Pflanzenziichtung und Genomanalyse

Genetisch neuer Winterweizen - Strategien zur Erhdhung
des Kornproteingehaltes
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Einleitung

Ein seit langem in der Getreideziichtung
bestehendes Problem ist die negative
Korrelation zwischen Kornproteingehalt
und Ertrag, der hauptsachlich durch den
Starkegehalt der Korner représentiert
wird. Trotz langjahriger intensiver Be-
mihungen ist auf klassisch-zichteri-
schem Wege bisher keine grundlegende
Losung dieses Problems gefunden wor-
den. In einer intensiven, seit 1999 gefihr-
ten Diskussion zwischen Molekularphy-
siologen des Leibniz-Instituts fir Pflan-
zengenetik und Kulturpflanzenforschung
Gatersleben (IPK) und Ziichtern der
Nordsaat Saatzucht GmbH Bdhnshausen
(Nordsaat) wurde entschieden, am IPK
mittels der Grunen Gentechnik dem Win-
terweizen genetisch neue Eigenschaften
zu verleihen, die dem sich entwickeln-
den Korn die Mdglichkeit bieten, Koh-
lenstoff- und Stickstoffbausteine in ho-
heren Mengen einzutransportieren.

Im ersten Projektteil sollten aus einer
transformierbaren Winterweizensorte
homozygote ,,Basislinien* geschaffen
werden, die Grundvoraussetzungen fir
eine erhohte Speicherstoffakkumulation
wéhrend der Samenentwicklung besit-
zen. Im zweiten Projektteil war geplant,
die neue genetische Information der Ba-
sislinien in Kreuzungen mit Hochleis-
tungsstdmmen zu kombinieren. Aus die-
sen Kreuzungen sollten durch Anwen-
dung der Doppelhaploiden-Technik
(DH-Technik) innerhalb kurzer Zeit
zahlreiche homozygote transgene Lini-
en entstehen. Im Vergleich mit den
Hochleistungssorten sollte sich zeigen,
ob die Griine Gentechnik dem Winter-
weizen mit zlchterischen Mitteln nicht
zu erreichende genetisch neue Eigen-
schaften verleiht, auf deren Grundlage
die oben genannte negative Korrelation
durchbrochen werden kann.

Die homozygoten Basislinien

Mittels ballistischer Transformation (1)
wurden die Basislinien XAP, SUTAP
und HOSUT geschaffen. Samtliche Li-
nien enthalten eine Kopie des jeweiligen
Transgens im homozygoten Zustand. Die
Strukturgene (kodieren fur Saccharose-
und Aminoséure-Transporter) und auch
die Steuerelemente (Promotoren), ver-
antwortlich fur die Aktivitat der Struk-
turgene in unterschiedlichen Teilen des
Samens wahrend der Samenentwick-
lung, entstammen den Nutzpflanzen
Ackerbohne und Gerste. Die physische
Présenz der neuen genetischen Informa-
tion im Genom des Winterweizens und
ihre stabile Vererbung im homozygoten
Zustand wurde mittels Southernblot- und
Nachkommenschafts-Analyse tiber meh-
rere Generationen nachgewiesen. Die
homozygoten Basislinien sind phénoty-
pisch normal und zu 100% fertil. Uber-
raschenderweise zeigen die Linien XAP
und SUTAP eine deutlich verfrihte Bli-
te, ein neues agronomisches Merkmal,
das wahrscheinlich auf die Aktivitat der
neuen genetischen Information auch in
den vegetativen Organen zurlickzufuh-
ren ist. Das Blihverhalten der Linie
HOSUT st vergleichbar mit dem des
genetisch nicht veranderten Winterwei-
zens.

Mittels gRT (quantitative real time) PCR
wurde nachgewiesen, dass die neue ge-
netische Information im Genom des
Winterweizens in das Genprodukt
mRNA umgeschrieben wird. Alle Gen-
produkte sind deutlich nachweisbar.

Reife Samen aller Basislinien wurden
Uber mehrere Generationen und von
Pflanzen geerntet, die unter unterschied-
lichen duReren Bedingungen (Gewéchs-
haus, Phytokammer) angezogen wurden.
In aufeinanderfolgenden Generationen
und unter unterschiedlichen Bedingun-

gen zeigte sich, dass der Gehalt an Ge-
samt-Stickstoff in allen transgenen Li-
nien signifikant um bis zu 40% (Linie
XAP) erhoht ist, wobei keine Verringe-
rung des Gesamt-Kohlenstoffgehalts
nachgewiesen werden konnte. Auch der
Gehalt an Gesamtprotein ist deutlich ge-
gentiber dem gentechnisch nicht verén-
derten Winterweizen erhéht (bis zu 30%,
Linie HOSUT). Allerdings ist der Stér-
kegehalt in allen Linien geringfligig aber
signifikant niedriger. Uberraschender-
weise zeigte sich, dass die Erhdhung des
Proteingehaltes in den Linien XAP und
SUTAP unter unterschiedlichen Anbau-
bedingungen und zwischen den Genera-
tionen schwankte, wéhrend der Protein-
gehalt in der Linie HOSUT stabil um
etwa 20 - 30% erhoht war.

Die homozygoten Basislinien zeigen fol-
gende agronomisch relevante Merkma-
le: (1) Verfriihung der Blute und insta-
bile, aber gravierende Erhéhung des Pro-
teingehaltes (Linie XAP) und (2) keine
Veranderung des Blihverhaltens, aber
stabile Erhéhung des Proteingehaltes
(Linie HOSUT). Es wurde entschieden,
diese Merkmale durch Kreuzung der
Basislinien miteinander zu kombinieren
(Abbildung 1). Die heterozygoten Kreu-
zungsnachkommen werden zur Zeit mit-
tels DH-Technik in den homozygoten
Zustand Uberfuhrt.

Die Analyse ertragsrelevanter Parame-
ter der transgenen Basislinien zeigte ei-
nen mit dem genetisch nicht verénder-
ten Winterweizen vergleichbaren bzw.
geringfligig erhdhten Kornertrag/ Pflan-
ze in den Linien SUTAP und XAP. In
der Linie HOSUT war der Kornertrag/
Pflanze signifikant erniedrigt. Der Pro-
teinertrag/ Pflanze war jedoch in allen
Linien erhoht. Allerdings wurden diese
Ergebnisse unter ,kinstlichen* Bedin-
gungen (optimale Lichtverh&ltnisse, aus-
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Abbildung 1: Kreuzung der Linien XAP und HOSUT zur Kombination der agro-
nomisch relevanten Merkmale , friihere Bllte und instabile Erhéhung des Pro-
teingehaltes” und ,stabile Erhohung des Proteingehaltes”.

reichende Versorgung mit Wasser und
Diinger, vor allem Stickstoffdunger) er-
reicht und bediirfen dringend einer Be-
statigung unter ,,naturlichen“ Bedingun-
gen (im Freiland).

Genetisch neues
(transgenes) Ausgangsmaterial

Um genetisch neues (transgenes) Aus-
gangsmaterial von Winterweizen flir den
»proof of principle” und fur eine even-
tuelle spétere zlichterische Nutzung zu
entwickeln, wurden fiinf homozygote
transgene Basislinien des IPK mit sieben
der ,,besten” Stdmme aus dem Zuchtpro-
gramm der Nordsaat gekreuzt. Aus den
35 Kreuzungen resultierten etwa 700 F1-
Pflanzen fir die DH-Produktion. Von
7000 haploiden Laborpflanzen tberleb-
ten 5325 die Vernalisation und Colchi-
zinierung. Der PCR-Analyse an den
Jungpflanzen zufolge enthielten 2445
Pflanzen die transgene genetische Infor-
mation. Das entspricht etwa 50%, was
ein weiteres Zeichen daflr ist, dass die
neue genetische Information in allen
Basislinien stabil vererbt wird. Nur die-
se Pflanzen wurden in Gewéchshéusern
zur Reife gebracht. Infolge der nur in
dieser Phase bei der DH-Erzeugung auf-
tretenden Fertilitatsstorungen bildeten
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nur 1058 reife Pflanzen auch keimfahi-
ge Korner aus. Somit wurden 1058 trans-
gene DH-Linien geschaffen, die Kandi-
daten fur eine Freisetzung sind.

Der transgene Zuchtgarten
und die Freisetzung

Dank der oben beschriebenen Projekte
wurden in 5 1/2 Jahren die Vorausset-
zungen flr die Freisetzung eines trans-
genen Winterweizen-Zuchtgartens ge-
schaffen. Laut Planung werden 2006/
2007 816 transgene Linien gemeinsam
mit den Basislinien auf dem Gelénde des
IPK freigesetzt. Es soll gepruft werden,
ob die positiven Eigenschaften der trans-
genen Basislinien durch Kreuzung auf
Hochleistungsstdimme (bertragen wer-
den kdnnen, ob sie sich auch unter Frei-
landbedingungen ausprégen und ob sie
auf die folgenden Generationen Ubertra-
gen werden. An diesem Beispiel soll die
Frage beantwortet werden, ob fremde
genetische Information dem Winterwei-
zengenom neue, zlichterisch nutzbare
Potenzen verleihen kann. Der Freiset-
zungsantrag lag Ende April 2006 der
zusténdigen Behorde vor. Da gegen den
Antrag keine wissenschaftlichen und ju-
ristischen Bedenken geltend gemacht
werden konnten, erteilte das Bundesamt

fir Verbraucherschutz und Lebensmit-
telsicherheit (BVL) am 23.11.2006 die
Genehmigung zur Freisetzung. Damit
wurde der Weg zur Beantwortung einer
grundlegenden Frage von Wissenschaft
und Zuchtung frei.

Fazit

Das Gemeinschaftsprojekt zwischen IPK
und Nordsaat soll folgende fiur die
pflanzliche Gentechnik und fiir Ziich-
tungsunternehmen gleichermalien be-
deutende Frage beantworten: Ist die wis-
senshasierte Verénderung pflanzlicher
Genome mit Hilfe der Gentechnik ein
Mittel zur Losung langjéhriger zlchte-
rischer Probleme, und kann sie deshalb
generell im Klassischen Ziichtungspro-
zess nutzbringend verwendet werden? In
diesem Sinne betrachten die Kooperati-
onspartner das Winterweizenprojekt als
,»proof of principle” und - bei positivem
Ergebnis - als Anfang eines gemeinsa-
men Weges zwischen klassischer Ziich-
tung und Griiner Gentechnik.
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