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Okologische Risiken gentechnisch verianderter virusresistenter

Pflanzen'

Barbara E.G. Weber, Manuela Jager und Claudia Eckelkamp

Synopsis

Ecological Risks of Genetically Engineered Virus
Resistant Plants

Recent findings support some risk scenarios con-
cerning transgenic plants which express viral se-
quences. In plants transformed with viral coat pro-
tein genes heterologous encapsidation between virus-
es belonging to the same or different virus groups
was confirmed. Heterologous encapsidation of po-
tyviruses was shown to be more effective in plants
expressing potyviral coat proteins than in double in-
fected non transgenic controls. Viral symptoms may
be changed as well as aggravated and vector and host
ranges may be altered by heterologous encapsidation.
In particular, substantial damages may arise from het-
eroencapsidated viruses if coat protein transgenic
plants were cultivated on a commercial scale. Fur-
ther, recombination between cloned viral sequences
and infecting RNA-viruses was found. In some cases
recombinations were shown to alter viral symptoms,
to broaden the host range or to enhance the virus fit-
ness. Recombinant viruses may cause increased loss-
es in cultivated plants and affect wild plant popula-
tions, too.

plant viruses, virus resistant plants, heterologous
encapsidation, recombination, vector transmission,
plant host range

Pflanzenviren, virusresistente Pflanzen, heterologe
Enkapsidierung, Rekombination, Vektoriibertragung,
Wirtspflanzenkreis

! Die vorliegende Verdffentlichung baut auf eine 1996
erstellte, vom Umweltbundesamt/dem Bundesministerium
fiir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit geférder-
te Studie (ECKELKAMP, C., JAGER, M., WEBER, B.E.G.,
1997a: Risikoiiberlegungen zu transgenen virusresistenten
Pflanzen, Gutachten im Auftrag des Umweltbundesamtes,
UBA-Texte 59/97) auf.

1 Einleitung

Pflanzenviren sind fiir eine Reihe von Pflanzenkrank-
heiten verantwortlich, die zu Schdden und Ernteein-
buBen bei Nutzpflanzen fiihren. Ihre Schadlichkeit ist
AnlaB fiir die Suche nach Bekdmpfungsmethoden.
Nur in manchen Fillen stehen wirksame Vorsorge-
und Bekdmpfungsmafnahmen gegen virale Pflanzen-
krankheiten zur Verfligung.

Die Gentechnik verbindet den molekularbiologi-
schen Ansatz mit dem der Resistenzziichtung. Bisher
hing die Ziichtung von Resistenzen ab, die in Pflan-
zen entdeckt worden waren. lhrer Verwertung wird
durch Kreuzungsbarrieren zwischen verschiedenen
Pflanzenarten Grenzen gesetzt. Die gentechnische
Strategie geht dagegen in den meisten Féllen von
kurzen, einfach erscheinenden Genomabschnitten
pathogener Pflanzenviren aus. Diese werden ins
pflanzliche Genom integriert und koénnen Resistenz
gegen das homologe Virus und eventuell noch weite-
re, mit diesem meist verwandte Viren verleihen. Die
Idee der gentechnisch vermittelten, vom Pathogen
abgeleiteten Resistenz geht auf SANFORD & JOHN-
STON (1985) zurtick.

Im Zentrum der Risikoforschung zu virusresisten-
ten transgenen Pflanzen steht die Frage, ob die gen-
technischen Strategien zur Vermittlung von Virusresi-
stenz molekulare und populationsdynamische Prozes-
se beeinflussen konnten mit dem Potential, pathoge-
ne Pflanzenviren sowie virale Pflanzenkrankheiten
und Epidemien von erhdhter Schédlichkeit hervorzu-
bringen.

2 Gentechnische Strategien zur Vermittlung von
Virusresistenz

Es gibt eine Reihe unterschiedlicher Strategien, um
Pflanzen mit Hilfe der Gentechnik virusresistent zu
machen. In den meisten Fillen werden die Pflanzen
mit viralen Genomabschnitten transformiert. 94%
der Pflanzenviren sind RNA-Viren, von denen man
komplementére DNA-Sequenzen (cDNA) kloniert
(MATTHEWS 1991). Zumeist handelt es sich um
Gene, die fiir virale Hiillproteine kodieren. Aber
auch virale Replikations- und Transportproteingene
sowie Satellitensequenzen werden ins Pflanzen-
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genom integriert.2 AuBerdem werden proteinkodie-
rende virale Sequenzen in Antisense-Orientierung
kloniert.3 Noch relativ neu sind Forschungen zu den
Einsatzmdglichkeiten von Proteasen, Proteaseinhibi-
toren und Ribozymen.4 Ebenfalls einen neueren An-
satz stellt die Transformation mit nichtviralen Nuklein-
sduresequenzen dar, -die fiir tierische Antikorper,
Interferone oder 2’-5’-Oligoadenylat-Synthetase ko-
dieren (JAGER & WEBER 1993, HENRY & al. 1995).
Im folgenden liegt der Schwerpunkt der Darstel-
lung auf der Klonierung von viralen Hiillproteinen in
Sense-Orientierung als der bisher am weitesten ent-
wickelten und am hdufigsten gewdhlten Methode zur
Herstellung transgener virusresistenter Pflanzen.3

3 Grundlagen zur Beurteilung dkologischer
Risiken gentechnisch veranderter virus-
resistenter Pflanzen

Eine wichtige Grundlage zur Abschdtzung der 6kolo-
gischen Wirkungen transgener virusresistenter Pflan-
zen ist die Kenntnis der Funktion der klonierten vira-
len Nukleinsduresequenzen. Im Fall des Hiillproteins
(CP, coat protein) ist dies grundsdtzlich die Ver-
packung der viralen Nukleinsdure. Dariiber hinaus
haben Hiillproteine, oft zusammen mit anderen Vi-
ruskomponenten, von Virus zu Virus verschiedene
weitere Funktionen. Bei vielen Viren ist das CP fiir
die Ubertragung durch Vektoren essentiell und fiir
die Vektor- und Wirtsspezifitdt (mit)bestimmend. Dar-
iiber hinaus kann das CP bei manchen Viren am Zell-
zu-Zell- und am Langstreckentransport sowie regulie-
rend an der Replikation beteiligt sein. Bei manchen
Viren ist es — u.U. auch in Abhédngigkeit von der
Wirtspflanze — essentiell fiir einen systemischen In-
fektionsverlauf und beeinflut maRgeblich die Krank-

2 Satelliten-RNAs kommen bei manchen RNA-Viren zu-
sédtzlich zum Virusgenom vor. Sie kodieren fiir keine, fiir
das jeweilige Virus essentiellen Funktionen, kénnen
jedoch die Schwere und Symptomatik des Infektionsver-
laufs beeinflussen. Satelliten-RNAs benotigen ihrerseits
fiir ihre Replikation, Verpackung und Transmission ein
Helfervirus, mit dem jedoch keine signifikanten Sequenz-
iibereinstimmungen bestehen.

3 Antisense-Klonierungen fiihren dazu, daB die Protein-
biosynthese in umgekehrter Richtung verlduft, vom Ende
der kodierenden Sequenz zu ihrem Anfang. Dadurch
kann die Synthese des betreffenden Proteins in der
normalen Orientierung (Sense-Orientierung) gehemmt
werden.

4 Ribozyme sind RNA-Molekiile mit RNA-spaltender
enzymatischer Aktivitat.

heitssymptome der Wirtspflanze. Die verschiedenen
Funktionen, die Hiillproteine haben kénnen, sind im
Einzelfall oft nicht vollsténdig bekannt und konnen
auch nur selten bestimmten Abschnitten der Ami-
nosduresequenz zugeordnet werden (siehe 4.1.3.2).

Des weiteren wird die Folgenabschédtzung gen-
technischer Strategien zur Vermittlung von Virusresi-
stenz bei Pflanzen dadurch erschwert, daB die der
Resistenz zugrundeliegenden Mechanismen unbe-
kannt sind (ALLISON 1997). Es gibt offensichtlich je
nach kloniertem CP-Gen und infizierendem Virus
mehrere Mechanismen, die zu einer Stérung des In-
fektionszyklus fiihren kénnen (FITCHEN & BEACHY
1993, LINDBO & al. 1993, WILSON 1993, HACK-
LAND & al. 1994). Meist scheinen friihe Stadien des
Infektionszyklus betroffen. In Abhéngigkeit vom Klo-
nierten CP-Gen kann die Resistenz auf der CP-mRNA
oder dem Hiillprotein beruhen.

Ferner ist die Kenntnis der Epidemiologie der Vi-
ruskrankheiten von Pflanzen eine Voraussetzung fiir
eine Folgenabschdtzung transgener virusresistenter
Pflanzen in der Umwelt. An der Epidemiologie einer
Viruskrankheit sind Kulturpflanzen, Vektoren und
u.U. Wildpflanzen beteiligt. Die Vektoren der unter-
suchten Viren sind meist bekannt. Unklarheiten be-
stehen jedoch {iber die rdumliche und zeitliche
Reichweite der Ubertragungswege. So stellten ZEYEN
& BERGER (1990) fest, daB nichtpersistent {iber-
tragene Viren mit geringer Frequenz noch nach viel
lingeren Retentionszeiten, als bis dahin angenom-
men, {ibertragen werden koénnen.5 Beziiglich der
Wirtspflanzenkreise von Viren bestehen groBe Wis-
sensliicken, da Virusinfektionen von Wildpflanzen
héufig nicht erfalSt werden, vor allem wenn sie symp-
tomlos verlaufen. Wildpflanzen spielen jedoch in der
Virusepidemiologie eine wichtige Rolle. Sie bilden
eine Briicke fiir die schrittweise Verbreitung der
Krankheit von Feld zu Feld, stellen mégliche Virus-
reservoire dar und sind fiir die' Uberwinterung und
Vermehrung der Vektoren von Bedeutung.

Es ist auch wenig dartiber bekannt, welche popu-
lationsdynamischen Folgen virale Erkrankungen von
Pflanzen haben. Sie konnen sowohl Vor- als auch
Nachteile in der intra- und interspezifischen Konkur-
renz bringen. In manchen Fillen schiitzen Virusinfek-
tionen vor anderen Pathogenen, Herbivoren oder
Schédlingen.

5 Nichtpersistent iibertragene Viren werden durch Vek-
toren aus nahe der Oberfliche gelegenem Gewebe der
Pflanzen aufgenommen. Die Aufnahme ist bereits nach
sehr kurzer Saugzeit moglich. Das Virus kann anschlieBend
in der Regel sofort auf eine gesunde Pflanze iibertragen
werden. Die Ubertragung ist bis einige Zeit nach der
Virusaufnahme, d.h. innerhalb der sog. Retentionszeit,
durch den Vektor moglich.
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SchlieBlich wéren zur Einschitzung des Risikos
heterologer Enkapsidierungen in Hiillprotein-transge-
nen Pflanzen sowie viraler Rekombinationen in Pflan-
zen, in die virale Nukleinsduresequenzen kloniert
wurden, die Art und Héufigkeit dieser Ereignisse in
nichttransgenen Pflanzen eine wichtige Beurteilungs-
grundlage. Wie unter 4.1 und 4.2 dargestellt, fehlt
diese ebenfalls weitgehend.

4 Okologische Risiken transgener virus-
resistenter Pflanzen

Allgemein werden vor allem drei Risiken im Zusam-
menhang mit transgenen Pflanzen, die mit viralen
Nukleinsduresequenzen transformiert wurden, disku-
tiert.

1) Es kdnnen Synergismen zwischen dem klonierten
Gen bzw. Genprodukt und infizierenden Viren
auftreten. Pflanzen, in deren Genom virale gene-
tische Information integriert wurde, sind meist
gegen das Virus, von dem die klonierte Sequenz
stammt, und mit diesem verwandte Viren resi-
stent, nicht jedoch gegen nicht verwandte Viren.
Bisher ist kaum untersucht worden, in welchem
MaRe die Pflanzen Synergismen mit heterologen
Viren zeigen (PALUKAITIS & KAPLAN 1997). In
manchen Fillen wurden solche Effekte bei der
Transformation mit intakten viralen Replikase-
und Transportproteingenen beobachtet (TASCHNER
& al. 1991, COOPER & al. 1995). Virale Synergis-
men sind auch von Mischinfektionen nichttrans-
gener Pflanzen bekannt.

2) Des weiteren konnen in Pflanzen, die mit einem
viralen Hiillproteingen transformiert wurden, he-
terologe Enkapsidierungen auftreten. Dabei wird
die Nukleinsdure eines Virus, dessen Vermehrung
durch das klonierte Hiillprotein zumindest nicht
vollstdndig unterbunden wird, teilweise oder
ganz durch rekombinantes CP verpackt. Hetero-
loge Enkapsidierungen treten auch in Mischinfek-
tionen verschiedener Viren auf. Sie kénnen virale
Eigenschaften, die durch das Hiillprotein deter-
miniert oder beeinfluft werden, verdndern, wie
den Vektor- und Wirtsbereich und den Krank-
heitsverlauf.

3) SchlieRlich kénnen Rekombinationen zwischen
der in Pflanzen klonierten viralen genetischen In-
formation und infizierenden Viren stattfinden.
RNA-Rekombinationen sind prinzipiell moglich
und treten auch in Mischinfektionen verschiede-
ner Viren auf. Sie konnen zu Viren mit genetisch
verankerter erhohter Fitness und Pathogenitit so-
wie verdndertem Wirtsspektrum fiihren.

4.1 Heterologe Enkapsidierung

4.1.1 Heterologe Enkapsidierung in nichttrans-
genen Pflanzen

Heterologe Enkapsidierungen wurden hdufiger zwi-
schen Viren derselben Virusgruppe als zwischen Vi-
ren aus verschiedenen Virusgruppen festgestellt. Sie
treten aber auch zwischen nicht verwandten Viren
auf. Heterologe Enkapsidierungen scheinen bei ver-
schiedenen Virusgruppen unterschiedlich verbreitet
zu sein und unterschiedlich spezifisch zu verlaufen.
Bei Potyviren kommt es z.B. relativ leicht zu hetero-
logen Enkapsidierungen zwischen Viren dieser Grup-
pe. Luteo- und Nepoviren zeigen dagegen besonders
geringe Spezifitdt beziiglich der verpackten RNA
(COOPER & al. 1994, MAISS & al. 1994). Diese Be-
funde sind jedoch durch die unterschiedlich intensive
Erforschung verschiedener Viren(gruppen) beein-
fluBt.

Die heterologe Enkapsidierung kann einem trans-
missionsdefizienten Virus zur Ubertragung durch
Vektoren verhelfen.® BOURDIN & LECOQ (1991)
nehmen an, daB heterologe Enkapsidierungen z.B.
die Ubertragung und Aufrechterhaltung nichttrans-
missibler Virusisolate in der Umwelt erkldren konn-
ten. Von groBerer okologischer Bedeutung ist diesen
Autoren zufolge aber wahrscheinlich der Vektor-
wechsel, durch den einem Virus ein anderer Wirtsbe-
reich erschlossen werden kann.

Verschiedene transmissionsdefiziente Viren wer-
den in Mischinfektionen durch heterologe Enkapsi-
dierung vektor{ibertragbar. So kann das Lettuce
speckles mottle virus (LSMV) prinzipiell einen
groBen Kreis von Wirtspflanzen infizieren. Es ist je-
doch in seiner Verbreitung begrenzt, weil es allein
nur mechanisch iibertragbar ist. In Mischinfektionen
mit dem Westlichen Riibenvergilbungsvirus (Beet we-
stern yellows Luteovirus, BWYV) kann es zu hetero-
loger Enkapsidierung von LSMV kommen. LSMV
wird dann durch Myzus persicae tibertragbar und er-
schlieRt sich auf diese Weise einen groReren Wirts-
kreis (FALK & al. 1979).

Virusgenome und sekunddre virusassoziierte
RNA-Spezies, die wie Umbraviren und Satelliten-
RNAs fiir ihre Verpackung auf ein heterologes CP an-
gewiesen sind und erst dadurch vektortransmissibel
werden, kénnen evolutiondr und 6kologisch erfolg-
reich sein.

Wirtskreiserweiterungen koénnen sowohl Nutz-
als auch Wildpflanzen betreffen und somit landwirt-
schaftlich und 6kologisch relevante Folgen haben.

6 Transmission: Vektoriibertragung
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4.1.2 Heterologe Enkapsidierungen in Hiill-
protein-transgenen Pflanzen
Heterologe Enkapsidierungen wurden auch in CP-
transgenen Pflanzen gefunden, und zwar zwischen
RNA und Hiillproteinen von Viren derselben Virus-
gruppe im Fall der Potyviren (FARINELLI & al. 1992,
LECOQ & al. 1993, MAISS & al. 1994) wie auch zwi-
schen Viren verschiedener Gruppen. So wird das
Gurkenmosaikvirus (Cucumber mosaic Cucumovirus,
CMV) in Tabakpflanzen durch transgen exprimiertes
CP des Luzernemosaikvirus (Alfalfa mosaic virus,
AMV) verpackt (CANDELIER-HARVEY & HULL 1993).
Bisher gibt es nur eine systematische Untersu-
chung zur Frage, ob heterologe Enkapsidierungen in
CP-transgenen Pflanzen hdufiger vorkommen als in
mischinfizierten Pflanzen und ob eventuell auch
neue heterologe Enkapsidierungen stattfinden, die in
Mischinfektionen nicht auftreten (MAISS & al. 1994).
Dabei wurden heterologe Enkapsidierungen durch
das CP des Scharkavirus (Plum pox Potyvirus, PPV)

in transgenen und doppelt infizierten Nicotiana bent-

hamiana Pflanzen verglichen. Die Rate heterologer
Enkapsidierungen der untersuchten Potyviren war in
den transgenen Pflanzen stark erhéht. Die mit Po-
tyviren nicht verwandten untersuchten Vertreter der
Potex-, Tobamo- und Furovirusgruppe wurden weder
in den transgenen noch in den nichttransgenen Pflan-
zen durch PPV-CP heteroenkapsidiert.

In den mit Potyviren und Viren anderer Virus-
gruppen doppelt infizierten nichttransgenen Ver-
suchspflanzen wurden bis zu 4,2% mit PPV-Antise-
rum markierte Partikel als unspezifische Reaktion
eingestuft. Sollten entsprechende Ergebnisse bei den
mit verschiedenen Potyviren doppelt infizierten
Pflanzen ebenfalls eine unspezifische Reaktion anzei-
gen, wdren bei drei der sieben untersuchten Potyvi-
ren heterologe Enkapsidierungen nur in den transge-
nen und nicht in den nichttransgenen Pflanzen auf-
getreten.

4.1.3 Risikoszenarien zu heterologen Enkapsi-
dierungen

4.1.3.1 Verdnderter Infektionsverlauf

Wenn das Hiillprotein eines organ- oder gewebespezi-
fischen Virus in einer transgenen Pflanze in allen
Pflanzenteilen exprimiert wird, kann ein anderes Vi-
rus, dessen Infektion auf andere Gewebe oder Orga-
ne beschrdnkt ist, mit diesem CP wechselwirken, mit
dem es normalerweise nicht in Kontakt kommt. Da-
durch konnte die Organ- oder Gewebespezifitdt von
Viren verdndert oder aufgehoben werden, und es
kénnten neue Schadbilder resultieren.

Das Hiillprotein ist in vielen Féllen fiir den
Langstreckentransport im Phloem essentiell. Die Ge-
schwindigkeit einer systemischen Infektion kann
ebenfalls CP-abhéngig sein und ist manchmal ent-

scheidend fiir ihren Erfolg. Durch heterologe Enkap-
sidierung mit transgen exprimiertem CP konnte der
Virustransport komplementiert und die systemische
Infektion beschleunigt werden. AuBerdem konnte es
einem Virus auch die systemische Verbreitung in
Wirtspflanzen ermoglichen, in denen es sonst dazu
nicht in der Lage ist.

Bisher wurden zwar bei einigen Viren (z.B. beim
Trespenmosaikvirus, Brome mosaic Bromovirus,
BMV) Bereiche des Hiillproteins identifiziert, die fiir
eine systemische Infektion essentiell sind, jedoch
konnen dies in Abhdngigkeit von der Wirtspflanze
unterschiedliche Bereiche sein (FLASINSKI & al.
1995). Ein biologisches Containement durch die Klo-
nierung entsprechend mutierter CP-Gene scheint da-
mit nicht moglich.

4.1.3.2 Verdnderte Vektoriibertragung und Wirts-
pflanzenkreise

In CP-transgenen Pflanzen kann es durch heterologe
Enkapsidierungen zu einem Vektorwechsel kommen,
der den betreffenden Viren Zugang zu neuen Wirts-
pflanzen verschaffen und die Epidemiologie einer
durch diese Viren hervorgerufenen Krankheit beein-
flussen konnte. Heterologe Enkapsidierungen werden
héufig fiir »Sackgassen« ohne erhebliche Risiken ge-
halten. Ein heterolog enkapsidiertes Virus kann dieser
Einschdtzung zufolge, wenn es auf neue Wirtspflan-
zen (ibertragen wird, diese zwar u.U. infizieren. Eine
weiterreichende Aktivitdt und Verbreitung des Virus
auBerhalb seines urspriinglichen Wirtskreises soll aber
ausgeschlossen sein, da es nach einem Vermehrungs-
zyklus wieder in sein eigenes CP eingehiillt wiirde.

Jedoch kann auch eine voriibergehende Ausdeh-
nung des Wirtskreises zu ernstzunehmenden Sché-
den fiihren, wenn das heteroenkapsidierte Virus in
der neuen Wirtspflanze eine neue Erkrankung her-
vorruft, gegen die keine Resistenz entwickelt wurde.
Da in einer Region hédufig die gleichen Kulturpflan-
zen angebaut werden, kann der Infektionsweg so-
wohl in einer als auch mehreren Vegetationsperioden
wiederholt beschritten werden. Besonders betroffen
kénnten mehrjéhrige Kulturen sein.

Wird ein Teil der Nachkommen eines Virus A durch
das CP eines Virus B verpackt, wiirde die Nachkom-
menschaft des Virus A nicht nur durch den eigenen
Vektor, sondern zusétzlich auch durch den des Virus B
{ibertragen. Dies kann eine schnellere Verbreitung des
Virus A zur Folge haben. AuBerdem ist seine Transmis-
sion auch dann moglich, wenn sein Vektor noch nicht
vorhanden ist, wohl aber der des Virus B (ROCHOW
1977). Infektionen, die friih in der Vegetationsperiode
einer Wirtspflanze erfolgen, fiihren hdufig zu stirkeren
Schéden als spéte Infektionen (MATTHEWS 1991).

Eine Moglichkeit zu fortgesetzten heterologen
Enkapsidierungen besteht, wenn in einer Region ver-
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schiedene Kulturpflanzen angebaut werden, die re-
kombinante CP-Gene exprimieren. Wiirde ein Virus
A in einer CP-transgenen Pflanzenart von einem
Hiillprotein B heterolog enkapsidiert und durch einen
neuen Vektor in eine andere transgene Pflanzenart
ibertragen, die ebenfalls das Hillprotein B expri-
miert, konnte sich die heterologe Enkapsidierung
und damit die verdnderte Vektoriibertragung des Vi-
rus A weiter fortsetzen (RISSLER & MELLON 1993).
Der Anbau verschiedener Kulturpflanzen mit unter-
schiedlichen rekombinanten CP-Genen kénnte zu
schwer abschdtzbaren Interaktionen zwischen he-
teroenkapsidierten Viren und weiteren transgen ex-
primierten Hiillproteinen fiihren (MAISS & al. 1994).

Es ist auch vorstellbar, dal ein Virus in einer neu-
en Wirtspflanze auf ein neues Helfervirus oder einen
neuen Vektor trifft. Dadurch kdnnte eine weitere
Transmission gewdhrleistet sein, und das Virus kénn-
te sich in einer neuen dkologischen Nische etablieren
(DE ZOETEN 1991).

Bei den wenigsten Virusgruppen sind die Sequen-
zen des CP bekannt, die fiir eine Vektoriibertragung
erforderlich sind. Eine Ausnahme scheinen die Hill-
proteine der Potyviren zu sein. Ein DAG-Motiv der
Aminosduresequenz wurde als essentiell fiir die Blatt-
lausiibertragung charakterisiert. Das Fehlen dieses
Motivs fiihrt allerdings nicht in jedem Fall zum Ver-
lust der Blattlausiibertragbarkeit (LOPEZ-MOYA &
al. 1995). Dariiber hinaus bendtigen Potyviren fiir die
Blattlausiibertragung ein virales Protein, die Helfer-
komponente. PIRONE (1981) und SAKO & OGATA
(1981) zeigten, daR eine Komplementation der Hel-
ferkomponenten in manchen Potyviruskombinatio-
nen moglich ist. Daher ist anzunehmen, dal auch he-
terologe Enkapsidierungen zwischen Potyviren deren
Transmissionseigenschaften verdndern koénnen.

Bei den daraufhin untersuchten Luteoviren ist
die Virushiille aus zwei verschiedenen Proteinen auf-
gebaut: dem CP und einem hohermolekularen
»Readthrough«-Protein, das dadurch entsteht, daR
bei der Translation ein Stopcodon am Ende des CP-
Sequenz unterdriickt wird. Beide Proteine sind an
der Transmission durch Vektoren beteiligt (BRAULT &
al. 1995, WANG & al. 1995, CHAY & al. 1996) und
anscheinend auch an der Vektorspezifitit (GILDOW
& GRAY 1993, JOLLY & MAYO 1994, CHAY & al.
1996). Daher konnten heterologe Enkapsidierungen
auch bei Luteoviren zu einer Verdnderung der Vek-
tor- und Wirtsspezifitdt fiihren.

4.2 Rekombination

4.2.1 Rekombination in nichttransgenen
Pflanzen

Erst vor kurzer Zeit wurde nachgewiesen, da RNA-
Viren rekombinieren kénnen. De novo RNA-Rekom-

bination wurde zunéchst bei tierischen Picornaviren
(ZIMMERN 1988) und 1986 auch bei Pflanzenviren
gefunden (BUJARSKI & KAESBERG 1986). Spiter
wurden Rekombinationen bei weiteren RNA- und
auch bei DNA-Pflanzenviren festgestellt. Inzwischen
wird Rekombinationen, und insbesondere nichtho-
mologen Rekombinationen, eine wichtige Rolle in
der Evolution der RNA-Viren zugesprochen (SIMON
& BUJARSKI 1994). Die Genome von RNA-Viren sind
modular organisiert: Verschiedene, in ihrer Sequenz
und Funktion &hnliche Genomabschnitte treten in
unterschiedlichen Anordnungen und Kombinationen
bei morphologisch und in ihren pathogenen Eigen-
schaften verschiedenen Viren auf (GOLDBACH
1990). Diese Genomorganisation wird auf den Aus-
tausch von Genomabschnitten im Lauf der Evolution
zuriickgefiihrt (SIMON & BUJARSKI 1994). Deshalb
ist das Konzept von Arten, Gattungen und Familien,
die den Virustypen, -untergruppen und -gruppen ent-
sprechen, nicht allgemein akzeptiert und die getroffe-
ne Einteilung nicht widerspruchsfrei (MATTHEWS
1991). Die Mechanismen der viralen Rekombination
sind noch wenig erforscht und bei RNA-Pflanzenvi-
ren erst teilweise geklért. Es treten homologe, aber-
rant homologe und nichthomologe Rekombination
auf (LAI 1992).

Es ist noch weitgehend ungeklart, wie hdufig Re-
kombinationen bei Pflanzenviren stattfinden (GIBBS
& al. 1997). Anscheinend unterscheiden sich ver-
schiedene Virusgruppen, aber auch verschiedene Vi-
ren einer Gruppe hinsichtlich der Rate intraspezifi-
scher Rekombination (REVERS & al. 1996, CAND-
RESSE & al. 1997). Mdglicherweise spiegeln die un-
terschiedlichen bisher ermittelten Rekombinations-
haufigkeiten tatsdchliche Unterschiede im erreichten
evolutiondren Gleichgewicht der Viren wider. In vie-
len Fillen diirften sie jedoch durch den Effekt fehlen-
der systematischer Erhebungen {iberlagert sein.

Die Sequenzanalyse etlicher rezenter Viren weist
darauf hin, daf sie aus interspezifischer Rekombina-
tion hervorgegangen sind. Das Genom des Cucurbit
aphid-borne yellow Luteovirus (CABYV) enthilt z.B.
einen Abschnitt, der vermutlich aus dem Erbsen-
enantionenmosaikvirus (Pea enation mosaic Virus,
PEMV) stammt. Die wahrscheinlich durch zwei Re-
kombinationsereignisse transferierte Sequenz kodiert
fir einen Bereich des »Readthrough«-Proteins, von
dem angenommen wird, dall es die Vektorspezifitit
beeinflut (siehe 4.1.3.2.). CABYV &hnelt jedoch hin-
sichtlich der Vektorspezifitdt mehr dem Westlichen
Riibenvergilbungsvirus (Beet western yellows Luteo-
virus, BWYV), von dem die anderen Abschnitte sei-
nes »Readthrough«-Gens abzustammen scheinen, als
PEMV (GIBBS & COOPER 1995). Hinweise auf inter-
spezifische Rekombination finden sich des weiteren
bei Tobra-, Luteo- und Nepoviren (ANGENENT & al.
1989, SIMON & BUJARSKI 1994, LE GALL & al.
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1995). Sequenzanalysen legen auBerdem nahe, daf
Pflanzenviren auch Sequenzen ihrer Wirte in ihr Ge-
nom aufnehmen kénnen (Ubersicht bei ECKELKAMP
& al. 1997b). Bei Tombusviren wiesen WHITE &
MORRIS (1994) interspezifische Rekombination in
vivo in Pflanzenprotoplasten nach.

Virusrekombinationen kénnen zu einer Erhéhung
der Fitness fiihren. Dafiir spricht das Vorkommen von
Virusrekombinanten in der Umwelt. Experimentell
wurde eine Fitnesserhéhung durch interspezifische
Rekombination zwischen den Cucumoviren Gurken-
mosaik- (CMV) und Tomatenaspermievirus (7omato
aspermy virus, TAV) gezeigt. Die rekombinierten Vi-
ren vermehrten sich in den untersuchten Pflanzen ra-
scher als die Ausgangsviren (FERNANDEZ-CUARTE-
RO & al. 1994). Ein Selektionsdruck, der die Bildung
von Rekombinanten mit erhéhter Fitness begiinstigte,
ist in diesem Experiment nicht ersichtlich.

Kiirzlich wurde die Entstehung eines DNA-Virus
mit erhohter Virulenz durch Rekombination im Feld
beschrieben. Zwei Rekombinationsereignisse zwi-
schen zwei Cassavamosaikviren (African und East-
african Cassava mosaic Geminivirus, ACMV und
EACMV), die als Vertreter verschiedener Spezies gel-
ten, fiihrten zu einem Virus, das seit ca. 1988 eine
besonders verheerende Form der Cassavamosaik-
krankheit in Uganda hervorruft (ZHOU & al. 1997).

4.2.2 Rekombination in transgenen Pflanzen
LOMMEL & XIONG (1991) zeigten als erste, dal}
RNA-Pflanzenviren mit der mRNA von in Pflanzen
klonierten viralen Sequenzen rekombinieren kénnen.
Sie filhrten mit Red clover necrotic mosaic Diantho-
virus (RCNMV) dhnliche Versuche durch wie spéter
GREENE & ALLISON (1994). In beiden Féllen wur-
den die transgenen Pflanzen mit defekten Viren infi-
ziert, die erst durch Rekombination mit der klonier-
ten Wildtypsequenz zu einer systemischen Infektion
der Pflanzen befdhigt wurden. Versuchsanordnungen
mit ebenfalls einem deutlichen Selektionsdruck er-
moglichten den Nachweis von Rekombinationen des
DNA-Virus Blumenkohlmosaikvirus (Cauliflower mo-
saic Caulimovirus, CaMV) mit in Pflanzen klonierten
Genomabschnitten dieses Virus (GAL & al. 1992,
SCHOELZ & WINTERMANTEL 1993). MAISS & al.
(1997) wiesen Rekombination von Potyviren mit
transgen exprimierten potyviralen Sequenzen in
Pflanzen unter Selektionsdruck nach.
WINTERMANTEL & SCHOELZ (1996) zeigten je-
doch, dal auch bei nur méaBigem oder schwachem
Selektionsdruck Virusrekombinanten in transgenen
Pflanzen gebildet werden konnen. Sie arbeiteten mit
Nicotiana bigelovii Pflanzen, die mit dem Gen VI
eines CaMV-Stammes transformiert worden waren,
das CaMV die systemische Infektion dieser und ande-
rer Wirtspflanzen erlaubt. Die transgenen Pflanzen

wurden mit einem anderen CaMV-Stamm infiziert,
der ebenfalls zu ihrer systemischen Infektion befdhigt
ist. Insofern lag kein ersichtlicher Selektionsdruck
vor, der Rekombinationen oder Rekombinanten be-
glinstigen wiirde. Dennoch wurden in 13% der unter-
suchten Pflanzen Virusrekombinanten gefunden, die
zudem fitter waren als das Wildtypvirus, von dem sie
abstammen. Eine &hnlich hohe Rekombinationsfre-
quenz zeigte ein chimédres CaMV, das die transgenen
Pflanzen systemisch infizieren kann, weil es durch
das rekombinante Genprodukt komplementiert wird.
In dieser Versuchsanordnung liegt nur ein maBiger
Selektionsdruck vor.

Durch Rekombination koénnen sich aufer der
Fitness der Wirtsbereich sowie die durch die Viren
verursachten Symptome verdndern. Zwei der von
SCHOELZ & WINTERMANTEL (1993) isolierten Re-
kombinanten hatten einen im Vergleich zum Aus-
gangsstamm erweiterten Wirtsbereich. Eine der Re-
kombinanten rief bei Riibsen abgeschwiéchte Sympto-
me hervor. Die Autoren halten jedoch prinzipiell fiir
moglich, daB rekombinierte Viren schlimmere Sym-
ptome hervorrufen als die Viren, die urspriinglich die
transgenen Pflanzen infizierten. Mutanten des Cow-
pea chlorotic mottle Bromovirus (CCMV) mit einer
Deletion im Hiillproteingen konnten durch Rekombi-
nation in transgenen Nicotiana benthamiana Pflan-
zen, die das CCMV-Hiillproteingen exprimierten, die-
se Pflanzen wieder systemisch infizieren. Drei von
sieben Rekombinanten verursachten aber im Ver-
gleich zum Wildtyp verdnderte Symptome auf Kuh-
bohnenpflanzen (ALLISON 1997).

Die mit CaMV durchgefiihrten Experimente sind
insofern auch fiir RNA-Viren von Bedeutung, als die
Rekombination bei diesen DNA-Viren zwischen zwei
RNA-Molekiilen stattfand, die durch die reverse
Transkriptase der CaMV synthetisiert wurden. Die
Rekombinationsfrequenz in den von WINTERMAN-
TEL & SCHOELZ (1996) durchgefiihrten Experimen-
ten mit CaMV lag deutlich hoher als in denen von
GREENE & ALLISON (1994), die das RNA-Virus
CCMV untersuchten. MAISS & al. (1997) fanden da-
gegen in ihren Versuchen mit RNA-Potyviren eben-
falls hohe Rekombinationsraten.

Interspezifische und nichthomologe Rekombina-
tionen zwischen infizierenden Viren und in Pflanzen
klonierten Virussequenzen wurden bisher nicht nach-
gewiesen, sie treten jedoch zwischen RNA-Viren auf
und haben zur Evolution der rezenten Viren beigetra-
gen. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, daB
sie in transgenen Pflanzen vorkommen.

4.2.3 Risikoszenarien zu Rekombinationen

Wenn es sich um Hiillprotein-transgene Pflanzen
handelt, sind durch Rekombination infizierender Vi-
ren mit den klonierten Sequenzen genetisch veran-
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kerte Veranderungen des Infektionsverlaufs, des Vek-
toren- und Wirtspflanzenspektrums moglich (vergl.
4.1.3). AuBerdem konnen durch Rekombinationen in
Pflanzen, die virale Sequenzen exprimieren, Viren
mit gesteigerter Fitness entstehen.

Eine Etablierung rekombinierter Viren in der Um-
welt setzt zudem nicht in jedem Fall eine im Ver-
gleich zu den Ausgangsviren erhdhte Fitness veraus.
Die mechanische oder durch Vektoren vermittelte
Ubertragung sollte dazu fiihren kénnen, daf einzelne
rekombinierte Viren isoliert werden, der direkten
Konkurrenz mit den Ausgangsviren entkommen und
sich eine &kologische Nische erobern kénnen (GIBBS
1994). Auf diese Weise konnen Virusrekombinatio-
nen in transgenen Pflanzen, die virale Sequenzen ex-
primieren, auch dann o6kologisch relevant werden,
wenn sie nur selten stattfinden. Auferdem konnen
Fitness-reduzierende Rekombinationen im Lauf der
weiteren Virusevolution kompensiert werden.

Die rekombinierten Viren kénnten sowohl Kul-
tur- als auch Wildpflanzen schédigen.

5 Wahrscheinlichkeit von heterologen Enkap-
sidierungen und viralen Rekombinationen

Durch die dauernde Verfiigbarkeit viraler Nukleinsdu-
ren und Genprodukte in transgenen Pflanzen, die mit
viralen Nukleinsduresequenzen transformiert wur-
den, und durch die Verbreitung dieser Pflanzen ist
eine neue Situation gegeben. In der Natur sind Misch-
infektionen einer Pflanze mit verschiedenen Viren
zwar hdufig, es gibt aber nur wenig direkte Hinweise
darauf, daR zwei verschiedene RNA-Viren gleichzeitig
in einer Pflanzenzelle repliziert werden. Vielmehr be-
wegen sich Viren im Lauf einer systemischen Infekti-
on von Zelle zu Zelle. So kénnten multiple Infek-
tionen mehrere Einzelinfektionen darstellen, welche
die Pflanzen zu verschiedenen Zeiten durchlaufen
(ALLISON 1995). Dadurch ist die Wahrscheinlich-
keit, daB verschiedene Pflanzenviren bzw. ihre Kom-
ponenten im Rahmen natiirlicher Mischinfektionen
tatsdchlich aufeinandertreffen, reduziert. Zudem fin-
det die Vermehrung einiger Viren anscheinend inner-
halb von abgegrenzten Bereichen des Zytoplasmas
statt (MATTHEWS 1991). Dadurch bestehen bei
natiirlichen Mischinfektionen wahrscheinlich Barrie-
ren, die die Mdglichkeit von heterologen Enkapsidie-
rungen und Rekombinationen einschranken. Bei Virus-
infektionen von transgenen, mit viralen Nuklein-
sduresequenzen transformierten Pflanzen diirften die-
se Barrieren zum Teil wegfallen. Auch dadurch, daf
transgene Pflanzen die klonierte virale genetische In-
formation wéhrend der ganzen Vegetationsperiode
und im allgemeinen in allen Geweben exprimieren,
kdnnen sonst voneinander getrennte virale Nukle-
insduren und Genprodukte in Kontakt kommen.

Des weiteren sind Viren durch ihre unterschiedli-
che Vektor- und Wirtsspezifitdt und dadurch, daB in
verschiedenen geographischen Regionen verschiede-
ne Virusvarianten entstehen und vorherrschen, von-
einander isoliert. Mit der weltweiten Verbreitung
transgener, virusresistenter Pflanzen konnen virale
Nukleinsduresequenzen und Genprodukte in Regio-
nen gelangen, in denen sie vorher nicht anzutreffen
waren. Eine bestimmte virale Sequenz wird kloniert,
die transgene Pflanze diirfte jedoch auch in Regionen
angebaut werden, in denen andere Stamme des Vi-
rus, aus dem die klonierte Sequenz stammt, ende-
misch sind. AuBerdem werden zunehmend mehrfach
transformierte Pflanzen konstruiert, die mehrere Vi-
rusresistenzgene oder ein Virusresistenzgen zusam-
men mit anderen Trans-Genen enthalten. Es ist damit
zu rechnen, dafB diese Pflanzen auch in Gebieten an-
gebaut werden, in denen Viren oder Virusisolate, von
denen die resistenzvermittelnde/n klonierte/n Se-
quenz/en stammt/stammen, nicht vorhanden sind.
Auf diese Weise wiirden Begegnungen viraler Nuk-
leinsduren und Genprodukte mdglich, zu denen es
bisher nicht kam.

Vor diesem Hintergrund sind heterologe Enkapsi-
dierungen in CP-transgenen Pflanzen wahrscheinli-
cher als in nichttransgenen Pflanzen und kdnnten
zwischen Virusgenomen und Hiillproteinen erfolgen,
zwischen denen sie bisher nicht beobachtet wurden.
Experimente mit Potyviren und transgenen Pflanzen
mit einem Kklonierten potyviralen CP-Gen bestdtigen
diese Annahme (4.1.2). Ebenso ist wahrscheinlich,
daB in transgenen Pflanzen hdufiger Virusrekom-
binanten entstehen als in nichttransgenen Pflanzen,
und daB neue Rekombinationsmdglichkeiten reali-
siert werden.

Unterschiede in der Rekombinationshdufigkeit
zwischen verschiedenen Viren sollen auf der unter-
schiedlichen Affinitdt des Replikasekomplexes zur
Matrize beruhen. Demnach ist anzunehmen, daB die
Wahrscheinlichkeit, mit der in Pflanzen klonierte vi-
rale Nukleinsduresequenzen rekombinieren, nicht
von dem Virus abhdngt, von dem diese Sequenz
stammt, sondern vom infizierenden Virus (ALLISON
1995). Infolgedessen 1aBt sich von den Rekombina-
tionseigenschaften eines Virus nicht auf die Rekombi-
nationseigenschaften einer in Pflanzen klonierten Nu-
kleinsduresequenz dieses Virus schlieffen.

6 Konsequenzen

Es werden verschiedene MaBnahmen diskutiert, um
die okologischen Risiken transgener Pflanzen mit re-
kombinanten viralen Nukleinsduresequenzen zu ver-
ringern. Entsprechende Vorschldge von verschiede-
nen Autorlnnen hatten bisher keinen EinfluB auf die
Genehmigung von Freisetzungsversuchen und Markt-
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zulassungen. Im August 1997 wurden auf einer Ta-
gung der US-amerikanischen Genehmigungsbehdrde
USDA (United States Department of Agriculture) Si-
cherheitsmaBnahmen vorgeschlagen und diskutiert,
wie die Begrenzung klonierter Sequenzen auf die fiir
den Zweck notwendige Lange, das Vermeiden von
Trans-Genen, die zur Synthese funktionaler viraler
Proteine fiihren, sowie von Sequenzen, die die Virus-
replikation auslésen (KLEINER 1997). Die meisten
bereits zugelassenen oder in der Entwicklung befind-
lichen transgenen virusresistenten Pflanzen wurden
allerdings mit funktionalen Hiillproteingenen trans-
formiert, die die 3’ untranslatierte Erkennungsregion
fir den Replikationskomplex einschliefen, wodurch
Rekombinationen mit infizierenden Viren begiinstigt
werden sollen.

MaBnahmen, die die Wahrscheinlichkeit von
Synergismen, heterologen Enkapsidierungen und Re-
kombinationen in virusresistenten transgenen Pflan-
zen reduzieren, sind unter Sicherheitsaspekten wiin-
schenswert. Jedoch sind auch Pflanzen, die mit Nu-
kleinsduresequenzen transformiert wurden, die fiir
nicht funktionale Proteine kodieren, nicht risikolos.
Beispielsweise wird eine Entfernung des DAG-Tri-
pletts aus klonierten potyviralen CP-Trans-Genen vor-
geschlagen. Dies wiirde jedoch nicht in jedem Fall
die Vektortransmission heteroenkapsidierter Viren
unterbinden (siehe 4.1.3.2). AuBerdem wiirden Ge-
fahren, die von der Rekombination klonierter CP-Se-
quenzen mit heterologen Viren ausgehen, weiterhin
bestehen. Im iibrigen sind bisher die Vektoriibertrag-
barkeit und -spezifitdt vermittelnden Sequenzen bei
den meisten Viren nicht bekannt.

ALLISON (1997) diskutiert den Vorschlag, die 3’
untranslatierten Regionen (3’ UTR) von Virusgeno-
men nicht zu klonieren, um die Rekombinationshéu-
figkeit zu senken. In mit RNA-Viren infizierten Pflan-
zen wird jedoch ein geringer Prozentsatz von
chiméren Viren gefunden, die wahrscheinlich aus Re-
kombinationen mit 3'UTR-loser Wirts-RNA hervorge-
gangen sind. Der Autor geht deshalb davon aus, dal
3'UTR-lose Trans-Genkonstrukte lediglich seltener an
Virusrekombinationen beteiligt wéren, daf ihre Betei-
ligung daran aber nicht ausgeschlossen wiére.

Somit sind noch viele Fragen zu den vorgeschla-
genen Sicherheitsmalnahmen offen, die vor der Frei-
setzung und insbesondere Vermarktung virusresisten-
ter transgener Pflanzen gekldrt werden miifiten, um
zumindest deren vermeidbare dkologische Risiken zu
verringern. Dariiber hinaus diirften spezifische Risi-
koabschdtzungen und MaBnahmen zur Risikovorsor-
ge aufgrund der Komplexitdt der Situation im Frei-
land in der Praxis auf kaum iberwindbare Schwierig-
keiten stoBen. Es fehlen die erforderlichen Kenntnis-
se {iber die Funktionen der viralen Genomabschnitte,
die Mechanismen der gentechnisch vermittelten Resi-
stenz und die Frage, welche Pflanzenviren(stimme)

mit den transgenen Kulturpflanzen und auch ihren
Kreuzungspartnern in einer konkreten Umgebung in
Kontakt kommen werden und welche Wechselwir-
kungen dabei zu erwarten sind. Vor diesem Hinter-
grund und in Hinblick auf das Risiko, daB mit der
Freisetzung Hiillprotein-transgener Pflanzen durch
heterolog enkapsidierte und rekombinierte Viren ver-
ursachte Schadigungen von Kultur- und Wildpflanzen
zunehmen, erscheinen Freisetzungen und der Anbau
dieser Pflanzen zumindest verfriiht und ein Morato-
rium angemessen. Der grundlegende Mangel an Daten
{iber die Epidemiologie und Okologie von Pflanzen-
viren und ihren Vektoren spricht im Sinne einer Scha-
densvorsorge auch gegen die Freisetzung von Pflan-
zen, in die andere virale Sequenzen kloniert wurden.
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