion
| K33 (StGBSS1 exon 1) har de fire alleler fglgende mutationer: | (6 bp deletion); Il (5 bp deletion); 1l (1
bp addition); IV (4 bp deletion).
- Insertets/-ernes subcellulaere 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 er anvendt et ikke- integrativt plasmid/konstrukt. Herudover henvises til IDAA

analyse af og sekventering af K33 nedenfor.

iii) Dele af Planten, hvori insertet udtrykkes
- Ikke relevant, da der er anvendt et ikke- integrativt plasmid/konstrukt. Herudover henvises til

IDAA analyse af og sekventering af K33 nedenfor.

iv) Insertets genetiske stabilitet og GMHP’ernes faenotypiske stabilitet
- Ikke relevant, da der er anvendt et ikke- integrativt plasmid/konstrukt. Herudover henvises til IDAA

analyse af og sekventering af K33 nedenfor.

c) konklusioner af den molekylaere karakterisering

Herunder ses en IDAA og sekventeringsanalyse, der viser mutationer i cut sitet for K33.
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Johansen IE et al. High efficacy full allelic CRISPR/Cas9 gene editing in tetraploid Potato. Sci Rep, 2019

PCR til IDAA er udfgrt pd UCPH-PLEN mens IDAA prgverne er analyseret af Tag Copenhagen (TAG

Copenhagen A/S).

IDAA har for WT (ikke editerede) identificeret alle 4 alleleler i det amplificerede omrade med leengderne | &
Il (450 bp, dobbelt hgjde), 11l (347 bp), IV (454 bp). | K33 er alle positioner/toppe flyttet (I (6 bp deletion); Il
(5 bp deletion); 11l (1 bp addition); IV (4 bp deletion). Som det ses er der fuld korrelation mellem IDAA profil



og sekventeringen (Sanger sekventering, som beskrevet i Johansen et al 2019). Mutationerne i K33 er i trad
med CRISPR/SpCas9-medierede mutationer rapporteret i kartofler og i andre planter.

Pga. det enorme molekylaere overskud af plasmid kopier pr protoplastcelle, vil nogle protoplastceller, og
dermed ogsa de afledte editerede eks-planter, fa indsat mindre plasmid fragmenter. Disse fragmenter er
som oftest fragmenter pa op til 10 basebar, i brud stedet. Dette er velkendt i litteraturen og udfgrligt
dokumenteret ogsa i Johansen el al 2019. K33 linjen er udvalgt, fordi den i brud-stedet (mutagenese mal-
stedet) har brudt laeseramme i alle 4 alleler (fuld allel knock out), og ikke indeholder plasmid fragment(er).

Herudover er genomet af hhv Waxy Wotan (K33) og ikke-editeret Wotan er blevet fuldt sekventeret i alle
fire alleler vha. lllumina sekvenserings teknikken. K33 genomet er, ved sekvens afsggning, undersggt for
potentielle indsatte konstrukt afledte fragmenter. Vi konkluderer, jvf. denne undersggelse, at K33 genomet
ikke indeholder plasmid-konstrukt DNA, der blev anvendt under Crispr-Cas mutagenesen.

Teamets publicerede litteratur, der ligger til grund for generering og molekylaer analyse af K33

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/s41598-019-54126-w

Bennett EP, Petersen BL, Johansen IE, Niu Y, Yang Z, Chamberlain CA, Met 0, Wandall HH, Frédin M (2020)
INDEL detection, the ‘Achilles heel’ of precise genome editing: a survey of methods for accurate profiling of
gene editing induced indels. Nuc Acids Res, 48 (21), 11958-11981, https://doi.org/10.1093/nar/gkaad75

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.

a)
Der forventes ingen @ndringer i hverken persistens eller invasionsevne, ej heller i evnen til at overfgre
genetisk materiale til besleegtede plantearter.

b)
Der forventes ingen @endringer i evnen til at overfgre genetisk materiale til mikroorganismer.

c)
Ikke relevant. De andrede stivelsesegenskaber forventes at reducere forbruget af kemisk modificeret
stivelse.

d)
Der forventes ingen andringer.



e)

ZEndringen af stivelsesegenskaberne forventes ikke at ville pavirke den almindelige landbrugspraksis, hvad
angar dyrkningen, sasom ggdskning, vanding, sprgjtning imod sygdomme, ukrudt, skadedyr osv.

De andrede stivelsesegenskaber vil kunne forbedre produktionen af plantebaserede fgdevarer og gge
maengden af “Clean Label” stivelsestyper til fadevareproduktion.

Stivelsen vil desuden erstatte en del af de i dag anvende kemisk modificerede stivelser.

f)
Der forventes ingen pavirkninger pa de abiotiske miljper.

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

Der er ingen forventning om, at eendringerne i stivelsessyntesen og den heraf udvundne @ndrede stivelse,
vil have indflydelse pd menneskers eller dyrs sundhed.

Der findes allerede i dag en sakaldt ”"waxy-kartoffelstivelse” pa markedet. Denne stivelse szlges allerede
kommercielt til forskellige fadevare formal rundt om i EU og resten af Verden.

Vi har ikke modtaget meldinger om, at denne specifikke stivelse har haft skadelige pavirkninger pa hverken
mennesker eller dyr.

Generelt er kartoffelstivelse netop kendt for hverken at veere toksisk, allergenisk eller have anden skadelig
pavirkning pa menneskers eller dyrs sundhed.

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

h)
Der forventes ingen gget risiko for miljgpavirkning hverken pa mennesker, dyr eller omkringliggende natur.
4. Oplysninger om kontrol, overvagning og efterbehandling- og affaldshandteringsplaner

Trufne forholdsregler

a. Afstand fra krydsningskompatible plantearter, béde beslaegtede vilde plantearter og afgrgder.
Der vil vaere 15 m til neermeste kartoffelmark.
Udsaetningsstedet for den CrisprCAS modificerede kartoffel vil desuden blive omgivet af et baelte 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/undgé spredning af de modificerede planters reproduktionsorganer
(F.eks. Pollen, fra, knolde).
Udsaetningsstedet for den CrisprCAS modificerede kartoffel vil blive omgivet af et 3 m bredt beelte
af ikke CrisprCAS modificerede kartofler, der vil fungere som pollenfanger, og derved reducere
pollenspredning.
Dette baelte 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.

Spande, kurve og gvrige redskaber anvendt ved udplantningen vil blive grundigt rengjorte og
efterset for leeggeknolde. 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 seekke og kgrt til forbraending/deponi.

Hgstede knolde vil blive opsamlet i seekke og transporteret i kasser til bestemmelse af

10



stivelsesindhold pa indendgrs stivelsesvaegt.

Test af stivelsen vil ske pa KMCs laboratorie, som allerede er godkendte til at handtere GMO
kartofler.

For at udvinde stivelsen af knoldene skal knoldene knuses og de mister derved muligheden for at
kunne spire hvorfor risikoen for spredning elimineres.

4.b. Metoder til efterbehandling af stedet efter udseetning

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

1. harvning vil ske kort efter hgst, sd evt. knolde kan frileegges 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 ménedlige 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 sékaldt blomsterbrak fra 2025 som kan slas og overvages.

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

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

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

Hgst: Handoptagning/hgst. Ved handoptagningen(hgst) er risikoen for spild meget lille. Hgstede knolde vil
blive opsamlet i plastiksaekke og transporteret i dobbelt GMO maerkede plastposer, og kgrt til KMCs GMO
godkendte laboratorium for forarbejdning til stivelse/kartoffelmel (se vedlagte bilag 4).

Plantematerialet vil blive opsamlet i plastiksaekke og braendt/destrueret.

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

Efter brug vil veegten og kasser blive rengjort og desinficeret og saekke vil blive kert til
forbraending/deponeret.

4.d. Overvagningsplaner og teknikker.

Udszetningsmarken vil blive observeret hver uge og veaeksten vil blive noteret og beskrevet.
Efter hgst vil udsaetningsmarken 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 haervaerksaktioner, 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.

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 maerkede plastposer placeret i kasser),
hvorfor risiko for spredning under transport ogsa betragtes som minimal.
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ii)
Der forventes ikke at skulle ggres 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 indtrangen.

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

Den ovenfor beskreven malrettede mutations analyse vil pavise, hvorvidt mutationen forefindes i det
analyserede materlale.

Waxy Wotan (K33) er fuldt karakteriseret (i alle fire alleler) vha IDAA 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.

6. Oplysninger om tidligere udseetninger af GMPH erne.

hrg 7 | & 3 v
bl Lo ﬁ y iyt

Ikke relevant. |

Dato; 21, marts 2023

Bent L. Petersen B T Christian Feder

Kgbenhavns Universitet KMC
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Miljgrisikovurdering

Ansggning udsztning af CrisprCAS modificeret kartoffel til kartoffelstivelsesproduktion, med endrede
stivelsesegenskaber.

GUDP-projekt: "KRISPS. Kartofler med Resistens og Innovativ Stivelse som Platform for Synergi
mellem gr@n og skonomisk 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 fjernes. 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 bemeerkes, at erfaringer med handopgravning af kartofler er at der meget sjeeldent
efterlades knolde i korden.

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

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

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 udsaetninger i Skane.

Transport til og fra mark vil forega i dobbelt lukkede enheder. Al transport og handtering vil
forega 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.

Virkninger pa biogeokemiske processer
Den &ndrede stivelsessyntese forventes ikke at vaere relevant eller at have indflydelse pa
biogeokemiske processer.

Virkninger pa menneskers og dyrs sundhed

Det vurderes ikke at de udsatte planter vil have virkninger pa hverken menneskers eller dyrs
sundhed.

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 nar disse typer mutationer er
sket "naturligt”, har det ikke haft betydning pa hverken mennesker eller dyrs sundhed.

Der findes i dag en kommerciel kartoffelsort med samme egenskaber som dyrkes i Tyskland.
Mutationen er her fremkommet via bestraling.

Den kommercielle kartoffelstivelse fra denne sort saelges i hele verden, og der er ikke
indmeldt virkninger pa hverken mennesker eller dyr.

Langt den stgrste andel af denne stivelse anvendes til human ernaering bl.a. vegetar
vingummi, vegetar-ost mm., uden det har givet anledning til indmeldinger om det har
pavirket de forbrugere, der har indtaget det.

Hvorvidt selve mutationen med CrisprCAS kan ggre noget andet ved vi ikke 100 %, men det
er bl.a. et af formalene med udsaetningen.

Stivelsen der udvindes fra disse CrisprCAS knolde vil udelukkende blive anvendt til forskning
og udvikling. Resultaterne af dette vil herefter afdaekke, om der kan vaere risici for
mennesker eller dyr.



OPEN

www.nature.com/scientificreports

SCIENTIFIC
REPORTS

naturetresearch

High efficacy full allelic CRISPR/
Cas9 gene editing in tetraploid
potato

Ida Elisabeth Johansen?, Ying Liu?, Bodil Jergensen?, Eric Paul Bennett?, Erik Andreasson?,
Kare L. Nielsen*, Andreas Blennow* & Bent Larsen Petersen(®*"

CRISPR/Cas9 editing efficacies in tetraploid potato were highly improved through the use of
endogenous potato U6 promoters. Highly increased editing efficiencies in the Granular Bound Starch
Synthase gene at the protoplast level were obtained by replacement of the Arabidopsis U6 promotor,
driving expression of the CRISPR component, with endogenous potato U6 promotors. This translated at
the ex-plant level into 35% full allelic gene editing. Indel Detection Amplicon Analysis was established
as an efficient tool for fast assessment of gene editing in complex genomes, such as potato. Together,
this warrants significant reduction of laborious cell culturing, ex-plant regeneration and screening
procedures of plants with high complexity genomes.

Genome editing provides an efficient route of translating genetic knowledge into improved crop varieties in the
field. In contrast to many breeding techniques, CRISPR-Cas genome editing minimizes introduction of unde-
sired mutations!, which requires backcrossing and/or extensive selection to identify vigorous offspring. This
becomes important in outbreeding crops and especially in those with complex genomes, where genome edit-
ing enables breeding of desired traits in existing elite cultivars, without compromising existing good agronomic
performance?. Elite cultivars of tetraploid potato, Solanum tuberosum, are known to be extremely genetically
diverse with a very high Small Nucleotide Polymorphism (SNP) frequency®*; and are thus propagated clon-
ally to maintain agronomic traits that are the result of balancing such overwhelming genetic diversity. Many
traits can be improved by loss of function alleles, for example generated through CRISPR/Cas9 induction of the
Non Homologous End Joining (NHE]) pathway®. The most famous example is mlo-based resistance to powdery
mildew®’.

High efficient CRISPR/Cas9 editing are in many plants complicated by the presence of complex and high
ploidy genomes and inefficient or poorly controlled delivery of the CRISPR/Cas9 components to cells with regen-
erative potential. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) of cells expressing GFP tagged CRISPR/Cas?9 is
regularly used for enrichment of edited cell populations in mammalian cell systems® and more recently also
expanded to plant protoplast cells®. The Indel Amplicon Analysis (IDAA)' technique allows for fast and direct
assessment of insertions/deletions (indels), with a sensitivity down to +/—1Dbp, without the need for in depth
Sanger sequencing''. IDAA was recently used for editing scoring of protoplast cell populations®, and in the pres-
ent study the use of IDAA was expanded and adapted to plants with complex genomes, such as potato, where it
proved an efficient and fast tool for editing assessment.

Genome editing has been applied to several gene targets in potato albeit with moderate editing frequencies in
protoplasts and subsequent regenerated ex-plant shoots. In one study TALENS were targeted to the acetolactate
synthase gene resulting in 7-8%, 11-13%, 10% editing at the protoplast, calli, and regenerated shoot/ex-plant
levels, respectively; but full allelic edited ex-plants were not obtained'2. In another study an vacuolar invertase
gene was targeted by CRISPR/Cas9. Here 18 of 600 shoots displayed editing and 5 (0.8%) had editing in all four
alleles™. A recent study where the potato granule bound starch synthase (GBSS) gene was targeted by CRISPR/
Cas9, showed that replacement of the standard Arabidopsis thaliana U6-1 (AtU6-1) promoter, driving expression
of the guide RNA, with a endogenous potato U6 promoter resulted in a doubling in editing frequency from ca. 5%

1Department of Plant and Environmental Sciences, University of Copenhagen, DK-1871, Frederiksberg C, Denmark.
2Copenhagen Center for Glycomics, Departments of Cellular and Molecular Medicine and Odontology, Faculty
of Health Sciences, University of Copenhagen, DK-2200, Copenhagen N, Denmark. *Resistance Biology, Plant
Protection Biology, Swedish University of Agricultural Sciences, Alnarp, Sweden. “Department of Chemistry and
Bioscience, Aalborg University, Aalborg, Denmark. *email: blp@plen.ku.dk
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Figure 1. U6 promoter efficacy analysis at the protoplast level. S£U6 promoters were here defined as 350 nt
upstream of the transcription start site (Supplementary Fig. 1 and Supplementary Fig. 2D), and the 257 bp
AtU6-1 promoter of Arabidopsis thaliana was obtained from the vector pHBT-pcoCas9”. (A) Structure of the
Granular Bound Starch Synthase (GBSS) gene? with the guide RNA (gRNAL1) targeting part of the conserved
motif and proposed active site KTGGL?. gRNAL1 includes a diagnostic Bsr] restriction enzyme site spanning
the SpCas9 cleavage site®, —3 bp upstream of the Photospacer Adjacent Motif (PAM) (red), which upon
digestion yields the allele specific fragments: allele ITT (286, 140), allele I and IT (289, 140) and allele IV (289,
144). The outer most primer set includes the SNPs (4-SNPs) and gives rise to PCR amplicons of 426 (allele

III), 429 (alleles I and II) and 433 bp (allele IV), and the innermost (-SNPs) to a PCR amplicon of 218 bp (all
alleles). These length SNPs were conserved between the cultivars Desirée and Wotan. (B) Construct design

and StU6-1-4 versus AtU6-1 promoter analysis at the cell pool (protoplast) level as evidenced by the presence

of indel mediated destruction of the BsrI site (BsrI resistant band). (C) Indel Detection by Amplicon Analysis
(IDAA) chromatograms for the + SNP and ~SNP PCR amplicons of WT and AtU6-1 and StU6-1 derived
indels. + SNP IDAA reveals allele complexity, while ~SNP and BsrI digested 4+ SNP amplicons permit estimation
of editing efficacy. (D) Sequence analysis of 34 individual clones of the BsrI resistant band of StU6-1 (B) isolated
and cloned into the pJet vector, confirmed the indel distribution of the IDAA (Fig. 1C, panel: StU6-1, -SNP)
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also peaking at —4 bp deletions. WT peak positions are indicated by dotted lines. PPDK and NOS designate
Pyruvate phosphate dikinase promoter and nopaline synthase terminator, resp ectively. All experiments were
done in Desirée, except for panel C (upper right side) and D, which were done in the cultivar Wotan.

to 10% in regenerated ex-plant lines of which 2% displayed full allelic editing'*. The presence of a single wild-type
allele was sufficient for conferring significant amounts of the GBSS gene product amylose thus demonstrating that
KO of all four alleles is necessary for producing amylopectin (waxy) potato starch devoid of amylose'“. Similarly,
the endogenous cotton (Gossypium hirsutum) GhU6.3 promoter also resulted in increased CRISPR/Cas9 editing
as compared to the AtUG-29 promoter in a transient reporter expression system in cotton’®.

In this study, we significantly improved CRISPR/Cas9 editing efficacy by applying endogenous potato StU6
promoters for driving the CRISPR component of the CRISPR/Cas system, and demonstrate that this optimization
has a dramatic effect on editing frequencies at both the protoplast and shoot/ex-plant level.

Results

Retrieval of endogenous U6 promotors and editing analysis at the protoplast level. To iden-
tify and retrieve StU6 promoters, we used sequences described in'*"'* to search the potato genome. Upstream 5/
flanking sequences of the StU6 promoters were retrieved and used to PCR amplify the promoter regions from the
cultivars Desirée and Wotan. Four promoter sequences were identified of which two were hitherto unannotated
(StU6-2 and StU6-3) and one (StU6-4) displayed size polymorphism (StU6-4a and StU6-4b). An alignment of the
retrieved U6 promoter sequences displays an overall high heterogeneity with respect to length and composition
(Supplementary Fig. 1). The four potato StU6-1-4 promoters, defined as 350 bp upstream of the U6 gene start,
were cloned to replace the Arabidopsis thaliana AtU6-1 promoter, thus driving expression of the target GBSS
gRNA1 and gRNA2 in constructs also expressing the SpCas9 enzyme (Fig. 1A, Supplementary Fig. 2). In our
initial designs we selected gRNAs targeting exon 1 of GBSS with diagnostic restriction sites for scoring editing.
Potato leaf-derived protoplasts were isolated and the CRISPR/Cas9 expressing constructs (Supplementary Fig. 2)
were delivered by polyethylene glycol (PEG) transformation as earlier described'”. Indels were initially scored
by PCR amplification of the targeted region from pools of protoplasts harvested 24 hrs after transformation fol-
lowed by restriction enzyme digestion. This revealed a significant increase in editing for the endogenous StU6-1-4
promoters when compared to the AtU6-1 promoter as judged by restriction enzyme resistant band intensities
(Fig. 1B). The experiment was repeated three times with overall similar results (data not shown). High resolu-
tion assessment of indel formation and distribution at the cell pool level was carried out through the use of the
Indel Amplicon Analysis (IDAA) technique (Fig. 1C, Supplementary Fig. 3) and analyzed in detail by sequencing
(Fig. 1D). When applied on the cultivar Wotan similar increases in editing were observed albeit at lower absolute
editing frequencies (Supplementary Fig. 3). We speculate that subtle differences in chromatin structure, such as
methylation status or packaging, or other factors between the two cultivars may explain these differences.

We expanded IDAA by restriction enzyme digestion of the IDAA samples, thus separating WT and indel peaks
and allowing for direct assessment and quantification of only the indel derived peaks. Peak quantification revealed
complete removal of the WT peaks in the Ctrl sample and a ca. 9 fold increase, from 8% to 71%, of edited alleles
upon replacement of the AtU6-1 promoter with the StU6-1 (Fig. 1C) or StU6-2 (data not shown) promoter in
protoplasts of the cultivar Desirée. The restriction enzyme resistant band of the StU6-1 experiment (Fig. 1B) was
cloned, sequenced and the indels scored, showing a distribution of deletions peaking at —4 bp, a few 1 nt addi-
tions (Fig. 1D) as well as large insertions (data not shown). IDAA and sequence analysis were consistent. The same
analysis was applied on a second target in exon 1 of GBSS, gRNA2, which also showed higher efficacy using the
StU6 promoters compared to the AtU6-1 promoter, albeit with GBSS-gRNA2 having lower general editing efficacy
(Supplementary Fig. 4). The indel distribution of these two gRNA target sites, i.e. the high prevalence of —4 and
—1 deletions, respectively, is in agreement with a recent study, where Cas9 editing of a vast number of gRNAs/
targets showed that each gRNA conferred individual cell-line-dependent bias toward particular Cas9 editing out-
comes'®. When exon 1 of GBSS was subjected to five selected in silico gRNA prediction servers', the highly in
vivo efficient GBSS-gRNA1 (Fig. 1) was ranked highest by the efficiency score in three of the predictors, but witha
specificity score ranking it as #23 or #24 of 36 possible gRNA's in the two predictors that allowed off-target assess-
ment (Supplementary Fig. 5). The non-trivial weighting of gRNA efficiency and specificity ranking when selecting
gRNA targets may be augmented by unreliable or inadequate genome sequence information. While traditional
breeding techniques that use mutagenic chemicals or irradiation result in mutation frequencies of 0.2-5 X 1022,
only four off-target mutations could be attributed to CRISPR/Cas9 activity in tetraploid cotton analysed by whole
genome sequencing’. This is less than 1% of the 466 SNPs and 77 indels identified as spontaneous mutations and
in agreement with the recently reported none or very low off-target mutation frequencies in mammalian cells?’.

Ex-plant molecular and phenotypic characterization.  Protoplast isolation, transformation, alginate
embedment, shoot and ex-plant generation and transfer to soil for phenotypic scoring of starch composition in the
tubers is outlined in Supplementary Fig. 6. Twenty three shoots/ex-plants were randomly selected and analyzed
and out of these eight (35%) displayed full allelic editing, six appeared to have editing in 1-3 alleles, and nine were
un-edited as evidenced by restriction enzyme analysis. Eleven out of the 23 shoots/ex-plants had plasmid derived
insertions (Fig. 2B, left panel) and one displayed a dwarfed phenotype (Fig. 2B, right panel, plantlet K8). The high
frequency of insertion mutants is in agreement with a recent study in potato, where CRISPR/Cas nucleoproteins
were assembled in vitro. Here, an unexpected high frequency of insertions of both potato genomic DNA and
fragments derived from the plasmid used for in vitro transcription of the gRNA was observed??. Molecular and
phenotypic analyses of shoots/ex-plants initially selected for further analysis are outlined in Supplementary Fig. 7.
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Figure 2. Amylopectin only potato: Geno- and phenotypic analysis of GBSS loss of function ex-plants. (A)
Regenerated ex-plants from tissue culture with resulting potato tubers.(B) In total, 23 randomly selected shoots/
ex-plants were screened to identify indels using the BsrT restriction enzyme digestion. K8, K10, K18, K19, K33
& K52 appeared to have editing in all four alleles (fully BsrI resistant), K11, K12, K26, K32 & K42 displayed a
mixture of WT type and edited alleles, while K1, K2, K7, K9, K13, K34, K47, K50 & K51 appeared to be un-
edited. * denotes insertions. K5 and K6 appear at a first glance to be mixed, but sequence analysis revealed

that the Bsr] digestion bands were derived from plasmid insertions comprising the gRNA1 sequence, which
reintroduced the Bs site and that K5 and K6 in fact had full allelic editing. (C) WT and the full allelic edited
ex-plants, K10 and K33, were corroborated by IDAA of the larger (+SNP) region and the inner smaller (-SNP)
region without length SNPs (Fig. 1C). WT peak positions are indicated by dotted lines. Lugol staining was used
to analyse tuber starch from greenhouse grown plants (Supplementary Fig. 6). The presence of amylose gives
rise to the dark blue colour (WT) tubers, while amylose free/amylopectin only’ yields the red-brownish color.
Additional shoots/ex-plants selected for IDAA analysis of which a subset was propagated to set tubers were
also stained with lugol?® (Supplementary Fig. 7). (D) Sequence analysis confirmed that both K10 and K33 were
full allelic edited. K10 had a 3 bp deletion in allele ITI, IV and in one of the alleles I or IT and a 990 bp insertion
(denoted “*’ left to the sequence, see also arrow on gel insertion (Fig. 2Q)) in the other as also evident in the
IDAA analysis displaying 1:1:1 ratio of the three chromatographic peaks. K33 had 6bp and 5bp deletions in
allele I and II, a 4bp deletion in allele IV and a 1bp insertion in allele ITIL.

It was previously shown that full allelic knock-out of the GBSS gene is necessary for obtaining amylose-free
starch!“, Interestingly, two of the plants with four allele editing and amylose free starch, K10 and K33 (Fig. 20),
displayed three or six nucleotide in frame deletions in three or one allele, respectively (Fig. 2C,D), which resulted
in elimination of the K-codon of the proposed ADPG binding site in the KTGGL motif*. The lack of amylose in
K10 and K33 thus confirmed the importance of this amino acid for GBSS activity.
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Noteworthy, our initial sequencing based characterization of the target region of the single copy GBSS gene
having an expected maximum of four alleles, revealed a seemingly implausible complexity of up to 15 alleles.
More detailed analysis, using combinations of different PCR amplifications to increase robustness of the analysis
revealed that the observed hyper diversity was likely due to chimera formation caused by priming with incom-
pletely extended PCR products from previous cycles (Supplementary Fig. 8) as has been previously observed for
simultaneous amplification of highly homologous templates®.

Discussion

Most agronomic traits are influenced by multiple loci and obtaining individuals harboring the desired alleles at
these loci are very unlikely. In hybrid breeding crops, such as most cereals, genetic diversity at important lociis
frequently fixed in inbreds that are then combined to provide homogenous and vigorous offspring thus blocking
further breeding improvement. Outbreeding crops, such as tetraploid potato, harbor numerous allelic variants at
important loci and agronomic performance of single individuals, propagated as clones (seed potato), is the result
of a complex balance of alleles at a multitude of loci, which is perturbed by further crossing. In both instances,
crop development may be accelerated by targeted genetic mutations in already existing elite varieties” using
genome editing technology, such as CRISPR/Cas9. In outbreeding crops, the opportunity for altering specific
traits in existing elite cultivars holds the promise of increasing performance of specific traits, without compromis-
ing good agronomic performance. Potato is tetraploid and elite germplasms are extremely genetically diverse with
observed SNP frequency between two individuals of 1 per 29 bp®. Thus, genome editing is particularly attractive
in potato where good agronomic performance is the result of balancing such overwhelming genetic diversity.

In the present study, we devised schemes for efficient editing and editing assessment of high ploidy complex
genomes, here in potato, which are characterised by a high SNP prevalence between alleles but also between
different cultivars.

We performed a survey for assessing the endogenous U6 promotor repertoire in potato and retrieved both
published and hitherto unpublished potato U6 promotor sequences, and assessed their conferred editing per-
formance in protoplasts as a first readout. Replacement of the regularly used Arabidopsis AtU6-1 promotor
with endogenous potato StU6 promotors resulted in a dramatic increased editing efficiency of the target GBSS
gene. Editing frequencies of 30-70% in protoplasts, corresponding to an up to a ca. 9 fold increased editing,
were obtained as evidenced by IDAA. Theoretically 50% editing in protoplasts would translate into 6.25% (0.5%)
ex-plants with full allelic editing. However, in agreement with earlier CRISPR/Cas editing in potato'>, we
observed full allelic editing in 35% of the ex-plants/shoots analysed, thus suggesting that in transformed proto-
plasts there is an increased likelihood that multiple alleles will undergo editing.

Our implementation of the IDAA technique permits fast and high throughput assessment of editing in organ-
isms with high ploidy and complex genomes, such as potato, as evidenced here where all peak positions ofthe WT
chromatogram were shifted in full allelic knock out of explants (Fig. 2). Editing may be scored at both the proto-
plast and ex-plant level, without the need for comprehensive sequence analysis, which, however, is still needed for
full characterization at the ex-plant level.

Somaclonal variation has been reported to be a concern in relation to ex-plant regeneration from callus/
shoots, including potato?. The present study did not include a comprehensive survey in regard hereto, but the
regenerated first generation ex-plants displayed vigorous growth i vitro when scored ca 2 month after first visible
shoot formation and later in pots in the greenhouse (Fig. 2A). Both the full allele GBSS edited ex-plants, such
K10 and K33, and un-edited GBSS but regenerated plants, such as K34, for example, displayed the same vigorous
growth under the growth and culturing conditions applied here. One ex-plant, K8 (depicted in insert to Fig. 2A),
displayed a major growth phenotype, but further genotyping of this ex-plant was not pursued. Although soma-
clonal/phenotypic variation was generally not encountered in the present limited explant material, additional
explant lines and propagation generations are needed for proper assessment of the extent of genetic as well as
non-genetic derived somaclonal/penotypic variation.

In conclusion, this study demonstrates that i) use of endogenous U6 promoters has an great impact on editing
efficiencies, ii) in complex tetraploids an exhaustive molecular characterization of W alleles is required to avoid
SNIP’s at gRNA targets and recombinant PCR derived erroneous allele assignment, iii) plasmid derived insertions
were prevalent prompting for the use of purified DNA free nucleoprotein (RNP) to at least reduce the insertion
prevalence, and iv) IDAA provides a simple qualitative and quantitative means of editing analysis at the cell pool
and ex-plant level in the complex potato genome. The obtained highly improved editing efficacy may significantly
reduce downstream cell culturing and ex-plant re-generation in particular where full allelic and heritable trans-
mitted gene editing is desired.

Methods
Methods and any associated references are available in the online version of the paper. Note: Any Supplementary
Information and Source Data files are available in the online version of the paper.

Online methods. Plant material.  Sterile in vitro grown plantlets of Desirée and Wotan were obtained from
Vitroform (Arslev, Denmark) and propagated in a Fitotron growth cabinet with 16/8h, 24°C/20°C, 70% humid-
ity, at 651.E light intensity as described in'. Regenerated plants were transferred to soil by rooting on peat under a
white plastic cover. After rooting, plants were transferred to 25 cm pots and grown in the greenhouse to set tubers.

StU6 promoter sequence and cloning. StU6 promoter sequences were retrieved by BLAST searches in the
reference genome (DM1-3 516 R44)* with the sequences 217290, Z17292, 217293, Z17301 from the culti-
var Record'® as baits. Z17290, Z17292, Z17293 and Z17301 were mapped to the reference genome using CLC
Genomics Workbench (Qiagen). 5 flanking sequences AGCAAGATGCAATGTATCAACTCA (Z17290),
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ACCACTTAAACTGAGAACAGTCAA (Z17292), TTCACTTAGTTCAGTTGCATTATGTC (Z17293),
GATAAATTCTTAAAGTTGAGTAACC (Z17301) were used to amplify and sequence U6 upstream regions from
cultivars Desirée and Wotan of 421 bp (Z17290), 433 bp (Z17292), 372bp (217293) and 374 bp, 321 bp and 318 bp
(Z17301) using the common RV primer GCCATGCTAATCTTCTCTGTATCG that anneals to nt 33-55 of the U6
sequence. These sequences were used to define StU6-1 (Z17290), StU6-2 (Z17292), StU6-3 (Z217293) and StU6-4,
StU6-4a and StU6-4b (Z17301), which were cloned to drive the gRNA expression using Nebuilder assisted Gibson
assembly (Supplementary Fig. 2C).

In silico prediction analysis of GBSS-gRNAI and 2 targets. Exon 1 of GBSS, which includes 36 potential gRNA
targets, was used as input for evaluation of the ranking of gRNA1 and gRNA2. The in silico assisted gRNA selec-
tion tools*® amenable for plants and included in the survey were CHOPCHOP v2 (http://chopchop.cbu.uib.no/)*!,
CRISPR-P 2.0 (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/)*?, SSC (http://crispr.dfci.harvard.edu/SSC/)*, CRISPRater
(https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/)*, and CRISPOR (http://crispor.tefor.net/)*.

Protoplast isolation, transformation, editing, ex-plant regeneration. Protoplast isolation, transformation, editing
and ex-plant regeneration were essentially done as described in'2

DNA extraction. Plant gDNA template for PCR and IDAA was purified with GenElute Plant genomic DNA
miniprep kit from Sigma and quantified using nanodrop. gDNA from harvested protoplasts was obtained by
suspending the cells in H,0, snap freezing in liquid nitrogen followed incubation at 96 °C for 15/,

Genotyping. 'To characterize the target region, different combinations of FW primers tgtagaccacacatca-
cATG, tgtagaccacacatcacATGG, GCAAGCATCACAGCTTCACACC, AGCATCACAGCTTCACACCACT
and, + SNP FW, and RV primers atcatttagGCCCGCGGACA, AAACGTGGGGTTGATCGTGT,
ATGGCCCCAAAGCTGGACTAG and + SNP RV, were used for PCR amplification with CloneAmp™ HiFi PCR
Premix (Clontech) in total reaction volumes of 25 pl with 0.25 1M primers and 0.4-0.8 ng/pl gDNA according
to the manufacturers recommendations with the PCR parameters of 35 cycles: 98°C 10", 64°C 15", 72°C (60"
per 1000 bases, extension). In the attempts to reduce PCR derived chimeras, extension time was doubled and
the primer concentration increased twofold. For genotyping of edited plants and protoplasts, the edited region
was amplified with + SNP FW and + SNP RV. Gel purified PCR products were cloned using the CloneJet PCR
cloning Kit (Thermo Scientific), sequenced by Sanger sequencing at Macrogen and analyzed on the CLC Main
Workbench.

Screening by Indel Detection by Amplicon Analysis (IDAA).  Tri-primer PCR amplicons for IDAA'® were obtained
using the primers 4 SNP FW, IDAA + SNP RV and Fluorescein Amidite (FAM) labelled FAME while primers —
SNP FW and FAM-labelled -SNP RV were used for di-primer PCR. PCR reactions of 25 pl using CloneAmp™
HiFi PCR Premix (Clontech) with 0.25 uM primers except IDAA + SNP RV at 0.025uM on a template of 0.4~
0.8 ng/ ul gDNA or 2.5 pl protoplast cell pool suspension were run with PCR parameters: 98 °C 10”, 64°C 15",
72°C (60" per 1000 bases, extension) 35 cycles for gDNA, 40 cycles for protoplast suspensions. The PCR product
was analysed on a 3500xL Genetic analyzer (Applied Biosystems) as previously described'’.

Phenotypic analysis. Lugol staining was done as described in*.
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Baggrund

| 2019 fik Kgbenhavns Universitet (KU), Aalborg Universitet(AAU), Sveriges Lantbruks Universitet(SLU) og
KMC godkendt og bevilliget penge fra GUDP til projektet:

” Krisps. Kartofler med resistens og innovativ stivelse som platform for synergi mellem grgn og gkonomisk
baeredygtighed”.

GUDP bevilligede naesten 11. millioner kroner til projektet, hvis formal er at anvende CrisprCAS teknologien
til hhv. at forbedre/aendre eksisterende sorters modstandsdygtighed overfor kartoffelskimmel dels at
frembringe en sort med aendrede stivelsesegenskaber séledes man i fremtiden vil kunne fremstille sakaldte
"Clean Label” stivelser.

Clean label stivelser er stivelser som ikke er blevet modificeret med kemi.

Den forbedrede modstandsdygtighed (resistens) overfor kartoffelskimmel forventes at kunne reducere
anvendelsen af fungicider vasentligt, sammenlignet med samme sort uden den andrede mutation.

Samarbejdet mellem de ovenstdende parter har fungeret (og fungerer) seerdeles godt og har resulteret i at
vi 2022 kunne konstatere, at det er lykkedes at frembringe 2 kartoffelsorter som opfylder de ovenstdende
mal.

Vi har kunnet se det virker i laboratoriet hvilket er malet for fgrste del af GUDP-projektet.

Den sidste del af GUDP-projektet indebaerer ogsa en markafprgvning, hvor det skal testes hvorvidt de 2
egenskaber ogsa forefindes i planterne under realistiske markforhold.

Projektet er nu ndet ind i denne fase, og vi er derfor klar til at skulle teste under realistiske markforhold og
vi ansgger derfor Landbrugsstyrelsen om tilladelse til en forsggsudsaetning af de 2 sorter i 2023.

Marktesten er ngdvendig for at kalde projektet en succes og fa testet de 2 andrede egenskaber under
markforhold.

KMC - Herningvej 60 - 7330 Brande - Denmark - +45 9642 5555 - kmc@kmc.dk - www.kme.dk



Skema A: Hovedansggningsskema

Alle felter skal udfyldes. Vejledning til udfyldelse af ansggningsskemaet kan findes her.

A1. Projekttype

Projektet indeholder fglgende
aktiviteter:

Anvendt forskning
] Udvikling
Demonstration

[] Netveerksprojekt

A2. Sgges projektet under
saerligt gremaerkede
midler?

Ikke relevant i denne ansggningsrunde.

A3. Projekttitel, samt
eventuelt akronym:
(maks. 2 linjer)

KRISPS. Kartofler med Resistens og Innovativ Stivelse som Platform
for Synergi mellem gren og gkonomisk baeredygtighed.

A4. Kort projektbeskrivelse:
(maks. 1.500 karakterer
pa dansk)

Danmark har en omfattende og moderne kartoffelproduktion, som star
overfor vaesentlige udfordringer i forhold til gran omstilling, fordi
kartoffelskimmel udger en vedvarende trussel, der ngdvendigger et
haijt fungicidforbrug. Forbedret modstandsdygtighed i danske
glitesorter, som i forvejen er optimeret mht udbytte og
dyrkningsegenskaber, vil derfor medfgre store gkonomiske og
miljgmaessige gevinster. Hertil kommer gnsket om egenskaber, som
kan mindske kvalitetforringelse under lagring, udvide anvendelsen af
stivelsen i industrien, mindske acrylamid dannelse under
forarbejdning og forbedre kulhydratsammenseetningen rettet mod
forebyggelse af livsstilsygdomme. Kombineret med bedre
sygdomsresistens vil disse egenskaber bidrage til akonomisk veekst
under hensyntagen til miljzet og med gevinst for folkesundheden. Det
vil ogsa imadekomme EU’s krav til agroindustrien om at nedbringe
brugen af pesticider og indfare graenser for acrylamidindhold i
forarbejdede kartoffelprodukter som snacks og pommes frites.
Projektet vil anvende ny biologisk baseret preecis foreedling til at
forbedre sygdomsresistens og kvalitet i danske kartoffel elitesorter.
Praacis foraedling vil, i modsaetning til traditionelle metoder, ske uden
at kompromittere andre af elitesorternes omhyggeligt opbyggede
egenskaber. Vi har etableret og udbygget teknologien i kartoffel, og vi
ved, hvordan vi opnar forbedret sygdomsresistens og nye
kvalitetsegenskaber.
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A5. Navn pa hovedansgger/ | Kartoffelmelcentralen Amba
projektledende
virksomhed eller

institution:
A6. Kommune: lkast-Brande
A7. CVR-nummer: 15230614
A8. P-nummer: 100884898
A9. Adresse: Herningvej 60, 7330 Brande
A10. Proigtktlleders havn Ole Bandsholm Sgrensen, Udviklingsdirektar
og titel:

A11. Projektleders tif. og e- 4064 8818, OBS@KMC.DK

mailadresse:
A12. Ansggt belgb: kr 9.218.654,00
A13. Er der eller har der [] Ja — hvilke ordninger samt journalnr. Ar:

vaeret spgt om tilskud
til projektet under

andre statslige, ] Nej
regionale eller EU
ordninger?
A14. Startdato: 01-01-2020 A15. Slutdato: | 31-12-2023

Ansggers bekraeftelse

A16. Ansggers bekraeftelse:

Ved enkeltvirksomhedsprojekter underskrives hovedansggningsskemaet af
virksomhedens/institutionens gkonomiansvarlige. Ved samarbejdsprojekter underskrives
ansggningsskemaet af hovedansggers gkonomiansvarlige eller projektleder.

Ansgger forpligter sig til straks at orientere GUDP-sekretariatet, hvis der sker vaesentlige eendringer i de
indsendte oplysninger. Herunder hvis der modtages finansiering til projekiet eller dele af projektet fra
anden side, som ansgger ikke havde kendskab til pa ansggningstidspunktet.

Ansgger bekrasfter med underskriften, at alle de afgivne data og informationer i ansggningsmaterialet
er korrekte, samt at de angivne grenne og skonomiske effekter er estimeret realistisk og bedst muligt.

Veer opmeerksom pa, at nogle af de afgivne oplysninger kan blive offentliggjort pa internettet, jesvnfer
indkaldelsens afsnit "Procedure for sagsbehandling af ansggninger”.
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Dato: Underskrivers navn/stempel: - Underskrift:

OLE PHWHS Her 17
%—2@/9 C B

Projektform og virksomhedsstarrelse

A17. Projektform: ] Enkeltvirksomhedsprojekt
Samarbejdsprojekt

A18. Virksomhedsstgrrelse: * | [] Lille virksomhed

] Mellemstor virksomhed
Stor virksomhed

[[] Offentlig institution

Neglepersoner

A19. Oversigt over projektets ngglepersoner fra de deltagende virksomhedetr/institutioner samt
det forventede omfang af deres engagement:

| den sidste raekke i tabellen. kan der skrives ekstra deltagere ind efter behov.

Navn: Stilling: Timeantal: Institution/virksomhed:
Christian Feder Agrochef 800 KMC amba

Ole Bandsholm Udviklingsdirektar 700 KMC amba

Sgrensen

Bent Larsen Petersen | Affilieret Lektor 3296 KMC amba/KU
Andreas Blennow Lektor 1648 KU

Kaare Lehman Professor MSO 412 AAU

Nielsen

Elisabeth Johansen AC-TAP ' 5274 KU

Elsa Sverrisdottir PostDoc 2064 AAU
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Ansggninger med forskningsandel

A20. Forskningsfaglig vurdering: _OBS! Hvis projektet er segt med forskningsandel skal
skema E udfyldes.

Detaljeret beskrivelse af projektet

A21. Projektets baggrund, formal og arbejdspakker: (maks. 5.000 tegn)

Baggrund

P4 verdensplan er kartoffel den fjerdesterste afgrede og Danmark er ferende indenfor produktion af
lseggekartofler og stivelse. Produktionen stér overfor nye udfordringer med hensyn til miljg og
folkesundhed og @nsket om bedre kvalitet. | de seneste ar er forbruget af pesticider blevet en starre
gkonomisk belastning for erhvervet og star samtidig i vejen for en miljgvenlig produktion. Desuden
udger pesticidforbruget en trussel mod grundvandet og en helbredsrisiko for befolkningen.
Kartoffelbladplet (Alternaria solani og A. alternata) er et stigende problem, mens kartoffelskimmel
(Phytophthora infestans) udger den starste trussel, og efter introduktionen af kennede stadier tidligt i
1970’erne har kartoffelskimmelen hurtigt udviklet nye smitteracer, som har overvundet R-gen betinget
resistens. Desuden kan et varmere klima og mere regn i vaekstseesonen forveerre sygdomsangrebene.
For at bekssmpe rettidigt overvages sygdomsudbredelsen ngje, men i praksis sprgjter mange
landmaend ugentlig. Derfor udgar bekeempelse af kartoffelsskimmel mindst 20% af landbrugets
samlede fungicidforbrug. @konomisk betyder det en estimeret omkostning pa 4000 kr/ha/ar til
forebyggelse af skimmel og bladplet, hvilket pa landsplan med 30.000 ha, hvor der dyrkes
stivelseskartofler i Danmark, giver en arlig omkostning pa over 120 mill. kr.

Forsinkelse af sygdomsudbredelsen kan mindske behovet for sprgjtning vaesentligt, og derfor er sorter
med foraget resistens en attraktiv mulighed. Mens R-gen betinget resistens har begreenset varighed,
anses susceptibiletets gener (S-gener) for at have en bedre mulighed for at give varig beskyttelse. S-
gener er ngdvendige for skimmelens etablering og vaekst i planten, og hvis de slas ud, opnas en
mindre modtagelighed og i nogen tilfeelde ogsa beskyttelse mod flere sygdomme. Pa SLU har Erik
Andreasson opnaet gode resultater med flere gener med op til 50% reduktion af skimmelinfektionen.
For at drage nytte af disse forskningsresultater i danske elitesorter, er der brug for en
foraedlingsteknologi, som ikke pavirker de gvrige dyrkningsegenskaber og kvaliteter. Foraedling har
traditionelt benyttet sig af krydsning, kemisk behandling eller betréling. Feelles for disse er, at de ikke
giver mulighed for at bevare elitesorterne, fordi de skaber nye genkombinationer eller mange ugnskede
mutationer. En ny biologisk baseret metode, bedre kendt som CRISPR teknologi, benytter sig af et
enzym (Cas9), som ved hjeelp af et lille stykke guideRNA (gRNA), bliver dirigeret til preecist det gen,
der @nskes slukket for. Bade enzymet og gRNA molekylet nedbrydes hurtigt herefter, s man ender
med en mutation, som ikke er anderledes, end hvad der kan opsta naturligt, eller som opnas med
traditionelle foreedlingsmetoder — dog med den store fordel, at der ikke sker andre eendringer. Pa KU-
PLEN har vi opnaet betydelig ekspertise p& omradet, og har med prascis foreedliing fremstillet en
variant af elitesorten Wotan med amylosefri stivelse.

Status ved projektstart:

» Effektivt genkonstrukt til produktion af amylosefri og lav sukker stivelse i knolden

s Knolde af CRISPR foraedlet amylosefri (GBSS) linjer klar til AP4

« 1, generation kartofler-planter med CRISPR-foreedlet lav-sukker (GWD) forventes klar til AP4
« Et antal S-gen kandidater, som SLU har vist mindsker skimmelangreb, klar til AP1

Formal
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At imgdekomme miljgmaessige udfordringer og skabe potentiale for gkonomisk vaekst ved at forbedre
sygdomsresistens i danske elite kartoffelsorter kombineret med en forbedring af stivelseskvaliteter,
som eftersparges i industrien og forbedring af ernaeringsmeessige kvaliteter, der forebygger
livsstilsrelaterede sygdomme eller forhindrer dannelse af ugnskede sundhedskadelige stoffer.

Arbejdspakker
Arbejdspakkerne er ens for alle egenskaber der gnskes forbedret. | de tilfeelde, flere egenskaber
gnskes kombineret, vil AP2-APS5 blive itereret.

AP1: gRNA selektion

Sekvensen af malgenet karakteriseres i den valgte sort og er udgangspunkt for valg af gRNA og
optimering af PCR assays. For at undersgge gRNA effektiviteten transformeres protoplaster med
genkonstrukt, som udtrykker gRNA og Cas9, som hgstes efter mutagenese (24 timer). Det muterede
omrade amplificeres med PCR og analyseres med IDAA, der muliggar kvantificering af editeringen. Der
analyseres 6-10 gRNA for hvert gen, hvoraf de to bedste bruges i AP2.

AP2: DNA-fri CRIPSR

Protoplaster transformeres med et kompleks af Cas9 og syntetisk gRNA og kultiveres til der dannes
skud. Der isoleres gDNA fra de enkelte skud, som analyseres med IDAA og sekventering for finde
individer med mutation i alle fire alleler. Disse opformeres in vitro og etableres pé jord til hhv AP3 og
AP4,

AP3: Resistens analyse :
Analyse af sygdomsresistens med "detached leaf assays”.

AP4: Stivelses kvalitet
Analyse af stivelseskvalitet med relevante kromatografiske, kemiske og rheologiske metoder.

AP5: Markforsgg
Opformering og dyrkningstest.

APB6: Projektledelse

A22. Projektets nyhedsvaerdi: (maks. 1.500 tegn)

Beskriv projektets nyhedsveerdi og hvordan projektets output adskiller sig fra andre lignende produkter.
Projekiet tager udgangspunkt i ny biologisk teknologi til preecis foraedling af planter. CRISPR-teknologi
er i modseetning til hidtige klassiske foreedlings metoder, der skaber en meengde tilfaeldige og méaske
ugnskede mutationer, en prascis og ren teknologi, som er malrettet netop det gen/den egenskab, man
gnsker at zndre. Kemisk (EMS) og bestréling’s mutagenese resulterer i fra 0.2 til 5 mutationer pr 1000
baser i DNAet, hvilket betyder, at en reekke gener rammes tilfeeldigt. For at komme af med de
ugnskede mutationer, krydses den mutererede plante med sit ophav gentagne gange. Herved opstar
mange nye genkombinationer, og i kartoffel med et tetraploid komplekst genom betyder det, at tidligere
omhyggeligt fremavlede egenskaber i elitesorten gar tabt. | kartofler er CRISPR/Cas teknologien pt den
eneste teknologi, der tillader at sendre eller tilfere en egenskab i en given sort uden, at al tidligere
foraedling tabes. Derfor er CRISPR foraedling klart at foretraekke i forhold til andre teknologier som fx
TILLING. Fzelles for CRISPR/Cas, EMS og stralings mutagenes er, at der dannes et brud / klipi
DNA/genomet, som repareres af cellens eget reparations system (NHEJ) med mindre mutationer
tilfglge.

| kartoffel er CRISPR-teknologien seerdeles attaktiv, fordi den giver mulighed for mélrettet forbedring af
eksistende elitesorter og den bringer muiligheden for at kombinere forskellige foreedlingsmal indenfor
raskkevidde. For eksempel sygdomsresistens og stivelsekvalitet.
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A23. Projektets konkrete effekter inden for gran baeredygtighed: (maks. 2.500 tegn ekskl.
effektskema) _

Bedre resistens mod kartoffelskimmel vil vesre en vigtig milepzel i bestraebelserne for at opné en stabil
og beeredygtig produktion af kartofler. lgennem 175 &r har denne sygdom veeret en udfordring. Den
handteres nu gennem et intensivt sprajteprogram, som er en belastning for miljget og en gkonomisk
udfordring for avlerne. :

Bedre resistens mod kartoffelskimmel Phythophthora infestans og Alternaria alternata og A. solani,
som forarsager bladplet, vil iszer forbedre muligheden for at kontrollere den epidemiske spredning og
begraense behovet for sprajtninger sidst pa veekstsaesonen, hvor smittetrykket er sterst. Jo leengere tid
det er muligt at holde sygdommen i skak og jo flere sunde planter, der er i marken, jo bedre kan man
udnytte tilgeengelige vand og naeringsstoffer. Eftersom spredningen af begge sygdomme pévirkes af de
lokale vejrforhold, vil udbyttestabiliteten forbedres som resultat af @get resistens. | tarre somre er
smittetrykket lidt mindre, men til gengeeld er der behov for vanding, som kan foretages mere optimalt,
hvis man ikke i samme grad behgver at tage hgjde for risiko for smittespredning.

Der sprajtes i gennemsnit ti gange i veekstsaesonen mod de to sygdomme. Hvis foraget resistens kan
nedbringe sprajtningsbehovet til det halve pa de godt 30.000 ha, der, ifglge Danmarks Statistik (DS),
dyrkes med stivelseskartofler i Danmark, vil man opna en betydelig gevinst. Pa sigt vil resistenserne
ogsa kunne udnyttes i spisekartofler (13.000 ha) og produktionen af lasggekartofler (7900 ha). Den
reducerede spraijtning vil mindske risikoen for pesticid udvaskning og nedsivning af pesticider og deres
nedbrydningsprodukter til grundvandet. Ligesom det reducerede pesitcidforbrug vil mindske risikoen for
pesticid rester i spisekartofler og andre kartoffelprodukter. Dertil kommer et reduceret energi forbrug,
nar der sprgjtes feerre gange. E

Projektets konkrete grenne effekter skal angives i et eller begge effekiskemaer nedenfor. Se den
nuvaerendes rundes vejledning pa vores hjemmeside.

Effektskema 1 — Grgnibeeredygtighed

Parameter Effekt Udbredelse Total effekt Forventes | Kildehenvisning
(husk enhed) | (husk enhed) | (effektx opnaet ar
udbredelse)
| Begranset Kvaelstof (N)
pavirkning af
miljget fra Fosfor (P)
naeringsstoffer
(N og P), Pesticider 5 30.000 150.000 2030 Pl
pesticider og sprajtninger | ha/ar s x ha/ar DS
klimagasser Klimagasser
(COz-a=kv.)

Parameter : Kort beskrivelse (maks. 240 tegn)

Bzeredygtig
ressourceanvendelse

>~F¢devaresikkerhed, Fgdevaresikkerhed
fgdevarekvalitet,

human sundhed 0g [ rydevarekvalitet
ernaering
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Human sundhed og Et af malene er at foraedle kartofler til at danne mindre frit
ernzring sukker, hvilket vil nedsastte dannelsen af acrylamid ved senere
forarbejdning
Skiansomme Mindsket pesticidforbrug og mindsket risiko for udledning af
Produktionsmetoder sprejtemidler i grundvandet og i kartoffelprodukter. Mindsket

udledning af salte i miljget ved at erstatte konventionel kemisk
modificering med stivelsesmodificering i kartoflen.

A24. Projektets konkrete effekter inden for skonomiske beeredygtighed: (maks. 2.500 tegn ekskl.
effektskema)

Bedre resistens mod kartoffelskimmel vil, som beskrevet i A23, mindske behovet for sprajtning. | AKS's
budgetkalkyle fra 2016 angives at daskningsbidraget 8545 kr/ha. Det vil kunne @ges vaesentligt, hvis
sprajtebehovet nedszettes til det halve. Udgifterne til bekeempelsesmidler mod skimmel og bladplet
angives at vaere henholdsvis 2000 og 500 kr/ha. Dertil kommer udgifter til sprajtning, som samlet set er
sat til 1430 kr/ha. Dvs omkostningerne til bekeempelse af skimmel og bladplet, hvor der i gennemsnit
sprajtes 10 gange i vaekstsaesonen, er pa ca. 400 ki/ha pr sprajtning pr &r eller 4000 kr/ha pr &r. En
halvering af dette vil sge indteegten med 2000 kr/ha om aret, hvilket pa landsplan svarer til 60 mill kr
alene pa de arealer, hvor der dyrkes stivelseskartofler.

Dertil kommer gkonomiske gevinster ved at kunne producere specialstivelse direkte pa marken. Det
globale marked for modificeret stivelse er i veekst, og i Danmark produceres 300.000 ton stivelse arligt.
Fra forskning i transgene planter ved man slukning af udvalgte gener, kan forholdet mellem amylose og
amylopektin sendres, ligesom fosfat og fri-sukker indhold kan saenkes. Som eksempler p& anvendelser
kan neevnes proces-stabil haj-amylopektin stivelse, der anvendes til papirindustrien og til
f@devareindustrien i frugt- og mejeriprodukter. Haj-amylose stivelse med stort potentiale som gelatine-
erstatter i f.eks. konfekture eller til coatning, vandresistente film og bioplast, men méaske specielt som
sundhedsfremmende resistent stivelse. Lav-fosfat stivelse mindsker indholdet af frit sukker i knoldene,
hvilket begraenser dannelse af kraeftfremkaldende acrylamid i fritterede produkter og @ger
lagerholdbarheden ligesom lave fosfatniveauer giver steerkere geler.

Konkrete effekter skal indfares i et eller begge af de to skemaer, der knytter sig til skonomisk
beeredygtighed. Se evt. vejledningen side 16.

Effektskema - Projekiets provenu

Provenu i kroner (indtjening fratrukket omkostninger)

Projektdeltager |~ ——_ ° oo Lpi b
Ari Ar2 Ar3 Sum Kildehenvisning
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*Det skal fremga af den supplerende tekst, hvordan provenuet genereres for de enkelte deltagere | tabellen. Herunder skal det beskrives

hvad der forventes at blive solgt, hvor mange enheder (den forventede udbredelse) og til hvilken nettoindtjening. Det skal veere tydelig,
hvordan provenu er udregnet, og tallene i tabellen skal kunne genfindes i den supplerende tekst med en forklaring. Provenu inkluderer

alene skonomiske effekter for projektgruppen.

. ’ el atfal +
re gkonomiske effekt

Videre Effekt Udbredelse Total effekt Forventet Kildehenvisning
gkonomisk effekt | (husk enhed) (husk enhed) (effekt x implementeret

for udbredelse) ar

Fungicid 2000 30.000 60.000.000 | 2028 Pl

forbrug kr/ha ha/ar kr/ar AKS

+videre skonomisk effekt er projektets potentiale ved udbredelse af projektets resultater i erhvervet malt i kroner. Videre gkonomisk effekt er
desuden samfundsskonomiske effekter. Videre skonomisk effekt mé ikke indeholde effekter, som ligger indenfor projektdeltagerkredsen.

A25. Projektets organisering og ledelse: (maks. 2.500 tegn)

Konsortiet bestar af essentielle enheder med bade overlappende og distinkte komplementerende
fagligheder: KMG, SLU som underleverandgr til KMC, BIOSCI-AAU, KMC/KU, PLEN-KU.

KMGC vil koordinere projektet (AP8). KMC vil treekke pa erfaringer fra andre universitets samarbejder,
herunder tre igangvaerende projekter under Innovationsfonden plus flere GUDP projekter.

KMC vil arrangere arlige koordinationsmader og sikre den lzbende vidensudveksling mellem parterne.
KMGC vil formidle af projektets resultater til interessenter i erhvervet, s& der kan opnas en bred
forstaelse for og accept af de nye metoder, som projetet benytter sig af. KMC vil desuden gennemfgre
testdyrkninger af de foreedlede elitesorter mhbp fremtidig produktion (AP5).

For at sikre, at projektet drager nytte af den nyeste forskning indenfor resistens mod kartoffelskimmel
har KMC truffet aftale med Erik Andreasson pa Sveriges Lantbruksuniversitet i Alnarp om at veere
underleverandar med viden om S-gen valg (AP1), samt de resistenstest, som skal udferes pa de
foreedlede elitesorter (AP3).

Kare Lehmann (KLN) fra AAU vil sikre at projektet far adgang til sekvensdata og bioinformatiske
resourcer, som er ngdvendige for valg af de specifikke gener, som bliver mal for foreedlingen. AAU vil
sta for deep sequencing af udvalgte gener (AP1) og analyse af regenererede planter (AP2). KLN vil
desuden bidrage med sin store viden indenfor kartoffeludviklingsbiologi, molekyleer foreedling og
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genomanalyse.

Bent Larsen Petersen (BLP) vil veere ansat ved KMC, men med primaer arbejdsplads pa KU. BLP vil
med den dobbelte affilering veere bindeled og central for projektets ledelse. BLP og IEJ vil gennemfare
det praktiske arbejde i AP1-2. BLP vil vaere ansvarlig for publicering og praesentation af projektets
resultater i internationale tidsskrifter og pa konferencer. BLP vil desuden have en central rolle i at folge
fremskridt i CRISPR-teknologien, sa projektet kontinuert kan drage nytte af disse.

Andreas Blennow (AB) fra KU vil bidrage til AP1 med sin viden om stivelsesbiosyntese, og veere
ansvarlig for stivelsesanalyser under AP4. AB vil desuden veere projektet stivelsesekspert, som falger
den internationale forskning teet.

Ida Elisabeth Johansen (IEJ) ansasttes pa KU i forskningsmiljget, hvor CRISPR-teknologien i kartoffel
gennemfares. BLP og IEJ vil gennemfgre det praktiske arbejde i AP1, og IEJ desuden vaere ansvarlig
for AP2. IEJ vil varetage dokumentation og kvalitetskontrol af projektets resultater.

Projektleders og deltagernes kompetencer til at gennemfgre projektet (maks. 5
linjer per deltager).

KMC (Kartoffelmelcentralen A.M.B.A). Ole Bandsholm Sgrensen (OBS) og Christian Feder (CF) — med
“viden indenfor kartoffel forsedling og stivelses kvalitet og funktionalitet - vil koordinere projektet. KMGC
har stor erfaring med universitetssamarbejder, og deltager pt i tre projektet, som er stottet af
Innovationsfonden og har deltaget som partner i flere GUDP projekter.

SLU (Sveriges Lantbruksuniversitet) er underleverandgr til KMC. Erik Andreasson (EA), SLU-ALNARP
har 15 ars erfaring med resistens i planter og anvender CRISPR-teknologi i sin forskning. EA har
specifikt arbejdet med skimmelresistens i kartofler i ti ar, og har proof of concept ved at have genereret
over 100 S-gen mutanter i kartoffelmodellen Desirée vha transgen teknologi og screenet disse for
resistens. :

BIOSCI-AAU (Aalborg Universitet). Kare Lehmann Nielsen (KLN), Sektion for Bioteknologi pa AAU er
eksperte indenfor kartoffel genom analyse. KLN har bidraget med metodeudvikling, dataanalyse og
bioinformatik til karakterisering af det komplekse kartoffelgenom. Omfattende sekventering har
resulteret i 10 fuldt sekventerede sorter og associationsdata fra mere end 2000 kloner.

PLEN-UCPH1 (Kgbenhavns Universitet). Bent Larsen Petersen (BLP), Sektion for Glycobiologi har stor
viden indenfor komplekse kulhydrater og deres biologiske funktion. BLP har fra starten veeret med til at
implementere CRISPR/Cas9 teknologien i planteforskningen. BLP har bidraget til udviklingen af IDAA,
og veeret drivkraften i udviklingen af den amylosefri variant af Wotan.

PLEN-UCPH2 (Kabenhavns Universitet). Andreas Blennow (AB), Sektion for Glycobiologi er
internationalt anerkendt for sin ekspertice indenfor stivelse og har 25 ars dokumenteret erfaring med
stivelses syntese, bioengineering of funktionalitet i fedevarer og materialer. AB vil derfor kunne
udveelge gener, som har betydning for modificering af stivelsen og vil have en central rolle, nar
stivelsens egenskaber skal karakteriseres.

Ida Elisabeth Johansen (IEJ) har de sidste tre ar staet for det praktiske arbejde med CRISPR-
teknologien i kartofler, herunder protoplasttransformation, veevskultur og regenerering af planter. IEJ
har optimeret CRISPR-teknologien, sa op til 35% af de regenerede planter har mutationer i alle alleler,
og har ligeledes opnaet vigtig indsigt i valg af gDNA, allelkarakterisering og mutationsanalyse.
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A26. Projektets sammenhaeng med andre tidligere og igangveerende projekter: (maks. 2.500
tegn)

Ved sidste GUDP ansggningsrunde fik projektet bedemmelsen "Relevant projekt, der vil kunne have
stor skonomisk betydning for kartoffelavlere, industrien og miljget.". Det blev ikke bevilget fordi "Der er
dog stor usikkerhed med hensyn til om produktet vil kunne anvendes i Danmark, da
forsedlingsteknikken ikke er undtaget fra GMO-direktivet". Denne usikkerhed har vi adresseret under
A28, A32, A34 og A35. Desuden har vi siden sidste ansggningsrunde bragt CRISPR teknologien i
kartofler til et stadie, hvor DNA-fri CRISPR er rutine pa KU, og SLU har vist, at mutation af et enkelt S-

. gener kan mindske skimmelangreb med 50%. Begge fremskridt placerer projektet senere i
veerdikeeden, og har bragt forskning til frem til udvikling, hvilket imgdekommer vurderingen af prokektet
som "forskningstungt og ligger meget tidligt i veerdikeeden."

Projektet har afseet i projektet “Helt nye stivelseskartofler genereret ved Praecis Genom-Editering”, som
blev stattet af Kartoffelafgiftsfonden 2016-18. Projektet var et samarbejde mellem KMC og PLEN-KU
med Andreas Blennow som ansgger og Bent Larsen Petersen som co-Pl. Her blev CRISPR-
teknologien til kartofler implementeret pa KU af Ida Elisabeth Johansen (IEJ). Det har givet en betydelig
erfaring med alle aspekter af det praktiske arbejde og resulterede i foraadlede linjer af elitesorten Wotan
med amylosefri stivelse. Disse linjer er nu klar til testdyrkning. | den sidste fase af projektet viste IEJ, at
DNA-fri CRISPR fungerer effektivt i kartofler. Den DNA-fri teknologi sikrer at de foreedlede planter pa
intet tidspunkt i foreedlingsprocessen indeholder fremmed DNA og vil blive brugt i det ansggte projekt.
CRISPR-teknologien til kartofler blev oprindelig udviklet pa SLU { Alnarp, hvor Erik Andreasson, var en
af projektdeltagerne. _

Anvendelsen af IDAA i planter var en del af UCPH Excellence Programme for Interdisciplinary
Research (CD02016) ‘Precision Genetic Editing: UPCH as a leader in the next generation of Designer
organisms', med Bent Larsen Petersen som Co-Pl. :
Genom og sekvens resourcerne MASPot (STF: 0603-00451 B) fra AAU, som vil blive brugt i projektet
kommer fra Innovationsfondprojektet GenSAP. Disse resultater vil sammen med resultater fra Erik
Andreassons projkter pa SLU veere af stor vaerdi for udvaelgelsen ad S-gen kandidater. Viden om
stivelse, stivelses analyse og anvendelser har sit udspring i et flertal tidligere industridrevne og basale
projekter, som ledes af Andreas Blennow.

A27. Projektets forventede samarbejde med relevante virksomheder/institutioner/projekter'béde
nationalt og internationalt: (maks. 2.500 tegn)

Sveriges Lantbruksuniversitet, som er underleverandgr, har resultater fra sorten Desiree, som er
muteret i S-gener ved hjeelp af transgen teknologi, som viser, om S-gen mutationen giver gget
resistens. Dette arbejde er sket under ledelse af Erik Andreasson (EA), som ogsé har veeret med til at
udvikle den PEG baserede transformation, som anvendes i projektet. EA har arbejdet med
skimmelresistens i mere end 10 &r, og har opbygget en forskningsgruppe pa 15 personer og har over
25 publikationer pa omréadet. EA har udviklet "detached leaf assays” il test af skimmelresistensen i
laboratoriet. Sammenholdt med markforsgg har det givet erfaring med hvordan laboratorie test og
markforsgg heenger sammen. Séledes er "field-omic” et centralt interesseomrade for gruppen. Field-
omic bestar af og forbinder forskellige metoder af relevans for udforskningen og lgsningen af
videnskabelige og agronomiske problemer. EA og KMC har underskrevet en fortrolighedserkleering og
rettighedsaftale, som daekker viden og sorter, som udveksles og udvikles i det har ansggte projekt.

IDAA til analyse af CRISPR-mutagenese foregar i pa Center for Glycomics pa Kebenhavns
Universitets Sundhedsvidenskabelige Fakultet, som Bent Larsen Petersen har leenge arbejdet sammen
med gennem feelles bevillinger, publikationer og studerende.
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A28. Kommunikationsplan: (maks. 2.500 tegn)

Samvirke har interviewet projektgruppen. pa KU i forbindelse med udarbejdelse af en artikel, som skal
give et bredere kendskab til CRISPR-teknikken og dermed skabe forstaelse for teknologiens
muligheder og centrale placering i en gren omstilling. Artiklen vil blive bragt i foraret 2019.
KMQC vil orientere andelshaverne gennem nyhedsbrevet ‘Dansk Kartoffelstivelse’ om bade teknologien
og dens muligheder og om projektets resultater. Vzesentlige fremskridt vil blive preesenteret gennem
relevante skriftlige og digitale medier. _
Projektdeltagerne vil bruge muligheden for at fortaelle om teknologiens muligheder. Herunder
miligmaessige fordele i form af mindre sprajtning, gkonomiske potentiale gennem bedre stivelses

-~ kvaliteter, for eksempel brug af stivelse i stedet for gelatine, som vil give mulighed for afsatning til
vegetarer og veganere, samt fordelene for gkologisk og plantebaseret produktion. Det kan veere i debat
fora som fx DR1 nyheder, DR2 Deadline, TV2 news og andre relevante nyhedskanaler.
Projektgruppen deltager i en EU-kreds, som gennem oplysning forsgger at pavirke lovgivningen i EU,
sa EU-landene ikke ikke kommer bagud i udnyttelsen af DNA-fri CRISPR, samtidig med at nye plante-
og plantebaserede produkter fra den gvrige verden frit kan markedsfares i EU, fordi der ikke er nogen
mulighed for at pavise, om de har deres oprindelse | traditionel eller CRISPR baseret foreedling.
Projektets forskningsdel vil blive preesenteret pa nationale og internationale konferencer, deriblandt
'Starch Round' Tables i EU og USA, Starch Convention, Detmold og 'EPNOE International
Polysaccharide Conference' og 'lCPPPS International Conference on Plant Physiology and Plant
Science meetings'.og publiceret i fagfeellebedemte internationale tidsskrifter.
Ole Bandsholm, KMC, vil vaere kontaktperson for medvirken i interview eller evt. i en
‘informationskampagne’ for GUDP.

A29. Forretningsplan

A30. Angiv hvilken deltager forretningsplanen vedrarer:

KMGC

OBS! Skal ikke udfyldes af netveerksprojekter
A31. Projektets output: (maks. 2.500 tegn)

Projektet vil feerdiggere arbejdet med den forsedlede Wotan med amylosefri hgj-amylopektin stivelse,
sa den kan indga i KMC's pipeline af nye elitesorter.

Der arbejdes for nuveerende med at frembringe lav-fosfat stivelse i elitesorten Saturna, som vil have et
lavere indhold af frit sukker, som blandt andet er rsag til acrylamid dannelse.

Dertil kommer Wotan med bedre resistens mod kartoffelskimmel, som ikke er fremstillet endnu, men
hvor der kan opnas 50% reduktion i sygdomssymptomerne.

Disse tre forsedlede sorter bliver udgangspunkt for helt nye linjer som kombinerer hgj-amylopektin eller
lav-fosfat stivelse med skimmelresistens, og hgj-amylopektin- med lav-fosfat stivelse, som har
potentiale som plantebaseret gelatine erstatning.

Forzedling af flere egenskaber eller kombination af S-gener samt monitering af baggrundsresistens i

udvalgte kultivars er uddybet under projektets forskningsdel i skema E.

Resultaterne vil lave grundlag for at skimmelresistensen kan indfares i andre elitesorter, da de effektive
gRNA, som er fundet i arbejdet med Wotan, kan bruges direkte. :
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Herudover vil projektet give nye foraedlingsmal til yderligere at hgjne sygdomsresistensen og forberdre
stivelsens kvalitet. Effektiviteten af CRISPR teknologien afheenger af effektive gRNA, s& identifikation
af disse i flere gener, er et stort skridt pa vejen i arbejdet udviklingen af nye elitesorter, som kan
bidrage til baeredygtig produktion, erstatte kemisk modifikation og finde vej til nye markeder, fx til den
stigende efterspargsel efter plantebaserede fedevareingredienser og biologisk nedbrydelige polymerer
til industrien.

A32. Markedet og kunder: (maks. 2.500 tegn)

De skimmelresistente sorter vil ikke skabe et nyt marked eller nye kunder, men vil blive en gevinst for
miliget og vil forbedre kartoffelproducenternes gkonomi betydeligt. Nye stivelseskvaliteter kan give nye
markedsandele til KMC, som omsastter for 12.000 mill. kr kartoffelprodukter, hvoraf halvdelen afseettes
udenfor EU.

Processtabilitet er en vigtig parameter for fedevareindustrien. Haj-amylopektin stivelse der produceres |
relevante elitesorter vil derfor tage betydende markedsandele fra tilsvarende sa kaldt "waxy maize
starch" fra majs.

Funktionaliteten for haj-amylopektin / lav-fosfat stivelse har betydelig potentiale som plantebaseret
gelatine erstatning. Potentialt for gelatine er forventet at stige til 3.6 miljarder USD til 2023, med en
CAGR af 6.6% i perioden 2018-2024 https://www.marketsandmarkets.com/Market—Reports/gelatin-
market-850.html. Plantebaserede alternativ til gelatine udvikles hurtigt )
(https://www.ingredientsnetwork.com/industry-innovation-targets-gelatine—altematives—
news075109.html), hvor specialestivelser eftersparges til en stigende gruppe af vegetar og vegan-
forbrugere.

Lav-fosfat stivelse i kartofler er relateret til lavt sukkerindhold og lagringsstabilitet og er derfor
interessant for produkter som fritteres eller bages, fordi det kan nedsaette risikoen dannelse af
acrylamid, som er en reaktion mellem reducerende sukkerarter og aspargin. KMC producerer omkring
22 000 tons kartoffel pulver og kartoffelflager, som afseattes til snackindustrien, fx Pepsico, Intersnack,
Eurosnack, URL og Liwayway. Det er under 10% i et voksende marked, som i 2015 blev estimeret til at
have en vaerdi pa $90.000 mill og forventes at stige med 3% om aret. KMC oplever en stigende
interesse for kartoffelpulver og kartoffelflager med lavt sukker indhold, og KMC forventer at fordoble sin
produktion indenfor 5 ar og med muligheden for at tilbyde lav-sukker produkter er sandsynligheden for
at udnytte kapaciteten pa kort sigt betydelig starre.

A33. Forretningsgrundlag: (maks. 2.500 tegn)

KMC er ejer af sorten Wotan, som har veeret udgangspunkt for den DNA-fri CRISPR foraedling, som er
gennemfart pa KU. Det indledende arbejde har resulteret i flere linjer med amylose-fri stivelse. KMC
har rettighederne til denne og andre forsedlede egenskaber i Wotan. Der vil blive udarbejdet en
samarbejdsaftale om den gkonomiske fordeling, hvis projektet modtager stotte. De foreedlede
skimmelresistente sorter vil gare det muligt for landmasnd, der dyrker disse sorter, at reducere
sprgjtningen og pesticidforbruget. | et gennemsnitligt ar forventes antallet af sprajtninger at blive
reduceret fra 10 til 5 gange. En sprajtning koster ca. 400 kr / ha, hvilket svarer til en besparelse pé ca.
2000 kr / ha. Hvis alle KMCs stivelseskartofler, som dyrkes pa ca 25.000 ha, far den sgede resistens,
vil den samlede besparelse give en gget indteegt p& 50 mill. kr. Der kraeves et spektrum af sorter til
forskellige agronomiske forhold for at opna den fulde fordel, og det vil naturligvis tage lidt tid, (3-5 ar
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efter der er opnaet dokumentation for effekten i Wotan), at introducere resistensen i flere sorter.
Besparelserne ved den reducerede sprajtning kommer avlerne, der ejer KMC, til gode. KMC vil veere
sortsejer og vil sta for den overvejende del af formeringen og salget af leaggekartofler med den
forbedrede resistens. Selvom der er udsigt til en skonomisk gevinst, er det nsket om at dyrke kartofler
pa en mere basredygtig made, der driver denne ansggning. Malet er, at kartoffel og stivelsesproduktion
fremover kan fortszette med betydeligt mindre belastning af miljget og heraf falgende sundheds risici.
Der er ca 275 ansatte pa KMC og de tre stivelsesfabrikker, og derudover anslaet 2000 jobs indenfor
landbruget og den afledte industri og service sektor, som er direkte relateret il
kartoffelstivelsesindustrien.

De nye CRISPR forzedlede kartofler, som kombinerer skimmelresistens med forbedret stivelseskvalitet,
som mindsker indholdet af reducerende sukkerarter, vil gare det muligt for KMC at imgdekomme
industriens efterspargsel af kartoffelpulver og flager med lavt sukker indhold. Ved at fokusere pa
lavsukkerholdige specialprodukter, som er en KMG-niche, forventes det, at ca. halvdelen af den
nuveerende produktion pé ca. 10.000 tons vil blive solgt til ca. 0,10 kr hajere pr. kg. Dette vil give en
omsastning pa ca. 1.000.000 DKK / ar. Disse indteegter vil blive brugt til at hasve betalingen af
andelshaverne i pulverfabrikken KMC granules.

A34. Forretningsmodel: (max 2.500 tegn)

KMC rader selv over organisationen, som formerer og dyrker leeggekartofler og forsyner avlerne, som
dyrker stivelseskartoflerne til KMC. De nye sygdomsresistente sorter og sorter med lavt indhold af
reducerende sukker kan nemt indga i dette setup. 1 2018 blev der ifalge Danmarks Statistik dyrket
laeggekartofler p& 7879 ha i Danmark og KMC solgte 22.500 tons leeggekartofler i foraret 2018.
Markedsmaessige risiko konsekvenser af EU Dom af 25.7.2018, hvor DNA-fri CRISPR foraedlede
planter klassificeres som GMO, er addreseret under neeste punkt ( E35 Riskoanalyse). Dommens
mulige konsekvenser for forretningsmodel scenarier behandlers i det folgende.

1. Hvis EU-lovgivningen, under eller teet efter projekiperioden, ikke aendres, vil projektet have
tilvejebragt en mal-gen (facit) liste, der s& anvendes til opnaelse af de gnskede egenskaber gennem
mutagenese foreedling via f.eks. TILLING.

2. KMC har en omsaetning pa 1,2 mia. DKr, hvoraf 94% stammer fra eksport, hvoraf igen 47% uden for
EU, dvs. at en substantiel del af den totale omsastningen stammer fra eksport til lande uden for EU,
hvor CRISPR forsedlede afgrader ikke reguleres som GMO.

3. Handelsbarrierer i lande som USA, der palasgges sfa den nylige EU-CRISPR-GMO-afgarelse, kan
imidlertid i mange tilfeelde imgdegas gennem internationale samarbejdsaftaler mellem firmaer i de
pagaeldende lande, saledes at eksport af CRISPR produceret afgrgder / tilsastningsstoffer til lande
udenfor EU kredsen aligevel i nogen omfang muliggares. : :

4. Herudover vil de DNA-fri CRISPR fremavlede sorter ligge klar til masseopformering, nar CRISPR-
GMO dommen aendres, enten sfa sund fornutt eller sfa, at den nuveererende CRISPR-GMO lovgning
pa sigt ikke kan handhzeves i en globaliseret verden, der endv kreever intelligent og ren teknologi til at
imgdegé fremtidens udfordringer.

~ A35. Risikoanalyse: (max 2.500 tegn)

S = Sandsynlighed; K = Konsekvens; score fra 1 (meget lav) to 5 (meget ha)). Risikoveerdier mellem 1
og 8 anses for at veere lav, mellem 9 og 17 middel og mellem 18 og 25 haj.

Resistenstest pa SLU har vist, at mutation i blot et enkelt S-gen kan give op til 50% @get resistens i
sorten Desirée.
Risiko for at samme effekt ikke opnas i andre sorter: S:1. K:4. SxK=4

Synergistiske effekter af flere S-gener er ukendt og mutation af visse S-gener kan pavirke plantens
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vaekst negativt. Det geelder dog ikke det S-gen, som har givet den starste reduktion i symptomerne.
Risiko for at resistens ikke kan opnas uden negativ pavirkning af plantes vaekst: S:2. K:3 SxK=6

FEndringer i stivelsen kan opnés ved at mutere enkeltgener, og herstammer de fleste forsag fra
transgene planter. CRISPR-mutation af GBSS-genet gav den forventede hgj-amylopektin stivelse uden
at have negative effekter pa planternes veekst. De nye kartofler kan noget have noget lavere udbytte
hvilket ikke er meget alvorligt men risikoen beregnes at veere haj.

Risiko for at sendringer i stivelseskvalitet pavirker plantens vaekst: S:5. K:2. SxK=10.

Den 25.7 2018 besluttede EU domstolen, at DNA-fri CRISPR foreedlede planter, skal klassificeres som
GMO, selvom planterne ikke vil kunne skelnes fra traditionelt foreedlede planter. Argumentet er, at
metoden er unaturlig. Det stiller EU-landene i en forringet konkurrencesituation, fordi den gvrige
verden, der lsegger sig op af USA, som sidestiller DNA-fri CRISPR med traditionel foreedling. Det
undrer, at kemisk- og bestalings mutagenese kan betragtes som naturlig og sikker, mens
enzymbaseret CRISPR-teknologi karakteriseres som unaturlig og risikofyldt. | andre sammenheenge
betragtes netop enzymbaserede metoder som sikre og miljgvenlige. Ogsa DN og @kologisk
Landsforening undrer sig over, at fokus er p& metoden snarere end slutproduktet, og kan se potentialet
i den DNA-fri CRISPR, som kan give bade miljg gevinster og fremme gkologisk dyrkning. Hvis EU ikke
zendrer lovgivningen, vil projektets resultater, kunne anvendes som facit liste til fx mutagenese ved
TILLING. Konsekvenserne for at produkterne ikke bliver godkendte i eller lige efter projektperioden er
store, men sfa at KMCs marked er globalt mindskes risikoen for at produkterne ikke kan markedsfares.
Risiko for at EU ikke aendrer klassificeringen af DNA-fri CRISPR indenfor de naeste 5-7 ar: S:1. Ki4.
SxK=4.

Persondata

A36. Offentliggerelse af persondata pa internettet.

Veer opmeaerksom pa, at nogle af de angivne oplysninger kan blive offentliggjort pa internettet, som det
ogsa fremgar af indkaldelsens afsnit "Procedure for sagsbehandling af ansggninger”.

For GUDP Sekretariatets behandling af personoplysninger, kontaktoplysninger til de dataansvarlige,
mulighed for indsigt i og berigtigelse af personoplysninger m.m. se indkaldelse af ansaggninger til
GUDP, afsluttende kapitel "Behandling af personoplysninger”.

A37. Tjekliste inden du indsender ansggningsmatetrialet:

[] Skema A — Hovedansggningsskema er udfyldt og underskrevet af projektleder.
[] Skema B — Budget og gantt-diagram er udfyldt.

[] Skema C — Deltagerskemaer for alle projektets deltagere inkl. hovedansgger/projektleder er udfyldt
og underskrevet. Skemaet underskrives af virksomhedens gkonomisk ansvarlige.
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[] Skema D — Ekstra forretningsplan, hvis der er flere forretningsplaner pr. projekt.

[] Skema E — Engelsk projektbeskrivelse af ansggningens foskningsfaglige andel er udfyldt. Skemaet
skal kun udfyldes, safremt du sgger tilskud til et projekt med forskningsandel.

] Skema F — Skriftlige samarbejdsaftaler er udfyldt og underskrevet.
[] Op til 4 siders bilag

[] CV for alle ngglepersoner i projektet (angivet under A19.) skal vedhasftes som bilag. Tjek, at de ikke
fylder mere end maks. 1 side pr. nggleperson, for projektleder dog maks. 2 sider.

Alle relevante ansggningsskemaer, GV'er og bilag samles i 1 pdf-fil, foruden skema B og skema E, der
begge vedhaeftes i seperate filer (hhv. 1 excel-fil og 1 pdi-fil). Den samlede pdf-fil indsendes i en ikke-
scannet version uden underskrifter og i en scannet version med samtlige underskrifter. Se tjekliste
nedenfor:

] pdffil: Ikke-scannet version uden underskrifter

[] pdffil: Scannet version med samtlige underskrifter

[] Excelfil (skema B): ikke-scannet version indeholdende budgetskema og gantt-diagram

] Skema E som pdf-fil, hvis du seger et projekt med forskningsandel

[] Ansggningen sendes via e-mail til GUDP-sekretariatet pa gudp@Ibst.dk. Skriv projektets titel i
emnefeltet.
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KMC, KARTOFFELMELCENTRALEN, AMBA
Herningvej 60
7330 Brande

Afgorelse om klassifikation til genteknologisk arbejde klasse planter
(genetiske modificerede kartofler)

Ole Bandsholm har med henvendelse af den 6. februar 2020 sggt om
klassifikation til genteknologisk arbejde klasse planter (genetiske modificerede
kartofler) i stevlaboratorium 215 beliggende Herningvej 60, 7330 Brande.

Ansegningen er fremsendt i henhold til Arbejdstilsynets bekendtgerelse om
genteknologi og arbejdsmilje nr. 910 af 11. september 2008.

Beskrivelse

Virksomheden har fremsendt udfyldt skema ”Anmeldelse til klassifikation af
genteknologiske laboratorier og laboratorieomrader samt anleeg til
genteknologiske stor-skalaforseg eller produktion”.

Yderligere bilag:
e Oversigt KMC’s Arbejdsmiljgorganisation.
e Plantegning.

Ansggningen har veret forelagt Miljostyrelsen (MST j. nr. 2020-7984), som den
6. marts 2020 har fremsendt folgende bemarkninger:

»Miljostyrelsen har den 4. marts 2020 foretaget besigtigelse af lokalerne.

Miljostyrelsen har lagt folgende forhold, som fremgar af anmodningen og
besigtigelsen, til grund for vurderingen af den fysiske indeslutning:

- Dore og vinduer holdes lukket nér der arbejdes med genetisk modificerede
kartofler.

- Der er udarbejdet forskrifter for transport af GMO kartofler.

- Affald der kan indeholde rester af GMO opsamles og autoklaveres og
bortskaffes herefter

- Der er ikke gulvaflob i lokalet.

Arbejdstilsynet
Tilsynscenter @st
Landskronagade 33
2100 Kgbenhavn @

T70121288
at@at.dk
www.amid.dk
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Miljostyrelsen vurderer, at oplyste sikkerhedsrutiner og etablerede
indeslutningsforanstaltninger forebygger, at genetiske modificerede kartofler
kan sprede sig fira lokalet til omgivelserne.

Miljostyrelsen har pa det foreliggende grundlag ingen indvendinger mod en
Klassifikation af lokalet til arbejde med genetisk modificerede kartofler.”

Vurdering

Arbejdstilsynet finder pa det foreliggende grundlag, at de omhandlede lokaler,
sikkerhedsforskrifter m.m. lever op til de krav, der er gaeldende for
genteknologisk arbejde klasse planter (genetiske modificerede kartofler).

Afgorelse

P4 baggrund af ovenstdende meddeler Arbejdstilsynet hermed klassifikation til
genteknologisk arbejde klasse planter (genetiske modificerede kartofler) i
stovlaboratorium 215 beliggende KMC, KARTOFFELMELCENTRALEN,
AMBA, Herningvej 60, 7330 Brande, jf. § 7, stk. 1, til Arbejdstilsynets
bekendtgorelse om genteknologi og arbejdsmilje nr. 910 af 11. september 2008.

Lokalerne har faet tildelt lab. id. nr.: 230 582

Vejledning

Opmarksomheden henledes pa, at det af hensyn til klassifikationen er vigtigt at
sikre, at forskrifter, procedurer m.v. fortsat afspejler de faktiske
sikkerhedsmassige forhold for arbejdet med GMO, herunder arbejdsmetoder og
arbejdsgange. Ved at gennemga dem med jeevne mellemrum, fx i forbindelse
med revideringen af virksomhedens APV kan dette sikres.

Opmarksomheden henledes endvidere pa § 30 jfr. § 11 i bekendtgerelse om
genteknologi og arbejdsmilje nr. 910 af 11. september 2008, hvorefter enhver
vaesentlig eendring af de oplysninger, der ligger til grund for denne
klassifikation, skal anmeldes til Arbejdstilsynet.

Ligeledes henledes opmarksomheden pa § 12 i samme bekendtgerelse,
hvorefter det forinden skal anmeldes til Arbejdstilsynet, hvis klassifikationen
ikke leengere @nskes opretholdt.

Med henblik pa en senere evt. afmelding af klassifikationen kan Arbejdstilsynet
anbefale, at virksomheden allerede nu, udarbejder en skriftlig
nedklassificeringsprocedure.

Klage

Klage over afgerelsen skal indsendes til Arbejdstilsynet inden 4 uger fra
afgerelsens dato.

Kopi af dette brev er sendt til Miljestyrelsen, Tolderlundsvej 5, 5000 Odense C.

Venlig hilsen

Rikke Kolding Hansen
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KMC, KARTOFFELMELCENTRALEN, AMBA
Herningvej 60
7330 Brande

Afgerelse om genteknologisk forskningsprojekt klasse planter "KRISPS"

Arbejdstilsynet har den 4. marts 2020 modtaget anmeldelse fra Ole Bandsholm
Serensen, e-mail; obs@kmc.dk vedrerende forskningsprojektet om "KRISPS",
der skal udferes i lab id 230 582 af forskningsleder Ole Bandsholm Serensen.

Anspgningen har veeret forelagt Miljostyrelsen, der ingen indvendinger har.

Vurdering

Arbejdstilsynet har, efter hering af Miljestyrelsen jf.§18, ingen bemarkninger
til anmeldelsen og godkender hermed, at den indeholder tilstraekkelige oplys-
ninger i folge bilag 4, del A, jf. § 17, stk. 1 i Arbejdstilsynets bekendtgarelse nr.
910 af 11. september 2008 om genteknologi og arbejdsmilja.

Afgorelse

Arbejdstilsynet godkender, at arbejdet med projektet udferes i lab id 230 582, jf.
§ 6 stk. 3 og § 15, stk. 1 i Arbejdstilsynets bekendtgarelse nr. 910 af 11.
september 2008 om genteknologi og arbejdsmilje.

Vejledning

Ifolge § 19, stk. 1 i Arbejdstilsynets bekendtgerelse nr. 910 af 11. september
2008 om genteknologi og arbejdsmilje, bortfalder anmeldelsen efter 5 &r med
mindre den fornys. Endvidere gores opmerksom pa, at enhver vaesentlig
andring af oplysningerne i anmeldelsen hurtigst muligt skal anmeldes til
Arbejdstilsynet, jf. § 30 i Arbejdstilsynets bekendtgerelse nr. 910 af 11.
september 2008 om genteknologi og arbejdsmilje.

Klage

Klage over afggarelsen skal indsendes til Arbejdstilsynet inden 4 uger fra
afgoarelsens dato.

Venlig hilsen

Arbejdstilsynet
Tilsynscenter @st
Landskronagade 33
2100 Kgbenhavn @

T70121288
at@at.dk
www.amid.dk
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