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|. Kurzdarstellung

1. Aufgabenstellung

Gesamtziel des Vorhabens

Das Ziel des Vorhabens ist die Schaffung eines neuartigen, gentechnologischen
Verfahrens zur Erzeugung von Hybridweizen. Bei erfolgreicher Realisierung wird die
Technologie zu einer deutlichen Rentabilitdtssteigerung in der Zichtung und

Vermarktung von Hybridweizen fihren.

Ziel des Projektteils A (IPK-Gatersleben)
Der Projektteil beinhaltet die Erzeugung der molekularen Komponenten des Systems.
Mit Hilfe dieses Systems soll in Zukunft der Einsatz von Gametoziden zur Erzeugung

pollensteriler Mutterpflanzen in der Hybridzucht ersetzt werden.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiuhrt wurde

Das Vorhaben wurde von einer neugegrindeten Arbeitsgruppe (,BMBF-
Projektgruppe  ,Hybrid Wheat*) am Institut fir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK) Gatersleben durchgefihrt. Der Projektpartner war die

Nordsaat Saatzucht GmbH (Bohnshausen).

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Planung und der Verlauf des Projektteils A erfolgte grundsatzlich gemal3 S. 12-14
der Vorhabenbenbeschreibung. Die Entwicklung der molekularen Komponenten des

~Split Gene Systems” umfasste folgende Einzelschritte

|: Etablierung einer ,Split-Gene" Technologie zur transgenen Merkmalsauspragung in

Weizen
1. Klonierung und Transformation von ,Prolokus-Konstrukten® A1A2 in
Weizenpflanzen (siehe Ubersicht in Vorhabenbeschreibung S. 8).

2. Analyse der ,Trait-Efficiency”, Selektion der optimalen Vektor-Konstrukte



3.

Transformation der optimierten Vektorkonstrukte in Weizenpflanzen mittels
.Biolistic Bombardment" (Genkanone); Analyse der Effizienz- und Stabilitat der
Merkmalsauspragung; Selektion der optimalen Linien, Analyse der Genetik
(Co-Segregation,  Auftreten  epigenetischer  Effekte,  Stabilitat  der
Merkmalsauspragung Uber mehrere Generationen bzw. bei hohen
Temperaturen)

Einfuhrung der selektierten Vektorkonstrukte in Weizenpflanzen mittels
~Agrobakterien vermittelter Transformation“; Analyse der Merkmalsauspra-
gung und molekulare Analyse der Linien (insb. Bestimmung der Transgen-

Kopienzahl), Selektion optimaler Linien

Il: Etablierung eines irreversiblen, ortsspezifischen Rekombinationssystems fiir

Weizen

1.

Klonierung verschiedener phiC31-Integrase-Konstrukte und Transformation in
Weizenpflanzen
Etablierung eines Assays zur Analyse der phiC31-Aktivitat in transgenen
Weizenpflanzen
Produktion doppelt haploider (DH) phiC31 Integrase-Linien, Analyse der

Aktivitat GUber mehrere Generationen

Ill: Etablierung der mdutterlichen Linien zur Hybridkreuzung, Herstellung und

Kombination von Barnase- Isoloci

1.

3.

Einkreuzen der Integrase-Linien in Prolokus-Linien, die mittels Biolistischem
Bombardment erzeugt wurden (gemald Schema Vorhabenbeschreibung Seite
8). Molekulare Analyse der Nachkommen und Identifizierung und Analyse von
Rekombinationsereignissen.

Einkreuzen der Integrase-Linien in Prolokus-Linien, die mittels Agrobakterien
erzeugt wurden. Identifizierung von Isoloci A1 und A2

Vereinigung der lIsoloci durch Kreuzung, Identifizierung von Pflanzen, die

beide Loci in trans-Konfiguration tragen

I1l: Klonierung und Transformation optimierter Prolokus-Konstrukte




4.  Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft
wurde

Technische Voraussetzungen zu Projektbeginn:

- Protokolle zur Transformation von Weizenpflanzen mittels Agrobakterium bzw.
Genkanone

- Protokolle zur molekularen- und phanotypischen Analyse transgener
Weizenpflanzen

- vollstandiger ,Proof of concept® der Systemkomponenten in Arabidopsis

thaliana

Schutzrechte:

Alle beschriebenen Methoden, Technologien und Eigentumsrechte am System sind
durch Patente geschutzt sind, die vom urspringlichen Projektpartner der NORDSAAT
(ICON GENETICS, Halle/Saale; jetzt Tochter der BAYER AG) eingereicht wurden. Zu
Beginn des Projektes wurde sichergestellt, dass die NORDSAAT fur zukinftige
Kommerzialisierungen ein ,Freedom to Operate (FTO)" besitzt. Diese schliel3t die
Rechte auf Verwertung der eigenen Ergebnisse und Lizenzveraul3erungen ein. An
der grundsatzlichen Bewertung der Schutzrechtssituation hat sich im Verlauf des
Projektes nichts geéndert. Die Etablierung des ,Split-Gene Approaches” in Weizen ist
am 1.6.2008 zur Patentierung eingereicht worden (Gils 2008; WO 2009147179;
Offenlegung des Patentes am 10.12.2009). Das Patent stellt die Grundlage der

weiteren Kommerzialisierungsstrategie dar (s. unten).

Verwendeten Fachliteratur, benutzte Informations- und Dokumentationsdienste:

Verwendet wurden offentlich zugangliche Online-Informationsdienste wie PubMed
(NLM) oder das ,Espacenet” des Europaischen Patentamtes sowie die Bibliothek des
IPK-Gatersleben. Ein Grofiteil der Literatur, die im Verlaufe des Projektes
herangezogen wurde, ist in einem Ubersichtsartikel zusammengefasst (Kempe and
Gils 2011, s. Literaturliste).



5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen des Projektes erfolgte eine enge Kooperation mit der Saaten-Union
Biotec (vormals Saaten-Union Resistenzlabor; gemald Vorhabensbeschreibung S.
12-15, 27). Die Arbeiten umfassten zunachst Service-Leistungen im Bereich
Gewebekultur und der Anzucht von Weizenpflanzen im Gewachshaus. Die
Kooperation wurde im weiteren Projektverlauf ausgeweitet.

Im Verlaufe des Projektes entstand ein stark erhohter Bedarf an transgenen
Weizenpflanzen, die mittels Agrobakterium mit dem Prolokus A1A2 transformiert
wurden (S. 1, 4). Aus diesem Grunde wurde eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe
.Pflanzliche Reproduktionsbiologie® des IPK-Gatersleben initiiert. Diese verlief

erfolgreich (gemeinsamen Publikation: Kempe et al. 2010).



ll. Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung

Bewilligte
Rubrikennr. Beschreibung Summe Ausgaben Differenz

1.7.2010-  1.7.2010-

31.6.2010  31.8.2010
0812 0812 Beschaftigte E12-E15 446.745,00  463.334,92 -16.589,92
0817 0817 Beschaftigte E1-E11+B12 98.036,00 99.206,69 -1.170,69
0824 0824 Summe A 544.781,00 562.541,61 -17.760,61
0831 0831 Gegenstande bis zu 400 Euro 3.778,00 3.778,00
0832 0832 Mieten 267.000,00  266.999,82 0,18
0833 0833 Rechnerkosten 0,00 0,00 0,00
0834 0834 Zwischensumme 267.000,00  266.999,82 0,18
0838 0838 Verbrauchsmaterialien 70.000,00 59.902,11 10.097,89
0839 0839 Geschéftsbedarf 0,00 0,00 0,00
0840 0840 Literatur 0,00 0,00 0,00
0841 0841 10% GK auf Personalkosten 54.478,00 56.254,16 -1.776,06
0842 0842 Publikationskosten 0,00 0,00 0,00
0843 0843 Zwischensumme 124.478,00  116.156,27 8.321,83
0844 0844 Dienstreisen / Inland/Ausland 0,00
0845 0845 Dienstreisen Ausland 0,00
0846 0846 Zwischensumme 11.300,00 6.408,61 4.891,39
0847 0847 Summe B 406.556,00  389.564,70 16.991,40
0850 0850 Summe C- Investitionen mehr als 400 Euro  32.970,00 32.092,45 877,55
0861 0861 Summe A - C 984.307,00  984.198,76 108,34
9556 9556 Umsatzsteuer 0,00 0,00
0862 0862 Eigenmittel d. Antragsteller 0,00 0,00
0863 0863 Mittel Dritter / Einnahmen 0,00 0,00
0864 0864 Zuwendung 0,00 0,00
0869 0864 Kassenibertrag 0,00 0,00
0872 0864 Gesamtzuwendung 984.307,00 984.198,76 108,24

Tabelle 1: Gegeniiberstellung der bewilligten Summen und der tatsachlichen Ausgaben des

Projektes GABI-HYBWHEAT (FZK 0315043A)

Anmerkungen zu einzelnen Positionen sind dem Text zu entnehmen.



Bewilligt
Stellenart | Vergutungs- | Monate Besetzung Zeitraum IST Monate
Gruppe
1 El4 36,00 | 1,0 Dr. M. Gils 1.8.2007-30.6.2010 | 37,00*
1 E13 36,00 | 1,0 Dr. K. Kempe 1.8.2007-30.6.2010 | 35,00
1 E13 36,00 | 1,0 Dr. M. Rubtsova | 1.8.2007-30.6.2010 | 35,00
108,00
1 ES8 36,00 | 1,0 C. Schollmeier 1.8.2007-30.6.2010 | 37,00*
144,00 144,00

Tabelle 2: Personalkosten-Kalkulation (GABI-HYBWHEAT FZK 0315043A
* Zusatzliche Personenmonate im Rahmen einer ,Kostenneutralen Verlangerung“ (1.7.2010-
31.8.2010)

Anmerkungen zu den einzelnen Posten der Finanzierung:

Die bewilligten Mittel wurden i. Allgem. gemaR der Vorhabensplanung (s. Anlage
AZA 4 des Forderantrages) eingesetzt (S. Tabelle 1). Geringfligige Abweichungen
ergeben sich aus unvorhersehbaren Kostenanderungen. Diese betreffen im

Einzelnen:

Position 0824: Die erhdhten Personalkosten resultierten aus einer Tarifanpassung im
Jahr 2009.

Position 0824: Aus Umwidmungen ausgeglichen; s.u.

Position 0832: Zur Begrindung s. S. 15 der Vorhabensbeschreibung des Projektes,

-EXplanatory notes concerning the requested resources”
Position 0838: Bei

Gewebekultur durch Grof3bestellungen und den damit verbundenen Mengenrabatten

den Verbrauchmitteln konnten speziell im Bereich der

Kosten eingespart werden. Die Kosten berechnen sich aus dem als Anlage zum
Forderantrag beigefligten Netzdiagramm.
Position 0850 umfasst Investitionen, die projektspezifisch sind und nicht zur Labor-

Grundausstattung gehoren. Von den Mitteln wurden eine ,Genkanone” (System
PDS-1000/He) zur Transformation von Pflanzenmaterial sowie eine PCR-Maschine
angeschafft. Die Gerate waren wichtiger Bestandteil der Projekt-Ausstattung. Die
Differenz zur beantragten Fordersumme resultiert aus einem Sonderangebot des

Herstellers BioRad.



Die zur Projektdurchfihrung notwendige Labor-Grundausstattung wurde vom IPK

Gatersleben zur Verfligung gestellit.

Die nach Ablauf des urspringlichen Projektzeitraumes (31.6.2010) verbliebenen
Mittel wurden in Personalmittel umgewidmet. Insgesamt wurden 17.700 € in die

Position ,Personal” aus den Positionen

0831 (Gegenstande bis 410/400 €, i.H.v. 3.778,00 €)

0843 (Sonstige allgemeine Verwaltungsaufgaben, i.H.v. 8.153,06 €)

0864 (Dienstreisen i.H.v. 4.891,39 €)

und 0850 (Gegenstande und andere Investitionen von mehr als 410/400 €, i.H.v.
877,55 €)

umgewidmet.



Erreichte Projektziele und Verwendung der Projektmittel:

Gegenuberstellung der Zielvorgaben aus AZA4 des Forderantrages (Vorhabensbezogener Ressourcenplan mit
Meilensteinplanung, s. S. 12 und Seite 18 der Vorhabensbeschreibung) mit den Ergebnissen des Projektes

Zielvorgaben aus Originaldokument der Vorhabenbeschreibung (englisch)

Grin hinterlegt: Tatséchlich erzielte Ergebnisse

Step Quarterly Scope of work, components of Description, requirements and possible technical bottlenecks
periods the project part

e Transformation of wheat lines with the | Requirements: Completely equipped laboratory for molecular work including

integrase source computer devices with specialized software, tissue culture workstations,

e Transient assay of integrase-activity by | particle-gun for plant-transformation and transient assays.

bombardment of a control T-DNA vector
By performing transient tests using a control vector with fluorescent markers,

the functionality of the constructs in wheat tissue will be monitored.

Transformation of wheat plants will be carried out via a particle bombardment

Identification of 3/07- approach.
efficient integrase
lines 2/08 Generally, defined growth conditions in greenhouses, phytochambers etc. are

a critical parameter for the successful implementation of the project as a
whole. Therefore, in order to operate in optimal favour of a project, state-of-
the-art devices from SURL (SAATEN-UNION-RESISTENZLABOR) will be
used for this step and for all following procedures.
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Der Meilenstein wurde erreicht

Aus insgesamt 49 primaren Transformanten, die verschiedene Integrase-Konstrukte trugen, wurden mit Hilfe des entwickelten Assays geeignete Weizenpflanzen
ausgewahlt. Aus diesen konnten (in Kooperation mit dem Saaten-Union-Resistenzlabor, Leopoldshéhe) doppelt haploide (DH) Linien hergestellt werden. Im Projektzeitraum
wurde nachgewiesen, dass diese Uber bis zu sechs Generationen eine stabile Expression der rekombinanten phiC31 Integrase aufweisen und somit zur Systemetablierung
geeignet sind. Im weiteren experimentellen Verlauf wurden die Pro-Lokus-Linien ausschlie3lich mit den ausgewahlten ,Elite“ DH Integrase Linien gekreuzt (s. 4).

Von Bedeutung ist, dass die hohe Expression und die vorhandene Aktivitat der ortsspezifischen phiC31 Integrase zu keinerlei visuell erfassbaren phanotypischen
Aberrationen in den Weizenpflanzen fihrten.

Zur detaillierten Darstellung der Ergebnisse siehe Rubtsova et al. (2008).

e T-DNA Vector-design and construction | Requirements: See 1
(continuous improvement of the vectors | The improvement of the prolocus vectors A;A, concerns the intein-system
on the basis of transient test assays | (usage of newly cloned intein fragments from different sources), the regulatory

performed in parallel) elements (manipulation of promoters, terminators, targeting sequences), gene

e Transformation of wheat lines with the | coding sequences (codon-optimization, use of different mutations) as well as

. prolocus-vector the introduction of specific spacer sequences between the complementing

TranSformat'on_ of 3/07- barnase-fragments for the improvement of the intein-mediated trans splicing
spring wheat with 4/08 process.

prolocus AjA;
Like in case of the integrase constructs, the transformation will be performed
via a ballistic bombardment approach.

Der Meilenstein wurde erreicht

8 verschiedene Prolokus-Konstrukte wurden kloniert und mittels Biolistischem Bombardment transformiert. Insgesamt wurden ca. 2000 transgene Weizenpflanzen erzeugt.
Verschiedene Selektionsmarker wurden auf deren Eignung hin untersucht.

Parallel zur stabilen Transformation wurde der Einfluss von molekularen Komponenten des Systems in Schnelltests evaluiert.

Requirements: See 1 + considerable phytochamber and greenhouse
¢ Identification of sterile phenotypes by | capacities + histochemical equipment and devices
histochemical and phenotypical analyses | As an important part of the project, reliably Southern-Blot protocols for the

3 e Estimation of the copy-number of T-DNA | determination of the T-DNA copy-number will be established. The experiments
Selection of ; : N :
e [ies loci will be exten_ded py qqantltatlye PCR- and segregation analysgs.
pro i 3/07- e Out-crossing of the sterile plants for | The careful identification of highly and stably barnase-expressing provector To-
transformed with a 4/09 segregation analysis lines is one of the cornerstones of the project and has direct impact on all
functional prolocus- subsequent steps. Usually, only a small portion of transformed plants displays
construct (A1A; the desired phenotype. Additionally, in case of split genes, even a higher

expression of the single protein fragments will be presumably necessary in
order to obtain a sufficient protein level for phenotype formation. Therefore, a
huge number of plants transformed with the prolocus-vector have to be

transformants)
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produced and analyzed (several hundred up to > thousand individuals) in order
to end up with an acceptable number of candidate lines that fulfil all
requirements of the system.

The production and cultivation of the transgenic wheat plants requires a
significant amount of staff (2-3 people permanently).

Der Meilenstein wurde erreicht

In stabil transformierten Weizenlinien konnte Pollensterilitat durch die tapetumspezifische Assemblierung von Barnase-Proteinfragmenten hergestellt werden. Eine hohe
Funktionalitdt konnte durch die Einfihrung von flexiblen ,Linkersequenzen® erzielt werden. Somit wurden die Ergebnisse der transienten Schnelltests (s. 2) bestatigt.
Abhangig von der Version des transformierten Konstruktes konnten bis zu 51 % pollensteriler Pflanzen etabliert werden.

Zusatzlich konnte in einigen Linien eine Resistenz gegen Sulfonyharnstoffverbindungen durch eine in vivo-Assemblierung eines geteilten AHAS-Transgens erzielt werden.
Samitliche pollensterilen Pflanzen wurden mit Wildtyppflanzen riickgekreuzt. Eine Analyse der Nachkommen zeigte, dass die Sterilitat in der Uberwiegenden Anzahl der
Linien vererbt wurde. Die Pollensterilitat blieb auch unter Stressbedingungen erhalten (erh6hte Temperatur). In der Mehrzahl der Falle segregierte der Phanotyp verlasslich
mit der T-DNA. Epigenetische Effekte konnten nicht nachgewiesen werden.

Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse der Meilensteine 2 und 3 findet sich in der Veroffentlichung von Kempe et al. (2009).

Im Rahmen der Erzeugung der Prolokus-Pflanzen wurden insgesamt 2600 histochemische Fertilitatstest durchgefiihrt (Doppelkontrollen) und ca. 1000 Weizenpflanzen
miteinander gekreuzt. Die molekulare Analyse umfasste ca. 5000 PCR-und 280 Southern-Blot Rektionen.

e Analysis of sterility (see 3), in-time | Requirements: Greenhouse and phytochamber capacities

Crossing of prolocus | 3/07- crosses of sterile Tg-plants with the | Crossing .Wi|| be carrigd out between the most 'proba_tive integrase !ines and
transformants with 2/10 probative integrase lines male-sterile prolocus lines that carry the T-DNA in a single copy configuration.
q : This step is to be expected rather uncritical and straightforward.

integrase lines

Der Meilenstein wurde erreicht
Insgesamt wurden tber 200 sterile T1-Pflanzen mit Prolokus von phiC31 DH-Linie bestaubt. Dieser Arbeitsschritt erwies sich aufgrund des bendtigten exakten Timings
(unmittelbar nach histochemischer Fertilitatskontrolle) als unerwartet aufwandig.

e Functionality proof of the recombination | Requirements: See 1 + increasing greenhouse-capacities
system: Correlation between reconstitu- | Fertility will be identified visually and by histochemical methods. The T,-plants

Analysis of T, plants, tion of the fertile phenotype during | will be analyzed for the absence or presence of A; or A; by PCR starting at a
lecular analvsis of / development of the T, plants and the | young stage of development. After flowering, it can be revealed if a fertile
s y 1/09- deletion of either locus A; or A,. phenotype actually correlates strictly to the genotype (recombined prolocus).

T,, identification of T, | 2/10
lines with isolocus Az
or A;
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Der Meilenstein wurde erreicht

a) Kreuzungen von Integrase-Linien mit Prolokus-Linien, die mittels Genkanone transformiert wurden und den Prolokus in mehreren Kopien tragen:
Rekombinationsereignisse konnten in allen verwendeten 31 Linien identifiziert werden. Die Nachkommen wurden mittels Southern-Blots und PCR
analysiert. Die Excisions-,footprints“ wurden in groRem Umfang (ca. 400) sequenziert. Durch diese Experimente konnte die allgemeine Funktionalitat des
Systems nachgewiesen werden. Aufgrund der (durch die Transformationsmethode bedingten) hohen Komplexitat der Integrationsmuster war es jedoch
nicht moglich, Isoloci zu erzeugen.

b) Kreuzungen von Integrase-Linien mit Prolokus-Linien, die mittels Agrobakterium transformiert wurden und den Prolokus in einer Kopie tragen: Unter
Verwendung dieser Linien konnten Isoloci A1 und A2 erzeugt werden.

Im Rahmen der Erzeugung der Isoloci (Meilensteine 4 + 5) wurden insgesamt 7600 histochemische Fertilittstest durchgefihrt (Doppelkontrollen) und ca. 5.600
Weizenpflanzen miteinander gekreuzt. Die molekulare Analyse umfasste ca. 5000 PCR-und 280 Southern-Blot Rektionen.

e Transfer of isolocus-lines to the | This step will be carried out as a continuous process whenever derivate lines

Crossing of isoloci A, cooperation-partner NORDSAAT GmbH; | are identified that carry only the fragments A; or A,. In order to accelerate the

. start of (marker assistant-) breeding overall process, the breeding program will be initiated from the NORDSAAT
and Azinto ' 2/09- e Program GmbH, even before the complete proof of concept has been achieved (see
NORDSAAT winter 2/10 below, “Linkage of complex A and B”).

wheat elite lines

Der Meilenstein wurde modifiziert
Wahrend des Projektverlaufes wurden unter Beriicksichtigung der experimentellen Ergebnisse sowie der Fortschreibung des Verwertungsplans folgende
Schlussfolgerungen gezogen
a) Die Anzahl der in ,single-copy“ vorliegenden ,Events® ist aufgrund der limitierten Transformationskapazitdten und der Eigenschaften des Selektionsmarkers geringer
als erwartet.
b) Die ,Trait-Efficiency” sollte verbessert werden, da die Uberwiegende Mehrzahl der mit Agrobakterien erzeugten Weizenlinien eine unvollstandige Sterilitat aufweist.
c) Die Vektoren erfillen nicht die Kriterien einer spateren Deregulierung (dies war allerdings kein unmittelbares Ziel der Machbarkeitsstudie im vorliegenden Projekt).

Daraus folgt: Ein Einkreuzen der erzeugten Isoloci in Elite-Weizenlinien machte zum urspriinglich geplanten Zeitpunkt keinen Sinn. Die im Rahmen des Projektes frei
werdenden Kapazitaten wurden in die Entwicklung neuer Prolokus-Konstrukte und deren Transformation in Weizenpflanzen mittels Agrobakterium eingesetzt.

Requirements: See 5
Reconstitution of e Crossing of isolocus lines (A; X A,), | In opposite to the other crosses in the scope of the project, this step is more

isoloci, selection of 3/09- analysis of the Ts-progeny _ - laborious since both crossing partners are fertile and one partner has to be
sterile T plants 2/10 o Proof of stringent correlatlo_n of sterlllfcy castrated manually: o _ _ _

3P with the presence of both loci A; and A, in | The T3 -progeny will presumably split in sterile and fertile plants. PCR and, if
(A1xA2) trans necessary, southern blot analyses will reveal if the male sterile phenotype is
actually strictly correlate with the presence of both loci, A; and A,. From the
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rules of molecular biology, it can be claimed that the barnase-expression from
A; and A, located on different chromosomes will lead to the same phenotype
like such located on one T-DNA. Generally, epigenetic effects like gene-
silencing etc. are not expected, if the loci A; and A, derive from an active
prolocus. Therefore, after careful analysis of the initial prolocus-vector-lines,
the risk of failure that is specifically caused by the trans-configuration of the
loci A; and A, is minimal.

Der Meilenstein wurde teilweise erreicht

Die produzierten Isoloci wurden verkreuzt und molekular untersucht. Die ,Mutterpflanzen* wiesen einen Grad an Pollensterilitdt auf, der dem der TO-Pflanzen (Prolokus)

entsprach.

Hybrid-crossing

1/10-
2/10

Crossing of the sterile Ts-individuals with
untransformed wheat

Analysis of the progeny, statistic
assessment of the phenotypes, proof of
guaranteed locus  segregation by
obtaining a completely fertile progeny

Requirements: Large scale greenhouse capacities

Crosses of the sterile plants carrying A; and A, in a trans configuration on
identical positions on homologous chromosomes with wildtype plants shall
lead to a complete fertile progeny. In order to proof the principle practically,
several hundred progeny plants will be produced and tested a) for their
phenotype and b) for the segregation of the alleles (by PCR- or southern blot
analyses). This last step shall be of rather basic work, nevertheless, significant
greenhouse capacities and degree of practical work effort is needed.

Der Meilenstein wurde teilweise erreicht

Nach Auskreuzen kam es zur vollstandigen Segregation und Fertilitatsrestauration in der T1 (Analyse mehrere hundert Pflanzen).

Neue Provektoren

Transformation in
Weizenpflanzen
mittels
Agrobakterium

7/09-
8/10

Es gelten die unter Meilenstein 6 formulierten Aussagen.

Insgesamt 8 Provektor-Konstrukte wurden kloniert und mittels Agrobakterium-vermittelter Transformation in Weizenpflanzen
Uberfuihrt. Zum Abschluss des Projektes lagen 400 transgene primére Transformanten vor, die in den folgenden Monaten der
weiteren Analyse zugefiihrt werden
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Year

Complex/WP Step 07 08 09 10

Identification of efficient integrase lines + i
Transformation of spring wheat with prolocus AA; + +| | | |+
Selet_:tlon of probative lines transformed with a + I P I O O O + 4
functional prolocus-construct (A;A; transformants)
Crossing of prolocus transformants with integrase lines | + i + +| +| + +
Analysis of T, plants, molecular analysis of T», W e +
identification of T, lines with isoloci A; and A,

A Crossing of isoloci A; and A, into NORDSAAT winter R e

(IPK) wheat elite lines

Reconstitution of isoloci, selection of sterile T3 plants
(A1XA,)

Hybrid-crossing

Construction and transformation of new proloci A1A2

Gegeniuberstellung des geplanten Projektverlaufes (vgl. Vorhabenbeschreibung
S. 30) mit den eingetretenen Projektverlauf




2.  Wichtigste Positionen des ZahlenmalRigen Nachweises

Siehe Abschnitt II, 1.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Siehe ,Gegenuberstellung der Zielvorgaben mit den Ergebnissen des Projektes.

4.  Voraussichtlicher Nutzen (im Sinne des fortgeschriebenen
Verwertungsplans)

Es gelten nach wie vor die im Antrag unter Abschnitt IV (Verwertungsplan,
wirtschaftliche Erfolgsaussichten; Seite 23f), genannten Punkte. Die politischen und
juristischen Rahmenbedingungen fur die ,grine Gentechnik® in Deutschland und in

der EU beeinflussen spatere wirtschaftliche Erfolgsaussichten unverandert negativ.

5. Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens, bei anderen
Stellen, die dem Zuwendungsempfanger wahrend der
Durchfihrung des Projektes bekannt wurden

Dem ZE sind keine F&E — Ergebnisse bekannt, welche unmittelbar relevant sein
konnen. Nach wie vor ist die Anwendung der wichtigsten Systemkomponenten
(Inteine, phiC31 Integrase) nicht bei Monokotyledonen erfolgt. Auf dem Gebiet der
allgemeinen Hybridzichtung sind ebenfalls keine relevanten Entwicklungen zu
verzeichnen. In den vergangenen Jahren wurden von mehreren Unternehmen und
Forschungseinrichtungen verschiedene transgene Hybridzuchtverfahren patentiert,
die allerdings bisher kommerziell nicht angewandt wurden. Umfangreiche

Machbarkeitsstudien an Weizen wurden fur keine andere Technik publiziert.
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