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Metoder til pavisning af usnsket plantemateriale i afgreder og frepartier

af Vibeke Simonsen og Gosta Kjellsson
Formélet med det foreliggende kapitel er at fremkomme med generelle oplysninger om, hvorledes
uenskede planter eller gener kan pavises i en afgrode eller i et froparti.

Spredning af planter er blevet af vigtighed med de dyrkningsformer, der praktiseres i
moderne landbrug. Med de kommende frigivelser af genetisk modificerede (GM) planter i
landbruget vil der opstd et oget behov for viden om omfanget af den spredning, der vil
forekomme af GM fre og planter til gkologiske som konventionelle afgrader. Den ggede risiko for
spredning af GM materiale har allerede medfert et krav til isoleringsafstande mellem marker med
GM og ikke-GM afgreder af samme art. Dyrkning af GM-afgreder vil ligeledes afstedkomme oget
krav til seedskifte og til handteringen af afgreden under transport og i terrerier.

Afhengig af plantens biologi kan spredning foregd pa flere mader enten vegetativt, via
pollen eller via fre. Den eventuelle vegetative spredning kan reduceres ved mekanisk behandling
eller ved hjeelp af herbicider. Pollenspredning kan undgas ved at benytte hansterile planter, men
det kreever naturligvis et yderligere indgreb i plantens genetiske materiale. I frespredningen
indgdr dels plantens naturlige spredning, der ofte er eendret gennem foreedling for at begreense
tidligt fretab under hest, dels menneskeskabt spredning med hest og handtering derefter. For
mange af graesarterne vil freene blive spredt med vinden, bl.a. veegten af froet er afgerende for
spredningens reekkevidde. Gennemgdende er kornarternes (hvede, byg, majs, havre, rug)) fro
tungere end greesfrg, og vindspredning har kun begraenset betydning betydning. Til gengeeld kan
spredning ved hjeelp af dyr og fugle have en effekt, iseer hvis freene kan overleve et ophold i
dyrets/fuglens fordgjelseskanal. I de fleste tilfeelde vil hovedparten af freene falde til jorden i
nerheden af moderplanten. Host af afgreden og efterfelgende handtering af den efter heost har
langt sterre betydning for frespredning. Den menneskeskabte pavirkning er sdledes af afgerende
betydning for spredningen af landbrugsplanterne. I forbindelse med hest af en mark vil en del af
freene ende som spildfrg, og afheengigt deres evne til at overleve vil de, hvis de ikke bliver spist af

fugle eller dyr eller rddner, indga i markens frebank.
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Da frp fra tidligere dyrkningssaesoner eller fra utilsigtet forurening i udseed kan forekomme pa en
mark, er det specielt for GM afgreder af betydning at pavise disse i en konventionel eller gkologisk
afgrade. Fro fra GM-sorter berer en eller flere genetiske markerer, som kan genkendes ved hjeelp
af forskellige analysemetoder. Disse metoder vil blive i afsnittet om metoder til pavisning af

genetiske markerer.

Genetiske markgrer

En genetisk marker er en del af organismens arvemateriale (genom), altsa et stykke DNA, som pa
en eller anden made kan genkendes, enten under anvendelse af molekyleerbiologiske metoder eller
ved ydre kendetegn pa planter (torn, bladfligsterrelse etc.). En seerlig gruppe af genetiske
markgrer udgeres af gener, som er ansvarlig for et erkendbart produkt, enten direkte i form af et
protein, indirekte som en morfologisk egenskab, f. eks. farve, eller som en regulator for andre
gener, hvorved gen-ekspressionen begreenses eller forages. Alle gener er tilstede i hver eneste
celle, men det er ikke alle celler, der har behov for at lave genprodukter af alle gener.

For ar tilbage blev der talt om hypotesen et gen - et polypeptid (protein) (Srb et al. 1965),
men med DNA analyseteknikkerne er man i stand til at genkende langt flere dele af DNA-
molekylet, ogsd de dele, som man pa nuverende tidspunkt ikke ved, om de har nogen funktion.
Sammenhaengen mellem produkt og gen kan forenklet fremstilles som i nedenstaende figur (Fig.
1). DNA star for den del af DNA, der udger det pageeldende gen, som overferer information til
messenger RNA (mRNA), som via en reekke kemiske reaktioner serger for opbygningen af det

gnskede protein.

Figur 1. Overforsel af information fra et gen til et protein

DNA—->mRNA—protein

For at vende tilbage til karakteren farve skyldes den et farvet molekyle, som bliver dannet
gennem en enzymatisk omdannelse af et kemisk stof til et farvet stof, hvor enzymet er ansvarlig

for den pageeldende reaktion. Da enzymer er proteiner med katalytiske egenskaber (dvs. fremmer
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en kemisk reaktion), sd er enzymer og andre proteiner et direkte udtryk for det genetiske
materiale, der findes i individet, og farven betinget af en enzymatisk reaktion et indirekte produkt
af genet. Kemiske komponenter som f. eks. farve eller planters kemiske forsvarsstoffer , ofte kaldet
naturstoffer, kan betegnes som sekundeere metabolitter, da ikke alle planter f. eks. har de samme

naturstoffer. Sammenhaengen mellem de forskellige genetiske markerer er vist i fig. 2.

Figur 2. Oversigt over genetiske markerer og sammenhangen mellem dem

DNA DNA-markgrer incl. gener
™
mRNA genprodukt
Protein genprodukt > genekspression
Sekundaer genprodukt
metabolit _

DNA er organiseret pa kromosomer, som ogsd kan betragtes som genetiske markerer, da
kromosomernes antal og form kan variere inden for en art. Desuden kan individets form, storrelse,
produktion af afkom o. lign. anvendes som markerer, safremt disse egenskaber kan gruppere
individerne i forskellige klasser og dermed pavise tilstedeverelsen af ugnsket plantemateriale i
afgreden. Her md der skelnes mellem to former for markerer, nemlig de sortsspecifikke markerer,
som er diagnostiske for de enkelte sorter og de hyppighedsrelaterede markerer, som har en
sortsspecifik fordeling. De diagnostiske markerer kan anvendes bade pa planter og pa frepartier,
mens de markgrer, som har en given fordelingen i en sort, er mest velegnet til at kontrollere
frepartier. Egenskaber som form, sterrelse, strastivhed etc. er ofte resultatet af et samspil mellem

mange gener og udger den del af genetikken, der betegnes kvantitativ genetik. Et genprodukt som
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et protein er et resultat af et gen, og et sddant gen, hvor der er en direkte sammenhaeng mellem
gen og produkt, kaldes ofte et “major gene” (Jones et al. 1997).

En marker betegnes genetisk marker, sidfremt den nedarves efter de mendelske
arvelighedslove, men den genetiske marker har ikke ngdvendigvis en kendt funktion. Hvis flere
markerer analyseres pd en reekke individer, vil der af og til blive fundet afvigelser fra de
mendelske love, hvilket kan skyldes, at nogle af markererne er koblede og sidder tet ved
hinanden pa samme kromosom. Koblede markerer er af stor betydning for kortleegning af en arts
genom. En seerlig grupper af markerer er “quantitative trait loci” (QTL), som er DNA markgrer,
der er relateret til enskede egenskaber hos afgroden, f. eks. strastivhed. QTL er ikke ngdvendigvis
et gen for den pageeldende egenskab. En sammenheng mellem to QTL og en erkendbar effekt (f.
eks. hgjde) er vist i fig. 3. Begge OTL har to allele former, altsa et individ kan veere AA, Aa eller aa
for den ene QTL og BB, Bb eller bb for den anden. P4 figuren er vist sammenhaeng mellem effekten

og fordelingen af individer med en given genotype.

Figur 3. Sammenhzaeng mellem QTL og effekt pa en egenskab f.eks. hgjde
A
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Af Fig. 3 ses det klart, at QTL-markeren med typerne AA og Aa har en betydelig effekt pa
egenskaben, hvorfor denne QTL mad veere teet koblet til egenskaben. Typerne BB, Bb og bb har
neesten samme virkning pd egenskaben, hvorfor egenskaben er ikke er tet koblet til den marker.
QTL som markerer for forskellige egenskaber er vigtige for en hurtig udveelgelse af individer for et

fortsat avlsarbejde.

Metoder til pavisning af genetiske markerer
Som neevnt ovenfor er DNA fundamentet for genetiske markorer, dels ved selv at kunne anvendes
som marker og dels som basis for genprodukter. En udmerket gennemgang af molekyleere

genetiske markerer, om end lidt foreeldet, er skrevet af Bachmann (1994) og af Jones et al. (1997).

DNA-hybridisering

En af de forste metoder, der blev benyttet til at pdvise forskelle i DNA og dermed i genomet, var
DNA hybridisering mellem DNA fra forskellige individer eller arter. Metoden benytter sig af, at
det dobbeltstrengede DNA ved opvarmning bliver separeret i to enkeltstrenge, som ved afkegling
smelter sammen igen. Nar produktet opvarmes igen, vil det igen deles i to enkeltstrenge. Hvis
man blander DNA fra forskellige arter sammen, udseetter det for en opvarmning og afkeling og
igen en opvarmning, vil temperaturen for 50 % separation i enkeltstrenge blive nedsat, da en del af
det dobbeltstrengede DNA bestar af en DNA streng fra den ene art og en fra den anden. Da
nucleotidsammenseetningen i to arter er forskellig, sd vil der veere mange steder, hvor de to DNA
strenge ikke passer sammen. Dermed vil de ved opvarmning lettere blive separerede, se Werman
et al. (1996) for beskrivelse af metoden. Teknikken er mest velegnet til at undersoge forskelle
mellem arter og dermed evolution, den vil naeppe blive benyttet i forbindelse med pévisning af

GMO'er.

RFLP (Restriction fragment polymorphism) metoden



TOPRO WP4 6

Metoden er bl. a. omtalt af Dowling et al. (1996). Den er baseret pa isolering af DNA, anvendelse af
restriktionsenzymer og ”Southern blotting”. Restriktionsenzymer er enzymer, der stammer fra
bakterier, og som genkender specifikke sekvenser af DNA (Smith & Wilcox 1970, Kelly & Smith
1970). Den genkendte sekvens spaltes pd en bestemt mdde. Southern blotting er forst en adskillelse
DNA-stykkerne ved hjeelp af elektroforese, en teknik der separerer molekyler pa grund af deres
ladning og/eller storrelse. Dernaest overfores de adskilte DNA stykker til en nylonmembran og
pavises ved hjeelp af en probe. En probe er et lille stykke DNA, som har en sekvens, der svarer til
de stykker, der er blevet skdret med restriktionsenzymet. Desuden er proben meerket pd en méde,
sa de steder, hvor der er de rette sekvenser, vil der fremkomme en farve eller en radioaktiv
forbindelse. En af fordelene ved RFLP er, at heterozygoter kan erkendes, idet RFLP er en
codominant marker, se Fig. 4. Metoden er velegnet til populationsundersggelser og kan anvendes
til sporing af uensket plantemateriale i afgreden, men er ikke den mest hensigtsmaessige metode i

forbindelse med GMO'er, da den ikke nedvendigvis pdviser de indsatte DNA-stykker.

Figur 4. RFLP fra 5 individer. Qverste halvdel af figuren viser DNA, hvor det gule hhv. bla stykke
er flankeret af to restriktionssekvenser, det gule benavnes A og det blad a. Genotyperne af
individerne er angivet til hgjre for DNA. De fem analyserede individer (fra venstre mod hgjre) har

genotyperne A/A, A/a, A/A, a/a og al/a.

A/A

ala
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En variant af denne metode er analyse af minisatellitter, som benytter en probe, der bestar af en
sekvens pa 10-50 baser. Derved fas sakaldte DNA-fingerprints, som kan veere karakteristiske for

sortterne. Ogsa denne metode detekterer ikke nedvendigvis genetiske modifikationer.

PCR metode

Med udviklingen af ”“polymerase chain reaction” (PCR) metoden tog anvendelsen af DNA-
markerer fart. Metoden blev publiceret i 1986 af Mullis og medarbejdere og har vundet stor
udbredelse siden. Fordelen ved metoden er, at den kreever meget lidt DNA for at virke. Ved hjeelp
af primere (korte nucleotid sekvenser), nucleotider, Tag-polymerase (et enzym der kobler

nucleotider sammen) og lidt DNA kan bestemte stykker opformeres i meget stort antal, se fig. 5.

Figur 5. PCR reaction, a) separation af det dobbeltstrengede DNA, b) binding af primere (de sma
DNA-stykker), c) opformering af DNA, d) separation af DNA- strengene og binding af primere, €)
opformering. De med stjerne maerkede DNA stykker vil blive de hyppigst forekommende efter

gentagne separation af DNA strenge og opformering.
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Ved at anvende primere, som er specifikke for de indsatte gener i en GM plante, er det muligt at
pavise forekomsten af genetisk modificeret plantemateriale, bade i fre og blandt planter.
RAPD o0g ISSR-metode

PCR-metoden er basis for en reekke DNA analyse-metoder. En af dem er random amplified
polymorphic DNA (RAPD), som bestar af en PCR-reaktion, hvor der benyttes en tilfeeldig primer,
som ofte er ti baser lang. Herved bliver kun den ene DNA streng opformeret de steder, hvor
primeren kan heefte sig. De fremkomne DNA stykker adskillelse ved elektroforese og pavises ved
en kemisk reaktion. RAPD-markerer fremtreeder som dominante markerer, altsid enten er de
tilstede eller ikke tilstede. RAPD metoden har veret brugt til en reekke undersogelser, blandt andet
som markerer i en Brassica campestris-alboglabra addition line (Jorgensen et al. 1996) og til pavisning
af overforsel af gener fra en planteart til en anden inden for Brassica-sleegten (Jorgensen et al. 1998).
En videre udvikling af denne metode er ISSR (inter simple sequence repeats), som benytter sig af,
at der rundt om i genomet findes sekvenser bestdende af 1-5 baser, som gentages mange gange (f.
eks. CATCATCATCATCATCATCAT osv.). En sadan gentagen sekvens kaldes en microsatellit
eller en simple sequence repeat (SSR). Ved at lave en primer, der bestar af f. eks. CAT fem gange
og med tre til fem baser i den ene ende, kan man fad opformeret de stykker af DNA, der ligger
mellem de sdkaldte microsatellitter. ISSR-markerer er ligesom RAPD-markerer dominante, se fig.
6. Af fig. 6 fremgar det, at der er to DNA profiler for den pageeldende ISSR-primer, og de to
profiler repreesenterer hver sin rapssort. Sdvel RAPD som ISSR er velegnede metoder til

sortsbestemmelse, men kan ikke alene benyttes til pavisning af GM planter.
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Figur 6. ISSR af planter fra to rapssorter. Fra venstre mod hgjre, 3 planter af sort 1, 3 planter af

sort 2, 1 plante af sort 1, 1 plante af sort 2 og 1 plante af sort 1.

| =

Microsatellit eller SSR metode

Analyse af microsatellitter eller SSR har vundet stor udbredelse. Her benytter man to
veldefinerede primere, som betyder, at der bliver dannet produkter fra begge DNA strenge,
hvorfor disse markerer er codominante. Det betyder, at hvis de to DNA strenge har et forskelligt
antal gentagelser af den korte sekvens f. eks. CAT, vil det vise sig som to band pa en gel efter
elektroforese. Resultatet vil ligne det, der er vist i Fig. 4. Et overblik over anvendelsen af
mikrosatellitter fra planter er preesenteret af blandt andre Gupta og Varshney (2000). Metoden af
deekker ofte en meget hoj grad af genetisk variation, men kan alene ikke benyttes til pavisning af

GM planter.

AFLP (amplified fragment length polymorphism) metode
En metode, der kombiner PCR og restriktion enzymer, er amplified fragment length
polymorphism (AFLP). Efter en reekke trin fas separation af en masse DNA stykker pa en gel, som

har vist sig at veere meget effektiv for analyse af mange plantearter, f.eks. til eftervisning af
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hybrider mellem Brassica napus og B. rapa (Warwick et al. 2003). Metoden kan ikke alene benyttes

til pavisning af GM planter.

Sammenfatning af DNA metoder
Denne oversigt over metoder til bestemmelse af DNA-markorer er ikke udtemmende, da der til
stadighed fremkomme nye metoder og variationer over de tidligere metoder. Der er fokuseret pa

metoder, som vil veere anvendelige til pavisning af uensket plantemateriale i en afgrade.

RNA markerer

RNA er ikke i samme omfang som DNA blevet benyttet som marker. mRNA dannes forst, nar et
bestemt gen kommer til udtryk, da mRNA er det forste trin i overseettelsen af DNA til et
genprodukt (Fig. 1). Mange af de metoder, der benyttes til bestemmelse af DNA-markerer, kan
anvendes pa RNA, Southern blotting (se afsnittet RLFP metode) beneevnes Northern blotting, nar
det er mRNA, der skal pavises. En serlig PCR baseret metode bruges til at kvantificere mRNA,
hvilket kan anvendes til pavisning af indsatte gener. Stabiliteten kan vaere et problem i forbindelse
med at benytte mRNA som genetisk marker (se f. eks. Ylstra og McCormick 1999). Derfor gér man
ofte en anden vej, idet der laves en DNA kopi af mRNA, som udmeerker sig ved at veere mere
stabil, den form for DNA kaldes copy DNA (cDNA). Endelig kan pévisning af det pdgeeldende

protein veere et alternativ til mRNA-analyser.

Immunologisk metoder

Proteiner har veret benyttet som genetiske markerer gennem mange ar. To forhold har spillet
kraftigt ind vedrerende deres anvendelse som genetiske markerer. En del af dem har
immunologiske egenskaber, dvs. at de reagerer et for individet fremmed protein. En anden del har
katalytiske egenskaber, dvs. at de kan fa en kemisk reaktion til at forega. Hver af disse egenskaber
kan udnyttes pa forskellig made og sammen med proteiners elektriske ladning, som er afheengig af
deres aminosyresekvens, kan disse egenskaber kombineres med elektroforese. De immunologiske
egenskaber er udnyttet pd mange mader (se f. eks. Axelsen et al. 1973), og separation ved hjeelp af

elektroforese efterfulgt af overforelse til en nylon membran med et passende antistof kaldes for
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Western blotting. En anden teknik, der benytter de immunologiske egenskaber, er ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay), som har vundet stor udbredelse. Metoden kan udferes i titerplader
med 96 brende. Hver brend er indeholder et protein, et antigen, som svarer til det protein, antistof,
som skal pdvises. Forst tilseettes antistoffet (antistof 1), som binder sig til antigenet, og endelig
tilseettes et antistof, der passer til antistof 1, kombineret med et molekyle, der vil udvikle en farve,
safremt antistof 1 var til stede. Metoden er meget effektiv og benyttes til pavisning af specifikke
proteiner. En variant af denne metode er de sakaldte ”lateral flow sticks”, som basalt baserer sig pa
det samme princip, der benyttes i ELISA. De kan benyttes til at pavise proteiner f. eks. Bt-toksiner,
som ofte er indsat i majs som beskyttelse mod insektangreb. Feelles for de naevnte teknikker er, at
der skal udvikles specifikke antistoffer, hvilket kan vere et storre arbejde og kreaeve avancerede
teknikker og et seerdeles veluddannet personale. Anvendelsen af “lateral flow sticks” er relevant til
pavisning af tilstedeverelse af GM produkter i frg- og kornblandinger, hvor man ikke ensker
disse. Metoden anvendes i dag for visse genprodukter og er en hurtig og effektiv test, som kan

udferes af landmanden.

Isozym analyse

Analyse af proteiner med katalytiske egenskaber (enzymer) udnytter ogsd proteinernes elektriske
ladning. Separation foregdr ved hjeelp af elektroforese , se foregdende afsnit. Efter separationen
tilseettes det nedvendige substrat, den katalytiske reaktion foregar, hvor det specifikke enzym
findes og giver et resultat som vist i fig. 7. Ofte vil der forekomme flere proteiner med forskellige
elektriske ladninger, men samme katalytiske egenskab. Hvis de pdviste former af enzymet er et
resultat af et gen med flere alleler, taler man om et allozym. I fig. 7 er der vist tre allele former af
enzymet phosphoglucomutase. Hvis de pdviste former er betinget af flere gener, taler man om
isozymer, altsd isozymer er overordnet allozymer.

Figur 7. Enzymet phosphoglucomutase fra ti individer, genotyper fra venstre mod hgjre, 1/3, 1/2,

112,11, 112,11, 2/2, 1/1, 1/1 og 1/2.

<+— Allel 1

<+—— Allel 2
<«—— Alel3

<4—— Paseetning
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Metoden er relativ simpel og har veeret brugt til sortsadskillelse (f. eks. Adam et al. 1987), men er
ikke s velegnet som de PCR-baserede DNA metoder i forbindelse med GM-planter, med mindre

der specifikt er indsat et enzym med en seerlig allelform, f.eks allel 3, se Fig. 7.

Sekundeere metabolitter

Sekundare metabolitter som f. eks. @endret stivelsessammenseetning kan erkendes med forskellige
kemiske metoder. En ofte benyttet metode til bestemmelse af sekundeere metabolitter er HPLC
(high performance liquid chromatography). Det skal neevnes, at en reekke andre kemiske

analysemetoder kan komme ind i billedet, afheengigt af hvilke komponenter, der skal pavises.

Analysemetoder, konklusioner

Det var kort fortalt de molekyleere metoder, som kan anvendes i forbindelse med pavisning af
ugnsket plantemateriale. Vedrerende sortsbestemmelse benytter landbruget pa nuverende
tidspunkt ingen af de naevnte molekyleaere metoder, men baserer sig udelukkende pa morfologiske
markgrer, som f. eks. bladenes facon, behdring eller andet, der kan skille sorterne fra hinanden.
Der har veeret en vis teven med at inddrage de molekyleere markerer i sortsbestemmelsen, da en
ny sort ikke blot skal have en @ndring i en molekyleer marker, men ogsa have en aendring i
agronomiske karakterer sd som hestudbytte, hesttidspunkt, resistens over for forskellige

sygdomsfremkaldende organismer o. lign.

Sammenfattende kan det siges, at, nar det geelder sporing af GM planter, er DNA-metoder, der
kan pavise det/de indsatte gener, at foretraekke (se f. eks. Dietzgen et al. 1999, Kota et al. 1999).
Princippet er anvendelse af prober, svarende til det/de indsatte gener, og af en Southern blotting
eller en PCR-reaktion, der benytter sekvenser fra det/de indsatte gener som primere. I begge
tilfeelde kreever pavisningerne gode laboratoriefaciliteter og veluddannet personale. Udviklingen
af dot blots og micro arrays, hvor tilstedeveerelsen af hhv. et gen eller mange gener kan pavises
hurtigt, er sandsynligvis ogsa et omrade, der vil blive inddraget under metoder til bestemmelse af

genetisk modificerede planter. Ved pavisning af DNA i de indsatte gener far man blot at vide, at
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generne findes i organismen, men ikke at vide, om de er produktive. Hvis det er kun er af interesse
at se pa forekomsten af et genprodukt, ber man benytte pavisning af mRNA, proteiner eller
kemiske produkter. Safremt det er muligt, kan forskellige karaktertraek, som pavirker organismens
form og udseende (morfologiske karakterer) ogsa inddrages under egnede metoder til pavisning af
uognsket plantemateriale.

Tabel 1 er en oversigt over de omtalte metoder, som alle kan benyttes i forbindelse med pavisning
af GM planter, men det kreever under alle omstendigheder viden om de indsatte gener og om det

benyttede plantemateriale.

Tabel 1. Oversigt over udvalgte analysemetoder for DNA og protein, deres forkortelser,

forudseaetninger og falsomhed med henblik pavisning af ugnsket plantemateriale.

Molekyleer | Metode Forkor- | Forudsaetter Falsomhed

marker telse

DNA Hybridisering Lav
Restriction fragment length polymorphism | RFLP Prober Hgj
Random amplified polymorphic DNA RAPD Primere, PCR* | Lav
Inter simple sequence repeats ISSR Primere, PCR | Middel

Amplified fragment length polymorphism AFLP Primere, PCR | Hgj

Protein Immunologiske metoder Antistof Hgj

Isozym/isoenzym, herunder allozym Lav

Genmodificerede planter af dyrkningsmaessig interesse i Danmark.

De plantearter, der er identificeret som seerligt problematiske i GM-sammenheeng, er tre
enkimbladede arter, almindelig rajgraes (Lolium perenne), italiensk rajgraes (Lolium multiflorum) og
rug (Secale cereale), og tre tokimbladede, raps (Brassica napus), hvidklever (Trifolium repens) og
redklever (Trifolium pratense). For hver planteart gennemgas kort deres biologi, anvendte metoder
til pavisning og adskillelse af sorter, evt. til adskillelse af neertbesleegtede arter og pavisning af
hybridisering med andre arter. Sortsadskillelse og hybridisering kan begge veere af betydning i

forbindelse med evt. genspredning, bdde den naturlige og den menneskeskabte, se tidligere afsnit.
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Biblioteksdatabasen “ISI Web of Science” blev benyttet til at finde artikler relevante for de
enkelte planter med fokus pa sorts- og artsadskillelse samt hybridisering med andre arter. Den

anvendte sggeprofil bestod af det latinske plantenavn og relevante metodesggeord (isozym,

isoenzym, allozym, RAPD, ISSR, SSR, microsatellit, AFLP, DNA).

Almindelig rajgraes (Lolium perenne)

Denne greesart er meget udbredt i Danmark, se Tolstrup et al. (2003) og anvendes bade som foder-
og freplante, desuden benyttes den ofte i blandinger til vedvarende greesdyrkning i omréder, der
benyttes til fritidsforngjelser. Alm. rajgrees er hovedsagelig fremmed-bestovt og vind-bestovet.
Isozymer fra alm. rajgrees er blevet analyseret i flere populationer, se f. eks. Fernando et al. (1997)
og savel isozymer som proteiner generelt blandt flere sorter (Gilliland et al. 2000). Fernando et al.
(1997) fandt, at der var mere genetisk variation inden for sorten end mellem sorterne. Gilliland et
al. (2000) observerede, at de undersggte sorter kunne inddeles i grupper, der svarede til deres
afstamningsforhold. Yderligere 28 landracer blev analyseret ved hjelp af isozymer, og igen var
den genetisk forskel mellem racerne ringe (Olivera et al. 1997a). Samme observation blev fundet af
Loos (1994). Med anvendelse af RFLP var det muligt at adskille to sorter af alm. rajgrees (Yamada
og Kishida 2003). Ved at bruge ISSR pa populationer i Tunesien fandt Ghariani et al. (2003), at der
var en hgj grad af differentiering mellem bestandene. Udviklingen af SSR markerer (Jones et al.
2001, Kubik et al. 2001) viste, at disse markerer havde en langt bedre evne til adskillelse af sorter
and hvad var set for isozymer. AFLP er ogsa en god teknik for sortadskillelse i rajgrees (Roldan-
Ruiz et al. 2000, Guthridge et al. 2001, Roldan-Ruiz et al. 2001).

Differentiering mellem alm. rajgrees og andre greesser er ret vaesentligt, da alm. rajgraes kan
hybridisere med flere andre arter. Der er flere forfattere, der har beskeeftiget sig med forskellen
mellem L. perenne og L. rigidum (Balfourier at al. 1998, 2000) under anvendelse af isozymer og
analyse af chloroplast DNA. Lige ledes kan alm. rajgrees skelnes fra italiensk rajgrees L. multiflorum
ved hjeelp af isozymer (Griffith og Banowetz 1992). RAPD har veret benyttet til at se pa forskellen
mellem tre foder-graesser (Kolliker et al. 1999), og metoden kunne klart separere de tre arter fra

hinanden.
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Péavisning af hybrider mellem alm. rajgrees og Festuca arundinacea er blevet foretaget med
RAPD-markerer (Siffelova et al. 1998), og for introgression af Festuca mairei i alm. rajgrees er
benyttet RAPD og SSR (Wang et al. 2003). Ogsa AFLP-teknikken er blevet anvendst til pa visning af
hybrider mellem alm. rajgrees og italiensk rajgraes (Cresswell et al. 2001). Under alle
omstendigheder er det nedvendigt at veere opmeerksom p4d, at hybridisering kan foregd. Tabel 2

viserforekomsten af hybrider inden for udvalgte greesarter i Danmark.

Tabel 2. Mulig genspredning og krydsninger fra dyrkede graesser til vilde eller
naturaliserede graesarter.

Genspredning og krydsninger er almindeligt forekommende eller findes hist og her (e);
genspredning eller krydsninger forekommer sjaeldent eller meget sjaeldent (o). Angivelser
i parentes er ikke direkte pavist i Danmark eller er usikre. Angivelser over hybrider er
iseer baseret pa Mikkelsen & Jgrgensen (1997) og Hajland & Pedersen (1994), men ogsa
Hylander (1953) har veeret anvendt. Manglende oplysninger er indikeret med
spe@rgsmalstegn.

Oprindelig vildtvoksende eller naturaliserede
grasarter og hybrider i Danmark
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Engsvingel (Festuca pratensis) ° ° o ° o

Rgd Svingel (Festuca rubra) o

Italiensk Rajgraes (Lolium (©) ° ©) . o

multiflorum)

Alm. Rajgraes (Lolium perenne) ° ° o o .

Hybrid-rajgraes (L. perenne x L. ©) ? ©) ? (©) ©) (©) °?

multiflorum)

Festulolium (F. loliaceum; L. ? ? °? ? ©) ©) °? °?

perenne x F. pratense)

Italiensk rajgrees (Lolium multiflorum Lam.)

Ligesom alm. rajgraes benyttes italiensk rajgrees til foder og til freproduktion. Bestevning foregar
pa lignende vis som hos alm. rajgrees og som tidligere neevnt kan de to arter hybridisere.
Sammenlignet med alm. rajgrees er italiensk rajgrees i undersegt i langt mindre omfang, men

genetisk diversitet mellem 16 landracer i Spanien og 3 sorter er belyst ved hjeelp af morfologiske og
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isozym-markerer (Oliveira et al. 1997b). Ligesom hos alm. rajgraes var der mere variation inden for
sorterne end mellem dem, men isozymer er heller ikke i dette tilfeelde sa velegnede til at adskille
de forskellige sorter og landracer. ISSR kunne benyttes til at skelne L. multiflorum fra L. perenne
(Pasakinskiené et. al 2000).

Hybridisering og introgression er pavist mellem italiensk rajgrees og Festuca glaucescens ved
hjeelp af isozymer ( Ghesquiere et al. 2000). Det skal neevnes, at tetraploid rajgrees blev anvendt i
forseget, polyploidisering kan give oget risiko for hybridisering med andre arter. AFLP blev
ligeledes benyttet til pavisning af hybrider mellem de to rajgraesser (Cresswell et al. 2001), og der
var tilsyneladende to grupper af hybrider, hvoraf den ene udviste stor lighed med italiensk
rajgrees. Generelt ma det konkluderes, at der spredning af gener fra italiensk rajgrees kan forega

via adskillige andre graesarter, se tabel 2.

Rug (Secale cereale L.)

Rug dyrkes i Danmark med henblik pa foder- og freproduktion (Tolstrup 2003). En del rug
benyttes til helseedsensilage. Rug er en fremmedbesteover, og bestovningen foregdr ved vindens
hjeelp.

Den genetiske differentiering mellem rugsorter var relativ lav, ndr isozymer blev anvendt
som analyseredskab (Ramirez og Pisabarro 1985, Ramirez et al. 1985). Ofte skulle der analyseres en
storre meengde fro ca. 200 for at fa en relativ sikker sortsidentifikation (Adam et al. 1987).
Variationen i allozymer blandt sorter og landracer viste som forventet af en vindbestevende
plante, at den genetiske variation var sterre inden for de enkelte sorter end mellem dem (Persson
og von Bothmer 2000). Den observation blev yderligere bekreeftet i en undersogelse af
nordeuropeiske landracer (Persson og von Bothmer 2002). RAPD-markgrer forekom at veere mere
velegnet til sortsidentifikation (Igbal og Rayburn 1994). Det blev yderligere underbygget (Persson
et al. 2001), men stadig var der mere variation inden for sorterne hver iseer end mellem dem. En
undersogelse, der sammenlignede isozym-, RAPD- og ISSR markerer, viste, at kombinationen af
de to metoder dels var velegnet til separation af sorter, og desuden en bedre overensstemmelse

mellem resultater opndet med de genetiske markgrer og det kendte afstamningsforhold (Matos et
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al. 2001). Mikrosatellitter eller SSR har maske et potentiale til sortsadskillelse, og har bl. a. veret
benyttet til pavisning af eendring i den genetiske sammensetning i sorter og deres opformering.
Det er iseer et problem for samlinger i genbanker (Chebotar et al. 2002).

Baseret pa isozymer var arter fra tre sleegter sammenlignet (Hedge et al. 2002). I den
underspgelse var rug at betragte som fjern slegtning til de ovrige to slegter, Aegilops og
Amblyopyrum, og som sddan klart adskilt fra repreesentanter fra de to sleegter. Det bor neaevnes, at
den rug, der indgik i undersogelsen, var ikke-dyrket rug.

Vedrerende hybridisering med andre arter er det neevnt, at der findes hybrider mellem rug

og S. montanum, men det er ikke angivet, hvor let de to arter hybridiserer (Khavkin et al. 1996).

Raps (Brassica napus)
Raps dyrkes i Danmark som en vekselafgrode, da der helst skal gd 4-6 &r mellem afgroderne
(Tolstrup et al. 2003). Raps benyttes mest til fodevarer og indgédr ogsd i foderblandinger. I meget
begraenset omfang benyttes olien til energiformal.

Rapsfre kan overleve i dyrket jord op til 10 ar eller mere (Vaughan et al. 1976 citeret af
Hails et al. 1997). Hails et al. (1997) beskriver i deres undersogelse, at den type genetisk modificeret
raps, som de benyttede, kun overlevede i et ar, det ber tilfgjes, at de valgte habitater var alt andet
end produktionsjord. Desuden paviste forfatterne, at der var forskel pa modificeret og ikke
modificeret raps’ evne til at overleve, hvor den modificerede raps havde den ringeste
overlevelsesevne. Om det var et udtryk for en tilfeeldig heendelse, kunne ikke afgeres ud fra
forsoget.

Raps har bade fremmed- og selvbestovning. Bestovningen foregdr enten ved insekters
(biers) eller vindens hjeelp. Raps er kendt for at kunne hybridisere med en raekke andre arter
(Tolstrup et al. 2003). GM raps har veret markedsfert i en leengere periode, og forskellige
egenskaber er blevet indsat. P4 nuveerende tidspunkt er ingen GM raps godkendt i Danmark eller i
EU, men der er et par sager under behandling.

Sammenlignet de gvrige arter omtalt i dette kapitel er raps nok den bedst undersggte art.

Isozymer pa raps har veret afprovet gennem en leengere arreekke og afprevning af disse til
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sortsadskillelse foregar stadig. Hackenberg og Kohler (1996) har vist, at identifikation indavlede
linier var muligt ved hjeelp af syv enzymer, hvor iser to var velegnet. En anden undersggelse
viste, at et isozym til dels kunne benyttes som identifikation for en del af de sorter, der var
undersggt (Jones et al. 2001). RAPD markerer var ogséa velegnet til sortsadskillelse (Mailer et al.
1997, Dulson et al. 1998, Mailer og May 1999, Ma et al. 2000). Udviklingen af SSR-markerer i raps
er ganske givet et langt steerkere redskab til sortsidentifikation og Tommasini et al. 2003 har vist, at
det er muligt. En variant af en PCR- baseret metode kaldet SRAP (sequence-related amplified
polymorphism) med anvendelse af udvalgte primere var ogsa velegnet til sortsidentifikation(Riaz
et al. 2001). AFLP-markerer har ligeledes vist sig nyttige for sortsidentifikation (Lombard et al.
2000, Johannessen et al. 2002, Seyis et al. 2003).

Raps kan skelnes fra neert besleegtede arter ved hjeelp af flere metoder f. eks.ved hjeelp af
isozymer (Diaz et al. 1997) og RAPD-markerer (Mailer et al. 1997). Forskel mellem raps og neert
besleegtede arter blev ogsa demonstreret med SSR (Plieske og Struss 2001, Varghese et al. 2000).
Hybridisering mellem raps og andre arter er ogsa blevet pavist ved hjelp af RAPD markerer
(Thalmann et al. 2001). Specielt for raps er der flere undersogelser af pollenspredning mellem
arter, da det er af afgerende betydning som mulig spredningsvej for gkologisk og konventionel
dyrkning. Eksempler pa pollenspredning mellem GM rapsplanter og ikke modificerede planter er
belyst ved hjeelp RFLP-markerer (Hall et al. 2000) og mellem Hirschfeldia incana og raps ved hjeelp

af herbicid-resistens (Lefol et al. 1996).

Hvidklever (Trifolium repens)

Hvidklever er en vigtig plante for foder og freproduktion. Hvidklgver er en overordentlig
betydningsfuld plante for det gkologiske landbrug, da den anvendes til at tilfgje jorden kveelstof
(Tolstrup et al. 2003). Den er fremmedbestovet og insektbestovet, iseer honningbier (Apis mellifera)
er vaesentlige bestovere af hvidklgver, men ogsa andre biarter er af betydning for bestavningen. En
undersggelse af honningbier og humlebiers evne til at bestove hvidklgver viste, at der var en hgj
forekomst af beelge, der havde mere end en pollendonor (Michaelson-Yeates et al. 1997).

Undersggelsen var baseret pd analyse af enzymet phosphoglucose isomerase.
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Isozymer syntes ikke at have veeret benyttet til adskillelse af sorter, men RAPD markerer
var undersggt for sorter benyttet i USA (Gustine og Huff 1999, Gustine et al. 2002). Forbavsende
stor lighed blev fundet mellem sorterne, men sortsadskillelse var mulig. Stor genetisk variation
blev fundet indenfor sorterne, men mindre mellem sorterne. Det kunne skyldes differentieret
vaekst af de individuelle planter, betinget af miljoet (Gustine og Huff 1999). Desuden kan plantens
evne til at danne udlebere veere en del af forklaringen (Gustine og Sanderson 2001a og b). AFLP-
markerer var velegnet til skelne mellem sorter (Kolliker et al. 2001).

RAPD markegrer kunne anvendes til at skelne mellem hvidklever og alsike klaver (Trifolium
hybridum L.) (Gustine et al. 2002). Levedygtige hybrider mellem hvidklever og Trifolium nigrescens
kan produceres og tilbagekrydsning til hvidklever ligeledes (Marshall et al. 1995), hybridstatus
blev verificeret ved hjeelp af isozymer. Ved at benytte mere sofistikerede metoder kan der dannes
hybrider mellem hvidklever og Trifolium ambiguum, hvilket kan pdvises ved hjeelp af AFLP-
markgrer (Abberton et al. 2003). Da T. nigrescens og T. ambiguum ikke findes vildtvoksende i

Danmark, vil disse hybrider ikke forekomme her til lands.

Redklever (Trifolium pratense)

Redklover benyttes lige som hvidklever til afgreesning og til freproduktion (Tolstrup et al. 2003).
Rodklgver kan anvendes i greaesblandinger sammen med hvidklgver. Redklever har
fremmedbestovning og kreever insekter til bestovning fortrinsvis humlebier (Bombus spp.), men
honningbier (Apis mellifera) kan ogsd bestove rodklover, afheengigt af blomsterkronens
udformning og dermed tilgeengeligheden af nektar (Gregor 1976). Sorter og naturlige populationer
kunne mere eller mindre klart adskilles ved hjelp af isozymer (Semerikov og Belyaev 1995), og
den undersggelse blev yderligere udbygget til at omfatte 7 naturlige populationer, 7 russiske sorter
og 2 sorter fra USA (Semerikov et al. 2002) samt en undersogelse af amerikanske sorter (Yu et al.
2001). Undersggelserne gav samme resultat som fundet af Hagen og Hamrick (1998), nemlig at der
var mere genetisk variation inden for populationerne end mellem dem. Sidstnaevnte forfattere
forklarer observationerne som et resultat af blandt andet menneskeskabt frespredning. RAPD

markgrer var bedre til at skelne mellem sorterne end isozymer (Kongkiatngam et al. 1996,
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Campoz- de-Quiroz og Ortega-Klose 2001, Ulloa et al. 2003). AFLP markegrer var ogsa bedre til
identifikation af sorter (Kolliker et al. 2003).

Redklgver hybridiserer kun vanskeligt med andre arter (Taylor 1990), og der forekommer

neaeppe artshybrider i Danmark.

Sammenfattende for alle arter
Tabel 3 viser en oversigt over forskellige metoder, deres folsomhed og usikkerhed til pavisningen

af ueonsket frg- eller plantemateriale.

Tabel 3. Pavisning af ugnsket materiale i frgparti eller i markafgrede

Pavisning af egenskab Metode Falsomhed Usikkerhed

Promoter og indsat gen/gener | PCR baseret DNA metode Hgj Lille

Indsat gen/gener PCR baseret DNA metode Hgj Lille

Genprodukt Lateral flow stick Hgj/middel Lille
Kemiske metoder

Promoter PCR baseret DNA metode Middel Middel

Promoter og sort PCR baseret DNA metode Middel Middel

Sort DNA metoder Middel/lav Middel/hgj
Proteinkemiske metoder

Ofte benyttes en bestemt promoter som start pa et indsat stykke DNA. Den storste sikkerhed i
pavisning af GM-frg eller planter fas ved at kombinere pdvisning af bade promoter og det/de
indsatte gen/gener, idet der sa specifikt er pavist den genetiske modifikation. Pavisning af det/de
indsatte gen/gener giver ligeledes en meget hgj sikkerhed i at pdvise tilstedeveerelsen af GM-
materiale, men der skal tages hensyn til, hvilket genmateriale der er anvendt, da det indsatte gen
maske findes i planter eller mikroorganismer, der lever samme sted. Pavisning af genprodukt er
ogsd en relativ sikker metode, men mangel pd udtryk af det indsatte gen er en fejlkilde, som beor
inddrages i overvejelserne. Pavisning af promoter alene er ogsa beheeftet med en vis usikkerhed,
da promoteren kan stamme fra en helt anden modifikation end den der enskes pavist.
Kombinationen af pavisning af promoter og sort kan veere en lidt mere sikker detektionsmetode,
safremt der kendes sortsspecifikke markerer. Pdvisning af sort alene ma betegnes som en noget
usikker metode, men igen her er det af vaesentlig betydning, at der eksisterer et solidt kendskab til

sortsspecifikke markerer. Af de neevnte metoder er ”lateral flow stick” og visse kemiske metoder
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(f. eks. sprgjtning med RoundUp, hvis RoundUp resistente planter antages at forekomme i
marken) de eneste metoder, der kan udferes pd mark eller frglager, og som ikke kreever serlig
faglig ekspertise. Disse metoder kan derfor anvendes som en ferste indikator pa evt. forekomst af

GM-planter i afgreden.
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