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Godkendelse af ansggning om forsggsudsatning af cisgene kartofler i
saedskifteforsog

Den 19. marts 2026 modtog Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri en fuld-
steendig anseggning fra AU Flakkebjerg og AKV AmbA om tilladelse til forsegsudseet-
ning af cisgene kartofler i sedskifteforsagg pa et areal ved AU Flakkebjerg (Slagelse
Kommune) og AKV AmbA (Vodskov, Aalborg Kommune) i veekstperioden frem til
hhv. 30. oktober 2028 og 30. oktober 2029, jf. bilag 1.

Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri vurderer, at ansggningens oplysninger!
er i overensstemmelse med direktiv 2001/18/EFi, og at der ikke vil vaere uenskede
miljo- og sundhedsmeessige konsekvenser forbundet med forsggsudsaetningen. Der-
for vurderer Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri, at udsztningen kan finde
stediii.

Godkendelsen gives pa baggrund af ansggningens oplysninger om forsggsudsatnin-
gens gennemforelse og oplysninger om den genetisk modificerede plante, ansggers
risikovurdering og med de i denne afggrelse fastsatte vilkériv. Bemeerk seerligt vilkar
1.4 om at afklippe blomster for at minimere risikoen for spredning af pollen.

Vilkarene i denne afgarelse kan paklages serskilt. Se nermere herom i afsnittet "Hvis
Ivil klage”.

Godkendelsen til forsggsudsatningen gives for en periode fra dags dato indtil hhv.
30. oktober 2028 (Flakkebjerg) og 30. oktober 2029 (Vodskov). Herefter folger en
periode, hvor tilladelsesarealet skal overvages, jf. de i denne afggrelse fastsatte vilkar.

Forsggsudsatningen er omfattet af reglerne i lov om milje og genteknologi.

Denne afggrelse fremsendes i gvrigt til Slagelse Kommune og Aalborg Kommune, da
kommunalbestyrelserne, ifalge lov om miljo og genteknologivi, er klageberettigede.

Forsogsudsztningen

Godkendelsen omfatter forsegsudsaetning af GM-kartofler, med to tilforte gener fra 2
Solanume-arter som er krydsningskompatible med Solanum tuberosum, Rpi-vnt1.1
fra Solanum venturit; Rpi-sto1 fra Solanum stoloniferum, samt deres promotorer er
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indsat som én kontinuzr insertion i kartoffelsorten Kuras. Begge gener er kendte ra-
cespecifikke resistensgener mod kartoffelskimmel forarsaget af Phytophthora in-
festans af typen NB-LRR-gener, som populert kaldes R-gener. De indsatte R-gener
er kendte og velkarakteriserede resistensgener mod P. infestans. Derfor forventes
kartoffellinjer, som indeholder og udtrykker disse gener, at vaere mere modstands-
dygtige overfor kartoffelskimmel end deres baggrundsort (Kuras eller Atlantic). I alle
andre aspekter forventes de rekombinante linjer at vaere faenotypisk identiske med
baggrundssorten. Det er derfor ogsé forventningen, at denne stacking af komplemen-
teere R-gener giver en betydeligt leengerevarende effektiv resistens end hos sorter,
som kun indeholder et enkelt R-gen. Det forventes at resistensgenerne udtrykkes i
hele planten. Derfor er det forventningen, at de frembragte sorter har brug for bety-
deligt feerre behandlinger med svampebekampelsesmidler og med mindre mangde
aktivt stof.

Der er ikke fundet tegn pé at uenskede dele af den anvendte plasmid-vektor er indsat
i de anvendte linjer, og der er ikke tilfgjet antibiotikaresistensmarkergener.

Yderligere informationer om den patankte forsggsudsaetning findes i vedlagte ansog-
ning, jf. bilag 1.

Forsggsudsatningen, som er registreret i Styrelsen for Gren Arealomleegning og
Vandmiljes faellesskema (FS), skal forega i bloknummer 651133-27 (Flakkebjerg) og
markbloknummer 565332-85 (Vodskov, internet markkort), som ligger ved hhv. Sla-
gelse og Vodskov, jf. bilag 1. Det samlede forsggsareal, hvor der dyrkes GM Kkartofler,
vil under hele markforsgget ikke overstige 7.200 m2 for Flakkebjerg-lokationen og
9.415 m2 for Vodskov-lokationen. Forsggsarealet inklusive vaern og stier vil udgere
ikke over 720 m? for Flakkebjerg-lokationen og 1.231 m2 for Vodskov-lokationen.
Forsggsudsatningen vil forega i fra 15. marts til 30. oktober i dyrkningssasonerne i
2026 til 2028 (Flakkebjerg) og 15. marts til 30. oktober 2026 til 2029 (Vodskov).

Formaélet med udsatningen i Flakkebjerg er at undersgge muligheden for at reducere
anvendelse af kemiske plantebeskyttelsesmidler imod kartoffelskimmel (Phytoph-
thora infestans) i kartoffel. Der bruges en blanding af lucerne og vikke i sedskiftet.
Lucerne/vikke planterne i forsaget er ikke GMO. Forsgget vil bestd af behandlede og
ubehandlede parceller.

Formaélet med udsatningen i Vodskov er at undersgge reduceret anvendelse af
kemiske plantebeskyttelsesmidler imod kartoffelskimmel (Phytophthora infestans).

Hele den forsggsmassige udsatning er afsluttet, ndr overvagningsperioden og virk-
somhedens egenkontrol er afsluttet (jf. Egenkontrol og logbog, vilkér 1.10- 1.11).

Begrundelse

Styrelsen for Fodevarer, Landbrug og Fiskeri har anmodet Danmarks Tekniske Uni-
versitet (DTU) og Aarhus Universitet (AU, Institut for Ecoscience) om at vurdere an-
segningsmaterialet i forhold til den galdende lovgivnings krav og at foretage en vur-
dering i forhold til pavirkninger af hhv. mennesker og dyrs sundhed, natur og milje
samt af den risikovurdering, som er fremlagt af ansager.

AU har vurderet risikoen for, om GM-kartoflerne kan spredes til:
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- Omgivelserne (dyrkningsfladen),
- Naturen,

- Vilde slaegtninge (via pollen),

- Konventionelt dyrkede kartofler.

AU har desuden vurderet risikoen for effekter pa naturen og miljget i gvrigt. Endelig
har AU vurderet behovet for overvigning, samt om ansggers risikohandtering er fyl-
destgarende.

AU har vurderet, at de af ansoger foreslaede tiltag for at hindre spredning af materi-
ale fra de cisgene kartofler sikrer, at der er en negligerbar risiko for, at der sker
spredning til omgivelserne, men at blomsterne skal afklippes for at forhindre fre og
derved evt. spredning til omgivelserne. Den genetiske modificering forventes ikke at
&ndre de modificerede kartoflers pavirkning pa natur og miljg i forhold til andre
konventionelt dyrkede kartofler. AU oplyser desuden, at den af ansgger foresldede
overvagning vurderes at vaere tilstrakkelig.

DTU har foretaget en sundhedsmaessig risikovurdering af de cisgene kartofler, herun-
der af den genetiske a&endring. DTU vurderer, at et ‘worst case scenario’, hvor de gen-
modificerede kartofler spredes til nabomarker via knolde og pollen, ikke vil udgere et
sundhedsmzssigt problem baseret pd viden om konstruktionen. De forventede nye
egenskaber er ikke forbundet med en sundhedsrisiko for kartoflerne og forarsager
ikke dannelsen af nye indholdsstoffer.

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

Styrelsen har gennemfort en hgring blandt Europa-Kommissionen og EU-medlems-
staterne. Der er ikke kommet nogen hegringssvar i denne hering. Styrelsen har endvi-
dere gennemfort en hgring blandt myndigheder, organisationer og offentligheden i
Danmark om forsggsudsatningenvi. Et notat, der ssmmenfatter de indkomne hg-
ringssvar kan findes pd Heringsportalen?ii,

Det er pa grundlag af oplysningerne i ansggningen, universiteternes risikovurdering
samt de modtagne heoringssvar, styrelsens vurdering, at der ikke vil vaere ugnskede
miljo- og sundhedsmeessige konsekvenser forbundet med forsggsudsaetningen, hvis
forsegsudsatningen gennemfores som beskrevet i ansggningen.

Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri finder dog, at det er ngdvendigt bl.a. af
hensyn til styrelsens tilsyn at fastsatte yderligere vilkar for forsggsudsetningen. For-
seggsudsetningen skal derfor udferes i overensstemmelse med de nedenfor anforte
vilkar.

Vilkar

1. Vilkéar for gennemforelse af forsggsudsatningen
I dette afsnit forstés ved

Tilladelsesarealet: Arealet, som godkendelsen omfatter (markblokken).

Side 3 af 7

Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri « Stationsparken 31-33 « DK-2600 Glostrup
Tel +45 72 27 69 00 « Fax +45 72 27 65 01 « CVR 62534516 « EAN 5798000986008 « email@fvst.dk « www.fvst.dk



Forsogsarealet: Det eller de arealer indenfor tilladelsesarealet, hvor der dyrkes gene-
tisk modificerede planter og konventionelle planter, som indgér i forseget (brutto-
arealet).

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

Sikkerhedsafstand: Afstanden til andre afgrader, mélt i meter, fra ethvert punkt i
forsegsarealets afgrensning.

Forberedelse af forsgget

1.1 Forsggsarealer skal markeres tydeligt, f.eks. med pinde, der afgrenser hhv. tilla-
delsesarealet og GMO-forsggsarealet. En tegning eller foto af dette sendes til LFST pa
mail: planterogbiosikkerhed @fvst.dk, senest ved laegning af kartofler. Denne marke-
ring opretholdes, indtil egenkontrollen med tilladelsesomradet er ophert, jf. Egen-
kontrol og logbog, vilkir 1.10-1.11. Arsagen til markeringen er, at de to arealer (tilla-
delsesarealet og GMO-forsggsarealet) af hensyn til tilsynet skal kunne identificeres,
mens GM-kartoflerne dyrkes samt i den efterfolgende overvagningsperiode.

1.2 Ansgger angiver i ansggningen, at der vil vaere mindst 15 meter til neermeste
mark, uden angivelse af hvilken type kartoffelmark (spise- eller leeggekartofler). Sty-
relsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri paleegger imidlertid ansgger, at sikker-
hedsafstanden (se definitioner) til dyrkning af leeggekartofler skal veere mindst 20
meter. Sikkerhedsafstanden til dyrkning af kartofler til produktion af spisekartofler
skal veere mindst 10 meter. Disse sikkerhedsafstande er i overensstemmelse med sik-
kerhedsafstandene i bekendtggrelse om dyrkning m.v. af genetisk modificerede af-
grader (Bek. Nr. 745 af 30/05/2022) og er fastsat pa baggrund af radgivning fra ek-
sperter fra Aarhus Universitet, jf. bestillingen fra 2015: ’Opdatering af viden og data
der ligger til grund for dyrkningsvejledninger for dyrkning af visse genetisk modifice-
rede afgroder’ix.

Gennemforelse af forseget

1.3 Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri skal forud for leegningen underrettes
om dato og tid for laegning. Denne underretning skal finde sted senest kl. 12:00 da-
gen for lzegningen. Arsagen er, at Styrelsen for Fodevarer, Landbrug og Fiskeri skal
have mulighed for at fare tilsyn med leegningen og skal kunne vere til stede ved leeg-
ningens pabegyndelse.

1.4 Styrelsen for Fgdevarer, Landbrug og Fiskeri skal underrettes om pabegyndt
blomstring i GM-afgraden. Denne underretning skal finde sted hurtigst muligt ved
synlige blomster i GM-afgroden. Arsagen er, at Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og
Fiskeri skal have mulighed for at fgre tilsyn med, at blomster afklippes for at mini-
mere risikoen for spredning af pollen, jf. udtalelsen fra AU om, at blomsterne skal af-
Klippes for at forhindre frg og derved evt. spredning til omgivelserne.

1.5 Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri skal forud for hgst underrettes om
dato og tid for hast. Denne underretning skal finde sted senest kl. 12:00 dagen for
hosten. Arsagen er, at Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri skal have mulig-
hed for at fore tilsyn med hgsten og derfor skal kunne vere til stede ved hgstens pa-
begyndelse.

Overvagning af tilladelsesarealet efter hgst
1.6 Eventuelle fremspirende kartofler skal fjernes og testes med den i ansggningen
angivne metode. Resultatet af denne test meddeles Styrelsen for Fedevarer,
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Landbrug og Fiskeri. Arsagen til dette vilkar er, at Styrelsen for Fadevarer, Landbrug
og Fiskeri skal fore tilsyn med de i ansggningen godkendte oplysninger om tilsyn,
overvagning og efterbehandling- og affaldshéndteringsplaner, jf. pkt. 4 i anseggnin-
gen.

1.7 De pagaeldende omrader, hvor forsggsudsatningen er sket, overvéges i yderligere
fire veekstsaesoner for eventuelle fremspirende kartofler. Dette krav er baseret pa rad-
givning fra eksperter fra Aarhus Universitet, jf. bestillingen fra 2021: ’'Opdatering af
det faglige bidrag vedrerende dyrkning af GM-afgrader af raps, majs, kartofler, bede-
roer, hvede og byg’.

1.8 Hvis der i overvigningsperioden fremspirer GM-kartofler pa tilladelsesarealet, vil
det medfere, at overvagningsperioden forlenges med fire vaekstsasoner, medmindre
det kan pavises, at det ikke er en GM-kartoffel. Forleengelsen af overvagningsperio-
den er baseret pa radgivning fra eksperter fra Aarhus Universitet, jf. bestillingen fra
2021: 'Opdatering af det faglige bidrag vedrerende dyrkning af GM-afgreder af raps,
majs, kartofler, bederoer, hvede og byg’.

1.9 Hvis der i overvagningsperioden findes fremspirende kartofler, skal anseger uden
ugrundet ophold underrette Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri, medmin-
dre det kan pévises, at det ikke er en GMO-kartoffel.

Egenkontrol og logbog

1.10 Gennemforelse af egenkontrollen skal dokumenteres i en logbog. Det skal af log-
bogen klart fremgé:

Hvilke forhold, der er fort egenkontrol med.

e Hvornéar egenkontrolaktiviteten er gennemfort.

Hvem der har gennemfort egenkontrolaktiviteten.

Resultaterne af egenkontrolaktiviteten.

Arsagen er, at egenkontrollen indgér i den endelige vurdering af, hvornar overvag-
ningen er afsluttet, jf. afsnittet "Afslutning af forseget”.

1.11 Logbogen skal fores af den for forsggsudsatningen ansvarlige eller en eller flere
af denne udpegede medarbejdere, og Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri
skal underrettes om, hvem der udpeges. Arsagen er, at Styrelsen for Fodevarer, Land-
brug og Fiskeri til hver en tid skal veere bekendt med, hvem der er ansvarlige for for-
segsudseetningen.

Afslutning af forsaget

1.12 Forsggsudsatningen og egenkontrollen er afsluttet, nar ansgger har dokumente-
ret, at der i fire vaekstsaesoner i traek ikke har veret fremspirende GM-kartofler pa
forsagsarealet blandt andet pa grundlag af dokumentationen i logbogen, jf. Egenkon-
trol og logbog, vilkar 1.10-1.11.

2. Vilkar for rapportering

2.1 Hvis der sker personendringer i kredsen af ansvarlige for forsggsudsatningen el-
ler den daglige drift, skal dette uden ophold meddeles Styrelsen for Fadevarer, Land-
brug og Fiskeri. Arsagen er, at Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri til hver
en tid skal vaere bekendt med, hvem der er ansvarlige for forsggsudsatningen.

2.2 Ansgger skal en gang arligt afrapportere resultaterne af egenkontrollen (logbo-
gen) til Styrelsen for Fodevarer, Landbrug og Fiskeri. Afrapporteringen af egenkon-
trollen skal veere Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri i heende senest med
udgangen af januar hvert &r, frem til afslutningen af hele forsggsudsatningen, jf.
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afsnittet Afslutning af forseget’. Arsagen er, at egenkontrollen indgér i den endelige
vurdering af, hvornar overvégningen er afsluttet.

2.3 Ansgger indsender delrapporter efter endt overvagningsperiode for de i dyrk-
ningsaret 2026, anvendte arealer samt en endelig rapport efter overvigningsperioden
for dyrkningsarene 2028 (Flakkebjerg lokationen) og 2029 (AKV-lokationen) er af-
sluttet. Delrapporterne udarbejdes i overensstemmelse med skabelonen i bilaget til
Kommissionens beslutning (2003/701/EF) af 29. september 2003, jf. beslutningens
artikel 3, stk. 1. Kommissionens beslutning med tilhgrende bilag er vedlagt denne af-
gorelse (bilag 3). Arsagen til delrapporteringerne er, at de enkelte dyrkningsarealer
kan frigives labende. Indsendelse af rapporterne skal ske elektronisk.

2.4 Nar forsggsudseaetningen og overvigningsperioden er endeligt afsluttet, skal anse-
ger udarbejde en endelig rapport om forsgget. Slutrapporten skal bl.a. bruges til at
underrette Europa-Kommissionen og de gvrige medlemsstater i EU om, at forsggs-
udsatningen er afsluttet.

2.5 Til den endelige afrapportering benyttes den rapporteringsmodel, der fremgar af
bilaget til Kommissionens beslutning (2003/701/EF) af 29. september 2003 om fast-
leggelse i henhold til Europa-Parlamentets og Rédets direktiv 2001/18/EF af en mo-
del for fremlaggelse af resultatet af udseetning i miljoet af genetisk modificerede ha-
jerestaende planter i andet gjemed end markedsfering.

2.6 Slutrapporten skal vaere Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri i haende se-
nest 30 dage efter forsggsudsatningens endelige afslutningsdato.

Tilsyn og offentliggarelse

Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri forer tilsyn med, at forsegsudsaetningen
folger de i ansggningen anforte foranstaltninger og med, at ovenstaende vilkar over-
holdesx. Tilsynet vil blive planlagt og varslet, s Styrelsen for Fadevarer, Landbrug og
Fiskeri har mulighed for at overvage leegning af kartofler, hast og evt. et tilsyn i lobet
af blomstringsperiodenxi. Tilsynet koordineres med anseger, s det foregar pa et for
planternes udvikling hensigtsmaessigt tidspunkt.

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

Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri har oprettet et register pa styrelsens
hjemmeside, www .Ifst.dk, hvor falgende oplysninger om forsggsudsatningen bliver
offentliggjort=iv:
1) Ansggers navn og adresse, beskrivelse af den eller de genetisk modificerede
organismer, formélet med udsztningen og stedet for udsatningen.
2) Resumé af de miljg-, natur- og sundhedsmaessige risikovurderinger.
3) Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fiskeris vurdering af sagen.
4) Vilkarene for gennemforelsen af forsggsudsatningen (pkt. 1) samt vilkér om
rapportering under og efter, at udsaetningen er fuldfert (pkt. 2).

Hyvis I vil klage
Hvis I er uenig i vores afgarelse med tilhgrende vilkar, kan I klage over den. I skal
sende klagen inden 4 uger fra den dag, hvor I fik dette brev.
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I klager via klageportalen, som I finder pa Neevnenes Hus’ hjemmeside. Derinde kan
I leese, hvordan I skal gare, og se status pi jeres sag. I logger pa klageportalen med
MitID.

Jeres klage bliver automatisk sendt til os i Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fi-
skeri. Hvis vi fastholder vores afgarelse, sender vi klagen videre til Miljo- og Fadeva-
reklageneevnet via klageportalen. I far besked, hvis vi sender jeres klage videre.

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

Venlig hilsen

Morten Storgaard / morsto@fvst.dk
Chefkonsulent
Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri

Bilag

Bilag 1: Ansggning med tilhgrende bilag

Bilag 2: Universiteternes miljg- og sundhedsmeessige risikovurderinger

Bilag 3: Kommissionens beslutning (2003/701/EF) af 29. september 2003 om fast-
laeggelse i henhold til Europa-Parlamentets og Radets direktiv 2001/18/EF af en mo-
del for fremleaeggelse af resultatet af udsaetning i miljeet af genetisk modificerede hgo-
jerestaende planter i andet gjemed end markedsfering

ijf. § 4, stk. 1,1 BKG nr. 37 af 19. januar 2012 om godkendelse af udsatning i miljoet af genetisk modifice-
rede organismer.

it Direktiv 2001/18/EF af 9. marts 2001 om udsztning i miljget af genetisk modificerede organismer

iii § g, stk. 1, og stk. 2 nr. 1,1 LBK nr. 9 af 4. januar 2017 om godkendelse af udsatning i miljoet af genetisk
modificerede organismer.

v Jf. § 16, stk. 1, i LBK nr. 9 af 4. januar 2017 om godkendelse af udsztning i miljoet af genetisk modifice-
rede organismer.

vLBK nr. 9 af 4. januar 2017 om miljo og genteknologi.
vi Jf. § 26, stk. 2, og § 30, stk. 1, nr. 3,1 LBK nr. 9 af 4. januar 2017 om miljo og genteknologi.

vii § 9 i BKG nr. 37 af 19. januar 2012 om godkendelse af udsetning i miljoet af genetisk modificerede orga-
nismer.

viil www.hoeringsportalen.dk

ix https://pure.au.dk/portal/files/225933839/Levering_Opdatering_af viden_og
_data_der_ligger_til_grund_for_dyrkningsvejledninger_for_dyrkning_af visse
_GM_afgr_der.pdf.

x https://pure.au.dk/portal/files/101255558/Opdatering_af_det_faglige_bidrag
vedr_rende_dyrkning_af GM_afgr der_280915.pdf.

X Jf. § 20, stk. 1, 1 LBK nr. 9 af 4, januar 2017 om miljg og genteknologi.

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

af genetisk modificerede organismer.
sl Jf, § 36, stk. 1, nr. 3 og stk. 5,1 LBK nr. 9 af 4. januar 2017.

xiv § 10, stk. 2,1 BKG nr. 37 af 19. januar 2012 om godkendelse af udsatning i miljeet af genetisk modifice-
rede organismer.
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A. Generelle oplysninger

A.1 Anmelderens navn og adresse
Kim Hebelstrup, Aarhus Universitet, Forsggsvej 1, 4200 Slagelse

e-mail: kim.hebelstrup@agro.au.dk

Anders Vestergaard, Aarhus Universitet, Forsggsvej 1, 4200 Slagelse

e-mail: anders.vestergaard@agro.au.dk

Charlotte Frihauge, AKV AmbA, Gravsholtvej 92, 9310 Vodskov
e-mail: cfr@akv.dk

A.2 De ansvarligere forskeres navne

Kim Hebelstrup, Lektor, Ph.d., gruppeleder, Institut for Agrogkologi, Aarhus Universitet, Flakkebjerg,
> 25 ars erfaring i forskning, udvikling, analyse og handtering af transgene og GMO klassificerede
planter (Arabidopsis, byg, hvede og kartofler).

Isaac Kwesi Abuley, Adjunkt, Ph.D, gruppleder, Institut for Agrogkologi, Aarhus Universitet,
Flakkebjerg. Internationalt anerkendt plantepatolog og ekspert i kartoffelsygdomme.

Markpersonalet erhvervede GMO - kgrekort pa Bygholm Landbrugsskole fgr markforsggene
igangsaettes. Datoen for kurset var d. 5-6 februar.

Jordbrugsteknologer/markforsggs personale fra Flakkebjerg der har erhvervet GMO kgrekort:

Hans Hansen

Thor Hougaard

Josefine Frost

Henrik Jespersen

Henrik Skydebjerg

Anders Vestergaard
Laborant der erhverver GMO kgrekort:

Rikke Jacobsen (Mere end 10 ars erfaring med GMO laboratorier, og handtering af GMO maerket
materiale)
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Markforsggs personale fra AKV der har erhvervet GMO kgrekort:
Tommi Stgttrup
Charlotte Frihauge

A.3 Projektets titel

Udsaetning af cisgene kartofler i saedskifteforsgg

A.4 Udsatningen

A.4.A Formalet med udseetningen

Forsggene vil foregd pa to lokaliteter: Ved Aarhus Universitet, Flakkebjerg, Forsggsvej 1, 4200 Slagelse
samt ved AKV AmbA - GRAVSHOLTVEJ 92 - 9310 VODSKOV, herefter betegnet henholdsvis Flakkebjerg
og AKV (se desuden bilag over ansggte omrader)

For Flakkebjerg:

Formalet er at teste saedskifte i cisgene kartofler. For kartofler gnskes specifikt at undersgge
muligheden for at reducere anvendelse af kemiske plantebeskyttelsesmidler imod kartoffelskimmel
(Phytophthora infestans) i kartoffel.

Der bruges en blanding af lucerne og vikke i seedskiftet. Lucerne/vikke planterne i forsgget er ikke
GMO.

Forsgget vil besta af behandlede og ubehandlede parceller.

For AKV:
Her dyrkes udelukkende kartofler i perioden 2026-2029 med formalet at reducere anvendelse af
kemiske plantebeskyttelsesmidler imod kartoffelskimmel (Phytophthora infestans).

Beskrivelserne af dyrkningen af lucerne/vikke er sdledes kun relevant for lokaliteten Flakkebjerg og
ikke for lokaliteten AKV.

A.4.B Udseetningens startdato og varighed.

Udsaetning sker i perioden 15. marts — 15. juli og hgst i perioden 01. september — 30. oktober i arene
2026-2028 i Flakkebjerg og 2026-2029 ved AKV
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A.4.C Udsaetningsmetode

| Flakkebjerg:
Lucerne/vikke: Der udplantes fra frg i parceller
| bade Flakkebjerg og AKV:

Kartofler: Der udplantes pottedyrkede kartoffelplanter i parceller i en feerdighyppet kam og/eller
knolde i klargjort jord som efterfglgende hyppes.

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

Forar:
Marken er det fgrste ar plgjet og/eller harvet op inden udplantning af byg eller pottedyrkede
kartoffelplanter og laeggekartofler. De efterfglgende ar vil der kun blive harvet.

Under (udszetningen) vaeksten:

Normal behandling mod ukrudt, skadedyr og sygdomsbekaempelse.

For kartoflerne vil forsgget besta af ubehandlede parceller mod kartoffelskimmel (Phytophthora
infestans) samt gvrige parceller, hvor der behandles mod kartoffelskimmel.

Planterne vil Igbende blive ggdet med kunstggdning (granulat eller flydende) og desuden vandet efter
behov.

Hgst (optagning):

Hgst af de cisgenetisk modificerede kartoffelplanter vil forega ved en rodunderskeaering og Igsning af
kammen, efterfulgt af handopgravning eller maskinoptagning. Ved maskinoptagning renggres
maskinerne pa anviste renggringspladser (se bilag) pa de ansggte arealer. Der vil altid vaere
minimum 20 meter til konventionelt dyrkede kartofler.

Opgravede kartofler destrueres efter godkendte forskrifter for GMO plantemateriale eller fragtes
efter godkendte forskrifter for GMO plantemateriale til GMO godkendte (klasse: planter) faciliteter
som forefindes pa matriklen i Flakkebjerg
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Transport af GMO plantemateriale mellem lokaliteten AKV og GMO godkendte faciliteter i
Flakkebjerg udfgres udelukkende af personale der har erhvervet GMO kgrekort. Der bruges ikke
eksterne transportgrer.

Al GMO materiale destrueres ved forsggenes endelige afslutning. Dette inkluderer ogsa materiale,
der har veeret analyseret i GMO godkendte laboratorier.

Parceller med lucerne skaeres og nedfraeses i jordbunden. Lucerne/vikke dyrkes saledes kun med
henblik pa jordforbedring.

Alle maskiner der anvendes pa det godkendte omrade renggres ligeledes pa anviste renggringsplads
(se bilag) pa det ansggte areal. Maskiner renggres med 8 bar vandtryk og/eller trykluft som forefindes
pa stedet. Det sikres at spildevandet nedsiver pa det anviste renggringsomrade.

A.4.E Omtrentlig antal planter per kvm.

Kartofler: 3 - 6 planter per kvm.

Lucerne/vikke: 50-100 planter per kvm (OBS: Disse planter er ikke GMO)

A.5 Oplysninger om udsatningsstedet

A.5.a Udsaetningsstedets stgrrelse og beliggenhed

For Flakkebjerg:

Udseetningsstedet er beliggende i markbloknummer 651133-27 Flakkebjerg. Midten af
udsaetningsstedet er 55° 19' 32.2854"N 11° 22' 54.8646"E.

Omradet, der vil blive tilplantet med afgrgder, vil vaere 7200 m? brutto og 720 m? netto.

Forskel mellem brutto og netto areal er vaern og sti. Vaern bestar af et sldet graesareal og sort jord (se
desuden bilag).

For AKV:

Udszetningsstedet er beliggende i markbloknummer 565332-85. Midten af udsaetningsstedet er
57°07'49.0"N 10°05'12.0"E. Omradet, der vil blive brugt til kartoffeldyrkning er samlet set bruttoareal
péd 9415 m? og nettoareal pa 1231 m?. Forskel mellem netto og bruttoareal vil vaere vaern og sti, som
bestar af graes og eller sort jord. (se desuden bilag).
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A.5.b Beskrivelse af udssetningsstedets gkosystem, herunder klima, flora og fauna.

Udsaetningsstedet er beliggende i et konventionelt dansk landbrugsareal.

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

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

Som udgangspunkt er det derfor ikke ngdvendigt at fjerne blomster fra kartoffelplanterne, idet det
vurderes at pollen ikke spredes. Men hvis det vurderes ngdvendigt antager vi den option at
udszetningen kun godkendes under det forbehold at: 'Ved blomstringen vil vi, som ekstra sikkerhed,
klippe blomsterne af kartoffelplanterne’.

A.5.d Afstanden til officielt anerkendte biotoper eller beskyttede omrader, som vil
pavirkes (se bilag).

For arealet beliggende i markblok 651133-27 (Flakkebjerg) er afstanden:
§3 mose: 200 meter

For arealet beliggende i markblok 565332-85m (AKV) er afstanden:

§3 sp: 350 meter

§3 mose: 203 meter

§3 eng: 203 meter

Side 7 af 26



B. Videnskabelige oplysninger

B.1 Oplysninger om recipientplanter eller - hvor det er relevant - foraeldreplanter

B.1.a Fuldsteendige navne

Taxonomi Latinske navn

i) Familie Solanaceae

i) Slaegt Solanum

i) Art Solanum tuberosum

iv) Underart Tuberosum

v) Kultivarer Kuras

vi) Almindeligt navn Kartoffel (stivelse) “Kuras”

B.1.b Udbredelse og dyrkning i Unionen

Kartofler dyrkes bredt i alle lande i Unionen og anvendes til almindeligt konsum, pommes frites,
chips, dehydrerede produkter, alkohol og stivelsesproduktion.

B.1.c Reproduktion
i)
Kartofler opformeres (reproduceres) normalt klonalt ved udplantning af leeggeknolde, som producerer
nye knolde.

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

Langt de fleste kommercielle kartoffel kultivarer (sorter), som fx kuras, er tetraploide, hvilket vil sige
at der er fire kopier (kaldet alleler) af hvert gen i kartoflens genom.

ii)
| naturen sker der yderst sjeeldent spontant krydsning mellem kultivarer (sorter) af kartofler, hvorfor
risiko for krydsbestgvning anses som vaerende ubetydelig sa laenge afstandskrav overholdes.
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Men for at eliminere selv den mindste risiko for krydsbestgvning af kartofler antager vi den
mulighed, at udsatningen kun kan godkendes, hvis det palaegges os Igbende at klippe blomsterne af,
nar planterne blomstre — typisk primo juli til august.

iii)

Kartofler er 1. arige. Spildkartofler kan dog overleve milde vintre.

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

Alle kartoffelknolde i forsgget pa udsaetningsstedet vil blive rodunderskaret og jordlgsnet, efterfulgt af
handopgravning eller maskinoptagning. Omradet undersgges altid for spildkartofler manuelt efter
hest.

Ved sadskifte vil der altid mellem afgrgder blive bekaeempet med herbicid, sa eventuelle spirede
kartoffelplanter fra spildkartofler straks nedsprgjtes.

i)

Ingen szerlige faktorer.

B.1.f Spredning
i)
Maskinoptagning vil i nogle tilfaelde spilde sma knolde, som kan give ny vaekst aret efter. Der inspiceres

visuelt for spildkartofler efter maskinoptagning og spildkartofler fjernes. Alle maskiner renggres pa de
klassificerede omrade ved brug af trykrensning af vand og/eller luft.
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Jorden vil vaere uplgjet saledes at knolde enten vil blive elimineret ved frost eller nedsprgjtet med
herbicid ved eventuel spiring i foraret.

ii)

Generel betragtning vedr. risiko for spredning

Det er meget vanskeligt at forstille sig at et givent pathogen/mikroorganisme skulle fa selektive fordele
ved overfgrsel af resistensgener, der giver planten forsvar overfor pathogenet.

Vi forventer ikke en 100 % resistens, men naermere en udsattelse af angrebet med 3 — 6 uger i
ubehandlede led. Kartoffelskimmel er epidemisk og vil per erfaring altid angribe planten, hvis den er
ubeskyttet. Mere end 100 ars erfaring med kartoffeldyrkning har vist at 100 % modstandskraft ikke
findes. Malet er at udsaette og reducere anvendelsen af fungicider, ikke at skabe en plante, der har

100 % resistente. Kartoffelskimmel tilpasser sig, hvorfor balancen mellem plante og pathogen blot
forrykkes i forhold til en mere modtagelig sort.

Forsteerket resistens i form af flere resistensgener er erfaringsmaessigt med til at give planten en
konkurrencefordel i forhold til kartoffelskimmel.

Der er desuden ingen rapporter om produktion af giftige forbindelser som fglge af flere resistensgener.
Resistensgener findes i alle afgrgder.

B.1.g

Ikke relevant

B.1.h

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

B.2 Molekylaer karakterisering

a) Oplysninger om den genetiske modifikation
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To gener fra 2 Solanum arter som er krydsningkompatible med Solanum tuberosum, Rpi-vnt1.1 fra
Solanum venturii; Rpi-stol fra Solanum stoloniferum, samt deres promotorer er indsat som én
kontinuzer insertion i kartoffelsorten Kuras.

Begge gener er kendte racespecifikke resistensgener mod kartoffelskimmel forarsaget af
Phytophthora infestans af typen NB-LRR gener, som populzert kaldes R-gener i kartoffelforskningen.
R-gener fungerer som immunreceptorer som kan registrere infektion og forarsage et passende
immunrespons som forhindrer videre infektion. De to gener genkender distinkte molekylzere
strukturer fra P. infestans og vil derfor i kombination med hinanden udggre en meget effektivt vaern
mod infektion her og nu, men ogsa veere en meget betydelig forhindring for genetisk udvikling af P.
infestans stammer, som kan undga detektion af hvert af disse gener og dermed bryde resistensen.
Det er derfor ogsa forventningen, at denne stacking af komplementaere R-gener giver en betydeligt
leengerevarende effektiv resistens end hos sorter, som kun indeholder et enkelt R-gen.

i) Beskrivelse af de metoder der er anvendt
Konstruktion af DNA sekvens i kartoffel:

DNA sekvensen af Rpi-vntl.1 og Rpi-stol, samt plasmidvektor pBINAW?2, herefter benaevnt som
pBINAW?2:vnt-sto (se appendix 1 for praecis sekvens af de to gener Rpi-vntl.1 og Rpi-stol og plasmid
map) er fremstillet ved kloning af Rpi-Vnt1.1 fra S. venturii og Rpi-stol fra S. stoloniferum. Plasmidet
blev propagaderet ved introduktion i Escherichia coli Top10, vaekst og efterfglgende plasmid
oprensning. Processen beskrives tidligere uddybende for transformation af sorten Atlantic i: "Jo, KR.,
Kim, CJ., Kim, SJ. et al. Development of late blight resistant potatoes by cisgene stacking. BMC
Biotechnol 14, 50 (2014). https.//doi.org/10.1186/1472-6750-14-50". Det er plasmider og metode til
transformation og detektering af indsaet samt fravaer af vektor backbone fra denne artikel som er
anvendt her. Metoden beskrives desuden pa summeret form nedenfor.

DNA sekvensen af det resulterende plasmid blev verificeret ved DNA Sanger sekventering. Vi
understreger at der ikke bruges trans-gen atlantic i denne udseaetning.

Da der anvendes endogene promotorer forventes et ekspressionsniveau lignende det endogene
niveau for R-gener. Vi understreger at der ikke er tale om transgene indsaet, og saledes kan et
transgent ekspressionsniveau ikke males.

Transformation og regeneration af Kartoffelplanter:

Plasmidet er blevet transformeret ind i Agrobacterium tumefaciens AGL-1. En koloni blev opdyrket i
flydende kultur og denne kultur blev efterfglgende brugt til at transformere plantemateriale som
beskrevet nedenfor.

Sterile In vitro kartoffelplanter af sorten Kuras blev skaret i stykker af ca. 0,5 cm? (bladmateriale) og
ca. 1 cm nodale staengelstykker, og co-kultiveret med Agrobacterium-kulturen. Herefter blev
plantemateriale overfgrt til callus-inducing media (CIM) agarplader indeholdende Timentin for at
fijerne Agrobakterier fra den videre vaekst. CIM-plader indeholder hormoner som fremmer
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plantecelledeling, men heemmer vaevsdifferentiering. Efter 7-9 dage blev plantestykker med synlige
calli overfgrt til shoot-inducing media (SIM), som indeholder plantehormoner som stimuleret
skuddannelse og vaekst. Efter 4-12 uger blev synlige skud skaret fra enkeltvis og overfgrt til root-
inducing media. Efter 4 uger blev de planter som havde dannet rgdder overfgrt til almindeligt in vitro
plante veekstmedie uden hormoner og propageret som individuelle in vitro kultur linjer og
karakteriseret som beskrevet nedenfor.

For at verificere at Agrobacterium er elimineret, testes plantematerialet 40-60 dage efter
transformationen via PCR.

Karakterisering af udvalgte kartoffellinjer:
Molekylzer detektion af insert ved Polymerase keedereaktion (PCR)

En lille plantedel, typisk 0,5 mm?, blev udtaget fra hver linje samt fra den negativ kontrol
(baggrundssorten Kuras) og brugt som template i en PCR-reaktion med kemisk syntetiserede DNA
primere, som er komplementzere til en del af det indsatte DNA. Fragmenterne blev detekteret ved
standard TAE-agarose gel-elektroforese. Tilstedevaerelse af fragmenter med den forventede
stgrrelse i de rekombinante linjer (og fravaer i den negative kontrol, Kuras) blev taget som indikation
for mindst delvis tilstedeveerelsen af gen- kassetten. Karakteriseringerne er lavet i generation TO. Det
understreges at kartofler propageres klonalt gennem knolde og stiklinger.

Geler, der viser bekraeftelse af cis-gen-indsaetningen med en tekstbeskrivelse (inklusive PCR-
betingelser og primere (Det er linjen K2R1, som gnskes forsggsudsat. @vrige linjer gnskes ikke
forspgsudsat):

Gen ID Primer sekvens (5'-3") Fragment Detektion af
storrelse (bp)
Rpi- forward ATGAATTATTGTGTTTACAAGACTTG 1100 T-DNA
R [— AGCATTGGCCCAATTATCATTAAC
Rpi-sto1 | forward ACCAAGGCCACAAGATTCTC 890 T-DNA
reverse CCTGCGGTTCGGTTAATACA
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De to Rpi-gener blev PCR-amplificeret ved hjaelp af genspecifikke primere (se ovenfor).
PCR-amplifikationen blev udfert pa en termocykler ved hjalp af Hercules IT-polymerase
med folgende betingelser: 94 °C i 60 sekunder efterfulgt af 40 cyklusser ved 94 °Ci 30
sekunder, 58 °C i 60 sekunder, 72 °C i 90 sekunder og en endelig elongeringstid pa 5
minutter ved 72 °C

é‘b
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1100 bp

890 bp
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Vector backbone analyse i kartoffel:

For at analysere om ugnskede dele af vektoren (herunder et Kanamycin resistens gen, som bruges til
selektion af Agrobacterium inden transformation af planter) skulle veere indsat i genomet, blev der
udfgrt PCR analyser efter samme metode som beskrevet i Jo et al. 2014. Der blev for linjerne K2R1,
K2R2, K2R3, K2R4 og K2RS5 ikke fundet produkter som svarer til ugnskede vektordele (se nedenfor).

GenlID Sekvens (5'-3') Fragment Detektion af
storrelse
(bp)
trfA forward | CGTCAACAAGGACGTGAAGA 146 Vector
reverse = CCTGGCAAAGCTCGTAGAAC backbone
NPTII forward | GAAAGCTGCCTGTTCCAAAG 162 Vector
reverse  GAAAGAGCCTGATGCACTCC backbone
oriV forward | TGCGGCGAGCGGTATCAG 1045 Vector
reverse = CTTCTTGATGGAGCGCATGGG backbone
tral forward | ACGAAGAGCGATTGAGGAAA 260 Vector
reverse = CAAGCTCGTCCTGCTTCTCT backbone
trfA:
146 bp
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NPTII:

162 bp

oriV:

1045 bp
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tral:

Hver linje har kun indszet af én kopi af genkasette. Desuden er indsaet sted bestemt, og det ses at
indsaettet er sket i et ikke-kodende omrade. Karaktering af kopi-nummer af antal indsaet og indsaet
site er beskrevet i appendix 4 for K2R1, som er den linje der gnskes udsat.

ii) Den anvendte vektors art og oprindelse

Vektordesign for markegrfri indseet er baseret pa plasmid pBINAW?2 modificeret i forhold til Jo et al.
2014. Selve DNAet er oprindeligt klonet fra henholdvis S. venturii og S. stoloniferum og efterfglgende
propageret og oprenset fra E. coli.

Agrobacterium tumefaciens AGL-1 er brugt til at levere DNA ind i cellerne og translokation ind i
genomisk DNA. Den samlede procedure for konstruktionen af den pagaldende vektor er beskrevet i
Jo etal. 2014.

jii) Kilden til den/de til transformationen anvendte nukleinsyre(r) samt stgrrelse og tilsigtet
funktion af hver bestanddel af den region, der skal indsaettes

De preecise sekvenser af Rpi-stol og Rpi-vntl.1 angivet i appendix 1 og de to gener har en laengde pa
10970 bp inkl promoter og 3’-UTR. Funktionen af disse gener er at udtrykke Rpi-stol og Rpi-vnt1.1.
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Selve DNAet er oprindeligt klonet fra henholdvis S. venturii og S. stoloniferum og efterfglgende
propageret og oprenset fra E. coli. Den samlede procedure for konstruktionen af den pagaeldende
vektor er beskrevet i Jo et al. 2014.

b) Oplysning om GMHP’erne

J)  Overordnet beskrivelse af de egenskaber og karakteristika, der er indfart eller aendret

De indsatte R-gener er kendte og velkarakteriserede resistensgener mod P. infestans (Jo et al. 2014).
Derfor forventes kartoffellinjer, som indeholder og udtrykker disse gener, at veere mere
modstandsdygtige overfor kartoffelskimmel end deres baggrundsort (Kuras). | alle andre aspekter
forventes de rekombinante linjer at vaere faenotypisk identiske med baggrundssorten.

De to R-gener genkender forskellige molekyler fra P. infestans og derfor er derfor forventes deres
effekt at veere additiv og samlet set meget stor. Men mindst lige sa vigtigt er det, at en stor
udfordring for brug af racespecifikke R-gener i landbrugets monokultur, er at den genetiske
tilpasningevne i den meget store P. infestans population er stor og der opstar mutationer som kan
overkomme et enkelt R-gen med jeevne mellemrum som en naturlig konsekvens af udviklingen af
populationen. Varianter som opstar spontant som kan overkomme enkeltresistensgener bliver
selekteret med hgj effektivitet pga. de store arealer som dyrkes netop dette R-gen, hvor de jo har en
stor fordel i forhold til andre P. infestans varianter. Ved brug af komplementare R-gener, skal der
ske flere specifikke genetiske andringer samtidigt i en enkelt P. infestans variant for at opna en
selektiv fordel. Dette anses som meget usandsynligt og derfor forventes resistensen af vaere
langvarig i forhold til sorter med et enkelt R-gen eller sorter med R-gener som genkender samme
dele af P. infestans.

Derfor er det vores forventning, at de frembragte sorter har brug for betydeligt feerre behandlinger
med svampebekaempelsesmidler og med mindre mangde aktivt stof. Bade pa kort og lang sigt.

ii) Oplysninger om faktisk indsatte/deleterede sekvenser

For kartofler:

Der er som beskrevet ovenfor pavist indseet af Rpi-stol og Rpi-vnt1.1. Der er anvendt de native
promoter sekvenser, s det er vores forventning at generne overordnet er udtrykt pa samme made
som i henholdsvis S. venturii og S. stoloniferum. Det er kendt at det ikke er muligt at male
genekspressionen af R-gener palideligt direkte vha. RNASeq eller RT- PCR, pga. den meget store
mangde (> 300) homologe og naesten identiske R-gener som findes naturligt i kartoflens genom som
forstyrrer analysen.
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jii) Dele af Planten, hvori insertet udtrykkes

Det forventes at resistensgenerne udtrykkes i hele planten.

iv) Insertets genetiske stabilitet og GMHP’ernes faenotypiske stabilitet

For kartofler:

Kartofler propageres normalt via klonal formering via knolde og kartoffel er kendt for at bibeholde
deres genetiske setup ved denne metode. Rekombination sker i langt overvejende grad ved kgnnet
formering, som ikke er relevant for denne ansggning. Opformering af plantemateriale sker
udelukkende ved klonal propagadering i form af enten in-vitro kulturer (via stem-cuttings) eller via
knoldopformering som andre kartoffelsorter. Hyppigt tab af gener eller rekombination af genomet
under knoldopformering er ikke beskrevet i kartofler. Vi verificerer Igbende vha. PCR, at de planter vi
multiplicerer er som forventede og under frembringelsen af disse linjer er insertion-sites
karakteriseret flere gange over multiple klonale generationer (stem-cuttings). Der blev ikke
observeret rekombination af det indsatte omrade pa noget tidspunkt. Ydermere, har vi ikke
observeret "mosaik- kartoffelplanter” hvor kun en del af planten er blevet transformeret. Derfor er
det usandsynligt, at disse tre linjer skulle indeholde utransformeret vaev, som kunne give ophauv til
ikke transformerede knolde eller stem-cuttings. Samlet set har vi ikke data som typer p3, at disse
linjer ikke er permanent og stabilt transformerede.

Med hensyn til fenotypisk stabilitet sa er en vaesentlig del af formalet med disse varianter at forgge
den faenotypiske stabilitet (resistens mod kartoffelskimmel). Den kendte udfordring med
faenotypiske ustabilitet for isolatspecifikke R-gener udggres af den enorme genetiske tilpasningsevne
af P. infestans populationen. Ved at indszette flere komplementaere R-gener samtidig forventes den
faenotypiske stabilitet at forgges dramatisk, da det saledes kraeves at et enkelt P. infestans individ
opnar flere genetiske s&endringer samtidig for at opna en selektionsfordel pa disse sorter og det anses
som meget usandsynligt.

c) Konklusioner af den molekyleere karakterisering

To R-gener, Rpi-stol og Rpi-vntl.1, er indsat i de anvendte linjer af Kuras.

Der er ikke fundet tegn pa at ugnskede dele af den anvendte plasmid-vektor er indsat i de anvendte
linjer. Vi understreger igen, at det er linjen K2R1, som gnskes forsggsudsat.
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Litteratur med direkte relevans for linjerne

Kartoffel:

Jo, KR., Kim, CJ., Kim, SJ. et al. Development of late blight resistant potatoes by cisgene stacking. BMC
Biotechnol 14, 50 (2014). https://doi.org/10.1186/1472-6750-14-50

B.3 Oplysninger om specifikke risikoomrader

(se desuden uddybende beskrivelse i medsendte bilag 1, Miljgrisikovurdering M5-D2)

a) Eventuelle eendringer i GMHP'ernes persistens...
Der forventes ingen sndringer i hverken persistens eller invasionsevne, ej heller i evnen til at overfgre
genetisk materiale til besleegtede plantearter.
(se desuden afsnittet 'Generel betragtning vedr. risiko for spredning’)

b) Eventuelle eendringer i GMHP'ernes evne...
Der forventes ingen aendringer i evnen til at overfgre genetisk materiale til mikroorganismer.

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

c) Vekselvirkningsmekanisme mellem GMHP'erne og malorganismerne...
Kartoffelplanternes forsvarsmekanismer imod kartoffelskimmel (P. infestans) forbedres.

d) Potentielle sendringer i GMHP'ernes vekselvirkninger ...
Der forventes ingen andringer.

e) Potentielle aendringer i landbrugspraksis...

Den potentielle @ndring i landbrugspraksis vil vaere, at der skal sprgjtes feerre gange med
svampemidler i kartoflerne. Det betragtes som en positiv eendring, bade i relation til
landbrugspraksis og i relation til miljget bredt set (inkl. fx forekomst i drikkevandsboringer, CO,
regnskab i forbindelse med svampemiddels fremstilling og udbringning etc.).
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f) Potentielle vekselvirkninger med det abiotiske milj@...
Der forventes ingen pavirkninger pa de abiotiske miljger.

g) Oplysninger om enhver toksisk, allergenisk...

For kartoffel geelder:

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

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

Der er ingen forventning om, at der er sket aendringer i stivelsessyntesen eller den gvrige made
planten vokser pa.

Der forventes ingen toksisk, allergisk eller anden skadelig pavirkning pa menneskers eller dyrs sundhed
som fglge af de genetiske andringer.

h) Konklusioner vedrarende de specifikke risikoomrader

Der forventes ingen gget risiko for miljgpavirkning, hverken pa mennesker, dyr eller omkringliggende
natur. For kartoflerne gzlder, at den forventede reducerede maengde svampemiddel vil mindske
risikoen for skadelige pavirkninger pa alle omgivelser.

Alle dele af kartoffelplanter anvendt i forsgget transporteres til og fra GMO godkendte (klasse: planter)

faciliteter som forefindes pa matriklen Flakkebjerg. Transporten foregar ved GMO godkendte
forskrifter. Transporten foretages af personer med GMO kgrekort.

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

B.4.a. Trufne forholdsregler

i) Afstand fra krydsningskompatible plantearter, bdde beslaegtede vilde plantearter og afgrader.

Der vil veere mindst 20 m til naermeste kartoffelmark. Der dyrkes i gvrigt ikke kartofler pa markerne der
stgder op til forsggsomradet.
Kartofler krydser ikke spontant med vilde arter af kartofler eller andre Solanum arter.

ii) Forholdsregler for at mindske/undgd spredning af de modificerede planters
reproduktionsorganer (F.eks. Pollen, fr@, knolde).
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Kartofler krydser ikke spontant med vilde arter af kartofler eller andre Solanum arter. Der er derfor
ikke behov for at afklippe blomster. Men som mulighed for ekstra sikkerhed antager vi den option at
udsaetningen kun godkendes, under den forudsaetning at blomster afklippes i blomsterperioden.
Spande, kurve og gvrige redskaber anvendt ved udplantningen vil blive grundigt rengjorte og
efterset for laegge knolde.

3 — 5 dage for forventet hgst/optagning vil toppen bliver knust med en top-knuser. Derved knuses
alt top og evt. "abler”, og kartoffeltoppen bliver efterladt pa GMO-forsggsarealet, hvor det
indtgrrer og indarbejdes i jorden.

Efter topknusning og forud for hgst af kartoffelknolde, vil kammene blive rodunderskaret og lgsnet,
efterfulgt med handopgravning eller maskinopsamling. Omradet undersgges efterfglgende ved
visuel inspektion for at sikre der ikke efterlades knolde i jorden.

Hgstede cisgenetisk modificerede knolde vil blive opsamlet i dobbelt lukkede stof- eller plastposer,
maerket med GMO, og transporteres i kasser til GMO godkendt laboratorium, som forefindes pa
adressen (Se bilag).

Efter brug vil poser og kasser blive rengjort og desinficeret og overskydende knolde fra forsgg og vaern
vil blive kgrt til forbraending/deponi.

B.4.b. Metoder til efterbehandling af stedet efter udsaetning

Felgende beskrivelser geelder for begge arealer (Flakkebjerg) og (AKV):

Efter hgst af kartofler vil jorden bliver harvet, for at fritleegge eventuelle knolde, som ikke er taget op.
Farste harvning vil ske efter hgst, sa 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 det samlede forsggs afslutning, vil de i seedskiftet anvendte parceller ligge som sort jord
med manedlige harvninger (april til september) og overvagning.

Arealet vil blive overvaget i min. 4 ar eller til der ikke laengere findes spildplanter eller kartoffelknolde
Hvis der findes blot én kartoffelplante eller én kartoffelknold anses omradet for ikke ryddet. (jf.
vejledning fra

Landbrugsstyrelsen "Dyrkningsbestemmelser for GM kartofler” marts 2022).

Arealet forventes udlagt med slaningsbrak fra forsggets afslutning, som kan slas og overvages.

Lederen af markpersonalet har ansvaret for at observationerne gennemfgres, og at evt.
uregelmaessigheder indberettes til miljgstyrelsen og landbrugsstyrelsen. Ligeledes vil miljgstyrelsen og
landbrugsstyrelsen modtage notifikation om forsggets afslutning, nar observationsperioden pa 4 ar er
gaet.
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Nedenfor er vist en forventet placering af forspgsarealet i Flakkebjerg i 2026-2028 i markblok
651133-27, hvor der ikke er overlap til tidligere GMO-forsggsarealer.

For arealet beliggende i markblok 565332-85 (AKV) er vist forventet placering i drene 2026-2029

4 * Lagvaige
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4.C Behandlingsmetoder, efter udsaetning, herunder affald

Under dyrkningen: normal plantebeskyttelse imod ukrudt, skadedyr og andre sygdomme. Der g@des
desuden med fast eller flydende kemisk kunstggdning. Der vandes efter behov.

Hgst: Alt overjordisk plantemateriale vil blive knust forud for hgst/optagning, og kartoffeltoppen
bliver efterladt pa GMO-forsggsarealet, hvor det indt@rre og indarbejdes i jorden.

De hgstede knolde vil blive transporteret i dobbelt lukkede plastposer maerket med GMO, placeret i
kasser.
Efter brug vil kasser blive rengjort og desinficeret, og knolde og sakke vil blive kgrt til forbreending.

4.D Overvagningsplaner og teknikker

Udsatningsmarken vil blive observeret hver uge i veekstperioden, og veeksten vil blive noteret og
beskrevet. Efter hgst og i arene efter (jf. pkt.4b) 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: Kim
Hebelstrup og Anders Vestergaard (lokaliteten Flakkebjerg) og Charlotte Frihauge (lokaliteten AKV)

4.F Metoder og procedurer til beskyttelse af stedet

Alle maskiner bliver rengjorte pa det godkendte omrade med trykluft og vand (8 bar). Renggringen
sker med > 20 meter til nermeste gvrige dyrkede areal.

Al transport til og fra mark vil ske i lukkede enheder/kasser, hvorfor risiko for spredning under
transport ogsa betragtes som minimal.

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

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

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

Vi har udviklet flg. metode til detektion af GMHPerne baseret pa overgangen mellem de indsatte
gener Rpi-vntl og Rpi-stol: Ved brug af primerne: ATGAATTATTGTGTTTACAAGACTTG og
CCTGCGGTTCGGTTAATACA. Produktet er fravaerende i den genetiske baggrund (Kuras og
Atlantic). Da de to gener ikke er lokaliseret ved siden af hinanden i nogle arter af Solanum, betragter
vi det som graensende til umuligt at opna et PCR produkt med disse primere i nogen kartoffelsort
eller andre planter. Skulle der, mod vores forventning, opsta tvivlstilfeelde, sa kan DNA sekventering
af det opndede PCR produkt praecist fastsla transformationsstatus. Vores data viser ssmmenholdt
(se molekylzer karakterisering og appendix 4 vdr antal gen-kassette indsaet) at PCR metoden kan
anvendes helt ned til ét enkelt kopi indsaet, og saledes har en ngdvendig sensitivitet.

B.6 Oplysninger om tidligere udsatninger af GMPH erne

Ikke relevant. De i ansggte linjer har ikke tidligere veeret udsat.
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1. Miljgrisikovurdering
2. Aarhus Universitet, Flakkebjergs GMO-godkendelse af laboratorie.
3. Forelgbig skitse til forsggsplaner i marken samt oversigtskort af ansggte omrader
(Flakkebjerg)
4. Forelgbig skitse til forsggsplaner i marken samt oversigtskort af ansggte omrader (AKV)
5. Beskrivelse af maskiner (Flakkebjerg)
6. Beskrivelse af maskiner (AKV)
Appendix:
1. Map af anvendte plasmid i kartoffeltransformation (pBINAW2:Rpi-vnt1.1:Rpi-stol)
2. DNA sekvens af plasmidet pBINAW2:Rpi-vnt1.1:Rpi-stol
3. Gensekvenser af cisgenerne Rpi-Vntl.1 og Rpi-Stol
4, Beskrivelse af bestemmelse af antal indsat af gen kassette (kopi tal) samt indszet sted
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Bilag 1
Miljorisikovurdering

Ansggning om brug af cisgene kartofler i ssedskifteforsgg.

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

1. Persistens og invasionsevne hos GMHPerne, herunder genoverfgrsel fra plante til plante.
A)
Afstanden til naermeste dyrkede omrade er altid >20 meter. Saledes er der ikke risiko for spredning
via pollen til andre omrader.

Kartoffel krydser ikke spontant med vilde arter af kartoffel eller andre dyrkede Solanum arter.
Som udgangspunkt er der derfor ikke behov for at fjerne blomster fra kartoffelplanterne, idet det
vurderes at pollen ikke spredes. Men hvis det vurderes ngdvendigt antager vi den option at
udsaetningen godkendes under det forbehold at: 'Ved blomstringen vil vi, som ekstra sikkerhed,
klippe blomsterne af kartoffelplanterne.’

B)

For kartofler:

Efterfglgende frost i vinterperioden og sort jord i aret efter avl vil effektivt sikre at evt. overlevende
knolde fra hgst ikke vil overleve og spire aret efter.

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

1. harvning vil ske efter hgst, sa evt. knolde kan frilaeegges 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.

For begge lokaliteter (AKV og Flakkebjerg)) geelder:

Aret efter forsggenes afslutning vil arealerne 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).

Arealerne forventes udlagt med slaningsbrak fra 2029 i Flakkebjerg og 2030 ved AKV, som kan slas
og overvages. Det skal bemaerkes, at erfaringer med opsamling af kartofler i mindre parceller er at
der meget sjeldent efterlades knolde i jorden.

2. Genoverfgrsel fra plante til mikroorganismer
Vurderes som veerende uden betydning og er ikke kendt i kartoffel. Dog understreges det at den i
ansggningen beskrevne PCR metode til detektion af indsaet af den cisgene gen kassette kan anvendes
til detektion i enhver anden organisme.

3. GMHPernes vekselvirkning med malorganismer
Forbedret resistens overfor kartoffelskimmel vurderes at vaere positivt, da bedre resistens overfor
skimmel vil styrke planten.
Vi forventer ikke at der vil ske @ndringer i populationen af kartoffelskimmel (Phytophthora
infestans) eller aendringer i dennes aggressivitet over en kortere tidshorisont.
Vi forventer ikke en 100 % resistens, men narmere en udsaettelse af angrebet med 3 — 6 uger i
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ubehandlede led.

GMHPernes vekselvirkning med ikke-malorganismer

Det vurderes ikke at de udsatte planter vil have pavirkning pa ikke-malorganismer. Vi henviser hertil
at der i de seneste ar har veeret udsaettelser af kartofler indeholdende cisgene R-gener andetsteds i
Danmark, og at der i disse tilfeelde ogsa blev vurderet at de ikke ville have pavirkninger pa ikke-
malorganismer. Dette var vurderingen bade fgr og efter forsggsudsaettelsen.

Virkningerne af de specifikke dyrknings-, handterings- og hgstteknikker.

Det vurderes, at arbejdet i forbindelse med handlaegning af knolde og/eller udplantning af
pottedyrkede kartoffelplanter, med efterfglgende maskinhypning og jordlgsning med maskine
forud for opsamling af knolde, sikrer en meget hgj grad af sikkerhed for at der ikke efterlades
knolde i jorden.

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, leegning, hgst og efterkontrol
har alle taget GMO kgrekort nar forsggene igangsaettes, hvorfor alle er opdateret med nyeste viden
om emnet.

Virkninger pa biogeokemiske processer

Det forventes ikke at kartoffelskimmel populationerne vil endre sig over en kortere tidshorisont,
men kunne blive forsinket i deres udbredelse. Denne forsinkelse forventes at kunne reducere
anvendelsen af fungicider vaesentligt.

Virkninger pa menneskers og dyrs sundhed

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

Bedre resistens imod skimmel vil principielt forventes at virke positivt pa bade mennesker og dyrs
sundhed, da det forventes at der skal anvendes en betydelig mindre maengde
plantebeskyttelsesmidler (svampemidler) end i den oprindelige kultivar (sort). De s&endrede
egenskaber med flere resistensgener imod kartoffelskimmel, vil kunne forekomme under naturlige
forhold, hvorfor virkningen ikke vurderes som vaesentlig.

Erfaringerne fra den traditionelle foraedling er, at nar der selekteres pa sorter med flere
resistensgener, har det ikke haft betydning pa hverken mennesker eller dyrs sundhed.

| forbindelse med almindelig resistensforaedling har det heller ikke haft nogen kendt betydning for
hverken mennesker eller dyrs sundhed.

Side 2 af 2



Bilag 2
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Afgerelse om afmelding af klassifikation til genteknologisk arbejde klasse Ansvarlig:
planter Rikke Kolding Hansen
Arbejdstilsynet har den 3. december 2023 modtaget anmeldelse fra P 1017874450
Forskningscenter Flakkebjerg, Aarhus Universitet ved Inger Holme
(inger.holme@agro.au.dk) vedrerende afmelding af lokalerne P3A3, P4B1, Side 1/2

P4P2 i klassifikation til genteknologisk arbejde klasse planter, LAB-id 214 175
beliggende Forsagsvej 1, 4200 Slagelse. Ansvarlig laboratorieleder er angivet til
Rikke Jakobsen.

Anmeldelsen er fremsendt 1 henhold til Arbejdstilsynets bekendtgerelse om
genteknologi og arbejdsmilje nr. 910 af 11. september 2008.

Beskrivelse

Virksomheden har fremsendt "Anmeldeskema til @ndringer af klassifikation’.
Virksomheden oplyser, at lokalerne er omhyggeligt rengjorte efter endt
anvendelse til GM-planter samt at folgende lokaler vil indgé 1 lab id'et
fremadrettet: P4A1, P4A2, P4SA.

Vurdering
Arbejdstilsynet finder pa det foreliggende grundlag, at de omhandlede lokaler
kan afmeldes genteknologi klassifikationen.

Afgerelse

Arbejdstilsynet meddeler hermed forsat klassifikation til genteknologisk arbejde
klasse planter i lokale P4A1, P4A2, P4SA (fellesgang) samt 20 plastkasser i
rum E 128 samt V02 beliggende Forskningscenter Flakkebjerg, Aarhus
Universitet, Forsegsvej 1, 4200 Slagelse, jf. § 7, stk. 1, 1 Arbejdstilsynets
bekendtgerelse om genteknologi og arbejdsmiljo nr. 910 af 11. september 2008.

Lokalerne har forsat LAB-id nr. 214 175


mailto:inger.holme@agro.au.dk

Vejledning

Opmarksomheden henledes pé, at det af hensyn til klassifikationen er vigtigt at
sikre, at forskrifter, procedurer m.v. fortsat afspejler de faktiske
sikkerhedsmaessige forhold for arbejdet med GMO, herunder arbejdsmetoder og
arbejdsgange. Ved at gennemgé dem med jevne 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 &ndring af de oplysninger, der ligger til grund for denne
klassifikation, skal anmeldes til Arbejdstilsynet.

Ligeledes henledes opmarksomheden pé § 12 i samme bekendtgoerelse,
hvorefter det forinden skal anmeldes til Arbejdstilsynet, hvis klassifikationen
ikke leengere enskes 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 (J.nr. MST-686-00044),
Tolderlundsvej 5, 5000 Odense C.

Venlig hilsen

Rikke Kolding Hansen
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Arbejdstilsynet
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Arbejdstilsynet

Tilsynscenter Jst

Aarhus Universitet Landskronagade 33
Nordre Ringgade 1 2100 Kebenhavn @
8000 Aarhus C
T70121288
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www.amid.dk

CVR 21481815

16. oktober 2019

Sag

20180028531/14
Afgorelse om zndringer af klassifikation til genteknologisk arbejde klasse Ansvarlig:
1 og planter Rikke Kolding Hansen
Inger Holme, Dept. of Molecular Biology and Genetics, Aarhus University, P 1017874450
Forsagsvej, 4200 Slagelse, e-mail; inger.holme@mbg.au.dk har med
henvendelse af 2. september 2019 sggt om @ndring af klassifikation til Side 1/2

genteknologisk arbejde klasse 1 og planter — lab id 214 167.

Der anmodes om afklassificering af lokalerne B242 og autoklave i B228, begge
blevet grundigt rengjort, sdledes at der ikke findes rester af GMO samt anmodes
om udvidelse med lokalerne B128, B130, A010, A030 og E224.

Ansggningen er fremsendt 1 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 laboratoriecomrader samt anleeg til
genteknologiske stor-skalaforseg eller produktion”.

Ansggningen har vaeret forelagt Miljostyrelsen(MST-686-00054), som den 15.
oktober har sendt folgende bemarkninger:

"Miljostyrelsen foretog besigtigelse af de lokaler der onskes udvidet med den
28. august 2019 i forbindelse med et tilsyn. Lokalerne er indrettet ligeledes
beskrevet i tidligere ansagninger og som allerede godkendte lokaler.

Miljostyrelsen vurderer, at de oplyste sikkerhedsrutiner og etablerede
indeslutningsforanstaltninger yder en effektiv sikring imod at genetisk
modificerede planter og mikroorganismer spredes til det ydre miljo.

Styrelsen har pa det foreliggende grundlag ikke indvendinger mod den sogte
klassifikation om cendringer af lab id 214 167.”


mailto:inger.holme@mbg.au.dk

Vurdering

Arbejdstilsynet finder pa det foreliggende grundlag, at de omhandlede lokaler,
sikkerhedsforskrifter m.m. lever op til de krav, der er geldende for
genteknologisk arbejde klasse 1 og planter.

Afgorelse

Pé baggrund af ovenstdende meddeler Arbejdstilsynet hermed klassifikation til
genteknologisk arbejde klasse 1 og planter i lokale A010, A030, B108, B110,
B128, B130, B132, B138, B139, B140, B153, B155, B161, B244, B246,
autoklave 1 lokale D108, E224 samt taeskemaskine 1 laden 1 lokale E101
beliggende Forskningscenter Flakkebjerg, 4200 Slagelse jf. § 7, stk. 1, til
Arbejdstilsynets bekendtgerelse om genteknologi og arbejdsmiljo nr. 910 af 11.
september 2008.

Lokalerne har fiet tildelt lab. id. nr.: 214 167

Denne afgorelse erstatter afgerelse af den 8. november 2018.

Vejledning

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

Opmerksomheden henledes endvidere pd § 30 jfr. § 11 1 bekendtgerelse om
genteknologi og arbejdsmilje nr. 910 af 11. september 2008, hvorefter enhver
vasentlig &ndring af de oplysninger, der ligger til grund for denne
klassifikation, skal anmeldes til Arbejdstilsynet.

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

Med henblik pé 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 MILJOSTYRELSEN, Tolderlundsvej 5, 5000
Odense C.

Venlig hilsen

Rikke Kolding Hansen
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Bilag 3 - Forelgbig skitse til forsggsplaner i marken samt oversigtskort af ansggte omrade (Flakkebjerg)

Skitse over forsggsareal. De gule felter markerer parceller hvor afgraderne vil blive dyrket. Gron er graesarealer.

N
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Maskin-

=

renseplads




Arealets placering i forhold til nabo (35 meter) og §3 (mose) omrade (200 meter):




Oversigt af markblokke:

651134-41 3




Bilag 4 - Forelgbig skitse til forsggsplaner i marken samt oversigtskort af ansggte omrade
(AKV)

Principskitse af forsggene, der vil altid veere en alm kuras rundt om forsgget, disse vil blive
behandlet som NGT Kuras, dette for at skabe ens forhold for forsggene, sa der ikke bliver vind
pavirkning eller lign. NGT Kuras vil blive anlagt i 2 reekker for den enkelte type og i den givne
leengde, som der er planlagt forsgg med eller knolde til (i tilfeelde af at der ikke er s mange
knolde som planlagt i forsggsplanen).

Renseplads til maskiner i 2026 vil veere i umiddelbar forleengelse af forsgget, mens det i 2027
og fremefter vil blive i omradet mellem 2027 og 2028 forsggene, dette vil blive markeret med
landmalerstokke i marken.

Der er minimum 20 meters afstand til andre kartofler, som fglge af jordenes ejerskaber og
naboernes brug af jorden.

15 1,56 15 15 15 1,5
1,5 VZARN

NdF/A
NdF/A

NdFA
NdFA

NdF/A
NdF/A

NdFA
NdFA

NdFA
NdFA

NdFA
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Oversigtskort for det ansggte omrade markblok 565332-85 (AKV)




Bilag 5 - Beskrivelse af maskiner (Flakkebjerg)

Der vil blive anvendt en del forskellige traktorer til at udfgre de maskinelle arbejdsopgaver.
(billeder ikke vedlagt)
Ford 7740, Case 130 CVX, Ford 3600, Ford 3140, Ford 6080

==
\
\

For tilberedning af jorden vil der blive anvendt to fraesere: en freeser med en arbejsredde alb5 me-
ter (ovenstaende billede).



Der vil til tilberedning af jorden ogsa blive en anvendt en freeser af maerket Kuhn EL 92.
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Kartoffellaegger med 2 raekker a 75 cm. Maskinen vil blive brugt til la

ve riller til kartoffeli‘aekkerne, og
efter laegning af kartoflerne med hand, at hyppe kartoflerne.

[ tilfeelde af at arealet med cisgene kartofler vil blive over 500 m2 kan maskinen ogsa anvendes til at
leegge kartoflerne



Til efterhypning af kartoffelraekker vil der blive brugt en tallerkenhypper med 2 raekker a 75 cm.



Ved hgst af kartoflerne vil kartoflerne blive frilagt med en maskine der er udset med et jordskeer
som overskarer rgdderne og lgfter kartoflerne op samtidig med at jorden bliver rystet af.

Efter frileegning vil kartoflerne blive samlet op med handkraft.
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[ tilfeelde af at arealet med cisgene Kkartofler vil komme op pa et stgrre areal pa over 500 m2, vil det
blive aktuelt at anvende en 1 raekket kartoffleoptager, der opsamler kartoflerne i en kasse som vist pa
billedet herunder.
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Anvendelse: Fritleeggelse af spildkartofler.
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Agromet Pionier

Topknuser til kartoffeltoppe



Nedvandingssprgjte til behandling med herbicider, fungicider og ovrige plantebeskyttelsesmidler, veekstregu-

latorer samt flydende kemisk gadning.
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Godningsspreder til granuleret kemisk gadning
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Scan agro — brakklipper til afpudsning af vaernearealer og keregange



Horsch Terrano 3FX

Dybdeharve
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Kongskilde Germinator

Forarsharve til forberedelse af sdbed



Kaeser M26 Mobil kompressor

Bruges til at rense maskiner pé det klassificerede omrade med trykluft



Tromle

Bruges kun ved behov



JCB 525.60 teleskopleesser til transport af materiel. Herunder til transport af kartofler i dobbeltposer i
aflukkede containere (som beskrevet i ansggningen) mellem det anvendte markareal I Flakkebjerg og
GM Klassificerede laboratorier og faciliteter i Flakkebjerg.

Ved transport af kartofler i dobbeltposer i aflukkede containere mellem AKV og Flakkebjerg anvendes
naturligvis et almindeligt kgretgj.



Bilag 6 — Beskrivelse af maskiner (AKV)

Til tildeekning af handlagte kartofler, anvendes denne hypper med bejdseanleeg




Mekanisk ukrudtsbekeempelse med optiweeder




Optagning med Asa-lift




Freeser til jordbehandling inden leegning, samt til at holde jorden sort. Aret efter

kartofler.




Traktor der er til radighed til markarbejde




Opriller til reekkeafstand og ggdnings placering
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Cykelspragijte ukrudts behandlinger skimmelbehandlinger mm




Rodunderskeeringsmaskine, bruges fgr optagning/ opgravning




Appendix 1 — map af anvendte plasmid til kartoffeltransformation

traJ onV

Rpi-sto1 ORF



Appendix 2 — DNA sekvens af plasmid pBINAW2:Rpi-vnt1.1:Rpi-sto1

attaacacctcgaggtcattatgatgatgtctcacgaccaaatcaaatcaaagttaaataaatatcgaaccgaacgccc
actctgtatgagtatggcaaaagattttgagagaatcaagttgcataaaagcctaattttcatggaacatacaaattgagtc
tcataatagcccaaactcacagccatgaacccaaattgggtaaagttttgcaagacgttcatcaaacagttaggaaaca
taaaatggcgctagatatataataaatttttttaacatatggtgtgattgatagttatatactaaagatgtttgcttagttacgta
attttttcaaaaaaaaaaggtacattatcaatcatcagtcacaaaatattaaaagttactgtttgttttttaaattccatgtcg
aatttaattgaatgacacttaaattgggacgaacggtgtaatttcttttgactattctactagtatctatccacagcacgtgtt
gttcctttcttetttegtttttcatttacttgacattattaggagacttggecctgaactccaactattctaagetgacctttettt
tcctttaccaattatcttcttctttctaatttcgttttacgegtagtactgectgaattttctgactttcaacgtttgttattcatget
tgaaaacgaaataccagctaacaaaagatgaattattgtgtttacaagacttgggecgttgactcttactttcccttectca
tcctcacatttagaaaaaagaaatttaacgaaaaattaaaggagatggctgaaattcttctcacagcagtcatcaataaa
tcaatagaaatagctggaaatgtactctttcaagaaggtacgcgtttatattggttgaaagaggacatcgattggctccaga
gagaaatgagacacattcgatcatatgtagacaatgcaaaggcaaaggaagttggaggcgattcaagggtgaaaaactt
attaaaagatattcaacaactggcaggtgatgtggaggatctattagatgagtttcttccaaaaattcaacaatccaataa
gttcatttgttgccttaagacggtttctittgccgatgagtttgctatggagattgagaagataaaaagaagagttgctgatatt
gaccgtgtaaggacaacttacagcatcacagatacaagtaacaataatgatgattgcattccattggaccggagaagat
tgttccttcatgctgatgaaacagaggtcatcggtctggaagatgacttcaatacactacaagccaaattacttgatcatg
atttgccttatggagttgtttcaatagttggcatgcceggtitgggaaaaacaactcttgccaagaaactttataggcatgtc
tgtcatcaatttgagtgttcgggactggtctatgtttcacaacagccaagggcgggagaaatcttacatgacatagccaaa
caagttggactgacggaagaggaaaggaaagaaaacttggagaacaacctacgatcactcttgaaaataaaaaggtat
gttattctcttagatgacatttgggatgtigaaatttgggatgatctaaaacttgtccttcctgaatgtgattcaaaaattggea
gtaggataattataacctctcgaaatagtaatgtaggcagatacataggaggggatttctcaatccacgtgttgcaacccce
tagattcagagaaaagctttgaactctttaccaagaaaatctttaattttgttaatgataattgggccaatgcttcaccagac
ttggtaaatattggtagatgtatagttgagagatgtggaggtataccgctagcaattgtggtgactgcaggcatgttaaggge
aagaggaagaacagaacatgcatggaacagagtacttgagagtatggctcataaaattcaagatggatgtggtaaggta
ttggctctgagttacaatgatttgcccattgcattaaggecatgtttcttgtactttggtctttaccccgaggaccatgaaatt
cgtgcttttgatttgacaaatatgtggattgctgagaagctgatagttgtaaatactggcaatgggegagaggetgaaagttt
ggcggatgatgtcctaaatgatttggtttcaagaaacttgattcaagttgccaaaaggacatatgatggaagaatttcaagt
tgtcgcatacatgacttgttacatagtitgtgtgtggacttggctaaggaaagtaacttctttcacacggagcacaatgcatt
tggtgatcctagcaatgttgctagggtgcgaaggattacattctactctgatgataatgccatgaatgagttcttccatttaa
atcctaagcctatgaagcttcgttcacttttctgtttcacaaaagaccgttgcatattttctcaaatggctcatcttaacttca
aattattgcaagtgttggttgtagtcatgtctcaaaagggttatcagcatgttactttccccaaaaaaattgggaacatgagt
tgcctacgttatgtgcgattggagggggcaattagagtaaaattgccaaatagtattgtcaagctcaaatgtctagagacc
ctggatatatttcatagctctagtaaacttccttttggtgtitgggagtctaaaatattgagacatctttgttacacagaagaat
gttactgtgtctcttttgcaagtccattttgccgaatcatgectcctaataatctacaaactttgatgtgggtggatgataaatt
ttgtgaaccaagattgttgcaccgattgataaatttaagaacattgtgtataatggatgtatccggttctaccattaagatatt
atcagcattgagccctgtgcctagagegttggaggttctgaagctcagatttttcaagaacacgagtgagcaaataaactt
gtcgtcccatccaaatattgtcgagttgggtttggttggtitctcagcaatgetcttgaacattgaageattccctccaaatct
tgtcaagcttaatcttgtcggcttgatggtagacggtcatctattggcagtgettaagaaattgcccaaattaaggatactta
tattgctttggtgcagacatgatgcagaaaaaatggatctctctggtgatagetttccgcaacttgaagttttgtatattgagg



atgcacaagggttgtctgaagtaacgtgcatggatgatatgagtatgcctaaattgaaaaagctatttcttgtacaaggecc
aaacatttccccaattagtctcagggtctcggaacggcttgcaaagttgagaatatcacaggtactataaataattattta
cgtttaatatccatgatttttttaaatttgtatttagttcatcaactaaatattccatgtctaataaattgcagggatgectttga
aaatgattctgtgttggagagaatcttctgatgcctgtiggtattataatactaataataagagaaaaagtttgattactgtttc
aagttaattgcttgtgatttgtaaaaacaaattacttttatatttctctttgttttattttatgtttatttatctttaattaatggagta
ataaaataaaaatcttattttcaatagaaaaaagtagaccttatttgtggtgcatgtatggtatctttttgaaatttttgatatat
ttgctctttgattcgaatttcttgcttatatgatgatttgcataaatataaaatattatacaaatacctatgggttggaaaatata
gaaatatgccaatcaaatgtatacaaaaatcattaatagatagaatcgtaaaagatatacaaatgagaaatgcttgacta
agaagcttcgtgcaacctctcacactgagcacaatgcatttggtgatctcggeactattgetgttacttgtaagactacgtt
ccccaataagtctttccaaacggcttgcaaagetgagaatatgaaaatctcataggttagtitgetgegttaattatttacat
ttaatatgctcgataaggtgattttaaaaaaatttgtactagttaattcatgaactaaatatttcatttaatactccataattct
gaatatggaaaataaataatatttaataacaagaataaaatgataaattattcattgattttataaattggataaatattatta
aatattcttaaataatataatgaacaagtgaagatgaacggagggagtatgaagcctcttttcgccecgggeacctgeagg
cttgctaattgagtgtctgttataatcagtattaattactctcaaggtaatagtatattccaaacaaattttgtgttaccaaatt
aaatatatttctaaaactatcttgaaagtagttaatatacttttgagtgtigtatcatgtttttaatataaaatattaaaatttaga
tgaaatttactttctagttaaattggtcaaagttgaaagaatttcaagtgaaaaagtttttaataattttgettttatgctatattt
tttaaagttgaacgactttttaataaaaaagaataataaaattatatgataatttttataatacaatggcctttatatgatgaa
aaaaaagaaagaaattagatgacaacaatgtccaaaaataatcttaaagaattatgatttatataataaaattaaatttaa
aatttgatgaaaaaatagagaaaagaggaagatgatgaagtgaaatgattggtggtgggtccatgtgacattaaaaaaaa
caattctcttaaataatcctttcatactaatgataatttttttttttttttttttttactaattgcgtattgagaaaaggaaaatggg
gcggtaattacaaagtagggaatcgaactttatcaagaagttgagagttcaagtaaccaaccaactaaactactaaaat
ttttctaattaatgataattgtaattcatttagcataaaaaatttcattgcacttacttttagagttttgaaaacaatacttcatc
tattctatattaattaaattttctatattaattaaatttgtgaggcaatacaaacttattaagaaaaatatttaaggacataattt
aaatcatatttttcactattgttttttgtgaaatcataaatataactttgtaaatagtgcaatttatctcctagaagcaaacttc
actaaagaaaagggcaaagatggaaaagaaactaaatattcatcttaaactttgaacaattcaattattttgaacaatga
aaaaaatctcaaaaattcaattaatatgaatattttagaggcaaaaaattagtactccctccgttcacttttatttgtcatatt
gcgcttttcgaaagtcaatttgactaatttttaaagatcaattagattacactaattcaatattttaaatagaaaaattagata
ttcaaaaactatacaaaaaatattatacattgcaattttttgcatatcaatatgataaaaaaatatatcgtaaaatattagtc
aaaatttttatagtttgactctaataatgaaaagtataataattaatagtggacggaggaagtattgtctttccagatttgttge
catttttgggccaaggaccattagcagttctcttcattttctacttctgtctcatattagctgggeatcttactaaaaatatttgt
ctcatattacttgattatttactaaatcaaaatagaattaattaattttttctcattttacccctccaattaatatagttttgaaa
gttttaaacaaattttgaagaatcaaaatttctttttgcaagagacttattaatataaacaaaggataaaataataaaatttg
tcaatttattgacgatcacttaataatcgtgtaaaatagaaaatgtttatctaatatgagacggagaaaatatatcctaaaat
atttttggatggatatgtgatattctaaccattcactagactatattatgcattttagccgccaatgacttatttcagctttaatt
aattaggaaagaggaaactgccaatgaggaagagtaggggcgtagttgectgtcgacgaaaaaaagataatactcactct
tttcgatttttatttttatttatcacttttaacctatcatgtaaaaagataattatttttttcatgectttatccttagtattaaataattt
aatagggattattttgtaaaatatttatatgaataattgttttcgtaatgaatttgtccagtcaaacaatgataaataaaaatg
aacggagagagtagaaaacaaaacaaaagaacaagttgccaacttgagagattaaaagggaccaaaacgccttgga
ttttgagattccatatgtgaaatttccatgaaataattgaatttgtattattacaaatcaaactttctatttcattccaactage
catcttggtttcaaaattacacattcattcattcacagatctaatattcttaatagtgatttccacatatggctgaagctttcat
tcaagttctgttagacaatctcacttctttcctcaaaggggaacttacattgettttcggtittcaagatgagttccaaagget



ttcaagcatgttttctacaatccaagccgtccttgaagatgctcaggagaagcaactcaacaacaagectctagaaaatt
ggttgcaaaaactcaatgctgctacatacgaagtcgatgacatctiggatgaatataaaaccaaggccacaagattctc
ccagtctgaatatggccgttatcatccaaaggttatccctttccgtcacaaggtcgggaaaaggatggaccaagtgatga
aaaaactaaaggcaattgctgaggaaagaaagaattttcatttgcacgaaaaaattgtagagagacaagctgttagacg
ggaaacaggtactcatcttaaattagtattacaacaactaagtttatattcatttttttggcaattatcaaattcagaaaagg
gttaaatatactcatgtcctatcgtaaatagtgtaaatatacctctcgtigtactttcgatctgaatatacttgtcaaatctgg
caagctcagaatcaaattatccaccccaacttttaaatactcgacatctttagaaatccacctgtctaactcatccacta
cccattccctttgctttgaattcttttctttacctataaacttggaacactcgatccgttttgettttcttaacaaagcagctca
gagaaaagaggttttcttctattctgtttctetgtgtgetgeacttgggtecttaatcccattaaaaacagggeatgttaatce
caacgacggtagcctttcctgacagctgactgtaaatttagtctaacaaagaaaaaaaaagattagacatgtttttccttg
tcattgattaggctggatttctttcagagtggaacataggggatatattggaccaaaaatagaatgggtatatatttaaagtat
ttctgatagaacaggagtatattgtgcgaaaatatcctctattttctgttgtctcctaatgagtttgaatgtaataatattctcat
gtggacattgcttgcaccaggttctgtattaaccgaaccgcaggtttatggaagagacaaagagaaagatgagatagtga
aaatcctaataaacaatgttagtgatgcccaacacctttcagtcctcccaatacttggtatggggggattaggaaaaacg
actcttgcccaaatggtcttcaatgaccagagagttactgagcatttccattccaaaatatggatttgtgtctcggaagattt
tgatgagaagaggttaataaaggcaattgtagaatctattgaaggaaggccactacttggtgagatggacttggetccact
tcaaaagaagcttcaggagttgctgaatggaaaaagatacttgettgtcttagatgatgtttggaatgaagatcaacagaa
gtgggcaaatttaagagcagtcttgaaggttggagcaagtggtgettctgttctaaccactactcgtcttgaaaaggttggat
caattatgggaacattgcaaccatatgaactgtcaaatctgtctcaagaagattgttggtigttgttcatgcaacgtgcattt
ggacaccaagaagaaataaatccaaaccttgtggcaatcggaaaggagattgtgaaaaaaagtggtggtgtgectctag
cagccaaaactcttggaggtattitgtgcttcaagagagaagaaagagcatgggaacatgtgagagacagtccgatttgg
aatttgcctcaagatgaaagttctattctgcctgecctgaggettagttaccatcaacttccacttgatttgaaacaatgett
tgcgtattgtgeggtgttcccaaaggatgccaaaatggaaaaagaaaagctaatctcetetectggatggegeatggttttctt
ttatcaaaaggaaacatggagctagaggatgtgggtgatgaagtatggaaagaattatacttgaggtcttttttccaagaga
ttgaagttaaagatggtaaaacttatttcaagatgcatgatctcatccatgatttggcaacatctctgttttcagcaaacaca
tcaagcagcaatatccgtgaaataaataaacacagttacacacatatgatgtccattggtttcgccgaagtggtgttttttt
acactcttccccccttggaaaagtttatctcgttaagagtgcttaatctaggtgattcgacatttaataagttaccatcttcc
attggagatctagtacatttaagatacttgaacctgtatggcagtggcatgcgtagtctticcaaagcagttatgcaagcettc
aaaatctgcaaactcttgatctacaatattgcaccaagctttgttgtitgccaaaagaaacaagtaaacttggtagtctcc
gaaatcttttacttgatggtagccagtcattgacttgtatgccaccaaggataggatcattgacatgccttaagactctaggt
caatttgttgttggaaggaagaaaggttatcaacttggtgaactaggaaacctaaatctctatggctcaattaaaatctcge
atcttgagagagtgaagaatgataaggacgcaaaagaagccaatttatctgcaaaagggaatctgeattctttaagcatg
agttggaataactttggaccacatatatatgaatcagaagaagttaaagtgcttgaagccctcaaaccacactccaatct
gacttctttaaaaatctatggcttcagaggaatccatctcccagagtggatgaatcactcagtattgaaaaatattgtctct
attctaattagcaacttcagaaactgctcatgcttaccaccctttggtgatctgecttgtctagaaagtctagagttacactg
ggggtctgeggatgtggagtatgtigaagaagtggatattgatgttcattctggattccccacaagaataaggtttccatcect
tgaggaaacttgatatatgggactttggtagtctgaaaggattgctgaaaaaggaaggagaagagcaattccetgtgettg
aagagatgataattcatgagtgcccttttctgaccctttcttctaatcttagggetcttacttccctcagaatttgctataataa
agtagctacttcattcccagaagagatgttcaaaaaccttgcaaatctcaaatacttgacaatctctcggtgcaataatct
caaagagctgcctaccagcttggctagtctgaatgetttgaaaagtctaaaaattcaattgtgttgcgcactagagagtct
ccctgaggaagggetggaaggtttatcttcactcacagagttatttgttgaacactgtaacatgctaaaatgtttaccagag



ggattgcagcacctaacaaccctcacaagtttaaaaattcggggatgtccacaactgatcaageggtgtgagaaggga
ataggagaagactggcacaaaatttctcacattcctaatgtgaatatatataattaagttatttgctattgtttctttgtttgtga
gtotttttggttcctgccattgtgattgcatgtaatttttttctagggttgtitgtitgtgagtctetetcteattggatgtaattttett
ttggtaacaaattaacaatctatttgtattatacgctttcagaatctattacttatttgtaattgtttctttgtttgtaaattgtgagt
atcttattgtatggaattttctgattttattttgaaaacaaatcaataagatccatctgtattatactcccttcgtctcattttatg
tgacactttttggatttcgagattcaaacaaatctatttttgatcttaaatttttcatagatcttttaaacattttgaattatcaatt
attgtgattttagtactttttatgtagtttacaaatatataaaatttattttttttaaaaaaagaagatttcatgcgeatattcceg
atcaaacttaaattactagactctcgaaaaatgaaaagtgtcacataaattgagactgagggagtacttgttaatgttgta
attattggcgaacaataatgttggtgattatcactttctgaataaatgtigtgtcacgtggaaaaaacaccaaatagaagta
ttcatgcttttttagtatatataaacacgatttttaacttggtttcagcggatagtcatgaccttttactctgaatgtgcacaagt
agatacttgtataaaattaaataaattttataaaattatacaatatgacactgagagtaattgataccaattgcagtcgttge
tgcttttcgattctetgteattctctaggegegecccggtacctgacaggatatattggegggtaaacctaagagaaaaga
gcgtttattagaataatcggatatttaaaagggcgtgaaaaggtttatccgttcgtccatttgtatgtgcatgccaaccacag
ggttccccagatcaggaccgetgecggagegecaacccactcactacagcagagecatgtagacaacatcccctece
cctttccaccgegtcagacgeccgtagcageccgetacgggcetttttcatgecctgecctagegtccaagectcacgge
cgcgeteggectetetggeggecttetggegetettecgettectegetcactgactegetgegeteggtegttcggetgeg
gcgageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtg
agcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetcegeccecctg
acgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccc
cctggaagctccctegtgegetctectgttcecgaccctgecgettaccggatacctgtecgectttcteecttecgggaage
gtggegcettttccgetgeataaccetgettcggggteattatagegattttttcggtatatccatcctttttcgcacgatataca
ggattttgccaaagggttcgtgtagactttccttggtgtatccaacggegtcagecgggecaggataggtgaagtaggecca
cccgegagegggtgttecttettcactgteccttattcgcacctggeggtgectcaacgggaatectgetctgegaggetgg
ccggctaccgecggegtaacagatgagggcaageggatggetgatgaaaccaageccaaccaggaagggeagecca
cctatcaaggtgtactgccttccagacgaacgaagagegattgaggaaaaggeggeggeggecggeatgagectgteg
gcctacctgetggecgteggecagggetacaaaatcacgggegtegtggactatgageacgtccgegagetggecege
atcaatggcgacctgggccgectgggeggectgetgaaactctggetcaccgacgacccgegeacggegeggttcggt
gatgccacgatcctcgecctgetggegaagatcgaagagaagcaggacgagettggcaaggtcatgatgggegtggte
cgcccgagggcagagecatgacttttttagccgctaaaacggecggggggtgegegtgattgccaageacgtecccatg
cgctccatcaagaagagcgacttcgeggagetggtgaagtacatcaccgacgagcaaggcaagaccgagegectttg
cgacgctcaccgggetggtigecctegecgetgggetggeggecgtetatggecctgcaaacgegecagaaacgecgt
cgaagccgtgtgecgagacaccgeggecgecggegtigtggatacctegeggaaaacttggecctcactgacagatgag
gggcggacgttgacacttgaggggecgactcacccggegeggegttgacagatgaggggcaggetegatttcggeegg
cgacgtggagctggccagectcgcaaatcggegaaaacgectgattttacgegagtttcccacagatgatgtggacaag
cctggggataagtgecctgeggtattgacacttgaggggegegactactgacagatgaggggegegatecttgacacttg
aggggcagagtgctgacagatgaggggcgeacctattgacatttgaggggetgtccacaggcagaaaatccagceatttg
caagggtttccgeccgtttttcggeccaccgctaacctgtcttttaacctgettttaaaccaatatttataaaccttgtttttaa
ccagggctgegecctgtgegegtgaccgegecacgecgaaggggggtgeceececcttectecgaacccteccggeccget
aacgcgggectcccatccccccaggggetgegecccteggecgegaacggectcaccccaaaaatggecagegetgg
cagtccttgccattgccgggatcggggecagtaacgggatgggegatcageccgagegegacgeccggaageattgacg

tgccgeaggtgetggeatcgacattcagegaccaggtgecgggeagtgagggcggeggectgggtggeggectgecctt



cacttcggccgtcggggeattcacggacttcatggeggggecggeaatttttaccttgggeattcttggcatagtggtegeg
ggtgccgtgetegtgticgggggtgcgataaacccagegaaccatttgaggtgataggtaagattataccgaggtatgaa
aacgagaattggacctttacagaattactctatgaagcgccatatttaaaaagctaccaagacgaagaggatgaagagg
atgaggaggcagattgccttgaatatattgacaatactgataagataatatatcttttatatagaagatatcgccgtatgtaa
ggatttcagggggcaaggcataggcagegegcttatcaatatatctatagaatgggcaaagecataaaaacttgcatggac
taatgcttgaaacccaggacaataaccttatagcttgtaaattctatcataattgggtaatgactccaacttattgatagtgt
tttatgttcagataatgcccgatgactttgtcatgcagetccaccgattttgagaacgacagegacttccgtcccagecegtg
ccaggtgctgcctcagattcaggttatgccgetcaattcgetgegtatatecgettgetgattacgtgecagetttcecttcagg
cgggattcatacagcggccagcecatccgtcatccatatcaccacgtcaaagggtgacagecaggetcataagacgecce
cagcgtcgccatagtgegttcaccgaatacgtgegcaacaaccgtcttccggagactgtcatacgegtaaaacageca
gcgetggegegatttageccccgacatagecccactgttcgtecatttccgegecagacgatgacgtcactgeccggetgt
atgcgcgaggttaccgactgeggectgagttttttaagtgacgtaaaatcgtgtigaggccaacgeccataatgegggetg
ttgcccggeatccaacgccattcatggecatatcaatgattttctggtgegtacecgggttgagaageggtgtaagtgaact
gcagttgccatgttttacggcagtgagagcagagatagegetgatgtccggeggtgettttgecegttacgcaccaccecegt
cagtagctgaacaggagggacagctgatagacacagaagccactggagcacctcaaaaacaccatcatacactaaa
tcagtaagttggcagcatcacccataattgtggtttcaaaatcggctccgtcgatactatgttatacgccaactttgaaaac
aactttgaaaaagctgttttctggtatttaaggttttagaatgcaaggaacagtgaattggagttcgtctigttataattagett
cttggggtatctttaaatactgtagaaaagaggaaggaaataataaatggctaaaatgagaatatcaccggaattgaaaa
aactgatcgaaaaataccgctgcgtaaaagatacggaaggaatgtctcctgctaaggtatataagetggtgggagaaaa
tgaaaacctatatttaaaaatgacggacagccggtataaagggaccacctatgatgtggaacgggaaaaggacatgatg
ctatggctggaaggaaagctgectgticcaaaggtcctgeactttgaacggcatgatggetggageaatctgetcatgagt
gaggccgatggegtectttgctcggaagagtatgaagatgaacaaagecctgaaaagattatcgagetgtatgeggagtg
catcaggctctttcactccatcgacatatcggattgtccctatacgaatagettagacagecgcettagccgaattggatta
cttactgaataacgatctggccgatgtggattgcgaaaactgggaagaagacactccatttaaagatccgegegagetgt
atgattttttaaagacggaaaagcccgaagaggaacttgtcttttcccacggegacctgggagacagcaacatcttigtg
aaagatggcaaagtaagtggctttattgatcttgggagaagcggcagggeggacaagtggtatgacattgecttetgegte
cggtcgatcagggaggatatcggggaagaacagtatgtcgagctattttttgacttactggggatcaagectgattgggag
aaaataaaatattatattttactggatgaattgttttagtacctagatgtggcgcaacgatgccggecgacaagcaggageg
caccgacttcttccgcatcaagtgttttggctctcaggecgaggecccacggecaagtatttgggcaaggggtecgetggtatt
cgtgcagggcaagattcggaataccaagtacgagaaggacggecagacggtctacgggaccgacttcattgccgataa
ggtggattatctggacaccaaggcaccaggegggtcaaatcaggaataagggcacattgeccceggegtgagtegggge
aatcccgcaaggagggtgaatgaatcggacgtitgaccggaaggcatacaggcaagaactgatcgacgeggggttttce
gccgaggatgeccgaaaccatcgcaagecgeaccgtecatgegtgegeccecgegaaaccttccagtecgteggetegat
ggtccagcaagctacggccaagatcgagegegacagegtgecaactggetcceectgecctgecegegecateggecg
ccgtggagegttcgegtegtctcgaacaggaggeggeaggtttggegaagtcgatgaccatcgacacgegaggaactat
gacgaccaagaagcgaaaaaccgccggegaggacctggcaaaacaggtcagegaggecaageaggeegegttget
gaaacacacgaagcagcagatcaaggaaatgcagctttcctigttcgatattgegecgtggecggacacgatgegage
gatgccaaacgacacggcccgctctgecctgttcaccacgecgcaacaagaaaatcccgegegaggegetgcaaaac
aaggtcattttccacgtcaacaaggacgtgaagatcacctacaccggecgtcgagetgecgggecgacgatgacgaactg
gtgtggcagcaggtgttggagtacgcgaagegeacccectatcggegagecgatcaccttcacgttctacgagcetttgeca
ggacctgggctggtcgatcaatggecggtattacacgaaggecgaggaatgectgtcgegectacaggegacggegat



gggcttcacgtccgaccgegttgggeacctggaateggtgtegetgetgecaccgettccgegtectggaccgtggcaag
aaaacgtcccgttgccaggtectgatcgacgaggaaatcgtegtgetgtttgetggegaccactacacgaaattcatatg
ggagaagtaccgcaagctgtcgecgacggeccgacggatgttcgactatttcagetcgecaccgggagecgtacccget
caagctggaaaccttccgectcatgtgeggatcggattccaccegegtgaagaagtggegegageaggtecggegaage
ctgcgaagagttgcgaggcageggectggtggaacacgectgggtcaatgatgacctggtgeattgcaaacgetaggge
cttgtggggtcagttccggetgggggticagcagecagegcetttactggeatttcaggaacaagegggeactgetegacg
cacttgcttcgctcagtatcgetcgggacgecacggegegetctacgaactgeccgataaacagaggattaaaattgacaa
ttgtgattaaggctcagattcgacggettggageggecgacgtgecaggatttccgegagatcegattgtcggecctgaaga
aagctccagagatgttcgggtecgtttacgagcacgaggagaaaaageccatggaggegttcgetgaacggtigegaga
tgccgtggeattcggegectacatcgacggegagatcattgggetgteggtcttcaaacaggaggacggecccaaggac
gctcacaaggcgcatctgtcecggegttttcgtggagecccgaacagegaggecgaggggtegecggtatgetgetgeggg
cgttgccggegggtttattgetegtgatgatcgtccgacagattccaacgggaatctggtggatgegeatcttcatectegg
cgcacttaatatttcgctattctggagettgttgtttatttcggtctaccgectgecgggeggggtegeggegacggtaggeg
ctgtgcagccgetgatggtegtgttcatctectgecgetctgetaggtageccgatacgattgatggeggtectgggggcetatt
tgcggaactgegggegtggegetgtiggtgttgacaccaaacgecagegetagatectgteggegtegecagegggectgg
cgggggeggtitccatggegttcggaaccgtgetgacccgecaagtggeaacctecegtgectetgetcacctttaccge
ctggcaactggcggecggaggacttctgetegticcagtagetttagtgtitgatccgecaatcccgatgectacaggaac
caatgttctcggectggegtggeteggectgatcggagegggtttaacctacttectttggttccgggggatctegegacte
gaacctacagttgtttccttactgggetttctcagecccagatctggggtegatcagecggggatgeatcaggecgacagt
cggaacttcgggtccccgacctgtaccattcggtgagcaatggataggggagttgatatcgtcaacgttcacttctaaaga
aatagcgccactcagcttcctcageggctttatccagegatttcctattatgtcggeatagttctcaagatcgacagectgt
cacggttaagcgagaaatgaataagaaggctgataattcggatctctgecgagggagatgatatttgatcacaggcagcaa
cgctctgtcatcgttacaatcaacatgctaccctccgegagatcatcegtgtttcaaacccggeagettagttgeegttett
ccgaatagcatcggtaacatgagcaaagtctgccgecttacaacggetctccegetgacgecgtecccggactgatggg
ctgcctgtatcgagtggtgattttgtgccgagetgecggteggggagetgttggetggetggtggtggcaggatatattgtggt
gtaaactctagaggatcctta



Appendix 3 - Gensekvenser af cisgenerne Rpi-Vntl.1 og Rpi-Stol

gtcattatgatgatgtctcacgaccaaatcaaatcaaagttaaataaatatcgaaccgaac-geccactctgtatgagtatggcaaaagattttgaga-
gaatcaagttgcataaaa-gcectaattttcatggaacatacaaattgagtctcataa-tageeccaaactcacagecatgaacccaaattgggtaaagttttgeaa-
gac-gttcatcaaacagttaggaaacataaaatggcgctagatatataataaatttttttaacat-atggtgtgattgatagttatatactaaagatgtttgettag-
ttac-gtaattttttcaaaaaaaaaaggtacattatcaatcatcagtcacaaaa-tattaaaagttactgtttgttttttaaattccatgtcgaatttaatt-
gaatgacac-ttaaattgggacgaacggtgtaatttcttttgactattctactagtatctatccacageac-gtgttgttcctttettctttegtttttcatttactt-
gacattattaggagactt-ggccectgaactccaactattctaagetgacctttettttectttac-caattatcttettetttctaatttegttttacgegtag-
tactgectgaattttetgactttcaacgtttgttattcatgettgaaaacgaaatac-cagctaacaaaagatgaattattgtgtttacaagacttgggecgtt-
gactcttactttcecttecteatectcacatttagaaaaaagaaatttaac-gaaaaattaaaggagatggcetgaaattcttctcacageagtcatcaa-
taaatcaatagaaa-tagctggaaatgtactctttcaagaaggtacgcegtttatattggttgaaagag-gacatcgattggetccagagagaaatgaga-
cacattcgatcatatgtaga-caatgcaaaggcaaaggaagttggaggcgattcaagggtgaaaaacttattaaaaga-tattcaacaactgg-
caggtgatgtggaggatctattagatgag-tttcttccaaaaattcaacaatccaataagttcattigtigecttaagacggtttcetttt-gecgatgagtttge-
tatggagattgagaagataaaaagaagagttgctgatattgaccgtg-taaggacaacttacagcatcacagatacaagtaacaa-
taatgatgattgcattccattggac-cggagaagattgttccttcatgetgatgaaacagaggtcateggtetggaagatgacttcaa-tacactacaa-
gccaaattacttgatcatgatttgecttatggagttgtttcaatagttgg-catgeceggtttgggaaaaacaactcettgecaa-
gaaactttataggcatgtctgtcatcaatttgagtgttcgggactggte-tatgtttcacaacagecaagggeggga-
gaaatcttacatgacatagccaaacaagtt-ggactgacggaagaggaaaggaaagaaaacttggagaacaacctacgatcactcttgaaaa-
taaaaaggtatgttattctcttagatgacatttgggatgttgaaatttgg-gatgatctaaaacttgtecttectgaatgtgattcaaaaattggeagtagga-
taattataac-ctctcgaaatagtaatgtaggcagatacataggaggggatttctcaatccacgtgtt-gcaaccectagattcagagaaaagcettt-
gaactctttaccaagaaaatctttaatttt-gttaatgataattgggccaatgcttcaccagacttggtaaatattggtagatgtatagttga-gagatgtg-
gaggtataccgctagcaattgtggtgactgecaggeatgttaagggcaagaggaa-gaacagaacatgecatggaacagagtacttgagag-
tatggctcataaaattcaa-gatggatgtggtaaggtattggcetctgagttacaatgatttgeccatt-geattaaggecatgtttetigtacttt-
ggtctttacccegaggaccatgaaattegtgetttt-gatttgacaaatatgtggattgetgagaagetgatagttgtaaatactggeaatgggega-
gaggctgaaagtttggeggatgatgtectaaatgatttggtttcaagaaacttgat-tcaagttgccaaaaggacatatgatggaagaatttcaagttgtegeat-
acatgacttgttaca-tagtttgtgtgtggacttggctaaggaaagtaacttctttcacacggagcacaatgceattt-ggtgatcctagcaatgtt-
gctagggtgecgaaggattacattctactctgatga-taatgecatgaatgagttcttccatttaaatcctaagectatgaagcettegttcac-
ttttetgtttcacaaaagaccgtt-geatattttctcaaatggcetcatcttaacttcaaattattgcaagtgtiggttgtag-tecatgtctcaaaagggttatcag-
catgttactttccccaaaaaaattgggaacatgagttgec-tacgttatgtgegattggagggggcaattagagtaaaattgecaaatagtattgtcaa-
gctcaaatgtctagagaccctggatatatttcatagetctagtaaacttecttttggtgttt-gggagtctaaaatattgagacatctttgttacacagaa-
gaatgttactgtgtctctttt-gcaagtccattttgccgaatcatgectcctaataatctacaaactttgatgtgggtggatga-taaattttgtgaaccaagattgtt-
gcaccgattgataaatttaagaacattgtg-tataatggatgtatccggttctaccattaagatattatcageattgagecctgtgecta-gagegtt-
ggaggttctgaagcetcagatttttcaagaacacgagtgagcaaataaactt-gtegteccatccaaatattgtegagttgggtttggttggtttetecag-
caatgctctt-gaacattgaagcattccctccaaatcttgtcaagettaatcttgteggettgatggtagac-ggtcatctattggeagtgettaagaaatt-
gcccaaattaaggatacttatattgetttggtg-cagacatgatgcagaaaaaatggatctetetggtgatagetttccgeaacttgaagtttt-gtatattgag-
gatgcacaagggttgtctgaagtaacgtgcatggatgatatgag-tatgectaaattgaaaaagcetatttettgtacaaggeccaaacatttccccaattag-
tctcagggtctcggaacggcettgcaaagttgagaatatcacaggtactataaa-taattatttacgtttaatatccatgatttttttaaatttgtatttag-
ttcatcaactaaa-tattccatgtctaataaattgcagggatgcectttgaaaatgattctgtgttggaga-gaatcttctgatgectgttggtattataatactaa-
taataagagaaaaagtttgat-tactgtttcaagttaattgettgtgatttgtaaaaacaaattacttttatatttctettt-



gttttattttatgtttatttatctttaattaatggagtaataaaataaaaatcttattttcaa-tagaaaaaagtagaccttatttgtggtgcatgtatggtatettttt-
gaaatttttgata-tatttgctctttgattcgaatttcttgettatatgatgatttgcataaatataaaatattata-caaatacctatgggttggaaaatatagaaa-
tatgccaatcaaatgtatacaaaaatcattaa-tagatagaatcgtaaaagatatacaaatgagaaatgcttgactaagaagcttcgtgceaac-ctctcacac-
tgagcacaatgcatttggtgatctcggceactattgetgttacttgtaagac-tacgttccccaataagtcetttccaaacggettgecaaagetgagaa-
tatgaaaatctcataggt-tagtttgctgegttaattatttacatttaatatgctcgataaggtgattttaaaaaaattt-gtactagttaattcatgaactaaa-
tatttcatttaatactccataattctgaatatggaaaa-taaataatatttaataacaagaataaaatgataaattattcattgattttataaattgga-taaa-
tattattaaatattcttaaataatataatgaacaagtgaagatgaacggagggag-tatgaagcectcttttcgeccgggeacctgeaggcettgetaattgag-
tgtctgttataatcag-tattaattactctcaaggtaatagtatatticcaaacaaattttgtgttac-caaattaaatatatttctaaaactatcttgaaagtagttaa-
tatacttttgagtgtt-gtatcatgtttttaatataaaatattaaaatttagatgaaatttactttctagttaaatt-ggtcaaagttgaaa-
gaatttcaagtgaaaaagtttttaataattttgcttttatgcta-tattttttaaagttgaacgactttttaataaaaaagaataataaaattatatga-
taatttttataatacaatggcctttatatgatgaaaaaaaagaaagaaatt-agatgacaacaatgtccaaaaataatcttaaagaattatgatttatataa-
taaaattaaatttaaaatttgatgaaaaaatagagaaaagaggaa-
gatgatgaagtgaaatgattggtggtgggtccatgtgacattaaaaaaaacaattctcttaaa-taatectttcatactaatgataatttttttttttttttttttttact-
aattgcgtattga-gaaaaggaaaatggggcggtaattacaaagtagggaatcgaactttatcaagaagttgagag-ttcaagtaaccaaccaactaaac-
tactaaaatttttctaattaatgataatt-gtaattcatttagcataaaaaatttcattgcacttacttttagagttttgaaaacaa-tacttcatctattcta-
tattaattaaattttctatattaattaaattt-gtgaggcaatacaaacttattaagaaaaatatttaaggacataatttaaatcatatttttcac-tattgtttttt-
gtgaaatcataaatataactttgtaaatagtgcaatttatctcctagaa-gcaaacttcactaaagaaaagggcaaagatggaaaagaaactaaa-
tattcatcttaaacttt-gaacaattcaattattttgaacaatgaaaaaaatctcaaaaattcaattaatatgaa-tattttagaggcaaaaaattag-
tactccctecegtteacttttattt-gteatattgegcettticgaaagtcaatttgactaatttttaaagatcaattagattacac-taattcaatattttaaa-
tagaaaaattagatattcaaaaactatacaaaaaatattata-cattgcaattttttgcatatcaatatgataaaaaaatatatcgtaaaatattag-
tcaaaatttttatagtttgactctaataatgaaaagtataataattaatagtggacggag-gaagtattgtctttccagatttgtigecatttttgggecaaggac-
cattagcag-ttctcttcattttctacttctgtctcatattagetgggeatcttactaaaaatatttgtetca-tattacttgattatttactaaatcaaaa-ta-
gaattaattaattttttctcattttacccctccaattaatatagtttt-gaaagttttaaacaaattttgaagaatcaaaatttctttttgcaagagacttattaa-ta-
taaacaaaggataaaataataaaatttgtcaatttattgacgatcacttaataatcgtg-taaaatagaaaatgtttatctaatatgagacgga-
gaaaatatatcctaaaatattttt-ggatggatatgtgatattctaaccattcactagacta-tattatgeattttagecgecaatgacttatttcagetttaattaatt-
aggaaagag-gaaactgccaatgaggaagagtaggggegtagttgetgtcgacgaaaaaaagataa-tactcactcttttegatttttatttttatttatcac-
ttttaacctatcatgtaaaaagataat-tatttttttcatgetttatccttagtattaaataatttaatagggattattttgtaaaa-tatttatatgaataattgttttcg-
taatgaatttgtccagtcaaacaatgataaa-taaaaatgaacggagagagtagaaaacaaaacaaaagaacaagttgecaacttgagagat-
taaaagggaccaaaacgccttggattttgagattccatatgtgaaatttccatgaaataatt-gaatttgtattattacaaatcaaactttce-
tatttcattccaactagecatctt-ggtttcaaaattacacattcattcattcacagatctaatattcttaatagtgatttccacat-atggetgaa-
gctttcattcaagttctgttagacaatctcacttctttectcaaaggg-gaacttacattgcettticggttttcaagatgagttccaaaggcetttcaageatgtttte-
tacaatccaagceegtccttgaagatgctcaggagaagcaactcaacaacaagectcta-gaaaattggttgcaaaaactcaatgetgcetacat-
acgaagtcgatgacatcttggatgaa-tataaaaccaaggccacaagattctccecagtetgaa-
tatggcegttatcatccaaaggttatcectttcegtcacaaggtegggaaaaggatggac-caagtgatgaaaaaactaaaggcaattgetgaggaaagaaa-
gaattttcatttgcac-gaaaaaattgtagagagacaagctgttagacgggaaacaggtactcatcttaaattag-tattacaacaactaagttta-
tattcatttttttggcaattatcaaattcagaaaagggttaaa-tatactcatgtcctatcgtaaatagtgtaaatatacctetegttgtactttcgatctgaa-ta-
tacttgtcaaatctggcaagctcagaatcaaattatccaccccaacttttaaa-tactcgacatctttagaaatccacctgtctaactcatccac-

tacccattccctttgettt-gaattcttttctttacctataaacttggaacactcgatceegttttgettttcttaacaaa-gecagetcagagaaaagaggttttctte-



tattetgtttctetgtgtgetgeactt-gggtecttaatcccattaaaaacagggceatgttaatcccaacgacgg-tagectttectgacagetgactgtaaatttag-
tctaacaaagaaaaaaaaagattaga-catgtttttccttgtcattgattaggcetggatttetttcagagtggaacataggggata-tattggaccaaaaa-
tagaatgggtatatatttaaagtatttctgatagaacaggag-tatattgtgcgaaaatatcctctattttctgttgtctectaatgagtttgaatgtaataa-
tattctcatgtggacattgcttgcaccaggttctgtattaaccgaaccgeaggtttatggaa-gagacaaagagaaagatgagatagtgaaaatcctaa-
taaacaatgttagtgatgcccaacac-ctttcagtcctcccaatacttggtatggggggattaggaaaaacgactett-geccaaatggtcettcaatgaccaga-
gagttactgagcatttccattccaaaatatggattt-gtgtctcggaagattttgatgagaagaggttaataaaggcaatt-
gtagaatctattgaaggaaggccactacttggtgagatggacttggctccacttcaaaagaa-gettcaggagttgetgaatggaaaaagatacttgett-
gtcttagatgatgtttggaatgaa-gatcaacagaagtgggcaaatttaagagcagtcttgaaggttggag-caagtggtgcttctgttctaaccac-
tactcgtcttgaaaaggttggatcaattatgg-gaacattgcaaccatatgaactgtcaaatctgtctcaagaagattgttggttgtt-gttcatgcaacgtgcattt-
ggacaccaagaagaaataaatccaaaccttgtggcaatcg-gaaaggagattgtgaaaaaaagtggtggtgtgectctagcagecaaaactcett-
ggaggtattttgtgcttcaagagagaagaaagagcatgggaacatgtgagagacagtccgat-ttggaatttgectcaagatgaaagttce-
tattctgectgecectgaggcttagttac-catcaacttccacttgatttgaaacaatgcetttgeg-tattgtgeggtgttcccaaaggatgecaaaatggaaaaa-
gaaaagctaatctctctctg-gatggegceatggttttcttttatcaaaaggaaacatggagctagag-gatgtgggtgatgaagtatggaaagaattatactt-
gaggtcttttttccaaga-gattgaagttaaagatggtaaaacttatttcaagatgcatgatctcatccatgatttgg-caacatctetgttttcag-
caaacacatcaagcagcaatatccgtgaaataaataaacacag-ttacacacatatgatgtccattggtttcgecgaagtggtgtttttttacac-
tcttecceecttggaaaagtttatetegttaagagtgettaatctaggtgattcgacatttaa-taagttaccatettccattggagatctagtacatttaagatactt-
gaacctgtatggcagtgg-catgegtagtcttccaaagcagttatgcaagcettcaaaatctgcaaactcttgatctacaa-tattgcaccaagcettigtigttt-
gccaaaagaaacaagtaaacttggtag-tctccgaaatcttttacttgatggtagecagtcattgactigtatgecaccaagga-taggatcatt-
gacatgccttaagactctaggtcaattigtigtiggaaggaa-gaaaggttatcaacttggtgaactaggaaacctaaatctctatggetcaattaaaatcteg-
catcttgagagagtgaagaatgataaggacgcaaaagaagccaatttatctg-caaaagggaatctgeattetttaagcatgagttggaataactttggac-
cacat-atatatgaatcagaagaagttaaagtgcttgaagcectcaaaccacac-tccaatetgacttctttaaaaatctatggettcagag-
gaatccatctcccagagtg-gatgaatcactcagtattgaaaaatattgtctctattctaattag-caacttcagaaactgctcatgcettaccacccttt-
ggtgatctgecttgtctagaaagtcta-gagttacactgggggtetgeggatgtggagtatgttgaagaagtgga-tattgatgtteattetggattececacaa-
gaataaggtttccatccttgaggaaacttgata-tatgggactttggtagtctgaaaggattgetgaaaaaggaaggagaagag-caattcectgtgettgaa-
gagatgataattcatgag-tgcccttttctgacectttcttctaatcttagggcetettacttecctcagaatttgetataa-taaagtagetacttcattecccagaaga-
gatgttcaaaaaccttgcaaatctcaaatactt-gacaatctcteggtgcaataatctcaaagagetgectaccagettggetagtcetgaatgcettt-
gaaaagtctaaaaattcaattgtgttgegeactagagagtctecctgaggaagggcetg-gaaggtttatcttcactcacagagttatttgttgaacactg-
taacatgctaaaatgtttac-cagagggattgcagcacctaacaaccctcacaagtttaaaaattcggg-gatgtccacaactgatcaageggtgtga-
gaagggaataggagaagactgg-cacaaaatttctcacattcctaatgtgaatatatataattaagttatttge-tattgtttctttgtitgtgagtettttt-
ggttectgecattgtgattgeatgtaatttttttc-tagggttgtttgtttgtgagtetctetcteattggatgtaattttcettttgg-taacaaattaacaatctattt-
gtattatacgctttcagaatctattacttattigtaatt-gtttctttgtttgtaaattgtgagtatcttatigtatggaattttctgattttatttt-gaaaacaaatcaa-
taagatccatctgtattatacteccttegteteattttatgtgacac-tttttggatttcgagattcaaacaaatctatttttgatcttaaatttttcata-
gatcttttaaacattttgaattatcaattattgtgattttagtactttttatgtag-tttacaaatatataaaatttattttttttaaaaaaagaagatttcatgeg-
catattcccgatcaaacttaaattactagactctcgaaaaatgaaaagtgtcacataaattga-gactgagggagtacttgttaatgtt-
gtaattattggcgaacaataatgtiggtgattatcac-tttctgaataaatgttgtgtcacgtggaaaaaacaccaaatagaagtattcatgettttttag-tata-
tataaacacgatttttaacttggtttcagecggatagtcatgac-cttttactctgaatgtgcacaagtagatacttgtataaaattaaa-taaattttataaaattata-
caatatgacactgagagtaattgataccaattgcagtcgttgcetgcttttcgattctctgtcattetcta



Appendix 4 - Copy number analysis with ddPCR and determination of insertion site by inverse PCR

Copy number

Digital Droplet PCR (ddPCR) is an advanced PCR technique for quantifying nucleic acids, such as DNA and
RNA, with high precision and sensitivity. Unlike traditional PCR methods, which provide relative quantifica-
tion, ddPCR offers absolute quantification by partitioning a sample into thousands of nanoliter-sized droplets,

each serving as an independent reaction chamber.

DNA isolated from the transgenic line and control non-transgenic Kuras (WT) was digested overnight with
KpnI-HF enzyme. Reaction with double primers/probe was set, and droplets were generated. The primers used
were amplifying EF1a with probe tagged with HEX as a control. Kuras is a tetraploid plant and contains the 4
copies of the EF1a gene. In the same reaction, primers amplifying the fragment of Vnt1.1 gene with a probe
tagged with FAM were used to calculate the number of inserts. In the WT there was no detection of the FAM
probe, but HEX probe was detected. In line K2R1 there was 4 copies of the EF1a gene detected (equal to 196
copies/uL and one copy of the FAM (49 copies / uL), which means there was one inserted copy of the
Vnt1.1-Sto1 construct (Figure 2).

Figure 1: Droplets generated for the sample of K2R1 line (A) and the WT (B) (2D amplitudes). Green and blue
droplets indicate FAM and HEX probes, orange contains both probes, and grey does not contain any amplifi-

cation.
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Figure 2. The concentrations (copies/ul) of the samples indicating copy number of the EF1a used as control
(brown) and Vnt1 (blue).
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Insertion site in genome: Inverted polymerase chain reaction (IPCR) protocol

IPCR enables the amplification of an unknown sequence, provided that it is flanked by a known sequence. This
is useful for obtaining promoters for known cDNA’s or finding the sequences flanking a inserted transgene.
The method uses genomic DNA from the transgenic plants that is cut into fragments using restriction enzymes,
which recognize and cleave DNA at specific short sequence motifs. The enzyme is chosen as the one that lies
in the known sequence, close to the border. As the recognition site are 6 specific nt, the probability of one in

the genomic DNA being next to the inserted gene is high.

These DNA fragments that have part of know sequence of the insert and part of unknown sequence are then
ligated to themselves under dilute conditions, favoring the formation of circular DNA molecules rather than
joining different fragments together. Circularization rearranges the DNA so that the unknown flanking regions
become directly connected to the known sequence. PCR is then carried out using primers that face outward
from the known region, enabling amplification across the ligation junction and revealing the previously un-
known DNA. This PCR product is then sequenced and compared to the reference genome to find the localiza-
tion of the insert. We used the AhdI-HF enzyme for the sto1 gene and the right border.
Steps:
e Digest of 5ug DNA in 100uL overnight in 37 °C, then clean up of the DNA and measurement of con-
centration
e Ligation at final concentration of 2ng/uL purified DNA, overnight in 16 °C
e Nested PCR with Herculase II polymerase that is high-fidelity with proof-reading properties
o First primer set : P1_sto_f:tcatgegcatattecegatea; P1_sto_r: cecttetcacaccgettgat (Run 20 cy-
cles with annealing temperature of 55 °C)
o Second primer set: P2_sto_f: tcagcggatagtcatgacc; P2_sto_r: gtgetgeaatecctetggta (Run 35 cy-
cles with annealing temperature of 56 °C)

e Second PCR product was run on gel and cut out for clean up with the kit



e PCR product was then inserted in BluntEnd TOPO cloning plasmid. Plasmids were transformed in the
E.coli Stellar competent cells and grown on the blue-white plate overnight 37 °C

e 6 singular colonies were picked and grown overnight in liquid LB

e Plasmid was isolated from liquid culture and sent for Senger sequencing with standard M13 and SP6

primers to Macrogene Europe.

Sequences were analysed using Benchling and blasted against the Solanum tuberosum reference genome
RH89-039-16 ASM1418947v1 (EnsemblPlants). The sequence of the gene insertion site was confirmed from 5
individual sequences. The K2R1 line insert is in chromosome 10 at position 171644 in reverse ori-
entation. Flanking sequence of 277 bp, got score of 265, E-value of 2.5-147 with 98.9% identity in BLASTn

alignment. The insertion was in a non-coding region outside of any gene (Figure 3 below).

Figure 3. Localization of the inserted cassette on chromosome 10 in Kuras.
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Abstract

durable late blight resistant potatoes.

Background: Phytophthora infestans, causing late blight in potato, remains one of the most devastating pathogens
in potato production and late blight resistance is a top priority in potato breeding. The introduction of multiple
resistance (R) genes with different spectra from crossable species into potato varieties is required. Cisgenesis is a
promising approach that introduces native genes from the crops own gene pool using GM technology, thereby
retaining favourable characteristics of established varieties.

Results: We pursued a cisgenesis approach to introduce two broad spectrum potato late blight R genes, Rpi-sto! and
Rpi-vnt1.1 from the crossable species Solanum stoloniferum and Solanum venturii, respectively, into three different potato
varieties. First, single R gene-containing transgenic plants were produced for all varieties to be used as references for the
resistance levels and spectra to be expected in the respective genetic backgrounds. Next, a construct containing both
cisgenic late blight R genes (Rpi-vnt1.1 and Rpi-stoT), but lacking the bacterial kanamycin resistance selection marker (NPTI)
was transformed to the three selected potato varieties using Agrobacterium-mediated transformation. Gene transfer events
were selected by PCR among regenerated shoots. Through further analyses involving morphological evaluations in the
greenhouse, responsiveness to Avr genes and late blight resistance in detached leaf assays, the selection was narrowed
down to eight independent events. These cisgenic events were selected because they showed broad spectrum late
blight resistance due to the activity of both introduced R genes. The marker-free transformation was compared to
kanamycin resistance assisted transformation in terms of T-DNA and vector backbone integration frequency. Also,
differences in regeneration time and genotype dependency were evaluated.

Conclusions: We developed a marker-free transformation pipeline to select potato plants functionally expressing a
stack of late blight R genes. Marker-free transformation is less genotype dependent and less prone to vector
backbone integration as compared to marker-assisted transformation. Thereby, this study provides an important
tool for the successful deployment of R genes in agriculture and contributes to the production of potentially

Keywords: Potato, Late blight, Resistance gene, Cisgenesis, Marker-free transformation

Background

Genetic disease resistance is an effective tool for sustain-
able management of late blight, caused by Phytophthora
infestans, which is economically the most important dis-
ease of potato. Breeding at the beginning of the twentieth
century concentrated on major dominant late blight resist-
ance (R) genes from the Mexican wild species Solanum
demissum and eleven of these R genes were introgressed
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in potato [1-4]. However, rapid breakdown of resistance in
potato varieties containing S. demissum RI, R2, R3, and
R10 [3,5] has sparked an increased focus on the introgres-
sion of multiple broad spectrum R genes in order to im-
part durability to commercial varieties. It has turned out
in various crops and pathosystems that stacking of mul-
tiple R genes is necessary to provide satisfactory resistance
in the field [6]. Although the used R genes provide resist-
ance to broad spectra of late blight strains, the predomin-
ant agricultural deployment of only one R gene can drive
the evolution of new virulent strains. In the absence of
chemical controls this might even result in the destruction
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of an entire harvest [7]. Therefore, the use of combinations
of R genes with different spectra must be pursued to in-
crease durability of resistance and thereby providing food
security under no or little fungicide application. R gene
stacking might be achieved by genetic crossings but the de-
sired variety characteristics will never be fully recovered
due to the high level of heterozygosity in potato. Sarpo
Mira is an example of a durably late blight resistant potato
variety which contains a stack of at least four R genes [8,9].
Unfortunately, the variety has not acquired a large market
share yet because established varieties are preferred by
farmers, processors and consumers.

Addition of stacks of cloned R genes [10-17] to exist-
ing varieties (resistant or susceptible) through genetic
modification (GM) technology is therefore an attractive
alternative. Moreover, GM technology circumvents the
problem of linkage drag and can speed up the introgres-
sion of the R gene [18,19]. GM technology has, however,
met various types of opposition and a major point of
criticism concerns the introduction of “foreign” genes
into the food chain and environment. However, within
the framework provided by cisgenesis only natural genes
from the same or crossable species are used [20,21]. Cis-
genes are, therefore, already present in the natural gene
pool of the crop plant and cisgenesis only facilitates their
introduction into crops. Indeed a majority of a broad
panel of European consumers find cisgenic apples safe
and not harmfull for the environment [22].

Recently, the transformation of three broad spectrum
potato late blight resistance genes (Rpi-stol, Rpi-vntl.1
and Rpi-blb3) was described in potato [23]. Rpi-stol, Rpi-
vntl.1 and Rpi-blb3 are native genes from crossable spe-
cies and are therefore considered as cisgenes for potato.
However, the plants in the study from Zhu et al. [23] are
“transgenic” as the selectable marker gene, NPTII, was of
bacterial origin. Also beyond the cisgenesis framework it
is not desired to introduce antibiotic resistance genes into
the environment and in this study, we established a pipe-
line for Agrobacterium-mediated transformation of potato
in the absence of a selectable marker gene (marker-free
transformation). After the absence of vector backbone in-
tegration was confirmed, these potatoes were designated
as “cisgenic” because of the absence of any foreign (non-
potato) genes. This is the first scientific report on the
production and functional evaluation of cisgenic R gene
stacking in different potato varieties.

Results

Transformation and functional expression of single late
blight R genes in potato varieties

The resistance spectra of three potato varieties (the
American variety Atlantic, the Dutch variety Bintje and
the Korean variety Potae9) were tested with five P.
infestans isolates with variable virulence spectra and
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aggressiveness. Atlantic and Bintje were susceptible to
all tested isolates while Potae9 was resistant to two iso-
lates (EC1 and 90128; Table 1). These two isolates are
a-virulent on plants carrying R2 type of resistance
genes. The presence of R2 or a functional homolog in
Potae9 was confirmed using AVR2 response experiments
(data not shown). In order to make Atlantic and Bintje
resistant to late blight and to broaden the resistance
spectrum of Potae9, these three varieties were transformed
with two constructs (pBINPLUS:Rpi-vntl.1 and pBIN-
PLUS:Rpi-stol harbouring the kanamycin resistance gene
NPTII), each containing a single late blight R gene . The
transgenic events were collected using selection for
kanamycin resistance and, successively, the functional
expression of the introduced R genes was tested using
agroinfiltration of the cognate a-virulence (Avr) genes.
Also the transgenic events were subjected to P. infestans
inoculation using a detached leaf assay (DLA; Table 1).
As an example, the interactions of a representative set
of transgenic events with the selected isolates are shown
in Figure 1. As expected, the majority of the transgenic
events showed resistance to at least four of the five
tested P. infestans isolates. EC1 and pic99189 were de-
scribed previously to break the Rpi-vntl.1 and Rpi-stol
mediated resistances, respectively [13,24]. Indeed, trans-
genic Atlantic and Bintje events harbouring the Rpi-vntl.1
gene were susceptible to isolate EC1. The Potae9 trans-
genic events containing Rpi-vntl.1 were resistant to EC1,
due to the presence of R2 or a functional homolog in
Potae9. The Rpi-stol-containing events were susceptible
to isolate pic99189. It is concluded that both Rpi-vntl.1
and Rpi-stol were able to confer resistance in the selected
varieties and these two genes may, therefore, be combined
as a cisgenic R gene stack in the selected varieties.

Selection and validation of cisgenic potato plants with
two late blight R genes

Cisgenesis excludes antibiotic resistance marker-assisted
transformation since the genes encoding the selection
markers are derived from non-crossable species. We, there-
fore, pursued marker-free transformation of the cisgenes
Rpi-vntl.1 and Rpi-stol in combination with PCR selection
(Table 2). Two hundred stem explants from each of the
three selected varieties were prepared and co-cultivated
with an A. tumefaciens strain carrying only the cisgenic late
blight R genes Rpi-vntl.1 and Rpi-stol between the T-DNA
borders of a binary plasmid (Figure 2). Between 31 and
-110 days after transformation, over 1515 shoots were col-
lected in five rounds of harvesting (Table 3). During the ex-
periment, the shoot regeneration potential of the callus
gradually dropped and at 130 days after transformation no
more shoots could be harvested. These 1515 shoots were
screened by PCR with Rpi-vntl and Rpi-stol primers and
27 PCR positive shoots were selected (Table 2). All PCR
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Table 1 List of transgenic reference plants obtained by single R gene transformation

Variety Introduced Plant ID PCR Agroinfiltration DLA
R gene vntl.1  stol  Avrvntl  Avrstol  EC1 IPO-C  DHD11 90128  pic99189

Atlantic n H - - - - S S S S S
Rpi-vnt1.1 H13-2 + - + - S R R R R
Rpi-stol H9-10 - + - + R R R R S

Bintje n F - - - - S S S S S
Rpi~vnt1.1 F13-10 + - + - S R R R R
Rpi-sto1 Fo-4 - + - + R R R R S

Potae9 n W - - - - R S S R S
Rpi~vnt1.1 W13-8 + - + - R R R R R
Rpi-sto1 W9-1 - + - + R R R R S

n, no transformation; - = not detected or not responsive to agroinfiltation; + = PCR positive or responsive to agroinfiltration; R, resistant; S, susceptible;
DLA: detached leaf assays with the indicated P. infestans isolates.

EC1

IPO-C DHDI11 99189

g

Atlantic

Atlantic + Rpi-vntl.1

(H13-02)

Atlantic + Rpi-stol
(H09-08)

Bintje

Bintje + Rpi-vntl.1
(F13-16)

Bintje + Rpi-stol

(F09-6)

Potae9

Potae9 + Rpi-vntl.1
(W13-09)

Potae9 + Rpi-stol
(W09-08)

Figure 1 Detached leaf assays of transgenic potatoes obtained
by marker-assisted transformation with single R gene
constructs. Non transformed Atlantic or Bintje were susceptible to
four P. infestans isolates. Rpi-vnt].1-containing transgenic plants were
susceptible to EC1 and Rpi-sto-containing transgenic plants were
susceptible to pic99189.

positive shoots were originating from different explants, in-
dicating that they were independent transformation events.
Two Bintje events only contained the Rpi-vntl gene and
were discarded. The remaining 25 events, containing both
Rpi-vnt]l and Rpi-stol, were further tested using vector
backbone gene-specific PCR analysis (Figure 3). We found
that six events contained vector backbone sequences
(Table 2). The remaining 19 events were vector backbone
free and are therefore designated as cisgenic events. The
19 cisgenic events were transferred to the greenhouse for
phenotypic characterisation. Three weeks after transfer to
the greenhouse, five events displayed abnormal plant
morphology that consisted of curly leaves and dwarfed
growth (Additional file 1), a phenomenon that is com-
monly observed after regeneration [25]. The five events
with these aberrant phenotypes were disregarded for fur-
ther studies and the remaining 14 events were tested for
their responsiveness to Avrvmtl and Avrstol after agroinfil-
tration. Five events responded only to Avrvntl and not to
Avrstol. Eight events responded to both Avrvntl and Avr-
stol infiltration, showing that both Rpi-vntl and Rpi-stol
were functionally expressed (Table 4). The latter eight
plants also displayed resistance in DLA to all P. infestans

Table 2 Marker-free transformation of two R genes
(Rpi-vnt1.1:Rpi-sto1) to different potato varieties;
Marker-free transformation frequencies

Variety explants # shoots # PCR+# frequency % bbf # bbf %

Atlantic 200 497 0/0/12 24 9 75
Bintje 200 590 2/0/6 1.0 5 83
Potae9 200 428 0/0/7 1.6 5 71
total 600 1515 2/0/25 1.7 19 76

#explants; number of explants; #shoots: number of shoots tested; #PCR+: the
number of shoots containing Rpi-sto1, Rpi-vnt1.1, or both genes, respectively, as
detected by PCR; % frequency: transformation frequency, as percentage of PCR +
shoots, carrying both Rpi-sto1 and Rpi-vnt1.1, over the number of tested shoots;
#bbf: number of vector backbone free events; % bb: percentage of vector
backbone containing PCR + shoots, carrying both Rpi-stol and Rpi-vnt1.1.
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traJ onV
RB ColE1

NPT

trfA

pBINAW?2: Rpi-vnt1.1:Rpi-sto1
21197 bp

Rpi-sto1 ORF

Figure 2 Schematic diagram of the marker-free double gene
construct pBINAW2:Rpi-vnt1.1:Rpi-sto1. In light green and light
blue arrows the Rpi-vntl.1 and Rpi-sto] genes are shown,
respectively. The red arrows indicate the coding regions of Rpi-vnt1.1
or Rpi-stol. Unique restriction enzyme recognition sites Xmal, Sbfl
and Ascl are shown. RB: right border of T-DNA, LB: left border of
T-DNA, TetA, trfA, NPTIII, ColE1, oriV and traJ are vector backbone
sequences for plasmid stability and replication in bacterial hosts
Agrobacterium tumefaciens and Escherichia coli.

isolates tested. Figure 4 shows an example of the valid-
ation of functional expression for both transferred R genes
in event H43-7 (Atlantic background) by agroinfiltration
and resistance assays in the DLA. Using the single gene-
containing transgenic plants as reference it was demon-
strated that stacking of R genes with different resistance
spectra leads to complementary broad spectrum resistance
(Table 1). Interestingly, the two introduced R genes are
complementing the resistance spectrum that was already
present in Potae9 plants. Using the pursued experimental
setup we were able to select two cisgenic events in Atlan-
tic, five cisgenic events in Bintje and one cisgenic event in
Potae9 containing and functionally expressing a stack of
two late blight R genes.

Table 3 Marker-free transformation of two R genes
(Rpi-vnt1.1:Rpi-sto1) to different potato varieties;
Identification of PCR-positive shoots in different time
ranges after marker-free transformation

Variety 31-50 51-70 71-90 91-110 111-130 Total
days days days days days

Atlantic 4/197 4/174 4/111 0/15 0/0 12/497

Bintje 2/199  3/194  1/165 0/32 0/0 6/590

Potae9 4/183 2/143 1/78 0/24 0/0 7/428

Number of PCR-positive shoots carrying both Rpi-sto1 and Rpi-vnt1.1 over the
number of tested shoots.

<
H43-1
H43-5
H43-6
H43-9
H43-7
F43-7
F43-2
plasmid
Atlantic
W43-1
W43-5
<

Figure 3 Vector backbone integration in marker-free trans-
formation events. Atlantic (H), Bintje (F) and Potae9 (W), were
transformed with construct pBINAW2: Rpi-vnt1.1:Rpi-stol. PCR
analysis was performed using primers specific for tetA, trfA, NPTIII,
ColE1, oriV and traJ to detect vector backbone integration. The
plasmid pBINAW2:Rpi-vnt1.1:Rpi-sto] was used as a positive
control and the untransformed Atlantic as a negative control.
Only the NPTIII primers amplified an a-specific fragment of similar
size as shown here for the backbone free events W43-1 and
W43-5 in untransformed Potae9. None of the other primers
amplified an a-specific band in Potae9 or Bintje (data not shown)
M: molecular weight marker.

Comparison of marker-assisted- and marker-free
transformation efficiencies

Kanamycin resistance assisted selection is routinely used
for plant transformation. It is, therefore, interesting to
compare the efficiency of marker-free transformation in
the cisgenesis pipeline to marker-assisted transformation.
Marker-assisted transformation efficiency was 100% when
expressed as the percentage of rooting shoots being PCR
positive for the gene of interest (Table 5). In this defin-
ition, marker-free transformation efficiency ranged from 1
to 2.4% over the three varieties.

For a better comparison of marker-assisted and marker-
free transformation, it was essential to use a different defin-
ition for transformation efficiency that also takes shoot
regeneration efficiency into account. We define marker-
assisted transformation frequency as the percentage of PCR
positive events among the number of explants used for
transformation. Marker-free transformation frequency is
defined as the percentage of shoots that is PCR positive. In
variety Atlantic a high marker-assisted transformation fre-
quency (71%) was observed whereas the other two varieties,
Bintje and Potae9, had significantly lower marker-assisted
transformation frequencies (10-13%) (Tables 5 and 6). In
marker-free transformation, variety dependent differences
in transformation frequencies were less dramatic (2.4, 1.0
and 1.6% in Atlantic, Bintje and Potae-9, respectively) and
statistically insignificant (Table 6). Not only the frequency
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Table 4 Phenotypic characterization of vector backbone free (cisgenic) events in different potato varieties carrying the

Rpi-vnt1 and Rpi-sto1 genes

Cisgenic Variety Plant Agroinfiltration DLA

event morphology Avrvnt1 Avrstol EC1 IPO-C DHD11 90128 PIC99189
H43-1 Atlantic + - S R R R R
H43-2 Atlantic curly leaf n n n n n n n
H43-3 Atlantic curly leaf n n n n n n n
H43-4 Atlantic - - S S S S S
H43-7 Atlantic + R R R R R
H43-8 Atlantic + R R R R R
H43-10 Atlantic + - S R R R R
H43-11 Atlantic curly leaf n n n n n n n
H43-12 Atlantic + - S S S S S
F43-1 Bintje + - S R R R R
F43-2 Bintje + + R R R R R
F43-3 Bintje + + R R R R R
F43-4 Bintje + + R R R R R
F43-5 Bintje + + R R R R R
W43-1 Potae9 + + R R R R R
WA43-2 Potae9 curly leaf n n n n n n n
W43-3 Potae9 + - S R R R R
W43-4 Potae9 dwarf n n n n n n n
W43-5 Potae9 + + R R R R R

Cisgenic events functionally expressing both R genes were highlighted by bold font. n: no data, +: responsive to infiltration with the indicated Avr gene; -: not
responsive to infiltration with the indicated Avr gene R: resistant to the indicated isolate in detached leaf assays (DLA). S: susceptible to the indicated isolate in DLA.

of transformation, also the timing of transformation was
different between marker-free and marker-assisted trans-
formation. In the marker-free transformation experiments,
the majority of the PCR-positive shoots was obtained be-
tween 1 and 3 months after co-cultivation (Table 3). This
was quicker than marker-assisted transformation of the
Rpi-vntl and Rpi-stol genes individually, which took 2-4
months (Table 5). Finally, we compared vector backbone in-
tegration frequencies among the different marker-free and

marker-assisted transformation experiments. We did not
find significant differences in vector backbone integrations
frequency when the different varieties or both of the
marker-assisted transformation constructs were compared
(Table 7). Only when vector backbone integration fre-
quency was compared between the marker-free (24%;
Table 2) and marker-assisted transformation experiments
(57%; Table 5) we found that marker-free transformation
was associated with less vector backbone integration.

Avrstol

Avrvntl.1

on the bottom of the panel.

Wild type Atlantic

Figure 4 Functional validation of cisgenic transformants by agroinfiltration and resistance assays. A. Avivnti- and Avrstol-induced
hypersensitive responses in cisgenic transformant H43-7 (Rpi-vnt1:Rpi-sto! in Atlantic background). Avrvnt1 and Avrstol were infiltrated in cisgenic
plants. A 1:1 mixture of R3a and Avr3a and pK7WG2 were infiltrated as positive and negative controls, respectively. B. Detached leaf assays for
cisgenic transformant H43-7. Different isolates are shown in the middle. Cisgenic transformant are shown on the top and the wild type Atlantic
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Table 5 Marker-assisted transformations of single R genes to different varieties

Inserted Variety Plant ID Explants # Regeneration shoots % shoots # rooting % PCR+ % frequency % vbf % vbfin vbfand
R gene time (days) DLA# RinDLA #
Rpi-vnt1.1  Atlantic H13 200 60-120 76 30° 100 100 76 40 12 12
Rpi-sto1 HO09 200 60-120 66 30° 100 100 66 50 15 15
Rpi-vnt1.1  Bintje F13 200 60-120 13 26° 77 100 10 40 8 8
Rpi-sto1 F09 200 60-120 10 20° 100 100 10 45 9 9
Rpi-vnt1.1  Potae9 W13 200 60-120 16 31° 84 100 13 47 12 12
Rpi-stol W09 200 60-120 19 37° 61 100 1" 39 9 9

#exp; number of explants, % sht; percentage of number of shoots over number of explants, % rt; percentage of number of rooted shoots over the number of

shoots, % PCR+; percentage of PCR positive shoots over the number of shoots, % freq; transformation frequency, calculated by % sht x % rt x % PCR+, a Among
regenerated shoots, 30 plants were tested. b All regenerated shoots were tested. % vbf; percentage of backbone free plants out of plants tested. #vbf plants DLA:
number of vector backbone free plants tested in detached leaf assays. #vbf R plants DLA: number of vector backbone free resistant plants in detached leaf assay.

Discussion
Cisgenesis, is a new approach for traditional plant breeding
that uses genetic modification technology to introduce nat-
ural genes from within a plant species or from crossable
plant species, into varieties [26]. Therefore, any gene “alien”
to the breeder’s gene pool can be avoided in the end prod-
uct which is causal to many environmental and consumers’
concerns about GM food crops [22]. Not only can widely
used susceptible varieties, like Bintje and Atlantic, be con-
verted into resistant varieties, also resistant varieties, like
Potae9, can be complemented with additional resistance
genes to avoid or delay future resistance breakdown. In
order to complement existing varieties with stacks of cis-
genic R genes, two choices must be made: 1. The method
to introduce the R gene stack and 2. The method to ex-
clude sequences of foreign origin from transformation
events. With respect to the introduction method, in this
study we chose transformation by marker-free binary vec-
tors and subsequent regeneration in medium without se-
lective antibiotics followed by PCR-based selection of
transformation events [27]. Alternatives involving the re-
moval of a selectable marker gene by site specific recom-
bination pose disadvantages because of remnant sequences
of foreign origin [28].

The average marker-free transformation frequency was
1.3% and seems to be genotype independent. In a previous

marker-free transformation study in potato [27] a T-DNA
of 6 kb was transformed with a frequency of 3.5% when A.
tumefaciens strain AGLO was used, and 04% when A.
tumefaciens strain LB4404 was used. It can not be con-
cluded that AGL1 + virG, which was used in this study,
was less efficient in transferring the T-DNA than AGLO in
the study from de Vetten et al. [27]. From unpublished ex-
periments in our laboratory it is known that regeneration
time increases with the size of the T-DNA. We, therefore,
assume that the lower transformation frequency in our
study is rather related to the larger T-DNA size (11 kb) of
the Rpi-vntI:Rpi-stol construct. Therefore, for stacking of
more than two genes in cisgenic transformation, the effect
of an increased insert size (e.g. >11 kb) on transformation
frequency remains to be tested. It is known that marker-
assisted transformation frequency is highly genotype
dependent in potato [29]. Also here we found that trans-
formation frequencies ranged from 10-71% in different
varieties (Table 5). This variation was remarkably less (1-
2.4%) in marker-free transformation experiments (Table 2).
It must be noted that transformation frequencies can vary
between different experiments and that we here only per-
formed a limited number of experiments. However, the
currently presented experiments show that marker-free
transformation is less prone to varietal differences than
marker assisted transformation. This could be caused by

Table 6 Pairwise comparisons of transformation frequencies in groups of transformation experiments

Group 1 Group 2 Pearson analysis*
Non transformed Transformed Non transformed Transformed Chi square P (2-tailed)
Atlantic (MF) 497 12 Bintje (MF) 590 8 1.6 0.2
Atlantic (MF) 497 12 Potae9d (MF) 428 7 0.7 0.7
Potae9 (MF) 428 7 Bintje (MF) 590 8 0.1 0.7
Atlantic (MA) 15 35 Bintje (MA) 45 5 38 0
Atlantic (MA) 15 35 Potae9d (MA) 44 6 35 0
Potae 9 (MA) 44 6 Bintje (MA) 45 5 0.1 0.7

Transformation frequencies in marker-free transformations (MF) are derived from the number of transformed shoots (transformed) and the total number of shoots
minus the number of transformed shoots (non-transformed). Transformation frequencies in marker-assisted transformations (MA) are derived from the number of
rooting shoots (transformed) and the number of explants used minus the number of rooting shoots (non-transformed).

*null hypothesis: group 1 equals group 2.
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Table 7 Pairwise comparisons of vector backbone integration frequencies in groups of transformation experiments

Group 1 Group 2 Pearson analysis*
Experiments bb bbf Experiments bb bbf Chi square P (2-tailed)

Atlantic HO09 +H13 28 28 Potae9 W09 + W13 29 20 0.88 0.34
Atlantic HO9 +H13 28 28 Bintje FO9+F13 22 18 0.23 0.6
Potae9 W09 + W13 29 20 Bintje FO9+F13 22 18 0.16 0.69
Rpi-sto1 HO09 + FO9 + W09 42 36 Rpi-vnt1 H13+F13+ W13 37 30 0.028 0.86
Markerfree H43 + F43 + W43 6 21 Marker HO09 13 15 3.560 0.059
Markerfree H43 + F43 + W43 6 21 Marker H13 15 13 572 0.017

*null hypothesis: group 1 equals group 2; bb: vector backbone containing event; bbf: vector backbone free event. In the experiments columns, H, F, W represent
the varieties Atlantic, Bintje and Potae9 respectively. Extensions 09, 13 and 43 represent the constructs pBINPLUS:Rpi-sto1, pBINPLUS:Rpi-vnt1.1,

PBINAW2:Rpi-vnt1.1:Rpi-sto1, respectively.

differences in antibiotic tolerance between the varieties
that provides transformed cells different abilities to de-
velop into a shoot.

In terms of vector backbone integration, marker-free
transformation apparently produces a lower percent-
age (24%) of vector backbone integrations compared to
marker-assisted transformation (40-50%). Again, the num-
ber of experiments is limited and firm conclusions cannot
be drawn. The vector backbone and border sequences in
pBINPLUS and pBINAW?2 are highly similar and we do
not expect that these differences affect vector backbone
integration. A potential explanation could be that the
presence of the NPTII gene directly next to the left border
of the T-DNA would stimulate selection of higher levels of
backbone integration. As it is known that left border rec-
ognition is inaccurate in Solanaceae, [30], especially when
agrobacterium strain AGL1 is used [31], positioning of
NPTII near the left border would force the integration
of the complete T-DNA. So, it might also lead to higher
levels of vector backbone integration. In marker-free
transformation, six plants out of 14 tested cisgenic plants
did not appropriately express Rpi-stol as observed using
agroinfiltration of the corresponding Avr genes (like H43-
1, -10, -12; Table 4). An obvious explanation could be that
T-DNA insertion did not proceed all the way to the left
border resulting in 3" truncations of Rpi-stol. These non-
functional cisgenic events and the corresponding DNA
samples were discarded in an early phase during the selec-
tion and, unfortunately, this hypothesis could not be con-
firmed. We observed and described some cisgenic plants
differing morphologically from wild type varieties in the
greenhouse (Table 4, Additional file 1). This is a generally
observed phenomenon and in tissue culture-based breeding
schemes it should be considered that aberrant plant pheno-
types must be selected against [29].

According to the established experimental scheme, it
takes less than one year to obtain potato plants with cis-
genic R gene stacks from the R gene construct preparation
to the functional validation of the resulting cisgenic plants
by performing DLAs. As 2-3 shoots per explant can be

collected and 30 independent transformed plants are re-
quired considering backbone integration and expression,
it is recommended that between 1000-1500 explants are
to be treated in a marker-free-transformation experiment
of potato. The efficiency of PCR analysis can be improved
by a factor 10 by pooling ten shoots, so that the labour
intensity of the selection of marker-free transformation
events is considered reasonable as compared to the
marker-assisted transformations. Considering 2-3 years’
field trials, it takes totally 3-4 years to produce late blight
resistant cisgenic events in established potato varieties,
which can be released for seed tuber multiplication. This
time span is remarkably short compared to the conven-
tional breeding scheme. The cisgenic potatoes selected in
this study will be further tested for several years to evalu-
ate whether the transferred R genes are stably expressed
over many vegetative cycles. Chimeras and epigenetic si-
lencing are issues that could affect stability of resistance.
Also agronomic performance needs to be assessed and
confirmed in multiple growing seasons.

Conclusions

We have set up and pursued an effective cisgenic
marker-free transformation strategy for commercial po-
tato varieties. It was found that marker-free transformation
frequency was much less genotype dependent than
marker-assisted transformation. Also the frequency of vec-
tor backbone integration tended to be lower in the marker-
free transformations as compared to the marker-assisted
transformations. The susceptibility or the narrow late
blight resistance spectra of the selected varieties were
upgraded to broad spectrum resistance after the successful
introduction of two cisgenic late blight R genes. According
to the recent conclusion of the European Food Safety Au-
thority GMO Panel, cisgenic plants have a risk level similar
to conventionally bred plants [32]. The cisgenic potatoes,
generated in this study, will offer a safe, environmentally
friendly, alternative to the current agricultural practice
which is highly dependent on the use of chemical late
blight control agents. For developing countries, where
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chemical control agents are unaffordable, cisgenic upgrades
of local potato varieties might even ensure food security.

Methods

Plant material

The potato varieties Atlantic, Desiree, Bintje, and Potae9
were clonally maintained in vitro using Murashige and
Skoog medium [33] supplemented with 3% (w/v) sucrose
at 20°C at Wageningen UR Plant Breeding, Wageningen,
The Netherlands. The varieties Potae9 from DPR Korea,
which is resistant to late blight, was used for testing its
reaction to certain late blight isolates and for transform-
ation experiments to broaden its resistance spectrum.

Phytophthora infestans isolates and late blight

resistance tests

Five P. infestans isolates (Additional file 2) were used in
Detached Leaf Assays (DLAs); The European isolates
IPO-C (race 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11) and 90128 (race 1,
3,4, 7, 8, 10, 11); the American isolates, EC1 (race 1, 3,
4,7, 10, 11) and pic99189 (race 1, 2, 5, 7, 10, 11) and the
Korean isolate DHD11 (race 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11). The
DLAs were performed as described previously [34].

Vector construction

The single R gene constructs used in our study have
been described before. Genomic DNA fragments from
S. venturii, and S. stoloniferum, encompassing the Rpi-
vntl.1 and Rpi-stol genes, respectively, are cloned in
the pBINPLUS binary vector [13,16]. The genomic
fragments comprise the entire genes including their
native promoters and terminators. In order to combine
Rpi-stol and Rpi-vntl.1 into one markerfree trans-
formation vector, first the Ascl and ShfI fragment from
the pBINPLUS:Rpi-stol vector, encompassing the Rpi-
stol gene, was ligated into the corresponding restric-
tion sites of pBINAW?2 [35]. pBINAW?2 is a modified
version of pBINPLUS where the entire T-DNA, includ-
ing the NPTII gene, and the adjacent TetR gene from
the vector backbone was removed and replaced by a
minimal T-DNA containing only left and right border
and a small multiple cloning site. To the pBINAW2:
Rpi-stol construct, the Rpi-vntl.1 gene was added using
a SDfl fragment, encompassing the Rpi-vntl.1 gene from
the pBINPLUS:Rpi-blb3:Rpi-vntl.1:Rpi-stol described
by Zhu et al. [23]. The clone with the desired Rpi-vntl.1
insert orientation, in tandem with Rpi-stol (pBINAW?2:
Rpi-vntl.1:Rpi-stol, Figure 2; Additional file 3) was se-
lected using restriction analysis. All ligation mixtures
was transformed to ElectroMAX E.coli DH10b compe-
tent cells (Life technologies). Subsequently, the stability of
the R gene constructs in Agrobacterium strain AGL-1 +
VirG and functionality of the R genes in N. benthamiana
were carried out using PCR and co-agroinfiltration with
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corresponding Avr genes, respectively. These tests con-
firmed the stability and activity of the constructs.

Potato transformation
Marker assisted transformation performed as described
previously [36]. Marker-free transformations are derived
from this protocol but kanamycin was omitted as a selec-
tion agent. Briefly, internodes of 2-5 mm in length were
cut from thick stems of 4-week-old in vitro-grown plants
and were used as explants in transformation experiments.
After pre-culture on R3B medium (MS + 3% sucrose +
0.8% agar + 4 mg/ml NAA + 1 mg/ml BAP, pH5.8) supple-
mented with PACM (MS + 3% sucrose + 0.2% casein hy-
drolysate + 1 mg/ml 2,4-D + 1 mg/ml kinetin, pH6.5) for
two days, explants were inoculated with Agrobacterium
strain AGL1 + VirG + binary plasmid resuspended in LB
medium to an ODgg, of 0.2. After 2 days cocultivation, the
explants were transferred to ZCVK medium (MS + 2% su-
crose + 0.8% agar+1 mg/ml zeatin + 200 mg/ml cefo-
taxim + 200 mg/ml vancomycin, pH5.8) for regeneration
of shoots. Explants were transferred to fresh medium
every two weeks. Shoots were transferred to CK medium
(MS +2% sucrose + 0.8% agar + 200 mg/ml cefotaxim +
200 mg/ml vancomycin, pH5.8) to induce root formation.
To guarantee that regenerated plants were derived from
independent transformation events, only shoots from
physically separated positions on each explant were col-
lected. Three weeks later, the rooted plantlets were ana-
lysed by PCR to determine the presence of the desired R
genes. The transformation frequency was calculated as a
percentage of the number of R gene-PCR positive shoots
over the number of tested shoots.

For marker-assisted transformation, 100 mg/ml Kana-
mycin was added to ZCVK medium and CK medium for
selection of transgenic shoots.

Functional tests of resistance (R) genes

Agroinfiltration was performed as previously described
[37]. Two leaves per plant from three copies of each of
the transformants were infiltrated with the following
constructs: two effectors (Avrvntl and IpiO = Avrstol)
[13,24], R3a [38] and Avr3a [39] as the positive control
and empty pK7WG2 [40] as the negative control. Agro-
bacterium tumefaciens strain from glycerol stocks was
grown in 3 ml of LB medium supplemented with appro-
priate antibiotics at 28°C overnight. The next day, the
cultures were transferred to 15 ml of YEB medium (5 g
beef extract, 5 g bacteriological peptone, 5 g sucrose,
1 g yeast extract, 2 ml 1 M MgSOy in 1 litre of milli-Q
water) supplemented with antibiotics, 10 pl of 200 mM
acetosyringone and 1000 pl of 1 M MES. On the third
day, the cells were harvested and resuspended in MMA
solution (20 g sucrose, 5 g MS salts and 1.95 g MES in 1
litre of distilled water, adjusted to pH5.6) supplemented
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with 1 ml of 200 mM acetosyringone to a final ODggq of
0.3. Leaves of 4- to 5-weeks old, greenhouse-grown,
plants were infiltrated with this suspension. Responses
were scored 3 to 4 days after infiltration.

DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR)
Total genomic DNA was isolated from young leaves as de-
scribed by Fulton et al. [41]. The Retsch machine (RETSCH
Inc., Hannover, Germany) was used to grind young plant
materials frozen in liquid nitrogen. Primers used for ana-
lysis of R genes, vector backbone integration are listed in
Additional file 4. A pooled sampling method was exploited
for PCR analysis of shoots in marker-free transformation.
DNA extraction was carried out first by pooling one small
leaf from each of ten shoots. If in this first round pools were
found which were PCR-positive for both R genes and PCR-
negative for backbone integration, a second round of PCR
was carried out on genomic DNA of individual shoots
within the pools. PCR reactions for Rpi-stol, Rpi-vntl.1,
NPTIIL, trfA, ColEl, oriV and tra] were performed using
DreamTaq"™ polymerase (Fermentas) in a standard PCR
program (94°C for 60 s followed by 30 cycles of 94°C for
30 s, 58°C for 60 s, 72°C for 90 s and a final extension time
of 5 min at 72°C).

Statistical analysis

Transformation and vector backbone integrations fre-
quencies are binary data and, therefore, the Pearson Chi-
square test was chosen to compare the independent
samplings of transformation events in the different trans-
formation experiments. Calculations were performed using
the IBM SPSS Statistics 22 software pack. Groupwise com-
parisons with one degree of freedom were applied.

Additional files

Additional file 1: Aberrant plant morphologies after transformation
and regeneration.

Additional file 2: Characteristics of P. infestans isolates used in
this study.

Additional file 3: Sequence of the pBINAW2:Rpi-vnt:1.1:Rpi-sto1
construct.

Additional file 4: Primers used for PCR analysis of transformants.
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Baggrund

Styrelsen for Fedevarer, Landbrug og Fiskeri har bedt AU om at foretage en miljgmcessiq risikovurdering af
den foresldede forsagsudsaetning (jf. udsaetningsdirektivet), herunder en vurdering af de introducerede
genetiske cendringer. Risikovurderingen skal tage udgangspunkt i det vedlagte materiale fra ansegeren,
herunder ansegerens egen vurdering af virkningen p& miljoet.

Ansagningen om forsegsudscetning er indsendt af Aarhus Universitet og AKY AmbA. Formalet med for-
sggsudscetning er at reducere anvendelsen af kemiske plantebeskyttelsesmidler imod kartoffelskimmel
(Phytophthora infestans). Forsagene vil foregd pd to lokaliteter: ved Aarhus Universitet, Flakkebjerg, For-
sogsvej 1, 4200 Slagelse, samt ved AKV AmbA, Gravholtvej 92, 9310 Vodskov. P& lokaliteten ved Flakke-
bjerg vil scedskifte af ikke-GM-afgreder i de genetisk modificerede kartofler ogsd blive testet.

Besvarelse

Miljemcessig risikovurdering

Vurderingen omhandler forsegsudscetning af genetisk modificerede kartofler af sorten Kuras som ved
Agrobacterium-transformation har fdet indsat to resistensgener mod kartoffelskimmel fordrsaget af
Phytophthora infestans.

AU’s miljgmaessige risikovurdering omfatter falgende punkter, som alle har til formal at identificere
ugnskede effekter af forsagsudscetningen. Vurderingen er geeldende for den ansagte forsegsudsaetning.

1. Risiko for spredning af den genetisk modificerede kartoffel til omgivelserne
2. Risiko for spredning af den genetisk modificerede kartoffel til naturen

3. Risiko for spredning af de indsatte gener fra den genetisk modificerede kartoffel til vilde slcegtninge
i Danmark

4. Risiko for spredning af de indsatte gener fra den genetisk modificerede kartoffel til konventionelt
dyrkede kartofler

5. Risiko for effekter pd& naturen og miljget i @vrigt
6. Behov for overvégning

7. Vurdering af om ansegers risikohdndtering er fyldestgerende

AU’s vurdering:

1. Knolde fra kartofler, Solanum tuberosum, kan afhcengigt af vinterens kuldegrader og varighed i
varierende grad overleve milde danske vintre (OECD 1997, Kudsk 2012, Boelt & Kudsk 2021).
Udscettes knolde for frostgrader lavere end -3°C’, er deres overlevelse dog ringe og afhcenger df,
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hvor dybt i jorden de ligger, og hvor ter jorden er (bedre overlevelse i tar end vad jord) (Boydston
et al. 2006, Mustonen et al. 2009, Phelan et al. 2015). Knolde, der overlever milde vintre, ses som
spirende kartofler i efterfelgende afgreder, og selv efter fem &r kan der forekomme kartofler i
efterfelgende afgreder (Schnipper 2019). Dette forventes ikke at veere anderledes for den
genetisk modificerede kartoffel, og der er séledes en sandsynlighed for, at der sporadisk vil
forekomme overlevende genetisk modificerede kartofler pd det pdgceldende forsegsareal i
drene efter dyrkningen. De genetiske cendringer i kartoflen, som udscetter angreb af
skimmelsvamp, forventes ikke at cendre pd dette. De af ansager ncevnte forholdsregler (hand- og
maskinnopgravning af rodunderskdrne knolde, gentagne harvninger og en manuel undersagelse
af spildkartofler efter hver hast samt overvagning af arealet i minimum 4 ar efter forsagets
afslutning (begge forsagslokaliteter) og, for Flakkebjerg, (herbicidsprajtning i scedskiftet) forventes
at veere tilstrcekkelige for at forhindre spredning af den genetisk modificerede kartoffel til
omgivelserne via spildkartofler.

Kartoffelfra kan overleve i jorden, ogsd ved lavere temperaturer end knoldene (Mustonen et al.
2009), og ses som nye kimplanter det efterfelgende ar. AU vurderer, at forsaget skal inkludere
afklipning af kartoflernes blomster, nér planterne begynder at blomstre. Dette vil blandt andet
forhindre forekomsten af fre og derved forhindre eventuel spredning af den genetisk
modificerede kartoffel til omgivelserne via frespredning.

Der er ikke fundet oplysninger om permanente selvreproducerende bestande af kartoffelplanter i
dansk natur. Kartoffelplanter optrceder sporadisk flere steder som folge af tilfceldig spredning fra
spildkartofler (langs vejkanter, markkanter, jordbunker, tangvolde og strandbredder mv.) (Hartvig
2015). En saddan spredning til naturen sker typisk ved tab i forbindelse med transport og
bortskaffelse af haveaffald. De af ansegeren anferte forholdsregler om héndtering ved hast
(destruktion af den genetisk modificerede kartoffel samt fragt af hestede kartofler efter
godkendte forskrifter for GMO-plantemateriale til GMO-godkendte faciliteter (Flakkebjerg))
forventes at veere tilstrcekkelige til at undgd en sddan spredning.

| Europa er de ncermeste vilde slcegtninge til kartoffel, Solanum tuberosum, arter i slcegten
natskygge, Solanum, som kartoffel ogsd tilherer. | Danmark findes der to hovedarter af slcegten,
som er naturligt forekommende: sort natskygge og bittersed natskygge samt nogle underarter af
bittersad natskygge (Hartvig 2015). Krydsninger mellem kartoffel og de europceiske natskyggearter
forekommer ikke i naturen. | praksis md kartoffel séGledes betragtes som en art, der ikke kan krydse
med vilde europceiske arter af natskygge, So/anum, og selv hvis dette skulle ske, vil hcendelsen
resultere i sterilt afkom (Eijlander & Stiekema 1994). De indsatte resistensgener mod
kartoffleskimmel forventes ikke at cendre pd& dette. Afklipning af blomster ved blomstring vil helt
fierne risikoen for pollenspredning af den genetisk modificerede kartoffel til vilde slcegtninge i
Danmark. Risikoen for natur og milje foroundet med en sddan spredning vurderes pd den baggrund
at veere negligerbar.

Spredning af gener fra de genetisk modificerede kartofler til konventionelt dyrkede kartofler kan
ske ved spredning af pollen. Pollenspredning fra kartoffel kan ske ved insekters pollenindsamling,
og nogle arter af humlebier er effektive fremmedbestavere af kartofler (Batra 1993). Hybridisering
mellem kartoffelsorter aftager hurtigt med afstanden mellem planterne. McPartlan og Dale (1994)
fandt sdledes, at ncertstdende planter havde en hybridiseringsrate pd 24%, mens der ved en
afstand p& 10 m var en hybridiseringsrate pd 0,017%. Hvis afstanden var 20 m, blev der ikke
fundet hybridfre. Anseger beskriver for begge lokaliteter, at afstanden fra de forsegsudsatte GM-

4



kartofler til ncermeste nabomark med kartofler vil vcere mindst 20 meter. Desuden vil der omkring
forsegsudscetningen pd lokaliteten AKV (ansegers bilag 4) for at mindske randeffekter blive
plantet et vaern af ikke-genetisk modificerede kartofler omkring GM-kartoflen, som hestes og
behandles pd samme vis som GM-kartoflerne. Et sddant vcern vil kunne fungere som
pollenfanger og yderligere mindske risikoen for en potentiel spredning af GM-pollen til
omgivende marker. Med afklipning af blomsterne fra GM-kartofler ved blomstring vurderes
samlet, at riskoen for natur og milj@ forbundet med genspredning fra de genetisk modificerede
kartofler til dyrkede kartofler vil vcere negligerbar.

Pavirkningen af naturindholdet forventes ikke at adskille sig fra den pavirkning, der finder sted
ved dyrkning af konventionelle kartofler. En reduceret anvendelse af kemiske
bekcempelsesmidler mod kartoffelskimmel forventes at veere gavnlig for natur og milje p&
markfladen og i omgivelserne. Risikoen for foregede negative effekter pd markfladens natur som
felge af dyrkning af den genetisk modificerede kartoffel vurderes derfor at vaere negligerbar. Der
er ikke fundet eksempler pd studier, som viser horisontal genoverfersel fra kartofler til
mikoroorgansimer. Risikoen for denne teoretisk mulige, men hgjst usandsynlige hcendelse
vurderes ligeledes negligerbar. Sandsynligheden for effekter p& miljget i @vrigt som folge af
forsegsudscetningen forventes séledes ikke at adskille sig fra dyrkning af konventionelle
stivelseskartofler pd et tilsvarende areal. Risikoen for en foreget negativ pévirkning af natur og
milje vurderes derfor at vcere negligerbar.

Overvdgning i forbindelse med forsagsudscetningen som foresléet af ansegeren vurderes at veere
tilstraekkelig. Den foresldede efterbehandling og overvagning af arealerne i 4 ar efter
forsggsudscetningen efterlader en meget lille sandsynlighed for, at enkelte genetisk modificerede
kartofler overlever p& arealet ud over det ferste ar. Det vurderes, at langt de fleste genetisk
modificerede kartofler vil forsvinde i labet af en kort &rraekke. Dog bar der ikke pd arealet
produceres lceggekartofler eller andre kartofler i en lcengere &rrcekke efter forsegsudscetningens
afslutning.

AU vurderer, at safremt der sker en afklipning af blomster af de udsatte genetisk modificerede
kartofler ved blomstring, vil de af anse@geren beskrevne tiltag for at forhindre spredning af
materiale fra de forsegsudsatte genetisk modificerede kartofler til omgivelserne vcere
tilstroekkelige til at forhindre uenskede effekter pd natur og milje.

Konklusion

| forbindelse med den specifikke forsegsudscetning vurderes det, under forudscetning af. at ansager
afklipper blomsterne pad GM-kartoflerne ved blomstring, at de af anseger foresldede tiltag for at hindre
spredning af materiale fra den genetisk modificerede kartoffel sikrer en meget lille sandsynlighed for, at
der sker spredning til omgivelserne. Den genetiske modificering, som kan medfere en udscettelse af
angreb af skimmelsvamp, forventes ikke at cendre den modificerede kartoffels pévirkning pé& natur og
miljg i forhold til andre konventionelt dyrkede kartofler.
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DTU, Food Institute DTU
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The research group for Chemical Risk Assessment and GMO o
A
The Danish Agency for Agriculture Dato: 29-04-2026
Nyropsgade 30 Jr. 26/1001909
1780 Copenhagen V RK-JP/ risk assessment of cisgenic

Att. Morten Storgaard and Christine Gundelach Rannes potatoes from AU and AKV
2026 LBST.docx

Application for release of cisgenic potatoes in crop rotation trials with multiple complementary
resistance genes conferring increased resistance to late blight (Phytophthora infestans) from

Aarhus University (AU) and AKV 2026-2029'

Order from the Danish Agency for Agriculture and Fisheries (LBST) for field trial release of GM

potatoes.

In connection with the above case, DTU Food has received a request from the Danish Agency for
Agriculture and Fisheries (LBST) concerning an application for experimental release submitted by
Aarhus University (AU) in collaboration with AKV. The application relates to the field release of
cisgenic potato lines of the cultivar Kuras containing multiple complementary resistance (R) genes
conferring increased resistance to late blight caused by Phytophthora infestans. The potatoes are
intended for use in crop rotation field trials at designated sites for the period from March 15" to

October 30 in the years 2026-2029.

DTU-Food is requested to deliver the following (translated from Danish):

Health risk assessment of the proposed experimental release (cf. the release directive), including an
assessment of the introduced genetic changes of the potato varieties. The risk assessment must be
based on the material provided by the applicant, including the applicant's own assessment of the

effect on human and animal health.

! Ansggning om brug af cisgene kartofler 1 sedskifteforsog fra Aarhus University og AKV

Danmarks Tekniske Universitet Kemitorvet, Bygning 201 TIf. +455047 7545 rads@food.dtu.dk
Fedevareinstituttet 2800 Kgs. Lyngby Dir. +45358876 10 www.food.dtu.dk



The following assessment relates to cisgenic potatoes with increased resistance to potato late blight

caused by Phytophthora infestans.

Brief description of the project.

Cultivation of genetically modified potato plants for experimental field trial release, which takes place
between March 15" and October 30" during the period 2026—2028 at Flakkebjerg and 2026-2029 at
AKYV. The field trial sites are located at Flakkebjerg, 4200 Slagelse, Aarhus University (field block
number 651133-27) and Vodskov, 9310, AKV AmbA (field block number 565332-85).

At Flakkebjerg, the total area designated for cultivation is 7,200 m? (gross area), with 720 m? (net
area) used for cultivation of GM lines. At AKV, the total area designated for potato cultivation is

9,415 m? (gross area), with 1,231 m? (net area) used for GM lines.

The application submitted by AU and AKV concerns the experimental field release of cisgenic potato
plants of the cultivar Kuras, genetically modified to confer improved resistance to potato blight
(Phytophthora infestans) through insertion of multiple complementary resistance (R) genes. The
purpose of the genetic modification is to reduce yield losses due to late blight and to reduce or avoid

the need for fungicide applications.

The purpose of the experimental release is to evaluate the performance and stability of the improved
late blight resistance under field conditions, including its relevance for crop rotation systems. The

potato plants to be released consist of one cisgenic line (K2R1) derived from the Kuras variety.

Construction

The applicant describes that the genetically modified potato line (cisgenic potatoes with multiple
complementary resistance genes) was developed using Agrobacterium-mediated transformation with
the marker-free plasmid vector pPBINAW?2, carrying two cisgenes: Rpi-vntl.l from Solanum venturii
and Rpi-stol from Solanum stoloniferum. Both genes, including their native promoters and 3’
untranslated regions, were assembled into a single continuous T-DNA construct and introduced into
the potato variety Kuras. No transgenic or cisgenic Atlantic potato lines are included in the

experimental release.



PCR-based analyses confirmed the presence of both R genes, with DNA fragments of the expected
size detected in the transformed potato line and absent in the non-transformed background variety.
Based on the established biological function of the introduced genes, the modified potato line is
expected to exhibit increased resistance to potato late blight (Phytophthora infestans). Expression of
the introduced genes is expected to occur in relevant plant tissues under the control of their respective

native promoters.

Detailed molecular characterization of the selected line includes copy number determination by
digital droplet PCR (ddPCR) and characterization of the genome insertion site by inverse PCR. The
outcome demonstrates the presence of a single copy of the inserted cisgenic cassette containing Rpi-
vantl.1 and Rpi-stol, integrated at a single genomic location in a non-coding region of the potato
genome. No unintended integration of vector backbone sequences, including antibiotic resistance

genes, was detected.

The molecular analyses were conducted on plants in the To generation, which are propagated
vegetatively via tubers. The integrity of the inserted sequences was confirmed in characterised
material, and no evidence of rearrangements or recombination events was observed. On this basis,
stable maintenance of the inserted sequences is expected in subsequent clonal propagation, although

this will be further verified through continued cultivation.

DTU, National Food Institute, considers the description of the genetic modification and molecular
characterisation to be sufficient to support an initial health risk assessment of the plants proposed to
be released. The introduced genetic material originates from cross-compatible wild potato species
(cisgenesis) and does not result in the introduction of a novel protein and/or biochemical pathways
that are not already present within the potato gene pool. As with any plant produced using genetic
modification techniques, it cannot be excluded that unintended genomic changes/mutations may have
occurred elsewhere in the genome. However, based on current scientific knowledge and regulatory
experience, such changes are considered to be within the range of variations observed in conventional
breeding, including the occurrence of spontaneous mutations, and are therefore not expected to pose

a higher risk to human or animal health than conventional breeding.

The application concerns the experimental release of one cisgenic potato line (K2R1), selected for

field evaluation based on the presence and intended functionality of the introduced resistance genes.



Overall, DTU, National Food Institute, assesses that no indication of an increased risk to human or
animal health has been identified based on the molecular characterization of the GM potato line. It is

expected to be comparable in health and food safety to conventional bred potatoes.

Containment:

The biological containment is assessed as good for potatoes based on their biology. Potatoes are
primarily propagated vegetatively via tubers, and sexual reproduction through pollen and true seed
formation plays a negligible role under experimental cultivation conditions. Potatoes are largely
self-pollinating, and the likelihood of effective cross-pollination is considered very low. In Danish
climatic conditions, potatoes are sensitive to frost and rarely overwinter. The applicant has
described appropriate measures to manage potential volunteers, including post-harvest soil

treatment and multi-year monitoring.

The physical containment for the current experimental release is assessed as appropriate with
regard to access control and field layout. The experimental area is clearly demarcated with paths
and border zones, and a buffer zone consisting of non-genetically modified potatoes is established
surrounding the GM plots. According to the application, the distance to the nearest externally
cultivated potato field is at least 20 metres, which is in accordance with Danish regulatory

requirements.

Harvesting is primarily carried out by manual digging and collection, which is considered an
effective measure to minimise the risk of leaving tubers in the soil. Procedures for handling and
transport of harvested material, as described in the application, include containment measures that

are assessed to ensure appropriate control of GM material during and after harvest.

To prevent pollen and seed dispersal, the applicant has stated that, if required as a condition for
approval, flowers will be removed from the potato plants during the flowering period (typically
from early July until flowering ceases). Removal of flowers is assessed to effectively prevent
unintended pollen dispersal and true seed formation and thus further reduce the already low risk of
gene flow via sexual reproduction. As the applicant failed to elaborate on the biology of potatoes in

relation to their method(s) of pollination (e.g., wind, insects, etc.) (as requested by DTU) and to



make a full risk assessment of the risk of pollen dispersal, DTU concludes that removal of the

flowers would be required.

In total, DTU, the National Food Institute, assesses that the combined biological and physical
containment measures ensure a high level of containment during cultivation. On this basis, the
likelihood of spread of the genetically modified potatoes to other potato fields or into the
surrounding environment is considered very low. The planned post-harvest monitoring of the trial
areas, including inspection and removal or destruction of any volunteer potato plants in subsequent
years, is assessed to be sufficient to prevent temporal persistence or spread of GM material beyond

the trial period.

In total, DTU, the National Food Institute, assesses that the overall containment of the potatoes
during cultivation is high and that there will be no spread of GM material to other fields or potato

plants.

Overall assessment.
It is the assessment of DTU, National Food Institute, that the combination of the physical and
biological containment of the potatoes during the field trials will ensure that there will be no spread

of GM material (potatoes/pollen/seeds).

It is the assessment of DTU, National Food Institute, that a “worst-case scenario” where the
genetically modified potatoes are spread to potato fields via tubers or pollen (e.g. for consumption
or propagation) will not constitute a health problem based on knowledge of the design. The
expected new properties are not associated with a health risk of potatoes and do not cause the

formation of new constituents other than intended.

Best regards,
Radhakrishna Shetty and Jan Pedersen
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KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS BESLUTNING
af 29. september 2003

om fastleeggelse, i henhold til Europa-Parlamentets og Radets direktiv 2001/18/EF af en model for
fremleeggelse af resultatet af udsetning i miljoet af genetisk modificerede hgjerestiende planter i
andet gjemed end markedsfering

(meddelt under nummer K(2003) 3405)

(E@S-relevant tekst)

(2003/701EF)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Feellesskab,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Radets direktiv
2001/18/EF af 12. marts 2001 om udsatning i miljget af gene-
tisk modificerede organismer og om ophavelse af Radets
direktiv 90/220/EQF ('), seerlig artikel 10, andet punktum, og

ud fra folgende betragtninger:

(1) I forbindelse med udsatning af genetisk modificerede
organismer (GMO'er) i andet gjemed end markedsforing
kraeves det efter artikel 10 i direktiv 2001/18/EF, at
anmelderen, ndr en udsetning er fuldfert og derefter
med de intervaller, der er fastsat i tilladelsen pa grundlag
af resultaterne af miljerisikovurderingen, meddeler den
kompetente myndighed resultatet af udsatningen, hvad
angdr enhver risiko for menneskers sundhed eller
miljeet, i givet fald med serlig henvisning til de typer
produkter, som anmelderen agter at anmelde pd et
senere tidspunkt.

(2)  Hidtil har de fleste GMO'er, som er udsat i Fellesskabet i
overensstemmelse med del B i direktiv. 2001/18/EF,
varet genetisk modificerede  hgjerestdende  planter
(GMHP). Det er derfor nedvendigt at fastsette en model,
som anmelderen af en sidan udsettelse skal anvende i
forbindelse med fremleggelsen af resultaterne af udset-
ningen af disse planter til den kompetente myndighed.
Modellen ber afspejle behovet for at gere udvekslingen
af relevante oplysninger sa fyldestgorende som muligt pa
en standardiseret og letforstdelig made. Modellen ber

(") EFT L 106 af 17.4.2001, s. 1.

gores s generel som muligt, sd den kan omfatte udseet-
ninger i flere omrader eller udsatninger over flere ar og
flere GMO'er i én og samme rapport.

(3)  Da genteknologi ikke er begrenset til hgjerestdende
planter, er der behov for yderligere bestemmelser med
henblik pa at udarbejde modeller for andre typer af
GMO'er, som f.eks. genetisk modificerede (GM) dyr
(herunder GM insekter), veterinere og medicinske
produkter (der indeholder eller bestir af GMQ'er) eller
for andre GM planter, som kan benyttes til at producere
farmaceutiske produkter. Derudover kan det som felge
af den fremtidige udvikling blive nedvendigt at tilpasse
de allerede udarbejdede rapporteringsmodeller.

(4)  De i denne beslutning fastsatte foranstaltninger er i over-
ensstemmelse med udtalelse fra det i medfer af artikel
30 i direktiv 2001/18/EF nedsatte udvalg —

VEDTAGET FOLGENDE BESLUTNING:

Atrtikel 1

Med henblik pa at fremlaegge resultaterne af udsatning i miljoet
af genetisk modificerede hgjerestdende planter (GMHP) for den
kompetente myndighed i henhold til artikel 10 i direktiv 2001/
18/EF skal anmelderen benytte modellen i bilaget til denne
beslutning (i det folgende: »rapporteringsmodellenc).

Artikel 2

En rapporteringsmodel kan hejest vare knyttet til én tilladelse
udstedt af den kompetente myndighed, og den skal vere identi-
ficeret med et enkelt anmeldelsesnummer.
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Artikel 3

1. Anmelderen indgiver en endelig rapport for hvert anmel-
delsesnummer, og der indgives en endelig samt en eller flere
delrapporter om overvagningen efter udsatningen, hvor dette
er relevant. Begge typer af rapporter skal udferdiges i overens-
stemmelse med rapporteringsmodellen.

2. Den endelige rapport indgives efter den sidste hest af de
GMHP. Hvis der ikke kraeves overvagning efter udsetningen i
forbindelse med denne anmeldelse, skal der ikke indgives yderli-
gere rapporter.

3. Den endelige rapport om overvigningen efter udsaet-
ningen indgives, ndr overvigningen efter udsetningen er
afsluttet.

[ de relevante tilfelde specificerer den kompetente myndighed i
sin tilladelse varigheden af overvdgningen efter udsatningen
samt et tidsskema for, hvorndr delrapporter over overvigningen
efter udsaetningen indgives.

4. Den kompetente myndighed opfordrer anmelderne til at
fremlagge rapporten i elektronisk form.
Artikel 4

Den kompetente myndighed kan anmode anmelderen om yder-
ligere oplysninger, navnlig i form af en logbog eller delrap-
porter, som skal indgives i lobet af forskningsprogrammet, for
udsetningen er afsluttet.

Artikel 5

Denne beslutning er rettet til medlemsstaterne.

Udfeerdiget i Bruxelles, den 29. september 2003.

Pd Kommissionens vegne
Margot WALLSTROM

Medlem af Kommissionen
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BILAG
MODEL TIL FREMLAGGELSE AF RESULTATET AF UDS/ATNING [ MILJ@ET AF GENETISK MODIFICEREDE H@]EREST;\ENDE
PLANTER I HENHOLD TIL ARTIKEL 10 I DIREKTIV 2001/18/EF
VIRKSOMHEDENS ELLER FORSKNINGSINSTITUTTETS LOGO (VALGFRIT)
Rapporteringsmodellen udfyldes af anmelderen.

Anmelderen udfylder rapporteringsmodellen i henhold til angivelserne (afkryds bokse ogfeller, si vidt muligt, specifikke stikord, der benyttes i
tekstfelterne).

Anmelderen illustrerer sd vidt muligt de forelagte data med diagrammer, figurer og tabeller. Der kan ogsd fremlcegges statistiske data, hvor dette er
relevant.

I forbindelse med udscetninger i flere omrdder, udscetning af flere genetisk modificerede organismer ogfeller udseetninger over flere ar fremlagger
anmelderen en generel oversigt over de trufne foranstaltninger og de konstaterede virkninger i tilladelsens gyldighedsperiode.

Den plads, der er afsat til hvert punkt, er ikke udtryk for den detaljeringsgrad, der er pakreevet i forbindelse med oplysningerne i denne rapport.

1. Generelle oplysninger
1.1.  Europisk anmeldelsesnummer: B/XX/YY/ZZ

1.2.  Anmeldelsesmedlemsstat:

1.3.--- Dato og nummer for tilladelse:

2. Rapportstatus

2.1.  Angiv venligst, om den foreliggende rapport i henhold til denne beslutnings artikel 3 er:
— den endelige rapport
— en rapport om overvigningen efter udsatningen

— o Endelig rapport o Interimsrapport

3. Neermere oplysninger om udsetningen

3.1. Recipientorganismens videnskabelige navn:

3.2.  Transformationshendelse(r) (akronym(er)) eller anvendte vektorer (1) (hvis transformationsh@ndelsens identitet
ikke er kendt)

3.3.  Entydig identifikator, hvis den er kendt:

3.4.  Angiv venligst folgende oplysninger ssmmen med en skitse over omridet/omriderne:

For hver haendelse angiv
Arealet af udsztnings- identifikation (2 og giv et
N G.eograﬁsk b.ell.ggenhed . omradet eller overslag over antallet af Udseetnm§ens Yarlghet.l:
(administrativ enhed og i givet fald angivelse af -omraderne (1) genmodificerede (fra...(dag{ménedfan)...... til...
kvadratnetsreference) () hejerestiende planter, der (dfmf8)...... )
udsattes

(antal frofplanter pr. m?)

(") Angiv storrelsen af GM-omradet og, hvis det er relevant, storrelsen af det GM-fri omréde (f.eks. GM-{ri randomrader).
(?) Benyttede vektorer.

() I forbindelse med smé& markforseg, hvor der kan udferes forseg med flere sorter, anfores de benyttede vektorer, som giver indsigt i de indforte

egenskaber og/eller genetiske elementer. I forbindelse med storre markforseg begreenses antallet af anmeldte heendelser til én eller enkelte heendelser.
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4. Alle typer af produkter, som anmelderen pdtenker at anmelde pd et senere tidspunkt

4.1. Har anmelderen til hensigt pi et senere tidspunket at anmelde den eller de udsatte transformationshandelse(r) som
et eller flere produkter til markedsforing under fellesskabslovgivningen

0 Ja 0O Nej O Vides ikke p.t.

Hvis ja, angives anmeldelseslandet eller -landene:

Hvis ja, specificeres til hvilke(t) anvendelsesformal:
— Import
— Avl (f.eks. produktion af frafplantemateriale)
— Fodevarer
— Foder
— Farmaceutisk anvendelse (eller forarbejdning med henblik pd farmaceutisk anvendelse)
— Forarbejdning med henblik pd
— videre anvendelse i fodevarer
— videre anvendelse i foder
— videre anvendelse i industrien

— Andre (anfor hvilke)

5. Type(r) af uds@tning(er)

Afkryds venligst den eller de vasentligste type(r) (i boksene) og undertype(r) i forbindelse med udsatningen eller udsatningerne. [
forbindelse med udseetninger i flere omréider, udsatning af flere genetisk modificerede organismer ogfeller udsatninger over flere ar
fremlagges en generel oversigt over den eller de type(r) udstning(er), der er gennemfert i tilladelsens gyldighedsperiode. Afkryds
venligst den eller de relevante type(r):

5.1. Udswtning(er) med henblik pi forskning O
5.2.  Udsatning(er) med henblik pd udvikling O

— Screening af indsetningsbegivenheder
— Afprovning af koncept (2)

— Agronomiske egenskaber (f.eks. plantebeskyttelsesmidlets effektivitet/selektivitet, udbytte, spireevne, afgredens etableringsevne,
plantens levedygtighed, plantens hejde, felsomhed over for klimafaktorer/sygdomme osv.) (specificeres nermere)

— /Andrede agronomiske egenskaber (f.eks. resistens over for sygdomme, skadedyr, torke eller frost osv.) (specificeres narmere)

— Andrede kvalitative egenskaber (forlenget holdbarhed, forbedret naringsvaerdi, endret sammensatning osv.) (specificeres
narmere)

— FEkspressionens stabilitet

— Opformering af linier

— Undersogelse af hybriders levedygtighed

— Anvendelse af planten som en fabrik ((molecular farming«) (3)
— Phytoremediering

— Andre: (beskriv nzrmere):

5.3.  Officiel prevning O

— Registrering af sorten pd en national sortsliste
— SES (= Selvstendighed, Ensartethed og Stabilitet)
— Veerdiafprevning (= veerdi af dyrkning og anvendelse)

— Andre (anfor hvilke):

() F.eks. afprovning af den nye egenskab under miljeforhold.

(%) »Molecular farming« stér for produktion af stoffer (feks. proteiner og leegemidler) pd grundlag af planter, som er genetisk modificeret med henblik pd
en serlig egenskab. »Molecular farming« kunne defineres som produktion af leegemidler ved syntetisering af planter, som legemiddelproducerende
planter, eller som plantebaseret produktion af proteiner o.s.v.
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5.4.  Herbicidtilladelse o
5.5.  Udsatning(er) med henblik pi demonstration a
5.6.  Opformering af fre o
5.7.  Udsatning(er) med henblik pi forskning i biosikkerhed/risikovurdering m]

— Undersggelser af vertikal genoverforsel
— Krydsbestovning med konventionelle afgroder
— Krydsbestovning med vilde slagtninge
— Undersggelser af horisontal genoverfersel (overforsel af gener til mikroorganismer)
— Handtering af selvsdede planter
— Potentielle 2endringer i persistens eller spredning
— Potentiel invasionsevne
— Potentielle virkninger p& malorganismer
— Potentielle virkninger pa ikke-mélorganismer
— Observation af resistente slaegtninge
— Observation af resistente insekter

— Andre (beskriv narmere):

5.8.  Andenfandre type(r) udsatning(er): m]

(Beskriv naermere):

6. Udsetningens metode(r) og resultat(er) samt forvaltnings- og overvigningsforanstaltning(er) i relation til enhver risiko
for menneskers sundhed eller miljoet

6.1.  Risikostyringsforanstaltning(er)

Anfor venligst de risikostyringsforanstaltninger, der er anvendt for at undgd eller minimere spredningen af GMO'er uden for
udsztningsomradet eller -omréderne, og navnlig de foranstaltninger

— som ikke er anmeldt i den oprindelige ansggning

— som er anvendt ud over de i tilladelsen fastsatte betingelser

— som ifelge tilladelsen kun er kraevet under sarlige forhold (f.eks. terkeperioder eller ved oversvommelse)
— hvor anmelderen ifelge tilladelsen kunne valge mellem flere foranstaltninger.

Afkryds de relevante eksempler:

6.1.1. Forsdning/plantning:

— De genetisk modificerede fro/plante partier markes tydeligt (sa disse kan skelnes fra andre frg, rodknolde osv.) (beskriv naermere).

— Adskilt forarbejdning og transport af fre og planter (beskriv den anvendte metode og giv et eller flere eksempler pd indeslutningen
med henblik pd at undga spild i forbindelse med forarbejdning og transport).

— Overfledige fro/planter destrueres (beskriv den anvendte metode).
— Midlertidig indeslutning (anfer naermere).

— Sadskifte (angiv den eller de tidligere afgrode(r)).

— Andre (anfor hvilke):

6.1.2. I forbindelse med sdningen/plantningen:

— Metode anvendt til sdning/plantning.
— Temning og rensning af si- eller plantemaskiner i udsaetningsomrédet.

— Adskilt sdning/plantning (Giv et eller flere eksempler péd indeslutningsforanstaltninger for at undgd udslip under
sdning/plantning).

— Andre (anfer hvilke):
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6.1.3. Ilobet af udseetningsperioden:
— Isolationsafstand(e) (x meter)
— fra krydsningskompatible kommercielt dyrkede plantearter
— fra krydsningskompatible beslaegtede vilde plantearter
— Beplantning i randomrader (med samme eller en anden afgrede, med en ikke-transgen afgrede, x meter osv.)
— Bur/net/hegn/skiltning (angiv narmere)
— Pollenfalder (angiv narmere)
— Fjernelse af GM blomsterstandene for blomstringen (angiv med hvilken hyppighed de fjernes)

— Fernelse af stoklobere/slegtninge/hybridiseringspartnere (angiv med hvilken hyppighed de fjernes, x meter rundt om GM-
omradet osv.)

— Andre (anfor hvilke):

6.1.4. Ved udlobet af udseetningsperioden:

— Host/destruktionsmetoder (af afgraden eller dele af denne)/andre foranstaltninger (f.eks. indsamling og analyse af sukkerroepulp)
(beskriv naermere)

— Hest[destruktion inden fremodning
— Effektiv fiernelse af plantedele

— Adskilt oplagring og transport af afgreder/affald (angiv et eller flere eksempler pa indeslutning for at forebygge spild af
indsamlede frofafgroder/affald)

— Rensning af maskiner i udsatningsomradet
— Affaldets bestemmelse, hindtering af affald/overskudsudbytte/planterester (beskriv narmere)

— Handtering og dyrkningsforanstaltninger pd udsatningsomridet efter hosten (beskriv metoden eller metoderne, som benyttes til
at forberede og forvalte udsatningsomradet efter udsatningen, herunder dyrkningspraksis)

— ANAIE (DESKITY NETIMETE): 1orvuverrerresresresseasesessesssesssssssssssesssssses s s e s sneesnsesnnessnnssnneenns

6.1.5. Foranstaltninger efter hosten

Anfer, hvilke foranstaltninger der er truffet pd udsatningsomradet efter hosten:

hyppighed af besag (gennemsnit):

— efterfolgende afgrade (angiv narmere)

— sadskifte (angiv nermere)

— brakjord/ingen afgrede (angiv nzermere)

— overfladisk jordbehandling/plajefri dyrkning

— falsk sdbed

— bekampelse af selvsdede planter (angiv intervaller og varighed)
— passende kemisk(e) behandling(er) (angiv narmere)

— passende jordbehandling(er) (angiv naermere)

— andre (anfor hvilke).

6.1.6. Andre foranstaltninger (beskriv neermere)

6.1.7. Beredskabsplan(er)
Angiv:
a) om udsatningen forleb som planlagt
— Ja
— Nej (beskriv drsagerne til dette, f.eks. vandalisme, klimaforhold osv.): ........

b) om det var nedvendigt at treeffe foranstaltninger i henhold til en eller flere beredskabsplaner (artikel 6, stk. 2, litra a), nummer vi),
og bilag I B i direktiv 2001/18/EF)

— Nej

— Ja (beskriv nermere):
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6.2.  Overvigningsforanstaltninger efter udsatningen

Da den nuveerende rapporteringsmodel kan anvendes til den endelige rapport og en eller flere rapporter om overvigningen efter udscetningen,
anmodes anmelderen om tydeligt at skelne mellem disse rapporttyper ved udfyldelsen af dette afsnit 6.2. Anfor venligst, om

— planen for overvigningen efter udsatningen vil blive ivaerksat (hvis det drejer sig om en endelig rapport udarbejdet efter den
sidste host af de genetisk modificerede hojerestiende planter

— planen for overvigningen efter udsa@tningen er ivaerksat (hvis det drejer sig om en delrapport om overvigningen efter
udsaetningen)

— planen for overvigningen efter uds®tningen er afsluttet (hvis det drejer sig om en endelig rapport om overvigningen efter
udsaetningen)

— der ikke er krav om gennemforelse af en plan for overvigning efter udsetningen.
Hensigten med resultaterne af denne overvgning er at fi be- eller afkraftet tidligere antagelser i forbindelse med risikovurderingen.

Angiv venligst i henhold til ovennevnte tilfelde, hvilken eller hvilke overvigningsforanstaltning(er) der vil blive truffet, der traffes
eller er blevet truffet (i udsatningsomridet/i nerheden af udsatningsomrddet (f.eks. i udsatningsomridets randomrider)). Bemzark
venligst, at alle overvigningsforanstaltninger, der er truffet i hele perioden efter udstningen, skal anfores her.

Angiv:
— overvagningsforanstaltninger inden for omrddet
varighed:
hyppighed af besog (gennemsnit):
— observation af resistente slegtninge
— observation af resistente insekter
— bekampelse af selvsiede planter (angiv intervaller og varighed)
— overvégning af genflow (angiv neermere oplysninger)
— passende kemisk(e) behandling(er) ogfeller jordbehandling(er)
— andre (anfer hvilke):
— overvagningsforanstaltninger i tilstedende omréider
varighed:
hyppighed af besog (gennemsnit):
overviget omride:
— observation af resistente slegtninge
— observation af resistente insekter
— bekampelse af selvsiede planter ogfeller overvigning af forvildede populationer (angiv intervaller og varighed)
— overvégning af genflow (angiv neermere oplysninger)
— passende kemisk(e) behandling(er) ogfeller jordbehandling(er)

— andre (anfer hvilke).

6.3.  Plan og metode(r) for overvigningen

[ dette afsnit redegeres for overvigningsplanen og de metoder, der er anvendt til at fastsld de pdvirkninger, som skal rapporteres i det
naste afsnit (afsnit 6.4). Der redegores udferligt for eventuelle omformuleringer eller sndringer i planen, som blev fremlagt i
ansegningen og i SNIF (4) B.

[ tidsrummet mellem anmeldelsen og fremlaggelsen af den endelige rapport kan der vare udviklet ny videnskabelig viden eller
videnskabelige metoder, hvilket medferer en @ndring i de anvendte metoder. Det er sarligt @ndringer af den art, som skal anferes i
dette afsnit.

6.4. Konstaterede pivirkninger

6.4.1. Forklarende note

Alle resultater af udsatningen eller udsetningerne i relation til enhver risiko for menneskers sundhed eller miljoet skal anferes, uanset
om det af resultaterne fremgdr, at en risiko er aget, mindsket eller uendret.

Hovedmélene med oplysningerne, der afgives i dette afsnit, er:

— at be- eller afkrafte antagelser i miljerisikovurderingen om forekomsten og konsekvenserne af potentielle pdvirkninger fra
GMO’erne

— atidentificere pdvirkninger fra GMO’erne, som ikke blev forudset i miljerisikovurderingen.

(%) Model til resumé af anmeldelser — Summary Notification Information Format (=SNIF).
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GMO'ernes konstaterede pavirkning(er)/vekselvirkning(er)
— med hensyn til enhver risiko for menneskers sundhed

— med hensyn til enhver risiko for miljoet

skal rapporteres i dette afsnit

Der skal ofres sarlig opmarksomhed pd uventede og utilsigtede pavirkninger.

Nedenfor redegeres der for de pdvirkninger, som anmelderen i givet fald ma rapportere. Det er indlysende, at pdvirkningerne skal
betragtes pd baggrund af afgreden, den nye egenskab, recipientmiljoet samt konklusionerne i miljerisikovurderingen, der udferes i
hver enkelt sag. For at strukturere oplysningerne og lette en effektiv sagning i de afgivne oplysninger skal anmelderen s vidt muligt
anvende specifikke stikord ved udfyldelsen af tekstfelterne i kapitel 6, navnlig i afsnit 6.4.2, 6.4.3 og 6.4.4. Den nyeste ajourforte liste
over disse stikord findes p4 folgende internet-adresse: http://gmoinfo.jre.it

6.4.2. Forventede pavirkninger

Nearverende afsnit vedrorer »forventede pavirkninger« dvs. potentielle pdvirkninger, som blev identificeret allerede i anmeldelsens
miljerisikovurdering, og som derfor kunne forudses.

Anmelderne ber fremlaegge data fra den eller de udseetning(er), som bekrafter antagelserne i miljerisikovurderingen.

6.4.3. Uventede pavirkninger (%)

»Uventede pdvirkninger« henviser til pdvirkninger af menneskers sundhed eller miljoet, som ikke blev forudset eller identificeret i
anmeldelsens miljerisikovurdering. Denne del af rapporten ber indeholde eventuelle oplysninger med hensyn til uventede
pavirkninger eller observationer af relevans for den oprindelige miljerisikovurdering. Hvis der er konstateret uventede pdvirkninger
eller observationer, bor oplysningerne i dette afsnit vaere sd udferlige som muligt for at muliggere en korrekt fortolkning af dataene.

6.4.4. Andre oplysninger

Anmelderne opfordres til at fremlegge oplysninger, som kunne vere relevante for de pdgaeldende markforseg, ogsd selv om de ikke
er omfattet af anmeldelsen. Dette kunne ogsd omfatte konstaterede gavnlige pdvirkninger.

7. Konklusion

[ dette kapitel redegor anmelderen for sine konklusioner og de foranstaltninger, der er truffet eller bor traeffes pd grundlag af
resultaterne af udseetningen, hvad angdr yderligere udsatninger, og i givet fald anferer anmelderen oplysninger om ethvert produkt,
som vedkommende har til hensigt at anmelde pd et senere tidspunkt.

Oplysninger, der er fremlagt i denne rapport, betragtes ikke som fortrolige i henhold til artikel 25 i direktiv 2001/18/EF.
Dette hindrer ikke den kompetente myndighed i at kraeve yderligere fortrolige og ikke-fortrolige oplysninger fra anmelderen.

Fortrolige data bor fremleegges i et bilag til rapporteringsmodellen sammen med et ikke-fortroligt resumé eller generel beskrivelse af disse data, som
vil blive stillet til radighed for offentligheden.

DATO:

(°) Medmindre andet fremgér af artikel 8 i direktiv 2001/18/EF hvad angér behandling af @ndringer eller nye oplysninger.
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