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TEIL I, INFORMATIONEN UBER DIE PFLANZEN
1. Vollsténdige Bezeichnung:

(&) Familienname: Poaceae (Gramineas)

{b) Gattung: Triticum (LINNE)

(c} Spezies:T aestivum (LINNE)

(d) Unterspezies: Sommerweizen

{e) Kultivar/Zuchtiinie; (i) Greina (Schwelzer Zuchtsorten)
(i} Gelin {Schweizer Zuchtsartan)

{f) Trivialbezaichnung: Brotweizen

2. 8) Informationen Gber die Foripflanzung
i1 Formen der F. n

Weizen pflanzt sich sexuell durch Bestiubung der Narben und anschlielender
Samenbildung fort. Diese Samen werden verbreitet und  keimsn unter geeigneten
Umweltbedingungen aus. Nach dem Auflaufen (Durchstollen der Bodenoberfliche) foigt die
Bestockung wahrand der mehrere Seitentrisbe gebildet werden. Die Anzahl der gebildeten
Bestockungstriebe ist art- und sorenspezifisch und variert mit dem Konkurrenzdruck
innerhalb eines Bestandes. In der Regel entwickeln sich nur eine geringe Anzahl der
Bestockungstriebe zum Ahren tragenden Halm. Greina hat in der Regel rund 10
Beslockungstriebe.  Léngere Kullivierung im  Gewfchshaus  kann  zu  spéten
‘Bestockungstrieben filhran, gie jedoch einen geringen Samenansatz haben, Weizen ist ain
Selbstbefruchter. Narben, die der Kreurbefruchtung ausgesetzt sind, sind in der Regel
bereits vorher durch den pflanzeneigenen Pallen befruchte! worden. In der Regel betrégt die
Fremdbefruchtungsrate weniger als 5% (Geisler, 1988).

Weizen kann in Gewebekulturen in vitro vegetativ vermehrt werden (Weaks ef al, 1993,
Altpeter et al., 1896). Um somaklonale Veristion und dadurch ungeniigende Reproduktion
oder die Reproduktion steriler Pflanzen zu vermeiden, muss die Zeitspanne der
Gewebekultur kurz gehalten werden (Vasil et al, 1890). Bis heute wurde nie Ober eine
vegetative Vermehrung von Waizen aus Pflanzentailen im Feld berichtet.

ii . spezielle din Fortpil

Das Temperaturoptimum fir die Keimung betragt 6-8 'C, die Minimaltemperatur liegt bal 3-4
‘C. Bliten entwickeln sich ausschiieflich unter Langtagbedingungen. Kurztagbedingungen
{(weniger als 12 Stunden Licht) verhindern den Ubergang des Bestockungsprimordiums zum
Anrenprimardium. Hohe Temperaturen (mehr als 25 'C Obar mehrera Tage) wahrend der
Blite kann die Fruchtbarkeit reduzieren. Wintervaretdlen sind im Gegensatz zur
verwendeten Sommervarietdl Greina kilteresistent bis -20 'C. Obwohl gelegentlich aus
Bahnwagen gefallene Weizenk&mer entlang der Bahnlinien keimen, ist die Konkurrenzkraft
von Weizen zu schwach, um sich aullerhalb von Kultivierten Fléchen zu etablieren
(Torgersan, 1986).

iit) Generationsdauer

Sommerweizen st eine einjdhrige Pflanze, die einen Generationszyklus von Samen zu
Samen innerhalb einer Vegetationsperiode vollendet. Winterweizen wird Im Herbst gesat,
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keimt wvor dem Einbrich der Kalteperiode und vernalisiert tber den Winter um im
kommenden Frihjahr zu bestocken. Zwischen der Keimung (Sommerweizen) respektive der

Bestockung (Winterweizen) und der Ernte der Samen am Ende der Vegetstionsperiode
verstraichen mehrare Monate.

Die Sommerweizen Varietaten Golin und Greina benttigen rund 40 bis 50 Tage von der Saat
bis zum Schieben der Antheren unter einem Lichtregime von 17 h Tageslicht mit mindestens
5000 lux, Tag-/Nachttemperatur 18 'C/15 'C und 35-50 % relativer Luftfeuchtigkeit in
*Optima” Erde in Topfen im Gawichshaus,

b h i tibilitdt mit anderen Kultur- oder Wild

Die transgenen hexaploiden KP4-Weizenvariettten Golin und Graina sind, wie jede andera
transgena oder nichi-transgene Weizenlinie, mit allen anderen hexaploiden Wealzenlinien
sexuell kompatibel. Es werden alle notwendigen Malinahmen ergriffen, um eine Verbreitung
der Pollen volistdndig zu vermeiden (siehe 4. a)(ii)). Die freie Kreuzbarkeit zwischen
verschiedenen Sorten und Varietiten ist die Grundlage der klassischen WeizenzGchtung.
Dartiber hinaus besteht ebenfalls sine sexuslle Kompatibilitdt mit einigen tetraploidan (Z. Bi
Trlicum durum, Trticum furgidum) und auch mit einigen diploiden Weizenformen (z. B,
Triticum manococcum) (Mandy, 1978; Sharma & Gill 1983),

Der nachste wilde \erwandte des Weizens ist Aegilops. Asgiiops gilt als kreuzbar mit
Weizen (R. Guadagnuole, D. Savova-Bianchi and F. Felber 2001), kommt aber nérdlich der
Alpen nicht wvor (httpi/lwww feldversuch athz chidocsiapplication/nachfor/nachfo2l). Eine
Ausnahma blidan hierbal die Umgebungen von Glterbahnhifen, Hafen und Gatreidernihlen,
wo gelegentlich Arten der gattung Aegilops unbestandig auftreten (Conert, 1598, Prasse ef
al., 2001).

Es kennten Hybriden zwischen hexaploidem Weizen und sechs weiteren Grasgatiungen
erzeugt werden, Die meisten dieser Hybriden wuchsen jedoch nur nach kilnstiicher
Embryonankultur. \Von diesan Grasgattungen kemmen nur Agropyron sp. (GAERTNER) und
Secale sp. (LINNE) im Gebiet des Experiments vor tHesa el al. 1876). Agmpjmn repens
[LINKE; DE BEAUMOIS), dia kna::hande Quecke, ist ein weit verbreiletes Unkraut in dieser
Gegend und kann auch in der ndheren Umgebung der Versuchsfidchen vorkemmen.
Spontane Auskreuzung Ober kurze Dislanzen suf Roggen (Secale sp.) kasnn nicht
ausgeschlossan werden (Torgersan, 1996).

Die Fertilitdt von Triticum aesfivum Hybriden mit diploiden Grasarten ist aufgrund der
unterschisdiichen Ploidiegrade der Krauzungspartner schlecht, Im Verlaut der vergangenan
10.000 Jahre der Co-Kultivierung von Weizen und A repens sind keine persistenten
'Hybriden disser zwel Arlen gefunden worden.

3. Uberlebensfahigkeait:

a) Fahigkeit zur Bildung von Uberlebens- oder Dormanzstruklyren

Weizen (berebl Trockenheit und Kaite einzig durch die Samen und bildet keine weiteren
Strukiuren zum Uberleben unter unginstigen klimatischen Bedingungen. Wintenweizen kann
wihrend des Winters Trockenheit und Kilte bis -20 'C ertragen und bildet im kommenden
Frihjahr neue Triabe. Sommerweizen hingegen ertrégl kalle und trockene Bedingungen im,
Winter als gakalmta Pflanze nicht, Da es jedoch auch Wezenkultivare gibt, die sowohl ais
Sommer- als auch als Winterweizen angebaut werden kadnnen, kann nicht ausgasn:nlnmn
werden, dass ainige Sommervarietédten in unseren Breitengraden auch im Winter Uberleben
kﬁnnﬂn
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Nach der Samenreife sierben die Pflanzen ab. Bis heute wurdan in der MNatur nie
ﬁbaflﬂberrd& Weizenpflanzen nach der Samenreife becbachtet. Eine zweite Blite und aine
Zweite Samenbildung kann somit ausgeschlossen werden,

b) aaf. spezielle dis Uberlebensfahiakeit beeinflussende Faktoren

ﬁqu missen zur Erhaltung einer hohen Keimfahigke#t kihl und trocken gelagert werden,
Sind die gelagerten Samen nicht vollstdndig trocken (ca. 86 % Trockensubstanz), nimmt die
Keimfahigkeit rasch ab. Nicht alle Weizensamen keimen nach dem Verbleib wahrend des
Winters im Baden. Manche werden jedoch abhéingig vem Genotyp und den klimatischen
Bedingungen keimen. Wir sind uns dieser Talsache bewusst und werden jegliche
Malnahmen ergreifen, um die Verbreitung durch Samen zu verhindem, die nach der Ermte
auf dem Feld verblieben sind (sighe unten), o

4. Verbreitung:
_g? Art und Umfang der Verbreitung (z. B, eine Schitzung der mit der EnHemung
einhergehenden Abnahme von befruchty igen Pollen und keimféhigen Samen

Im Felgenden werden drei Méglichen der Verbreitung diskutiart:
(i} Verbreitung durch Bewirtschaftung, (i) durch Tiere und (iii} durch abiotische Fakioran.

(i} Bewirtschaftung: In der Regel wird Weizen absichtlich durch die Landwirte auf dan
Feidern verbreitet, um das Getreide zu kultivieren. Weizen kann sich jedoch auch selber
verbreften und es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich Weizenpopulationen aus
ginigen veriorenen Kérnern etablieren kénnen. In unseren Breften kénnen sie jedoch unter
dem Konkurrenzdruck anderer Pfianzen nicht Oberdauern (Torgersen 1998), il

(i} Tigre: Fir viels Vertebraten sind Weizenkérmer eine atirakiiva Nahrung, Samen, welcha
den Tieren wahrend des Transports verioren gehen oder Samen, die den Verdauungstraki
unverdaut passieren, tragen zur Verbreitung der Samen bel. Diese Samen kénnen keimen,
qumgnuaizl; dass Rehe, Schafe, Rindvieh und Pferde keinen Zugang zum
Versuchsgelande haben, missen der Mensch, Viigel und Nager als potentielle Verbreiter der
Samen im Versuch berlicksichiigt werden, Wir werden bei der Aussaat und bei der Emte
hichste Vorsicht walten lassen und entsprechende MaBnahmen ergreifen, um zu vermeiden,
dass Vogel und kieine Mager (Mause, Hasen etc) von den Samen auf dem
Versuchsgelande fressen kénnen (siehe unten) oder sie anders verschlsppen.

(i) Abiofische Faktoren: Walzensamen sind schwer und habe keine Einrichtungen, um durch
den Wind verbreitet zu werden, Da sie bei der Samenreife nicht aus der Spindel fallen (Zsller
1885), fallen nur ganz vereinzelte Samen auf den Boden und setzen sich aufgrund des
hohen spezifischen Gewichtes schnell ab. Obwohl Weizensamen in der Regel nicht durch
Wasser verbreitet werden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie bel
aulergewdhnlich schweren Regenfdllen Ober kurze Distanzen durch Oberflachenwasser
transportiert werden, '

Da Weizen zu den windbestaublen Arten zahtt, produziert er viele Pollen, die mit dem Wind
verfrachtet werden. Zur Uberlebensfahigkeit von Weizenpollen sind aus der Literatur
Zeitrdume von 5§ min bis 3 h bekannt (Vergleich zum Roggen: bis 72 h). Die Masse der
Pollen lagert sich jedoch In der unmittelbaren Umgebung des Pollendonors ab. Weizen hat
als obfigater Selbstbefruchier einen natlrlichen Schutz vor dem Eintrag fremder Gena. Dia
Wahrscheinfichkeit der Ubertragung ven Transgenen durch Polienflug ist daher von
vomeherain sehr gering. Die Genbank Gatersleban praktiziert den vor vielen Jahren dort
etablierten so genannten disjunkiiven Anbau ven Pflanzenmustern der Getreidearten Waizen
und Gerste. Hierbal werden 2 m* grofle Parzellen von Weizen und Gerste jeweils im
Wechsal (Schachbrettartig - \Weizen-Gerste-Waizen) angelegt. Die erhaltenen Samen
werden regeimalBig mit Hife wvon DNA-Markern Oberprift. Selbst nach 20
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Vermehrungsschritten wurden keing Abweichungen gefunden
{http:mmv.mdquast.mmwawshareaaemzﬂﬂ?#marchﬂE?Eﬂ.htm:l. Andere  magliche
Empfﬁngerpﬂanzan sind Roggen und Triticale, wobei die Antragstellarin Gber Absprachen
mit Nachbarlandwirten abgesichert hat, dass in elner Entfernung ven 50 m kein Roggen oder
Tnjticala angebaut wird. Gerste ist wie \Weizen Selbstbefruchter. Hier ist dar Pollenflug
minimal und es gilt oben Ausgefihrtes zur Kultivierung von Mustern in der Genbank,
Aegilops und Agropyron repens treten nach Aussagen der langjahrigen Betreiber der Flache
auf dem Acker nicht auf. Zur Sicherheit kann die Versuchsflache vor der Aussaat mit ainem

Tolalherbizid behandelt werden. Sofern dort Pflanzen aufgelaufen sind, werden diese
abgefdtel

b qaf iglle die Verbreitung beai ende Fakioren

Die Verbreitung von Weizen ist genetisch beeinflusst. Im Gegensatz zu Wildgetreideformen
mit brichiger Spindel, welche ihre reifen Samen rasch verlieren, hat Weizen eine zihe
Spindel, die verhinder, dass sich die Samen seibsténdig verbreften konnen, Diese
Eigenschafl wurde durch die Z(chtung selektiert, um die Emte zu versinfachen und die

Ernteertrage zu erhéhen, Moderne Weizenzuchtsorten kénnen ohne menschliche Hilfe kaum
verbreitet werden.

eparaphische Verbreitung der e

Weizen wird seit mehr als 10.000 Jahren kultiviert. Er stammt aus dem mittleren Osten und
mediterranen Gebieten, wo auch die meisten anderen Trificum Species zu finden sind, so
auch die Wildformen von T. aestivum, Aus den Ursprungsaebieten wurde Weizen ober die
ganze Weit verbreitet und wird heuta von den Tropen bis zu cen kihleren gemaBigten
Klimaten zwischen Mesresniveau und 2000 m. 0, NN angebaut, Weizen wird weltwell auf
einer Fliche von 240 x 10" ha angebaut (Hanson ef al, 1982); 2007 betrug die weltweite
Walzenproduktion B45.735 Tsd. t (USDA 2010). Mit einar Anbaufliche von rund 3.3 Mill. ha
Winterweizen im Jahre 2010 (Statistisches Bundesami, Pressemitteilung MNr.178 vem
18.05.2010), macht der Weizenanbau in Deutschland rund die Hilfie des gesamten
Getreideanbaus aus und st vor Gerste die mit Abstand bedeutendste Getreidesorte, Weder
in Deutschland noch im benachbarten Ausiand sind Wildformen vom Weizen bekannt,
Magliche Kreuzungspartner sind in Abschnitt 1.2.b dargastallt.

B.

hrei des natrdi bensraums der Pflanz i iellich
Informatio Uber natiirliche Episi siten, Konkurrenten und Symbionten

antfEllt
{. weitere moagliche, fir die GVO relevante Wechselwirkungen der Pflanze mit
anderen Organismen im m, in dem sie normalerweise angebaut wird, oder

anderenorts, einschlieblich Informationen (ber toxische Effekte auf Menschen und
Tiere oder andere Organismen

Effekte auf die Umwelt sind durch den Einsatz won Pestiziden und Dingern, durch
Bewidsserung, das Befahren der Felder durch schwere Fahrzeuge, Bodenerosion,
Pathogene elc. bedingt. Alle diese Effekte sind jedoch nicht spezifisch fir Weizen, sondem
traffan for jede anders landwirtschafilich genutzte Kultur zu.

Es sind keine toxischen Effektie von Weizen auf Menschen, Tiere oder andere Organismen
bekannt, Weizen ist waltweit sines der bedaulendsten Nahrungs- und Fullermittel. Es sind
allergische Reaktionen von Personen bekannt, die auf das Klebersiweil Gluten mit
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Unveriréglichkeilen reagieren, sowie jene, die regelmaiia und Ober lange Zeit Weizenmehi
‘ausgesetzt sind (2.8, Bécker). Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) ist der bedeutendste
‘weitere Organismus' im Zusammenhang mit Weizen. Es ist bekannt, dass die Vitalitat von
Backerhefe durch Thionine, endogene Toxine im Welzensamen, beaintrachtigt wird, Diese
Toxine wirken auch antimikrobiell (Epple f al., 1998, Vignutelll ef al., 1988). Die Gesundheit
der Kensumanten wird durch diese Toxine jedoch nicht beeintrachtigt.
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TEIL Il. INFORMATIONEN UBER DIE GENTECHNISCHE
VERANDERUNG

1. Eeschgqilgung der zur genetischen Verdnderung angewandten Verfahren

Weizenpflanzen Triticum aestivum L. {cv. Greina and Golin) wurden im Gewichshays bei 18

Stunden Licht von mindestens 5000 jux und Tag-/Nachttemperaturen ven 18/15°C
angepflanzt. '

Vorkultivierte, unreife Welzenembryonen wurden nach Finer af al {1292} mit zwei Plasmiden
mit Hilfe ven Mikroprojektilen beschossen. Statt die Kalli in einer Nahridsung wahrend 6-8
Wochen in Dunkelheit zu kultivieran, wurden sie nach drei Tagen ans Licht gebracht
Dadurch wurde die Kultivierungsperiode stark verkirzt und die Lebensfahigkeit der Kali
verbessert (Clausen ef al, 2000). 10-12 Tage nach Transformation der Embryonen wurden
die Pflanzen in Erde umgepfianzt. Die Selaktion der Pflanzen erfelgte in witro durch die
Behandlung mit Phosphinotricin (der aktiven Komponente des Herbizids Basta. Um dia
korrekie mendelsche Vererbung zu Uberpriifen, wurden die Nachkommen der Regenerale
wiedarholt mit Basta bespriht und sind resistent,

Sowohl Greina 16 als auch Golin 5 sind einzelne Transformationsereignisse und bezeichnet
die priméren Regenerate. Jede weitera Zahl bezeichnet ein Individuum einer folgenden
Genaration; zum Beisplel: Golin 5-23-3 ist also das Individuem 3 {Generation T2), Tochter
der Mutterpflanze 23 (Generation T1), welche Same war auf dem priméren Regenerat des
Transformationsereignisses 5 (Genaration TD).

Der Feldversuch wird mit nicht-segregierenden Populationen durchgefihrt

2. und Herkunft des verwendets tors

Der zur Pflanzentransfarmation verwendele Vaktor war das pUC18-Plasmid (Yanisch-Parron
et al, 1985). Es wurden keine weiteren Vektoren im Sinn gines eigenen Organismus
verwendet (e.g. Agrobacterium). Gentransfer durch Mikroprojektile ist per definitionem
“Vektor-frai® (Potrykus, 1850).

3. Griy rsprun gichnung) des Spenderorganismus/der S ani n
und geplanie Funktion jedes konstituierenden Fragments der fir den Transfer
Wior enan Reqion.

Dig Nutzgen-Kasssite

Das verwendete Gen stammt aus eingm doppelsiringigen RNA-Virus (Shelbourn et al,,
1988), welches bestimmie Stémme des Maisbeulenbrandes Ustifago maydis infiziert. L
maydis ist ein pilzlicher Schaderreger von Zea mays. Das kp4-Gen (kod) wurde als 1006 bp
langes BamH|-Fragment aus Plasmid PGEM7+P4M2-1 (Park et al,, 1886} gewonnen. Von
dissen 1008 bp des Fragments kodieren nur 381 bp fur die 127 Aminosauren der KP4-
Vorstufe. Eine Abspaltung des Signalpeptids fihrt zum reifen Protein, das nur 108
Aminosauren umfasst (Abbildung 2). Das eingebrachie KP4-Konstrukt wurde von uns
volistandig sequenziert (Anlage 2).

Die Abkirzung Kp4 steht flr Killerprotein 4. Der Ausdruck Kifler-Protein® wird schon lange in
der Literatur fUr toxische Proteine aus Hefen verwendet, welche andere Hefestdmme
abtéten. In Analogie zu diesen Killer-Proteinen aus Hefen sind die loxischen Proteine aus
Ustilago ebenfalls Killer-Proteine genant worden. Allerdings fihrt der Name _Killer-Protein®
bel dem KP4 Gen in die Irre, denn das KP4 hemmt nur das Langenwachsium der
Pilzhyphen, Nach Abklingen der KP4 Aktivitat (z.B. durch Warmebehandiung) wachsen dia
Pilzhyphen weiter. Daher kann von Killing® in diesam Fall keine Rede sein,
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Um die Transkription des kp4 zu gewanrieisten, wurde das 1006 bp Fragment mii dem
Ubiquitinpromoter aus Mais (Christensen ef al., 1982) verbunden. Zu diesem Zweck wurde
\das uidh Gen in einem bestehendan Plasmid plibi:uidA (ven Dr, G. Spanganberg zur
.v;ﬂrfﬂ}gung gesteilt) durch das kp4 tragende 1006 bp BamHl Fragment ersetzt {Abbildung 3
oben). '

Am 3 Terminus des kodierenden Genbereichs wurde das Polyadenylierungssignal des 355
Transkripts aus dem Elumenkohlvirus (Cauliflower-Mosaik-Virus) eingesetzt. Dieses wurde
bereits im Detail baschrieben (Rothnie et al, 1994) und wird seit vielen Jahren erfolgreich in
zahlreichen Pflanzentransformationen verwendet (Pietrzak of al, 1986). Der aus diesen
Tailschritten entstandene Transformationsvektor wird fortan mit pUbi:kp4 bezeichnet.

Protein sequence and corresponding nucleolide sequence of KP4

Fawrittan from EP 0525 508 A2

SEQ 10 Hee ™

Saquanca typa: protein

Sequance langth: 106 amino acis

Original Source Crganlem: Ustilage mayass virus P4

P WY LBP BY LE  M8H OF s [ny WA WE B oM mr WU HE vy W
oLy Al Al T L RA AP RE A4 @ WY A @S GrF W
i) @A TN TR ol :: 7 Gl AAL mEE sas bl wm O @r W G b
S IR AT R AN MR =d Oe A THA fom am O afF ML oy e
H TR U oA T AR] W1 AP R a8 LW e BBN W G D9E MAG i
B OEE, O R WR AP MC Wy PR oma gy sl A sEl M o DF A
mr Gl LEr THE R ddm TR O vm  am Bm onl i
by IR Eoe &
i Bqeragn wppae mitLedilda
Seguente Lisgih 337 ssalenilden
- Turprdednanni  BikEis
Bolecnla Lypkr  QENL
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L1A GOT COT &kS GTC TG P00 45T OG0T AT ASC 4FC TET OOT WiT  LiR
ET mmmmu:mr:tn;mm:mmd:m FERY
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Abbildung 2! Protein- und die darugendrige Nukleotidsoguanz von KP4
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Abblidung 3: Konstrukte, die filr die Behandiung der Zollen mit Mikroprojektilen verwendet wurden und
Froben, die zur Southern Analyse verwendet wurden. Angegeben sind die Poaltionen der Nukleotide bel
den entsprochenden Schnittetellen, sowle am rechten Rand die Gepamtnuklestidanzahl des Plasmids.

Der schwarze Balken unterhalb des Konstrukis zeigt dle Lage und Grifle der mit Digoxigenin [DIG)
martderten Probe.

Die Markergen-Kassafte

Fir die Selekfion der gentechnisch veréinderten Weizenpflanzen wurde das bar-Gen (De
Block e&f al, 1987) als Marker verwendet (Clausen et al, 2000), welches fir
Phasphinothricin-Acetyl-Transferase (PAT) codiert und Resistenz gegen das Herbizid
BASTA® vermittelt (D'Halluin ef al, 1882).

Das bar-Gen (Biaslaphos-Resistenzgen) wurde aus Streplomyces hygroscopicus isoliert

(Thompson et al, 1987). Skeplomyces hygroscopicus und S wnduchmmngams
produziersn das lrrpaphdﬂ Antibiotikum Bislaphos ['D'HElIIum et al, 1992). Es besteht aus

Bialaphos wird von Stmprcamwes sp. in die Umgebung abgegeben, um Bakterien und
Bodenpilze fernzuhaiten, mit denen dia Streptomyceten in Nahrungskenkurrenz stehan.
Glufosinat-Ammonium, chemisch synthetisietes PPT und Bialaphos werden als
Breitspektrumharbizide eingesetzt (D'Halluin et al, 1992). Phosphinothricin-Acetyl-
Transferasa Inaktiviert PPT indem es eine A:e«tyl'gmppe an den Aminostickstoff der
Aminoséure PPT anhangt (D'Halluln ef al, 1992). Die chemischen Resktionen sind in
| Abbildung 4 dargestelit.
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Glutamine synthase catalysed reaction and detoxification of PPT U021

Mit Hilfe des Enzyms Glutamin Synthase wird unter ATP-Verbrauch Ammaonium an Ghaamat
gebunden. Das Reakbonsprodukd kst Glutamin. G

00- oo-

- +H,N-?--H +HyN—C—H
fH: + NH,* 4 ATP — rlth + ADP 4+ P, 4 H*
?H: Hy
coo- ¥=g
NH,
Glutamate Glutamine

Detoxification of Phosphinithricin (PPT) by acetylation

Phasphinothricin hemmt die Glutamin Synthose und kenn durch die Phasphinathricn Acetyl-
Transferase defoxifizier werden. Das Reaktionsprodukl ig1 nicht toxisches Acetyichosphinothricin,

i 1
HO=P=0 AC-Cak HO=P=0 i
I |
CHy ' C Hz
1 1
CHz PAT S
: i@
H—C — iy H=C—=NH=—Az
! ]
£ c
&N &
o oH 0 OH
PHOSPHINOTHRICIN ACETYLPHOSPHINOTHRICIN

Abblldung 4 Glutamin-Synthase katalysiorte Reaktion [obere Abblidung), Entgiftung won
Phosphinothricin (PPT) durch Acetylierung (untoers Abbildung)

mmmmm

GTG das Startcodon ATG gesetzt, um eine korrekle Translation in Pflanzen zu
gawahrieislen, Das zweile Codon wurde zudem so wverdndert, dass eine Ncol-
Restriktionsstelle entstand (D'Halluin et al., 1992). In dieser Form und in Kombination mit
verschiedenen Promotersequenzen hal sich das bar-Gan als guter Selektionsmarkear fir dis
Transformation von Pflanzen erwiesen, Wir haben das Konsirukt pAct:bar eingesetzi, in
welchem das bar-Gen an den Actin-Promocter aus Reis eingeflgt ist (Abbildung E—M@
Dabei dient das Staricodon ATG des Actin-Gens als Translationsstart for die hybride
Phosphinothricin-Acatyltransferase, Am  Transkriptende  wurde ebenfalls das
Polyadenylierungssignal des 355 Transkripts aus dem Blumenkohlvirus eingesetzt. _—

Vor der Genlbertragung mittels Partikelbeschuss wurde das Konstrukt pUbiikp4 an der
Restriktionssielle Aafll linearisiert, die sich sufierhalt der funktionellen Genkassetle befindet.
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Das Konstrukt mit dem Selektionsmarker (pAct::bar) wurde in Cberspiralisierer (supercalled)
Form verwendel. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass nebst den erwlinschten
Genkassetten waeitere Sequenzen des Vektors pUC12 ins \Weizengenom eingebracht

wurden, einschliellich des Replikationsursprungs fur pUC19 und des Beta-lactamase-Gens
(bla}), welches fur die bakterielle Ampicillin-Resistenz codien (Abbildung 5 unten;.

a) bar Gen
24 25 25 27 I8 | R a2 a3 34 5 36

— 3500bp
B00bp

b) Ampicillin Resistenz Gen

L 3 3+ 23 2 1 30 2 28 27 26 5
3500bp
2000bp
800bp

Abbildung 5: Southern Blot Analyse von “Grolna 18" DNA mit einem elngebauten bar-Gan (a) und elnem
Ampleillin-Reskstenzgen (b)

Spur 24-36: Elnzelpflanzen der Linlen 16-5-2-3 [direkis Nachkommen der Mutterpflanze Greina 16-3-2-3,
also die PAanzen 16-5-2-3-24, 16-5-2-3-24 uwsw.}; L: Marker zur Bestimmung des molekularen Gewichis.
Das bar-Gen und das Amplelllin-Resistenz-Gen sind in mehreron Koplen vorhanden, die meisten sind
jedech unvollstindig. Siehe Tabelle 2 fir elne Ubersieht. Fir den Nachwueis des bla-Gens wurde die DNA
mit Sspl und Ahdl geschnitten (slehe Abb. 3). Fiir den Nachweis des bar-Gens wurde dis DNA mit BamHI
und EzoRl geschnitten (slehe Abb, 3).
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‘Seguenzen des bla-Gens sind in den transgenen Pflanzen nachgewiesen worden (Abbildung
3b), wobei nicht unterschieden werden konnte, ob sie vom Konstruki pAct bar oder
pUbi:kp4 herstammen. Zudem zeigt die Southem Analyse, dass neben den erwarteten bia
Fragmenten von 800 bp Li#nge (Abbildung 5 unten) zusatzliche groftere Fragmente
verhanden sind, die zur bla-spezifischen Probe komplementér sind. Dies ist ein Hinwels
daflr, dase mehrere Kopien von bla im Weizengenom vorhanden sing, _wobsl
unwahrscheinfich ist, dass die gréReren Restriktionsfragmente aus volistdndigen bla
Sequenzen stammen. Diese bls-Gene raspektive deren Fragmente werden vom pflanzlichen
Genexpressionsapparat nicht erkannt und somit wahrscheinlich nicht exprimiert, weil sie

nicht an pflanzliche Expressionssignale gekoppelt =ind,

Da es keinen Grund zur Annahme gibt, dass die Vererbung der Transgene in Golin anders
verlauft, wurden diese Untersuchungen beispiethaft zur Verfolgung der Vererbung der
Transgene in der Linie Greina gemacht. Auch Golin enthdlt das bar-Gen, denn die Linie
Gelind ist Basta-resistent, und vermutlich auch das bla-Gen. Fir die Rislko-Abschitzung
spielt dies keine Rolle, da wir von dem Worst-case-Szenario ausgehen, diese Gene seien in
mehreren Kopien an einem Lokus vorhanden. Die Tatsache, dass die Eigenschaften immer
zusammen vererbt werden, lasst auf einen einzigen Lokus schliefen. Dass die
Mikroprojekiftechnik zu Einbau ven oft mehreren, teils fragmentierten Kopien an einem
Lokus fihrt ist bekannt,
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TEIL 1. INFORMATIONEN UBER DIE GENTECHNISCH
VERANDERTE PFLANZE (GVP)

1. Beschreibung der eingefilhrten oder verinderten Merkmale und Eigenschaften

In der Natur hemmen die vom Maisbeulenbrand ausgeschiedenen KP-Proteine das Hyphen-
\wachstum von anderen Ustilago-stammen, die nicht vom Virus infiziert sind und sehiitzen so
gden mit Virus-infizietem Ustilago befallenen Wirt vor dem Befall mit anderen Ustiago-
‘Stammen. Der Genfransfer von viralen kp in Weizen hat das Ziel, das Wachstum wvon
|Ustilago spec. in Weizen zu hemmen. in vitro zeigen kp4-transformierie Pflanzen tatsachlich
jgine Hemmung von Ustilago maydis, in planta im Gewachshaus wurde sine quantitative
Resistenz gegen den Stinkbrand (Tilletia caries) und gegen den Flugbrand (Ustilage fritici)
'becbachtet (siehe Unter]. Die erhéhte Resistenz gegen den Stinkbrand ist in einem
Kleinparzellenexperiment im Freiland bestétigt worden (Schiaich ef al, 2008).| Es ‘wurden

‘keine weiteren morphologischen Unterschiede swischen transgenen und nichi-transgenen
Weizenpflanzen festgastellt.

informaltionen und Ergebnisse friherer Versuche.

Die fungizide Wirkung der transgenen KP4-Linie ,Greina 16° wurde in vitro gegen Ustilago
maydis getestet (Clausen ef al, 2000). Im Gewachshaus wurden die Interaktionen der
transgenen KP4-Linien ,Galin 5° und ,Greina 16* mit dem samenbiirtigen Pilz Tilletia caries
untersucht, Das Experiment wurde unter den regularen Bedingungen for die Kultivierung von
Weizen durchgefihrt (Tag-/Nachttemperatur 18/14'C, 16 Stunden Tageslicht, minimale
Lichtintensitat 5'000 lux). 20 Weizensamen wurden vor der Sast mit 20 mg Tilletis caries
Sporen inokuliert. Die Reduktion der piizlichen Infektion der Ahren betrug rund 30% (Tabelle
1)

Tabelie 1: Antifungale Aktivitt von in Erde gewachsenen Weizenpflanzan am Beisplel des Stinkbrandes.

Genotyp Durchschnittiiche  Anzahl | Pilzbefallene Ahren (%) |
Ahren pro Pllanze : |I

Greina 16 (GVO) 773 43 1

| Greina WT 3.00 74

Galin 5 (GVO) 746 BT

Golin WT 375 100

{LSD 5%) (0.35) (15

WT: Wildiyp

LS50 klainster signifikanter Unterschied

Obwohl das Experiment mit Fopulationen durchgeflhrt wurde, die immer noch segregieren
und mit Varietaten, die etwa 25% endogene Resistenz gegen Tillelia carfes aufweisen, ist
dies eine signifikante Erhthung (95% Vertravensintervall, Utz, 1585) der endogenen
Pilzresistenz in transgenem Weizen.! Diese erhihte Pilzresistenz gegen den Stinkbrand
wurde in ginem Kiainparzellenaxpenment im Jahre 2004 im Freiland bestatigt (Schlaich ef af
2008) Bis heute sind uns keine Studien anderer Autoren mit nachweislich erhohter
Pilzresistenz von transgenem \Weizen im Freiland bekanni, cbwehl der Titel mancher
Arbaiten dies suggeriert {Leckband and Lérz, 1998, Blifield ef al., 1999 Chen et af,, 1993),
Offenbar verflgt Syngenta Ober Weizenlinien, die eine erhdhie Resisteny gegen Fusarium
zelgen (www. blosicherheil. de/pdiiaktuelliweizen_syngenta080404. pdf).
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(In den vergangenen Jahren wurden in den USA und in Europa viele Feldversuche mit
xtnlmsgan&n Weizenpflanzen mit dem bar-Markergen durchgefiibnt (Information Systems for
Biotechnology, 2000). Es sind keine negativen Auswirkungen bekannt geworden, an danen
das bar-Gen oder andere Elemente des Plasmids beteiligt waren, o

2. Informationen Ober die tats#chlich eingeflh nen/deletierten Sequenzen:
a) Grofe und Struktur des eingefihrten Genabschnitis (Insert) und Verfahren zu seinar

Charakterisiarun _ chlieflich Informationen Gber Teile des | GWVP m\i rien
Velkdors oder | der GVP v ibenden Trager oder Framd-DNa

a) Greina 16-5-2

4SRN IZ A I IS IEM AT IE 3D 40 41 47 24 45 46 4T 48 AGWTP

M'im w wwey @ : 3 - 28000p
e Tyyuy v wevw @

= i o w W

f’ b “ . o

b) Golin 5-22-5-2

21 22 23 24 25 28 IT 28 28 30 M

480 caglp

g ..-
> bp
= 3000
Prowe. —wew
— 2000
e - ' e 800
= 4000

' — 500

E

Abbildung &; Southern Biot Analyse der genomiachen DNA von KP4-Weirsnpflanzen

WT: Wildtyp DMA von Grelna (negative Kontrolle]; P: Plasmid DHA {pesitive Kontrolie): M: Marker zur
Bestimmung des molekularen Gewlchis: PAanzen- und Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktlonsenzym
Hindlll geschnitten, Die meisten der untersuchten Individuen haben das KP4-Gen In inr Genom elngebaut.
Die beiden DMA-Fragmente mit 2'800 bp und mit 500 bp entaprechen ciner vollstindigen Integration van

KP4,
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Gemal Southemn Analyse von genomischer DNA der Iransgenen Linien Golin 5 und
«Greina 16" ist kp4 in diesen Linien integriert! Die untersuchten Individuen in Abb. § sind
Nachkommen der Linien Greina 16-5-2 und Golin 5-22-5-2. Sie sind durch Selbstung im
Gewidchshaus entstanden. Heterozygote Linien fuhren dabei zu einem Viertel negativer
|Segreganten in der direklen Nachkommenschaft, \Die fir die Analyse relevantsn
Restriklionsstellen und die Lage der komplement&ren Probesequenzen sind aus Abbildung 3

~ersichilich. Die meisten der analysierten Geschwisteriinien enthalten kp4 ebenfalls
(Abbildung 6). ' Ve

Die Linie ,Greina 16" enthélt offensichtlich mehr als eine Kopie von kp4 (Abbildung 6a).
Zumindest eine der Koplen ist vallstandig und wird durch die Signale der GréRe 2800 bp und
500 bp angezeigt. Die andere Kopie muss gemat dieser Analyse als Fragment vorliegen
Signale der GréRe 2200 und 800 bp). Die genannten Signale segregieren immer als Einhail
(Spuren 36, 37, 38, 40, 45, 47), was vermuten |2sst, dass die beiden Kopien relativ nahe
beiginander auf demselben Chromosom lokalisiert sind. =

Die Linie ,Golin 5" enthalt ebenfalls mehrere Kopien von kpd (Abbildung &b), wabei
| Zumindest eine davon volistandig ist (Analyse analog zu ,Greina 16°). Wie bei _Greina 16°
'liegen die einzelnen Kopien bzw. Fragmente vor kp4 auf demselben Chromosom. was aus
den Segragationsmustem geschlossen werden kann.

Sowohl das als Selektionsmarker verwendete bar-Gen als auch das bakterielle bfa-Gen sind
in ,Greina 16" vorhanden (Abbildung 5a und b). Die Vererbungsmuster fir kpd, bar und bia
sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Wir gehen davon aus, dass die beiden Markergene bar und bla auch In ,Golin 5* verhanden
sind, weil sie Ja Bestandlteile der verwendeten Transformationsvektoren sind und well die
transgenen Pflanzen anhand ihrer Phosphinothricin-Toleranz selektioniert wurden.

Die Linie Greina Nullsegregante scll in den Freisetzungsexperimenten neben der nahen
isogenen Verwandten als weitere Vergleichslinie verwendet werden. Southern-Blot Analysen
auf das kp4-Gen und das bar-Gen zeigen, dass beide Gene nicht nachweisbar sind (Abb. 5a
Spur 36 und Ba Spur 38), In RT-PCR-Analysen mit Primern, die das intakte KP4Gen
nachweisen, konnten keine Hinweise auf das Vorhandensein eines vollsténdigen Gens bzw.
Transkripts gefunden werden, wahrend die pesitiv Kontrolien und die positiven Pflanzen gut
sichtbare Amplifikate in entsprechender Grole lisferten (Abb. 7a, Spur 8). Wir kénnen nicht
ausschliellen, dass in der Nullsegregante Fragmente des Veklors vorhanden sind, allerdings
kann das Vorhandensein intakter Proteine ausgeschlossen werden. Bisher wurde for alle
Experimente, auch im Frellandversuch 2004, als Kontrolle diese Segregante bzw. lhre
Nachkommen verwendel (Schlaich ef al. 2008).

b} bei einer Deletion Gréfe und Funktion der deletierien Reaion{en)
Entfailt,

i Inge in_den Pflanzenzellen i it | a romosom, di
hlora en ad itochondrien baw. in einer nichtinlegriertan Form erfahren zu

seinerfihrer Bestimmung

(Das fremde DMA-Fragment wurde gemat Southemn Blot Analyse in ein Chromosom des
Zallkerns aingebaul und wird dominant nach den Mendel’schen Regeln verarbt, Detalis siehe
Clausen et af, (2000).

d} Kopienzahl des Insarts

Die Anzahl Koplen des kp4-Gens, bzw. Fragmente davon, betréigt in .Greina 18" gemalB
Southem Blot Analyse zwei, in ,Golin 5° mehr als zwei (Abbildung 6). Durch den Verdau der
genomischen DNA mit dem Restriktionsenzym Hindlll entstehen aus intakien ubiikpd
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Kopien Fragmente der L&nge 2800 bp und 500 bp, die mit Hilfe der in Abb, 3 b
Sonde nachgewiesen werden kinnen. Sowohl in .Greina 16 als auch in _Golin 59m§
dlese Signale nachgewlesen werden. Zusatziiche Signale unterschiedlicher Gréfie weisen
darauf hin, dass in beiden Linien weitere, allerdings unvollstindige Kopien des Konstrukts
vorhanden sind, die sehr wahrscheinlich nicht aktiv sind. Die phanotypischen
kar::rr?mum der antifungalen Aktivitat weisen auf einen einzigen genetischen Lokus
von .

Die Anzahl Kopien des Ampiciliin-Resistenz-Gens und des bar-Gens ist nicht bekannt.

3. | tio Ober die Expression | 5
rmationen Gber di gsion des Inserts im Verauf des Leba klus der nze
und Verfahren fir seine Charakterisieruna,

Das kp4-Gen ist unter der Kontrolle des Ubiquitin (ubi) Promaters (Christensen-and Quail,
1866). Die Expression des ubi-Promoters wurde im Detail mit dem Konstrukt pUbk::uidA in
transgenen Bobwhite Linien (T. aestivum cv. Bobwhite und cv. Frisal), unter Verwendung der
| GUS-Expression des widA-Gens als sichtbarer Marker untersucht. Der uwbiPromoter
exprimiert stark in der Aleuronschicht der Samen, im Keimling, insbesondere in der
Sprossachse und im Apikalmeristem des Sprasses, sowie in den Wurzein und in den Bliten-
respekiive Ahrenanlagen. In den Blattern und vegetstiven Teilen des Sprosses ist die
Expression weniger deutlich. Sie kann dort aber durch Hitzestress (kurzzeitige Einwirkung
hoher Temperaturen um 40 ° C} aktiviert werden (Christensen et al, 1982).

Nach Expression von kpd vom voriegenden Konstrukt pUbiikpd enthélt das KP4-
Vorlauferprotein ein Signalpeptid, welches den Export in den Apoplasten bewirkt Es wird
wihrend der Translation ins endoplasmatische Reticulum importiert (Ganesa et al, 1891).
Da zurzeit keine monospezifischen Antikbrper zur Verfligung stehen, konnte das
Expressionsprodukt nicht Iokalisiert werden. Die Transkription des kpd unter der Kontrolle
des Ublguitin-Promoters wurde durch Reverse-Transkrption-PCR (RT-PCR) nach Stenman
ot al. (1898) untarsucht. In Abb. 7A wird gezeigt, dass mit den Primern die genomische DNA,
des KP4 von der cDNA deutlich zu unterscheiden war. Der 5'-Primer liegt im Ubiquitin-
Fromoter vor dem Intron und der 3'-Primer etwa in der Mitte der cedierenden Reglon des
KP4 (sishe Anlage 9). Daher ist das Amplifikat der cDNA entsprechend deutlich kirzer. In
der Abbildung 7B ist die Prdparation der mRMA zur Herstellung der cDNA offanbar
hinreichend rein gewesen, so dass ein Amplifikat der genomischen DMA nicht sichibar ist,
das bei ca. 1600bp erwartet wirde (Abb.7B, unteres Panel), statl dessen findet man in den
Spuren Go1 bis Go 10 nur die Bande des kp4 bel ca. 500 bp. Dier Spur Hu enthdlt kein kp4,
sondem nur die positive Kontrolle der humanen G3PDH. Diese ist mit 983 bp sichtlich groler
als die cONA des kp4. Um die Qualitit der mRNA Praparation zu kontrollieren, wurde aus
denselben Proben auch ribosomale RNA amplifiziert (Abb. 78, cberes Panel).

RT-PCR kann wie folgt kurz zusammengefasst werden: Die mRNA wird in cDNA
umgeschrieben und dann durch PCR vervielfalligt und nachgewiesen. Eine detailiere
Beschreibung der Methodik findet sich in Bregy (2000). Nach einem Vergleich mit der
Southern Biot Analyse transkribieren nicht alle transgenen KP4-Pflanzen das Gen (

Abbildung 7). Nach unserem heutigen Kenntnlsstand missen wir davon ausgehen, dass
damals die reverse Transkriptase nicht funktioniert hat, also keine cONA entstanden ist, oder
dass die mRNA |solation nicht gelungen ist, welche viel empfindlicher gegen MNucleasen ist
als DMA. Wir haben keinen Hinweis darauf, dass ez z.B. zu Silencing des KP4 kommi,
obgleich das a prior speziell bei einem Virus-Gen nicht aus zu schlfessan ist. Aufl alle Félle
ware Sllencing des KP4 in einzelnen Individuen kein Umstand, der auf die Risiko-
Abschétzung elinen Einfluss haben wirde,
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{a] Ribosomale AMWA (Hontrolle); (b)) kps-Gen [OMA] mit Ubiguitin-intran
{Kiansmlia)

(e) GIPOH-spazifische 383 bp Bande (Hontoda)

(o) kp4 cONA Bande, bazelchnes dos Transhript

ie] Cligorukleatide [urspezifissh)

MW Marked zur Bestimenung des mofskulamn Gawichis;

Go: indivigueile Machsommen der Transfarmaticnslinin Salin 5
puaB1: Plasmid {Konsralle)

W nicht iransgeanar ¥ilatyp (Kantralle)

Abhildung T; Tranakription von Kpd nach RT-PCR

b} Plianzenteile, in denen das eingefihrte Insert exprimiert wird {(z. B. Wurzain, Stiel, Pollen

LEEW.!
siehe 3a)
4, |nformationen iiber Unterschiede zwischen der genetisch verSnderten Pflanze und

der Empfingerpflanzef im Hinblick auf Formen und Rate der Fortpflanzung,
Verbreitung und Uberdebensfahigkeit:

Die transgene KP4-Linie Greina 16° weist in vitro antifungale Akivitat gegen empfindliche
Stamme von Ustitago maydis auf. Beide Linien, ,Greina 16" und ,Galin 5° zeigen 1 planta im
Gowidchshaus eine quanilitative Erndhung der endogenen Resiatenz gegen Usilago fntic
(Abbildung 1) und Tiletiz cariss (Tabelle 1). Es ist wanrscheinlich, dass diese Linien auch
gine erhthte Resistenz gegen andere pilzliche Schaderreger der Ordnung Ustiaginales
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| aufweisen. Fir Details siehe Clausen ef al, (2000). Ansonsten konnten keina Unterschiede
durch die ETH Zirich fesigestellt werden in (a) Form cder Rate der Fortpflanzung, (b)
Verbraitung, und (c} Uberdauerungsfahigkeit zwischen den transgenen Pflanzen und dan
Wildtyp Empfangeriinien von Greina und Golin, '

£Zu (a) Form oder Rate der Fortpflanzung wurden Auskreuzungsversuche im Feld gemacht.
Diese sind zusammengefasst auf der Website www.ieldversuch ethz,ch unter Dokumenta’,
HAbschlussbericht’, Dazu wurden (1) kastrierte Empféngerpflanzen In die pollendichten Zeite
gestelit und ebenfalls (2) Aegilops cylindrica - einen der nichsten Verwandten des Waizens,
der mit Weizen auskreuzt, Es wurden die Nachkommen urtersucht und keinerlei Hinweise
auf Auskreuzung gefunden. Die wenigen Nachkommen, die von den Weizenemgpfanger-
planzen erhalten wurden, waren negativ bezlglich der Transgene {phénotypisch mit
Herbizidresistenz und genotypisch mil PCR). Damit haben wir keinen Hinweis, dass die KP4
Pilanzen eine erhhte Auskreuzungsrate aufweisen im Vergleich zu Wildtyppflanzen und
zwar weder auf kastrierte Brotweizen-Empféngerpfianzen noch auf Aegilops eylindrics,

Zur (b) Verbreitung und (c) Uberdaverungsfihigkeit wurde beim Feldversuch der Platz nach
einem Jahr auf Durchwuchs untersucht, Wir haben nur 2 Pflanzen innerhalb der ehemaligen
Beete gefunden. Alle Ubrigen 18 Pflanzen standen Im Bereich der ehemaligen Mantelsaat
{nttpudh ch.ethz.chide chlus aenzungen 200 . Keine dieser
Pflanzen war Basta-resistent. Die DNA dieser Pflanzen ist im Kantonslabor Basel mit PCR
auf Fragmenile des KP4-Gens untersucht worden. Es wurden in keiner Pflanze KP4
Fragmente gefunden. Im weiteren Umkreis um das Experiment war auf einer Seite sin Weg
(Teerstrasse) und an den drei anderen Seiten Gras. In diesem Bereich Konnte keine
Weizenpflanze als Durchwuchs gefunden werden.

Diese Fakien deulen wir als Hinweis darauf, dass sich die KP4-transgenan Weizenpflanzen
weder in ihrer Verbreitung noch in |hrer Uberdauerungsfahigkeit signifikant von den Wildtyp
Ausgangslinien unterscheiden.

5. Genetische Stabilitdt des Inserts und phanotypische Stabilitit der genelisch
verdnderten Pflanze,

[Eﬂ_'iallsuhe Stabilitdt des Ingerts: .Greina 18" und ,Golin 5° enthalten mehr als eine Kopie

des Genabschnitis von kp4. Diese Genabschnitte werden ohne nachweisbare
Merdnderungen an die Machkommen weitergegeben, wis mit Southemn Blot Analyze bis zur
funften Generation nachgewiesen werden konnte. Im Diffusionstest mit einem anfalligen
Stamm von Usfilago maydis und Southem Blot Analyse in Nachkommen von Graina 187,
wurde ein deutlicher Zusammenhang zwischen der fungiziden Wirkung und der Anwesenhait
des Transgens fesigestelt, dh. die fungizide Aktivitil konnte bel Anwesenheit des
Transgens immer nachgewiesen werden, bei Abwesenheit des Transgens war kelne
fungizide Aktivitat nachweisbar.

Wir arbeiteten in Bezug auf das Transgen lange Zeit mil heterozygoten Populationen. Das
heifit, das Transgen spallet in den Nachkommen auf und zwar entsprechend einem
einzeinen dominanten Lokus nach Mendel (Tab, 2). Die verschiedenen kp4-inserts sind in
den Southern Analysen der Nachkommen immer zusammen sichtbar. Wir schiieflen daraus,
dass sie nahe beisammen auf demselben Chromosom liegen und nicht weiter aufspalten.
Das trifft auch fir das bar-Gen und das Ampicillin-Resistenz-Fragment zu, welche in ,Greina
16" mehrheitlich gemeinsam mit dem kp4-Gen vererbt wurden.| Inzwischen haben wir fir
beide transgene Linien nicht aufspaltende Populationen.
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I‘.I'h.bai.l'ni.- Segregationsanalyse van transganen , Greina 16" Nachkommen gemiss Southem Biot Analyse
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Linke: MutierpRanze; Wummer Nachkommen der Mutierpflanzen; kp4-Gen, bar-Gen
Ampicillin-Resistenz Gen; vorhandan (+ ) nicht vorhanden {-) nach Southem Blat Analyze,

Phanotypische Stabilitst:  Bezlglich des Phanotyps sind die in vio beobachtate
Pilzresistenz gegen Brandpilze sowie dia in planta beobachtete Reduktion der Brandpilz-
Krankheitssymptome zu unterscheiden. Die in vitro beobachtate antifungale Wirkung gegen
Brandpiize ist sehr stabil und streng korreliert mit der Anwesenheit des Transgens. Uber
mehrere Generationen kenrten wir keine signifikante Anderung beobachten. Die Resultate in
planta beziiglich des anfifungalen Phanotyps werden mit den Krankheitssymptomen erfasst,
deren Ausprigung neben der Expression des Transgens von vielen zusatzlichen Faktoren
abhéngt, wie z.B. der Virulenz der Pilzstammmischung, die zur Infektion benutzt wurde,
sowie einer Reihe von weiteren bictischen und abiotischen Faktoren, die entweder (ber die
Physiologie auf die Pilzabwehr der Pllanze einwirken, oder auf die Promoteraktivitat des
Ubiquiting und damit (ber Stressfakloren auf die Expression des KP4, Diese An der
phanctypischen Stabilitét ist im Gewschshaus schwer zu beurteilen und ein Haupigrund for
Freilandexperimente zur Uberprifung von Gewachshausresultaten.

B._Méglichkeit eines Transfers genetischen Materi von d entechnisch
veranderten Pflanzen auf andere Organismen

| Der horizontale Gentransfer von Angiospermen auf Mikroorganismen des Bodens Ist ein in
‘der Offentlichkeit viel diskutietes Thema, obwohl bie heute. nach Ober 20 Jahren
Feldedshrung mit transgenen Pflanzen, kein einziger Fall von herizontalem Gentransfer
nachgewiesen worden ist. Zurzeit sind uns keine wissenschaftlichen Erkenntnisse bekannt,
die darauf hinweisen, dass die Wahrscheinlichkeit far einen horizontalen Gentransfer grofer
als Null ist. Noch immer aktuelle und gut verstandiiche Ausflhrungen zu dissem Thema
finden sich in Smalla ef al. (2000). Auch horizontaler Gentransfer auf Mikroorganismen der
Verdauungsorgane bei Insekten oder h&heren Tieren muss noch fir rezente Zeitriume
bewiesen werden (Kondo ef al, 2002, hitp:/iwww.biosicherheil. deiraps/170.deku. htmi)

Wir haben keinen Hinweis darauf, sowie keinen Grund zur Annahme, dass die Fahigkeit der
gentechnisch verénderten Pflanze, genetisches Material auf andere Organismen zu
Gbertragen, durch die von uns eingesetzien Transgene in irgendeiner Weise verdnden sein
kiinnie,

7. Information Uber toxische. Allergie auslésende und andere schadlich
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit und die Umwelt, die durch die

genetische Verdnderung hervorgerufen werden

Die drei Transgene kp4 (a), bar (b) und Ampicilin-Resistanz (c) codieren fir [a sin Protein,
welches weder fir die Gezundneit noch fir die Umwelt toxisch ist. Nur das kp4- und das bar-
-Gen werden exprimiert, d.n. sie produzieren das enisprechende Protein, Das Ampicillin-
‘Resistenzgen wird von einem bakteriellen Promoter regiert der von der Ffianze night
untersilizt wird,
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(a) ko4 U032

Das kp4 codiert fOr ein Protein, welches sehr wahrscheinlich| nicht{glykosyliert ‘ist, und
welches in den Apoplasten abgegeben wird. KP Proteine hemmen spezifisch das
Hyphenwachstum von Uslilaginales, die Graser befallen, einschliefilich Flugbrand und
Stinkbrand, Alle anderen untersuchten Pilze waren nicht anféllig gegen KP-Proteine
{Koltin and Day, 1975). Im Ubrigen werden die tumorartig vergriterien Kolben von Mais
im Slden der USA und in Mexike seit Jahrhunderten als Delikatesse verzahn
{.cuitiacoche”). Der Maistumor besteht haupiséchlich aus Sporen und Hyphen von
Ustilago maydis, welche durch kp4-codierende Virenstémme infiziert sind. Dies macht es
hachst unwahrscheinlich, dass KP4 irgend eine foxische Wirkung auf Menschen-und
\Wirbettiere im allgemeinen hat, obwohl bei Einzelzellkulturen mit Saugerzelien ein Effekt
auf lonenkanale im Plasmalemma fesigestellt wurde, der mit Kalzium kompensiert
werden kann (Gu ef al,, 1895). Die Bedeutung dieses Effeks fir den Gesamiorganismus
ist unklar. Das KP4 Protein ist relativ hitzestabil und verliert seine Wirkung auch nach
Inkubation bei 32°C wahrend 120 Stunden nicht (Kandel und Koltin, 1978), Dennoch
handell es sich um ein Protein, das mil grofer Wahrscheinlichkeit von nichi-
lempfindiichen Mikroorganismen denaturiart werden kann. =

Eigene Versuche in vitro zur Toxikologie von KP4 aus Usfilago maydis schlossen
Zellkulluren aus Tabak-Mesophyll, Hamster-Ovarien und menschiiche Nierenzellen ain
{Schiaich ef al. 2006). In allen Fillen zeigle sich kein signifikanter Effekt des KP4, Das
bestatigl die hochselektive Wirkung des KP4 auf Pilze der Ordnung Ustilaginales. |m
Gegensatz dazu ergaben sich beim Einsatz des zur Stinkbrandbekampfung
herkdmmilichen Fungizids (Beret) sowie bel Senfmehl (Tillekur), dem vom Bioclogischen
Landbau empfohlenen Mittel gegen den Stinkbrand, sehr drastische Hemmungen des
Zellwachstums in diesen Kuituren (Schlaich et al. 2007),

Signifikante toxische Auswirkungen auf das Umfeld in der Versuchsparzelle sind somit
sehr unwahrscheinkich und kénnen fUr die Fldche um das Versuchsfeld ausgeschlossen
werden. In der Studie mit Tepfpftanzen in einer Vegetationshalle sowie in dem
Kleinparzellenversuch im Freiland 2004 konnten keine Auswirkungen von KP4 auf
Organismen in der Rhizosphare nachgewiesen werden.

{b) bar-Gen.

Das bar-Gen aus Streptomyces hygroscopicus ist dem pat-Gen aus Streptomyces
vindochromogenes sehr ahnlich (Wehrmann ef al, 1996). Das entsprechende
Expressionsprodukt ist ein Protein mit Phosphenotricin-Acetyl-Transferase-Aktivitat (PAT,
DeBlock et al, 1987) welches Streplomyces sp. gegen sein eigenes Antibictikum
Phosphenotricin (PTT) schitzt. PAT fugt PPT eine Acetylgruppe vom Coenzym A an,
FPPT ist die aktive Substanz des Herbizids BASTA. PPT hemmt die Giutamat-Ammonium-
'Lyase (oder Glutamine-Synthase), weiche natOrlicherweise Ammonium in den Zellen
entgiftet (Abb. 7). Bar-transformierte Pflanzenzellen kennen PPT oder BASTA
maktivieran und auf diese Weise ihren Ammonium-Abbau schitzen (D'Halliun et al,
1992), In Gegenwarnt von BASTA cder PPT vereihl das bar-Gen den Zellen einen
Seleklionsvorteil gegenlber nichi-tfransformierten Zellen. Deshalb verwenden wir dieses
Gen bel der Transformation. In Abwesenhelt von BASTA oder PPT hat das bar-Gen

' keine Wirkung.
{c) Ampicillin-Ragistenz-Gen,

Das Ampicillin-Resistenz-Gen codiert fiir ein Protein, welches das Antibiotikum Ampicillin
entgiften kann. Das Gen wird jedoch in planfa aufgrund seines bakterallen Promoters
nicht exprimiert, dar wahrend der Transkription in Pfianzenzellen nicht erkannt wird. Auch
wenn das Gan exprimiart wirde, hatte das Protein keine toxische Wirkung. Einzelheiten
Ober die Wahrscheinlichkeit und die vermuteten Auswirkungen eines horizentalen
Gentransfers siehe unten.
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8 M [ ar Wechselwirkunag »wi entechn verand
Pllanze und Zieloraanismen, falls zutreffend

Prazise Kenntnisse Ober den Zyklus des parasitischen Pilzes sind die Voraussetzung dafir,
die Wirkung der antifungalen KP4-Proteine in planta zu verstehen, Die Branddhre nach
Befall durch Ustilago trtici erscheint friher als die gesunden Ahren, so dass die Brandsporen
zur Zeit der gesunden Blite freigesetzt werden und die Blite infizizren kénnen. Dort keimen
sie und bilden Basidiosporen. Mach der Sporenfusion infiziert das sich entwickelnde Myzel
den Embryo (Bilten-Embryocinfektion) und kann so mehrere Jahre im Saatgut (bardauem.
Nach der Saatgutkeimung wird der Pilz wieder akiiv, infiziert den Keimling und verbreitet sich
interzellutdr, zundchst ohne sichtbare Symptome, in der Pflanze. Wenn der Pilz die Pllanze
erfolgreich infiziert hat, wird erwartat dass das KP4-Protein das Pilzwachstum hermmt.i Die
‘Hemmung des Hyphenwachstums von L. tritici bewirkt, dass der Pilz die Blitenanlagen nicht
emeicht (Gold et al, 1997) und somit seinen Lebenszyklus nicht vollenden kann, Die
‘gebildeten Samen werden folglich keine Pilzsporen enthalten und die Krankheit kann nicht
'an die néchste Weizengeneration weitergegeben werden (Gold ef &/, 1887).

Zur biochemischen Charakterisierung des KP4 wurde berichtet, dass das KP4 die
' Regulierung von Kalzium-Kanalen in der Zelimembran stdnt oder dass es mit der
| Zellwandbildung der Pilze interferiert (Gu ef al. 1995, Gage ef al. 2001, Gage ef al. 2002, Li
st al. 1688). Eine wichtige Aufgabe der kinfligen Forschung auf diesem Gebiet wird es sein,
«die biochemischen Prozesse cer verschiedenen KP4-Funktionen auf molekularer Ebene zu
|verstehan.

8. Moaglicherweise signifikante Wechselwirkungen mit Nichtzielorganismen

In dem Kleinparzelienversuch von 2004 sind auch magliche Auswirklungen der KP4-
Pllanzen auf Michtzielorganismen untersucht worden. Als Beispiele fir Insekten wurden
Biattlause und das Getreideh8hnchen untersucht (Oulema spec., dessen Larven auf
Weizenbi&ttern charaktenstische, sireifenfirmige Fraflspuren hinterlassen). Als Belspiel flr
Pilze wurde der Mehltau untersucht. Scwohl bei den Biattldusen und beim Getreidehahnchen
als auch beim Mehitau ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den Sorten Golin,
Greina und Frisal, jedoch zwischen den transgenen Linien und den entsprechenden
Wildtypen waren keine Unlerschiede nachweisbar (Schiaich ef al. 2008). Inferaktionen von
KP4-Weizenpflanzen mit Mikroorganismen in der Rhizosphére sind im Feldversuch von 2004
'Interesse.

Eine mégliche Wechselwirkung mil Michizielorganismen ist der sogenannie horizontale
Gentransfer, d.h. die Ubertragung eines Gens von Pflanzen auf Mikroorganismen des
Bodens oder der Darmflora von Insekien, welche auf den Pilanzen parasitieren. Die
Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentransfers wvon einer Pflanze auf einen
Mikroorganismus ist nach Hoechrechnungen wvon Schilter und Potrykus (1998) aus
Untersuchungen in einem kinstlichen Testsystem anndhernd Null und wird als ,mehr oder
weniger irelevant fir eine realistische Risikobeurteilung von transgenen Pflanzen In
Feldversuchen® beurtellt.

Sollte der horizontale Gentransfer auf einen Mikroorganismus des Bodens oder der
Darmflora eines Insakts jadoch tatsdchlich stattfinden, dann ist dies aufl dem Hintergrund der
bereite natlrlicherweise in den Populationen dieser Organismen verhandenen
Ampicillinresistenz zu sehen, |m Boden sind bis zu einem Finfiel der aeroben, mesophilen,
kultivierbaren Balderien Ampicillin-resistent, Das entspricht etwa 10° (d.h. eine Miliarde)
Bakterien pro Quadratmeter Boden. In einer begleitenden Studie im Rahmen siner KP4-
Welzen-Frelsatzung wurden 4 Wechen nach der Eiablage je Plot 2 Getreidehdhnchen-
Larven abgesammelt und der auf dem Rlcken der Larven angesammelte Kot auf
ampicillinresistente Bakierien untersucht. Deren Anteil war fir alle Plots (Wildlyp-Weizen
und transgener Weizan) sehr hoch.

{hitp:ifwww feldversuch. ethz chidocsfabschluss/Ampicilin.pdf)
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Zusammenfassend sind gegenwartiy keine signifikanten Wechselwirkungen ven transgenan
'KP4-Greina bzw. KP4-Gofin Linien mit Nicht-Zielorganismen bekannt.und wir haben auch
keinen Anlass diese anzunehmen.

10. Magliche WEEhsglﬂir‘Huggen mit der abiotischen Umwelt

Eine Verénderung der Wechselwirkungen mit der abiotischen Umwelt verursacht durch
transgene Pflanzen ist nach unserem bisherigen Wissen nicht vorstelibar Alle
Wechselwirkungen mit der abictisehen Umwelt unterscheiden sich nicht von den
Wechselwirkungen nichttransgener Pflanzen

11. Beschreibung der Nachweis- und ldentifizierungsverfahren fiir die genetisch
veranderte Pflanze

Morphalegische Eigenschaften eignen sich nicht fir den Nachwels und die Identifizierung
von KP4-Pflanzen, weil die transgenen Linien sich in keinem morphelogischen Merkmal
signifikant von den entsprechenden Wildtyplinien Golin und Greina unterschaiden. Zur
Identifikation der transgenen Pflanzen werden die drel eingebauten Transgene ko4, bar und
bla (Abbildung 3, Abbiidung 5, Abbildung B) routinematig mit Southern Blot Analyse der
DNA nachgewlesen. Methodische Detaiis zur |dentifikation von transgenem KP4-Weizen
siehe in Clausen ef al. (2000).
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Abbildung 8: Beispial sines Chiorophenol-Ret Tests. Slattstickchen wardan in Chiorophenoirot-Lésung
mit aufztaigender Phosphinotricin-Konzeniration @, 2 & 108, 50, 700 mgd) inkubior. Lebendes
Bilattmaterial gibt Protonan ab, walcho die Farbe des Indikators ven Ref nach Gelb Sndern [PPT-Spalten] =
foar, [-control] = negatlve Kontrolle; Blatistiicke van PPT- empfindlichen Pflanzen, [reontral] = positive
Hontrolle; Blattztlcke von PET-rez{stentan Bilanzan,
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