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Einleitung

Insgesamt existieren weltweit ca. 450 unterschiedliche Virusspezies, die Krankheiten an
Pflanzen verursachen (Soosaar et al., 2005). Pflanzenviren stellen infektiose, invasive
Nukleinsduren dar, die als obligate Parasiten auf den pflanzlichen Wirtsstoffwechsel
angewiesen sind, um sich zu replizieren und damit Krankheiten zu verursachen. Durch
eine effektive Umprogrammierung pflanzlicher Stoffwechselwege fiir die Synthese
viraler Nukleinsduren, Proteine und weiterer Virusbestandteile erzeugen Pflanzenviren
iiber biochemische, und physiologische Verdnderungen im Wirt, auch ohne als Pathogen
selbst fiir das menschliche Auge sichtbar zu sein, erhebliche Schiden. Die wirtschaftliche
Bedeutung von Pflanzenviren steht heute an zweiter Stelle nach den phytopathogenen
Pilzen/pilzlichen Erkrankungen (Agrios, 1998). Nahezu alle landwirtschaftlich
bedeutenden Nutzpflanzen werden von Pflanzenviren infiziert. Dabei kann das
Pflanzenwachstum teilweise drastisch reduziert sowie Ertrag und Qualitit des Erntegutes
extrem verringert werden. Dies kann an verschiedenen Beispielen verdeutlicht werden.
So verursacht Cacao swollen shoot virus (CSSV) jéhrlich in Afrika einen geschitzten
Ernteverlust von 50.000 t. Kakaobohnen mit einem geschitzten Wert von 28 Mio US $
(Bowers et al. 2001). In den letzten 40 Jahren mussten ca. 1,9 x 10° Kakaobiume
vernichtet werden (Hull & Davies, 1992). Weiterhin werden in Asien Verluste durch die
Infektion von Reis mit Rice tungro sphaerical virus (RTSV) und Rice tungro bacilliform
virus (RTBV) in jahrlicher Hohe von ca. 1.5 Mrd. US § berichtet (Hull, 2002). Tomato
spotted wilt virus (TSWV), welches eine Vielzahl von wirtschaftlich bedeutenden
Kulturpflanzen wie Tabak, Tomate und Erdnuss befillt und zu den ,neuen”
Viruskrankheiten gezéhlt werden darf, wird auf einen jahrlichen weltweiten Verlust von
ca. 1 Mrd. US § geschitzt (Prins & Goldbach, 1998; Hull, 2002). Die wirtschaftlichen
EinbuBlen im weltweiten Kartoffelanbau durch Viruskrankheiten, trotz intensiver
Bekampfung der Virusvektoren, konnen auf jahrlich etwa 30 Mio. US $ angesetzt werden
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(Schuchert et al., 1996). Die jahrlichen Schidden an Gerste und Weizen durch das
Gerstengelbverzwergungsvirus Barley yellow dwarf virus (BYDV) allein im englischen
Getreideanbau belaufen sich auf ca. 1,1 x 10’ £ (Hull, 2002). Durch zunehmenden
Transport landwirtschaftlicher Produkte, Pflanzen, Vermehrungsmaterial, steigender
Produktion wund wachsender landwirtschaftlich and gartenbaulich genutzter
Erzeugungsflichen ist weltweit mit einer Zunahme von Schiaden durch Viruskrankheiten
an Kulturpflanzen bzw. deren Ernteprodukte auszugehen (Agrios, 1998).

Da Viruzide fiir den Pflanzenschutz nicht verfiigbar sind und daher eine virusinfizierte
Pflanze nicht geheilt werden kann, muss sich die Bekdmpfung auf eine Verhinderung
oder zumindest Reduktion der Infektion und damit auf die Bekdmpfung der
virusiibertragenden Vektoren (z.B. Insekten, Pilze, Nematoden) und die Beseitigung von
ungenutzten Zwischenwirten beschrinken (Haddidi et al. 1998). Eine besondere
Bedeutung besitzt dabei die Herstellung von virusfreiem Vermehrungsmaterial,
insbesondere bei vegetativ vermehrten Pflanzen. Die Kontrollmoglichkeit mit groBter
Bedeutung und Nachhaltigkeit, da 6konomisch und umweltfreundlich, stellt der Anbau
von Kulturpflanzen mit Virusresistenz dar. Zu bevorzugen ist dabei eine
Infektionsresistenz. Um aus Sorten einer Kulturpflanze oder ihren Wild- bzw.
Ursprungsformen natiirlich vorkommende Resistenzen zu selektieren und fiir den
kommerziellen Anbau in marktfdhigen Sorten nutzbar zu machen, muss ein immenser
wirtschaftlicher ~Aufwand betrieben werden. Teilweise sind jahrzehntelange
Zuchtprogramme erforderlich, um natiirlich vorkommende Virusresistenzgene in den
genetischen Hintergrund des entsprechenden Kulturpflanzengenotyps mit Hochstertragen
ohne Ertragsverluste bei Nichtbefall einzukreuzen. So sind z.B. in Europa von 1.6 Mio.
ha untersuchter Zuckerriibenanbaufliche ca. 38% mit dem bodenbiirtigen und
pilziibertragbaren Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) infiziert, welches die
O0konomisch bedeutende Wurzelbartigkeit (Rhizomania) erzeugt (Richard-Molard &
Cariolle, 2001).

Der wirtschaftliche Anbau von Zuckerriiben ist aufgrund einer Ertragsreduktion von bis
zu 40% nur durch den Anbau von resistenten Genotypen mdglich. Die hier einzig
verfligbare und daher groBflachig genutzte Resistenz stammt aus einer Wildform Beta
vulgaris ssp. maritima. Der Zeitraum von der Initiierung der Resistenzziichtung um 1970
bis zum kommerziellen Anbau von konkurrenzfdhigen Sorten in Deutschland kann mit
ungefdhr 25 Jahren angegeben werden (Bianchardi et al., 2002). Die Bedeutung und
Notwendigkeit der Resistenz wird durch die Tatsache unterstrichen, dass allein in
Deutschland mittlerweile auf ca. 65% der ca. 400.000 ha Anbaufldche ausschlieBlich
BNYVV-resistente Zuckerriibensorten angebaut werden (E. Ladewig, pers. Mitt., 2006).
Schon seit Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts besteht jedoch eine zusétzliche
Moglichkeit, eine Vielzahl von Kulturpflanzen, fiir die ein Transformationsprotokoll
besteht, tliber die transgene Expression von viralen Nukleinsduren durch das
Pflanzengenom, das pflanzeneigene adaptive Virusresistenzsystem, genannt ,,RNA
silencing®, bereits vor einer Virusinfektion anzuschalten und eine virusspezifische
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Infektionsresistenz zu erzeugen. Dieses Verfahren besitzt groBes Potenzial, eine Vielzahl
von ernsthaften Virusproblemen in der Pflanzenproduktion dauerhaft 16sen zu kdnnen.
Die Nutzung dieser Biotechnologie ist als nachhaltig einzustufen, weil durch sie in vielen
Féllen Pflanzenschutzmittel (Insektizide) zur Vektorbekdmpfung eingespart werden
konnten. Die Anstrengungen der Pflanzenziichtung zur Suche nach natiirlich
vorkommenden Resistenzen sowie der Aufwand fiir Einkreuzungen in die entsprechenden
Kulturformen konnten reduziert werden, weil Hochertragssorten direkt transformiert und
mit hoher Effizienz und relativ einfacher Selektion mit der transgenen Virusresistenz
ausgestattet werden konnen.

Kein natiirlich vorkommender pflanzlicher Resistenzmechanismus gegeniiber
Phytopathogenen ist derzeit so detailliert charakterisiert, wie das hier zugrunde liegende
und genutzte Prinzip des ,,RNA silencing™. Um die mogliche breite Nutzbarkeit dieses
Verfahrens zur Resistenzerzeugung besser beurteilen bzw. abschétzen zu kénnen und mit
Verfahren der klassischen Virusresistenzziichtung zu vergleichen, soll hier versucht
werden, eine Ubersicht der Entwicklung der Verfahren, der zugrunde liegenden
Mechanismen des ,,RNA silencing® und der bekannten Beispiele bereits kommerziell
genutzter transgener virusresistenter Pflanzen zu vermitteln. Dariiber hinaus sollen
weitere Prinzipien zur Herstellung transgener virusresistener Pflanzen, wie die
Ubertragung von identifizierten pflanzlichen antiviralen Resistenzgenen (R-Gene) und
die Pflanzentransformation mit virusspezifischen Antikdrpern vorgestellt und erfolgreiche
Resistenzerzeugung exemplarisch aufgezeigt werden. Die Vor- und Nachteile der
Techniken werden diskutiert; indem sie mit Verfahren der konventionellen
Virusresistenzziichtung verglichen werden.

Geschichte der Pathogen-vermittelten Resistenz  und ,,Cross-Protection”
(Praimmunisierung)

Schon seit vielen Jahrzehnten wird die (mechanische) Infektion von Kulturpflanzen mit
attenuierten Virusisolaten, die keine oder nur schwache Symptome und Schidigungen
verursachen, eingesetzt, um einen Schutz gegeniiber Isolaten des gleichen Virus zu
verleihen, die bei einer alleinigen Infektion diese Pflanze stark schiddigen wiirden
(McKinney, 1929). Dieses als Praimmunisierung (,,Cross-Protection®) bezeichnete
Prinzip wird im praktischen Anbau zum Schutz vor Viruserkrankungen zum Beispiel in
Citrus gegeniiber Citrus tristeza virus (CTV), in Cucurbitaceen wie Gurken und Melonen
gegeniiber Zucchini yellow mosaic virus (ZYMYV) oder in Papaya gegen Papaya ringspot
virus (PRSV) erfolgreich eingesetzt (Costa & Miiller, 1980; Matthews, 1991). Nachteile
dieses Verfahrens stellen die Ertragsreduktion durch die milden Isolate, die Bildung eines
Virusreservoirs und v.a. das Risiko der Reversion des ,milden” Isolates zu einem
,.schweren Isolat dar. Dariiber hinaus ist die Inokulation bei annuellen Pflanzen sehr
arbeitsaufwéndig. Dies sind entscheidende Griinde, warum das Verfahren bisher nicht zu
einer breiten Anwendung in anderen landwirtschaftlich bedeutenden Kulturen gefunden
hat. Mit der Praimmunisierung wurde jedoch schon unbewusst der pflanzeneigene
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Resistenzmechanismus, welcher auf ,,RNA silencing™ (s.u.) basiert, genutzt, der die
Grundlage der Erzeugung von transgenen virusresistenten Pflanzen, transformiert mit
viralen Sequenzen, darstellt (Covey et al., 1997; Ratcliff et al., 1997, 1999). Schon 1962
konnte von Loebenstein gezeigt werden, dass die alleinige Inokulation des gereinigten
Hillproteins des Tobacco mosaic virus (TMV) auf Wirtspflanzen schon einen Schutz
gegeniiber einer Infektion mit dem Virus verleiht. Das Konzept der Pathogen-vermittelten
Resistenz (,pathogen derived resistance’; PDR) durch gentechnische Einfithrung von
Genen des Pathogens in die jeweiligen Wirte wurde erstmals von Sanford & Johnston
(1985) am Beispiel von Escherichia coli und dem Bakteriophagen QP vorgeschlagen. Sie
transformierten das Hiillproteingen von Qp in das Genom von E. coli und erzeugten
damit Virusresistenz. Die Autoren postulierten ein prinzipielles System der Erzeugung
von Pathogenresistenz durch Expression eines Gens des Pathogens im Wirt durch die
Erzeugung einer Interferenz mit Prozessen der Pathogenvermehrung/Lebenszyklen des
Pathogens.

Protein-vermittelte Resistenz gegeniber Pflanzenviren

Dieses Prinzip wurde von Powell et al. (1986) aufgegriffen und das translatierbare
Hillproteingen (CP) des Tobacco mosaic virus (TMV) in Nicotiana tabacum
transformiert und damit eine Schutzwirkung gegen die mechanische Infektion mit TMV
erzeugt, die jedoch durch die Inokulation mit viraler RNA iiberwunden werden konnte
(Nelson et al., 1987). Powell et al. (1990) zeigten fiir das TMV, dass ausschlieB8lich das
exprimierte CP des TMV fiir den Resistenzeffekt verantwortlich ist. Loesch-Fries et al.
(1987) demonstrierten fiir das CP des Alfalfa mosaic virus (AIMV) und Hemenway et al.
(1988) am Beispiel des Potato virus X (PVX), dass die Konzentration des viralen
translatierten Hiillproteins einen Einfluss auf den beobachteten Resistenzeffekt ausiibt.
Dariiber hinaus konnte in beiden Fillen die Resistenz nicht mittels Inokulation von viraler
RNA iberwunden werden, welches darauf hinweist, dass der Mechanismus in
Abhingigkeit vom untersuchten Wirt-Virus-System unterschiedlich sein kann (Fitchen &
Beachy, 1993; Hemenway et al., 1988; Tumer et al., 1991). Hemenway et al., 1988
vermuteten eine Verhinderung der Freisetzung der viralen RNA nach Zelleintritt durch
das transgene Hiillprotein. Yusibov & Loesch-Fries (1995) postulierten eine Interaktion
des transgenen Hiillproteins mit einem Wirtsfaktor, welcher fiir die Disassemblierung des
Virus verantwortlich ist. Dies konnte am Beispiel der Hiillprotein-vermittelten Resistenz
gegeniibber TMV von Wu et al. (1990) bestdtigt werden. Bendahmane et al. (1997)
konnten zeigen, dass nur intaktes und assemblierungsféhiges TMV CP eine Resistenz
vermitteln kann. Daher wurde diese Resistenz in transgenen Pflanzen zunichst als
Hillprotein-vermittelte Resistenz  (,,coat protein-mediated resistance; CP-MR)
bezeichnet (Fitchen & Beachy, 1993; Hackland et al., 1994; Lomonossoft, 1995).

Aber auch mit der Verwendung von translatierbaren viralen Genen fiir
Nichtstrukturproteine wie Transportproteine und Replikasen in transgenen Pflanzen
konnte eine Protein-vermittelte Resistenz in verschiedenen Féllen demonstriert werden.
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Lapidot et al. (1993) zeigten, dass nur ein defektes Transportprotein des TMV in
transgenen Pflanzen Resistenz vermitteln kann, nicht jedoch das intakte. Cooper et al.
(1996) zeigten, dass mittels Expression von defekten Transportproteinen u.U. auch eine
breiter wirksame Resistenz erzeugt werden kann. Die Verwendung von intakten
translatierbaren Transportproteinen ist jedoch nachteilig, da sie Defektmutanten anderer
infizierender Viren komplementieren konnen. Funktionelle Sequenzen, die von viralen
Replikasegenen abgeleitet sind, konnen ebenfalls transgene Virusresistenz vermitteln
(zusammengefasst von Palukaitis & Zaitlin, 1997). Die Autoren vermuten eine
Interaktion zwischen der Replikase und anderen viralen Proteinen, die hemmende Effekte
auf die Virusvermehrung und Ausbreitung haben konnte.

Generell fiihrt jedoch eine Protein-vermittelte Resistenz (nur) zur Verzogerung des
Auftretens von Virussymptomen und geringeren Virusgehalten, jedoch seltener zu einer
Infektionsresistenz. Diese Methode der Erzeugung von transgenen virusresistenten
Pflanzen durch Transformation mit vollstdndigen translatierbaren viralen Genen wurde
jedoch mit Entdeckung des ,,RNA silencing” und der sich daraus ableitenden RNA-
vermittelten Resistenz nahezu aufgegeben, da sie keine Vorteile bietet. Dariiber hinaus ist
zu beriicksichtigen, dass funktionelle virale Proteine, die in jeder Pflanzenzelle exprimiert
werden, moglicherweise eine biologische Funktion iibernehmen, welche z.B. die
Replikation, Vektoriibertragbarkeit, Wirtskreis und Pathogenitit von superinfizierenden
Viren modifizieren oder Defekte komplementieren kann. Diese Effekte sind als
heterologe Enkapsidierung, Komplementation und Synergismus beschrieben (Tepfer,
2002) und konnen als mdogliche biologische Risiken von transgenen virusresistenten
Pflanzen betrachtet werden. Diese Phanotypen sind jedoch reversibel und verdndern nicht
das Genom von superinfizierenden Viren.

RNA-vermittelte Resistenz und ,,RNA-silencing*

Der Mechanismus

Eukaryotische Organismen, zu denen auch Pflanzen gehoren, miissen sich gegeniiber
fremden genetischen Elementen wie Pflanzenviren und Transposons (springenden Genen)
schiitzen (Voinnet, 2001; Hamilton et al., 2002). Generell handelt es sich bei ,,RNA
silencing“ um einen pflanzeneigenen Mechanismus zur Unterdriickung der
Fremdgenexpression, erzeugt liber nukleinsidurespezifische Interaktionen und vermittelt
durch RNA (Baulcombe 2004, 2005; Filipowicz et al., 2005). Mittlerweile sind eine
Vielzahl von Arbeiten zum Thema des “RNA silencing” in Pflanzen und dessen
Mechanismus publiziert worden. Auf verschiedene exzellente Ubersichtsartikel sei
verwiesen (Lindbo & Dougherty, 2005, Dunoyer & Voinnet, 2005, Dudley & Goldstein,
2003, Susi et al., 2004, Baulcombe et al., 2004).

Entdeckt wurde der Mechanismus in transgenen Pflanzen, die mit fremden Genen
transformiert waren (van der Krol, 1990; Napoli et al., 1990; Elmayan & Vaucheret,
1996). Zunichst wurde das Phinomen als Cosuppression bezeichnet, weil iiber die
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zusitzliche Expression eines pflanzeneigenen Gens in Form eines Transgens, beide Gene
in ihrer Expression abgeschaltet wurden. Durch den Mechanismus des ,,RNA silencing*
wird die transgene Expression tempordr und reversibel herunterreguliert, weil das
transgene Transkript von der Pflanze als (virale) invasive Nukleinsdure erkannt wird.
Dieser Mechanismus ist innerhalb der meisten eukaryotischen Organismen
hochkonserviert. Das Initiatormolekiil besteht aus doppelstringiger RNA (dsRNA)
(Wesley et al., 2001), welche jedoch auch aus aberranter und zellfremder einzelstrangiger
RNA in der Zelle selbst durch RNA-abhidngige RNA Polymerasen produziert werden
kann. ,,RNA silencing® richtet sich gegen sequenzhomologe invasive zelluldre RNAs und
darf daher als ein pflanzeneigenes Immunsystem bezeichnet werden, welches jedoch
nicht auf der Ebene der Proteine sondern auf Nukleinsdureebene funktioniert. Dieser
adaptive  Resistenzmechanismus  gegeniiber  Pflanzenviren, flihrt zu einer
sequenzspezifischen Degradation der Nukleinsdure des infizierenden Virus. DsSRNA wird
bei der Virusreplikation von RNA-Viren tempordr produziert und induziert
natiirlicherweise diesen Resistenzmechanismus bei jeder Virusinfektion in nahezu jedem
pflanzlichen System (Ding et al., 2004). Die dsSRNA wird durch eine pflanzeneigene
Endo-Ribonuklease (DICER) in kurze doppelstrangige ,.short interfering RNAs*
(siRNAs) mit definierten Langen von 21 und 24/25 Nukleotiden prozessiert (Hamilton &
Baulcombe, 1999; Tang et al.,, 2003). Die siRNAs werden in einen Multiprotein—
Komplex eingebunden, der als ,RNA-induced silencing complex’ (RISC) bezeichnet wird
und sequenzspezifische Nukleaseaktivitdt besitzt (Hammond et al., 2000). Ein siRNA
Einzelstrang hybridisiert sequenzspezifisch mit komplementirer RNA, wodurch deren
Degradation durch endonukleolytischen Verdau gestartet wird (Elbashir et al., 2001).

Ein wichtiger Beweis fiir die antivirale Aktivitit dieses Mechanismus ist die Tatsache,
das ,,RNA silencing* nicht zellautonom ist, sondern mittels eines systemischen Signals
(mit hoher Wahrscheinlichkeit verschiedene Klassen der siRNAs) zwischen Zellen und
mittels Leitbiindeln iiber ldngere Distanzen systemisch in der Pflanze induziert bzw.
potenziert werden kann (Palauqui et al., 1997; Voinnet & Baulcombe, 1997; Baulcombe,
2004; Voinnet, 2005). Das trotz dieses effektiven adaptiven Resistenzmechanismus nicht
alle Pflanzen per se virusresistent sind, liegt an der Tatsache, dass Pflanzenviren als
Abwehrstrategie Proteine evolviert haben, die dieses ,,RNA silencing® unterdriicken
konnen (Silhavy & Burgyan, 2004, Voinnet, 2005). Mittlerweile sind aus mehr als 12
verschiedenen Virusgenera Suppressorproteine des ,,RNA silencing® isoliert und
identifiziert worden. Auch diese Tatsache stellt einen weiteren wichtigen Hinweis dar,
dass es sich bei diesem Mechanismus der RNA Degradation um einen pflanzeneigenen
Mechanismus der Virusresistenz handelt (Silhavy & Burgyan, 2004, Li & Ding, 2001;
Voinnet et al., 1999; Moissiard & Voinnet 2004).

Die Erzeugung von transgenen virusresistenten Pflanzen mit RNA vermittelter
Resistenz

Nach der Erzeugung von ersten transgenen virusresistenten Pflanzen, die mit
vollstdndigen translatierbaren Genen viraler Herkunft ausgestattet waren und fiir die
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teilweise auch ein Resistenzmechanismus nachgewiesen werden konnte, der auf
Proteinexpression basierte, konnte ein Resistenzphinomen nachgewiesen werden,
welches nur auf Anwesenheit der transgenen viralen Nukleinsdure basierte (Lindbo et al.,
1993). Lindbo & Dougherty (1992) und Baulcombe (1994) fanden, sowohl unter
Verwendung von  Nichtstrukturgenen, wie auch von nichttranslatierbaren
Hiillproteingenen eine Resistenzwirkung ohne das Vorhandensein von viralem
translatierten Protein. Dabei konnten sie einen umgekehrten Zusammenhang zwischen
transgener Expression und erhaltener Resistenzwirkung feststellen. Bei diesem
Resistenzphdnomen ist ausschlieBlich die transgene RNA fiir die Resistenzwirkung
verantwortlich. Fiir die Resistenz wurde daher die Bezeichnung RNA-vermittelte
Resistenz bzw. ,,RNA mediated virus resistance” (RmVR) vorgeschlagen. (Dougherty
et al., 1994; English et al., 1996). Von Baulcombe (1996) wurde zuerst ein genereller
Mechanismus postuliert und in Pflanzen als “posttranscriptional gene silencing”
(PTGS) bezeichnet. Aufgrund von Konservierung der Mechanismen in verschiedenen
Zelltypen (z.B. Pflanzen, Warmbliiter und Pilze), wurde von Baulcombe (2004)
vorgeschlagen, den Oberbegriff des ,,RNA silencing“ zu verwenden. Der Mechanismus
des ,RNA silencing” kann in transgenen Pflanzen durch verschiedene Konstrukte
induziert werden und filhrt zu unterschiedlichen Formen der Resistenzausprigung. Es
konnen sowohl vollstindige nichttranslatierbare virale Gene in ,sense” als auch
»antisense® Orientierung Resistenz erzeugen. Spitere Arbeiten zeigten, dass auch schon
Genfragmente fiir diesen Zweck ausreichend sind. Fragmente viraler Gene miissen jedoch
eine Mindestldnge von ca. 400 bps aufweisen, um Resistenz erzeugen zu konnen (Pang et
al., 1997), oder mit einer moglicherweise Transkript stabilisierenden ,,silencer DNA
verldngert werden (Jan et al., 2000a und b). Die ausgepridgten Formen der Resistenz
variieren unabhingig vom transformierten Konstrukt aber abhéngig von der transgenen
Insertion im Pflanzengenom zwischen Anfilligkeit, ,,Recovery” Resistenz und
Infektionsresistenz (Hull, 2002). Bei einer ,,Recovery“ Resistenz erholen sich die
Pflanzen nach anfinglich auftretenden Symptomen von der Infektion und der Neuaustrieb
ist virusfrei. Einer moglichen Forderung nach breitwirksamer Resistenz steht die
Sequenzspezifitit des ,,RNA silencing® Mechanismus entgegen. Viren mit einer
Sequenzabweichung von mehr als 10% im Bereich der transgenen Sequenz werden von
dem Mechanismus nicht mehr erfasst (Prins, 2003). Daher wurde schon frith begonnen,
mit aneinander gereihten Genfragmenten verschiedener Virusspezies unter Kontrolle
eines Pflanzenpromotors, Resistenz zu erzeugen. Dies gelang erstmalig Prins et al. (1995)
und spéter Jan et al., (2000b).

Ein erhebliches Erschwernis bei der Pflanzentransformation stellte nicht nur die variable
zu selektierende Form der Resistenz dar, sondern auch eine mehr oder weniger geringe
Anzahl von Transformanden mit dem gewiinschten Phénotyp der Infektionsresistenz.
Diese Umstinde und Beobachtungen fiihrten Waterhouse et al. (1998) zur parallelen
Expression von viraler RNA in ,,sense” und ,,antisense* Orientierung in einem Locus und
dem Erhalt einer héheren Anzahl von Transformanden mit Infektionsresistenz. Smith et
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al. (2000) verwandten erstmalig virusabgeleitete Sequenzen in Form eines ,inverted
repeat® (IR), der durch ein selbstspleilendes Intron oder eine nichthomologe
Verbindungsregion getrennt war, zur Expression in transgenen Pflanzen. Dieses IR-
Konstrukt fiithrt zur Expression von selbstkomplementirer dsSRNA, die den Mechanismus
des ,,RNA silencing weitaus effektiver zu induzieren scheint, als ,sense” oder
nantisense” Konstrukte. Die Autoren konnten damit in 100% der regenerierten
Transformanten Resistenz etablieren. Wesley et al. (2001) konnten zeigen, dass die
minimale Lange der dsSRNA zur effizienten Induktion des ,,RNA silencing ca. 100 bps
betragen sollte. Durch die transgene Expression von dsRNA viraler Herkunft oder deren
Induktion wird der pflanzeneigene Resistenzmechanismus bereits vor einer
Virusinfektion angeschaltet und somit kann sequenzspezifisch eine Infektionsresistenz
erzeugt werden (Chen et al., 2004; Helliwell & Waterhouse, 2005).

Die RNA Viren repriasentieren die groffte Gruppe innerhalb der pflanzeninfizierenden
Viren. Jedoch werden auch eine Vielzahl von 6konomisch bedeutenden Krankheiten
durch DNA Viren verursacht, die sich nicht {iber replikative dsRNA Intermediate
replizieren. Daher waren die Versuche zur Erzeugung von RNA vermittelter
Resistenz/RmVR iiber die Expression von mRNA in ,,sense* Orientierung im Vergleich
zu RNA Viren weniger erfolgreich (Lomonossoff, 1995). Die Expression von verkiirzten
oder defekten Struktur- und Nichtstrukturproteinen, die in Wechselwirkung mit der
viralen Vermehrung treten, fithrten héufiger zu resistenten Pflanzen (Duan et al., 1997,
Hong et al., 1996, Noris et al., 1996, Brunetti et al., 2001). Da aber auch DNA-Viren ihr
Genom tiber mRNA zur Expression bringen, war die Transformation mit viralen Genen
in ,,antisense’ Orientierung ebenso erfolgreich, wie fiir RNA-Viren gezeigt (Bendahmane
& Gronenborn, 1997; Day et al, 1991; Bejarano & Lichtenstein, 1994).
Zusammengefasst stellt somit die dSSRNA Expression von viraler genomischer RNA oder
mRNA im Falle von DNA-Viren das zurzeit effektivste Konstruktionsprinzip fiir die
Herstellung transgener virusresistenter Pflanzen dar.

Dauerhaftigkeit und Risiken von RNA-vermittelter Resistenz

Ein mogliches Risiko fiir die Dauerhaftigkeit (neben der hohen Spezifitdt) ist das
Vorhandensein von viralen Suppressoren des ,,RNA silencing®, die durch wahrscheinlich
jedes Virus mit unterschiedlicher Funktion und Effektivitit kodiert werden (Moissiard &
Voinnet, 2004). Eine Pflanze, die {iber transgen induziertes ,,RNA silencing®™ Resistenz
gegen eine Virusspezies besitzt, kann selbstverstindlich weiterhin von anderen
Virusspezies, gegen die die Resistenz nicht wirksam ist, wie eine nichttransgene infiziert
werden. Exprimiert dieses Virus jedoch ein effizientes Suppressorprotein, kann die ,,RNA
silencing™ basierte Resistenz gegeniiber dem Zielpathogen unterdriickt und damit
unwirksam werden. Dieses Szenario konnte bereits experimentell belegt werden (Mitter
etal., 2001 und 2003; Savenkov & Valkonen, 2001).

Mischinfektionen unterschiedlicher Virusspezies in einer Wirtspflanze treten
natiirlicherweise hdufig auf. Daher ist das skizzierte Risiko nicht unwahrscheinlich und
kann méglicherweise nur durch Herstellung von transgenen Pflanzen mit einer auf ,,RNA
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silencing® basierten Mehrfachresistenz umgangen werden. Ein mogliches biologisches
Risiko von transgenen Pflanzen, die in jeder Zelle virale RNA exprimieren, stellt der
Mechanismus der viralen Rekombination dar, iiber den superinfizierende Pflanzenviren
sich Funktionen, die vom Transgen kodiert werden, aneignen konnten (Aaziz & Tepfer,
1999, Tepfer et al., 2002). Dies konnte theoretisch zu Viruskrankheiten mit verdnderter
Qualitdt fiihren, wenn das rekombinante Virus einen selektiven Vorteil (z.B.
Fitnessgewinn) aus dem Ereignis erhélt. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Funktion iiber
Rekombination {ibertragen wird, hidngt von der Art und Lange der transgenen Sequenz
viralen Ursprungs ab. Sie muss, um ein mogliches biologisches Risiko definieren zu
konnen, immer mit der Wahrscheinlichkeit fiir Rekombinationsereignisse in
natiirlicherweise auftretenden Mischinfektionen in nichttransgenen Pflanzen verglichen
werden. Derartige vermutete Ereignisse sind jedoch bisher nicht unter natiirlichen
Selektionsbedingungen nachgewiesen worden.

Die Freisetzung und kommerzielle Nutzung von transgenen virusresistenten
Pflanzen

Nachdem die ersten Arbeiten zur Herstellung von transgenen virusresistenten Pflanzen
basierend auf dem Prinzip der pathogenvermittelten Resistenz publiziert und als ein
Meilenstein der Virusresistenzerzeugung erkannt waren, wurden transgene virusresistente
Pflanzen einer Vielzahl von Pflanzenspezies mit unterschiedlichsten viralen
Nukleinséuren erzeugt und vor allem in den USA zahlreiche Freisetzungsexperimente
durchgefiihrt.

Seit Beginn der Zulassung von transgenen virusresistenten Pflanzenspezies 1994 in den
USA fiir den kommerziellen Anbau, wurden bis heute (Juli 2006) weltweit jedoch nur
Kiirbis, Papaya und Kartoffeln mit einer Resistenz gegeniiber Zucchini yellow mosaic
virus (ZYMV), Watermelon virus 2 (WMV2), Cucumber mosaic virus (CMV) und
Papaya ringspot virus (PRSV) bzw. Potato leafroll virus (PLRV) und Potato virus Y
(PVY) zugelassen. Bis auf die Resistenz gegeniiber PLRV durch Expression der viralen
Replikase waren alle anderen eingesetzten Gene virale translatierbare Hiillproteingene
(CP) (Tepfer, 2002; http://www.nbiap.vt.edu/cfdocs/biopetitions2.cfm).
Freisetzungsexperimente von transgenen virusresistenten Pflanzen sind jedoch mit
nahezu jeder landwirtschaftlich und vielen gartenbaulich genutzten Pflanzenspezies,
transformiert mit unterschiedlichen viralen Genen, durchgefiihrt worden. Die Internet-
Datenbank ,Information Systems for Biotechnology*
(http://www.nbiap.vt.edu/cfdocs/fieldtests3.cfm, Zugriff Juli 2006) beinhaltet 866
Freisetzungsversuche von transgenen virusresistenten Pflanzen in den USA seit 1987.
Darin findet sich eine Vielzahl von Freisetzungsexperimenten der wichtigsten
landwirtschaftlichen Nutzpflanzen mit transgen vermittelter Resistenz gegeniiber den
bedeutendsten Viruskrankheiten (Tabelle 1).
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Tab. 1: Freisetzungsexperimente in den USA von ausgewéhlten landwirtschaftlich
genutzten Kulturpflanzen mit grofler wirtschaftlicher Bedeutung,
ausgestattet mit transgener Virusresistenz *

Transgene Kulturpflanzenspezies

Zielvirus

Alfalfa
Erbse

Erdnuss
Gerste

Hafer
Kartoffel

Mais
Paprika
Pflaume
Salat
Sojabohne

SiiBkartoffel
Tomate

Wein

Weizen
Zuckerrohr

Zuckerriibe

Alfalfa mosaic virus (AMYV)

Pea enation mosaic virus (PEMV)

Bean yellow mosaic virus (BYMYV)
Tomato spotted wilt virus (TSWV)
Groundnut rosette assistor virus (GRAV)
Potato spindle tuber viroid (PStV)
Barley yellow dwarf virus (BYDV)
Barley yellow dwarf virus (BYDV)
Potato virus Y (PVY)

Potato leafroll virus (PLRV)

Potato virus A (PVA)

Tabacco ratte virus (TRV)

Maize dwarf mosaic virus (MDMV, MDMV-B)
Maize chlorotic mottle virus (MCMYV)
Cucumber mosaic virus (CMV)

Plum pox virus (PPV)

Lettuce mosaic virus (LMV)

Tomato spotted wilt virus (TSWV)

Bean pod mottle virus (BPMV)

Soybean mosaic virus (SbMV, SMV)
Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV)
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
Potato virus Y (PVY)

Cucumber mosaic virus (CMV)

Tomato mosaic virus (ToMV)

Beet curly top virus (BCTV)

Tomato spotted wilt virus (TSWV)
Tobacco mosaic virus (TMV)

Alfalfa mosaic virus (AMV)

Cauliflower mosaic virus (CaMV)
Grapevine fanleaf virus (GFLV)

Wheat streak mosaic virus (WSMV)
Barley yellow dwarf virus (BYDV)
Sorghum mosaic virus (StMV)
Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV)
Beet necrotic yellow vein virus (BNYVYV)

*Daten extrahiert aus http://www.nbiap.vt.edu/cfdocs/fieldtests3.cfm (Juli 2006)

Die hier dargestellte Auswahl zeigt, welche Bedeutung dieser Technologie in der
Forschung und modernen Pflanzenziichtung beigemessen wird und wie weit die
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Methodik der Pflanzentransformation fiir unterschiedlichste pflanzliche Spezies, die eine
Voraussetzung fiir die Nutzung der Technik darstellt, bereits fortgeschritten ist. Die
Griinde fiir die bisher fehlende breite kommerzielle/praktische Nutzung von transgenen
virusresistenten Pflanzen sind vielschichtig.

Einerseits fehlt es bisher an gesellschaftlicher Akzeptanz von genetisch modifizierten
Pflanzen oder daraus erzeugten Nahrungs- und Futtermitteln. Die dazu gefiihrte
politische, ethische und gesellschaftliche Diskussion soll jedoch nicht Gegenstand dieser
Ubersichtsdarstellung sein. Andererseits sind mit dem Anbau auch von transgenen
virusresistenten Pflanzen mdgliche biologische Risiken verkniipft (s.0.). Zu einer
detaillierten Diskussion dieser mdglichen Risiken sei auf exzellente Ubersichtsartikel
verwiesen (Tepfer & Balazs, 1997; Aaziz & Tepfer, 1999; Tepfer, 2002).

Erzeugung von Virusresistenz in transgenen Pflanzen durch Expression von
rekombinanten virusspezifischen Antikérpern

Die Palette der antiviralen Strategien durch Erzeugung von transgenen Pflanzen kann
durch Expression von rekombinanten Antikdrpern, die ein virales Protein physikalisch
binden und damit mit dem Vermehrungszyklus des Virus interferieren, komplementiert
werden. Schon 1993 konnten Tavladoraki et al. mit der Expression von rekombinanten
»single chain Fragment variable (scFv) Antikorpern gegen ein Tombusvirus, die
erzeugten transgenen Pflanzen teilweise gegeniiber einer Virusinfektion mit dem Virus,
gegen dessen Hiillprotein der Antikdrper gerichtet war, schiitzen und die
Symptomentwicklung verzdgern. Ahnliches konnte von Fecker et al. (1997) am Beispiel
von Nicotiana benthamiana Pflanzen transformiert mit spezifischen scFv Antikorpern
gegen das Hiillprotein von Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) beobachtet werden.
Effektiver kann die transgene Expression von scFv Antikdrpern gegen funktionelle
Nichtstrukturproteine, wie z.B. das virale Replikationsenzym, die RNA-abhéngige RNA
Polymerase (RARP) oder virale Protease, eine Virusinfektion verhindern (Boonrod et al.,
2004; Gargouri-Bouzid et al., 2006). Prins et al. (2005) zeigten jedoch auch, dass unter
Umstédnden mehrere Antikorper selektiert und auf ihre Resistenzvermittlung tlberpriift
werden miissen, bevor effektive Virusresistenz erhalten werden kann. Im Vergleich zu
Verfahren der RNA-vermittelten Resistenz besitzt diese Technik Nachteile, weil eine
Wirkungssicherheit aufgrund des noch fehlenden Verstindnisses der einzelnen Schritte
des Lebenszyklus unterschiedlicher viraler Spezies schwerer vorhersehbar ist und weil
mogliche biologische Risiken, die sich aus der artiibergreifenden Expression von
Antikorpern aus Warmbliiterorganismen in Pflanzen und damit in Nahrungsmitteln und
Tierfutter ergeben konnen, nur wenig untersucht sind.

Herstellung transgener virusresistenter Pflanzen durch Ubertragung von
Virusresistenzgenen (R-Gene) mittels Pflanzentransformation

In Gen-fiir-Gen Interaktionen zwischen Pflanzen und Pathogenen vermitteln dominante
oder semidominante R-Gene Inkompatibilitdt bei Vorhandensein von korrespondierenden
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Avirulenzgenen (Avr) auf Seiten des Pathogens. Dieser R-Gen basierte Mechanismus
vermittelt Resistenz gegeniiber Pilzen, Bakterien, Nematoden und Pflanzenviren. Die
natiirlich vorhandene monogene Resistenz stellt eine in vielen Féllen ziichterisch
nutzbare, wertvolle Mdglichkeit zur Kontrolle von Pflanzenkrankheiten dar. Fiir eine
Ubersicht zu Aufbau und Funktion von R-Genprodukten, die konservierte gemeinsame
Eigenschaften aufweisen, sei auf Ubersichtsartikel verwiesen (Hammond-Kosack &
Jones, 1997; Richter & Ronald, 2000; Soosaar et al., 2005). Zu den R-Gen vermittelten
Resistenzreaktionen/Verteidigungsantworten nach einer Virusinfektion gehort die
Extreme Resistenz (ER) und die Hypersensitive Resistenz (HR). ER funktioniert auf
Ebene der erstinfizierten Zelle(n), die R-Gen vermittelt die Replikation des infizierenden
Virus nicht unterstiitzen und somit eine Virusausbreitung verhindern. Beispiele stellen
Rx-Gene der Kartoffel gegeniiber Potato virus X dar, welche Resistenz auf
Protoplastenebene vermitteln (Bendahmane et al., 1997, 1999, 2000). Die HR umfasst
programmierten Zelltod im Bereich der Infektion. Dieser Zelltod manifestiert sich als
diskrete Lokalldsion. Die Virusreplikation beschriankt sich auf die Zellen der Lasion und
des umgebenden Bereiches. Damit ist die Pflanze vor einer systemischen Ausbreitung des
infizierenden Virus geschiitzt.

Das bekannteste Beispiel stellt das N-Gen aus Nicotiana glutinosa dar, welches eine HR
gegeniiber Tobacco mosaic virus TMV verleiht (Whitham et al., 1994). Pflanzliche R-
Genprodukte fithren zu einer direkten oder indirekten Erkennung von Avirulenz-
Determinanten/Genprodukten des Virus. Nur mittels einer Signaltransduktion, die iiber
spezifische primidre und sekundire ,Messenger Substanzen und Effektoren,
physiologische Verdnderungen und Transkriptionsaktivititen induziert, werden die
Resistenzreaktion und der Zelltod ausgelost. Wurde ein pflanzliches R-Gen isoliert und
ist seine Sequenz bekannt, so besteht prinzipiell die Moglichkeit, es in andere
Pflanzenspezies zu iibertragen, um dort eine vergleichbare Resistenz zu erzeugen. Dies
kann auf klassischem ziichterischem Weg, oder {iber Methoden der
Pflanzentransformation erreicht werden. Zum Beispiel konnte das Rx1 Gen aus Kartoffeln
(Solanum tuberosum) isoliert, erfolgreich in Nicotiana benthamina und Nicotinana
tabacum iibertragen werden und vermittelte dort Resistenz gegeniiber PVX (Bendahmane
etal., 1999).

Ein weiterer Beweis fiir die Funktionalitdt von isolierten R-Genen in heterologen Spezies
konnte von Whitham et al. (1996) am Beispiel der Ubertragung des N-Gens aus
Nicotinana glutinosa in Tomate (Lycopersicon esculentum) gefiihrt werden. Diese
Arbeiten zeigen exemplarisch, dass ein Transfer von R-Genen, in diesen Féllen innerhalb
der Familie Solanaceae, erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, weil andere Faktoren
der Signaltransduktion speziesiibergreifend vorhanden und funktionell sind. Auch andere
gegeniiber pilzlichen oder bakteriellen Pathogenen wirksame R-Gene wie Cf-9 und Pto
aus L. esculentum, die Resistenz gegeniiber Cladosporium fulvum (Cf-9; sieche auch den
Artikel von Stahl, Schmidt und Nehls in diesem Heft) respektive Pseudomonas syringae
pv. tomato (Pto) vermitteln, funktionieren nach Transformation in andere Spezies der
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gleichen Gattung wie Pto in Nicotiana spp. (Thilmony et al., 1995) und Cf-9 in Kartoffel
und Tabak (Hammond-Kosack et al., 1998).

Diese Beispiele fiir die erfolgreiche Ubertragung von R-Genen innerhalb einer Familie
demonstrieren, welche viel versprechenden Moglichkeiten die direkte Ubertragung von
pflanzlichen R-Genen mittels Pflanzentransformation zur Resistenzerzeugung im
Vergleich zur konventionellen Ziichtung bietet. Diese Beispiele lassen jedoch keine
verallgemeinernde Riickschliisse beziiglich der artiibergreifenden Funktionalitidt von
Signaltransduktionswegen der Resistenz zu, so dass fiir jede Ubertragung eines
identifizierten und isolierten R-Gens das Risiko besteht, im Zielorganismus aufgrund des
Fehlens von Einzelfaktoren der Signaltransduktion nicht zu funktionieren.

Weitere Verfahren

Eine Erzeugung von Virusresistenz in transgenen Pflanzen konnte durch die Expression
von verschiedenen anderen Genen erzeugt werden. Dazu gehort die Expression von
Ribosom-inaktivierenden Proteinen (Tumer et al., 1999) und von dsRNA spezifischen
Nukleasen (Watanabe et al., 1995). Auf die einzelnen Wirkungsmechanismen und eine
mogliche praktische Nutzung soll hier nicht weiter eingegangen werden, da bisher mit
keinem der untersuchten Verfahren eine mit dem ,RNA silencing vergleichbare
Wirkung erreicht werden konnte und keines der Verfahren andere Vorteile bieten kann.

Vor- und Nachteile von gentechnisch erzeugter Virusresistenz im Vergleich zu
konventioneller Resistenz gegentiber Pflanzenviren

Die in dieser Ubersicht vorgestellten Verfahren zur Erzeugung von Virusresistenz in
transgenen Pflanzen sollen an dieser Stelle mit natiirlich vorkommenden und mittels
klassischen Ziichtungsverfahren nutzbaren monogenen und polygenen Resistenzen
verglichen werden. Die Betrachtung soll dabei in der Hauptsache auf den Aufwand fiir
die Herstellung bzw. Nutzbarmachung der Resistenz, ihre Dauerhaftigkeit und breite
Wirksamkeit der Resistenz beschrinkt bleiben. Aspekte der biologischen Sicherheit
sollen zusammenfassend betrachtet werden (s.u.), sich auf das Transgen beschrinken und
Markergene ausklammern. Grundsétze der ethischen Bewertung oder der Akzeptanz von
genetisch verdnderten Pflanzen in der Gesellschaft konnen nicht Gegenstand dieser
Ubersicht sein.

Eine prinzipielle Voraussetzung fiir die Nutzung von ,,RNA mediated virus resistance”
(RmVR) ist ein vorhandenes Pflanzentransformationsverfahren (mit akzeptabler
Effizienz). Ein entscheidender Vorteil von transgenen virusresistenten Pflanzen ist die im
Vergleich zur konventionellen Ziichtung relativ einfache Resistenzerzeugung. Um die in
Wildformen der Kulturpflanze natiirlich vorkommenden Virusresistenzen mittels
klassischer Ziichtung nutzen zu konnen, miissen unter Umstdnden Kreuzungsbarrieren
iiberwunden werden, zumindest jedoch in mehrfachen Riickkreuzungen der genetische
Hintergrund der Wildform gegen den der Kulturform ausgetauscht werden, um die in
langjdhrigen Zuchtprogrammen erworbenen Eigenschaften der Hochertragssorten zu
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erhalten. Die transgene Virusresistenz kann dagegen direkt in (Hochleistungs-)
Zuchtlinien erzeugt werden. Ist die natiirlich vorkommende Resistenz polygen und sind
nicht alle FEinzelfaktoren (Major- und Minorgene) bekannt, so muss selbst bei
Vorhandensein von genetischen Markern oder einem einfachen Biotest fiir die Resistenz
ein sehr hoher Selektionsaufwand betrieben werden, um nicht Einzelfaktoren zu verlieren
und damit die polygene Resistenz zu schwéchen.

Die transgene Virusresistenz geht auf einen bekannten Locus zuriick, der, einmal iiber
Pflanzentransformation eingebracht, auch in einer nachfolgenden konventionellen
Zichtung leicht selektiert werden kann. Nicht vorhersehbar ist jedoch, ob der zugrunde
liegende Mechanismus des ,,RNA silencing® auch in spiteren Nachkommenschaften aus
klassischen Kreuzungen noch induziert sein wird. Auf einen Biotest zur Uberpriifung der
Virusresistenz kann daher wahrscheinlich auch weiterhin nicht verzichtet werden. Die
Vorteile der einfachen und relativ schnellen Resistenzerzeugung gelten ebenfalls fiir alle
anderen Verfahren, die Virusresistenz iiber Methoden der Pflanzentransformation
generieren (R-Gen Ubertragung, virusspezifische Antikdrper etc.).

Ein klarer Nachteil der RmVR ist die hohe Spezifitit bzw. die fehlende Wirksamkeit
gegeniiber Virusspezies mit einer Divergenz der Nukleinsduresequenz von ca. mehr als
10%. Vergleicht man jedoch diese Spezifitit mit der von natiirlichen Resistenzgenen (R-
Gene) so wird deutlich, dass in vielen Fillen monogene Resistenzen iiberwindende
Isolate sich in nur wenigen bis sogar nur einer einzigen Aminosdure im
Avirulenzgenprodukt unterscheiden und damit die Resistenz iiberwinden kdonnen, weil
das Avirulenzgenprodukt zum Pathogenitétsfaktor wird. Beispiele dafiir konnen fiir die
TMV Replikase und N (Padgett et al., 1997), das Tomato mosaic virus (ToMV)
Transportprotein und Tm-22 (Weber et al., 1993) sowie das PVX Hiillprotein und Nx
(Santa Cruz & Baulcombe, 1993) genannt werden. Pflanzenviren liegen als dynamische
Population einer so genannten Quasi-Spezies vor und sind durch hiufige Replikation in
der Lage sich sehr schnell an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen (Roossinck,
1997; Holland & Domingo, 1998; Garcia-Arenal et al., 2003). Ob eine natiirlich
vorkommende monogene Resistenz  schnell durch Isolate mit variablen
Avirulenzgenprodukten {iberwunden werden kann, héngt davon ab, welchen
Fitnessverlust das Virus durch die Mutation erwirbt. Dies gilt selbstverstdndlich auch fiir
die Uberwindung einer transgenen Resistenz, die durch Ubertragung von R-Genen oder
durch Transformation mit virusspezifischen Antikdrpern erzeugt wurde. Wie schnell
durch den Anbau von transgenen Pflanzen mit RmVR sequenzvariable und damit
resistenziiberwindenende pathogene Isolate oder Spezies selektiert werden, ist nicht
untersucht und kann nicht vorhergesagt werden. Bei Kenntnis eines Isolatspektrums einer
Virusspezies kann jedoch iiber Sequenzvergleiche ein hochkonservierter Bereich des
Genoms fiir die Transformation gewdhlt und damit die Wahrscheinlichkeit, schnell
resistenziiberwindende Isolate zu selektieren moglicherweise reduziert werden. Sollte
sich eine Spezifitit im Bereich von 10% Sequenzvariabilitit (Prins, 2003) in praktischen
Studien als reproduzierbar/sicher zeigen, wird sich eine transgene auf ,,RNA silencing®
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basierte Resistenz in diesem Punkt im Vergleich zu einer natiirlich vorkommenden
Resistenz als moglicherweise dauerhafter erweisen. Unbekannt ist jedoch, wie schnell
z.B. aus der Population eines Pflanzenvirus, welches iiber transgen induziertes ,,RNA
silencing® an einer systemischen Infektion gehindert wird, Mutanten selektiert werden,
die effektivere Suppressorproteine besitzen und damit in der Lage sind, die Resistenz zu
iiberwinden. Trotzdem kann bei etablierten effizienten Pflanzentransformationsverfahren
und Kenntnis der Sequenz eines aufgetretenen resistenziiberwindenden Virusisolates,
welches avirulente Isolate, in der Viruspopulation verdringt, weitaus schneller reagiert
werden, als mit konventionellen Verfahren. Eine mogliche Achillesferse der Nutzung von
RmVR stellt moglicherweise nur die Infektion der transgenen Pflanze mit anderen viralen
Spezies dar, gegen die die Resistenz nicht gerichtet ist und die fiir effektive
Suppressorproteine des ,,RNA silencing™ kodieren. Dies kann wahrscheinlich nur {iber
die Erzeugung von transgenen Mehrfachresistenzen gelost werden.

Gesamtbewertung und Ausblick

Zusammenfassend kann ausgesagt werden, dass alle hier vorgestellten
biotechnologischen Verfahren ohne Zweifel eine Bereicherung und Komplementation der
bisher verfiigbaren Mboglichkeiten zur Bekdmpfung von Viruskrankheiten an
Kulturpflanzen mittels konventioneller Resistenzziichtung darstellen. Betrachtet man die
moglichen biologischen Risiken von transgenen virusresistenten Pflanzen fiir die
einzelnen vorgestellten Verfahren und Techniken (s.0.) vergleichend, so wird deutlich,
dall Hiillprotein- oder Protein-vermittelte Resistenz aufgrund der Expression von viralen
Proteinen und den damit mdglicherweise verbundenen Risiken im Vergleich zur RNA-
vermittelten Expression mehr Nach- als Vorteile aufweisen und daher wahrscheinlich als
praktisch nutzbarer Ansatz zukiinftig keine wichtige Rolle spielen werden. Die Nutzung
von virusspezifischen Antikdrpern stellt einen interessanten und eleganten Ansatz dar, der
jedoch wahrscheinlich aus Erwidgungen der Nahrungsmittelsicherheit nicht genutzt
werden wird. Ganz anders dagegen die Ubertragung von R-Genen, die jedoch z.Zt. noch
einen sehr hohen Arbeitsaufwand fiir die R-Gen Identifizierung und Isolation erfordern.
R-Gene stellen aber einen erfolgversprechenden zukiinftigen Weg der (Virus-)
Resistenzziichtung dar, der wahrscheinlich frei von biologischen Risiken ist. Der im Falle
der Transformation mit viralen Sequenzen préiinfektionell induzierte adaptive
pflanzeneigene Virusresistenzmechanismus des ,,RNA silencing” stellt ein bisher
beispiellos elegantes System der Nutzung von biotechnologischen Verfahren zur
pflanzlichen Resistenzerzeugung dar. Betrachtet man mogliche biologische Risiken dieser
Technik, so kann konstatiert werden, dass es sich hier um das Verfahren mit den
vergleichbar geringsten biologischen Risiken handelt, da keine funktionellen viralen
Proteine, sondern nur kurze Genfragmente exprimiert werden. Damit ist selbst theoretisch
nicht davon auszugehen, dass mittels Rekombination Funktionen auf superinfizierende
Viren iibertragen werden konnen. Beziiglich Dauerhaftigkeit der Resistenz und
Variabilitét der Erreger stellen Viren generell die Pathogene mit der hochsten Variabilitét
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und schnellsten Anpassungsfahigkeit aufgrund der kompakten Genome und héaufiger
Replikation ohne Fehlerkorrekturfahigkeit dar. Anderseits kann die genetische
Variabilitdt einer Viruspopulation in vielen Féllen im Vergleich zu anderen
Pflanzenpathogenen relativ leicht erfasst werden und das Verfahren der RmVR erlaubt
unter Umstidnden zukiinftig ein flexibleres Resistenzmanagement als konventionelle
Resistenzziichtungsverfahren.
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