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Risikoaspekte gentechnisch erzeugter Virusresistenzen

Manuela Jdager und Barbara Weber

Synopsis

Viral plant diseases cause serious agricultural problems. As chemicals are not efficient against viral infections other
methods of plant protection are urgently needed. Genetic engineering of plants in order to establish virus resistance
deals with various strategies. Among these are the cloning of viral coat-proteins and of cDNA of viral antisense- and
satellite-RNA as well as of mutated forms of viral genes responsible for transport and replication.

Cloning of viral coat proteins aims at shifting the principle of premunisation into the plant. This method is used most
frequently. However, unexpected damages may be induced by conventional premunisation. Weakening of the plant,
aggravation of disease symptoms in mixed infections, or increased virulence of the viral strain used for
premunisation because of mutations in its genome have been observed. With respect to risk assessment it has to
be analysed whether similar results can be expected with transgenic plants containing genes for viral coat-proteins.
Ecological risks could arise from virus resistant transgenic plants by heterologous encapsidation of viruses and the
promotion of viral synergisms and recombination. Viruses with changed virulence, host-range, or pathways of
transfer may result and cause viral plant diseases with increased damaging potential.

Pflanzenviren, transgene Pflanzen, Prémunisierung, Synergismen, virale Hillproteine, heterologe Enkapsidierung,
Satelliten-RNA, dkologische Risikopotentiale

1. ntechnische Str ien zur Herstellung virusresistenter Pflanzen

Durch Viren verursachte Pflanzenkrankheiten stellen ein ernstes Problem beim Anbau von Nutzpflanzen dar.
Da es kaum chemische Bekampfungsmethoden gibt, kommt anderen MaBnahmen besondere Bedeutung zu.
Dazu zahlen Versuche, Pflanzen auf gentechnischem Wege Virusresistenz zu vermitteln. Bis Ende 1991 wur-
den weltweit ca. 70 experimentelle Freisetzungen mit transgenen Pflanzen zum Test ihrer Virusresistenz durch-
gefilhrt (DE GREEF 1992), und die Tendenz der Forschung auf diesem Gebiet ist stark steigend. Zur Herstel-
lung virusresistenter Pflanzen mit Hilfe gentechnischer Methoden werden eine Reihe unterschiedlicher Strate-
gien verfolgt.

- Die Gene viraler Hillproteine werden in die Pflanze kloniert, womit das Konzept der Pramunisierung in die
Pflanze hinein verlagert werden soll. Die konventionelle Pramunisierung beruht auf der empirischen Beob-
achtung, daB Infektionen mit schwach virulenten Stammen eines Virustyps eine nachfolgende Infektion mit
hoch virulenten Stammen des gleichen Typs abschwachen kdnnen (LOESCH-FRIES & al. 1987, VAN DUN
& al. 1988, COUZZO & al. 1988, HEMENWAY & al. 1988, ANDERSON & al. 1989, LAWSON & al. 1990,
OSBOURN 1990, LING & al. 1991, NAMBA & al. 1991, QUEMADA & al. 1991, NIDA & al. 1992). Die Wir-
kungsweise der Pramunisierung ist ungeklart (BREDERODE & al. 1991).

Eine weitere Mdglichkeit stellt die Klonierung von cDNA viraler Antisense-RNA dar (CUOZZO & al. 1988,
HEMENWAY & al. 1988). Eine Reihe verschiedener Wirkungsmechanismen wird diskutiert.

Virale Satelliten-RNA kann als cDNA in den Kern der Pflanzenzelle eingebracht werden. Dort soll sie die
Replikation des viralen Genoms hemmen (GERLACH & al. 1987, HARRISON & al. 1987, LOESCH-FRIES
& al. 1987, CUOZZO & al. 1988).

Virale Replikationsgene steuern die Vermehrung der viralen RNA oder DNA. Mutierte Formen dieser Gene
werden in den Zellkern von Pflanzen eingeschleust und sollen dort die Replikation der viralen DNA bzw.
RNA stéren (GOLEMBOSKI & al. 1990, MORI & al. 1992).

Transportproteine sorgen fiir die Verbreitung der Viren in der Wirtspflanze. Klonierungen mutierter Transport-

protein-Gene sollen diese Ausbreitung der Viren verhindern und die Infektion auf einen Teil der Pflanze
begrenzen (MORRIS & al 1991, DEOM & al. 1992).
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2, raktion wisch i Pflanz

Ein wichtiger Aspekt in Hinblick auf die 6kologischen Risikopotentiale transgener virusresistenter Pflanzen sind
die Wechselwirkungen von Viren mit ihren Wirten und Ubertragern. DAWSON (1992) faB8t anhand der relativ
gut untersuchten Tobamoviren zusammen, was sich bisher an Kenntnissen (ber die Wirkung dieser Pflanzenvi-
ren abzeichnet. Komplexe Wechselwirkungen zwischen Virus und Wirt treten auf:

- bei der Defintion des Wirtsbereichs,

- bei der Replikation des viralen Genoms,

- bei der Verbreitung der Viren innerhalb der Pflanze,

- bei der Verursachung von Krankheitssymptomen,

- bei der Induktion spezifischer Resistenzmechanismen

- und bei der Evolution von Viren, die bei Passagen auf unterschiedlichen Wirten spezielle Adaptationen
-erlangen kdnnen (HAJIMORAD & al. 1991).

Bei allen diesen Wechselwirkungen scheint ein sehr spezifisches Zusammenspiel der einzelnen viralen Pro-
teine mit Proteinen oder anderen Komponenten der Pflanzenzellen vorzuliegen. Bereits durch geringfigige Ver-
anderungen, wie dem Austausch einer oder einiger Basen im Virus- oder Wirtsgenom, kénnen sich sowohl der
Krankheitsverlauf als auch der Wirtsbereich entscheidend verandern. Jedoch sind weder die in Wechselwirkung
tretenden Komponenten noch die zugrundeliegenden, unter Umstanden multifunktionellen Gene annahrend voll-
sténdig identifiziert. Ebenso wenig sind die Mechanismen, die ihr Zusammenspiel regulieren, aufgeklart (DAW-
SON & al. 1988). Dies ware jedoch eine notwendige, wenn auch nicht hinreichende Voraussetzung fir zuverlas-
sige Voraussagen Uber die Folgen gentechnischer Eingriffe in diese Interaktionsmuster. Bei anderen Pflanzenvi-
ren scheinen ahnlich komplexe Wechselwirkungen mit den Wirtspflanzen vorzuliegen (PETTY & JACKSON
1990, MORIONES & al. 1991).

3. Il ne Risik ntial

Eine Reihe der Risikopotentiale, die mit transgenen virusresistenten Pflanzen verbunden sind, kénnen ganz all-
gemein bei Versuchen auftreten, in denen Pflanzen mit Hilfe gentechnischer Methoden Virusresistenz vermittelt
werden soll.

Virale Genome erscheinen auf den ersten Blick recht ibersichtlich. Jedoch ist ihre Funktionsweise weitgehend
unverstanden. Einerseits kommen Uberlappende kodierende Sequenzen vor, andererseits konnen sowohl nicht-
kodierende Sequenzen als auch Regionen in Strukturgenen Regulationsfunktionen haben (DAWSON & al.
1988, PACHA & al. 1992). Ein grundlegender risikorelevanter Aspekt ist zudem die Wandlungsféahigkeit der
Genome von Pflanzenviren. Sie unterliegen einer relativ hohen Mutationsrate, kénnen instabil sein und im gene-
tischen Austausch mit anderen Viren stehen. Gentechnische Eingriffe in dieses komplexe und nicht annahernd
verstandene Gefiige konnten schadliche Effekte hervorrufen.

Die Instabilitat viraler Genome kénnte z.B. unbeabsichtigt zur Entstehung von Viren mit gesteigertem pathoge-
nem Potential oder erweitertem Wirtsbereich fithren (LI & al. 1983). Modell dafiir sind beispielsweise spontane
Deletionen in einer RNA des Ribenadernvergilbungsvirus (beet necrotic yellow vein virus, BNYVV), die die
Schadwirkung des Virus erhéhen.

Dariiberhinaus ist das Risikopotential von Virusrekombinanten oder -varianten zu beriicksichtigen, die absicht-
lich erzeugt werden, um die Funktion einzelner Abschnitte viraler Genome zu untersuchen. So wurde beispiels-
weise das Gen N aus BNYVV in Blumenkohimosaikvirus (caulifiower mosaic virus) kloniert, das daraufhin eine
nekrotische Reaktion statt der typischen milden Mosaik-Symptome ausldste (JUPIN & al. 1992).

Die Klonierung viraler Hullprotein-Gene in transgenen Pflanzen ist die am haufigsten verfolgte gentechnische
Strategie zur Erzeugung von Virusresistenz. Sie wurde bereits an mindestens 12 verschiedenen Virusgruppen
getestet und wird vermutlich demnéachst fir marktreif gehalten werden. Der Mechanismus dieser Resistenz ist
jedoch nicht bekannt (NEJIDAT & BEACHY 1990) und scheint zudem in verschiedenen Virusgruppen unter-
schiedlich zu sein (CUOZZO & al. 1988, BEACHY & al. 1990, HEMENWAY & al. 1988).
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Das bruchstiickhafte Wissen Uber Pflanzenviren und virale Pflanzenkrankheiten sowie Erfahrungen, die bei kon-
ventionellen Pramunisierungen gesammelt wurden, weisen allerdings auf 6kologische Risikopotentiale transge-
ner Pflanzen mit Hillprotein-Genen hin. Bei konventionellen Pramunisierungen kdnnen unerwartete Schadwir-
kungen eintreten. Es wurden allgemeine Schwachungen der Pflanzen, Verstarkung der Krankheitssymptome
bei Mischinfektionen oder gesteigerte Virulenz durch Mutationen im Impfstamm beobachtet (TOLIN 1991, FUL-
TON 1986). Diese Probleme treten haufig erst nach jahrelanger Anwendung zum Vorschein. In einigen Landern
werden dennoch pramunisierende Impfstamme z.B. beim Anbau von Citrusfriichten eingesetzt (BAR-JOSEPH
& al 1989). In der Bundesrepublik ist die konventionelle Pramunisierung verboten.

Das Vorliegen viraler Hiillprotein-Gene und Hullproteine in transgenen Pflanzen kénnte folgende zusétzlichen
bzw. neuartigen 6kologischen Risikopotentiale bergen:

a) Beglinstigung von heterologen Enkapsidierungen (ROCHOW 1977)

Wird eine Pflanze gleichzeitig von zwei Virustypen infiziert, konnen heterologe Enkapsidierungen stattfin-
den. Dabei wird das genetische Material eines Pflanzenvirus entweder vollstandig von den Hillproteinen
eines anderen Virus ummantelt (Transkapsidierung) oder in ein Kapsid verpackt, das aus den Hillproteinen
beider beteiligter Viren besteht (phanotypisches Mischen). Da die Hullproteine das Wirtsspektrum der Pflan-
zenviren mitbestimmen, kénnen den betreffenden Viren neue Wirtspflanzen und Verbreitungswege erschlos-
sen werden (NAMBA & al 1991). Bei der Verbreitung dieser Viren spielen an Pflanzen saugende oder fres-
sende Insekten, Milben oder Nematoden eine wichtige Rolle. Diese stellen meist streng virus- und pflanzen-
spezifische Ubertrager dar (AGRIOS 1989).

b) Begiinstigung von Virusrekombinationen durch das Vorliegen von viralen Hullprotein-Genen in transgenen
Pflanzen
Viren, die nach der Infektion der transgenen Pflanze ein fremdes Hiillprotein-Gen von der Pflanze in ihr
eigenes Genom aufgenommen haben, kénnten ein verandertes Wirtsspektrum und/oder veranderte Ubertra-
gungswege aufweisen. Moglicherweise kdnnen diese Virusrekombinanten veréanderte Krankheitssymptome
hervorrufen, da die Hillproteine auBer der Verpackung des viralen Genoms weitere Funktionen erfillen.
Unter anderem beeinflussen sie die Krankheitssymptome und wirken bei der Ausbreitung der Viren in der
Pflanze mit. Diese Eigenschaften waren im Gegensatz zum Fall der heterologen Enkapsisierungen gene-
tisch verankert und kénnten auf Nachkommenviren weiter vererbt werden.

c) Beglinstigung viraler Synergismen

Virale Synergismen kénnen bei einer Koinfektion einer Pflanze mit zwei verschiedenen Viren unter Umstan-
den zu dramatischen Symptomverstarkungen fithren (WEIDEMANN & WIGGER 1985). Es gibt experimen-
telle Hinweise darauf, daB hierfiir die Hillproteine von Pflanzenviren wesentlich sein kénnen (VANCE
1991). Solche Effekte kdnnen aber auch von viralen Hillprotein-Genen ausgehen, die in Pflanzen kloniert
wurden. So kann der bewirkte Schutz in den transgenen Pflanzen sogar in das Gegenteil umschlagen
(ANDERSON & al 1989). Die Infektion mit heterologen Viren fiihrt dann zu einer Symptomverstarkung. Da
jede heterologe Infektion beziiglich dieser einklonierten viralen Hillprotein-Gene eine Doppelinfektion dar-
stellt, konnte dadurch die Haufigkeit solcher viraler Synergismen entscheidend erhéht werden.

d) Eine mégliche Ubertragung viraler Hiillprotein-Gene von den transgenen Pflanzen auf verwandte Wildpflan-
zen durch Hybridisierungen wirde die Zahl der Pflanzen, von denen die beschriebenen Mdoglichkeiten a) bis
c) ausgehen, erhdhen. Wildpflanzen mit den transferierten Genen diirften sich einer Kontrolle noch mehr
entziehen als Kulturpflanzen.

Die Klonierung viraler Hullprotein-Gene kann nicht als Resistenzvermittlungsstrategie gegen alle Pflanzenvi-
ren eingesetzt werden. Sie erwies sich z.B. gegen Viren, deren Hiille aus mehr als einen Proteintyp aufge-
baut ist, als unwirksam (NIDA & al. 1992). AuBerdem verleiht sie nicht immer vollstandige Resistenz (LING
& al. 1991) und ist in ihrer Schutzwirkung von klimatischen Parametern abhangig (BEACHY & al. 1990).

5. ndere Str ien hutzes vor Virusinfektion

Da die Klonierung viraler Hillprotein-Gene in Pflanzen nur in manchen Fallen erfolgversprechend und zudem
mit 6kologischen Risiken verbunden ist, werden auch andere gentechnische Strategien verfolgt, um Pflanzen
Virusresistenz zu vermitteln. Jedoch zeichnen sich auch bei diesen Ansatzen Skologische Risikopotentiale ab,
die im folgenden exemplarisch skizziert werden sollen.
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5.1 Transgene Pflanzen mit cDNA viraler Satelliten-RNA

Satelliten-RNAs kommen bei einigen Viren als zusatzliche Bestandteile der genomischen RNA vor. Sie sind fiir
die virale Replikation nicht notwendig und werden nur in Verbindung mit manchen Virusstammen gefunden
(GARCIA-ARENAL & al. 1987). Satelliten-RNAs sind jedoch zu ihrer Vermehrung und Enkapsidierung auf ein
Helfervirus angewiesen. Wie besonders am Gurkenmosaikvirus (CMV), das fur groBe wirtschaftliche Schaden
verantwortlich ist, untersucht, kann Satelliten-RNA die Symptome, die durch das Helfervirus verursacht werden,
verstérken oder auch abschwachen. Die jeweilige Wirkung hangt daher vom betreffenden Helfervirusstamm
(PALUKAITIS 1988), der Satelliten-RNA (JAQUEMOND & al. 1988, KUWATA & al. 1991) sowie der Pflanze ab
(WATERWORTH & al. 1979, MORIONES & al. 1992),

Der Unterschied zwischen Satelliten-RNAs, die in Verbindung mit einem bestimmten Helfervirusstamm auf
einer bestimmten Wirtspflanze schwache oder auch verstirkte Krankheitssymptome bewirken, kann auf sehr
wenigen Nukleotiden beruhen (MORIONES & al. 1991, KUWATA & al 1991, ZHANG & al. 1991). Durch eine
Passage in Wirtspflanzen kénnen sich die Sequenz und der Phanotyp von Satelliten-RNAs verandern
(GARCIA-ARENAL & al. 1987).

Der Einsatz dieser Strategie zur Etablierung von Virusresistenz in Pflanzen wirft eine Reihe offener Fragen auf:

- Kann die Satelliten-RNA in Verbindung mit anderen Virusstdmmen zu verstarkten Krankheitssymptomen fiih-
ren?

- Koénnen Mutationen der klonierten Sequenz ihre beabsichtigte Wirkung ins Gegenteil verkehren?

- Kann eine Rekombination der klonierten Sequenz mit viralen Genomen oder anderen Satelliten-RNAs zu
veranderten Systemen aus Satelliten-RNA/Helfervirus/Wirtspflanzen fihren, die schwerere Krankheitsver-
laufe bewirken?

- Kann der Transfer der klonierten Sequenz einer Satelliten-RNAauf andere Pflanzen in diesen die Abwehr
von viralen Infektionen schwachen?

5.2 Transgene Pflanzen mit viralen Replikase- oder Transportprotein-Genen

Risikoiiberlegungen zur Klonierung von mutierten Formen viraler Transport- oder Replikationsgene setzen
daran an, daB auch diese Viruskomponenten eine Rolle bei der Festlegung des Wirtsbereichs und fiir die
Schwere der Krankheitssymptome spielen kénnen. Wie im Fall der viralen Hillproteine und der Satelliten-RNA
besteht eine enge Verflechtung der viralen Strukturen und Funktionen mit denen der Pflanzen. Geringfigige
Veranderungen im Genom des Virus oder der Pflanze kénnen die Replikation und den Transport von Viren in
Pflanzen betreffen. Dabei kdnnen die Wechselwirkungen zwischen den viralen und pflanzlichen Komponenten
qualitativ umschlagen (DAWSON 1992, DEOM & al. 1992).

6. Fazit

Es gibt eine Reihe von Hinweisen auf ernstzunehmende 6kologische Risikopotentiale transgener virusresisten-
ter Pflanzen. Diese lassen sich ableiten von problematischen Erfahrungen, die mit konventionellen Pramunisie-
rungen gesammelt wurden, von Daten aus Laborversuchen und vom bisherigen Wissen iiber die Okologie von
Pflanzenviren und Uber virale Pflanzenkrankheiten, das zwar unvollstandig ist, jedoch auf komplexe Interaktio-
nen verweist.! Die diskutierten weitreichenden Gkologischen Risikopotentiale lassen ihre sorgfaltige Analyse vor
einer Freisetzung transgener virusresistenter Pflanzen als dringend geboten erscheinen.

' Im vorliegenden Beitrag werden diejenigen Wirkungen von viralen, in Pflanzen klonierten Sequenzen diskutiert, die sich aus
der Kenntnis ihrer Funktion im viralen Genom erschlieBen. Darlberhinaus kénnen jedoch weitere 6kologisch relevante Eigen-
schaftsverdanderungen der transgenen Pflanzen daraus resultieren, daB die Fremdgene nicht steuerbar an zufélligen Stellen
im Genom der Pflanzen integrieren. Im neuen Kontext kénnten sie selbst veranderte Wirkungen zeigen bzw. Funktionen oder
Regulationszusammenhénge des Pflanzengenoms verandern. Solche Effekte entziehen sich Prognosen.
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