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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neue Sonnenblumensamen, die ein Ol mit einem hohen Oleinséure-
und hohem Stearinsauregehalt enthalten. Die Erfindung betrifft auch Sonnenblumenpflanzen, die diese Samen
herstellen, und das Ol, das in den Samen enthalten ist. Zusétzlich betrifft die Erfindung Verfahren zum Herstel-
len der Sonnenblumensamen, Sonnenblumenpflanzen und des Ols.

[0002] Die Anwendungen von Olen werden durch ihre Fettsdurezusammensetzung bestimmt. Die Hauptkom-
ponente von Olen sind die Triacylglycerol (TAG)-Molekiile, die fiir gewdhnlich mehr als 95% des Ols ausma-
chen. Drei Fettsauren sind an ein Glycerolmolekul gebunden, um das TAG zu bilden. Wenn diese Fettsauren
vor allem gesattigte Fettsauren (,Gesattigte") sind, wird das Produkt Fett genannt und es ist bei Raumtempe-
ratur fest. Wenn auf der anderen Seite die Fettséuren vor allem ungeséttigt sind, dann wird es Ol genannt, und
es ist bei Raumtemperatur flussig.

[0003] Die aus Samen erhaltenen Ole, die im gemaRigtem Klima kultiviert wurden (Sonnenblume, Sojabohne,
Rapssamen, etc.), weisen vor allem ungesattigte Fettsauren, wie Linol- und Oleinsauren, auf, sie sind also flus-
sig und werden in erster Linie zum Kochen, als Salatdressing, etc. verwendet. Fette werden aus Tieren (Mar-
garine, Schmalz, etc.), einigen tropischen Baumen (Kakao, Palme) oder chemisch modifizierten (Hydrierung
und Umesterung) flissigen Pflanzendlen erhalten. Sie weisen vor allem gesattigte (Palmitin- oder Stearinsau-
ren) oder chemisch modifizierte Fettsauren (trans-Fettsduren), alle mit hohen Schmelzpunkten, auf.

[0004] Tabelle 1 zeigt als ein Beispiel die Fettsdurezusammensetzung und andere Eigenschaften einiger Fet-
te und Ole. Die Fette werden fiir den GroBteil der Lebensmittelindustrie bendtigt, um Margarine, Backfett,
Backwaren, StuRwaren, Snacks, etc. herzustellen. Die Lebensmittelindustrie verwendet das Fett fir diese Zwe-
cke aufgrund seiner plastischen Eigenschaften (sie schmelzen nicht, kdnnen verstrichen werden oder kleben
nicht an der Hand) und der Stabilitat (sie haben eine gute Widerstandskraft gegenuber einer Oxidation bei
Raum- oder hohen Temperaturen).

Tabelle 1
. Fettsaurezusammensetzung Eigenschaften
Ol oder Fett . s | Myristin- | Palmitin- | Stearin- | Olein- | Linol- _
Andere Trans | Gesattigt
- saure | saure sdure | saure | saure | . :
Schmalz 3 2 25 12 45 10 1 79
Butter 14 10 26 12 28 3 3 84
Margarine 10 7 46 34 | 23
Palmendl 1 -45 5 39 9 18
}.Olivendl 1 14 3 71 10 -
Kakaobutter : : 26 35 35 3
I
rormale 7 5 30 57 1
Sonnenblume
oleinséurereiche
5 4 88 2 1
Sonnenblume

' "andere" sind Palmitoleinsdure im Falle von Schmalz, und Olivendl und auch Fettsduren mit weniger als 12

Kohlenstoffen in Butter
* hangt ab vom Hydrierungsniveau

[0005] Die gegenwartig verfigbaren Fette sind jedoch keine gute Wahl, da sie negative Erndhrungseigen-
schaften aufweisen. Das Hauptproblem ist, dass sie die schlechte Form des Serumcholesterols (Lipoproteine
niedriger Dichte, LDL) anheben. Dies folgt aus mehreren Tatsachen, wobei einige mit dem Ursprung des Fetts
und andere mit der Manipulation davon in Verbindung stehen. Tierische Fette haben die meisten der gesattig-
ten Fettsduren in der Position 2 des TAG-Molekiils. Die meisten Pflanzenfette und Ole haben jedoch nur ge-
ringe Mengen an geséttigten Fettsauren in dieser Position und sind daher gesinder.

2/21



DE 600 30280 T2 2007.10.11

[0006] Wahrend der Verdauung wird das TAG-Molekul durch Enzyme, die Lipasen (Fig. 1) genannt werden,
hydrolisiert. Die Fettsauren in den Positionen 1 und 3 werden als freie Fettsduren freigesetzt. Wenn diese Fett-
sauren gesattigt sind, bilden sie unlésliche Salze mit Kalzium und Magnesium, die meistens ausgeschieden
werden. Aber Fettsauren in Position 2 bilden mit dem Glycerol ein Molekil Monoacylglycerol, das detergente
Eigenschaften hat und leicht vom Korper absorbiert wird. Die gesattigten Fettsauren von Tierfetten werden
dann absorbiert, was dann zu einem Anheben der LDL fihrt.

[0007] Um den Prozentsatz an gesattigten Fettsduren zu erhdhen, werden Pflanzendle hydriert und/oder um-
geestert. Zum Beispiel wird die Hydrierung eines Canola-Ols in US 5,885,643 beschrieben. US 5,885,643 lehrt,
dass die Hydrierung eines Canola-Ols eine Zunahme bei den trans-Fettsauren, die wahrscheinlich sogar noch
schlimmer sind als gesattigte Fettsauren, wie von Willett, W.C. & Ascherio, A. (1994) Trans fatty acids: Are the
effects only marginal? American Journal of Public Health 84:722-724 gezeigt wurde, zur Folge hat. Das Umes-
terungsverfahren verandert die Fettsauren innerhalb der drei Positionen zuféllig, was ein gesundes Pflanzendl
mit wenigen gesattigten Fettséuren in der 2 Position in ein Ol umwandelt, das fast 30% an geséttigten Fettsiu-
ren aufweist. Daher fihrt keine der zwei chemischen Modifikationen zu einem gesunden Produkt.

[0008] Jedoch sind nicht alle Fette ungesund. Es wurde gezeigt, das Kakaobutter, die etwa 60% an gesattig-
ten Fettsduren aufweist, wobei der Rest hauptsachlich Oleinsaure ist, das Serumcholesterol nicht anhebt. Dies
ist die Folge zweier hauptsachlicher Grinde. Einer ist, dass nur 4% der gesattigten Fettsauren in Position 2
stehen und der andere ist, das die gesattigte Hauptfettsaure Stearinsaure ist. Die Stearinsaure hat keine ne-
gative Auswirkung auf das Serumcholesterol. Méglicherweise tragt die Menge von 35% Oleinsaure in der Ka-
kaobutter ebenso zu ihrer gesunden Eigenschaft bei.

[0009] Es ist wichtig anzumerken, dass, ausgenommen in Kakaobutter, Palmitinsaure die gesattigte Haupt-
fettsdure der Gebrauchsfette ist. Palmitinsaure ist jedoch kein sehr gesundes Fett.

[0010] Die traditionelle Ziichtung und die Mutagenese sind nicht die einzigen Mittel gewesen, die verwendet
worden sind, um Samen zu bilden, die Ole mit unterschiedlichen Fettsaureprofilen hervorbringen. Man hat sieh
auch mit der Zunahme der Stearinsaure in dltragenden Pflanzen durch das Einfihren von Transgenen in das
Kernplasma zur Veranderung des Fettsaure-Biosyntheseweges des Pflanzendls beschaftigt. Die Fettsdure-Bi-
osynthese des Pflanzendls, jedoch besonders des Sonnenblumendls, schlielt die Biosynthese von im We-
sentlichen zwei Geséttigten (Palmitat, Stearat) und zwei Ungeséttigten (Oleat und Linolat) ein. In Olsamen ist
die Stearoyl-ACP-Desaturase das Enzym, das die erste Doppelbindung im Stearoyl-ACP einbringt, um das
Oleoyl-ACP zu bilden. Daher ist dies ein Enzym, das bei der Bestimmung der Nichtsattigung in den C18-Fett-
sauren behilflich ist.

[0011] Im U.S. Patent Nr. 5,443,974 wurde die Hemmung der Canolaenzym-Stearoyl-ACP-Desaturase be-
schrieben. Die Stearatmengen wurden erhéht, aber die Mengen an Palmitat wurden im Grunde nicht beein-
flusst. Uber die Hemmung des Pflanzenenzyms Stearoyl-ACP-Desaturase in Canola wurde ebenfalls in Knut-
zon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2624-28 (1992) berichtet. Diese Ergebnisse zeigten eine Zunahme
der Stearatmenge, das im Canolasamen hergestellt wurde. Die Forschung zeigte auch, dass die Hemmung
durch Antisense in Samen von Canola beziehungsweise der Sojabohne eine Erhéhung des Stearats erbrach-
te. Wenn ein Plasmid, das ein Gen enthalt, das firr die Stearoyl-ACP-Desaturase kodiert, in Canola eingebracht
wurde, ergab diese Hemmung eine Erhéhung der Stearinsaure jedoch ungliicklicherweise eine Verringerung
beim Oleat. Jedoch fihrte in der Sojabohne diese Hemmung des Stearates zu eine weniger dramatischen Ver-
ringerung beim Oleat. Diese langsamere Verringerung beim Oleat kdnnte jedoch eine Funktion der anfangli-
chen geringeren Mengen an Oleat in der Sojabohne gewesen sein. Der Fettsdureweg in den meisten Olsa-
men-Pflanzen scheint resistent gegen das Beibehalten erhdhter Mengen sowohl an Oleinsaure- als auch an
Stearinsaure zu sein.

[0012] PCT/US 97/01419 beschreibt erhdhte Mengen sowohl an Stearinsaure als auch Palmitinsaure in Son-
nenblumen durch die Hemmung des Pflanzenenzyms Stearoyl-ACP-Desaturase. Wie weiter oben angedeutet,
wird Palmitinsauredl jedoch nicht als ein sehr gesundes Ol angesehen.

[0013] PCT/US 96/09486 offenbart, dass sowohl die Palmitinsdure- als auch die Oleinsauremengen in Son-
nenblumendl erhéht sein kdnnen, wobei die Samen erhéhte Mengen an Palmitinsaure von 21-23% und an Ole-
insaure von 61% aufweisen. Das Sonnenblumendl ist bei Raumtemperatur flissig. Die erhéhte Palmitinfettsau-
remenge erlaubt es aber angeblich, das das Ol in Backwaren und in Margarine mit relativ geringem Hydrie-
rungshniveau verwendet werden kann, was zu einer relativ geringen Menge an trans-Fettsauren in dem sich
daraus ergebenden Produkt fuhrt. Jedoch durfte der kommerzielle Wert aufgrund der groRen Menge an Pal-
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mitinsaure in Frage gestellt werden.

[0014] Daher besteht weiterhin ein Bedarf flir Sonnenblumendl, das sowohl gesund als auch fiir industrielle
Zwecke verwendbar ist. Darliber hinaus ist es winschenswert ein Sonnenblumendl zu besitzen, dass eine Ba-
lance von guten Gesattigten und guten Ungesattigten aufweist, d.h. das reich an Ungesattigten ist, jedoch aus-
reichend Gesattigte aufweist, um fur Margarinen oder Backwaren ohne hohe Hydrierungsniveaus verwendet
zu werden, wodurch es zu keinen trans-Fettsauren in dem sich daraus ergebendem Produkt kommt. Im Grun-
de besteht weiterhin ein Bedarf fiir eine Sonnenblumenpflanze, die einen Samen hervorbringen kann, der Ol
enthalt, das reich an Oleinsaure und an Stearinsdure mit verringerten Linolsduremengen ist.

[0015] Es ist daher das Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Pflanzendl mit hohen Stearinsaure- (als gesattig-
te Fettsdure) und hohem Oleinsaure- (als ungesattigte Fettsdure) Gehalt bereitzustellen, das die oben be-
schriebenen Probleme mit Fett verringert. In diesem Ol soll die Stearinséure bevorzugt in den Positionen 1 und
3 des TAG liegen.

[0016] Die vorliegende Erfindung basiert auf den folgenden Uberlegungen. Die Fettsduresynthese in Samen
findet innerhalb des Plastids statt (Fig. 2). Eine Serie von zyklischen Reaktionen katalysiert durch den enzy-
matischen Komplex FAS | erzeugt das Palmitoyl-ACP, das 16 Kohlenstoffatome hat. Ein zweiter enzymatischer
Komplex, der FAS Il genannt wird, verlangert das Palmitoyl-ACP zu dem Stearoyl-ACP (18 Kohlenstoffatome),
das, um das Oleoyl-ACP zu erzeugen, weiter durch die Stearat-Desaturase modifiziert wird. Dies sind die drei
vom Plastid synthetisierten Hauptfettsduren, die vom ACP durch die Wirkung des Enzyms Thioesterase abge-
spalten werden und dann aus dem Plastid exportiert werden. Im Cytoplasma kann die Oleinsaure spater zu
Linol- und Linolensauren desaturiert werden.

[0017] Das TAG (Lagerungsol) wird im Cytoplasma mittels des Pools von Fettsauren im Cytoplasma herge-
stellt. Dieser Pool von Fettsauren besteht aus den Fettsauren, die aus dem Plastid exportiert werden und der
Linolsaure, die durch Desaturierung im Cytoplasma erzeugt wurde. Demnach wird die Fettsdurezusammen-
setzung der TAG durch die Fettsauren bestimmt, die aus dem Plastid exportiert werden, plus der Linolsaure,
die im Cytoplasma hergestellt wird.

[0018] Es wurde dann Uberlegt, dass eine neue Sonnenblumenpflanze, die reich an Stearin- und Oleinsauren
ist, ausgewahlt werden kdnnte, wenn eine verringerte Stearat-Desaturase-Aktivitat (was zu einer Abnahme bei
der Menge des gebildeten Oleoyl-ACP und dadurch zu einer Zunahme beim Stearoyl-ACP fiihrt) mit einer gu-
ten Thioesterase-Aktivitat gegenliber dem Stearoyl-ACP (was dazu fiihrt, dass die Stearinsaure aus dem Plas-
tid ins Cytoplasma transportiert wird) kombiniert wird. Diese Pflanze wird eine Ansammlung vom Stearoyl-ACP
innerhalb des Plastids erzeugen, und die gute Aktivitat der Thioesterase gegeniiber dem Stearoyl-ACP sollte
es sehr gut aus dem Plastid exportieren, wo ein hoher Stearinsauregehalt vorliegt, der fiir die TAG-Biosynthese
verflgbar ist.

[0019] Aus dem Plastid heraus, ist im Cytoplasma der hohe Oleinsaurecharakter notwendig, um den Linol-
sauregehalt niedrig zu halten. In oleinsdurereichen Linien arbeitet der Umwandlungsweg nicht verninftig, so
dass dort keine Umwandlung von Oleinsaure zu Linolsaure stattfindet.

[0020] Die vorliegende Erfindung basiert daher auf dem Befund, dass durch Selektion einer Elternlinie, die
einen hohen Stearin (HS)-Sauregehalt aufweist auf der einen Seite und einer zweite Elternlinie, die eine hohe
Oleinsaure- und hohe Thioesterase-(HOHT) Aktivitat gegenliiber dem Stearoyl-ACP aufweist auf der anderen
Seite, Kreuzungen durchgefuhrt werden kdnnen, die Samen mit einer Kombination der Eigenschaften der Ste-
arinsaurereichen und der Oleinsaurereichen (HSHO) ergeben. Zusatzlich wurde Uberraschenderweise her-
ausgefunden, dass in dem Ol ein Maximum von 10 Gew.-% der Fettséuregruppen in der sn-2-Position der
TAG-Molekile gesattigte Fettsduregruppen sind.

[0021] Daher betrifft die vorliegende Erfindung Sonnenblumensamen, die ein Ol enthalten, das einen Olein-
sauregehalt von mehr als 40 Gew.-% und einen Stearinsduregehalt von mehr als 12 Gew.-%, auf Basis des
Gesamtfettsauregehalt des Ols, umfasst und wobei ein Maximum von 10 Gew.-% der Fettsduregruppen in der
sn-2-Position der TAG-Molekiile, die das Ol ausmachen, geséttigte Fettsduregruppen sind. Die gesattigten
Fettsduregruppen sind bevorzugt Stearinsauregruppen. Es wird bevorzugt, dass das Ol in der sn-2-Position
der TAG-Molekdle ein Maximum von 8%, noch bevorzugt ein Maximum von 5 Gew.-% an gesattigten Fettsau-
regruppen, insbesondere Stearinsauregruppen, aufweist. In Bezug auf die anderen Fettsauren wird bevorzugt,
dass der Oleinsauregehalt bei 55 bis 75 Gew.-% liegt, der Stearinsduregehalt bei 15 bis 50 Gew.-%, insbeson-
dere bei 20 bis 40 Gew.-%, liegt und der Linolsduregehalt bei weniger als 20 Gew.-% liegt. Bevorzugt liegt die
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Gesamtmenge an gesattigten Fettsduren bei mindestens 20 Gew.-%.

[0022] Die Auswahl der Eltern kann wie folgt erzielt werden. Linien mit hohem Stearinsauregehalt sind Linien
mit einem Stearinsauregehalt von mehr als 12%, bevorzugt mehr als 20%. Ein Beispiel einer solchen stearin-
saurereichen (HS) Elternlinie, die nach der Mutagenese ausgewahlt worden ist und ein Stearinsduregehalt von
26 Gew.-% hat, ist als ,CAS-3" verfluigbar (ATCC Hinterlegungsnr. 75968, hinterlegt am 14. Dezember 1994).
Ein anderes Beispiel ist ,CAS-4" mit einem Stearinsauregehalt von 16,1 Gew.-% (ATCC Hinterlegungsnr.
75969, hinterlegt am 14. Dezember 1994). Durch Analysieren der Fettsdurezusammensetzung von Ol, das aus
den Samen von anderen Kandidatenlinien abstammt, wird der Fachmann in der Lage sein, andere geeignete
Elternlinien auszuwahlen.

[0023] Man fand heraus, dass einige der herkémmlichen oleinsdurereichen Abwandlungen nicht fir den
Zweck der Erfindung verwendet werden konnten, da man herausfand, dass sie eine sehr niedrige Thioestera-
se-Aktivitat gegenliber dem Stearoyl-ACP aufwiesen. Um dies durch Messen der Thioesterase-Aktivitat zu
Uberwinden, kdnnen Linien mit guter Aktivitat gegentber dem Stearoyl-ACP aus den zugénglichen Sammlun-
gen der oleinsaurereichen Linien ausgewahlt werden.

[0024] Kurz um, man wiirde zuerst die Fettsdurezusammensetzung des Ols verschiedener viel versprechen-
der Linien analysieren. Eine geeignete HOHT-Elternlinie wirde mehr als 7-8% Stearinsaure und entweder we-
niger als 5% Linolsdure oder mehr als 75% Oleinsaure aufweisen. Anschlielend muissen die ausgewahlten
Linen wachsen und selbstbestaubt werden. Die Gesamtthioesterase-Aktivitat wird in Samen 15 Tage nach
dem Aufbliihen (15DAF) sowohl am Oleoyl-ACP als auch am Stearoyl-ACP gemessen. In geeigneten Linien
sollte die Aktivitat gegenliber dem Stearoyl-ACP mehr als 10% der Aktivitat gegeniiber dem Oleoyl-ACP be-
tragen. Das Verhaltnis zwischen beiden Aktivitdten bestimmt, ob eine Linie als Elternlinie geeignet ist oder
nicht.

[0025] In Tabelle 2 wird die Fettsdurezusammensetzung und Thioesterase-Aktivitdt von zwei oleinsaurerei-
chen Sonnenblumenlinien dargestellt.

Tabelle 2

Stearinsauregehalt und Thioesterase-Vmax gegeniiber dem Stearoyl-ACP 15 Tage nach dem Aufbliihen von
Samen auf zwei oleinsaurereichen Sonnenblumenlinien.

o Thioesterase-
Sonnenblumenlinie Stearinsaure (%) .
Aktivitadt Vmax
HOHT N 17,8 2,03
HOLT 8,0 ' 0,82

[0026] Die HOHT-Linie ist eine oleinsaurereiche Linie mit einer Thioesterase- gegeniber einer Stearo-
yl-ACP-Aktivitat (HOHT) von mehr als dem Zweifachen von dem der Thioesterase-Vmax gegeniber dem Stea-
royl-ACP bei einer gewohnlichen oleinsaurereichen Linie (HOLT). Die relative Aktivitat der Enzyme gegeniber
dem Stearoyl-ACP, die in Bezug auf die eine gegeniiber dem Oleoyl-ACP standardisiert wurde, wird in Fig. 3
dargestellt. Diese Linie weist konsequenterweise am 15 Tag nach dem Aufbliihen (Tabelle 2) mehr Stearinsau-
re auf und dies ebenso im Ol, das aus den gereiften Samen (Tabelle 3) erhalten wurde.
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Tabelle 3

Fettsdurezusammensetzung (%) von Samen aus zwei oleinsaurereichen Sonnenblumenlinien.

Fetts&urezusammensetzung (%)
Sonnen- .. . . . .
blumen- Palmitin- | Stearin- | Olein- | Linol- | Arachin- | Behen-
1linie saure saure saure saure saure saure
HOHT 4,3 9,7 78,5 3,9 1,0 2,6
HOLT 3,8 4,9 84,3 4,8 0,5 1,7

[0027] Diese HOHT-Elternlinie wurde am 7. September 1999 bei der American Type Culture Collection
(10801 University Boulevard, Manassas, Va 20110-2209) hinterlegt und mit der Nummer PTA-628 ausgewie-
sen.

[0028] Linien von beiden Typen (HOHT und HOLT) wurde mit der stearinsaurereichen CAS-3-Linie gekreuzt.
In den Fig. 4 (fir HOHT) und 5 (fir HOLT) wird die F2-Segregation fir beide Merkmale (hoher Stearinsaure-
gehalt und hoher Oleinsauregehalt) gezeigt. Die Samen mit einem hoheren Gehalt an Stearin- und Oleinsau-
ren liegen innerhalb eines Kreises. Aus den Figuren ergibt sich, dass die HOHT-Linie mit einer hohen Thioes-
terase-Aktivitat gegenliber dem Stearoyl-ACP oleinsdurereiche, stearinsaurereiche Samen aufweist, und die
Linie ohne eine hohe Thioesterase-Aktivitat keine Samen dieses Typs aufweist. Tabelle 4 zeigt die Fettsaure-
zusammensetzung dieser Linien.

Tabelle 4 Fettsdurezusammensetzung von ausgewahlten oleinsdurereichen und stearinsdurereichen Linien
mit hoher und niedriger Thioesterase-Aktivitat gegentber dem Stearoyl-ACP nach der Kreuzung mit der HS-Li-

nie CAS-3
Fettsiurezusammensetzung (%)

i;iﬁ:ﬁ: Palmitin- | Stearin- | Olein-~ | Linol- | Arachin- | Behen-

- saure saure saure | s&ure sdure saure
linie
HOHT x 5 5 24,6 59,2 6,8 1,8 2,4

CAS-3 !
HOLT x 4 3 17,4 72,1 4,0 1,3 2,8

CAS-3 '

[0029] Die ausgewahlten F2-Linien werden flr 5 bis 6 Generationen unter isolierten Bedingungen geselbstet,
um Kontaminationen zu verhindern. Die sich daraus ergebenden Generationen werden auf Basis des hohen
Oleinsdure- und Stearinsduregehaltes ausgewahlt. Die Thioesterase-Aktivitdt kann analysiert werden, um
beim Auswahlverfahren zu helfen. Auf 8hnliche Weise kann ein durch Marker unterstitztes Ziichten angewen-
det werden, um irgendein oder alle der drei Merkmale aufzufinden, um das Auswahlverfahren schneller zu ma-
chen. Verschiedene Marker, wie zum Beispiel der SSR-Mikrosatellit, ASO, RFLP und &hnliche, kénnen ange-
wendet werden. Die Verwendung von Markern ist nicht notwendig, da Standardtests zum Bestimmen der Ole-
insdure, der Stearinsaure und der Thioesterase-Aktivitdt bekannt sind. Jedoch machen einmal identifizierte
Marker das Auffinden von Merkmalen einfacher und sie werden friiher im Leben der Sonnenblumenpflanze
aufgefunden.

[0030] Die reinrassigen Sonnenblumenziichtungspflanzen erzeugen ein Ol mit einer dhnlichen Fettsdurezu-

sammensetzung wie die F2-Samen, die mit einem niedrigen Gehalt an gesattigter Fettsdure in der 2 Position
des TAG-Molekdls (Tabelle 5) ausgewahlt werden.
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Tabelle 5

Fettsaurezusammensetzung von Ol, TAG und sn-Positionen von ausgewahlten reinrassigen Ziichtungs-HS-
HO-Pflanzen. n.d. = nicht detektiert.

Fettsdurezusammensetzung (mol%)

Palmitin- Stearin- Olein- Linol- Arachin- Behen-

saure saure saure saure saure saure
Gesamt ol 5,5 24,9 57,8 8,2 1,7 1,8
TAG 5,6 26,1 57,6 7,4 1,6 1,7
sn-2- 1,7 1,9 87,4 9,0 n.d. n.d.
Position ’
“sn-1 und’
3-Posi- 7,2 33,1 46,8 7,3 2,7 2,9
tion ‘ '

[0031] Die Erfindung betrifft auch Sonnenblumenpflanzen, die Samen ausbilden, die das oben beschriebene
Ol der Erfindung und das Ol an sich enthalten, als auch Produkte, die aus den Samen erhalten werden, wie
zum Beispiel Mehl und zerkleinerte Samen.

[0032] Die Sonnenblumenpflanzen und Sonnenblumensamen der Erfindung sind durch ein Verfahren erhalt-
lich, das umfasst:

a) Bereitstellen von Samen, die ein Ol mit einem Stearinsduregehalt von mindestens 12 Gew.-%, auf Basis
des Gesamtfettsauregehaltes des Ols, aufweisen, durch:

i) mutagenische Behandlung von Sonnenblumensamen mit einem Stearinsduregehalt von weniger als
12%;

ii) Hervorbringen von Sonnenblumenpflanzen daraus, die bestaubt worden sind, um Samen hervorzubrin-
gen;

iii) Testen der Samen auf den gewiinschten Stearinsauregehalt; und

iv) wahlweise Wiederholen der Schritte b) und c);

b) Bereitstellen von Samen, die ein Ol mit einem Oleins&uregehalt von mindestens 40 Gew.-%, auf Basis
des Gesamtfettsduregehaltes des Ols, aufweisen und die eine Thioesterase-Aktivitit gegeniiber dem Stea-
royl-ACP aufweisen, die mindestens 10% der Thioesterase-Aktivitdt gegentber dem Oleoyl-ACP ent-
spricht;

¢) Kreuzen von Pflanzen, die aus den in Schritt (a) und (b) bereitgestellten Samen, herangezogen wurden;
d) Ernten der F1-Samen Nachkommenschaft.

Bevorzugt umfasst das Verfahren weiterhin die Schritte:

e) Pflanzen der Samen der F1-Nachkommenschaft, um Sonnenblumenpflanzen heranzuziehen;

f) Selbstbestduben der dadurch herangezogenen Sonnenblumenpflanzen, um F2-Samen hervorzubringen;
g) Testen der Samen auf das Vorhandensein eines Stearinsauregehalts im Ol von mindestens 12 Gew.-%,
und einem Oleinsauregehalt von mindestens 40 Gew.-% und einer Thioesterase-Aktivitat gegentiber dem
Stearoyl-ACP, die bei mindestens 10% der Thioesterase-Aktivitat gegeniiber dem Oleoyl-ACP liegt;

h) Pflanzen der Sonnenblumensamen mit den gewiinschten Niveaus beim Stearinsauregehalt, Oleinsau-
regehalt und der Thioesterase-Aktivitat, um Sonnenblumenpflanzen heranzuziehen;

i) Selbstbestauben der daraus herangezogenen Pflanzen, um F3-Samen hervorzubringen; und

j) wahlweise Wiederholen der Schritte g), h) und i) bis die gewiinschten Niveaus beim Stearinsduregehalt,
Oleinsauregehalt und der Thioesterase-Aktivitat gefestigt sind.

[0033] Winschenswerterweise liegt der Stearinsauregehalt bei mindestens 15 Gew.-%, bevorzugter bei min-

destens 20 Gew.-%.

[0034] Das Sonnenblumendl der vorliegenden Erfindung mit einem Oleinsauregehalt von mehr als 40
Gew.-% und einem Stearinsauregehalt von mehr als 12 Gew.-%, auf Basis des Gesamtfettsduregehaltes des
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Ols, kann durch Extrahieren von Ol aus den Samen erhalten werden. Das Verfahren schlie3t bevorzugt ein
Extraktionsverfahren ein, das keine wesentliche Modifikation des (Sonnenblumen)-Ols einschlieft.

[0035] Zusatzlich gibt es beim Extraktionsverfahren des Ols aus den Samen bevorzugt weder eine wesentli-
che chemische oder eine physikalische Modifikation noch findet eine enzymatische Neuordnung statt und be-
vorzugt auch kein wesentliches Aushérten des Ols.

[0036] Das Ol geméaR der Erfindung ist besonders geeignet, um in Nahrungsmittel verwendet zu werden. Nah-
rungsmittel, die fiir diesen Oltyp insbesondere verwendbar sind, schlieBen Brotaufstriche, Margarinen, Back-
fette, Sollen, Eiscreme, Suppen, Backwaren, StiRwaren und ahnliches ein. In diesen Nahrungsmitteln liegt die
Menge an Sonnenblumendl bevorzugt bei 3 bis 100 Gew.-% relativ zum Gesamtdlgewicht im Produkt. Wenn
es gemal der vorliegenden Erfindung verwendet wird, um einen Brotaufstrich zu bilden, wird das Sonnenblu-
mendl bevorzugt als fester Rohstoff in Mengen von 5 bis 20 Gew.-% verwendet.

[0037] Die Sonnenblumensamen der vorliegenden Erfindung sind an sich auch fir den menschlichen und tie-
rischen Verbrauch geeignet.

[0038] Das Ol der Erfindung mit einem Oleinsauregehalt von mehr als 40 Gew.-% und einem Stearinsaure-
gehalt von mehr als 12 Gew.-%, auf Basis des Gesamtfettsauregehaltes des Ols, eignet sich auch, um in kos-
metischen Produkten verwendet zu werden. Diese kosmetischen Produkte kdnnen bevorzugt Sonnenblumen-
O6lmengen von 3 bis 100 Gew.-% enthalten. Einige Beispiele dieser Kosmetikprodukte schliefen Cremes, Lo-
tionen, Lippenstifte, Seifenstlicke und Haut- oder Haardle ein.

[0039] Helianthus annuus-Pflanzen, die Samen mit dem gewiinschten Ol hervorbringen kénnen, kénnen
durch ein Verfahren ausgewahlt werden, dass a) das Auswahlen einer Anzahl von Helianthus annuus-Pflan-
zen, das Sammeln ihrer Samen, wobei ihr Ol einen Stearinséuregehalt von mindestens 12 Gew.-% und bevor-
zugt 18 Gew.-%, auf Basis des Gesamtfettsduregehaltes, aufweist; b) das Auswahlen einer Anzahl von Heli-
anthus annuus-Pflanzen, das Sammeln der Samen davon, die einen Oleinsauregehalt von mindestens 40
Gew.-%, auf Basis des im Samen vorhandene Oles, und eine Thioesterase-Aktivitat gegeniiber dem Stearo-
yl-ACP, die mindestens 10% der Thioesterase-Aktivitat gegeniber dem Oleoyl-ACP entspricht, exprimieren; c)
das Kreuzen der aus den Samen von (a) und (b) herangezogenen Pflanzen; und das Ernten der F1-Samen-
nachkommenschaft umfasst.

[0040] Zusatzliche Schritte schlief3en die Schritte ein: (d) Pflanzen der Samen oder Keimrettung (engl. em-
bryo rescue) der Keime der F1-Nachkommenschaft, die erhalten wurden, um F2-aufgespaltene Samen zu bil-
den; (e) Auswahlen solcher Pflanzen aus den F2-Samen, die Pflanzen entwickelten, die Samen mit einem Ole-
insduregehalt von mehr als 40 Gew.-% und einem Stearinsauregehalt von mehr als 12 Gew.-%, auf Basis des
Gesamtfettsauregehaltes des Ols, hervorbringen, wahlweise verselbsten der ausgewéhlten Pflanzen, um rein-
rassige Inziichtungen zu bilden.

[0041] F1-Hybridsamen kénnen durch ein Verfahren erhalten werden, dass a) das Pflanzen von Samen aus
zwei Inzuchten mit hohem Oleinsauregehalt von mindestens 40 Gew.-% und einer Thioesterase-Aktivitat ge-
genuber dem Stearoyl-ACP, die mindestens 10% der Thioesterase-Aktivitat gegeniiber dem Oleoyl-ACP be-
tragt, wobei eine von ihnen pollensteril sein kann, b) das Kreuzen der zwei Inziichtungen und c) das Ernten
der F1-Samen, die einen F2-Samen mit einem mindestens 40 Gew.-% Oleinsauregehalt und einem mindes-
tens 12 Gew.-% Stearinsauregehalt hervorbringen kénnen, umfasst.

[0042] Die vorliegende Erfindung umfasst ein Pflanzendl mit einer neuen und einzigartigen Fettsdurezusam-
mensetzung, das in einfach heranzuziehenden anbaubaren Sonnenblumenpflanzen erzeugt wird. Jedoch kén-
nen andere anbaubare Pflanzen mindestens Brassicaceen, Erdniisse, Palmen und andere Ol erzeugende
Pflanzen einschliefen. Wenn die Mutation ausgenutzt wird, um einen oder beide der Eltern herzustellen, sollte
die Pflanze fiir mutagenisch induzierte Veranderungen im Ol empfénglich sein. Die Rapssaat erfiillt, wie auch
die Sonnenblume, all diese Anforderungen, diese Anbaupflanzen sind derzeit einige der am besten verwend-
baren Anbaupflanzen fiir die Erzeugung dieser neuen und einzigartigen Fettsdurezusammensetzung im Ol ih-
rer Samen.

[0043] In dieser Anmeldung wird auf die folgenden Figuren Bezug genommen:

[0044] Fig. 1: Hydrolyse von Triacylglycerolen durch Lipase;
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[0045] Fig. 2: Plastid, das die Fettsaurebiosynthese in Olsamen zeigt;

[0046] Fig. 3: Gesteigerte Thioesterase-Aktivitat dargestellt als relative Aktivitat der Thioesterase gegenulber
dem Stearoyl-ACP und dem Oleoyl-ACP von HOHT und HOLT;

[0047] Fig. 4: Die F2-Segregation fur Stearin- und Oleinsduren aus der Kreuzung zwischen einer oleinsaure-
reichen mit hoher Thioesterase-Aktivitat gegentiber einer Stearoyl-ACP-Linie (HOHT) und einer stearinsaure-
reichen Linie (CAS-3);

[0048] Fig. 5: Die F2-Segregation fur Stearin- und Oleinsauren aus der Kreuzung zwischen einer oleinsaure-
reichen mit niedriger Thioesterase-Aktivitat gegenuber einer Stearoyl-ACP-Linie (HOLT) und einer stearin-
saurereichen Linie (CAS-3).

Definitionen

~SONNENBLUME" soll Helianthus annuus bedeuten.

,PFLANZE" soll die gesamte Pflanze und alle Pflanzen und Zellteile, einschlieRlich Pollen, Kern, OI, Keim,
Stangel, Kopf, Wurzeln, Zellen, Meristeme, Ovarium, Antheren, Mikrosporen, Embryonen, DNA, RNA, Bliten-
blatter, Samen und ahnliches, und Protoplasten, Callus oder Suspensionen von irgendetwas des oben ge-
nannten, einschlielen.

»,15DAF" soll 15 Tagen nach dem Aufblihen bedeuten.

,GESAMTFETTSAUREGEHALT" des Sonnenblumendls bezieht sich auf die Summe an C16:0, 18:0, 18:1,
18:2, 20:0, 22:0 und die Spuren von anderen &hnlichen Fettsauren, die gleichzeitig im Ol des Samens be-
stimmt werden.

,HOLT" soll bedeuten, das im Vergleich zum normalen Wildtyp-Sonnenblumensamen (Oleinsduremengen von
17%-20%) hohe bis mittelhohe (40%-90%) Oleinsduremengen im Ol vorliegen, wobei dabei ,NIEDRIGE THI-
OESTERASE-AKTIVITATSNIVEAUS" vorliegen. Eine ,HOLT-LINIE" ist eine Linie, insbesondere eine Sonnen-
blumenlinie, mit dem HOLT-Merkmal.

,HOHT" soll bedeuten, dass im Vergleich zu normalen Wildtyp-Sonnenblumendl (Oleinsduremengen von
17%-20%) hohe bis mittelhohe (40%-90%) Oleinsduremengen im Ol vorliegen, wobei dabei ,HOHE THIOES-
TERASE-AKTIVITATSNIVEAUS" vorliegen. Eine ,HOHT-LINIE" ist eine Linie, insbesondere eine Sonnenblu-
menlinie, mit dem HOHT-Merkmal.

,HOHE THIOESTERASE-AKTIVITATSNIVEAUS" soll Thioesterase-Aktivititsniveaus (15DAF) gegeniiber
dem Stearoyl-ACP bedeuten, die mindestens 10% der Thioesterase-Aktivitat gegentber dem Oleoyl-ACP aus-
machen. Demzufolge sollen ,NIEDRIGE THIOESTERASE-AKTIVITATSNIVEAUS" Niveaus bedeuten, die un-
ter den ,HOHEN THIOESTERASE-AKTIVITATSNIVEAUS" liegen.

In ,HS" soll bedeuten, dass Stearinsduremengen im Ol von mindestens 12 Gew.-%, und bevorzugt mindestens
15 Gew.-%, oder noch bevorzugter mindestens 18 Gew.-% oder sogar mindestens 20 Gew.-%, auf Basis des
Gesamtfettsauregehaltes, vorliegen. ,STEARINSAUREREICHE LINE" oder ,HS-LINIE" bedeutet eine Linie,
insbesondere eine Sonnenblumenlinie, mit dem HS-Merkmal.

-,HOHS" soll bedeuten, dass Mengen von tber 40% Oleinsaure und mindestens 12 Gew.-% Stearinsaure im
Ol vorliegen und das bevorzugt Mengen von mindestens 15 Gew.-%, noch bevorzugter mindestens 18 Gew.-%
oder sogar mindestens 20 Gew.-% Stearinsaure im Ol vorliegen. Eine ,HOHS-LINIE" bedeutet eine Linie mit
dem HOHS-Merkmal.

BEISPIELE EINFUHRUNG Herstellung von HS-Eltern

[0049] Um die HS-Eltern zu erhalten, kann ein Verfahren zum Herstellen von Sonnenblumensamen mit einem
erhohten Stearinsaure- und Oleinsauregehalt im Vergleich zu Wildtypsamen verwendet werden. Dieses Ver-
fahren schlie3t den Schritt des Behandelns von Elternsamen mit einem mutagenen Agens wahrend eines Zeit-
raums und in einer Konzentration ein, die ausreichend ist, um eine oder mehrere Mutationen im genetischen
Merkmal, das bei der Stearinsaure- oder Oleinsaure-Biosynthese beteiligt ist, zu induzieren. Dies fiihrt zu einer
erhohten Produktion von Stearinsdure- und/oder einer erhéhten Menge an Oleinsaure. Diese mutagenen
Agenzien schlieBen Agenzien, wie zum Beispiel Natriumazid oder ein alkylierendes Agens, wie Ethylmethan-
sulfonat, ein, selbstverstandlich kann irgendein anderes mutagenes Agens mit gleichen oder ahnlichen Wir-
kungen ebenfalls verwendet werden. Die behandelten Samen werden vererbbare genetische Veranderungen
enthalten. Diese mutierten Samen werden dann zum Keimen gebracht und Pflanzennachkommen werden dar-
aus entwickelt. Um die Merkmale in den Linien zu erhéhen, kann die Nachkommenschaft gekreuzt oder ge-
selbstet werden. Die Samen der Nachkommenschaft werden gesammelt und analysiert.
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[0050] Natriumazid und Ethylmethansulfonat wurden als mutagene Agenzien in Beispiel 1 verwendet. Meh-
rere Sonnenblumenlinien mit einem Stearinsauregehalt zwischen 12 und 45% sind erhalten wurden. In all die-
sen Fallen war die urspriingliche Sonnenblumenelternlinie, die fiir die Produktion der stearinsaurereichen Li-
nien verwendet wurde, RDF-1-532 (Sonnenblumensammlung des Instituto de Agricultura Sostenible, CSIC,
Cordoba, Spanien), die einen Stearinsduregehalt von 4 bis 7% im Samendl aufweist.

Auswahlen der HOHT-Eltern

[0051] Im Prinzip ist es ausreichend, Oleinsaure-Linien auf einen HOHT-Phenotyp zu screenen und diese Li-
nie entweder fir die Transformation oder fiir die Kreuzung mit einer stearinsaurereichen Linie zu verwenden,
um eine HOHS-Linie zu entwickeln. Eine geeignete Linie ist zumindest die HOHT-Elternlinie, die am 7. Sep-
tember 1999 bei der American Type Culture Collection (10801 University Boulevard, Manassas, Va
20110-2209) hinterlegt wurde und mit der Nummer PTA-628 ausgewiesen wurde.

Herstellen der HOHS-Linie

[0052] Samen mit dem HOHT-Merkmal oder dem Stearinsaure-Merkmal kénnen dann miteinander gekreuzt
werden, um die HOHS-Linie zu bilden. Gegebenenfalls kann es zusatzliche Zyklen der Keimung, Kultivierung
und des Selbstens geben, um die Homozygotie der Merkmale in den Linien zu festigen, und der Kreuzung und
des Sammelns von Samen.

MATERIALIEN UND VERFAHREN
Pflanzenwachstumsbedingungen

[0053] Sonnenblumensamen (Helianthus annuus L.) aus oleinsaurereichen Linien mit verandertem Fettsau-
regehalt im Samen wurden verwendet, um die Thioesterase-Aktivitaten gegeniber dem Stearoyl-ACP zu tes-
ten. Die Pflanzen wurden in Wachstumskammern bei einer Temperatur von 25/15°C (Tag/Nacht), einem
Licht-Dunkel-Zyklus von 16 Stunden und einer Photonenflussdichte von 300 Mikromol m™s™ kultiviert.

[0054] Die Samen fiir die Analysen wurden am 15. Tag nach dem Aufblihen geerntet und bei —20°C gelagert.
Radioaktive Reagenzien und Herstellung der Acyl-ACPs

[0055] 1-"*C-Oleinséure mit einer spezifischen Radioaktivitat von 2, 1 GBg/mmol und [9,10 (n)-*H]-Stearin-
saure mit einer spezifischen Radioaktivitat von 1,9 GBg/mmol wurden von der American Radiolabeled Chemi-
cals Inc. (St.Louis, Mo., USA) erhalten. Um das Fettsaurenatriumsalz herzustellen, wurde ein geeignetes Vo-
lumen an Fettsaureldsung in ein Glasréhrchen bertragen, das Lésungsmittel wurde unter einem Stickstoff-
fluss entfernt und der Rickstand wurde in 10% Triton X-100, 0,6 mM NaOH aufgenommen. Diese Lésung wur-
de flr eine Stunde bei 55°C erhitzt, um die Homogenitat sicherzustellen.

[0056] Die Acyl-ACPs wurden mittels einer Modifikation des enzymatischen Syntheseverfahrens von Rock
C.O. etal. (1981) Method Enzymology 72:397-403 hergestellt. Die Assays enthielten 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0),
0,4 M LiCl, 5 mM ATP, 10 mM MgCl,, 2 mM DTT, 130 microM Fettsdurenatriumsalz, 0,27 mM ACP-SH und 1,8
mU Acyl-ACP-Synthetase (die letzten beiden Bestandteile wurden bei Sigma-Aldrich Quimica S.A. Madrid,
Spanien, bezogen) in einem Endvolumen von 110 Mikrolitern. Die Reaktionsansatze wurden fir drei Stunden
bei 37°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der pH durch Zugabe von 1 Mikroliter an 3,6 M HCI auf 6,0 ange-
sauert, und die Mischung wurde mittels einer Modifikation des Verfahrens, das von Mancha M. et al. ((1975)
Anal. Biochem. 68:600-608) beschrieben wurde, von freien Fettsauren gereinigt, wobei das Verfahren aus dem
Zugeben eines gleichgroRen Volumens an Isopropanol und dreimaligem Waschen mit Hexan, das in Was-
ser/lsopropanol (1:1; v/v) abgesattigt wurde, besteht.

Herstellung von Rohextrakten fir Enzym-Assays und die Proteinbestimmung
[0057] Gefrorene Samen wurden geschalt und in einem Extraktionspuffer, der 20 mM Tris-HCI (pH 8,5), 2 mM
DTT und 5% (v/v) Glycerol enthalt (Dérmann P. et al. (1994) Biochim. Biophys. Acta 1212:134-136), bei 1 g an

Gewebe/10 ml Puffer, zermahlen. Die Proteinkonzentrationen wurden mittels eines Protein-Assay-Kits
(Bio-Rad) entsprechend den Empfehlungen der Hersteller mit BSA als Standard gemessen.
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Enzym-Assays

[0058] Die Acyl-ACP-Thioesterase-Aktivitat wurde in einem Endvolumen von 170 Mikrolitern unter Verwen-
dung von 130 Mikrolitern Rohextrakt untersucht. In Kontroll-Assays wurde das Rohextrakt weggelassen. Die
Reaktionsmischungen enthielten 20 mM Tris-HCI (pH 8,5), 5% Glycerol und 2 mM Dithiothreitol (DTT) und un-
terschiedliche Konzentrationen an Substraten (Stearoyl-ACP und Oleoyl-ACP). Die Inkubationen wurden bei
25°C fur 20 Minuten durchgefihrt. Die Reaktionen wurden durch die Zugabe von 170 Mikrolitern an 1M Essig-
saure in Isopropanol, das 1 mM Oleinsaure enthielt, gestoppt. Die Mischungen wurden dann dreimal mit He-
xan, das in Wasser/Isopropanol (1:1, v/v) abgesattigt wurde, gewaschen.

[0059] Die Acyl-ACP-Thioesterase-Aktivitat wurde durch Messen der Radioaktivitat der wassrigen Phase, die
die nicht hydrolisierten Substrate enthielt, bestimmt. Dann wurden 3 mm flissiger Szintillationssubstanz (be-
zogen bei National Diagnostics, Hessle, England) zugegeben und die Radioaktivitat wurde mittels eines Szin-
tillationszahlers (Rackbeta Il; LKB, Schweden) gemessen. Die Daten der Acyl-ACP-Thioesterase-Assays wur-
den der Michaelis-Menten-Gleichung durch nichtlineare kleinste-Quadrate-Regressionsanalyse unter Verwen-
dung von Microcal Origin 4.1 angepasst und auf P<0,05 korreliert, wie durch den angepassten Studenten-Test
bestimmt wurde. Vmax und Km wurden aus diesen Kurven abgeleitet.

BEISPIEL 1
Herstellung einer HS-Linie
1. Mutation mit EMS

[0060] Die Samen wurden mit einer LOsung aus 70 mM Ethylmethansulfonat (EMS) in Wasser mutagenisiert.
Die Behandlung wurde bei Raumtemperatur flir 2 Stunden unter Schutteln (60 rpm) durchgefihrt. Nach der
Mutagenese wurde die EMS-L6sung verworfen und die Samen wurden fir 16 Stunden unter Leitungswasser
gewaschen.

[0061] Die behandelten Samen wurden im Feld zum Keimen gebracht, und die Pflanzen wurden selbstbe-
staubt. Die von diesen Pflanzen gesammelten Samen wurden verwendet, um neue Sonnenblumen-Linien mit
Modifikationen in der Fettsdurezusammensetzung auszuwahlen. Durch Verwendung des Verfahrens von Gar-
ces, R. und Mancha M. ((1993) Anal. Biochem. 211, 139-143) wurde die Fettsdurezusammensetzung im Sa-
men durch eine Gas-Flissigkeits-Chromatographie bestimmt, nachdem die Fettsauren in ihre entsprechenden
Methylester umgewandelt wurden.

[0062] Eine erste Pflanze mit einem Stearinsauregehalt im Ol von 9 bis 17% wurde ausgewahlt. Die Nach-
kommen wurden fir finf Generationen, in denen der Stearinsauregehalt zunahm und das neue genetische
Merkmal im genetischen Material des Samens stabil gefestigt wurde, kultiviert. Diese Linie wird CAS-3 ge-
nannt. Der minimale und der maximale Stearinsauregehalt der Linie lag bei 19 beziehungsweise 35%. Der Ste-
arinsauregehalt von Ol, das aus Samen aus dieser Zelllinie extrahiert wurde, diirfte daher zwischen 19 und
35% liegen.

2. Mutation mit Natriumazid

[0063] Sonnenblumensamen wurden mit Natriumazid bei einer Konzentration von 2 mM in Wasser mutage-
nisiert. Die Behandlung wurde bei Raumtemperatur flir zwei Stunden unter Schiitteln (60 rpm) durchgefiihrt.
Dann wurde die Mutageneseldsung verworfen und die Samen wurden fur 16 Stunden mit Leitungswasser ge-
waschen.

[0064] Die Samen wurden im Feld ausgepflanzt und die Pflanzen wurden selbstbestaubt. Die Samen aus die-
sen Pflanzen wurden gesammelt, und die Fettsdurezusammensetzung wurde durch Gas-Flissigkeits-Chro-
matographie bestimmt, nachdem die Fettsduren unter Verwendung des in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
rens in ihre entsprechenden Methylester konvertiert wurden.

[0065] Die Samen aus einer Pflanze mit etwa 10% Stearinséaure im Ol wurden ausgewahlt und fir fiinf Gene-
rationen kultiviert. Wahrend dieses Verfahrens wurde der Stearinsduregehalt erhdht und das neue genetische
Merkmal gefestigt. Diese Linie wird CAS-4 genannt. Eine ausgewahlte Probe dieser Linie wurde analysiert,
was einen Stearinsauregehalt von 16,1% ergab. Die minimalen und die maximalen Werte lagen bei 12 bezie-
hungsweise bei 19%.
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Tabelle 6

Prozentsatz an Fettsaure

Linie Palmitinsaure Stearinsaure Oleinsd&ure Linolsaure
CAS-3 5,1 26,0 13,8 55,1
CAS-4 5,5 16,1 24,3 54,1

[0066] CAS-3 und CAS-4 sind bei der American Type Culture Collection mit den ATCC-Nummern 75968 be-
ziehungsweise 75969 hinterlegt.

BEISPIEL 2
Herstellung einer HSHO-Linie
1. Allgemeines

[0067] Sonnenblumenpflanzen wurden aus den Sonnenblumensamen der HOHT-Linie, Samen davon sind
unter ATCC (PTA-628) hinterlegt, herangezogen. Sonnenblumenpflanzen wurden auch aus den Sonnenblu-
mensamen von CAS-3 herangezogen. Die Linien wurden gekreuzt. Den Pflanzen wurde durch kinstliche Be-
staubung geholfen, um das Auftreten einer angemessenen Samenherstellung sicherzustellen. Der F1-Samen
wurde aus der HOHT-Linie oder umgekehrt erzeugt und geerntet. Die F2-Samen mit mehr als 20% Stearat und
mehr als 40% Oleat wurden ausgewahlt. Obwohl dies das Ol der vorliegenden Erfindung erzeugt, ist die Pro-
duktionsmenge begrenzt.

[0068] Deshalb sind gefestigte Inzuchtlinien, die Belege fiir Samen mit diesem Olprofil darstellen, wiin-
schenswert. Diese homozygoten gefestigten Inzucht-HSHO-Linien kbnnen dann gekreuzt werden, um Hybrid-
samen zu bilden, die F2-Samen hervorbringen werden, die die gewiinschten Olmerkmale der vorliegenden Er-
findung belegen.

[0069] Gegen Ende wurden die F1-Samen ausgepflanzt und die erzeugten Pflanzen wurden unter isolierten
Bedingungen geselbstet und der F2-Samen wurde hergestellt. Der F2-Samen wurde auf die drei Merkmale,
hohe Stearinsaure-, hohe Oleinsduremengen und hohe Thioesterase-Aktivitatsniveaus getestet. Der verblei-
bende Teil der Samen, die Belege fiir diese Merkmale darstellen, wurde verwendet, um Pflanzen heranzuzie-
hen, um F3-Samen zu bilden. Das Selbstungs-, und Untersuchungs- und Auswahlverfahren wird wiederholt,
um die gefestigte homozygote HSHO-Linie mit dem folgenden Fettsaureprofil C:16 5,4, C:18.0 24.8, C:18.1
58,5, C:18.2 7,2 zu entwickeln. Sobald das Merkmal gefestigt ist, kbnnen ahnliche HSHO-Linien gekreuzt wer-
den, um Hybridsamen mit beiden Merkmalen zu bilden.

[0070] GemaéR der Erfindung wurden Sonnenblumenpflanzen und -Samen, aus denen das Ol extrahiert wer-
den kann, mittels eines biotechnologischen Verfahrens erhalten. Dieser hohe Stearinsauregehalt ist ein ver-
erbbares Merkmal und ist ganz unabhangig von den Wachstumsbedingungen.

2. Erste Kreuzung

[0071] Eine Sonnenblumenpflanze wurde aus einem Sonnenblumensamen einer HOHT-Linie mit einem Ste-
arinsauregehalt 10,7 Gew.-% und einem Oleinsduregehalt von 74,6 Gew.-% herangezogen. Eine Sonnenblu-
menpflanze wurde auch aus einem CAS-3 Sonnenblumensamen herangezogen. Die Pflanzen wurden ge-
kreuzt. Den Pflanzen wurde durch kiinstliche Bestaubung geholfen, um das Auftreten einer angemessenen
Samenherstellung sicherzustellen. Der F1-Samen wurde aus der HOHT-Linie oder umgekehrt erzeugt und ge-
erntet.

[0072] Ein F1-Samen mit einem Stearinsauregehalt von 9,8 Gew.-% und einem Oleinsauregehalt von 80,7
Gew.-% wurde ausgewahlt. Dieser F1-Samen wurde ausgepflanzt und erzeugte eine Pflanze, die unter isolier-
ten Bedingungen geselbstet wurde und F2-Samen wurden erzeugt. Diese F2-Samen wurden auf ihre Olein-
und Stearinsauregehalter getestet. Ein Samen, der 23,6 Gew.-% Stearinsaure und 65,5 Gew.-% Oleinsaure
enthalt, wurde ausgewahlt.
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[0073] Dieser F2-Samen wurde ausgepflanzt und erzeugte eine Pflanze, die unter isolierten Bedingungen ge-
selbstet wurde und am 15DAF wurden verschiedene Samen gesammelt und auf ihre Stearoyl-ACP-Thioeste-
rase-Aktivitat analysiert. Pflanzen mit Samen, die mehr als 10% Stearoyl-ACP-Thioesterase in Bezug auf die
Oleoyl-ACP-Thioesterase-Aktivitat der gleichen Pflanze erbrachten, wurden ausgewahlt.

[0074] Ausgereifte Samen aus Pflanzen, die im vorherigen Schritt ausgewahlt wurden, und einen Stearinsau-
regehalt von mehr als 20 Gew.-% und einen Oleinsauregehalt von mehr 40 Gew.-% aufweisen, durchliefen wie-
derholt das Selbstungs-, das Screening- und das Selektionsverfahren, um die gefestigte homozygote stearin-
séurereiche, oleinsaurereiche Linie mit dem folgenden Fettsaureprofil im Ol zu entwickeln:

Palmitinsaure 7,8 Gew.-%;

Stearinsaure 24 Gew.-%);

Oleinsaure 57,7 Gew.-%;

Linolsaure 5,9 Gew.-%;

Arachinsaure 1,9 Gew.-%;

Behensaure 2,7 Gew.-%.

[0075] Sobald das Merkmal einmal gefestigt ist, kbnnen ahnliche stearinsaurereiche, oleinsaurereiche Linien
gekreuzt werden, um Hybridsamen mit den oben ausgewahlten Merkmalen zu bilden.

[0076] Eine Analyse der sn-2-Position und der sn-1,3-Positionen der TAG-Molekiile dieses Ols, zeigt die fol-
gende Verteilung an Fettsauren (in Gew.-%) an:

sn-2:

Palmitinsaure 3,3%;
Stearinsaure 3,4%;
Oleinsaure 88,8%;
Linolsaure 4,5%;
Arachinsaure 0%;
Behensaure 0%

sn-1,3:

Palmitinsaure 9%;
Stearinsaure 29,9%;
Oleinsaure 51,1%;
Linolsaure 4,7%;
Arachinsaure 2,3%;
Behensaure 3%.

[0077] Daher liegt die Gesamtmenge an gesattigten Fettsduregruppen in der sn-2-Position der TAG-Molekile
dieses Ols bei 6,7 Gew.-%.

3. Zweite Kreuzung

[0078] Eine Sonnenblumenpflanze wurde aus einem Sonnenblumensamen einer HOHT-Linie mit einem Ste-
arinsauregehalt von 8,4 Gew.-% und einem Oleinsauregehalt von 78,5 Gew.-% herangezogen. Eine Sonnen-
blumenpflanze wurde auch aus einem CAS-3 Sonnenblumensamen herangezogen. Die Pflanzen wurden ge-
kreuzt. Den Pflanzen wurde durch kiinstliche Bestaubung geholfen, um das Auftreten einer angemessenen
Samenherstellung sicherzustellen. Der F1-Samen wurde aus der HOHT-Linie oder umgekehrt erzeugt und ge-
erntet. Ein F1-Samen mit einem Stearinsduregehalt von 7,1 Gew.-% und einem Oleinsauregehalt von 84,6
Gew.-% wurde ausgewahlt. Dieser F1-Samen wurde ausgepflanzt und erzeugte eine Pflanze, die unter isolier-
ten Bedingungen geselbstet wurde und F2-Samen wurden erzeugt. Diese F2-Samen wurden auf ihren Olein-
saure- und Stearinsauregehalt getestet. Ein Samen, der 22,8 Gew.-% Stearinsaure und 64,8 Gew.-% Olein-
saure enthalt, wurde ausgewahlt.

[0079] Dieser F2-Samen wurde ausgepflanzt und erzeugte eine Pflanze, die unter isolierten Bedingungen ge-
selbstet wurde und am 15DAF wurden verschiedene Samen gesammelt und auf ihre Stearoyl-ACP-Thioeste-
rase-Aktivitat analysiert. Pflanzen mit Samen, die mehr als 10% Stearoyl-ACP-Thioesterase in Bezug auf die
Oleoyl-ACP-Thioesterase-Aktivitat der gleichen Pflanzen erbrachten, wurden ausgewahit. Ausgereifte Samen
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der Pflanzen, die im vorherigen Schritt ausgewahlt wurden, und einen Stearinsauregehalt von mehr als 20
Gew.-% und einen Oleinsauregehalt von mehr als 40 Gew.-% aufweisen, durchliefen wiederholt das Selbs-
tungs-, das Screening und das Auswahlverfahren, um die gefestigte, homozygote, stearinsaurereiche, olein-
saurereiche Linie mit dem folgenden Fettsaureprofil im Ol zu entwickeln:

Palmitinsaure 5,8 Gew.-%;

Stearinsaure 24,7 Gew.-%;

Oleinsaure 57,6 Gew.-%;

Linolsaure 8,2 Gew.-%;

Arachinsaure 1,8 Gew.-%;

Behensaure 1,9 Gew.-%.

[0080] Sobald das Merkmal einmal gefestigt ist, kbnnen ahnliche stearinsaurereiche, oleinsaurereiche Linien
gekreuzt werden, um einen Hybridsamen mit den oben ausgewahlten Merkmalen zu bilden.

[0081] Eine Analyse der sn-2-Position und der sn-1,3-Positionen der TAG-Molekiile dieses Ols, zeigt die fol-
gende Verteilung an Fettsauren (in Gew.-%) an:

sn-2:

Palmitinsaure 1,7%;
Stearinsaure 1,9%;
Oleinsaure 87,5%;
Linolsaure 8,9%;
Arachinsaure 0%;
Behensaure 0%

sn-1,3:

Palmitinsaure 7,2%;
Stearinsaure 33,2%;
Oleinsaure 46,9%;
Linolsaure 7,3%;
Arachinsaure 2,6%;
Behensaure 2,8%.

[0082] Daher liegt die Gesamtmenge an gesattigten Fettsduregruppen in der sn-2-Position der TAG-Molekile
dieses Ols bei 3,6 Gew.-%.

4. Dritte Kreuzung

[0083] Eine Sonnenblumenpflanze wurde aus einem Sonnenblumensamen einer HOHT-Linie mit einem Ste-
arinsauregehalt von 9,9 Gew.-% und einem Oleinsauregehalt von 81,2 Gew.-% herangezogen. Eine Sonnen-
blumenpflanze wurde auch aus einem CAS-3-Sonnenblumensamen herangezogen. Die Pflanzen wurden ge-
kreuzt. Den Pflanzen wurde durch kiinstliche Bestaubung geholfen, um das Auftreten einer angemessenen
Samenherstellung sicherzustellen. Der F1-Samen wurde aus der HOHT-Linie oder umgekehrt erzeugt und ge-
erntet.

[0084] Ein F1-Samen mit einem Stearinsauregehalt von 8,9 Gew.-% und einem Oleinsauregehalt von 82,3
Gew.-% wurde ausgewahlt. Dieser F1-Samen wurde ausgepflanzt und erzeugte eine Pflanze, die unter isolier-
ten Bedingungen geselbstet wurde und F2-Samen wurden erzeugt. Diese F2-Samen wurden auf ihren Olein-
saure- und Stearinsauregehalt getestet. Ein Samen, der 23,9 Gew.-% Stearinsaure und 64,0 Gew.-% Olein-
saure enthalt, wurde ausgewahlt.

[0085] Dieser F2-Samen wurde ausgepflanzt und erzeugte eine Pflanze, die unter isolierten Bedingungen ge-
selbstet wurde und am 15DAF wurden verschiedene Samen gesammelt und auf ihre Stearoyl-ACP-Thioeste-
rase-Aktivitat analysiert. Pflanzen mit Samen, die mehr als 10% Stearoyl-ACP-Thioesterase in Bezug auf die
Oleoyl-ACP-Thioesterase-Aktivitat der gleichen Pflanze erbrachten, wurden ausgewahlt. Ausgereifte Samen
der Pflanzen, die im vorherigen Schritt ausgewahlt wurden, und die einen Stearinsauregehalt von mehr als 20
Gew.-% und einen Oleinsauregehalt von mehr als 40 Gew.-% aufweisen, durchliefen wiederholt das Selbs-
tungs-, das Screening- und das Auswahlverfahren, um die gefestigte, homozygote, stearinsaurereiche, olein-
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saurereiche Linie mit dem folgenden Fettsaureprofil im Ol zu entwickeln:
Palmitinsaure 5,4 Gew.-%;

Stearinsaure 24,2 Gew.-%);

Oleinsaure 62,1 Gew.-%;

Linolsaure 4,7 Gew.-%;

Arachinsaure 1,6 Gew.-%;

Behensaure 2,0 Gew.-%.

[0086] Sobald das Merkmal einmal gefestigt ist kdnnen ahnliche, stearinsaurereiche, oleinsaurereiche Linien
gekreuzt werden, um Hybridsamen zu bilden, welche die oben ausgewahlten Merkmale aufweisen.

[0087] Eine Analyse der sn-2-Position und der sn-1,3-Positionen der TAG-Molekiile dieses Ols, zeigt die fol-
genden Verteilung an Fettsauren (in Gew.-%) an:

sn-2:

Palmitinsaure 1,8%;
Stearinsaure 3,3%;
Oleinsaure 89,6%;
Linolsaure 5,3%;
Arachinsaure 0%;
Behensaure 0%

sn-1,3:

Palmitinsaure 9,5%;
Stearinsaure 33,5%;
Oleinsaure 48,2%;
Linolsaure 4,3%;
Arachinsaure 2,2%;
Behensaure 2,3%

[0088] Daher liegt die Gesamtmenge an gesattigten Fettsduregruppen in der sn-2-Position der TAG-Molekile
dieses Ols bei 5,1 Gew.-%.

[0089] Die vorliegende Anmeldung betrifft genetisches Material, das Pflanzensamen umfasst, die das darin
enthaltende OlI, Mehl und zerkleinerte Samen einschlieRen, als auch das Verfahren zum Heranziehen der Sa-
men und der Pflanzen, die das Ergebnis des Heranziehens der Samen sind, und Pflanzen, die die Samen her-
vorbringen.
Patentanspriiche

1. Sonnenblumensamen, die ein Ol mit einem Olsduregehalt von mehr als 40 Gew.-% und einen Stearin-
sauregehalt von mehr als 12 Gew.-% auf Basis des Gesamtfettsduregehaltes des Ols enthalten, und wobei ein
Maximum von 10 Gew.-% der Fettsduregruppen in der sn-2 Position der TAG-Molekiile, die das Ol bilden, ge-
sattigte Fettsduregruppen sind.

2. Samen gemaR Anspruch 1, wobei die Samen ein Ol enthalten, das in der sn-2 Position der TAG-Mole-
kiile, die da Ol bilden, ein Maximum von 8 Gew.-% an geséttigten Fettsduregruppen aufweist.

3. Samen gemaR den Anspriichen 1 oder 2, wobei die Samen ein Ol enthalten, das in der sn-2 Position
der TAG-Molekiile, die das Ol bilden, ein Maximum von 5 Gew.-% an geséttigten Fettsduregruppen aufweisen.

4. Samen gemaR den Anspriichen 1-3, wobei der Olséuregehalt bei 55 bis 75 Gew.-% liegt.
5. Samen gemal’ den Anspriichen 1-4, wobei der Stearinsauregehalt bei 15 bis 50 Gew.-% liegt.
6. Samen gemal Anspruch 5, wobei der Stearinsauregehalt bei 20 bis 40 Gew.-% liegt.

7. Samen gemaR den Anspriichen 1-6, wobei das Ol ein Gesamtniveau an geséttigten Fettsduren von min-
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destens 20 Gew.-% hat.

8. Samen gemaR den Anspriichen 1-7, wobei das Ol einen Linolsduregehalt von weniger als 20 Gew.-%
hat.

9. Sonnenblumendl mit einem Olsauregehalt von mehr als 40 Gew.-% und einem Stearinséuregehalt von
mehr als 12 Gew.-% auf Basis des Gesamtfettsduregehaltes des Ols, und wobei ein Maximum von 10 Gew.-%
der Fettsduregruppen in der sn-2 Position der TAG-Molekiile, die das Ol bilden, gesattigte Fettsduregruppen
sind.

10. Ol wie in Anspruch 9 beansprucht, wie es in Sonnenblumensamen, wie in den Anspriichen 1-8 bean-
sprucht, enthalten ist,

11. Sonnenblumenpflanzen, herangezogen aus Sonnenblumensamen gemaf’ den Anspriichen 1-8.
12. Sonnenblumenpflanzen, die Sonnenblumensamen gemaf den Ansprichen 1-8 hervorbringen.

13. Verfahren zum Hervorbringen von Sonnenblumenpflanzen, die Samen wie in den Ansprichen 1-8 be-
ansprucht bilden, wobei das Verfahren umfasst:
a) Bereitstellen von Samen, die ein Ol mit einem Stearinsauregehalt von mindestens 12 Gew.-% enthalten
durch:
i) mutagenische Behandlung der Sonnenblumensamen mit einem Stearinsduregehalt von weniger als 12%,
ii) Hervorbringen von Sonnenblumenpflanzen daraus, die bestdubt worden sind, um Samen hervorzubringen,
iii) Testen der Samen auf der gewlinschter. Stearinsauregehalt und
iv) wahlweises Wiederholen der Schritte b) und c);
b) Bereitstellen von Samen, die ein Ol mit einem Olsauregehalt von mindestens 40 Gew.-% und einer Thioes-
terase-Aktivitdt gegenuber Stearoyl-ACP von mindestens 10% der Thioesterase-Aktivitat gegentiber Oleo-
yl-ACF enthalten;
¢) Kreuzen von Pflanzen, herangezogen aus den in Schritt (a) und (b) bereitgestellten Samen;
d) Ernten der F1-Samen Nachkommenschaft.

14. Verfahren wie in Anspruch 13 beansprucht, das weiterhin die Schritte umfasst:
e) Pflanzen der Samen der F1-Nachkommenschaft, um Sonnenblumenpflanzen heranzuziehen;
f) Selbstbestauben der dadurch herangezogenen Sonnenblumenpflanzen, um F2-Samen hervorzubringen;
g) Testen der Samen auf das Vorhandensein eines Stearinsauregehalts von mindestens 12 Gew.-%, eines OI-
sauregehaltes von mindestens 40 Gew.-% und einer Thioesterase-Aktivitat gegeniber Stearoyl-ACP von min-
destens 10% der Thioesterase-Aktivitat gegeniber Oleoyl-ACP;
h) Pflanzen von Sonnenblumensamen mit den gewiinschten Niveaus des Stearinséuregehaltes, Olsaurege-
haltes und Thioesterase-Aktivitat, um Sonnenblumenpflanzen heranzuziehen;
i) Selbstbestaduben der dadurch herangezogenen Sonnenblumenpflanzen, um F3-Samen hervorzubringen;
und
j) wahlweises Wiederholen der Schritte g), h) und i), bis die gewiinschten Niveaus des Stearinsduregehaltes
und Olséuregehaltes und der hohen Thioesterase-Aktivitat gefestigt sind.

15. Mehl oder zerkleinerte Samen, die von Samen gemal den Anspriichen 1-6 stammen.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

G— Stearinsgure G
Y ¥
_ L Lipase e
. Palmitinsiure ~- g ——— P:Ié?mn m- g + Stearinsiure + Linolsiure
: E
L — Linolsiute L
Figur1

17/21



DE 600 30280 T2 2007.10.11

Palmitinséure -
‘Cytoplasma
‘Stearinsaure
=373
B FASTI
Linolsgure h Oleinséure ‘Stearat-Desaturase
ﬂ Oleat-Desaturase
[ Thioesterase

Figur 2

18/21



=

L

= 401

g

8 7
20- /

.
18




DE 600 30280 T2 2007.10.11

100

804 %“N % HOHT
.2 ¢S Y

g
£ 60 - .?If‘f*“’. ’
3 ‘s‘o‘ 'Y ¢ * .
E 40 - ei .a\?“‘. : . ‘0
O ‘ 4 ¢ * 4 .
20 * o o v"om...
L ]
’0—.‘_——’ 1 ] ki
0 10 20 30
Stearinsiure (%)
Figur 4

20/21




DE 600 30280 T2 2007.10.11

100
HOLT
* T .
;~§ 80 - ot '?".}‘ oto
;; 6()‘ : ..<0 o 'S (::::)
:g ‘ L 2 J
£ 40 - o e
3 28
S 4. ‘vtv.., ‘
- ¢ :
0 - —y '
0 10 20 30
Stearinsiure (%)
Figur 5

21/21




	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

