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Forord

Neerveerende rapport er resultatet af et samarbejde mellem Kgbenhavns og Aarhus Universiteter, samt SE-
GES. SEGES er indehaver af bevillingen og har staet for projektledelsen i samarbejde med Crop Innovation
Denmark (CID). Projektet er initieret af Udvalget for Konkurrencedygtig Planteproduktion, der har deltagelse
af Baeredygtigt Landbrug, Landbrug & Fgdevarer og de danske planteforeedlingsfirmaer repraesenteret ved
CID. Robusta er stgttet af Promilleafgiftsfonden for Landbrug, og arbejdet er udfart i arerne 2017, 2018 og
2019. Rapporten er den afsluttende rapportering af resultaterne af projektet alle tre ar.

Robusta er en del af en stor dansk satsning pa forskning i foreedling for gget roddybde i landbrugsafgrederne
korn, grees og kartofler. Arbejdet i Robusta er gennemfart sidelsbende med RadiMax projektet, der er finan-
sieret af Innovationsfonden, og aktiviteterne i Robusta ligger i forleengelse af FAUPE-projektet der gennem-
fartes i arerne 2014 — 2016, ligeledes finansieret af Promilleafgiftsfonden. Det fremgar af rapporten, at Robusta
har skabt en reekke enestaende resultater, og vaeret med til at opbygge et rodforskningsanleeg og udvikle -
metoder, der er helt i verdensklasse. Den fremtidige udnyttelse af disse faciliteter til rodforskning, til gavn for
foraedling af stresstolerante sorter af korn, grees og kartofler, er sikret gennem bevillinger til to nye projekter,
der begge starter i 2020. Det er OptiCrop (Optimerede afgrader til fremtidens effektive og klimavenlige land-
brug) finansieret af Promilleafgiftsfonden og RadiBooster finansieret af Innovationsfonden. Begge projekter
har deltagelse af de danske foraedlere af korn, graes og kartofler.

Robustas overordnede formal er at sikre danske landmaend adgang til sorter af korn, graes og kartofler, med
en bedre udnyttelse af de afggrende ressourcer kveelstof og vand. Kgbenhavns Universitet undersgger sorter
og linjer af korn, grees og kartofler for deres rodvaekst og kveelstofoptag, mens Aarhus Universitet genotyper
og afdaekker den genetiske baggrund for egenskaberne. Projektet skal resultere i ny viden om planters effek-
tive udnyttelse af vand og kveelstof, der kan udnyttes af foreedlerne i arbejdet med at foreedle nye og bedre
sorter, tilpasset de fremtidige veekstbetingelser i et skiftende klima.

Der har lgbende gennem projektets gennemfgrelse veeret afholdt mgder og workshops, hvor resultaterne er
preesenteret for de fire danske firmaer der foraedler korn, graes og kartofler. Det er Nordic Seed, Sejet Plante-
foreedling, DLF og Danespo. Det har sikret en effektiv disseminering af projektets resultater, der nu skal im-
plementeres hos planteforaedlerne for ultimativt at komme dansk landbrug til gode.

Strukturen af rapporten fglger projektet, der bestod af to arbejdspakker: AP1 Faenotypning for rodvaekst og
rodfunktion og AP2 Dataintegration og selektion af foraedlingsmateriale. AP1 er udfgrt pd Kgbenhavns Univer-
sitet, Hgjbakkegard i Kristian Thorup-Kristensens forskningsgruppe og AP2 Dataintegration og selektion af
forsedlingsmateriale, der er udfgrt pa Aarhus Universitet, Flakkebjerg i Torben Asps forskningsgruppe.

December 2019,
Lars Bonde Eriksen, SEGES

Claus Saabye Erichsen, Crop Innovation Denmark
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Indledning

De klimaforandringer vi oplever i gjeblikket, stiller nye krav til de afgrgder der anvendes i plantepro-
duktionen. Samtidigt er Landbruget udfordret af et @get fokus pa at produktionen skal ske med min-
dre pavirkning af klima og miljg. Hertil kommer, at verdens befolkning stiger, uden at det globale
landbrugsareal kan udvides. Tilsammen betyder dette, at der er behov for at optimere vores plante-
produktion. Udviklingen af nye plantesorter er her et meget vigtigt indsatsomrade.

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 sendret 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 forven-
tede eendringer i Danmark:

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

¢ Mildere vintre. Vintrene bliver mildere og fugtigere. Det betyder, at planternes veekstsaeson bli-

ver leengere.

Varmere somre. Somrene bliver varmere, og der kan komme flere og leengere hedebglger.

Hgjere vandstand. Der forventes en generel vandstandsstigning i havene omkring Danmark.

Mere vind. Vi kan forvente flere kraftige storme.

Starre skydaekke. Vi far generelt et svagt stigende skydaekke og stigningen vil vaere stgrst om

vinteren.

Saledes bliver fremtidens klima i Danmark varmere og mere ekstremt, og landbrugsafgraderne vil
blive udsat for flere harde tarkeperioder i Igbet af veekstsaesonen.

Klimaaendringer, kombineret med miljgkrav betyder, at hvis fgdevareproduktionen fortsat skal holde
trit med behovet kraever det store investeringer i forsedlingen af en raekke landbrugsafgrader. Der er
behov for, at udvikle sorter der er mere ressourceeffektive og som har en stgrre stresstolerance.
Udvikling af sorter med bedre rodvaekst er et vigtigt bidrag til at opna afgrader med starre stressto-
lerance. Udvikling af sorter med dybere rodvaekst og med mere effektive radder - er vigtig for bedre
vandudnyttelse i tarre perioder, og for optagelse af dybtliggende N, som ellers er under hgj risiko for
at tabes ved udvaskning.

Hidtil har direkte foraedling for bedre og dybere rodvaekst ikke vaeret mulig, fordi der har manglet
effektive metoder til at male rodtaethed og roddybde i jorden, som er anvendelige i et foreedlingspro-
gram. De metoder der findes, er tids- og ressource-kraevende, og kun egnede til decideret forskning,
der mangler metoder, der gar det muligt at screene et stort antal genotyper (sorter/foraedlingskandi-
dater) for rodvaekst og -funktion.

RadiMax rodanleegget pa Kgbenhavns Universitet, er bygget saledes det er muligt at screene et
relativt stort antal genotyper under semi-field forhold, dvs. under forhold der ligner forholdene i mar-
ken sa meget som muligt. Der kan ikke screenes hele foraedlingsprogrammer i RadiMax, men det er
muligt at screene et tilstraekkeligt stort antal linjer til, at det i kombination med nye metoder til geno-
misk foraedling er muligt at udnytte viden fra RadiMax til at foreedle for gget roddybde og rodeffekti-
vitet. En stor del af arbejdet i Robusta projektet handler om at udvikle og udnytte mulighederne i
RadiMax anlaegget. Malet har veeret at gare det muligt at gennemfare omfattende rodmalinger af
hgj kvalitet, og bruge resultaterne i den videre genetiske kortlaeegning og foraedling for forbedrede
rodsystemer. Det overordnede formal med Robusta projektet er at sikre danske landmaend adgang
til robuste sorter af korn, graes og kartofler, der er tilpasset fremtidens klima.



Testemonial fra brugerne/foraedlere

Alle sejl ind for at lgse klimaudfordringerne.

Foreedlingsfirmaer savel som den enkelte landmand har gennem de sidste 10 ar oplevet markante effekter af
klimaforandringerne. Det geelder alle afgrgder. Derfor har det haft utrolig stor veerdi, at der med Robusta er
blevet lavet en malrettet indsats for at skubbe forskningen i den rigtige retning. Udfordringerne er enorme, og
ét redskab gar det ikke alene. Men Robusta har formaet at levere flere resultater og redskaber, som allerede
nu bliver omsat i praksis. Her er et par eksempler fra os i foraedlingen:

Dybere rgdder i hvede (Winnie Flichtbauer, Head of laboratory, Sejet planteforaedling):

"Undersggelser i Robusta har vist, at der er genetiske forskelle imellem hvedesorter bade med hensyn til
roddybde og rodfunktion, hvilket har givet os grundlaget for fremtidig foraedling af tgrkeresistente planter med
god kveelstofeffektivitet. | arbejdet mod at forbedre hvedens rodudvikling, er det vigtigt at kunne identificere
seerligt gunstige gener og krydsninger samt udvikle modeller for genomisk selektion. Med data fra Robusta
har vi for alvor faet mulighed for at intensivere sortsudviklingen i den retning.”

Fremtidens foreedling er allerede begyndt og inkluderer kunstig intelligens (Christian Sig Jensen, Head
of Biotech, DLF):

"Et af de starste bidrag Robusta har ydet til udviklingen af nye afgreder med dybere rgdder er indsatsen
omkring automatisk genkendelse af rgdder pa billeder fra RadiMax anlaegget og fra minirhizotronrgr i lands-
forsggene. Der er tale om billeder med meget stor kompleksitet idet baggrundsdetaljer varierer betydeligt.
Fordi Robusta har opnaet sé overbevisende resultater med kunstig intelligens (Al) er vi nu begyndt at bruge
teknologien p& andre omrader i foraedlingen. Helt konkret, bruger vi nu Al til at frasortere multigerm-fra i suk-
kerroer pa baggrund af 3D rantgenfotos. Med Al er praecisionen her gaet fra 95% til 99,5%, hvilket giver store
besparelser pa efterrensning. Samme Al bliver nu skraeddersyet til at teelle kimplanter i sukkerroer, og i graes-
foraedlingen arbejdes der hardt mod at kunne karakterisere enkeltplanter fra dronebilleder med Al. Snart vil
termiske dronebilleder af stressede afgrader, kunne kobles sammen med roddata vi Al. Det bliver det neeste
store skridt fremad mod robuste afgragder.”

Steerk og fleksibel dansk platform for genom-baseret foreaedling (Jihad Orabi, Head of Molecular Bre-
eding, Nordic Seed):

"Planteforaedling har gennemgéet en voldsom uavikling i Iabet af de sidste 10 ar. Hvor vi for brugte enkelte
DNA markgrer for specifikke egenskaber, producerer vi i dag millioner af datapunkter og sekvenser, der kraever
utrolige maengder regnekraft. P4 Genome.dk er der blevet opbygget et cluster med seerligt fokus pa plantefor-
aedling som faciliterer alt fra sekvensanalyse, download af hele plantegenomer, over ekspressionsanalyse, til
genomisk preediktion. Platformen er uden sidestykke nar det gaelder, funktionalitet, sikkerhed, support, og
videreudvikling og vi har gjort flittigt brug af den siden 2015. | vores foraedlingsprogram for rug har vi netop
lavet hel-genom analyse pa baggrund af RNA sekvenser, hvilket er en forudsaetning for det genomiske selek-
tionsprogram vi kgrer i denne afgrgde. For danske foraedlere er det absolut essentielt at have denne nationale
cluster-platform.”



Sammendrag

Robusta projektet er gennemfart i perioden 2017-2019. Projektets formal var at sikre danske landmaend ad-
gang til robuste sorter af korn, graes og kartofler, der er tilpasset fremtidens klima. Udsigten til ggede perioder
med tarke stiller krav til afgradernes rodnet. Derfor har projektets aktiviteter taget udgangspunkt i anvendelsen
af et af verdens mest avancerede forskningsanleeg til studier af rodudvikling i landbrugsafgrader — RadiMax.
Projektet har veeret organiseret i to arbejdspakker, AP1: Feenotypning for rodveekst og rodfunktion og AP2:
Dataintegration og selektion af forsedlingsmateriale. Arbejdspakke 1 er udfgrt pd Kgbenhavns Universitet og
arbejdspakke 2 er udfart pd Aarhus Universitet, forskningscenter Flakkebjerg.

Arbejdspakke 1. Feenotypning for rodveekst og rodfunktion

Olga Popovic, Tomke Susanne Wacker, Jesper Svensgaard, Abraham Smith og Kristian Thorup-Kristensen.
Kgbenhavns Universitet, Institut for Plante- og Miljgvidenskab.

De 5 vigtigste resultater fra arbejdspakke 1:

1) Stor variation i dyb rodveekst: Dyb rodveekst varierer betydeligt imellem almindelige sorter af de
afgrader vi har testet i RadiMax, hvilket viser at der er en variation vi kan udnytte i foraedlingen. Ge-
nerelt finder vi i hvert fald 20% variation i roddybde, hvilket hos vinterhvede svarer til ca. 40 cm for-
skel.

2) Dybe rgdder giver mere optagelse af vand og N: De fgrste med isotoper som sporstoffer viser en
god sammenhaeng imellem den malte rodvaekst og optagelsen af sporstofferne. Optagelsen af 15N
placeret i 180 cm dybde under hvede blev optaget i begraenset omfang, og optagelsen var klart rela-
teret til roddybde. Maling af 13C som pavirkes af tgrkestres viste tilsvarende at sorter med dybere
rgdder havde mindre tarkestres.

3) Effekter i flere arter: Tilsvarende sortsforskelle er fundet i graesser, kartofler og varbyg. De har
ogsa vist en mindst 20% variation i roddybde, og isotopstudier har vist at der er en sammenhaeng
imellem sorter, hvor vi méler dyb rodveekst og deres evne til at optage vand og kveelstof fra dybe
jordlag.

4) Tarke, rodveekst og udbytte: | det tarre ar 2018 kunne vi vise en signifikant sammenhaeng imellem
sorternes roddybde i RadiMax og deres udbytte i Landsforsggene. Det giver en staerk indikation pa,
at vi kan opna de forbedringer, vi arbejder for i projektet. | de kommende ar vil vi udbygge arbejdet
med at sammenligne rodveekst malt i RadiMax og udbytte i markforsgg hos bade hvede, kartofler og
greesser.

5) Effektiv billedanalyse: Billedanalyse baseret pa kunstig intelligens, som gar det muligt at lave en
hurtig og preecis rodmaling pa de mange tusinde billeder fra RadiMax. Uden den udvikling ville vores
rodmalinger i RadiMax veere staerkt begreensede og langsommelige. Den automatiske billedanalyse
giver ogsa bedre kvalitet og statistisk sikkerhed, og har gjort det muligt at opna statistisk sikre resul-
tater hvor den tidligere manuelle rodopggrelse ikke kunne vise forskelle.

Baggrund

Forsggsarbejdet og udviklingsarbejdet i Robusta projektet handler om at bidrage til foreedlingen af mere robu-
ste afgrader, ved at udvikle afgrgder som er bedre til at udnytte vand og kveelstof fra dybere jordlag. Det vil
kunne gge kveelstofudnyttelsen, reducere kveelstofudvaskningen og gare afgraderne mere tgrketolerante. En
stor del af arbejdet er gennemfgrt i RadiMax anleegget, som er udviklet og bygget i projektet RadiMax, som
ogsa har gennemfart de grundleeggende forsgg i anleegget i samarbejde med planteforesedlerne fra Nordic
Seed, Sejet, DLF og Danespo. | den del af Robusta arbejdet har vi fokuseret pa at udbygge og forbedre de
data vi kan fa fra forsggene i RadiMax anleegget. En mindre del af arbejdet er gennemfagrt som markforsag,
for p4 et mindre antal sorter at studere iszer N udnyttelse under varierende veekstforhold.

Arbejdet i forbindelse med RadiMax studierne har isaer handlet om at forbedre mulighederne for at méle af-
grodernes vaekst og aktivitet. Vi har arbejdet med at udvikle og forbedre metoderne for billedanalyse og isotop
tracer teknikker til at kunne bruges pa det store antal genotyper der dyrkes i RadiMax.



Billedanalyse til rodmaling

Nar vi maler rodveekst pa en afgrgde i RadiMax anleegget, opnar vi typisk omkring 30.000 billeder der hurtigt
og preecist skal kunne analyseres for rodveekst. Udvikling af neural netveerks baseret analyse af rodvaekst pa
de mange billeder har derfor veeret en vigtig opgave i Robusta, som er lykkedes sa godt, at vi nu kan analysere
de tusindvis af billeder fra filmning af en afgr@de pa under et dggn. Det er et helt afgarende fremskridt fra den
manuelle opgarelse vi var ngdt til at bruge i starten af projektet. Sammenligninger imellem billedanalyse og
manuelle opggrelser viser at den automatiske billedanalyse ogsa giver bedre datakvalitet og stgrre statistisk
sikkerhed p& analyserne. Med den teknik har vi nu opnéet et antal resultater for forskellige afgrader over arene,
hvor vi har kunnet vise statistisk sikre forskelle i dyb rodvaekst. | det tarre ar 2018 kunne vi vise en signifikant
sammenhaeng, sddan at de vinterhvedesorter som havde dyb rodvaekst i RadiMax forsgget ogsa viste hgjere
udbytte i sortsafprgvningen i Landsforsggene. Det er et meget lovende resultat, som viser at RadiMax forsg-
gene giver viden der i praksis kan fgre til afgrader med hgjere udbytte.

Termografi med billedtagning fra drone

Vi har udviklet billedtagning fra droner til at méale pa afgredens vaekst og bladtemperatur. Bladtemperatur er
vigtig fordi den viser planternes gjeblikkelige niveau af tarkestress, i form af stigende bladtemperatur. Udvik-
lingen af droneteknikken er foregaet i flere projekter, men i Robusta projektet har vi arbejdet specifikt med det
termiske kamera, og med at udvikle software og protokol som gear, at vi hurtigt kan komme fra mange billeder
taget fra dronen over RadiMax anleegget, til data for bladtemperatur pa et stgrre antal malepunkter p& hver
afgrederaekke i RadiMax. Dermed kan vi pa fa dage fra en overflyvning na frem til data som kan analyseres
statistisk.



Maling af dyb rodaktivitet med isotoper

Vi har udviklet brugen af isotoper til maling af kveelstof og vandudnyttelse i de mange genotyper i RadiMax
forsggene. Kveaelstofudnyttelse males med 15N isotopen, som tilfgres med vandingsvandet, vandudnyttelse ved
hjeelp af tilfarsel af deuteriummaerket vand (?H20) og ved hjeelp af naturlig berigelse med 3C. Indbygningen af
13C i planterne afhaenger af hvor abne planternes stomata er, og dermed af hvor tgrkestressede de er. | de
farste ar lavede vi indledende undersggelser af veerdien af at bruge disse isotoper i anleegget, og for at fast-
laegge hvordan det bedst gennemfares i praksis, og pa baggrund af de resultater er der i 2018 og 2019 gen-
nemfart forsgg med 15N og 3C i hele RadiMax anleegget. Resultaterne fra 2018 viser en lovende sammen-
heeng imellem rodmalinger og isotopmalinger. Det viser dels, at de forskelle i rodveekst vi maler, har en reel
betydning for sorternes evne til vand og kveaelstof optagelse. Samtidig viser det at isotop resultaterne kan bru-
ges sammen med rodmalingerne til at identificere de genotyper der er mest effektive til at seette dybe rgdder
og udnytte vand og N effektivt, s& foraedlerne kan bruge den information i deres foraedling.

Kombination af resultater fra forsggene

Med kombinationen af rodmalingerne, dronebaserede malinger af afgrgden over jorden og malinger pa de
forskellige isotoper, forventer vi at kunne gge sikkerheden i de data vi opnar for de forskellige genotyper i
RadiMax anleegget. Alle de enkelte metoder er behaeftet med en betydelig usikkerhed, men de bidrager alle
med information om sorternes evne til dyb rodvaekst og funktion. Ved at kombinere den information de giver,
forventer vi at kunne opnd en mere sikker bestemmelse af sorternes dybe rodveekst og evne til vand- og
kveelstofudnyttelse. Resultaterne for isotopanalyse for 2019 er lige modtaget fra UC Davies, og vil nu indga i
den samlede analyse for forskelle i dyb rodvaekst.

Markforsgg til studier af N effektivitet

Markforsggene har givet flere interessante resultater, men de har ogsa veeret ramt af flere udfordringer. Planen
var at arbejde med vinterhvede, men bevillingstidspunktet gjorde det ikke muligt at etablere vinterhvede til
farste ars forsgg, s i 2017 lavede vi forsgg med varbygsorter. Selvom sortsforskelle i proteinindhold og N
udnyttelse er mindre hos varbyg, fandt vii 2017 sikre forskelle i N udnyttelse imellem 8 varbygsorter, pa tvaers
af 5 forsggslokaliteter. Vi fandt samtidig, at ved maling af en raekke enzymaktiviteter (physiologisk faenotyp-
ning) pa praver af faneblade ved blomstring at nogen enzymaktiviteter var teet knyttet til det senere N indhold
i kernerne.

| bade 2018 og 2019 har vi dyrket vinterhvede som planlagt. Da 2018 forsgget skulle sas i efteraret 2017,
havde vi dog kun meget forelgbige roddata klar fra RadiMax anlaegget da vi skulle veelge sorter og etablere
forsggene, sa det var farst i 2019 at vi helt kunne basere sortsvalget i markforsggene pa RadiMax roddata. |
2018 betad tgrken at udbytteniveauet blev lavt, og flere af forsggene blev skadet af tgrken. Forsggene i 2019
er vel gennemfarte, og resultaterne for bAde N optagelse og 3C er lige modtaget fra analyse (UC Davies
isotoplaboratorie), sé resultaterne nu kan analyseres.

| 2019 satte vi minirhizotroner i hvedeforsggene pa de 4 lokaliteter. Desvaerre viste det sig vanskeligt at bruge
det kameraudstyr vi normalt anvender til rodforskningen pa KU pa de forskellige markforsgg. Udstyret er for
kompliceret og sarbart til standard brug pa en raekke marklokaliteter, men vi har opnaet en del optagelser som
nu er ved at blive analyseret, sd vi kan sammenligne resultaterne med de resultater vi har for de samme
genotyper fra RadiMax.

Arbejdspakke 2. Dataintegration og selektion af forsedlingsmateriale
Marta Malinowska, Anja Karine Ruud, Istvan Nagy, Mattia Fois og Torben Asp. Aarhus Universitet, Institut for
Molekyleerbiologi og Genetik - Afgradegenetik og Bioteknologi

De 5 vigtigste resultater fra arbejdspakke 2

1) Tarkestressgener er identificeret: Ved dataanalyse er identificeret gener og genetiske varianter i
gener, som spiller en rolle i genotypernes praestation under tgrkestress. Denne genetiske information
kan bruges i udveelgelsen af nye sorter af foreedlerne.



2) Strategi for mere ngjagtig foraedling: Der er udviklet mere ngjagtige modeller, der forklarer den
feenotypiske variation, og derigennem gger praecisionen i genomisk selektion for bedre udnyttelse af
vand og kveelstof. Modellerne er til gavn for foreedlerne i deres arbejde og fremdrift med genomisk
selektion. Modellerne er udviklet for

a. seks agronomiske egenskaber i byg
b. seksten agronomiske egenskaber i rajgrees

3) Udvalgt linjer/sorter med stor foraedlingsveerdi: Der er identificeret og udvalgt foreedlingsmateri-
ale med den starste foraedlingsveerdi, sa foreedlingsfirmaerne kan producere fremtidens robuste sor-
ter til gavn for de danske landmaend. Forzedlingsveerdierne er sendt til firmaerne, sa de kan bruge
resultaterne til udvikling af nye sorter.

4) Genetisk variation muliggegr smartere foraedling: Der er opnaet viden om den genetiske variation,
hvilket kan bruges til at forbedre analysemodeller til mere ngjagtig preediktion af foraedlingsveerdier
(GEBV). Information giver ligeledes foreedlerne viden om sorternes oprindelse, og informationerne kan
bidrage til at forbedre forsedlingsprogrammer.

5) Information om rodudvikling opndet: Der er opnaet viden om de biologiske processer, der ligger
til grund for planternes rodudvikling og feenotypiske plasticitet. Dette er vigtig information i det videre
arbejde mod robuste sorter med god rodudvikling.

Baggrund

| fremtiden vil danske landbrugsafgrader opleve flere og leengere perioder med ekstremt vejr, f.eks. tarke. Det
er derfor ngdvendigt at identificere planter som er mere robuste for tarkestress, og som effektivt kan udnytte
de tilgaengelige ressourcer ogsa under pressede forhold. Foraedlere benytter allerede genetisk information til
at selektere foraedlingsmaterialet, som markgr-assisteret selektion (MAS) og genomisk selektion (GS). Men
egenskaber knyttet til stresstolerance har oftest en kompleks genetisk baggrund, med mange gener involveret.
Dette gor det vanskelig at identificere genetiske markgrer med tilstraekkelig preecision til at bruge i forsedlingen,
eller preedikere de bedste foraedlingslinjer.

Forholdet mellem feenotype og genotype er komplekst og inkluderer biologiske processer som ikke kan opfan-
ges direkte fra DNA-sekvensen. Et eksempel er epistatiske effekter som skyldes interaktioner mellem alleler
ved to eller flere loci. Disse effekter er vanskelige at estimere og bliver normalt ikke inkluderet i genetiske
praediktionsmodeller. Det er derfor meningsfyldt at inkludere flere lag af 'omics’ data, som for eksempel gen-
ekspression eller DNA-metylering, i praediktionsmodeller. Disse regulatoriske lag kan forklare interaktioner
mellem loci og mellem genotype og miljg, og gge vores evne til at preedikere faenotypisk variation.

| AP2 har vi arbejdet med at integrere genekspressions- og metyleringsdata i relation til genetisk information,
og kvalitets- og foreedlingsrelaterede egenskaber. Vi har arbejdet med byg (Hordeum vulgare) og rajgraes
(Lolium perenne). Afgraderne blev dyrket i Radimax-anleegget i 2017, hvor de blev udsat for tgrkestress af-
haengig af hvor i faciliteten de voksede (se tidligere rapporter).

Preediktion af feenotypisk variation

Vi har udviklet en strategi for mere ngjagtig praediktion af faenotypisk variation, ved at inkludere direkte infor-
mation fra genekspressionsdata og DNA-metyleringsdata i Baysian praediktionsmodeller. Vi har ogsa vist at
genetisk variation der forklarer forskelligheder i for eksempel genekspression, kan bruges til at yderligere in-
formere analysemodeller for mere ngjagtig praediktion af foraedlingsveerdier (GEBV). | tilleeg har vi gennem
vores analyser opndet viden om de biologiske processer som ligger til grund for planternes feenotypiske pla-
sticitet.

Nye strategier til planteforaedlingen

| bestreebelserne pa at udvikle strategier til fuld udnyttelse af omics-dataseet i planteforaedling, undersggte vi
metylomet i byg og rajgraes. Vi udviklede WellMeth, en komplet RRBS analyse-pipeline til arter med et refe-
rencegenom. Forberedelse af epiGBS bibliotek og principper for barcode design er fra epiGBS pipelinen (van
Gurp et al., 2016).
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| vores undersggelse har vi undersggt DNA metylering for byg linjer og rajgrees populationer og herigennem
udviklet en metode til at karakterisere genotype og miljginteraktioner. Vi har ogsa udviklet en metode til diffe-
rentiel metyleringsanalyse savel som methylering QTL-analyser. Eigenetisk variation som er under genetisk
kontrol kan bidrage til forbedret selektion i foraedlingsprogrammer, medens miljgmeaessigt pafarte epigenetiske
variationer vil veere i stand til at bidrage til feenotypisk plasticitet. Resultaterne, der er opnaet ved hjeelp af
Bayesian Generalized Linear Regression (BGLR), har faet os til at tro, at en kombination af forskellige typer
af omics-dataseet kan forbedre praediktion af forskellige komplekse egenskaber i byg og rajgrees. Dette kan
bruges at foreedlingsfirmaerne til at udvikle fremtidens robuste afgrader.
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Arbejdspakke 1 — Feenotypning for rodvaekst og rodfunktion

Olga Popovic, Tomke Susanne Wacker, Jesper Svensgaard, Abraham Smith og Kristian Thorup-Kristensen
Kgbenhavns Universitet.

Introduktion

Forsggsarbejdet og udviklingsarbejdet i Robusta projektet handler om at bidrage til forsedlingen af mere robu-
ste afgragder, ved at udvikle afgrgder som er bedre til at udnytte vand og kveaelstof fra dybere jordlag. Det vil
kunne gge kveelstofudnyttelsen, reducere kveelstofudvaskningen og ggre afgraderne mere tarketolerante. En
stor del af arbejdet er gennemfart i RadiMax anleegget, som er udviklet og bygget i projektet RadiMax, som
ogsa har gennemfart de grundleeggende forsgg i anleegget i samarbejde med planteforeedlerne fra Nordic
Seed, Sejet, DLF og Danespo. | den del af Robusta arbejdet har vi fokuseret pa at udbygge og forbedre de
data vi kan fa fra forsggene i RadiMax anleegget. En mindre del af arbejdet er gennemfagrt som markforsgg,
for pa et mindre antal sorter at studere iseer N udnyttelse under varierende vaekstforhold.

Arbejdet i forbindelse med RadiMax studierne har isaer handlet om at forbedre mulighederne for at méle af-
gradernes veekst og aktivitet. Vi har arbejdet med at udvikle og forbedre metoderne for billedanalyse og isotop
tracer teknikker til at kunne bruges pa det store antal genotyper der dyrkes i RadiMax.

Afgrader forsggsdesign og metoder i RadiMax anlaegget

Igennem de 3 ars Robusta projekt, er der gennemfart forsgg med 4 forskellige afgreder i RadiMax anlaegget,
vinterhvede, varbyg, graesser og kartofler (Tabel 1).

Tabel 1. Afgrader i RadiMax faciliteten igennem den 3-arige periode (2017-2019) og forsggsdesign

Ar Afgrgde Bed Design

2017 Varbyg 1log?2 Split design
Rajgrees 3094

2018 Vinterhvede log?2 Split design
Kartoffel 3094

2019 Vinterhvede log?2 Hel raeekke plots
Greesser 3094

Gennem de farste 2 ar af projektet (2017 og 2018) blev alle forsggene gennemfart i et split design, hvor der
blev dyrket en sort i den ene halvdel af reekken over minirhizotronerne, og en anden sort i den anden halvdel
af reekken. Fra 2019 er den samme sort sdet igennem hele raekken, for at forenkle sa-arbejdet.

Vand og kveelstofeffektivitet

Vandstress gradient i RadiMax

| RadiMax anleegget skabes der en vandstress-gradient med et undervandingssystem i stigende dybde under
reekkerne ind imod midten af anlaegget, for p4 den made at bidrage til screeningen af sorternes evne til dyb
rodveekst og vandudnyttelse. Resultaterne fra 2017 og 2018 viste at der i begge ar blev opnéaet en Klart signi-
fikant virkning af tarkegradienten pa veaekst og udbytte, men der blev ikke fundet nogen vekselvirkning med
sorterne, og dermed blev der ikke p& den made identificeret genotyper som var bedre til at udnytte vand fra
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dybe jordlag end andre. En mulig arsag kan veere den made tarkegradienten blev skabt pd. Der blev skabt
tarre forhold ved at holde regnen vaek med anleeggets mobile overdaekning, mens der blev tilfgrt vand i sti-
gende dybde ved hjeelp af undervanding. Dermed blev overjorden tarret ud, bade i den tagrre og den velvan-
dede del af anlsegget, og den tgrre jord har reduceret planternes adgang til at optage naeringsstoffer fra over-
jorden. I 2019 blev strategien derfor zendret, sa afgrederne fik lov at fa regn mens der ikke blev tilfgrt under-
vanding. Dermed blev der stadig skabt en tgrkegradient, men nu omvendt, fordi planterne i midten havde en
dybere jordprofil at udnytte vand fra (Figur 1), men uden at overjorden blev sa kraftigt udtgrret. Greesforsgget
blev ogsa vandet ovenfra efter de enkelte slet.

Water Stress

Figur 1. Terkegradienten som effekt af dybden af Jorden som blev skabt i forsgget i 2019.

Med den omvendte tarkegradient i 2019 blev hgststrategien ogsa aendret, i forhold til de to foregaende ar, sa
den tagrkestressede prgve blev hgstet ud imod kanterne af anleegget, mens de bedre vandforsynede prgver
blev hgstet ind imod midten af anlaegget (Figur 2).
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Figur 2. Prgvetagning i 2019.

Isotop tracer tilfgrsel i RadiMax

| alle 3 &r blev der lavet forsgg med tilfarsel af isotop-tracere (:N and 2H:0) for at male optagelse af vand og
kveelstof fra dybe jordlag. 1°N tracer blev tilfart som Ca(*>NOs)2 og deuterium maerket vand (?H20), oplgst i
regnvand, og begge tilfart igennem drypslanger placeret i bunden af anleegget (Figur 3). | 2017 og nogen af
de senere forsgg er isotop tracere tilfgrt til et mindre antal linjer (KU-linjerne), hvor de er tilfart i stigende dybde
langs minirhizotronerne. Disse forsgg havde til formal at undersgge om og hvordan vi kunne bruge isotop
tracere til at studere dyb rodveekst. Ud fra de forsgg har vi kunnet fastsla meengder af tracer vi skulle bruge. |
2017 var formalet isaer at teste om vi kunne opna gode resultater med isotopmaerkning, og hvordan, og isoto-
per blev kun tilfgrt til den mindre del af anlsegget hvor der er etableret drypslanger langs med minirhizotro-
nerne, langs skraningen. Fra 2018 blev N tilfgrt med en af slangerne fra undervandingssystemet, sadan at
der blev tildelt isotop tracer til alle plantereekker, i begge sider af anlaegget, i en fast dybde (Tabel 2).
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Figur 3. Setup til tilfgrsel af >N via drypslange fra undervandingsanleegget, og illustration af fordelingen af den
tilfgrte isotoptracer over hele anlaegget i 2018 og 2019.

| 2018 blev 1°N tilfart til alle linjer i én dybde, mens 2H20 kun blev tilfart til 30 linjer hver afgrade, hvor tilfarslen
fulgte skraningen i stigende dybde. |1 2019 blev 15N og 2H0 tilfart samtidig til alle hvedelinjer 180 cm dybde
(Tabel 2).

Tabel 2. Tildeling af 15N og ?H,0 injektion in 2017, 2018 and 2019.

Ar Afgrade 15N injektion 2H,0 injektion
2017 Véarbyg Langs skraning Langs skraning
Rajgrees Langs skraning Langs skraning
2018 Vinterhvede 180 cm Langs skraning
Kartoffel 140 cm Langs skraning
2019 Vinterhvede 180 cm 180 cm
Graesser Langs skraning Langs skraning

Ved tilfarslen igennem undervandingssystemet til alle linjer, blev dybden for 15N tilfgrsel valgt i et forsgg pa at
tilfgre traceren til den dybeste del af rodsystemet. Vi brugte data fra vandsensorer i forskellige dybder i Ra-
diMax, der viser hvor dybt planterne optager vand, sammen med en fgrste analyse af billeder fra rodfilmning
for at vide ca. hvor dybt rgdderne er naet ned. Samlet set farte det til at vi valgte at tilfgre 5N med en dryp-
slange fra undervandingssystemet i ca. 180 cm dybde for hvede og 140 cm for kartoffel (Tabel 2). Ved hgst
tog vi praver i et 30 cm langt stykke af hvedersekkerne over den drypslange hvor °N blev tilfart, og i kartofler,
tog vi prgver fra to planter over tilfgrselslinjen. Prgverne blev tgrret, formalet og sendt til UC Davies isotopla-
boratorium for analyse for bade 15N og *3C.
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Ved de indledende forsag med tilfarsel langs skraningen, blev der tilfgrt vand med isotoptracere igennem tryk-
kompenserede drypslanger installeret langs 15 af minirhiozotronerne i hvert af de 4 del-anleeg i RadiMax. Det
betad at tracerne blev tilfart i stigende dybde langs hver af de 15 planteraekker, s& der ved prgvetagning pa
flere punkter langs raekken kunne males péa traceroptagelse fra stigende dybde.

Ved tilfarsel af deuterium maerket vand 2H20, blev der taget praver 5 steder langs raekkerne, sa der kunne
males optag fra 5 dybder. Ved prgvetagning 3 dage efter tilfgrsel af tracer, blev der placeret plastikposer over
en hvedeplante eller en kartoffelplante til opsamling af transpirationsvand (Figur 4). Efter en time blev poserne
taget af, og kondensvand der havde samlet sig i poserne fra planternes transpiration blev opsamlet til analyse.
| 2018 blev der yderligere opsamlet transpirationsvand fra 3 hvedelinjer og 3 kartoffellinjer ved dag 0, 1, 4 og
7 efter tilfarsel af tracer, for at folge vandtracer optagelsen over tid identificere det bedste tidspunkt for tilfarsel.
Vandprgverne blev filtreret og analyseret med Water Isotope Analyzer for isotop ratio.

> £ 5 " >~

M

Figur 4. Opsamling af transpirations vand for 2H,O analyse, fra planter med rgdder | 5 forskellige dybder,
3 dage efter injektion i 2018.

Faenotyping — billedanalyse for rodleengdebestemmelse

Et "convolutional neural network ” (CNN) til billedanalyse blev udviklet for at overkomme specifikke problemer
der opstod i analysen af rgdder pa rodbillederne 2017, samt at f& bedre kvalitet af data og gare processen
mere stremlignet. CNN'’s er en "deep learning” metode der er inspireret af hvordan den Visuelle kortex virker
pa mennesker. "Deep learning” er lige nu den mest avancerede og komplekse metode til at analysere visuel
information.

15



Et af de fagrste skridt man tager nar man skal lave et CNN er, at annotere relevante dele af udvalgte billeder.
Disse billeder bliver valgt igennem en proces hvor man bruger scripts til at finde tilfseldige billeder, som man
bruger i programmet GIMP (Figur 5). Her maerker man sa de dele af billedet man er interesseret i at undersgge.
Informationen givet i GIMP bliver ved hjeelp af scripts overfgrt til CNN’et, hvorefter den kan blive brugt til at
treene modellen. P& denne made kan man traene forskellige modeller til analyse af rgdder af forskellige afgra-
detyper. CNN’et og den made det bliver traenet pa, for brug i Radimax, er baseret pa en tidligere beskrevet
metode: https://arxiv.org/abs/1902.11050
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Figur 5.Rodbillede bliver annoteret for relevant information i programmet GIMP hvilket efterfglgende bliver
brugt til traening af CNN’et.

Billederne bliver delt op i et treenings- og et validerings-seaet. Traeningssaettet er det saet CNN’et laerer af, og
valideringsseettet bruges til at validere at netveerket virker. Nar man traener CNN’er kan der opsta det problem
der kaldes "overfitting”. Dette sker nar modellen "husker” treeningsbillederne for godt pa en made der ggr, at
dens ydeevnen pa andet data, som ikke bliver brugt i traening bliver darligere. For at forhindre "overfitting”,
blev der brugt en metoder der kaldes “early stopping”. Det er her validations saettet kommer ind, da det viser
hvor godt modellen virker p& validationssaettet (Figur 6), s man stopper den videre treening af CNN’et. For
flere af moddellerne blev der lavet unikke modeller, for at fa den bedste ydeevne. Til dette formal blev der
brugt en "learning rate schedule” og en sa kaldt "hyper-parameter tuning”.
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Figur 6. Data der viser den lgbende forbedring ved yderligere treening af CNN, og de gradvise fremskridt der
sker i lgbet af treeningen af modellen pa Radimax data. X-aksen viser hvor mange traeningsforlgb af CNN
systemet der er lavet, og Y-aksen hvor god sikkerheden i analysen sa er blevet. Efter 30-40 treeningsforlgb er
der opnéet en hgj sikkerhed, og der opnas meget lille forbedring ved at fortseette treeningen.

Figur 7: Genereret billede fra et RadiMax dataseet der viser rgdder, og til hgjre rgdder der er identificeret af
CNN’et vist i rgdt.

De sakaldte komposit billeder viser hvilket omrader (i rad) som netveerket identificerer som rgdder. | Figur 7
kan man se sadan et billede opstillet ved siden af det oprindelige billede. Disse billeder er udviklet sa forskere
der arbejder med RadiMax data kan kontrollere om kvaliteten af analysen er i orden, om der er opstaet fejl
eller der skal gennemfgres yderligere traening af modellen.
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Figur 8: Radimax billeder der indeholder dug og plastic, hvilket illustrerer nogle af de problemer der har veeret
med den tidligere brugte analysemetode.

Figur 8 viser eksempler pa de udfordringer der findes pa nogen af rodbillederne fra RadiMax, som ngdvendig-
gjorde udvikling af den nye CNN baserede metode at analysere rodbilleder pa. For at sikre at CNN’et kunne
overkomme sadanne billeder blev et "problematisk” saet af billeder udvalgt, som udelukkende indeholdt udfor-
drende situationer. Dette har gjort CNN’et staerkere i forhold til at undga falske positiver i analyserne. Ogsa
problemer med mgrkfarvede greesradder, som den oprindelige billedanalyse ikke kunne handtere, kan CNN
modellen treenes til at klare.

Work flow for billedanalysen

Images Processed with CNN
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Figur 9: Den totale meengde af analyserede billeder ved hjeelp af CNN’et, som det ses har vi i 2018 og isaer
2019 veeret i stand til at analysere flere hundrede tusinde billeder inden for en kort periode.

| analysen af billeder fra RadiMax var det ngdvendigt ikke bare at udvikle et billedanalyse-system, som kan
identificere redderne og estimere rodleengde pa hvert billede. Der var ogsa brug for at systemet kunne hand-
tere et meget stort antal billeder. Ved hver filmning i RadiMax far vi typisk imellem 10.000 og 40.000 billeder,
sa der var brug for at udvikle en protokol til analyse af mange tusinde billeder fra et fiernnetveerksdrev. Dette
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er udviklet, og er blevet til et system som kraever meget lidt manuelt arbejde nar et nyt dataseet skal analyseres,
siden det meste af processen nu er automatiseret.

Hele processen foregar i 3 faser:

Fase 1

e Lave en liste af billederne fra I-drevet

e Oprette foldere pa I-drevet for analyserede data

e Oprette lokale foldere for midlertidig data.

e Dele billederne op i starre grupper til analyse (ca. 500 nu)
Fase 2

Analyse af grupper af rodbilleder (Se system diagrammet, Figur 10)
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Figur 10: lllustration af CNN analysen. En raekke processer interagerer mens billede analysen forgar.

Fase 3

e Udregning af rodlzengde fra hver “skeleton”-billede fra hvide pixels, hvilket bliver gemt | en CSV-fil
e Automatisk upload af CSV-filen til I-Drevet
e Email CSV-filen og output-filens beliggenhed til relevant brugeren

De eneste manuelle opgaver i processen er at skrive initialiserings scripts og give besked nar data er analy-
seret. Systemet er ogsa designet til at overkomme forskellige fejl der matte opsta.
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Brugertraening

Baseret pa observationer efter at flere RadiMax datasaet blev analyseret, blev det fundet ngdvendigt at produ-
cere et nyt stykke software. Dette software fjerner behovet for at bruge andre programmer som Photoshop
eller GIMP, og hjeelper brugere uden tidligere programmerings erfaring til at treene et CNN for et nyt datasaet.
Dette program er blevet testet pa RadiMax billeder og vil blive brugt nar nye modeller for fremtidige RadiMax
datasaet skal produceres, hvilket burde give hgjere ngjagtighed i analysen.

Drone imaging

Til screening af stress pa den overjordiske veekst blev droneteknologien afprevet i 2017, 2018 og 2019. 2017
var opstarts-ar for at teste metoden, mens 2018 bgd pa en raekke overflyvninger over bade kartofler og hvede
i slut maj til og med juli. 1 2019 blev der lavet en enkelt 26 juni. Her vil blive vist nogle overflyvninger fra hhv.
kartofler og hvede i 2018.

Et termisk kamera blev afprgvet, da afgr@ders bladtemperatur oftest er sigende for om en plante er tgrkestres-
set. Stiger bladtemperaturen pd en sommerdag med hgj fordampningspres, er det ofte et tegn pa, at planten
ikke har adgang til vand, lukker sin transpiration ned, og derved far en gget bladtemperatur (Jones et al.,
2009). Dette skulle afprgves som screeningmetode i RadiMax, da det i tidligere forsgg har vist sig som vee-
rende en god indikator for prae-symptomatisk tgrkestress der er sortsspecifik i afgreder sdsom hvede (Youssef
Bayoumi et al., 2015). Dog er bladtemperatur vanskelig at arbejde med under danske forhold pga. fa dage
med hgit transpirationspres pa planten grundet lav luftfugtighed og hgj lufttemperatur (Jensen et al., 1990),
hvilket skulle undersgges neermere i RadiMax.

Hertil blev ogséa pregvet et multispektralt samt farve kamera til at lave vegetationsindekser, der siger noget om
afgredens granhed. Dette kan ogsa relateres til afgradens respons pa eksempelvis tarke og hvor sortsspecifik
denne er (Sankaran et al., 2015)(Gizaw et al., 2016)

Hypotesen var, at tarkestress kan ses preesymptomatisk i RadiMax via termisk imaging nar der er maksimal
pres pa fordampning i afgreden, og at den akkumulerede effekt af tarkestress er en god indikator pa sorternes
terketolerance i RadiMax, hvilket kan males via multispektralt- og farvekamera.

Oprindelige setup

Dronen: En DJI Inspire pro blev i 2018 brugt til at flyve med hhv. termisk og multispektralt kamera. | 2019
samt fremadrettet benyttes en Matrice 210 RTK drone hvorpa der kan monteres 2 kameraer, vil veere det
multispektrale samt termiske kamera. Phantom 4 pro bruges til RGB kameraer. Styret under flyvninger af en
ruteplan i styresystemet DJI GS PRO

Termisk kamera: DJI Zenmuse XT, 512*640, 30Hz, 9 mm linse, radiometrisk version der estimerer absolut
temperatur. Termisk kamera omkranset af plastikbeskyttelse for vind, inklusiv folieband til at forhindre solind-
straling p& kamera. Herved mindskes uhensigtsmaessig nedkgling fra vind samt opvarmning fra sol.

Multispektralt kamera: Micasense RedEdge M, 5 band; bla, gren, red, RedEdge og Neerinfrargd, inklusive
ovenlys-sensor

RGB kamera: DJI Zenmuse X5S kamera/Phantom 4 pro kamera

Drone- og kamerastyring

App’en DJI GS pro blev brugt til at styre dronen automatisk under flyvning. Ved at veelge kameratype, flyve-
hgjde, gnsket billedoverlap (fremadrettet og sideveerts), flyveretning og hastighed, bliver dronen flgjet auto-
matisk, sdledes sa alle gnskede parametre kan samles i et billede. GS Pro finder automatisk alle dronens
oplysninger samt kamera oplysninger fra det termiske kamera ved opkobling til dronen. Ud over at styre dronen
med det termiske kamera blev DJI ogsa brugt til RGB dronen (Phantom 4 pro). Det multispektrale kamera blev
opsat via en Wi-Fi opkobling, og billedoverlap indstillet s det passede med flyvehgijde.
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Generelt blev det termiske kamera flgjet i 20 meters hgjde, mens det multispektral og farvekamera blev flgjet
i 30 meter. For det termiske kamera blev et billedoverlap pa 85-90% frontal og sideveerts brugt, mens det for
farvekamera og multispektralt kamera var pa 80%.

Billedanalyse

Programmet Pix4D mapper blev brugt til at lave den fotogrammetriske analyser af billederne fra dronen. Heri
bliver billeder stitchet sammen til ortomosaikker, og herunder bliver billedede vignettering og evt. pixelfor-
vreengning i billedets yderkant korrigeret som del af programmet avancerede og automatiserede algoritmer.

Det gratis GIS software QGIS (Figur 11) blev brugt til hhv. at lave et grid ned over hver enkelt reekke til data-
udtreek, samt selv den statistiske udtreek af billeddata for hver raekke.
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Figur 11. | gratis open-source softwaret QGIS blev de georefererede mosaikker med hhv. termiske, multispek-
tral og RGB format handteres, og herfra blev data pa raekkeniveau ekstraheret til Excel tabeller som kunne
analyseres statistisk.

Forslag til optimeringer baseret pa 2017-2019 data

Et formal med projektet var At udvikle imaging baseret metode til analyse af afgradestress i RadiMax
anleegget ved maling pa den overjordiske planteveekst. Baseret pa arbejdet i projektperioden, blev der
afprgvet forskellige setup pa dronen, samt arbejdet med forskellige softwarepakker. Herunder er forslag til de
setup man bgr arbejde videre med fremadrettet

Data-pipeline

En pipeline der kan handtere ruteplanlaegning med dronen, automatisk flyvning af dronen, automatisk klipning
af billeder til ortomosaik (fotogrammetri) samt endelig ekstrahering af malinger for enkeltraekkerne til et Excel
format eller lignende (QGIS) er identificeret og karer. Pipeline er vist i Figur 12 herunder inkl. tidsestimater for,
hvor lang tid hver proces tager. Nar setup er trimmet, vil hver flyvning inkl. databehandling og ekstraktion af
data til et Excel format tage omkring 1 time. Dette kraever dog en traenet dronepilot en GIS-kyndig data analy-
tiker, men er derfra ikke en vanskelig proces.
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Figur 12. Pipeline fra droneflyvning (tager ca. 15 minutter at forberede dronen og overflyve 1 enhed/grav 1
gang), over sammenklipning/stitching af billeder til en oversigtsmosaik (laves i Pix4D mapper software, tager
15 minutter at seette op og sa kgrer det automatisk i et par timer) til ekstrahering af data om temperatur eller
vegetationsindeks for afgrgderaekkerne (QGIS) til statistisk analyse pa Excel output fra QGIS.

Optimerede droneflyvninger

Fra resultaterne af projektet er der gennemtaenkt protokoller for, hvorledes flyvninger bgr foretages fremadret-
tet, for at f& de mest reproducerbare resultater fra dronerne. Dette baserer sig bl.a. pa nye publikationer om
optimal flyvning med termiske kameraer (Kelly et al., 2019), og inkluderer ideer omkring referencepunkter pa
jorden, kalibrering af kamera, kalibrering af billeder m.v.. Dette har ogsa resulteret i optimering af selve drone-
setup, hvor det termiske kamera nu er monteret med beskyttelseskappe for at minimere pavirkning fra vind
under flyvning. Se Figur 13 herunder.
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Figur 13. 2019 drone setup der kan testes igen i 2020. En matrice 210 drone der kan flyve i 25 minutter med
hhv. termisk og multispektralt kamera monteret pd samme tid. Termiske kamera omkranset af vindkrave der
skal minimere kameranedkgling under flyvning og derved minimere usikkerheder i kameraets estimat for over-
fladetemperatur.

Deslige anbefales det fremadrettet at benytte en drone med starre flyvekapacitet, sdsom Matrice 210 brugt i
2019, for at kunne lave gentagne flyvninger hen over radimax indenfor samme korte tidsrum, som ogsa anbe-
falet af Jones et al. (2009). For at kunne kombinere billeder fra flere flyvninger over kort tid, og evt. flere typer
billeder, er det vigtigt at billederne kan lokaliseres meget preecist, og det har vi opnaet ved at bruge plader
bekleedt med sglvfolie samt et kryds lavet med sort gaffer tape. Disse punkter kunne effektivt lokaliseres pa
bade RGB og termiske billeder, se Figur 14 herunder.

Figur 14. Punkter pa jorden der er malt op med RTK GPS samt er synlige bade i farve- og termisk billede.

Eksempel pa data ekstraktion og resultater, 2017

Herunder er vist, hvorledes data blev ekstraheret og analyseret i bygforsgget i 2017. Kort tid efter fremspirring
blev der lavet et grid til dataekstraktion for hver enkelt reekke i de relevante grave med byg (Figur 15). Hver
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raekke blev delt op i delomrader, og der blev sa udvalgt et delomrade for hver reekke repraesenterende hhv det
vade omrade (ud mod kante af anleeg) og det tgrre omrade (ind mod midten) (Figur 16).

Figur 15: Varbyg i 2017 efter fremspirring er ideelt til at lave det grid, som efterfglgende skal bruges til at lave
reekkespecifik ekstraktion af data pa termisk og multispektrale billeder.
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Figur 16: For hver reekke er der lavet et grid til at hive data ud. Hver reekke er yderligere delt op i smé& delom-
rader. | dette forsgg blev der brugt reekkedata fra det vade omrade hvor plantergdder har adgang til vand (bla
markering) og det tarre omrader hvor roddybde forhindrer nogle planter i at na vand med efterfalgende terke-
stress (rgde markering).

Den 4. juli blev anleegget overflgjet med hhv. RGB kamera, termisk kamera og multispektralt kamera. RGB
mosaikken blev brugt til at sikre, at klippegrid var fornuftigt (Figur 17 A).

Det multispektrale billede blev brugt til at lave et veekstindeks kaldet NDRE (Normalized Difference RedEdge
Index) som er et index fra O til 1, hvor indeks naermer sig O ved vissent materiale og bar jord, og neermer sig 1
jo mere grgn og teet afgrgden er (Figur 17 C).

Ergo forventes det, at tarkestress i RadiMax vil vaere malbart termisk med stigende temperatur, samt i NDRE
senere i veeksten pga. begyndende visning.
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Figur 17: A: RGB mosaik over varbyg i grav 2 4 juli. B: Termisk mosaik fra 4 juli grav 2. C: Multispektralt NDRE
mosaik fra 4 juli i grav 2. Altsa repreesenterer A, B og C den samme grav/samme afgrede pa preecist det
samme omrade pd samme dag, og kan derfor hver isger sige noget om afgradens status i det vade og tarre
omrade.

26



Fra flyvningerne 4 juli var det abenlyst, at der var en effekt bade pa det termiske billede samt paA NDRE. Dette
ses af Figur 18 herunder, der viser samlet (statistisk signifikant) forskel pa det vade omrade og det tgrre om-
rade i grav nummer 2. Resultatet pa det termiske vil dog helt sikkert haenge sammen med resultatet pd NDRE,
da NDRE indikerer biomassen begynder at vaere pavirket, hvilket nok ogsa medfgrer at bladene begynder at
haenge i det tarre omrade, hvilket vil pavirke temperatursignalet meget (Figur 18).
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Figur 18: Temperatureffekt pd vdde omrade (Border) mod terre omrade (Mid) i grav 2, varbyg. Det tgrre om-
rade har hgjere bladtemperatur i snit (gget transpirationspres) og lavere NDRE (begyndende visning, cellefor-
andringer).

Det var muligt at ranke sorterne med statistisk signifikans efter deres temperatur ind mod det tgrre omrade. Jo
hgjere temperatur, jo mere tgrke ma det antages. Dog var der lav gentagelighed for sammenhaeng mellem
sorter og bladtemperatur, ergo er bladtemperatur i dette tilfeelde ikke en seerlig sortsspecifik egenskab (Figur
19).
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Figur 19: Sorterne rangeres efter deres temperatur i det tarre omrade. Der er en rangering, hvor eks Evelina
er den sort der er kgligst (formodet mindst tarkestresset) og Laurikka en af dem der er varmest (formodet mest
tarkestresset). Dog er der lav gentagelighed pa sortsniveau, altsd er temperaturen statistisk set ikke szerlig
sortsspecifik.
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Pa samme made var det muligt at ranke sorterne efter deres NDRE ind mod det tarre omrade. Her var der
igen signifikante sortsforskelle, og der var en hgjere sortspecifik sammenhaeng til NDRE. Ergo var NDRE pa
dette tidspunkt, en god indikator for tarke, og en relativt god indikator for en sortsspecifik respons pa tarke
(Figur 20).
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Figur 20: Sorterne rangeres efter deres NDRE i det tgrre omrade. Der er en rangering, hvor eks Invictus er en af de sorter
der er mest gragn (formodet mindst tarkestresset, mindst i gang med at visne) og Kenia en af dem er mindst grgn (formodet
mest tgrkestresset). Der er bedre gentagelighed p& sortsniveau, altsd er granhed statistisk set mere sortsspecifik end
temperaturen.

Data 2018 og 2019

Data fra hveden i 2018 og 2019 er pt ved at blive feerdiganalyseret ved Arhus universitet, i forbindelse med
feerdiggaerelse af Jesper Svensgaards PhD arbejde. Der er lavethhv. termiske og NDRE malinger fra flere
kampagner i juli bliver holdt op mod udbytte og 3C malinger i hveden. Herfra skal det undersgges, hvad den
termiske profil kan bruges til. 1 2017 blev der kigget udelukkende pé bladtemperatur. 2018 data bliver analy-
seret ogsa ud fra et indeks kaldet Water Deficit Index (Hoffmann et al., 2016), der kobler den termiske profil
med NDRE profil fra samme overflyvninger, saledes sd man tager hgjde for bade bladtemperatur, blad vis-
ning/celle forandring samt evt. synlig jord. Det forventes at data kan ga ind i en videnskabelig publikation
mgntet mod mere foraedlingsorienterede tidsskrifter. Vi har flest dronebilleder og data fra 2018, hvor de tarre
vaekstforhold gav store forskelle i bladtemperatur og gode betingelser med skyfri dage som er vigtige for opti-
mal billedtagning, mens der i 2019 var langt faerre dage der muliggjorde flyvning og god billedanalyse for
tarkestres i afgrgderne.

Perspektiver

Mange studier har vist, at termiske data fra en drone er en glimrende metode til at studere tarkestress far
synlige symptomer nar der screenes for nye sorter (Sagan et al., 2019), men at det ogsa er en flygtig metode,
hvorfor man skal finde ud af at normalisere malingerne for at inddrage de temperaturflukse der opstar i det
milijg man er i over den tid det tager at f& billederne i hus (Prashar et al., 2013). RadiMax er yderligere vanskelig
at arbejde i, pga. temperaturpavirkninger fra faciliteten selv (betongange der opvarmes o.lign) samt den ind-
flydelse faciliteten har pa luftregulerende miljgeffekter (e.g. vindturbulens pga. teltene som pavirker overflade-
temperatur). Vegetationsindeks er mere uafhaengige af dette, men er samtidig ogsa ferst rigtig gode til at
beskrive tgrke nar denne begynder at begraense plantens vaekst og starte nedvisning. Dog er det sandsynligvis
sa simpelt, at de sorter der pavirkes af tarkestress, ogsa vil have et andet veekstforlgb fra skridning til modning,
som kunne males over flere strategiske flyvninger i perioden med multispektralt kamera, og derpa beskrives
via arealet under sorternes veekstkurver (Gizaw et al., 2016). Dette bgr undersgges neermere i kommende
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fors@g, og her bgr man ogsa undersgge det termiske kamera ngjere, i forhold til om man kan normalisere data
i forhold til miljgpavirkning under flyvning.

Markforsag for N effektivitet

Markforsgg med sorter af byg (2017) og vinterhvede (2018 og 2019) er gennemfart pa et antal lokaliteter i
Danmark, for at studere N udnyttelse, og for at sammenholde data fra RadiMax forsggene med malinger under
rigtige markforhold pa forskellige jordtyper. | 2017 blev 8 sorter af varbyg dyrket pa 5 forskellige lokaliteter. |
2018 og 2019 blev henholdsvis 7 og 8 sorter af vinterhvede dyrket pa 4 lokaliteter hvert ar. @nsket var at veelge
sorter ud fra resultaterne i RadiMax, men det kunne fgrst i fuldt omfang lade sig gare for 2019 forsgget, ved
anleeggelse af bygforsag i foraret 2017 og vinterhvedeforsag i september 2017 havde vi kun ganske forelgbige
RadiMax roddata til rAdighed for valg af sorter. P& hver lokalitet blev sorterne dyrket i 4 gentagelser i et fuldt
randomiseret blokforsagg. P& KU blev sorterne dyrket ved 2 kveelstofniveauer, normal og lav N, hvor lav N var
40 kg N/ha under normal N for varbyg i 2017 og 50 kg N/ha under normal N for vinterhvede i de to falgende
ar.

Der blev taget biomasseprgver ved blomstring (stadie 65), ved fysiologisk modenhed (stadie 85) og ved hgst.
Praverne blev tarret, formalet og analyseret for N indhold og naturlig 13C berigelse. Ved hgst blev kerneprote-
inindhold bestemt med NIR. For byg i 2017 blev der analyseret en reekke enzymaktiviteter (fysiologisk feeno-
typning) pa prever af faneblad ved blomstring, og pa faneblad og kerner midt under kernefyldning. Fysiologisk
feenotypning blev i mindre omfang gennemfert i vinterhvede i 2018, men pa grund af de meget tarre forhold
var det sveert at f& velegnede og ensartede praver. | 2019 blev der etableret minirhizotroner i forsggene for
maling af rodveekst. Resultater med N effektivitet af sorter af varbyg dyrket i 2017 er tidligere afrapporteret.

Hvedeforsggene i 2018 blev stzerkt pavirket af tarken, det reducerede udbyttet, men ogsa kvaliteten af forsga-
gene. Det betyder dog samtidig at vaekstforholdene i marken i betydeligt omfang lignede dem i den tarre del
af RadiMax forsggene, og giver mulighed for at sammenligne resultaterne derfra med markresultaterne. | 2019
var der veesentlig hgjere nedbgr, og markresultater fra 2019 vil derfor i hgjere grad veere sammenlignelige
med den velvandede del af RadiMax forsggene. Prgver fra 2019 afventer dog stadig analyse for N og 3C, s&
det er primeert resultater fra 2018 der afrapporteres her.

13C berigelse

Sammenligning af 13C berigelse pa forskellige tidspunkter og udviklingsstadier (Figur 21) viser tydeligt de tgr-
kestressede dyrkningsforhold i 2018. Mens malingerne viser grundleeggende sortsforskelle i 13C berigelse, er
det ogsa tydeligt at de reagerer forskelligt pa tgrken, som bliver staerkere over tid. Som omtalt under RadiMax
forsggene med hvede, kan 13C i halmen betragtes som en maling pa betingelserne i den tidlige del af vaeksten,
mens der endnu kun var moderat tgrkestress, mens C i kernen er fikseret senere under alvorlig tarkestress.
Forskellen i tarkestress i de to dele af vaekstperioden ses tydeligt i forskellene pa *3C i halm og kerne. Denne
konklusion styrkes af resultater fra varbyg i 2017, hvor der var en periode med forsommertgrke, mens resten
af sommeren havde hgj nedbgr, i resultaterne fra de forsgg var det 13C i halmen der viste tarkestress, mens
13C i kernerne ikke gjorde.

Forskellene imellem sorterne i markforsggene forventes sammen med tilsvarende data fra RadiMax forsgget
at give et veerdifuldt bidrag til at forsta sorternes evne til at udnytte vand under tgrkestress. Yderligere data for
13C og rodvaekst er pa vej fra markforsggene i 2019, som vil bidrage til analysen, ogsa selvom der ikke i 2019
har veeret alvorlig tarkestress.
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Figur 21: Gennemsnit og SE af delta 13C veerdier over 4 lokaliteter for skud ved blomstring, og kerne og halm ved hgst.

G x E interaktionen er signifikant for de fleste undersggte egenskaber (Tabel 3), men isaer delta 13C, N indhold
i halm og N hgst indeks (NHI) viser tydelig interaktion, og dermed at sorterne reagerede forskelligt pa vaekst-
miljget. Nar alle data, ogsa fra 2019 er pa plads, vil vi fortsaette analyserne af sortsforskelle og vekselvirknin-
ger, og deres sammenhaeng med resultater fra RadiMax forsggene.

Tabel 3: Variansanalyse med sort * lokalitet vekselvirkning for en reekke egenskaber malt pa udstationerede
vinterhvedeforsgg fra 2018.

Trait F-veerdi, sort | F-veerdi, sted F-veerdi, inter- | p-veerdi, model
aktion
Blomstring d 13C 6.91 16.97 2.25 0.001 | **
Halm d 3C 12.07 40.53 1.77 0.015 |*
Kerne d 13C 2.84 23.21 1.61 0.023 | *
Halmudbytte 1.89 10.28 1.37 0.06
Kerneudbytte 1.70 2.23 1.77 0.01 *
N ved blomstring[kg/ha] | 1.02 22.85 1.26 0.108 | ns
N, modenhed [kg/ha] 1.88 16.04 1.48 0.040 |*
Halm N [kg/ha] 0.75 15.82 1.86 0.01 |*
Kerne N [kg/ha] 1.95 1.48 1.68 0.02 *
Hgstindeks (HI) 1.86 2.55 1.59 0.023 | *
N hgstindeks (NHI) 1.01 6.06 1.81 0.009 | **

Udbytte og N optagelse

Udbyttet i 2018 blev klart reduceret af tarken (Figur 22). Der var klar forskel bade pa sorternes biomassetil-
vaekst frem til blomstring, og pa deres evne til at fortseette biomasseproduktionen og N optagelse i perioden

30



fra blomstring til modenhed (Figur 23 og 24). Isaer i den sidste periode forventes dyb rodveekst at spille en
vigtig rolle for afgradens vand og N forsyning.
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Figur 22: Tilveekst af biomasse for vinterhvedesorter fra blomstring til modenhed i 2018 og 2019. Tallene er
gennemsnit af alle lokaliteter.
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Vi antager at dyb rodvaekst fremmer den samlede kveelstofoptagelse, og maske isaer kveelstofoptagelsen i den
sene periode efter blomstring. Vi kan forvente effekter som illustreret i Figur 23, hvor Ohio har en hgj kveel-
stofoptagelse efter blomstring (ca. 25 kg N/ha) og en hgj samlet N optagelse, mens Kalmar har en lav opta-
gelse efter blomstring (ca. 8 kg N/ha) og en lav samlet optagelse. Analysedata for N og 13C er, som planlagt
kun lige modtaget fra laboratoriet, og vil blive sammenholdt med i analyse af hvordan sortsforskelle i total N
optagelse og N optagelse under kernefyldningsfasen efter blomstring haenger sammen med de roddata fra
markforsggene og fra RadiMax.
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Figur 24: Gennemsnitligt hgstindeks (HI) og kveelstofhgstindeks (NHI) for vinterhvedesorter | 2018, gen-
nemsnit over alle lokaliteter.

Resultater for Radimax forsgg

Vinterhvede 2018 og 2019

Rod faenotyper

Rodvaekst af vinterhvede blev filmet 3 gange i hver seeson, i maj, ved blomstring i juni og under kernefyldning
i juli. Rodintensitet p& billederne blev analyseret med CNN metoden (se afsnit 2.3). Rodintensiteten i maj var
hgj ned til ca. 125 cm dybde. Efter maj faldt rodteetheden i de gvre jordlag, mens der stadig var tilvaekst af
redder i dybere jordlag iseer mellem 150 og 200 cm dybde, men ogsa med lidt rodvaekst under 2 meters dybde.
Den total roddybde var lidt stagrre i 2019 end i 2018 (Figur 25).
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Figur 25: Gennemsnitlig rodprofil for hvede pa tre udviklingsstadier 2018 (Svane 2019, Ph.d. afhandling),
og 2019.

Dyb rodvaekst blev opgjort som samlet rodlaengde under en bestemt dybde. Denne dybde blev pa de enkelte
maledatoer bestemt ud fra den gennemsnitlige rodprofil af alle sorterne, og repraesenterer den del af rodzonen
hvor rodintensiteten er klart faldende med dybden. For vinterhvede var det i mange tilfaelde 130 eller 145 cm.
Figur 26 viser gennemsnitlig total rodlaengde i den dybe del af rodprofilen opgjort i juni i henholdsvis 2018 og
2019. | begge ar fandt vi en klart signifikant sortseffekt. | 2019 blev det signifikante resultat endda opnaet med
kun 2 forsggsgentagelser, for at fa flest muligt sorter med i studiet.
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Figur 26. Dyb rodintensitet under 130 cm (2018) og 145 cm (2019) for genotyper af vinterhvede dyrket i RadiMax forsg-

gene.

Biomasse og udbytte

Selvom der var en Klart signifikant virkning af terkegradienten i RadiMax (Figur 27), fandt vi ikke nogen signi-
fikant interaktion imellem genotyper og tarkegradient i 2018. Vekselvirkninger er generelt sveere at male, men
manglen pa signifikans kan ogsa skyldes maden terkegradienten skabes pa i RadiMax. Regn holdes veek med
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mobile telte, mens der tilfgres vand med et undervandingssystem i stigende dybde langs raekkerne, sa der er
velvandet ved kanterne, mens der er vandingen tilfgres i stor dybde i midten af anlsegget. Derved bliver der
stor forskel i vandforsyning fra dybe jordlag, men de gverste jordlag tarres helt ud, bade i den vandstressede
og "velvandede” del af reekken. Det har faet os til at aendre strategi for tarkegradient i forsgget i 2019 (se afsnit
2.2.1). 12019 lod vi afgrederne fa regn, og brugte ikke undervandingsanlaegget. Derved blev terkegradienten
vendt om, der er bedst vandforsyning i midten, hvor planterne kan udnytte vand fra et dybt jordlag, mens de
bliver mere tarkestressede i midten, hvor det jordlag de kan udnytte er under 100 cm dybt.
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Figur 27. Effekt af tarkegradient pa udbytte, tusindkornsvaegt, proteinindhold og kveaelstofoptagelse | vin-
terhvede i 2018 (gennemsnit af alle genotyper).
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Isotopstudier i vinterhvede 2018
15N optagelse

Malingerne af 15N optagelse hvor 15N var injiceret i ca. 180 cm dybde viste en klar korrelation til rodmalingerne
(Figur 28), iseer ved sammenligning pa raekke niveau med alle malte veerdier (p<0.001), men ogsa pa genotype
niveau (p=0.008, Tabel 4). Den bedste korrelation blev fundet nar rodmalingerne blev transformeret ved at
summere kvadratroden til de malte rodleengder per billede, da denne transformation reducerer den tilfeeldige
variabilitet i roddata. Det samme blev fundet for 13C data (se senere).

Correlation between deep root intensity and 15N enrichment

$=238+575x R*=0.24

log delta_15N enrichment

25 50 75
SSQRT_Deep_Root_Length (cm)

Figur 28. Linezer korrelation imellem dyb rodvaekst for hvede i juni 2018 og °N berigelse i praver pa 10 aks
taget over 30 cm af hvederaekken over injektionspunktet.

Tabel 4. Lineaer korrelation imellem 5N berigelse af aksprgver og andre rod og udbytte egenskaber i 2018.

Egenskab Level p-veerdi R2

DRLbelow_130cm Reaekke >0.001 Fork 0.199
DRL_ ssrtbelow_130cm Raekke >0.001 ok 0.244
DRLinjection_area Reaekke >0.001 oak 0.121
DRL_ssqQrtinjection_area Reaekke >0.001 *kk 0.067
DRLbelow_130cm Genotype 0.024 * 0.073
DRL_ssqrtbelow_130cm Genotype 0.008 *x 0.100
Kerne Nisotope_sample Raekke > 0.001 i 0.056
Udbytte Genotype 0.011 * 0.091
Kerne protein Genotype 0.088 * 0.097
N optagelse Genotype 0.013 * 0.087
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Den gennemsnitlige optagelse af det tilfarte 15N ligger lavt, p& mellem 0 og 5% (Figur 29). Det viser at vi har
opnaet at placere 15N dybt i rodzonen, men maske ogsa at vi kunne have faet mere sikre resultater ved at
placere det knapt sa dybt, sa det stadig var i den dybe del af rodzonen, men hvor planterne alligevel kunne
have optaget mere af det tilfarte 15N.
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Figur 29. 15N tracer recovery i vinterhvedeforsgget i 2018. Optaglesen er malt pa 10 aks fra hver reekke, og
recovery er beregnet ud fra at 15N er tilfgrt til 30 cm af reekken.

Optagelse af isotop-meerket vand

Vand med deuterium (2H) i stedet for brint blev brugt til at male optagelse af vand fra forskellige dybder i hvede
i 2018. Der blev malt optagelse allerede 24 timer efter tilfgrsel, men berigelsen i transpirationsvandet var hgjest
4 dage efter tilfgrsel, og faldt lidt igen ved maling 7 dage efter tilfarsel (Figur 30a). Alle genotyperne tog deu-
teriummaerket vand op fra 170 cm dybde (Figur 30), hvilket svarer til resultaterne for >N optagelse. | dette

forsgg var variationen i resultaterne for stor til at der kunne vises signifikante forskelle imellem sorterne i dyb
vandoptagelse.
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Figur 30. Maling af deuterium berigelse i transpirationsvand efter tilfgrsel af deuterium beriget
vand i stigende dybde under hvede i 2018. Udvikling i deuterium berigelse i
transpirationsvand i dagene efter injektion, hvor optagelsen kan males allerede efter et dggn,
men topper 3-4 dage efter tilfarsel (a), og berigelse i 8 sorter afhaengig af hvor dybt
isotopmeerket vand blev tilfert, malt 3 dage efter injektion (b).
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13C berigelse

Tarkestressgradienten i RadiMax viste en steaerk effekt pa den naturlige 13C berigelse i vinterhvede i 2018
(Figur 31). Berigelsen blev kraftigt pavirket af tarkegradienten i kernerne, men ikke i halmen.

Resultatet viser at der var mindre tarkestres i den tidlige vaekst hvor halmen blev dannet, end senere under
kernefyldningen, og at der endnu ikke var nogen tarkegradient af betydning i forsgget da halmen blev dannet,
mens der var en kraftig gradient da kernerne blev dannet. Der blev fundet signifikante sammenhaenge imellem
13C berigelse og malt rodveekst, hvilket viser at maling af 13C berigelse har potentiale som indirekte mal for
rodveekst og vandudnyttelse i RadiMax anleegget for hvede. Der var gode sammenhaenge ved sammenligning
imellem alle raekker i anleegget, men mindre klar sammenhaeng pa sortsniveau. Sammenhaengene var ikke sa
sikre som for 15N (se senere), méaske fordi den naturlige berigelse trods alt giver sma forskelle i forhold til 15N
hvor vi aktivt tilfarer tracer. En anden arsag kan vaere at N metoden med dyb placering giver direkte mal for
rodaktivitet i den dybde hvor 15N tilfgres, i modsaetning til 13C der maler pa tarkestress generelt, og ikke spe-
cifikt pa optagelse af vand fra dybe jordlag. Isotopdata for forsggene fra 2019 er lige modtaget fra laboratoriet
og indgar i den videre analyse af rod, 1°N og 13C data, og deres sammenhzaeng. Formalet er bade at fa estimater
pa hvad forskellene i dyb rodveekst betyder for dyb optagelse af vand og N, men ogsa at bruge isotopmalingern
direkte i den genetiske analyse og foreedling for sorter med effektiv dyb rodveaekst, pa lige fod med selve rod-
malingerne.

Resultaterne af 13C analyser viser en kompleks egenskab, der er resultatet af en raekke egenskaber. Det er
iseer stomata abningsgrad som via gasudvekslingen pavirker den naturlige berigelse, og det giver sammen-
haengen til tarkestress. Men der er ogsa andre forskelle imellem sorterne som pavirker gasudvekslingen igen-
nem stomata, og dermed den naturlige 3C berigelse ogsa uden vandstress. Vi antager at *3C berigelsen af
halmen ligger teet pa sorternes naturlige niveau uden vandstress, sadan at forskellen imellem 3C berigelse i
halm og kerne (Figur 31c) kan give et mere reelt billede af tarkestress end malingerne pa 13C i kerne i sig selv.
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Figur 31. Tarkestress effekt pa naturlig 13C berigelse (delta 13C) i 8 sorter af vinterhvede i 2018, i kerne (a),
halm (b) og differencen imellem 13C i kerne og halm (c).
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Tabel 5: Linezer korrelation imellem 13C berigelse, roddata og udbytte. Med korrelation pa reekkeniveau finder
vi klare korrelationer imellem dyb rodveekst og 3C, pa sortsniveau viser data ogsa en signifikant korrelation,
men med en mindre R2.

Trait Level p-value R2

DRLbelow_130cm Raekke >0.001 ok 0.205
DRL_ssqrtbelow_130cm Raekke > 0.001 ok 0.249
DRLinjection_area Reekke > 0.001 rork 0.122
DRL_ssqQtinjection_area Raekke >0.001 ok 0.136
DRLbelow_130cm Genotype 0.059 . 0.051
DRL_ssqrtbelow_130cm Genotype 0.026 * 0.072
Grain Yield Genotype 0.132 0.070

Greaes 2017 og 2019

Rod feenotyping

| RadiMax, har vi dyrket grees i bed 3 og 4 i 2017 og igen i 2019. Den farste maling af rodvaekst i rajgraes fra
2017 indikerede stor variation imellem de forskellige sorter. De metoder der blive brugt i 2017 have flere ud-
fordringer, bl.a. med at adskille radder fra den kalkholdige jord, og at identificere radder nar de blev seldre og
mere mgrkfarvede. Siden da er billedanalyse blevet steerkt forbedret, hvilket har gjort det muligt at analysere
et stort antal rodbilleder.

Roddata for graes fra 2019 er en sammenseetning af 4 forskellige billedtagninger over veekstsaesonen, som er
analyseret ved hjeelp af den nye CNN-metode beskrevet tidligere.
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Figur 32. Rodprofiler for grees over veekstsaesonen 2019.

Redderne voksede dybere ned fra marts til maj, og var ogsa tilstede | de senere optagelser. Den samlede
maengde rgdder var dog faldende, da rodleengden i de gvre jordlag var faldende over ssesonen, mens der
stadig var en tilvaekst af rgdder i de dybeste jordlag (Figur 32). Dette er sandsynligvis forsaget af klipning af
greesset i den periode, hvilket kan have faet rgdder til at dg, eller sendre udseende sa de bliver sveerere at
identificere (Figur 32).

Graesforsgget i 2019 omfattede ni forskellige grupper, baseret pa de forskellige greesarter der indgik. Hver
gruppe er blevet analyseret separat. Den totale leengde af dybe radder varierede meget imellem de forskellige
arter og sorter, bade i maj og september. De forskellige grupper aendrede ogsa reekkefglge mht. dyb rod-
leengde fra maj til september, som vist med eksempel fra strandsvingel i Figur 33 og 34.
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Figur 34. Den totale rodleengde af de dybe rgdder fra strandsvingel i september sammenlignet med de andre

Tidligere forskning har vist at forskellige klippe-strategier kan have forskellig virkning pa rodudvikling og rod-

funktionalitet. Derfor blev 3 forskellige klippestrategier testet | KU-delen af eksperimentet. For at undersgge

forskellen i optagelses aktivitet af radderne, blev de stabile isotoper *°N og ?H20 injiceret som tracere i jorden

med undervandingssystemet, og resultaterne fra disse analyser er lige modtaget og indgar i den videre ana-

lyse.. Bed 4 vil i 2020 fortsaette med det samme eksperiment, for at male rodudvikling pa flerarige graesser.
43
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Kartoffelsorter 2018

Kartoffeleksperimentet blev udfgrt i 2018 i RadiMax anleeggets bed 3 og 4. Der har tidligere veeret kartoffel
(2016) i bed 4, men ikke i bed 3. Undervandingssystemet blev sat i gang midten af juni med de 3 farste
vandings linjer, som vandede ned til 120 cm dybde. Pga. den ekstreme tagrke i 2018 blev de neeste 4 vandings
linjer ogsé& abnet, med en uges mellemrum. Forsgget var delt op i to dele, kartoflerne fra foraedlerne blev
plantet med 75 cm reekkeafstand, hvilket svarer til at de voksede over 3 minirhizotroner hver. | dette del af
fors@get voksede hver sort direkte over et centralt rgr, med et rgr pa hver side som supplerede det midterste
rgr. Kartoffelsorterne fra KU havde et andet design. KU linjerne udgjorde kun 7 forskellige sorter, der blev
plantet med 50 cm mellemrum, hvorved de voksede i midten mellem 2 minirhizotroner. Pga. den begraensede
plads valgte Danespo at deres genotyper kun blev testet med en gentagelse.

Rod feenotyping

| 2018 blev der taget billeder af kartoffelradderne 2 gange, i juli og august. Det er tydeligt at der var et fald i
den gennemsnitlige rodleengde fra juli til august. Grunden til det er sandsynligvis kombinationen af en meget
tar jordprofil som gjorde det svaere for CNN’et at opfange r@dderne, og at mange af redderne skrumper og
skifter farve, sé de bliver sveerere at observere nar de bliver sldre (Figur 35).
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Figur 35. Rodfordelingen i foreedlersorter (A) og KU-sorter (B).

Rodfordelingen viste at den maksimale rod dybde steg fra 110 cm i juli til 140 cm i august, for bade foreedler-
sortene og KU-sorterne. | de gvre jordlag blev der observeret flere rgdder i juli end i august, men det var
omvendt for de dybere ragdder. Den gennemsnitlige dybe rodlaengde (DRL) blev udregnet uden at tage hgjde
for rumlig variation i anleegget, der skal tage hgjde for at jordforholdene kan variere igennem de to bede. Dette
kunne ikke analyseres pa samme made som i hvede, da der kun var én gentagelse. Det blev dog observeret
at der generelt var flere dybe rgdder i bed 3 end i bed 4, i begge billedtagninger (figur 36 og 37).
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Deep Root length below 70 cm
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Figur 36. Rodlaengde (cm) i dybt jordinterval (70-120 cm) | juli. Den rgde linje adskiller data fra de to bed.
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Figur 37. Rodleengde (cm) i dybt jordinterval (80-130 cm) I juli. Den rgde linje adskiller data fra de to bed.

| bade foraedlerlinjer og KU sorterne var der en klar tendens til lavere udbytte hvor sorterne var udsat for staerk
tarkestres end hvor de kunne na undervandingen s de ikke blev udsat for sa hard terkestres.

Isotop tilfarsel

Den stabile isotop 15N er blevet tilfgrt pa langs af bedene i 140 cm dybde, ved hjeelp af undervandingssyste-
met. 2H20 blev kun injiceret til KU sorterne.
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Transpiration af 2H.0

Indledende resultater indikerer gget optagelse af ?H20 over tid, og at det topper den 3-4 dag, stort set som i
hvede (Figur 38).
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Figur 38: tidslinje for optagelse af 2H.O fra dag O til 7 efter injektion.

Indledende data viser at nogle genotyper optog vand ved 140 cm’s dybde (Figur 39), men at det ikke var alle
der var | stand til det. Ligesom i vinterhvede var variationen for hgj til at kunne male statistisk signifikante
forskelle i vandoptag, sorterne imellem.

D20 enrichment in transpiration water three days after injection
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Figur 39: 2H,0O optagelse 3 dage efter injektion i 5 forskellige dybder under de 7 forskellige KU-sorter.

| modseetning til observationerne fra vinterhvede i 2018 blev der ikke fundet nogen tydelig korrelation mellem
dyb rodlzengde og 3C. Rumlig variation havde ikke den store indflydelse pa 13C, men der var en lille forskel i
13C sorterne imellem (Figur 40). Dette indikerer at det ikke er den dybe rodleengde ikke er den afggrende faktor
i 3C forskellighed sorterne imellem.
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Carbon (13C) discrimination
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Figur 40. forskel | gennemsnit af & *3C veerdier sorterne imellem ved hgst.

15N optagelse

15N berigelse blev bestemt pa tarrede og kveernede prever af kartofler fra de to planter der voksede over den
isotopfyldte vandingslinje. 1°N optagelsen var det der var bedst korreleret med den samlede dybe rodleengde,
opgjort som summeret kvadratrod af rodleengde pa de enkelte billeder (Figur 41).

Correlation between deep root intensity and 15N enrichment
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Figur 41. Lineeer korrelation mellem dyb rodleengde i juni og **N i kartoffelknolde ved hgst, efter tilfarsel af >N
i ca. 130 cm dybde under kartofler i juni 2018

Varbyg

Varbyg blev dyrket i RadiMax i 2017 og i 2016 far Robusta projektets start. Arbejdet med Byg er allerede blevet
afrapporteret i tidligere statusrapporter for Robusta og de er publiceret i videnskabelige artikler, hvorfor det

ikke vil blive diskuteret yderligere i denne rapport. En videre forklaring af rodfeenenotype arbejde, isotop data-
og billedeanalyse kan findes i de fglgende udgivelser:

Rodphenotype data er blevet forklaret i detaljer i udgivelsen Svane et. al (2019a).
Isotopdata er blevet fremstillet i Chen et al. (2019).
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Billedanalyse metoderne fra arbejdet far den CNN baserede billedanalyse blev udviklet kan findes i udgivelsen
Svane et al. (2019b).
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Arbejdspakke 2. Dataintegration og selektion af foraedlingsmateriale

Marta Malinowska, Anja Karine Ruud, Istvan Nagy, Mattia Fois og Torben Asp. Aarhus Universitet, Institut for
Molekyleerbiologi og Genetik - Afgrgdegenetik og Bioteknologi

Introduktion

| fremtiden vil danske afgrgder opleve alvorligere perioder med ekstremt vejr, f.eks. tarke. Det er derfor ngd-
vendig at identificere planter som er mere robuste for tarkestress, og som effektivt kan udnytte de tilgaengelige
ressourcer ogsa under pressede forhold. Foraedlere benytter allerede genetisk information til at selektere for-
eedlingsmaterialet, som f.eks. markar-assisteret selektion (MAS) og genomisk selektion (GS). Men egenska-
ber knyttet til foraedling og stresstolerance har oftest en kompleks genetisk baggrund, med mange gener in-
volveret. Dette ggr det vanskelig at identificere genetiske markgrer med tilstreekkelig preecision til at bruge i
foreedlingen, eller praedikere de bedste foraedlingslinjer.

Forholdet mellem feenotype og genotype er komplekst og inkluderer biologiske processer som ikke kan opfan-
ges direkte fra DNA-sekvensen. Et eksempel er epistatiske effekter som skyldes interaktioner mellem alleler
ved to eller flere loci. Disse effekter er dermed vanskelige at estimere og bliver normalt ikke inkluderet i gene-
tiske praediktionsmodeller. Det er derfor meningsfyldt at inkludere flere lag af ‘omics’ data, som for eksempel
genekspression eller DNA-metylering, i preediktionsmodeller. Disse regulatoriske lag kan forklare interaktioner
mellem loci og mellem genotype og miljg, og med det gge vores evne til at praedikere faenotypisk variation.
Feenotypisk praediktion kan veere nyttig for at afgare en sorts kommercielle veerdi (Crossa et al. 2017).

De seneste teknologiske fremskridt inden for DNA/RNA sekventeringsteknologier har fremmet udviklingen af
metoder til hurtig analyse pa DNA-, RNA-, og DNA-methyleringsniveau. DNA-metylering indgar i reguleringen
af planters udviklingsprocesser og respons pa biotiske og abiotiske miljgpavirkninger (Cubas et al., 1999; Le
et al., 2014; Manning et al., 2006). DNA-methylering er et komplekst samspil mellem genetisk kontrol, miljg-
maessige pavirkninger eller stokastisk epigenetisk variation. Arvelige epigenetiske varianter kan vaere under
naturlig selektion og bidrage til tilpasning af genetisk variation. (Richards et al., 2017). Ydermere menes DNA-
metyleringens reversibilitet at vaere en kilde til faenotypisk plasticitet, og kan i et dynamisk miljg veere fordel-
agtig for overlevelse og/eller reproduktion(Springer, 2013). Pa nuveerende tidspunkt vides det ikke, hvorvidt
epigenetisk variation kan udnyttes i preediktionsmodeller og forbedre den feenotypiske diversitet, hvilket vil give
nye muligheder for at forbedre afgrgden ved hjeelp af planteforaedling (Gallusci et al., 2017; Springer &
Schmitz, 2017). Dette var udgangspunktet inden vi startede Robusta-projektet.

| AP2 har vi arbejdet med at integrere genekspressions- og metyleringsdata i relation til genetisk information,
og kvalitets- og foreedlingsrelaterede egenskaber. Vi har arbejdet med byg (Hordeum vulgare) og rajgraes
(Lolium perenne). Afgraderne blev dyrket i Radimax-anleegget i 2017, hvor de blev udsat for tgrkestress af-
haengig af hvor i faciliteten de voksede (se tidligere rapporter).

Metoder
Plantemateriale

DNA blev isoleret fra 75 varbyglinier og 269 rajgraespopulationer indsamlet fra Radimax faciliteten (AP1) i
2017. Laboratoriearbejdet og plantematerialet er tidligere beskrevet i rapporten fra 2018.

RNA isolering

RNA blev isoleret fra 75 varbyg linier og 269 rajgrees populationer indsamlet fra Radimax faciliteten (AP1) i
2017. For hver linje/population blev der isoleret RNA fra kontrol og tarkestressede planter. Vi har brugt en
standard protokol for ekstrahering af RNA (Sigma Spectrum™ Plant Total RNA).
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Forberedelse af epiGBS biblioteker og dataanalyse

DNA blev isoleret og anvendt til at fremstille epiGBS biblioteker. epiGBS metoden kombinerer
genotypebestemmelse ved hjeelp af sekventering med bisulfitkonversion for at tilvejebringe metylomiske og
genomiske data. Metoden anvender to restriktionsenzymer til at fragmentere genomisk DNA, som
efterfglgende ligeres til adaptere, som er kompatible med Illlumina sekventeringsteknologi. Efter ligering til
adaptere pooles prgverne, DNA fragmenterne selekteres efter stgrrelse, behandles med bisulfit og
amplificeres ved hjeelp af PCR. Sekventerede data blev analyseret med WellMeth pipelinen (Malinowska et
al., unpublished).

Analyser og resultater

| det falgende beskrives resultaterne generelt for bade byg og rajgraes, og fremstiller resultaterne som
eksempler og for at illustrere vores strategier, end en fuldsteendig oversigt over alle resultater fra projektet, da
det vil veere for omfattende i denne rapport. En komplet oversigt over alle resultaterne kan ses i Appendiks 1
og 2 for henholdsvis rajgraes og byg.

RNAseq analyser

RNA-transkripterne blev kortlagt mod de respektive referancegenom for byg og rajgraes, og kvantificering af
de enkelte transkripter blev udfgrt med HISAT og STRINGTIE, og KALLISTO. Efterfglgende blev de
kvantificerede data brugt til at udfgre differentiel genekspressionssanalyse (DE-analyse, fra engelsk
differential expression) baseret pa planternes respons pa tgrke versus kontrol. Disse analyser blev gjorti i R
med DESeq2 og Sleuth. Nogle af disse analyser er beskrevet i rapporten for 2018, derfor beskrives ikke DE
analyse her. | gvrigt blev genekspressionsdataene brugt i flere analyser, som beskrevet i det falgende.

Co-expressions analyser med WGCNA

Weighted gene co-expression network analysis (WGCNA) blev udfgrt i R. Dette er en alternativ made at ana-
lysere normaliserede genekspressionsdata pa. Her er fokus rettet pa at identificere netveerk (moduler) af gener
som har lignende op- og nedreguleringsmgnstre under forskellige behandlinger, vaekststadier eller lignende.
Netvaerkene kan sa korreleres med feenotyper, som i vores forsgg vil veere faenotyper knyttet til rodudvikling
eller foreedling (Figur 1). Ofte kan man finde biologisk meningsfulde sammenhange mellem gener inden for
et modul og den feenotypiske variation.
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Figur 1. Eksempler pd modul-faenotype-korrelation baseret pd analyse af naesten 600 RNA-prgver fra raj-
grees (venstre) og byg (hgjre) i 2017. Modulerne pd y-aksen repraesenterer eigengen-vaerdier fra co-expres-
sionsanalysene. Pd x-aksen er de forskellige faenotyper. Rade felter i figuren betyder en staerk positiv kor-
relation mellem faenotypiske veerdier og eigengen for en modul. Modsat viser grgnne ruder negativ
korrelation.

Effekten af tarke var meget steerkere i forsgget med rajgraes, noget som genspejles i genekspressionen i
rajgraes end i byg, og pavirker blandt andet antallet af moduler (Figur 1). Dette skyldes at tarken vil vaere den
staerkeste biologiske driver bag megnstrene af genekspression, noget vi kan se af Figur 2, hvor det fremgar at
de individuelle prgver farst og fremmest er grupperet efter hvorvidt de er indsamlet fra tarke/kontrol.

Genetiske varianter i de gener vi identificerer bade fra DE og WGCNA kan bruges i genomisk praediktionsana-
lyse. | klassisk DE analyse, kan vi identificere gener som er signifikant differentielt udtrykt mellem behandlin-
ger, men vi detekterer ikke interaktionerne mellem disse, heller ikke ngdvendigvis gener som er vigtige i regu-
leringen, men ikke udtrykkes ‘forskelligt nok’ til at blive identificeret af analysemetoden.
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Figur 2. Prgve (sample)-eigengen-matrix som viser korrelationen mellem de individuelle prgver og modul-
eigengen. Pd x-aksen er modulerne, pd y_aksen er de individuelle prgver. Som vi kan se af den gréanne og
r@de markering langs y-aksen er prgvene grupperet efter om de var udsat for tilstraekkelig vanding, eller
tgrke, men bed havde ogsd en betydning.

| WGCNA kan vi opfange hele, biologisk meningsfyldte pathways og undersgge direkte hvorledes de korrelerer
til feenotyper. Det er derfor rimeligt at antage, at SNPs fra et seet gener fra en WGCNA-modul er steerkt korre-
leret til en agronomisk vigtig feenotype, hvilket kan veere interessante at bruge i genomisk praediktion.

Genetiske analyser

Et overordnet mal for projektet er at udvikle strategier for genetisk foraedling og brug av multi-omics-data i
foraedlingen. Vi er derfor specielt interesserede i genetisk funderet variation (SNPs) som kan forklare forskel-
ligheder pa de gvrige omics-niveauer (genekspression, DNA-metylering) mellem stress-tolerante og -sensitive
genotyper. Vi har arbejdet med SNPs fra Genotyping-By-Sequencing (GBS) (rajgrees), transkriptomet og kom-
mercielle SNP chips (for byg) som naevnt i rapporten fra 2018.

52



. °®
o | o
S . .
. -’ 2 3
«* o o e
. . [ s
p b -
o . L)
] v
. . Y =
. . @ ] " ° “'-"" ..'
- 1 . - * . %t 3 -'%ao,,
5 S| o o, e s % T . M [
8 R N g 5 o 2L
R AN
k=) "% % ° [ Y
S 5. . R S %
S s * . o ° o, 8 | Lo
o P % 2 -.o‘:“ .
¢ ¢ o o e s . °p e 8
. et W2 B R
8 o o‘ ‘...o'. uo-'-'-' # ..o
S -.‘- 9 % =
- - .
o o5 . “. e < ‘e
[ ] ‘. LI
. L o~ ..
= 2 T
< s | N
T T T T T T T T T T T T T
-0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
eigenvector 2 eigenvector 2

Figur 3. Figuren til venstre viser et PCA plot af rajgraespopulationerne baseret pG genetisk information fra cirka
40 000 GBS SNPs. Figuren til hgjre viser et PCA for de samme populationer baseret pg 118 000 SNPs fra
kodende regioner (transkript). Markgrerne er filtreret for minor allel frekvaens 0.02 og koblingsuligevaegt.

Som det fremgar af Figur 3, giver SNPs fra GBS og RNA forskelligartet information. Fra RNA vil alle genetiske
varianter findes inde i transkriberet DNA (MRNA). Fra GBS forventes en fordeling af varianter udenfor kodende
regioner, for eksempel i repetetive regioner, og inde i gener. En Mantel-test viste en R-veerdi (korrelationsko-
efficient) pa 0.72 mellem kinship-matricer for de samme genotyper genereret fra hhv. GBS og RNA-markgrer
i rajgrees. Dette indikerer en signifikant positiv korrelation, men ogsa at der er forskelligheder.

eQTL analyser

Da genome-wide associationsstudier (GWAS) og QTL-kortlaegning kan bruges til at identificere genetiske mar-
karer teet forbundet med feenotypisk variation for egenskaber som protein-indhold, hgjde og sa videre, kan
eQTL-analyse identificere SNPs som er signifikant forbundet til forskelle i genekspressionen. Analysen blev
udfart i MatrixEQTL i R. Eftersom effekten af tarke var meget lav i byg, preesenteres her kun resultater fra
rajgraes som et eksempel pa& hvorledes analysen kan bruges. | analysen skelner man mellem trans- og cis-
eQTL. Trans betyder at den genetiske variant sidder udenfor (langt fra’) genet hvis udtryk det pavirker. Cis
betyder at den genetiske variant sidder inde i genet (MRNA) eller i et forhandsdefineret vindue omkring genet.
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Figur 4. Figuren viser et Venn-diagram over gener med signifi-
kante cis-eQTL identificeret i rajgrees, separat for kontrol og
tgrke. 283 gener med cis-eQTL blev f.eks. identificeret unikt un-
der tgrke.

SNP data fra GBS blev benyttet i analysen, da transkriptom-baserede SNPs kun befinder sig indeni exons
(transkriberet RNA). Genekspressionsdataene blev opdelt i kontrol og tarke og analyseret separat. Derefter
blev overlappet mellem dem analyseret. 283 gener med signifikante cis-eQTL blev observeret kun under tarke
(Figur 4), og af disse var omkring 100 ogsa blandt de tidligere identificerede DE gener (se projektrapporten for
2018). Det er rimelig at antage at blandt disse genetiske varianter er flere af kausal betydning for hvorledes
en genotype takler terkestress. De vil derfor ogsa veere relevante at inkludere disse i preediktionsmodeller.

Multi-omic preaediktion i byg

Som naevnt indledningsvis, kompliceres foraedling og genomisk praediktion for forbedret stress-tolerance og
neeringsoptag af at disse egenskaber er kontrolleret af mange gener, hvert med sma effekter. Desuden er
genotype x miljg (GXE) interaktionerne ofte store, og reducerer muligheden for ngjagtig registrering og tolkning
af faeenotyperne. Omic-data som genekspressionsdata kan tilbyde ekstra lag af information om hvorledes plan-
ten reagerer pa miljget, og er saledes med til at forklare GXE interaktioner. Ud over det, bidrager de ogsa til at
forklare genetiske interaktioner som epistatiske effekter. Li et al. (2019) introducerede begrebet “omics-aug-
mented broad sense heritability”, hvor ikke kun additive genetiske effekter er regnet med, men ogsa effekterne
af downstream regulering ved at man inkluderer omics-information. Nogle resultater fra vores multi-omics pree-
diktioner er beskrevet i rapporten fra 2018. | lgbet af vinteren 2019 har vi herudover leveret genetisk estime-
rede foreedlingsveerdier (GEBVS) til de involverede planteforaedlere.
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Tabel 1 Forklaret varians og praediktionsngjagtighed (CV, for cross-validation) for udbytte (grain yield) i
byg.

Residual
Model TRT Line SNP MET GE Model error cv
Line 0.09 0.29 NA NA NA 0.39 0.61 0.54
Line + SNP | 0.09 0.1 0.22 NA NA 0.40 0.61 0.58
SNP 0.09 NA 0.29 NA NA 0.39 0.61 0.57
Line +MET | 0.14 0.29 NA 0.18 NA 0.62 0.39 0.52
MET 0.14 NA NA 0.35 NA 0.49 0.53 0.35
Line+GE 0.10 0.25 NA NA 0.28 0.68 0.34 0.58
GE 0.09 NA NA NA 0.50 0.63 0.38 0.48
Line + SNP
+ MET 0.13 0.15 0.22 0.14 NA 0.65 0.34 0.57
Line + SNP
+GE 0.12 0.13 0.20 NA 0.68 0.72 0.30 0.61
Line + SNP
+ MET +
GE 0.12 0.13 0.19 0.11 0.16 0.72 0.30 0.60
Genomic heritability: 0.28

Tabel 1 viser et eksempel p& modeller for genomisk og multi-omic praediktion i byg, for egenskaben grain yield
(udbytte). Det er en trend at en starre feenotypisk varians kan forklares nar genekspressionsdata (GE) inklu-
deres i modellen, og at praediktionsngjagtigheten (CV) ogsa forgges.

Vi har gennem dataanalyserne beskrevet ovenfor, identificeret gener og genetiske varianter i gener, som spil-
ler en rolle i genotypernes praestation under tgrkestress. | de genomiske og multi-omics-analyser beskrevet
ovenfor har alle genetiske markarer den samme effekt. Man kan ogsa veelge at give nogle markarer en stgrre
effekt, hvis de er kendt fra for eksempel QTL-analyse. Men disse markgarer vil ofte vaere fa i antal og ikke
ngdvendigvis findes i den aktuelle foraedlingspopulation. Ved at analysere transkriptomdata, kan vi identificere
langt flere sammenhaenge og gener, og levere mere omfattende lister over de tilknyttede markgarer eller geno-
miske regioner, der spiller vaesentlige roller 1) under specifikke miljgforhold og 2) i de agronomiske egenskaber
vi er interesseret i. Disse regioner eller markgrer kan sa gives en veegt i modellen. Hensigten er at denne
information (DNA markgrer) skal kunne overfgres til analyser af forsedlingsmateriale, hvor man ikke har udfart
transkriptomanalyse, og forbedre preediktionen af foreedlingsveerdier (GEBV).

Hvis man tester disse markgrer i det samme plantemateriale hvor man identificerede dem, risikerer en at se
en falsk positiv korrelation. Derfor udfarte PhD student Pernille Bjarup Hansen et separat rod-forsgg, med
andre genotyper end de som blev undersggt i Robusta-projektet. Hun identificerede naesten 600 SNPs i gener
i et modul signifikant korreleret til rodvaekst (intensitet og veekstrate) ved hjeelp af WGCNA, som beskrevet
ovenfor). Disse SNPs er efterfglgende blevet brugt til at informere praediktionsmodellerne i rajgrees. Forelgbige
resultater indikerer, at dette kan forbedre preediktionsngjagtigheden og forklare yderligere varians. Vi har ogsa
data fra separate forsgg i byg.
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Epigenetiske analyser

Vi udfarte global DNA metyleringsanalyse af byglinjerne og rajgreespopulationerne. Vi identificerede 3.7M
unikke DNA metylerede loci i byg og 4.6M i rajgraes. Analysen viste, at 1.6M metylerede loci var konstant DNA
metyleret i 90% af de 146 byglinjer og 0.01M (0,2%) i 600 rajgraespopulationer. Ud af de cytosiner, der i alt
blev identificeret i analysen, var 65% og 60% fuldt DNA metyleret i henholdsvis byg og rajgraes. | begge arter
var CHH den dominerende type DNA metylering.

Fordeling af metylering i byg- og rajgraes-genomerne

Fordelingen af DNA-methylering var relativt ens langs kromosomerne for begge arter (Figur 5). Analyse af de
methylerede omrader viste, at 70% af omraderne i byg var i repetitivt DNA mens det kun var 3% i rajgrees. Ca.
3% of de metylerede cytosiner, der blev identificeret i begge arter, var i lokaliseret i gener (inklusiv intron, exon
og UTR’er), som umiddelbart afspejler starrelsesforholdet pa gen-omradet i byggenomet (Wicker, 2017). Over
13% af de metylerede omrader i byg og 90% i rajgraes var placeret i flankerende regioner specificeret som 5kb
far og 2kb efter generne og i de sakaldte intergeniske regioner, medens det i byg var over 90%.
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Figur 5. DNA metylering i rajgrees og byg. (A) rajgraes og (B) varbyg.

Differentielt DNA metylerede omrader

Differentiel DNA metyleringsanalyse blev udfart for hver linje/population for at sammenligne aendringerne i
metyleringsmgnstrene under kontrol og tarkestress. Differentielt metylerede regioner (DMR) blev identificeret
i begge arter. DMR’er, der blev identificeret i >50% af prgverne, blev klassificeret som “konsistente”. Konsi-
stente DMR’er udgjorde over 88% i byg og 33% i rajgraes. Principle Component Analyser (PCA) blev udfart
ved hjaelp af gennemsnitlig metylering i DMR’er og viste ingen effekt af behandling (kontrol vs tarkestress) pa
byg metylomet (Figur 6A). En lignende analyse for rajgraes viste clustering i henhold til behandling (kontrol vs
torkestress) og RadiMax-grav (der er fire grave i RadiMax-faciliteten). Clustering i rajgreesprgverne (Figur 6B)
indikerer, at det lokale miljg (bdde behandling (kontrol vs terkestress) og RadiMax-grav) havde stor indflydelse
pa metyleringsniveauet.
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Figur 6. Metyleringsforskelle mellem planter dyrket i velvandede omrader i RadiMax-faciliteten og omrader
med tarkestress. PCA viser fgrste og anden komponenter baseret pd gennemsnitsmetylering af DMRer, der
er identificeret i alle linjer i (A) byg og (B) rajgraes. Heatmap viser clustering i rajgraespopulationerbaseret pa
metyleringsniveau i (C) RadiMax-grav 3 og (D) RadiMax-grav 4.

| rajgrees viste analyse af metylering pa DMR-niveau en klar adskillelse mellem kontrolplanter og planter udsat
for tarke (Figur 6B, C & D). For planter dyrket i Radiax-grav 3 kunne det ses, at over 140 DMR (hvoraf 17% |&
i gener og promotorer) viste en stigende grad af metylering som fglge af den pafarte tarkestress.

Metylering QTL (methQTL; forholdet mellem genotype og epigenotype) i rajgrees.

Epigenom-wide associationsstudier (EWAS) blev udfart for at undersgge sammenhaengen mellem gener og
metylering. Metylerings QTL (methQTL) blev identificeret ved at korrelere Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) data med CpG metylering fra de samme prgver. Resultatet af analysen viste en statistisk signifikant
association mellem genetiske markarer placeret i et specifikt genomisk omrade og spekiret af heterogene
metyleringsstadier i DMR’erne pa tvaers af rajgraes-populationerne. De identificerede loci bidrog til over 10%
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variation i gennemsnitsmetyleringen. Den observerede methQTL, der kontrollerer metyleringsniveauet i ud-
valgte DMR’er, antyder, at epigentisk variation i almindelig rajgrees ikke kun er under miljgmeaessig (Figur 2 C
og D), men ogsa under genetisk kontrol (Figur 7).
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Figur 7. Vulkan plot der viser assocationer af SNP’er med DNA metyleringsniveauet (DMR) i 528 planter. X-
aksen viser forskellen i beta-veerdi; Y-aksen viser —logio(P). Rgd svarer til et FDR niveau pa 0.05.

Multi-omics praediktionsmodeller og beregning af foraedlingsveerdier for rajgrees

Modellering af komplekse egenskaber som tgrkerespons under mark- eller semifield-forhold er problematisk
pa grund af genotype-miljginteraktioner. Epigenetiske- og transkriptom-analyser giver veerdifuld viden om,
hvordan genotyperne responderer pa deres miljg. Multi-omics modellering blev udfart for alle kombinationer
af omics-data (DNA variation, epigenetisk variation, og transkriptionel variation). Generelt forklarede model-
lerne, der omfattede flere forskellige omics-data, mere af den feenotypiske variation. Afheengig af egenskaben
beskrev modellerne mellem 72 til 91% af den feenotypiske variation for overjordiske egenskaber og op til 64%
for maksimal roddybde. Preediktionsngjagtighederne 1a fra 0,32 for maksimal roddybde til 0,9 for proteinind-
hold.

SNP, ekspressions- og metylerings-data blev brugt til at preediktere kvalitetsegenskaber i rajgrees ved hjeelp
af Bayesian regressionsanalyser. Ti praediktionsmodeller blev testet for tolv overjordiske egenskaber (som
f.eks. tarveegt, nedbrydeligt tarstof eller proteinindhold) og to underjordiske egenskaber (maksimal rodlsengde
og rodleengde under 110 cm). Den mest komplekse model bestod af behandling (kontrol vs tarkestress),
linje/population og data fra tre typer af omics-data: genekspression, DNA-metylering, og DNA markgrer. For
12 overjordiske egenskaber forklarede den mest komplekse model stgrstedelen af variansen (min. 0,86 for
tarveegt og 0,86 for proteinindhold). For de fleste egenskaber (Tabel 2) beskrev genekspressionsdataene star-
stedelen af den faenotypiske variation (f.eks. 0,55 for egenskaben reducerede sukre). Arvbarheden for alle
egenskaberne var mellem 0,44 for reduceret sukre og 0,68 for cellulose.
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Tabel 2. Preediktionsngjagtighed i ti modeller for egenskaben udbytte (tgrveegt ved det tredje sleet). TRT —
treatment (behandling), SNP — Single Nucleotide Polymorphism, met — DNA methylation profile, ge — genek-
pression, Model — andel af den faenotypiske variation forklaret ved hjeelp af modellen, CV — modellens prae-
diktionsngjagtighed (5-fold krydsvalidering).

Model TRT line shp met ge Model Residual CV

M1 0.18 0.51 - - - 0.69 0.31 0.41
M2 0.18 0.22 0.29 - - 0.69 0.31 0.68
M3 0.18 - 0.50 - - 0.68 0.32 0.69
M4 0.17 0.52 - 0.08 - 0.76 0.25 0.68
M5 0.15 - - 0.21 - 0.38 0.63 0.69
M6 0.40 0.35 - - 0.30 0.83 0.17 0.45
M7 0.54 - - - 0.69 0.76 0.24 0.75
M8 0.17 0.21 0.31 0.07 - 0.76 0.25 0.71
M9 0.34 0.17 0.21 - 0.24 0.82 0.18 0.69
M10 0.33 0.17 0.22 0.04 0.23 0.84 0.16 0.75

Multi-omics modellen for rodleengde under 110 cm forklarede op til 0,71 af variansen, men med en ngjagtighed
pa 0,43. Modellen med den hgjeste praediktionsngjagtighed (CV = 0,46) bestod af SNP og genekspressions-
data og forklarede 0,56 af variansen. Arveligheden for denne rodegenskab blev estimeret ved hjeelp af vari-
anskomponenter og var pa 0.31.

Foreedlingsveerdier for rajgrees

Foraedlingsveerdier blev beregnet ved hjeelp af BGLR R pakken. Bade GEBV (Genomic Estimated Breeding
Values) og OEBV (Omics Estimated Breeding Values) veerdier blev sendt til foreedlingsfirmaet for 12 overjor-
diske og seks underjordiske feenotyper (Tabel 3).

Tabel 3. Praediktionsngjagtighed for GEBV og OEBS estimerede foraedlingsveerdier samt arvelighed for raj-
grees rodegenskaber. Model — andel af varians forklaret ved hjeelp af modellen, CV — praediktionsngjagtighed
for modellen.

Trait GEBV OEBV Heritabi-
Model Resi- CV  Model Res- cv ¥
dual dual
length_below_110cm_3 0.33 0.68 0.32 0.64 0.38 0.41 0.31
length_below_60cm_1 0.30 0.71 0.19 0.50 0.53 0.20 0.36
length_below_60cm_2 0.31 0.71 0.20 0.49 0.54 0.20 0.36
max_root_depth_1 0.25 0.79 -0.08 0.46 0.59 0.19 0.28
max_root_depth_2 0.26 0.78 -0.02 0.47 0.57 0.17 0.30
max_root_depth_3 0.26 0.77 0.08 0.50 0.53 0.09 0.33

Generelt var rodfeenotyper med veerdier mellem 0,28 og 0,36 lavere end dem for overjordiske egenskaber.
Arvelighed beregnet for overjordiske veerdier (separat for kontrol og tarkestressede planter) var mellem 0,43
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for proteinindhold under tarke til 0,68 for syredetergentfibre, neutral detergentfiber og fordgjelighed af cellulase
i celleveegge af planter dyrket under velvandede forhold.

Konklusioner

Vi har udviklet en strategi for mere ngjagtig praediktion af feenotypisk variation, ved at inkludere information fra
genekspressionsdata og DNA-metyleringsdata i Baysian preediktionsmodeller. Vi har ogsa vist at genetisk
variation der forklarer forskelligheder i for eksempel genekspression, kan bruges til at yderligere informere
analysemodeller for mere ngjagtig praediktion af foreedlingsveerdier (GEBV). | tilleeg har vi gennem vores ana-
lyser opnaet viden om de biologiske processer, som ligger til grund for planternes faenotypiske plasticitet.

Det er klart, at downstream multi-omics data kan veere informativt og kan forklare interaktioner som ikke for-
klares af genomiske markarer alene. Selv om det er relativt kostbart og arbejdskreevende at udfare store
forsgg med indsamling, ekstrahering og sekvensering af forskellige omics-data og efterfaglgende dataanalyser,
vil faldende priser for sekvensering ggre det meget overkommeligt. Informationen man nar frem til, kan inklu-
deres som vaegtlagte SNPs eller features/genomiske regioner i preediktionsmodeller ogsa for foreedlingsmate-
riale som ikke har veert en del af forsgget.

| bestraebelserne pa at udvikle strategier til fuld udnyttelse af omics-datasaet i planteforaedling, undersggte vi
metylomet i byg og rajgrees. Vi udviklede WellMeth, en komplet RRBS analyse-pipeline til arter med et refe-
rencegenom. Forberedelse af epiGBS bibliotek og principper for barcode design er fra epiGBS pipelinen (van
Gurp et al., 2016).

| vores undersggelse har vi undersggt DNA metylering for byg linjer og rajgrees populationer og herigennem
udviklet en metode til at karakterisere genotype og miljginteraktioner. Vi har ogsa udviklet en metode til diffe-
rentiel metyleringsanalyse savel som methylering QTL analyser. Eigenetisk variation som er under genetisk
kontrol kan bidrage til forbedret selektion i foraedlingsprogrammer, medens miljgmaessigt paferte epigenetiske
variationer vil veere i stand til at bidrage til feenotypisk plasticitet. Resultaterne, der er opnaet i AP2 viser, at en
kombination af forskellige typer af omics-datasaet kan forbedre preediktion af forskellige komplekse egenska-
ber i byg og rajgrees. Dette er iseer vigtigt for foraedlingsmateriale screenet i RadiMax faciliteten, hvor omkost-
ningerne per screenet linje er hgje, og hvor antallet af linjer som kan screenes er begreenset af facilitetens
starrelse.

Generelt set kan AP2 resultaterne bruges at foraedlingsfirmaerne til at udvikle fremtidens robuste afgrader.
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