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Forord

Nzerveaerende rapport er resultatet af et samarbejde mellem Kgbenhavns og Aarhus Universiteter, samt SE-
GES. Arbejdet er udfgrt af Universiteterne, mens SEGES er projektleder og bevillingsindehaver. Projektet er
initieret af Udvalget for Konkurrencedygtig Planteproduktion, der har deltagelse af Baeredygtigt Landbrug,
Landbrug og Fedevarer og de danske planteforadlingsfirmaer reprasenteret ved Crop Innovation Denmark.
Projektet er stgttet af Promilleafgiftsfonden for Landbrug, og arbejdet udfgres i arerne 2017, 2018 og 2019.
| rapporten praesenteres status pa projektet ved udgangen af 2018.

Projektets overordnede formal er at sikre danske landmaend adgang til sorter af korn, graes og kartofler, med
en bedre udnyttelse af de for plantevaeksten afggrende ressourcer kvaelstof og vand. Kgbenhavns Universitet
undersgger sorter og linjer af korn, graes og kartofler, for deres rodvaekst og kvaelstofoptag, mens Aarhus
Universitet genotyper og undersgger den genetiske baggrund for egenskaberne. Projektet skal resultere i ny
viden om effektiv udnyttelse af vand og kvaelstof, der kan udnyttes af foraedlerne i arbejdet med at foraedle
nye og bedre sorter, tilpasset et skiftende klima.

Der har Igbende vaeret afholdt mgder, hvor resultaterne er praesenteret for de fire danske firmaer der for-
adler korn graes og kartofler, det er Nordic Seed, Sejet Planteforaedling, DLF og Danespo.

Efter indledning og et kort sammendrag, fglger rapportens struktur de enkelte arbejdspakker og del-arbejds-
pakker i projektansggningen.
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Introduktion

Der er et forstaerket politisk fokus i retning af et biobaseret samfund, hvor planteproduktionen ogsa skal
erstatte fossile rastoffer samtidig med, at der er lagt op til en mere baeredygtig produktion. Planteprodukti-
onen er derudover konstant udfordret af strenge krav til hvor meget miljget ma belastes. Samtidig stiger
verdens befolkning, uden at det globale landbrugsareal kan udvides.

Danmark far i fremtiden et varmere og vadere vejr med flere ekstremer. Temperaturen i Danmark er steget
med 1,5 grader siden 1873. | samme periode er nedbgren steget med 15 %, og vindforhold og vandstande
har ogsa aendret sig. Den globale gennemsnitstemperatur er siden 1880 steget med ca. 0,85° celsius
(https://www.klimatilpasning.dk).

Baseret pa viden fra The Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) er de vigtigste forventede an-
dringer:

e Mere regn. Vi far mere regn om vinteren og mindre om sommeren. Om sommeren far vi bade flere
t@rkeperioder og kraftigere regnskyl.

e Mildere vintre. Vintrene vil blive mildere og fugtigere. Det betyder, at planternes vaekstsaeson kan
blive forlaenget.

e Varmere somre. Somrene bliver varmere, og der kan komme flere og laengere hedebglger.
e Hgjere vandstand. Der forventes en generel vandstandsstigning i havene omkring Danmark.
e Mere vind. Vi kan forvente flere kraftige storme.

o Storre skydaekke. Vi far generelt et svagt stigende skydaekke og stigningen vil vaere stgrst om vinte-
ren.

Saledes bliver fremtidens klima i Danmark varmere og mere ekstremt, og landbrugsafgrg@derne vil blive udsat
for flere harde tgrkeperioder i Igbet af vaekstsaesonen.

Klimaaendringer, kombineret med miljgkrav betyder, at hvis fadevareproduktionen fortsat skal holde trit med
behovet kraever det store investeringer i foraedlingen af en raekke landbrugsafgrgder. Der er behov for at
udvikle sorter der er mere ressource effektive og hardfgre, og har en stgrre stresstolerance. Udvikling af
sorter med bedre rodvaekst vil vaere et vigtigt bidrag til at opna afgr@der med stgrre stresstolerance, iseer
dybere rodvaekst vil vaere vigtig for bedre vandudnyttelse i tgrre perioder, og ogsa for optagelse af dybtlig-
gende N, som ellers er under hgj risiko for at tabes ved udvaskning.

Foraedling for bedre og dybere rodvaekst heemmes i hgj grad af at studier af rodvaekst er tids- og ressource-
kraevende, der mangler metoder der g@r det muligt at lave feenotyping af mange genotyper for god rodvaekst
og funktion. RadiMax rodanlaegget pa Kgbenhavns Universitet er bygget med netop det formal. En stor del
af arbejdet i Robusta projektet handler om at udvikle og udnytte mulighederne i RadiMax anlaegget. Sa det
bliver muligt at gennemfgre omfattende malinger af hgj kvalitet i RadiMax anlaegget, og bruge resultaterne
i den videre genetiske kortlaegning og foraedling for forbedrede rodsystemer.


https://www.klimatilpasning.dk/

Det overordnede formal med Robusta projektet er at sikre danske landmaand adgang til robuste sorter af
korn, graes og kartofler, der er tilpasset fremtidens klima.

Referencer

IPCC. AR6 Synthesis Report: Climate Change 2022: https://www.ipcc.ch/report/sixth-assessment-report-cy-
cle
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Sammendrag af de enkelte arbejdspakker

Arbejdspakke 1. Feenotypning for rodvaekst og rodfunktion

1.1. Vand og kvaelstofeffektivitet

Der erigennem 2017 og 2018 gennemfgrt en raekke forsgg med isotopmaerkning og naturlig isotop berigelse,
da disse metoder kan give direkte faanotyping for rodfunktion, der ligesom data fra dronebilleder kan udggre
et vigtigt supplement til data for rodvaekst. Der er i 2018 gennemfgrt et stort arbejde hvor vi maler sorternes
optagelse af °N kvaelstof fra stor dybde, og ved hjzelp af naturlig berigelse med *C maler hvor tgrkestressede
de har veeret. De mange prgver er sendt til analyse, og vi afventer resultaterne i Igbet af de fgrste maneder
af 2019. Vi har i Igbet af 2018 faet resultater af de mindre omfattende isotopstudier der blev gennemfgrt i
2017. Resultaterne har vist at isotopmetoderne er lovende, at vi kan arbejde med bade °N, 13C samt tungt
vand 2H,0 for direkte maling af dyb vandoptagelse. De opndede data er ogsd med godt resultat brugt som
test af RadiMax anlaeggets funktion.

1.2. Herbicidkasse

Det blev aftalt i styregruppen at nedprioritere arbejdet med videreudvikling af herbicidkasse metoden, fordi
det var afggrende at sikre de ngdvendige ressourcer til udviklingen af billedanalyse for rodveekst, og for at
kunne fokusere ogsa arbejdet med isotop-tracere til RadiMax anlaegget og i mindre omfang markforsggene.

1.3. Markforsggene, maling af vaekst og N effektivitet

Der er gennemfgrt forsgg med hvedesorter i 2018 pa 4 lokaliteter, sorter som ogsa indgar i RadiMax studi-
erne, sadan at vi kan sammenholde effekterne malt pa de 4 lokaliteter med rodvaekst malt i RadiMax. Der er
anlagt nye vinterhvedeforsgg pa 4 lokaliteter hvor der ogsa er installeret minirhizotroner til maling af rod-
vaekst i Ipbet af 2019. Sorterne er udvalgt pa baggrund af roddata malt i RadiMax i 2018. Endelig er der gen-
nemfg@rt “physiologisk phenotyping” pa materiale fra bygforsgg i 2017, fra de 4 lokaliteter i 2018 og fra dele
af RadiMax forsggene i 2019. Et vigtigt delresultat er at maling af bestemte enzymaktiviteter i fanebladene
ved skridning giver en hgj grad af forudsigelse af sorternes proteinindhold ved hgst.

1.4. Feenotypning i RadiMax anlaegget
1.4.1-3. Billedanalyse af rodvaekst

Efter indsatsen i Robusta projektet i 2017 var vi i stand til at gennemfgre de fgrste billedanalyse-baserede
rodopggrelser fra RadiMax. Arbejdet i 2018 har isaer vaeret fokuseret pa tre problemstillinger, 1) dels at for-
bedre kvaliteten af billedanalysen ud fra de fgrste resultater med der blev opnaet med billedanalysen, 2) at
fa udviklet og opskaleret systemet sa de store mangder billeder kan analyseres inden for kort tid efter film-
ning i marken, og 3) at fa analyseret rodbilleder fra 2018, og billeder fra 2017 forsggene, som det ikke var
muligt at fa analyseret i 2017, eller som kun er analyseret med manuel opggrelse.

Sidst pa aret 2018 tog vi en ny metode til billedanalyse i brug, hvor vi ved hjaelp af “kunstig intelligens” kan
traene computere til at identificere redder pa billederne. Metoden gav meget hurtigt lovende resultater, med
bade hgj kvalitet af billedanalysen og reduktion af arbejdstiden for at opna gode data, og vi planleegger derfor



at arbejde videre med denne metode til at forbedre rodopggrelserne, bade af eksisterende billeder og de
fremtidige billeder vi opnar.

1.4.4. Feenotyping af overjordiske plantedele i RadiMax

Hovedaktiviteterne i 2018 har vaeret at udvikle og effektivisere billedanalysen af dronebillederne, sa billeder
taget i marken nu hurtigt kan omsaettes til data der kan anvendes i statistisk analyse, og at gennemfgre om-
fattende droneflyvning og billedtagning af bade hvede og kartoffelafgrgderne i RadiMax forsgget. De fgrste
data fra dronebilleder er nu sammenholdt med roddata, udbyttedata og genetiske informationer.

Arbejdspakke 2. Dataintegration og selektion af foraedlingsmateriale

Arbejdspakke 2 udfgres af Aarhus Universitet. Formalet med Arbejdspakke 2 er:

e Atudvikle og implementere en anvendelsesorienteret selektionsstrategi, som g@r det muligt at iden-
tificere det bedste foraedlingsmateriale for byg, hvede, greesser og kartofler til baeredygtig intensive-
ring af dansk landbrug.

e At udvikle og implementere en anvendelsesorienteret foraedlingsstrategi, der hurtigere og mere
praecist kan selektere for vand- og kveaelstofudnyttelseseffektivitet i graesser, byg, hvede og kartofler.

e At udvikle og implementere en anvendelsesorienteret analysestrategi som ggr det muligt at foraedle
for forbedret abiotisk- og biotisk stresstolerance og udbyttestabilitet i forskellige miljger.

2.1. Udvikling af analyseprocedurer til selektion for vand- og kveelstofudnyttelseseffektivitet

Nar planteforaedleren i dag udvaelger materiale til en ny sort, sker det pa baggrund af forskellige forsggsda-
ta, der er indsamlet gennem vaekstsaesonen. | de senere ar er foradlingsprogrammerne blevet forbedret for
en del arter. Teknologien hedder Genomisk Selektion (GS) og baserer sig pa det genetiske potentiale, der
ligger gemt i planternes DNA (genomet).

Genomisk selektion gav forskere og foraedlere hab om, at moderne GS-baseret planteforzadling ville blive
hurtigere og mere effektivt. Men sa enkelt skulle det ikke vaere. Det har nemlig vist sig, at planters faenotype
ikke kun opstar som fglge af andringer i den genetiske kode — men ogsa som fglge af andringer i vores
geners organisering eller, populzert sagt, deres arkitektur.

Den information, som pavirker genarkitekturen, findes ikke i vores genetiske kode, men i modifikationer om-
kring vores DNA. Og det har vist sig, at denne information bliver kopieret og givet videre i lighed med den
genetiske kode, nar vores celler deler sig.

Vores celler indeholder altsa anden 'arvelig' information end den genetiske kode. Med den erkendelse er
forskning i sakaldt 'epigenetik' stormet frem i den internationale forskningsverden de seneste ar.

Resultaterne har pa flere punkter vendt op og ned pa vores forstaelse af helt grundleeggende forhold omkring
planters udvikling, og det har udfordret vores opfattelse af, at den genetiske kode eksklusivt betinger disse
processer.



Vi har som en del af arbejdspakke 2.1 udviklet analyseprocedurer pa DNA-, RNA- epigenetisk niveau til selek-
tion for vand- og kveelstofudnyttelseseffektivitet. Procedurerne er blevet anvendt i byg (150 prgver), kartofler
(96 prover) og i rajgraes (600 prgverne).

Arbejdspakke 2.2. Praediktion og selektion for vand- og kvaelstofudnyttelseseffektivitet i graesser,
cerealier og kartofler

| arbejdspakke 2.2 kombineres de faenotypiske data fra AP1, med data pa DNA-, RNA- epigenetisk niveau fra
AP2.1 for at forklare den faeenotypiske variation mellem sorterne. Malet er at udvikle mere preaecise praadikti-
onsmodeller der forklarer den faanotypiske variation, og derigennem gge praecisionen i selektionen for bedre
udnyttelse af vand og kvaelstof i RadiMax-faciliteten.

| 2018 er der udfgrt transcriptomanalyse, differentiel genekspressionsanalyse og epigenetiske analyser i var-
byg. Der blev praedikteret en raekke komplekse egenskaber bl.a. roddybde, hvor hele 64 pct. af den feenoty-
piske varians kunne forklares vha. alle OMICS-data.

| alm. rajgraes blev der udfgrt transkriptomanalyse, differentiel genekspresionsanalyse og gen-coekspressi-
onsanalyse. Analysedataene blev brugt i praediktionsmodeller, for at praediktere forskellige kvalitetspara-
metre og for rodleengde malt i RadiMax anlagget. Modellerne forklarede 71 procent af variationen i rod-
leengde dybere end 100 cm.

Der blev gennemfgrt epigenetiske analyser i kartofler, og identificeret en raekke positioner pa genomet der
blev methyleret som respons pa tgrkestress.

Resultaterne viser, at man kan opna en betydelig hgjere pracisionen i selektion for bedre udnyttelse af vand
og kvalstof ved at inkludere data pa DNA-, RNA- epigenetisk niveau i foreedlingsprocessen. Vi har derfor som
nogle af de fgrste i verden udviklet metoder til, hvordan vi kan vi kan inkludere epigenetik i praktisk plante-
foraedling. Det giver nogle helt nye perspektiver og vil kunne afhjeelpe nogle af de begraensninger, der ligger
i de nuvaerende foraedlingsstrategier.



Arbejdspakke 1. Feenotypning for rodvaekst og rodfunktion

Arbejdspakke 1 udfgres af Kgbenhavns Universitet. Formalet med arbejdspakken er at skaffe data for sorts-
variation i rodvaekst og rodfunktion hos sorter af vinterhvede, varbyg, greesser og kartofler. Metodiske ud-
fordringer er fortsat en vaesentlig forhindring for effektiv rodfaenotypning. Der er derfor lavet en betydelig
indsats med forbedring af metoder bade til den direkte rodobservation (billedanalyse), til maling af rodfunk-
tion (iseer isotopstudier af vand og N optagelse), og metoder til indirekte maling af rodfunktion via maling pa
respons i topvaekst og stress.

1.1. Vand og kveaelstofeffektivitet

Kristian Thorup-Kristensen, Tomke Susanne Wacker og Simon Fiil Svane

Der er i 2018 gennemfg@rt omfattende studier med brug af isotoptracere til at male afgrgdernes dybe opta-
gelse af vand og kvaelstof (maerkning med 2H,0 og °N), samt lavet analyse for naturlig berigelse med *3C som
indikator for tgrkestress. Alle 3 isotoper kan dermed bidrage til faenotyping for dyb rodvaekst i RadiMax for-
spgene, og 3C kan ogsa bidrage til estimater for tgrkestres i markforsggene i Robusta. Der gar en del proces-
tid fra forsggene er gennemfgrt til vi har isotop-analyse data til radighed, det er derfor data fra de mindre
omfattende isotopstudier i 2017 vi nu har klar, mens data fra forsggene i 2018 vil blive tilgengelige i Igbet af
de fgrste maneder af 2019.

Vi har arbejdet med N i udvalgte genotyper i RadiMax forsggene siden 2016, og i 2018 har vi forsggt at
bruge det til egentlig faenotyping, pa linje med selve rodmalingerne. For bade hvede og kartofler blev °N
tilfért med vandingssystemet i en dybde udvalgt til at vaere i den dybeste del af rodsystemet. Dermed kunne
vi tilfere N til alle linjer, i bdde den side af RadiMax hvor der er minirhizotroner og i den modsatte side.
Dermed far vi dobbelt s3 mange gentagelser pa >N malingerne som vi har pa rodmalingerne, hvilket vil give
en forbedret sandsynlighed for at vi kan opnd god statistisk sikkerhed. Maling af °N optagelse er samtidig et
direkte mal pa sorternes rodaktivitet, sa det er alt i alt en meget lovende metode. Prgverne er sendt til ana-
lyse, vi afventer nu resultaterne i starten af 2019.

For 2H,0 og 13C lavede vi de fgrste studier i RadiMax i2017, og opnaede forelgbige lovende resultater. 1 2018
har vi tilfgrt 2H,0 til udvalgte linjer i stigende dybde langs mini-rhizotroner i bdde hvede og kartofler. Der blev
i de fglgende dage opsamlet transpirationsvand fra 5 forskellige tilfgrselsdybder i hver af linjerne. Formalet
var dels at fa bedre resultater for den generelle sammenhang imellem tilfgrelsesdybde, rodvaekst og vand-
optagelse, og at undersgge om vi kan finde sikre genotype forskelle med metoden, og fa stgrre erfaring med
metoden og dens potentiale, sa den evt. fremover kan bruges til egentlig phenotyping pa samme made som
vi har prgvet med °N i 2018. De fgrste resultater med naturlig berigelse med 3C fra 2017 var lovende, og vi
har derfor valgt at f& analyseret alle prgverne fra >N maerkningen i 2018, prgver af halm/kerne/kartofler fra
KU linjerne i de to arter, og det samme med hvedeprgver fra markforsggene, bade prgver af biomasse ved
blomstring og af halm og kerne ved hgst. Med den kraftige tgrke i 2018 er der ekstra god chance for at vi 13C
malingerne vil give vaerdifulde resultater.
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1.1.3. >N maerkning, kvaelstofeffektivitet og dokumentation af RadiMax anlaegget i 2017

Forspgene med N maerkning af udvalgte genotyper i byg i 2017 viste en klar sammenhang imellem rod-
dybde og optagelse af N fra de forskellige dybder, og der blev fundet en stgrre °N berigelse i genotyper der
viste hgj rodtaethed i de dybere jordlag. Ud fra resultaterne frem til og med 2017 har vi konkluderet at me-
toden er lovende som egentlig feenotyping metode, og det har dannet grundlag for arbejdet i 2018, som
beskrevet ovenfor.

1.1.4. Maerkning af vand med 2H,0, méaling af vandeffektivitet og dokumentation af RadiMax anlaeg-
get

12017 blev der tilfgrt H,0 vand til udvalgte linjer af graes. Som med N fandt vi en god sammenhang imellem
berigelsen i transpirationsvandet fra forskellige dybder og den generelle rodvaekst af graesset. Der blev ikke
fundet nogen sammenhaeng imellem de enkelte sorters rodvaekst og 2H,0 berigelse. Vi forventer at resulta-
terne kan forbedres ved optimere metoden, bl.a. ved at vente laengere vente laengere fra tilfgrsel af 2H,0 til
opsamling af transpirationsvand til analyse. Metoden ser generelt lovende ud, og er som med *°N en direkte
maling af rodaktivitet, men skal optimeres for mere omfattende brug, f.eks. som egentlig faenotyping me-
tode. | forsggene i 2018 har vi arbejdet med at optimere metoden, sa vi kan vurdere og forbedre dens an-
vendelighed.

1.1.5. d*3C analyser og vandeffektivitet i RadiMax og i markforsggene

Maling af d13C bygger pa naturlig isotop diskrimination, hvor der bygges lidt mindre 13C ind i planternes
biomasse nar planterne er velforsynede med vand, end nar planterne er tgrkestressede. Malinger pa mate-
riale af bade graes og byg i 2017 bekraeftede at tgrkestres gradienten i RadiMax virker som gnsket, det kunne
males pa d3Ci begge plantearter, selvom 2017 var fugtigt og keligt. | graesserne var der en klar sammenhaeng
imellem de mélte roddybder 23. maj og d*3C i plantematerialet, dog baseret pa kun 6 sorter. | byggen var
sammenhangen ikke sa klar, maske pa grund af de problemer der ogsa har gjort det sveert at finde tilstraek-
keligt sikre forskelle i sorternes rodvaekst. Analyser af prgver fra markforsgget pa KU viste ogsa lovende re-
sultater, hvor effekten af den tgrre periode tidligt pa vaekstsaesonen 2017 sa ud til at give resultater udslag
pé d3C pa proverne taget ved skridning og i halmen ved hgst, men ikke i kernerne som var dannet under de
fugtige forhold midt pa sommeren.
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1.3. Markforsgg med sorter og N udnyttelse

Kristian Thorup-Kristensen, Saqib Saleem Akhtar, Thomas Georg Roitsch

1.3.1. Markforsgg med sorter og N udnyttelse, - aktiviteter 2018

1) Der er gennemfgrt forsgg med sorter af vinterhvede som del af Landsforsggene, pa 4 lokali-
teter.

2) Vi har fortsat analysen af prgver og resultater fra de tilsvarende forspg med varbygsorter
gennemfgrt i 2017, ikke mindst “fysiologisk faenotyping”.

3) | efteraret er hvedeforsgg til seesonen 2019 blevet anlagt pa 4 lokaliteter. Der er blevet ud-
valgt sorter ud fra rodmalinger i RadiMax forsgget i 2018, sa der indgar sorter som vi har
malt til at have henholdsvis dyb og ikke sa dyb rodvaekst. | 4 af sorterne, med stgrst mulig
variation i rodveaekst er der installeret minirhizotroner til rodmalinger i 2019 pa alle 4 lokali-
teter.

Hvedeforsgg 2018: Der blev planlagt i alt 5 forsgg, et pd KUs arealer og 4 andre steder. Der blev dyrket 7
sorter, valgt pa baggrund af bl.a. RadiMax resultater fra 2016, forskelle kvaelstofudnyttelse og proteinindhold,
og valg af sorter som samtidig indgik i forsgget i RadiMax i 2018. Prgver fra skridning og fra halm og kerne
fra hgsttidspunktet er nu under analyse for kvaelstofindhold og for 3C berigelse, som kan vise i hvor hgj grad
planterne har vaeret tgrkestressede under veeksten. Samtidig er der taget prgver til “fysiologisk faanotyping”,
incl. prgver fra de samme sorter i RadiMax, bade under velvandede og t@rre forhold, prgverne er nu under
analyse. Forspgene har desveerre veeret ramt af de meget specielle vejrforhold i 2017 og 2018. Et forsgg
kunne ikke anleegges pa grund af de meget vade forhold i efteraret 2017, og to af forsggene var hardt ramt
af terken som bl.a. betgd meget stor variabilitet i forsggene, sa resultaterne er af begraenset vaerdi. Dermed
er 2 forspg, pa KU og ved Holstebro, gennemf@rt med godt resultat, mens resultater fra 2 andre skal tolkes
med forsigtighed.
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Varbygforsgg 2017: Forsggene er afrapporteret i sta-

W Tocada ®laurikka ™ Evergreen ™ RGT Planet M invictus M Flair ®Simba

halm ved hgst, samt maling af enzymaktiviteter (fysi-

" P:G< 0,001 tusrapporten fra 2017, men analyse af resultaterne
gj B i 0472 er i betydeligt omfang gennemfgrt i 2018, med ana-
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til hgst, mistede afgrgden ved Holstebro ca. 40 kg
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sorter og isaer imellem lokaliteter, sa er forskellene
pa Nikerne (kg/ha) ret sma, ca. 120 kg N/ha i Tastrup
og ca. 100 kg N/ha pa de 4 andre lokaliteter, og fra

Figur 1 Effekt af vdrbyg genotyper dyrket pd 5 lokaliteter pd ca. 100 kg N/ha for Invictus og Laurikka til ca. 96 kg

aktivitet af GGPDH | faneblade ved blomstring (A), under ker- N/ha for Evergreen og Tocada. Med den store varia-
nefyldning (B) og i kerner under kernefyldning (C). Error bars
viser SF (n=2).

Taastrup Ebjerg

tion imellem de 4 lokaliteter giver resultaterne en
god baggrund for forstaelse af forskellene i kvaelstof-
udnyttelse, og sammenhangene imellem N udnyttelse og enzymaktiviteter.

1.3.2. Physiologisk faenotyping via enzymaktivitet, varbyg 2017

Baggrund

Enzymaktiviteter udggr de grundlaeggende processer som er afggrende for afgrgdernes veekst og agronomi-
ske egenskaber. | planterne foregar der regulering pa flere niveauer, fra genetiske forskelle, til regulering af
genekspression frem til aktive enzymer, men det er enzymaktiviteten der er afggrende for de processer der
faktisk foregar i planten under dens vaekst og tilpasning til omgivelserne. Enzymaktiviteter antages derfor at
give robuste mal for planterns reaktion pa vaekstbetingelserne, bade biotiske og abiotiske pavirkninger.
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Metode til maling af enzymaktiviteter for kulhydratomsaetning

Der blev taget prgver af bygplanter

af 7 varbygsorter. Prgverne blev ta- Genotypex

Genotype Location (5, Location

Genotype x
Genotype Location (2 Location

Genotype x
Genotype _Location (2) Location

get af fanebladene ved blomstring
og igen af henholdsvis faneblade og
den umodne kerne midt under ker-
nefyldningen. Ved blomstring blev
der taget prgver fra alle 5 lokaliteter,
og under kernefyldning fra 2 lokali-
teter (Esbjerg og Tastrup). | Tastrup aldolase

AGPase

blev der taget prgver af planter dyr-
ket ved 2 kvelstofniveauer (stan- verese
dard, og standard minus 40 kg N/ha).

Analyserne blev gennemfgrt som

beskrevet i Jammer et al, (2015) Data of 5 locations Data of 2 locations
Taastrup, Eshjerg, Ringsted,

using buffer B, og aktiviteten af 13 Holstebro,Odense st

vigtige enzymer der indgar i planter-

nes omsatning af kulhydrater blev Figure 2:: “Heat map” der viser overblik over aktivitet af 13 enzymer i forskellige
malt, de 13 enzymer var: cell wall in- 9¢ n?,t,),/per. dy rket .péfo.rs,ke.”ige.,/?ka/.itefff' Er.mr ?,a " viser SE (n=2). Gron viser
vertase (cwlnv), vacuolar invertase (vaclnv), cytoplasmic invertase (cytlnv), sucrose synthase (Susy) possess
sucrolytic activity, fructokinase (FK), hexokinase (HXK), phosphoglucoisomerase (PGl), phosphofructokinase
(PFK), aldolase (Ald) ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase), phosphoglucomutase (PGM), UDP-glucose

pyrophosphorylase (UGPase) og glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH).

Resultater

Resultaterne for enzyme G6PDH er vist i Figur 1, som et typisk eksempel. Resultaterne viser at aktiviteten af
G6PDH i fanebladene afhaenger significant af bade sort og lokalitet (P<0.001) men der var ingen sikker forskel
i malingerne pa kernerne. | Tastrup havde ogsa niveau af N ggdskning var klart signifikant.

En oversigt over alle enzymerne er vist i figut 2. | fanebladene ved blomstring var der signifikant effekt af
lokalitet pa alle enzymerne og af sort pa de 12 af de 13 enzymer. Forskellene var mindre klare malt i faneblade
og kerner midt under kernefyldning, men der var dog stadig nogen enzymer der viste klar signifikans (FK, HXK
and AGPase). For 7 af enzymerne var der signifikant effekt af ggdningsniveau, selvom forskellen kun var pa
40 kg N/ha.

Et szerligt spaendende resultat var at der blev fundet en meget klar korrelation imellem aktivitet af 2 enzymer
(G6PDH og cytINV) i fanebladene ved blomstring og %N i kernerne i de senere hgstprgver, med R? vaerdier
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pa henholdsvis 0,66 og 0,59, pa tvaers af sorter og lokaliteter (Fig. 3). Dette eksempel viser at enzymaktivi-
terne kan vaere effektive tidlige indikatorer af vigtige agronomiske egenskaber i afgrgderne.
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Figur 3: Korrelation imellem vacINV og G6PDH aktiviteter i alle pragver af faneblade ved blomstring og efterfalgende %N |
kernerne ved hgst.
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AA, Stabentheiner E, Franzaring J, et al (2015) Simple and robust determination of the activity signature of
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1.4. Feenotypning i RadiMax

1.4.1. Rodfaenotyping fra RadiMax rodbilleder

Simon Fiil Svane, Tomke Susanne Wacker, Olga Popovic, Niels Alvin Olsen og Kristian Thorup-Kristensen

| RadiMax anlaegget maler vi rodvaekst pa i alt 600 minirhizotroner, gennemsigtige rgr pa 5m lsengde som vi
filmer og derefter analyserer billederne for forekomst af redder. Brugen af minirhizotroner til maling af rod-
vaekst er velafprgvet, normalt ikke i sa stor skala. Traditionelt opgg@res rodvaeksten ved manuel opggrelse pa
billederne, men det er ikke realistisk i RadiMax. Ved en dags filmning af hele RadiMax anlaegget vil vi typisk
tage op til 60.000 billeder, sa det bliver til flere hundrede tusinde billeder pa en saeson. Kamerasystemet i
RadiMax er lavet sa vi opnar multispektrale billeder, for at forbedre muligheden for at lave automatiseret
billedanalyse for rodveekst. Iseer den korteste bglgelaengde i det violette omrade har vist sig at forbedre mu-
ligheden for billedanalyse, men den hjxlper dog iseer til at identificere de helt unge rgdder.

| Igbet af 2018 har vi arbejdet videre med billedanalysen, som beskrevet i afsnittet herunder, dels for at 1)
videreudvikle og optimere billedanalysen og 2) for at fa udviklet et workflow der betyder at vi effektivt kan
udnytte metoden pa det store antal billeder fra RadiMax. Arbejdet er lykkedes godt, sa vi i Igbet af 2018 er
blevet i stand til at analysere rodbilleder fra RadiMax forsggene, bade byg og graes fra 2017 og hvede og
kartofler fra 2018, og har opnaet resultater som vist med eksemplet for hvede i figur 1.4.1 herunder. Den
automatiske billedanalyse af resultater fra 2017 viste mere statistisk sikker adskillelse imellem genotyperne
end hvad vi havde fundet med manuel opggrelse, sa det tyder pa at den automatiske billedanalyse ikke bare
er vaesentligt hurtigere end den manuelle opggrelse, men ogsa af hgjere kvalitet!

751
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Figur 1.4.1. Forskelle i dyb rodvaekst imellem genotyper af vinterhvede malt i RadiMax 18. maj 2018. Veerdi-

Average Total Root Length Below 130cm

erne viser rodlaengden opgjort i dybdeintervallet imellem 130 og 190 cm dybde.

Ikke alle problemer er dog Igst, der er stadig i nogen tilfaelde problemer med andre elementer i billederne
som fejlagtigt bliver opgjort som rg@dder i billedanalysen. Der har ogsa veeret problemer specifikt med rodbil-
leder fra sidst pa sasonen for graes dyrket i RadiMax i 2017, hvor rgdderne blev mgrke og meget sveere at
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opgere, i gvrigt bade manuelt og med billedanalyse. For at Igse disse problemer har vi sidst pa aret inddraget
en ny metode i arbejdet med billedanalyse: Artificial Inteligence (Al) baseret billedanalyse. Som beskrevet i
afsnittet herunder, er de fgrste resultater af Al arbejdet meget lovende, det ser ud til at vi kan opna endnu
bedre og endnu hurtigere opggrelser af rodforekomsten pa billederne. Vi fortsaetter derfor arbejdet med Al
metoden, vi er lige nu ved at feerdigggre analysen af hele seettet af rodbilleder for hvede i juni 2018, sa vi kan
sammenligne resultaterne af metoden med det vi har opnaet med den allerede gennemfgrte billedanalyse.

1.4.2. Automatisk storskala kvantificering af levende rod-strukturer pa multispektrale billeder

Simon Fiil Svane, Niels Alvin Olsen, Abraham George Smith
Udvikling af software og analyse strategi

Efter et nyudviklet multi-spektralt rod kamera system er sat i drift i RadiMax anlaegget i Tastrup, bliver der
nu indsamlet store maengder af billede-data (+200000 billeder, + 50 TB) per ar (Figurl). | alt er der installeret
omkring 3.2 km gennemsigtige rgr for rodobservationer. Billederne bliver leveret i en hgj kvalitet bestdende
af 5 spektrale lag fra UV til naer-infrargd. Herved er det er muligt at fremhaeve levende rgdder i forhold til
jord og dgde rgdder da de i mange tilfeelde har en unik reflektants profil i forhold til andre komponenter i
jorden (Nakaji, Noguchi, & Oguma, 2007). Den efterfglgende billedbehandling bestar af 2 separate analyser
(Figur2). | fgrste omgang er billederne blevet analyseret med traditionelt multispektralt billedanalyse ved at
traene en klassifikation model (normalized Canonical Discriminant Analysis, NCDA model) (Dorge, Carstensen,
& Frisvad, 2000; Svensgaard, Roitsch, & Christensen, 2014). Pixels tilhgrende levende rgdder bliver herved
fremhaevet og tildelt en graskala vaerdi fra -2 (stgj) til 2 (levende rod) (Figur 2B). Selvom denne analyse giver
en staerk separation, bliver der i visse tilfaelde fremhaevet komponenter med samme reflektants-profil som
r@dder. En speciel udfordring i rodanlaegget Tastrup har veeret kalk-stykker i underjorden som har vist sig at
have samme farveprofil som levende r@dder. Derudover kan dug afsaettes pa indersiden af rgret giver anled-
ning til refleksioner. Dette giver anledning til en lille andel falske positiver fremhaeves af nCDA modellen. For
at Igse dette problem er der udviklet et vaerktgj i MatLab som fremhaever aflange strukturer ved brug af et
sakaldt Frangi filter (Frangi, Niessen, Vincken, & Viergever, 1998). Herefter er det relativt let af fjerne stgj ved
at "rense” ved brug af teerskelvaerdier pa intensitet, rundhed samt minimum stgrrelses krav. Analysen blev
udviklet i samarbejde med Erik Bjgrnager Dam (Datalogisk institut, Kgbenhavns Universitet). Hele analysen
er netop blevet beskrevet i en videnskabelig artikel som netop er indsendt til et tidsskrift.
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Figur 1.4.2 Mobilt multispektralt minirhizotron kameravogn til brug under markforhold, samt i RadiMax an-
laeegget i Tastrup udviklet af Videometer A/S og Prolnvent A/S. Systemet er automatiseret og billederne bliver
navngivet med dybde, rar-nummer Samt et tidsstempel for hvorndr de er taget. | alt er der monteret 4 ka-
mera-moduler og herved kan der indsamles billeder fra et helt eksperiment pa 2 arbejdsdage.

Resultat

Resultatet af den udviklede analysemetode er praesenteret i figur 1.4.3. Systemet fungerede med hgj praeci-
sion i byg og graes og nye unge rgdder kunne fint separeres fra selv en kompleks baggrund bestaende af dgde
rgdder og lys kalkholdig underjord. Der er foretaget et valideringsstudie og systemet har i de analyserede
dataset haft tilsvarende eller forbedret analysen i forhold til den traditionelle manuelle metode som beskre-
vet i (Rasmussen, Dresbgll, & Thorup-Kristensen, 2015). Udover, en kraftig tidsbesparelse giver den automa-
tiske billedanalyse en mere stabil analyse af rgdder. Det er er oftest observeret at manuelle tallinger driver
over tid, specielt hvis det er svaert at skelne mellem levende og dgde rgdder. Systemet er nui brug og gennem
2018 er der blevet analyseret +200000 billeder bestdende af data fra Varbyg, Hvede, Graes og Kartofler er
afleveret til de respektive partnerne i RadiMax/Robusta projektet.
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Figur 1.4.3. Multispektralt billedanalyse ved brug af nCDA model kombineret med et frangi filter
efterfulgt af center-linje beregning samt fjernelse af stgj ved brug af taerskelvaerdi af pixel intensitet
samt stgrrelse og rundhed (excentricitet). A) Pseudo RGB billeder af varbyg fra den 5. juni under
vdde jord-forhold | 112 cm’s dybde. B) grdskala billede efter nCDA transformering. C) fremhasvede
“linje-strukturer” efter brug af frangi filter D). Resultat af billedanalysen efter center linje beregning
og brug af taerskelveerdier til oprensning. Kun pixels med en kraftig intensitet tages i betragtning
derudover fjernes smd og runde komponenter. Pilene indikerer eksempler hvor sma stykker af kalk
giver anledning til refleksioner som bliver fremhaevet ved en fejl, men fjernes ved brug af de oven-

neevnte teerskelvaerdier.
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1.4.3. Mulige forbedringer ved brug af kunstig intelligens

Den udviklede multispektrale billedanalyse protokol havde en reekke begraensninger. Det var ikke muligt at
fremhaeve &ldre rgdder under tgrre forhold. | sadanne tilfaelde var der begraenset forskel i reflektants mel-
lem r@dderne og jorden. Derudover blev der ved studier i graes observeret at régdderne mistede den karakte-
ristiske forskel i reflektants efter 1. sleet (Figur 1.4.4). Det blev derfor forsggt belyst om andre billedanalyse
metoder ville veere bedre egnet til formalet.

| de senere ar er der sket en revolution indenfor billedanalyse ved brug af kraftfulde algoritmer ogsa kendt
som Neurale Netveerk, en gruppe af algoritmer som oftest benaevnes som Deep Learning eller kunstig intel-
ligens. Revolutionen er drevet af den teknologiske udvikling indenfor grafik bearbejdningsenheder (GPU).
Tidligere var algoritmerne begraenset af beregningskraften, i dag er den begraensende faktor typisk kvaliteten
af treeningsdata.

Figur 1.4.4. Unge levende rgdder har i de fleste tilfeelde en hgj reflektants (TV). Ved studier i graes blev det
dog observeret af denne forskel forsvandt efter fgrste sleet (TH).

Gennem samarbejde med Camilla Rug Rasmussen (PLEN) har master studerende i datalogi Abraham George
Smith programmeret et neuralt netvaerk mere praecist et Convolutional neural network (CNN), til at genfinde
rgdder. Systemet var udviklet til et traditionelt farvekamera til brug fritstaendes gennemsigtige plantekasser.
Det blev derfor forsggt at lave samme analyse til at fremhaeve rgdder af rajgraes med svag forskel i reflektants
mellem andre komponenter i billedet. | fgrste omgang blev analysen lavet ved brug af de tre bglgelangder
som gav den bedste fremhaevning af rgdder. Herved kunne der dannes et sakaldt pseudo-RGB billede, som
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minder om et farvebillede men med en forbedret kontrast mellem levende rod og baggrund. | forsgget blev
rodstrukturer fra 120 billeder fra med blege rajgrees rgdder farvelagt manuelt og brugt til at traene systemet.
Herefter blev modellen testet pa data som ikke var brugt i traeningen. Systemet gav en forblgffende god
fremhaevning af redder og ofte blev strukturer fremhaevet som fremstod ”usynlige” ved f@rste gjekast (Figur
1.4.5). Derudover var problemerne med falske postiver stort set vaek og dug, kalk samt andre ”parasitter”
blev stort set ikke detekteret. Systemet kraever en lidt laengere treenings-tid, men det forventes at der relativt
hurtigt kan laves en raekke generelle modeller som kan bruges med stor przcision. En sidegevinst ved analy-
sen var at nar fgrst modellen er traenet, er selve analysetiden vaesentlig kortere end den traditionelle metode,
da beregningerne kan udfgres ved brug af et moderne kraftfuldt grafikkort. Systemet er simpelt da der i
teorien kun indgar et skridt i analysen. Brugen af neurale netvaerk stiller dog meget store krav til at personen
der traener systemet. Det er ngdvendigt at de rigtige strukturer bliver farvelagt under traeningsfasen. Det kan
derfor veere problematisk i tilfeelde hvor dgde rgdder ikke kan skelnes fra levende. Det er dog observeret at
gamle rgdder forsvinder relativt hurtigt eller @ndrer form og farve. Disse farveforskelle fremhaeves af det
multispektrale kamera. Derudover kan billederne sammenlignes over tid, sd man altid kan genfinde rodstruk-
turer fra tidligere eksperimenter under traeningsfasen af modellen, eller i den efterfglgende dataanalyse.

Figur 1.4.5. Resultat efter traening af “"CNN” model til at fremhaeve rajgraesrgdder med begreenset reflektants.

| eksemplet er rgdderne fremhaevet ved brug af de tre mest informative bglgeleengder til at genererer et
speudo-RGB billede. Efter 6 timers traening var det muligt for modellen at fremhaeve stort set alle synlige
stukturer med stor praecision (TH). Den traditionelle billedanalyse var kun i stand til at fremheeve et lille stykke
af de "blege” rgdder i billedet (TV).
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1.4.4. Fenotyping af overjordiske plantedele i RadiMax

Jesper Svensgaard

Hovedaktiviteterne i 2018 har vaeret at udvikle og effektivisere billedanalysen af dronebillederne, sa billeder
taget i marken nu hurtigt kan omsaettes til data der kan anvendes i statistisk analyse, og at gennemfgre om-
fattende droneflyvning og billedtagning af bade hvede og kartoffelafgrgderne i RadiMax forsgget.

Generelt

| 2018 blev hhv. hvedeforsgget og kartoffelforsgget overflgjet adskillige gange hen over sommeren. Tgrken i
2018 gav gode muligheder for at undersgge systemernes egnethed til at inducere en tgrkegradient. Lav luft-
fugtighed, hgj lufttemperatur, hgj solindstraling og stor fordampning satte planterne under maksimal tgrke-
stress. Et omfattende datasaet er blevet samlet og underleegger nu analyse.

Metode

Der blev flgjet med hhv et termisk kamera, farvekamera og et multispektralt kamera over hveden og kartof-
lerne (se specifikationer herpa i tabel 1 herunder)

Tabel 1: Specifikationer pa flyvninger, udstyr og estimerede resultater. NDRE: Normalized Difference RedEdge Index.
NDVI: Normalized Difference Vegetation Index. nExG: Normalized Excess Green Index.

Kamera/drone Specifikationer flyvning Analyse og resultater

Termisk kamera: DJI Zenmuse | Der blev flgjet i maj, juni og juli. Nor- | Bladtemperatur (hvede og kartof-
XTR, 512*640. Montere pa | malt fgr og efter middag. Flyvning i 20 | ler) med segmentering for bag-
Inspire 1 pro drone meters hgjde (4 pixel/cm) med 85-90 | grundstemperatur. Billeder sam-
% billedoverlap. Flgjet med GS Pro | mensat i Pix4D Mapper, data eks-
styreapp traheret i QGIS
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Multispektral kamera: Mica-
Sense RedEdge M, 5 kanaler
(R, G, B, RE, NIR). Monteret
pa Inspire 1 pro drone

Der blev flgjet sa vidt muligt samme
dage som termisk. Flyvning i 30 me-
ters hgjde (2 cm/pixel) med 75 %
overlap. Flgjet med Atlas Flight styre-

app

NDRE (NIR-RE/NIR+RE) og NDVI
(NIR-R/NIR+R) vegetationsindeks
estimeret. Billeder sammensat i
Pix4D Mapper, data ekstraheret i
QGIS

Farvekamera: DJI Phantom 3
pro og DJI Phantom 4 pro.

Flyvning flere gange hen over saeson.
Flyvning i 30 meters hgjde med 75 %
overlap. Flgjet med GS Pro og Pix4D
Capture styreapp

nExG (2*G-R-B/G+R+B) vegetati-
onsindeks estimeret. 3D overfla-
dekort estimeret. Billeder sam-
mensat i Pix4D Mapper, data eks-
trahereti QGIS

Tre gaengse vegetationsindekser (NDRE: Normalized Difference RedEdge Index. NDVI: Normalized Difference

Vegetation Index. nExG: Normalized Excess Green Index) blev beregnet fra hhv. det multispectrale kamera
og farvekamera (tabel 1), med mal om at vurdere sortsforskelle i tgrkerespons via eendringer i grenheden af
vegetationen i anlaegget. De termiske billeder skal visualisere opvarmning af bladoverfladen ved begyndende
t@rkestress (Prashar and Jones, 2014).

Billeder blev sammensat til georefererede mosaikker i programmet Pix4D mapper via standardopsaetninger.

Der blev brugt Ground Control Points (GCP) i form at stedfaste kendetegn pa jorden malt op med pracisions-
gps. Ud fra de mange billeder taget fra dronerne, kunne der produceres sammensatte billeder (mosaikker)
som dermed kunne laegges praecist over hinanden, og data ekstraheres med et og samme grid. Figur 1 viser

hhv. farvemosaik, termisk mosaik og NDVI mosaik af hvede per 5 juni 2018.
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Figur 1. @verst: Farvebilleder i 30 meters hgjde sat sammen til mosaik. Midterst: Multispektrale billeder fra 30 meters
hgjde sammensat til moasik og afbilledet som NDVI indeks (skale -1 til 1). Nederst: Termiske billeder fra 20 meters
hgjde tager kI 13.30 sat sammen til mosaik (skale i temperatur C°).

Figur 2 herunder illustrerer ekstraktionsproceduren af data i mosaikkerne foretaget i QGIS. Det er muligt at
ekstrahere data i forskellige grids, afhaengigt af hvad der er mest hensigtsmaessigt. | hveden blev der lavet et
grid, hvor hver raekke blev delt op i 20cm brede * 50 cm lange delgrids. Saledes blev en raekke fra kant til
midte delt op i 8 delomrader, hvor hhv. gennemsnitstemperatur og gennemsnits vegetationsindeks blev esti-
meret for hvert felt. Figur 3 illustrerer hvordan det samlede grid ser ud, nar der er ekstraheret en gennem-
snitstemperatur hhv. gennemsnits vegetationsindeks hen over raeekkerne 27 juni.
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Figur 2: Udklipningsskabelon/ekstraktionsgrid (gult grid) i QGIS til ekstrahering af data. Hver afgrgderaekke daekket
af 8 stk 20cm*50 cm delgrids. Herved udtraekkes gennemsnitsvaerdi for termisk hhv vegetationsindeks fra 8 delomra-

der per reekke/sort. Samme grid bruges for alle mosaikker da praecise Ground Control Points tillader praecist tilpasning
af mosaik til ekstraktionsgrid.

Figur 3: Udtrukne gennemsnitsveerdier for temperatur kl 13.30 (venstre) og vegetation
per 27 juni.

sindekset NDRE (hgjre) i hveden

De ekstraherede data blev analyseret i en statistisk model der inddrager de mange spatiale effekter og stgj-
kilder der er i RadiMax. Ydermere blev der inkluderet sortsgenetik i modellen saledes den genetiske herita-
bilitet (genetisk arvelighed pa malingen) (Araus et al., 2018) kunne estimeres — analyserne blev foretaget ved
Aarhus Universitet af Just Jensen. | fgrste omgang blev der inkluderet data fra hveden som vist i tabel 2
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Tabel 2: Data til analyse fra hveden i 2018. Hhv ud fra dato, tidspunkt pa dagen for flyvning (termisk) og estimererede
veerdier/resultater i billederne.

Dato Kamera (tidspunkt pa dag) Estimeret resultat
5 juni XT (k1 13.30) Bladtemperatur, jord segmente-
ret veek
7 juni RedEdge M (14.00) NDRE indeks
15 juni XT (kl 11.30 og 13.30) Bladtemperatur, jord segmente-
ret vaek
RedEdge M(kl. 14.30) NDRE indeks
27 juni XT (k1 10.30 og 13.30) Bladtemperatur, jord segmente-
ret veek
RedEdge M (kl. 14.00) NDRE indeks
3juli RedEdge M (kl. 13.00) NDRE indeks
6 juli Phantom 4 pro (kl 14.00) nExG
Resultater

Generelt er der nu en effektiv pipeline etableret for flyvninger og dataekstraktion i RadiMax. Det er muligt at
lave hgjt-oplgselige mosaikker bade termisk og multispektralt, og det er muligt at ekstrahere gennemsnits-
vaerdier for malingerne pa raekke niveau samt i segmenter inden for raekkerne. Derfor vil dronen veere et
effektivt vaerktgj til phenotyping i RadiMax. Pt arbejdes der med en effektiv made at fa dronedata videre ind
i den statistiske model og koblet til bl.a. roddata, N15/C13 data og biomassedata.

Hvede

Generelt ser det ud til, at termiske billeder fra drone er et brugbart veerktgj til at screene for tgrkestress. Der
ses behandlingseffekter i RadiMax hen over gradienten i undervanding, som ikke er synlige pa vegetations-
indekset i de f@rste flyvninger.

En statistisk analyse er gennemfgrt af termiske data fra d 27 juni kl 13.30. Planterne var sa smat var begyndt
at modne ind mod midten af anlaegget alt efter sort, sa den termiske profil ikke kun blev pavirket af tempe-
raturgradient som fglge af vandstress, men ogsa af begyndende afmodning i visse raekker. Resultaterne viste
en signifikant effekt af behandling hen over undervandingsgradient. Der blev fundet en svag men dog signi-
fikant sammenhaeng mellem roddybde (malt 18. juni) og bladtemperatur (figur 4). Der var en staerkere og
signifikant sammenhang mellem bladtemperatur og hgstet kerneudbytte (figur 5). Inddragelse af vegetati-
onsindeks forventes and kunne styrke denne analyse.
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Figur 4: Korrelation mellem bladtemperatur d. 27 juni 13.30 (x-akse) og rodintensitet under 130 cm dybde 18 juni (y-
akse.).
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Figur 5: Korrelation mellem bladtemperatur d. 27 juni 13.30 (x-akse) og hgstet kerneudbytte ved modenhed (y-akse.)

Generelt viste den genetiske heritabilitet og praediktionsevne sig fornuftig for vegetationsindekset NDRE ved
alle flyvninger og lav for NDVI ved de fgrste flyvninger. Arsagen hertil er, at NDVI er i maetning nar afgrgden
daekker jorden helt, og fgrst giver respons igen ved nedvisning. NDRE er derimod et indeks, der er fglsomt
ogsa i de sene vaekststadier af afgrgden. For de termiske data var heritabiliteten generelt lav, og der er bety-
delig malestgj, der skal handteres. Ydermere var heritabiliteten bedst ved flyvningerne over middag.
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Kartofler

Data for flyvninger i kartoflerne er samlet sammen og skal nu underga analyse. Der foreligger 5 flyvninger
over kartoflerne hen over juli maned med hhv. XT kamera og RedEdge M kamera. Som for hveden ses der en
behandlingseffekt pa den termiske profil. Figur 6 herunder illustrerer nogle af de billedbehandlingsmaessige
processer der skal gennemfgres, fra segmentering mellem plantemateriale og jord pa billederne til ekstrahe-
ring af hvv. termiske og multispektrale indeks.

i 30 meters hgjde. B: NDVI mosaik fra multispektrale billeder i 30 meters. C: Binzert billeder af plantemateriale (hvide

pixels) segmenteret fra Jorden (sorte pixels) via NDVI kort. D: Termisk mosaik fra billeder i 20 meters hgjde og seg-
menteret via binzert kort, sdledes sa temperature kun afspejler plantemateriale og ikke baggrundsjord.

Kartoffeldata vil blive opgjort i fgrste halvdel af 2019 og roddata, malinger pa planterne samt dronedata vil
blive sammenholdt.

Kommende analyser

For bade hveden og kartoflerne skal der analyseres pa flere tidspunkter, eftersom der er lavet en lang raekke
flyvninger. Data kan ekstraheres nu, sa naeste skridt er at fa kgrt de rette statistiske modeller. Ydermere
foreligger der en vigtig opgave i at sammenholde dronedata ikke kun mod roddata og biomassehgst, men
ogsa méalinger pa °N, 2H,0, 3C med mere, som direkte kan anvendes til at validere dronedata og forsta deres
biologiske betydning.
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Foruden analyse af de direkte malinger, sa skal isaer indekset Water Deficit Index (WDI) (Hoffmann et al.,
2016) undersgges naermere, da dette indeks kombinerer hhv. termisk profil med vegetationsindeks, og der-
ved kobler vegetationens grgnhed og dekke med bladtemperaturen.

En udfordring i udnyttelse af potentialet i de termiske billeder vedbliver at veere at skelne mellem termisk
respons fra bladene og den termiske baggrundsstgj fra jorden — det sakaldte Mixed Pixel problem (Jones and
Sirault, 2014). Segmenteringsmuligheder skal undersgges naermere. | kartoflerne udnyttes tillige vegetation
som skabelon for at skeere jorden vak i de termiske billeder (figur 6)
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Arbejdspakke 2. Dataintegration og selektion af foraedlingsmateriale

Torben Asp, Marta Malinowska, Anja Karine Ruud, Istvan Nagy, Mattia Fois og Stephan Hentrup.

Arbejdspakke 2 udfgres af Aarhus Universitet. | arbejdspakken integreres faenotypiske data fra arbejdspakke
1 med forskellige typer af OMICS-data, med henblik pa at selektere for vand- og kvaelstofudnyttelseseffekti-
vitet i graesser, byg, hvede og kartofler. OMICS er teknologiske metoder til at analysere biologiske systemer.
Fzelles for teknologierne er, at de er systematiske, avancerede og grundige metoder til at forklare den feeno-
typiske variation i planter pa flere niveauer. Ved at anvende teknologierne i kombination udvikles mere pree-
cise praediktionsmodeller til at forklare den faenotypiske variation, saledes at man mere preecist ved hjeelp af
genomisk selektion, kan selektere for vand- og kvaelstofudnyttelseseffektivitet i nyt foraedlingsmateriale.

Plantemateriale

RadiMax-enheden pa Kgbenhavns Universitet (KU) er en state-of-the-art faenotypningsplatform til undersg-
gelse af roddybde og t@rkestress. Der blev indsamlet bladprgver fra kontrol- og t@rkestressede rajgraes og
varbygplanter, dyrket i RadiMax-enheden i 2017.

Varbyg

Transkriptomanalyse

RNA fra 150 bladprgver af byg blev ekstraheret og sendt til sekventering i oktober 2017, og data fra RNA-
sekventeringen ankom i slutningen af januar 2018. Data blev analyseret fra februar frem til data for RNA-
sekventeringen af rajgrees ankom i begyndelsen af juni, 2018.

SNP identifikation

Group 3

Figur 1. Dendrogram baseret pa alle SNP’er i transkripto-
met. De 75 genotyper samlede sig i fire grupper, baseret pa
genetisk diversitet.

Transkriptomsekvenserne blev alignet til bygreferen-
cegenomet, og ca. 130.000 SNP’er blev identificeret i transkriptomet ved en minor allele frequency (MAF) pa
>0,02. Da disse SNP’ er placeret inden for udtrykte omrader i genomet, er de hgjst sandsynligt kausale, dvs.
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genetiske varianter der forklarer andringer i feenotype. De 75 genotyper samlede sig i fire grupper baseret
pa genetisk diversitet (Figur 1).

Linjerne fra Nordic Seed og Sejet blev ogsa genotypebestemt med 9 K og 50 K iSelect SNP-chips. Mere end
80 % af de SNP’er, der blev identificeret med disse chips, blev ogsa identificeret ud fra de transkriptom-
baserede SNP’er. Da linjerne fra de to foraedlingsvirksomheder blev genotypebestemt med forskellige chips
(hvilket kun resulterede i overlap ved det mindste markgrseet), var de transkriptom-baserede SNP’er nyttige
til at frembringe det mest omfattende sat af SNP-markgrer.

Differentiel genekspressionsanalyse

Differentiel genekspressionsanalyse blev udfgrt ved at gruppere foraedlingsmaterialet i de fire klynger, der
blev identificeret tidligere (Figur 1). Med denne metode blev mere end 800 gener identificeret som differen-
tielt udtrykt (DE) mellem t@rke- og kontrolbehandlinger.

Group 2 Group 3

Figur 2. Venn diagram viser DE gener, der er unikke
eller faelles mellem de fire grupper af byggenotyper.
74 gener var differentielt udtrykt i alle grupper, og
der blev identificeret 274 SNP’er (MAF 0.01).

74 gener var differentielt udtrykt i alle de fire
grupper (Figur 2). Effekter af SNP’er inden for de differentielt udtrykte gener blev undersggt med SNPEff.
SNPEff analysen viste at 65,8 % af SNP’erne inden for DE-generne var missense, 2,7 % nonsense og 31,5 %
silent varianter, hvilket giver et samlet missense/silent forhold pa 2,1 %. Funktionel annotering af generne er
ogsa blevet udfgrt.

Epigenetik

Epigenetiske variation er af afggrende betydning for planters udvikling og vaekst, herunder celleregulering,
differentiering og kontrol af transposable elementer. DNA metylering er kilde til faenotypisk plasticitet som
reaktion pa miljgmaessige pavirkninger. Nar genetisk diversitet inden for arter er lav, kan den epigenetiske
variation blive en betydningsfuld resource til optimering af planters ydeevne i forbindelse med planteforaed-
ling.

Fremstilling af epiGBS biblioteker og dataanalyse
DNA blev isoleret og anvendt til konstruktion af epiGBS-biblioteker. EpiGBS-metoden kombinerer genotype-
bestemmelse ved brug af sekventering med bisulfit-konvertering til at frembringe epigenetiske og genomiske
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data. Resultatet kan herefter blive underkastet komparative analyser af DNA-metylering og genetisk varia-
tion.

DNA-metylering ved cytosin residues
epiGBS biblioteker (bestaende af 148 bygprgver) blev forberedt og sendt til sekventering i oktober 2017.
Radata blev modtaget i slutningen af 2017.
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Figur 3. Oversigt over metyleringssmgnstre (bins 5x10°) for
cv. "Kenia". Pink —metylering ved cytosin i CHH-kontekst, rgd
— CHG-kontekst, bla — CG-kontekst.
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. | planter foregar DNA-metylation ved cytosin residues. CG og

CHG er symmetriske og CHH er asymmetrisk (hvor H=A, T

eller C). For at sammenfatte metylationsniveau’er pa hver plads blev betavaerdien beregnet. En betaveerdi
beregnes som andelen af sekvenser med metylering (resultater med et C pa denne position) af et samlet
antal sekvenser, der daekker denne position (resultater med et C eller T pa denne position). | byg svingede
stgrstedelen af CG-konteksten omkring 100 % metylering, mens de fleste cytosiner i CHH-konteksten viste et

lavt (teet pa nul) niveau af metylering.

For at identificere hvilke omrader af genomet, der var metyleret, blev resultater med identificerede metyle-
rede loci identificeret i byggenomet. Afhaengig af konteksten 13 mellem 2 og 6 % af de identificerede positio-
ner inden for gener (inkl. exoner, introner og UTR’er), 3-7 % blev kortlagt i regioner med maks. 500bp til det
naermeste gen. Op til 47 % metylering i CHH-konteksten og omkring 25 % (CG og CHG) forgik inden for long
terminal repeats (LTR), som er repetitive DNA-sekvenser, der gentages hundred- eller tusindvis af gange. 2-5
% af de metylerede loci blev identificeret i forskellige typer af ikke-kodende DNA (Helitroner, Satellit, LINE,
SSR).

Den differentielle metylationsanalyse pa enkeltlinjeniveau viste et antal hyper- og hypometylerede positio-
ner. Figur 4 viser byglinjer med en stigning i metylationsniveau i CHH-konteksten. Naesten 17000 unikke po-
sitioner med differentielt metyleret cytosin forekom inden i og/eller naer ved (500bp) 407 unikke gener.
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Figur 4. Differentielle metyleringsloci for hver kon-
tekst. Farverne angiver den gennemsnitlige forskel
mellem kontrol og t@rkeprgve for hver linje. BIa til gul:
hypometylation; gul til rgd: hypermetylation.

For at forbinde omrader med differentielt metyleret
cytosin og differentielt udtrykte gener (DEG) blev posi-
tionerne for 74 gener, der var identificeret som felles for alle prgver, sammenlignet med metyleringsdata-
ene. Hypermetylation blev identificeret i UTR3’ af ét DE-gen.

Variant calling gjorde det muligt at identificere 7014 SNP’er (filtreret med en minor allele frequency pa 2 %).
Visuel undersggelse af PCA for SNP-data (figuren er ikke medtaget) viser en gruppering af prgverne baseret
pa firma/organisation, hvor de fgrste to hovedkomponenter forkarer 63,2 % af variationen.

Multi-OMICS praediktionsmodeller

Praedikition af komplekse egenskaber som f.eks. tgrkerespons under mark eller semi-field forhold er udfor-
drende pa grund af vekselvirkningen mellem genotype og miljg. Epigenetisk- og transkriptom-data giver vaer-
difuld information om, hvordan genotyperne reagerer pa deres miljg. Multi-OMICS pradikition blev udfgrt
for alle kombinationer af OMICS-data (SNP’er, epigenom, transkriptom). Generelt set forklarede de modeller,
der omfattede flere typer af OMICS-data end modeller for enkelt-OMICS-data. Afhaengigt af egenskab be-
skrev modellerne op til mellem 72 og 91 % af den fanotypiske varians for overjordiske egenskaber og op til
64 % for maksimal roddybde. Ngjagtigheden af praediktionen gik fra 0,32 for maksimal roddybde til 0,9 for
proteinindhold.

Almindelig rajgraes

Transkriptomanalyse

Almindelig rajgraes (Lolium perenne L.) er den vigtigste foder- og pleenegraesart i tempererede klimaer. Tgrke
er en faktor, der er hammende for vaeksten for de tempererede graesser, der skal vaere i stand til at overleve
og komme sig efter en periode med langvarig tgrke.

263 forskellige L. perenne F2-familier og kommercielle sorter blev dyrket i RadiMax-enheden. Der blev taget
prever af bladveev pa tidspunktet lige fgr tredje sleet til brug for DNA- og RNA-ekstraktion.
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RNA blev ekstraheret fra begyndelsen af januar til slutningen af februar 2018 og sendt til sekventering hos i
begyndelsen af marts. Data fra RNA-Seq ankom i begyndelsen af juni 2018, og analyserne begyndte omga-
ende. RNA-Seq sekvenserne blev alignet til rajgraesreferencegenomet. Normaliserede transkript counts blev
beregnet i KALLISTO og anvendt til differentiel ekspressionsanalyse i Sleuth og gen co-ekspressionsanalyse.

Differentiel genekspressionsanalyse

b treat

P
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Figur 5. PCA der viser adskillelsen af prgver baseret pa be-
handlingseffekt (tgrke og kontrol). Red er kontrolplanter;
turkis er tgrkestressede planter.

PC1

En differentiel genekspressionsanalyse viste en tydelig ef-
fekt af behandlingen (Figur 5), og vi identificerede ca. 400 op- og 400 nedregulerede gener baseret pa en FDR
< 0.01 og beta 2 (svarende til en 4-foldig sendring).

DNA-metylation ved cytosin residues
Dde 300 rajgraespopulationer blev analyseret for forskelle i DNA-metylationsmgnstre. DNA blev isoleret fra

600 rajgreesprover i det sene efterar i 2017. Fire epiGBS-biblioteker blev forberedt i foraret 2018. Radata blev
modtaget i september 2018.

Stgrstedelen af de unikt metylerede positioner forekom i forbindelse med CHH og viste et lavt metylerings-

niveau (Figur 6). Ca. 1 % af de identificerede cytosiner i forbindelse med CHG og 4 % i forbindelse med GC
var steerkt metylerede (tzet pa eller 100 %).
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Methylation Level En ‘Multilevel Sparse Partial Least Squares Discrimi-
nant‘-analyse viste at en gruppering, der var baseret
pa behandling savel som pa den RadiMax enhed, planterne var blevet dyrket i (Figur 7), hvilket antyder, at

metylering er sket som en reaktion pa miljget.

all multilevel sPLS-DA 2 factors

Legend
e 3
32
41

¢«  Figur 7. ‘Multilevel Sparse Partial Least Squares

X-variate 2: 1% expl. var

Discriminant’-analyse muligggr udveelgelse af de
mest praediktive egenskaber i data, som hjalper

med til at klassificere prgverne. 31: bed 3 — kontrol;
32: bed 3 — tgrke; 41: bed 4 — kontrol; 42: bed 4 —
tgrke.

-50 -25 o
X-variate 1: 5% expl. var

2-3 % af de metylerede positioner fandtes i de gen-
flankerende omrader, 9-13 % inden for generne. Hypo- og hypermetylerede loci blev identificeret inden i
gener og genflankerende omrader. Den stgrste stigning (savel som fald) i metylering forekom i de gen-flan-
kerende regioner.
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Co-ekspression og gen-coekspressions netvaerksanalyse

Module-trait relationships
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Gen-coekspressionsnetvaerk  kan
bruges til at forbinde gener med biologiske processer, og identificere forbindelserne mellem gen netvaerk,
der er ‘co-expressed’ (repraesenteret ved moduler) og faenotyper. Vi brugte de normaliserede geneekspres-
sionsdata til en vaegtet gen co-ekspressionsnetveerksnalyse, og generne grupperede sig i 13 moduler. Forbin-
delserne mellem moduler og de overjordiske faenotyper blev undersggt (Figur 8). Desuden blev korrelationen
mellem individuelle egenskaber og gener inden i moduler, der vaesentlig grad var knyttet til interessante
egenskaber, undersggt. Denne metode kan identificere forbindelsen mellem agronomisk interessante egen-
skaber og biologisk funktion. Denne information kan implementeres i praediktionsmodeller, hvor der leegges
forskellig veegt pa loci, afhaengigt af viden om deres virkninger.

Praediktionsmodeller

Genomisk-, genekspressions- og metyleringsdata blev brugt til at praediktere kvalitetsegenskaber i rajgraes
ved hjlp af ‘multi-layered Bayesian’ regressionsanalyser. For tolv overjordiske egenskaber, f.eks. tgrvaegt,
indhold af fordgjeligt t@rstof eller protein, og to underjordiske egenskaber (maksimal rodlaengde og rod-
leengde ved dybde under 110 cm malt midt i juli), blev der afprgvet ti pradiktionsmodeller modeller. Den
mest komplekse model bestod af behandling (tgrke eller kontrol), population og tre OMICS-data: genekspres-
sionsdata fra RNA-seq data, metyleringsdata og SNP-data. Konsekvent for alle 12 overjordiske egenskaber
forklarede den mest komplekse model stgrstedelen af den faenotypiske varians (min. 0,86 for t@grvaegt og
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0,86 for proteinindhold). For de fleste egenskaber (Tabel 1) forklarede genekspressionsprofilerne stgrstede-
len af den faenotypiske varians (op til 0,55 for reducerende sukker). Estimeret arvelighed var lavest for redu-
ceret sukker (0,44) og — med 0,68 — hgjest for cellulose.

Model TRT Line SNP MET DE Model Residual CV

M1 0,18 0,51 - - - 0,69 0,31 0.68
M2 0,18 0,22 0,29 - - 0,69 0,31 0.68
M3 0,18 - 0,50 - - 0,68 0,32 0.68
M4 0,19 0,54 - 0,09 - 0,78 0,23 0.69
M5 0,17 - - 0,16 - 0,34 0,68 0.42
Mé 0,38 0,35 - - 0,30 0,83 0,17 0.71
M7 0,44 - - - 0,65 0,76 0,24 0.69
M8 0,19 0,22 0,31 0,08 - 0,77 0,24 0.69

M9 0,36 0,18 0,21 - 0,26 0,83 0,17 0.76
MI10 0,38 0,18 0,22 0,05 0,25 0,86 0,15 0.75

Tabel 1. Praediktionsngjagtighed for ti modeller for tgrvaegt (3. slaet). TRT — behandling, SNP — enkeltnu-
kleotidpolymofisme, MET — DNA-metyleringsprofil, DE — genekspressionsprofil, Model — andel af varians for-
klaret ved modellen, CV — modellens pradiktionsngjagtighed.

Multi-OMICS model for rodleengde ved dybde under 100 cm malt midt i juli forklarede ca. 0,71 af variansen,
og med en ngjagtighed pa 0,43. Modellen med den hgjeste pradiktionsngjagtighed (CV = 0,46) bestod kun
af genekspressionsprofilen og forklarede 0,56 af variansen. Arvelighed af dette rodtegenskab blev estimeret
og var pa 0,31.

Kartoffel

DNA-metylation ved cytosin residues

Et potteforsgg blev udfgrt i juni 2017 i et drivhus under kontrollerede forhold med to sorter: Folva og Desiree.
Planter pa blomstringsstadiet blevet udsat for tgrkestress i 21 dage (ingen vandtilfgrsel). Smablade blev
indsamlet i tre gentagelser for hver sort pa otte tidspunkter i Igbet af eksperimentet.

EpiGBS-biblioteker blev forberedt i maj 2018, og sekvensdata blev modtaget i september 2018.

Samlet set for alle prgverne blev der identificeret 300k metylerede positioner, svarende til 0,04 % af hele
genomet. 78 % af det var i CHH-kontekst. Ca. 3 % af de metylerede positioner var i de genflankerende omra-
der og op til 7.5 % i generne. Metylerede positioner blev identificeret i 500 gener.
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Figur 9. Sammenligning af prgver visende opdeling mellem sorter, behandlinger og hgsttidspunkt (tidlig til

sen tgrke).

En diskriminantanalyse viser fire klynger af linjer baseret pa sort og behandling sdvel som hgsttidspunkt (Figur
9).

Signifikante forskelle i metylering blev identificeret, ikke blot mellem sorter og behandlinger men ogsa over
tid med de st@rste forskelle mellem eksperimentets begyndelse og slutning for bade kontrolplanter og plan-

ter udsat for tgrke. Et antal positioner, der var signifikant forskellige med hensyn til deres reaktion pa det
stress, de blev udsat for, fandtes i 240 gener. Tilsvarende var der 262 gener med forskelle i metylering, da

sorterne blev sammenlignet.

38



