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sekventering og
kartofler er vigtig

- for at brgdfede verdens befolkning i fremtiden

Genomik, big data og statistisk proediktion i planteforcedling.

Af Kére Lehmann Nielsen og Elsa Sverrisdottir,
Institut for kemi og biovidenskab, Aalborg Universitet

Udvikling af nye og bedre afgrgder er essentiel for at brgdfgde
de ni mia. mennesker, der vil vere pa planeten i 2050. Men
planteforedling er omkostningsfyldt, besvarligt og langsom-
meligt, fordi sandsynligheden for at kombinere de genvarianter,
der betyder noget for vigtige agronomiske traek, er ufatteligt
lille. Derfor planter, gror og evaluerer man ofte flere hundrede-
tusinde planter for blot at finde en enkelt, som er marginalt
bedre end eksisterende afgrgder. Kortlegning af genvarian-

ter ved DNA-sekventering og statistiske modeller som kan
forudsige ydeevnen af planter ud fra generne, kan radikalt gge
hastigheden, hvormed nye og bedre afgrgder kan udvikles.
Fundamentet for disse muligheder er den ekstreme udvikling i
DNA-sekventeringsteknologi, som er sket de sidste 10 ar.

Udfordringen

De eksisterende sorter, som dyrkes pa marken i dag, er hoved-
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sageligt udviklet ved traditionel planteforadling. Det bestar let
forsimplet i, at man tager to foreldre, som man via observation-
er (fenotypebestemmelse) ved, har gode egenskaber, krydser
dem, samler og planter frg herfra, og lader afkomspopulationen
gro. Disse planter udsattes for omfattende fanototypebestem-
melse typisk over flere ar for forskellige agronomiske trek,
hvorefter man udvelger de fa afkom, som har bedre egenskaber
end foreldrene.

Princippet er jo ikke specielt indviklet, men processen er ufat-
telig ineffektiv. Lad os i et teenkeeksperiment antage, at for en
kompleks egenskab som udbytte (kompleks betyder, at flere
gener pavirker egenskaben), er det ikke urealistisk, at 50 gener
har en rimelig betydning for udbyttet. Hvis vi endvidere antager,
at der i de to forzeldre tilsammen er for hvert af disse gener en
genvariant, som pavirker traekket positivt og tre genvarianter,
som ikke pavirker det neevneveardigt, sa vil chancen for at fa en
enkelt optimal plante, som indeholder den positive genvariant for
alle 50 gener veere 0,5%°. En ufattelig lille chance. Det betyder,

at man skal gro 10 planter for at have en rimelig chance for at
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fa det optimale afkom af de to
foraeldre. For kartofler, hvor en
plante fylder ca. 0,25 m? ville et
sadant forsgg fylde halvdelen af
planeten Jorden (inklusiv hav,
land, is og sger). I realiteten, nar
man er et foredlingsfirma, der
har kapacitet til at gro maske
250.000 planter om aret, er

der altsa virkeligt tale om et
lottospil.

DNA-sekventering
Frederick Sanger og Walter
Gilbert fik i 1980 Nobelprisen i
kemi for metoder til at be-
stemme rekkefglgen af baserne
i1 DNA, som de havde udviklet
fa ar fgr. Dermed fik videnska-
ben mulighed for at afkode den
genetik, som er afggrende for
egenskaberne (feenotyperne) for
alt liv. Indtil ca. ar 2005 blev

DNA-sekventering udfgrt hovedsageligt pa samme made som
Frederick Sanger gjorde i 1977. Men siden er det gdaet meget
steerkt, figur 1. Hvor det i 2005 kostede ca. 1.000$ at sekven-
tere 1 mio. baser, koster det i dag 10 cents, altsa 10.000 gange
mindre. Der er virkelig tale om en revolution: Hvis samfundets
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Figur 1. Prisen for sekventering af 1 Mbp fra 2001 fil 2015. Bemaoerk Logaritmisk skala. Data fra: Wet-
terstrand KA. DNA Sequencing Costs: Data from the NHGRI Genome Sequencing Program (GSP).
Tilgcengelig her: www.genome.gov/sequencingcostsdata.

produktivitet havde forbedret sig med samme hastighed, kunne
vi have reduceret vores arbejdsuge fra 37 timer 1 2005 til 13
sekunder i 2015!

Det, der virkelig har betydet noget for effektiviteten af
DNA-sekventering, er miniaturisering af reaktionen og auto-
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Genotypebestermmalse Statistiskmadel

Mindre traeningspopulation

Fanotypebestemmelie X Genotypebestermmelse = Statistisk model

Dermed kan man identificere den
genetiske variation ved DNA-se-
kventering, genotypen, af de enkelte
i " individer. Ved at bestemme béade
genotypen og fenotypen af en trae-
ningspopulation kan man identifice-
re hvilke genvarianter, der pavirker
feenotypen. Med denne information
kan man lave prediktive statistiske
modeller, som kan forudsige, hvilke
egenskaber et individ har i en popu-
lation, hvor man ikke kender faeno-
typen allerede pa frg eller spiresta-
diet. Frget indeholder jo de samme
gener, som den voksne plante, og
med denne forudsigelse kan man pa
dette tidligere stadie kassere langt

= Selektion

Figur 2. Forcedlingsprogram ved brug af genomisk proediktion. En mindre reproesentativ
population af planter bliver b&de faenotype- og genotypebestemt. Disse data bruges til at
bygge den statistiske model. Herefter anvendes den statistiske model pd genotypedata pé
den meget starre forcedlingspopulation til at foretage selektion af de bedst egnede planter.

matisering af detektionen. Hvor man i 1995 lavede Sanger-
sekventering i fire plastikrgr med efterfglgende gelelektroforese
og eksponering og fremkaldelse af rgntgenfilm for en enkelt
reaktion, er reaktionen nu virkelig high throughput. Reaktionen
foregar i 1 um clustre af ca. 1.000 identiske DNA-molekyler
kovalent bundet til en glasoverflade og detektion sker via lys og
fluorescerende grupper kovalent koblet til de nukleotider, som
udggr byggestenene i DNA. Der kan vare rigtig mange (ca.
1.000 pr. mm?) af sddanne clustre pa overfladen af et mikrosko-
pobjektglas. En illustrativ video af teknologien fra sekvente-
ringsfirmaet Illumina kan ses her (http://www.illumina.com/
techniques/sequencing/dna-sequencing.html). Det bgr retfer-
digvis siges, at der findes andre sekventeringsteknologier pa
markedet, men Illumina har langt den stgrste markedsandel.
Kernereaktionen i teknologien er den samme, som Frederick
Sanger udnyttede: DNA-syntese sker via en kopiering af en
template (den komplementere DNA-streng) og begynder fra

en primer (en lille stump DNA eller RNA). Enzymet DNA-
polymerase katalyserer dannelsen af en fosfodiesterbinding
mellem primerens 3’-OH gruppe og nukleotidets 5’-PO > under
fraspaltning af pyrofosfat og vand. Kun det nukleotid, som er
komplementer til templatestrengen og kan danne de rigtige
Watson-Crick baseparringer, bliver pasat. I Illumina-sekven-
tering udnyttes det, at 3’-OH gruppen er blokeret med en fluore-
scerende gruppe, som har forskellig farve for hver af de fire
baser. Det bevirker, at reaktionen efter inkorporering af et nu-
kleotid gar i sta, hvorefter en laser og detektor kan afleese far-
ven af de fluorescerende grupper, der sidder pa hvert cluster pa
overfladen, og man far dermed direkte information om DNA-
sekvensen af clustrene. Herefter klgves den fluorescerende
gruppe af efterladende en fri 3’-OH gruppe, som kan udnyttes
til at kgre cyklus igen. I dag kan man kgre 250-500 cyklusser
og pa den made fa 250-500 basepar DNA-sekvensinformation
fra hvert molekylecluster. Processen er uhyre effektiv: en enkelt
kgrsel pa vores nye sekvenator i Aalborg, som er blevet kgbt

for penge fra Poul Due Jensens fond genererer op til 1 trillion
basepar DNA-sekvens.

Muligheder

Denne teknologirevolution betyder, at selvom alle hgjere livs-
former indeholder rigtigt meget DNA (0,5-10 mia. basepar), er
det nu teknologisk muligt og gkonomisk realistisk at sekven-
tere genomer helt eller delvist af hele populationer af planter.
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stgrstedelen af afkommet, som man
derfor ikke behgver at bruge ressour-
cer pa at gro og evaluere. Proces-
sen, som kaldes genomisk assisteret
foredling, er illustreret i figur 2. Nar
chancen for at finde det optimale afkom er mikroskopisk (jf.
tenkeeksperimentet i begyndelsen af artiklen), er det centralt
at bruge den begrensede vekst og evalueringskapacitet, der
findes hos foredlerfirmaerne til at gro planter, som faktisk har
en rimelig chance for at vere bedre end foreldrene. Det er altsa
nemmere at fa syv rigtige i lotto, hvis man pa forhand kender
seks rigtige tal.

Kartofier

Pa Aalborg Universitet har vi efterhanden i en del ar arbej-

det sammen med den danske kartoffelindustri om at udvikle
molekyl@re og statistiske metoder til at understgtte genomisk
assisteret foreedling i det praktiske foreedlingsarbejde. Arbejdet
er stgttet af bade offentlige og private fonde. Men hvorfor kar-
tofler? Udover at kartofler smager godt, kan kartofler producere
ca. det dobbelte antal kalorier pr. m? end korn, majs og ris,

og derfor er kartofler ogsa “den fattige mands” afgrgde. Bade
historisk i Irland i fgrste halvdel af 1800-tallet, og i dag, hvor
dyrkning af kartofler er under sterk vaekst i lavindkomstom-
rader i Afrika og Asien. Hvis malet er at brgdfgde verdens be-
folkning, ogsa i en fremtid hvor vi har 10 mia. munde at meatte
hver dag, er udbytte pr. hektar en vigtig egenskab. Der er jo
ikke mere regnskov at konvertere til landbrugsjord. Herudover
har kartofler en s@rdeles indviklet genetik; i stedet for to kopier
af hvert kromosom har de fire, og der er en enorm genetisk
diversitet tilstede. Den genetiske diversitetsforskel mellem to
elitekartoffelsorter er ca. seks gange stgrre end forskellen mel-
lem en elitetomat og de vildarter af tomat, der findes i naturen.
Det betyder, at de genetiske kombinationsmuligheder er endnu
stgrre end i1 vores tankeeksperiment, og dermed er chancen for
at fa en vinder endnu mindre. Blandt andet dette har forarsaget,
at kartoffelforadlingen de sidste 50 ar ikke har kunnet fglge
med andre afgrgder: hvor udbyttet af korn, majs og ris er blevet
250% forgget siden 1960, er udbyttet pa kartoffelmarker kun
forgget med 150%. Men det betyder ogsa, at effektive praedik-
tive algoritmer baseret pa genotyper har potentiale til at have
en endnu stgrre effekt i kartoffelforeedling end i foredlingen

af andre afgrgder, simpelthen fordi kartoflen i mindre grad har
optimeret sit genetiske potentiale i de sorter, vi har til radighed
i dag.
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