Eine neue Viruserkrankung in Goniolimon tataricum:
M olekular biologische Charakterisierung des Erregers
sowie Etablierung von Gewebe- und
Tranformationssystemen mit dem Ziel der Erzeugung
einer Virusresistenz

Dissertation

zZur
Erlangung des Doktor grades
der Naturwissenschaften
(Dr.rer. nat.)

dem Fachbereich Biologie
der Philipps-Universitat Marburg
vorgelegt von

Danuta Galetzka
aus Gliwice

Mar burg, 2000



Vom Fachbereich Biologie Philipps-Universitét Marburg als Dissertation
Angenommen am: 13.09.1999

Tag der mundlichen Prifung: 17.10.2000

Erstgutachter: PD. Dr. R. Fischer

Zweitgutachter: Prof. Dr. Batschauer



Ich versichere, dal3 ich meine Dissertation mit dem Titel "Eine neue Viruserkrankung in
Goniolimon tataricum: Molekularbiologische Charakterisierung des Erregers sowie
Etablierung von Gewebe- und Tranformationssystemen mit dem Ziel der Erzeugung
einer Virusresistenz' selbstandig, ohne unerlaubte Hilfe angefertigt habe. Ich habe mich
dabel keiner als der von mir ausdriicklich bezeichneten Quellen und Hilfen bedient.

Die Dissertation wurde in der jetzigen oder &hnlichen Form noch bel keiner anderen
Hochschule eingereicht und hat noch keinen Prifungszwecken gedient.

Marburg den 12.06.00

Danuta Galetzka



Die Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit wurden von November 1997 bis Dezember 1999
im Laboratorium Grine Gentechnik der Staatlichen Lehr- und Forschungsanstalt for
Landwirtschaft, Weinbau und Gartenbau, Berufsbhildende Schule, Neustadt an der Weinstrasse
unter der Leitung von Dr. H.-P. Lorenz und der Betreuung von Dr. G. Krcza durchgefihrt.

Im Rahmen eines Kooperationsvertrages wurden einige der Untersuchungen im Institut
Centro di Studio sui Virus e le Viros delle Colture Mediterranee Bari (Italien) wahrend eines
2-monatigen Aufenthaltes unter der Leitung von Prof. Dr. M. Russo und Dr. L. Rubino
vorgenommen.



Fir Luisa Rubino und Marcello Russo



Inhaltsverzeichnis

I nhaltsver zeichnis

Abklrzungen

|. Zusammenfassung

[1. Einleitung

I11. Material und Methoden
1. Chemikalien und Materialien

11

Verwendete Organismen und deren Ziichtung

2. Molekularbiologische M ethoden

21.
22
2.3
24
2.5
2.6
261

27
2.8
29
2.10
211
2111
212
213
214
2141
214.2
214.3.
2144
2.15
2151
2152

Virusmaterial und Propagierung
Virusreinigung

Photometrische Messung

RNA-Isolation aus Pflanzen-und Virusmaterial
DNA-RNA-Hybridisierung (Northern blot)
cDNA Synthese (Random Priming)
Bestimmung der Nucleotidsequenz am 3'Ende und 5'Ende der genomischen RNA
des Virus

T7-abhangige RNA Transkription

PCR

Klonierung von DNA-Fragmenten

Ligation

Transformation von E. coli und Agrobakterien
Herstellung elektrokompetenter Agrobakterien
Préparation und Restriktion von DNA

DNA- Sequenzierung

Mikroskopische Methoden

Immunel ektronenmikroskopie

Antikorper

Preparation von Viruspartikeln fir die el ektronenmikroskopische Untersuchung
Dekoration der Viruspartikel mit Antikdrpern
Serologische Methoden

Ouchterlonydoppel diffusionstest

Elisa

3.  Gewebekultur Statice (Goniolimon tataricum)

31
3.2
3.3
34
3.5
3.6

V. Ergebnisse

Sterilisation der Samen

Anzucht von sterilem Pflanzenmateria
Transformation von Staticen-Wurzeln
Selektion der Transformanten

Infiltration von Nicotiana benthamiana Bléttern
GUS-Férbung

Teil 1. Molekularbiologische und serologische Charakterisierung des Virus

11
111
12
13
14
15
16
1.7
171
172
18
19

Makroskopisches Krankheitsbild

Nachweis und Isolation des Virus aus Statice und Ackerbegleitflora
Infektionsversuche unter definierten Bedingungen
Elekronenmikroskopische Untersuchung

Serologische Charakterisierung

Cytophatologie der Virusinfektion

Bestimmung der Virussequenz

TBSV-BS3-Stati ce assoziierte Submolekile

Satelliten-RNA

DI-RNA

Klonierung einer infektitsen cDNA Kopie des Virus
Subklonierung der Replikase oder deren Fragmente in einen bindren, Pflanzen-
transformationsvektor

14
14

15
15
16
17
17
18
19
20

20
21
22
23
25
25
26
27
27
27
27
27
27
28
28
28

29
29
29
30
31
31
32

33

33
33
33
35
36
36
37
39
43
43

46

48



Inhaltsverzeichnis

Teil 2. Regeneration und Transformation der Statice

21
22
2.3
24
241
242
243

2.5

V. Diskussion
VI. Literatur
Anhang

Dank
L ebend auf

Ausgangskultur

Bestimmung der regenerativen Pflanzenteile der Statice

Kallusinduktion in Infloreszenzanlagen

Transformationsversuche der Statice mit Agrobacterium tumefaciens
Ermittlung der Antibiotikakonzentrationen

Reportergen Test unter Verwendung von N. benthamiana Bléttern
Ermittlung der Infektionseffizienz des Agrobakterienstammes ATHV in der
Transformation der Staticenwurzel

Transformantenregeneration

51
51
51
53
56
57
58
60

71

81



Abkurzungsverzeichnis

Abkulrzungen

ABA Abscisinséure

AMCV Artischoke mottled crinkle virus
Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

BAP 6-Benzylaminopurin

CIRV Carnation italian ringspot virus
CNV Cucumber necrosisvirus
CymRSV Cymbidium ringspot virus

DIG Digoxygenin

dNTP Desoxy-Nucleatide

FDE Formaldehyd RNA-Puffer

GFP Grinfluoreszierendes Protein
GUS [3-Glucoronidase-Gen

IAA Indolessigsaure

IBA Indolbuttersaure

IPTG | sopropy!-3-D-Thiogal aktopyranosid
KIN Kinetin

LB Luria-Bertani-Medium

LD DNA Loading dye

MS Murashige & Skoog Medium
MVB Multi vesiculated bodies

NAA Naphtylessigsaure

PNK Polynukleotidkinase

TBE Tris-Borsaure-EDTA-Puffer
TBSV tomato bushy stunt virus
TBSV-BS3 tomato bushy stunt virus BS3
TE TrisEDTA

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
U Units

Xga 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-R3-D-galactosid
2,4-D 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure

2ip N®-(2-1sopentenyl) Adenin



Zusammenfassung 2

|. Zusammenfassung

Seit einigen Jahren ist in einer fir Rheinhessen wirtschaftlich wichtigen Trockenblume, eine Virose
beobachtet worden, die Ernteausfélle bis zur 70% verursacht. Das Virus ist sehr stabil und in
niedrigsten Titern infektids. Es wurde beobachtet, dal? es vektorlos bodentbertragbar ist. Vertreter
dieser Virusart sind unter anderem in euroasiatischen Regionen, in Kanada, in Deutschland, in
Kalifornien und Spanien gefunden worden.

In dieser Arbeit wurde das Virus, aus einer der infizierten Staticen (Goniolimon tataricum) isoliert,
molekularbiologisch und serologisch untersucht. Serologisch wurde das Virus der Gruppe der
Tombusviren zugeordnet. Sequenzvergleiche mit anderen Tombusviren lief3en eine endgliltige
Einordnung des Virus in die Familie der Tombusviridae und eine Charakterisierung as tomato bushy
stunt viruss BS3 Isolat Statice zu. Die Replikation des untersuchten Virus erfolgt an der
Peroxisomenmembran der Wirtszelle. Bei Subinokulation des Virus auf die Testpflanze Nicotiana
benthamiana wurden defective interfering-RNA Molekile (DI-RNA) gebildet. Eine Satelliten-RNA
konnte nicht detektiert werden. Eine DNA-Kopie der DI-RNA wurde in einen bakteriellen Vektor
subkloniert. Es gelang eine infektiose DNA-Kopie des TBSV-BS3-Stat. zu erstellen, was beweist, dal3
die erhaltene cDNA Kopie biologisch aktiv ist.

Versuche anderer Arbeitsgruppen zur Resistenzerzeugung in Modellpflanzen (Nicotiana benthamiana)
gegeniiber Tombusvirusinfektionen zeigten bereits einige Erfolge auf. Es wurden deshab in dieser
Arbeit mehrere Konstrukte, die Sequenzen der Replikase in sense wie in antisense in geeigneten
Pflanzentransformationsvektoren enthalten, erstellt. Diese Sequenzen wurden von der infektiGsen
Kopie des TBSV-BS3-Stat. Virus abgeleitet. Da die Pflanzentransformation mit DNA-Sequenzen der
DI-RNA ebenfalls Resistenz erzeugen kann, wurde die klonierte DNA Sequenz in einen
Pflanzentransformationsvektor subkloniert.

Da die mehrjahrige Staticen-Art (Goniolimon tataricum) bisher eine problemlose Kulturpflanze war,
ist sie nie molekularbiologisch bearbeitet worden. Um eine resistente Pflanze zu erzeugen, mufdte
deshalb zunéchst eine sterile Gewebekultur etabliert werden. Diese sterile Kultur diente als
Ausgangsmaterial fur alle nachfolgenden Arbeiten. Damit ein Regenerationsprotokoll erarbeitet
werden konnte, war es notwendig die regenerativen Gewebe der Pflanze zu bestimmen. Als
regenerative Teile fUr die Statice wurden die SprofRachse und die Wurzel bestimmt. Teile dieser
Gewebe, mit der Hormonkombination 1mg/L NAA und Kinetin behandelt, gingen in ein
Kallusstadium Uber, bildeten spéter Sprof3scheitelpunkte, Blétter und Wurzeln aus. Ausgehend von
diesem Regenerationsprotokoll konnte ein Transformationsprotokoll fur den agrobakterienvermittelten
Gentransfer erstellt werden. Als geeigneter Agrobakterien-Stamm fir die Ubertragung der
resistenzerzeugenden Sequenzen konnte ATHV bestimmt werden. Die Wurzelexplantate,
transformiert mit dem Stamm ATHV und einem Reportergen (GUS-Intron), zeigten bereits nach einer

Woche Transformationsereignisse auf. Weitere Transformationsversuche bewiesen, dal3 die gewahlten
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Transformationsbedingungen eine Bildung von Chiméren unterdriickten. Nur transformiertes Gewebe
wurde regeneriert. Die Regeneration der Transformanten bis zur bewurzelungsféhigen Pflanze dauert
ca 3 Monate. Ausgehend von den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen ist es mdglich, eine
Transformation von Staticen mit den klonierten Konstrukten durchzufihren und eine Linie zu
etablieren, die zumindest eine Virustoleranz aufweisen sollte.

Neben dem praxisrelevanten Aspekt dieser Arbeit hat die eingehende Untersuchung des Virus und die
Herstellung einer infektiosen DNA-Kopie eine Reihe weitergehender Untersuchungen ermdglicht.
Diese werden in der Diskussion der Arbeit als Ausblick behandelt. Wesentliche Teile der Arbeit
wurden im Journal of Plant Pathology publiziert.
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[I. Einleitung

Schon um die Jahrhundertwende begannen Gértner und Winzer in Rheinhessen Trockenblumen
anzubauen. Heute ist der Anbau vor dlem im Raum Ingelheim und Worms konzentriert, Felder
existieren aber auch verstreut in vieen Gemeinden des rheinhessischen Hugellandes. Die
wirtschaftlich wichtigste Art ist die mehrjghrige Statice Goniolimon tataricum. Der Anbau dieser
Trockenblume wird durch besondere klimatische Verhdltnisse beginstigt. Entscheidend sind eine
geringe mittlere  Niederschlagsh6he von 510 bis 590 mm/Jahr, eine hohe Anzahl an
Sonnenscheinstunden, eine  lange  Vegetationsperiode, milde  Winter und  hohe
Durchschnittstemperaturen mit Jahresmittel von 9 bis 10 °C (Mdlller-Westermeier, 1990). Die
mehrjahrige Statice erbringt 5 bis 7 Jahre einen stetigen Ertrag an Trockenblumen (Thal, 1986), die
einen in dieser Branche relativ hohen Preis von 16 DM/kg erzidlen. Da sie in der Pflege sehr
anspruchglos ist, wurde sie fur viele Betriebe zur wichtigen Einnahmequelle.

Mitte der achtziger Jahre wurde an kommerziell angebauten Goniolimon tataricum Pflanzen in
Rheinhessen ein bis dahin unbekanntes Schadbild beobachtet. Die Ernteausfédle seit Mitte der
achtziger Jahre betrugen bis zu 70%, und das Schadbild der Pflanzen lief} eine neue Virose vermuten.
Auf Blattspreiten betroffener Pflanzen zeigten sich ringférmige Chlorosen und Nekrosen, die Blétter
waren deformiert, die Blitenbildung erfolgte verzogert oder blieb aus, die Blltentriebe nekrotisierten
(Krczal und Beutel, 1994). Diese Schaden fihrten bel einem Teil der erkrankten Pflanzen zum
Absterben und damit zu erheblichen Ernteeinbul3en (Abb. 1).

Abb. 1: Virusschaden in einem Staticenfeld.
Neben gesunden, blitentragenden Pflanzen finden sich
Staticen, deren Infloreszenz nicht entwickelt ist. An einigen
Stellen sind die Pflanzen vollstandig abgestorben.

Bisher wurden folgende Vertreter an Limonium ssp. gefunden: Broad bean wilt virus (Hein et a.,
1977), Turnip mosaic virus (Niblett et al., 1969; Laird und Dickson, 1972; lino et a., 1987), cucumber
mosaic virus (lino et a., 1987), Tabacco rattle virus (Dijkstra und Dike, 1981) und Statice-Virus Y
(Lesemann et a., 1979). Es handelt sich dabei um ein seltenes Auftreten und regional begrenztes
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Vorkommen der einzelnen Viren, die einen eher unbedeutenden Ernteausfall bewirken. Aus Bléattern
einer infizierten Pflanze konnte ein Virus isoliert werden, das nicht mit dem bereits beschriebenen
identisch ist (Krczal und Beutel, 1994). Anhand von Symptomauspragung auf Testpflanzen,
physikalischen Eigenschaften und serologischen Untersuchungen wurde dieses Virus in die Gruppe
der Tombusviren eingeordnet. Ferner konnte gezeigt werden, dal3 das Virus vektorlos

bodenibertragbar ist.

Die Gruppe der Tombusviren ist eine von 16 Pflanzenvirengruppen, eingefihrt seit 1971 (Harrison et
a., 1971). Seit dem sechsten Internationalen Kongress der Virologie in Glasgow 1995 wurde durch
das ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) eine Neuordnung der Pflanzenviren in
Familien, Gattungen und Arten vorgenommen. Demnach umfald die Familie Tombusviridae die
Gattungen Tombusvirus mit 13 definierten Arten und die Gattung Carmovirus mit 13 definierten und 8
moglichen Arten (Russo et al.,1994).

Die Schadigung der Pflanze beginnt mit der Virusinfektion. Das Virus wird in die Pflanzenzelle
aufgenommen und nach Kollabieren der Virushille wird die VirussRNA freigesetzt. Hier beginnt der
Infektionszyklus, in dessen Verlauf das Virusgenom repliziert wird, die Proteine hergestellt werden
und neue Viruspartikel entstehen (Abb. 2).

+
5 5 by S 3 + 00
- 0

O

Abb. 2: Modell des L ebenszyklus eines Tombusvirus.

Ein Viruspartikel infiziert eine Pflanzenzelle und die RNA (+Strang) wird entpackt (1). An den Wirtsribosomen
erfolgt die Trandation der Replikase (2), die ihrerseits die komplementdre RNA (-Strang) synthetisiert (3). Diese
Synthese findet, je nach Virusart an der Peroxisomen- oder Mitochondrienmembran statt. Die komplementére
RNA dient als Matrize fur die Replikase, um sehr vidle + RNA-Strénge herzustellen (4), die in Virushillen
verpackt werden (5). Die Virushiille wird von der Sgl (Subgenomische RNA1 siehe auch Abb. 3) synthetisiert
(6).

Die genetische Information der Tombusviren besteht aus einem einstréngigen, linearen, positiven,
RNA-Molekil (genomische RNA), das ca. 4700 Nukleotide lang ist. Die RNA wird in eine
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Proteinhille, die isometrische Partikel von 30 nm Durchmesser bildet, verpackt. Die genomische
Organisation kann von den kompletten Nukleotidsequenzen folgender Vertreter abgeleitet werden:
CNV (Rochon und Tremaine, 1989), CyRSV (Grieco et al., 1989) und TBSV-cherry (Hearne et a.;
1990). Demnach besitzt die genomische RNA funf offene Leseraster (ORF), die fur Proteine von
voraussichtlich 33 kDa, 92 kDa, 41 kDa, 22 kDa und 19 kDa kodieren (Abb. 3).

33kDa 92kDa 41kDa éigDa
P33 po2 p4l o=z
5 —{ ORF1 ORF2 || ORF3 ORFS 3
22kDa
Amber Stop Kodon p22
» SglRNA
» Sg2 RNA

Abb. 3: Schematische Dar stellung der genomischen Or ganisation eines Tombusvirus.

Die Proteine p33 und p92 haben die Funktion einer Replikase. Das p41 Protein ist das Hillprotein und die
Proteine p19 und p22 sind unter anderem fiir die Ausbreitung des Virusin der Pflanze verantwortlich. Sg1 und
S92 bezeichnen die subgenomischen RNA-Molekile die fur die Expression der Proteine notwendig sind.

Untersuchungen an Arten der Tombusviren (CyRSV, CNV, TBSV) belegen, dal die einstrangige,
genomische RNA, die in den Viruspartikeln verpackt wird, als mRNA fir die Expression der Gene
(ORF 1 und 2) fungiert, die sich am 5Ende des RNA Molekils befinden (Abb. 3). Gereinigte
genomische RNA, diein vitro trandatiert wurde, produzierte ein 33 kDa Protein, das den Voraussagen
des ORF1 entsprach. Nach Zugabe von Kadaber-Leber-tRNA, die das Amber Stop Kodon zu
supprimieren vermag, wird das read through p92 Protein produziert, das dem ORF2 entspricht (Hayes
et a.,1988). Die Gene in der Mitte und am 3'Ende der genomischen RNA werden Uber die Bildung
zweier subgenomischer RNA's (Sgl und Sg2) exprimiert. Sgl und Sg2 werden in der Pflanzenzelle
gebildet, werden aber auch in die Virushille verpackt (Burgyan et a., 1986; Russo et a., 1988; Hayes
et al., 1988; Johnston and Rochon, 1990). Die Sg1 wird vidl effizienter verpackt im Vergleich zur Sg2.
Offensichtlich enthdlt die Sgl-Sequenz Signalbereiche, die fir eine Verpackung in die Virushille
notwendig sind und die der Sg2 bereits fehlen. Die grof3ere subgenomische RNA1 kodiert das ORF3
und die Uberlappenden ORF4 und ORF5, wobel nur ORF3 in ein Protein trandatiert wird. Die
Proteine des ORF4 und ORF5 werden Uber die subgenomische RNA2 trandatiert (Hayes et al., 1988).

Die Aminosauresequenz des Proteins p33 enthdlt keinerlei Motive, die auf eine Funktion hinweisen.
Veradnderungen des Leserasters des Proteins bewirken aber den Stop der Replikation (Dalmay et al.,
1993). Es wurden jedoch zwei zentrale hydrophobe Segmente identifiziert, die fir eine stabile
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Integration des Proteins in eine Membran sprechen (Rubino et al., 1998). Weitere Versuche mit
Membrankomponenten aus infizierten Pflanzen belegen, dal? die Replikase nicht durch Detergentien
abgewaschen werden kann und sehr wahrscheinlich tber einen Loop in der Membran integriert ist
Rubino et a., 1998).

Die Aminosauresequenz des 92 kDa Proteins enthdlt acht konservierte Motive, wie sie typisch fir
RNA abhéngige RNA Polymerasen sind (Koonin, 1991). Die Expression des 92 kDa Proteins aleine
kann aber das Fehlen des p33-Proteins nicht ersetzen. Offensichtlich sind beide Proteine fir die
Replikation des Virus notwendig.

Versuche mit Antikorpern, die gegen das 33 kDa Protein und 92 kDa Protein gerichtet sind zeigen,
dal3 die Proteine mit den Membranen der multi vesicle bodies (MVB) assoziiert sind (Bleve-Zacheo et
a., 1997). MVBs entstehen aus Peroxisomen oder Mitochondrien einer virusinfizierten Zelle. Die
einzelnen Veskel der MVBs enthalten dsRNA, welche die replikative Form der Virus-RNA ist
(Appiano et al., 1986). Dieser Befund verstérkt die Hypothese, dal3 die MVB's die Replikationsorte
des Virus sind (Abb. 4).

Doppelstrang
RNA

A/p33kDa

o p92kDa

Peroxisomen
Membran

Abb. 4: Modéll fur dievirale Replikation an der Peroxisomenmembran.

Links: Modell eines multi vesicle bodies (MVB), entstehend bei einer viralen Infektion in N. benthamiana aus
Peroxisomen oder Mitochondrien. Rechts. Detaildarstellung eines noch offenen Vesikels. Das Vesikel ist in
Richtung des cytoplasmatischen Raumes offen, enthédlt die Proteine p33 und p92 so wie doppelstréngige RNA,
die replikative Form des Virus. In einem fortgeschrittenen Stadium der Infektion wird das noch offene Vesikel
ins Innere des Peroxisoms abgeschnirt. Es ist nicht geklart, in wie weit Proteine der Wirtspflanze an dem
Replikationsvorgang beteiligt sind.
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Im Zusammenhang mit Tombusvirusinfektionen sind zwei Klassen von Submolekiilen beschrieben
worden, die repliziert (Celix et a., 1997) und in die Virushille aufgenommen werden. Es handelt sich
um lineare RNA-Molekile, die fur ihre Replikation mit dem Virus (Helfer-Virus) assoziiert
vorkommen miissen.

In die erste Klasse werden die Satelliten RNAs (Sat-RNA) die ca. 0,6-0,8 kb grof? sind (Gallitelli und
Hull, 1985; Cdlix et al., 1997; Rubino et a., 1990) eingeordnet. Dabei handelt es sich um lineare
Molekile, die wahrend der Replikation in RNA-Doppelstrangform vorkommen. Es gibt einige
Hinweise, daid Satelliten-RNA durch Interaktionen mit dem Pflanzengenom entstehen und Teile der
Wirtssequenzen enthalten kann (Simon et a., 1987; Collmer et al., 1991). Sequenzvergleiche mit dem
Helfer-Virus ergaben eine Homologie in der 5- und 3'-Region der Virus-RNA und einer zentralen
Sequenz von ca. 50 Nukleotiden, die bei alen Vertretern der Gattung Tombusvirus konserviert ist.
Diese Sequenzbereiche finden sich auch in der zweiten Klasse der Submolekile wieder, der defective
interfering RNA (DI-RNA). Diese Molekile sind kleiner (0,4 kb-0,7 kb) und entstehen bei
experimenteller Inokulation des Tabaks Nicotiana benthamiana durch die stufenweise Deletion des
Virusgenomes (White und Morris, 1994). Ein Auftreten der DI-RNA in natirlichen Systemen ist nie
beschrieben worden (Celix et al., 1997).

In Zusammenhang mit Tombusvirusinfektionen bei Kulturpflanzen sind Tombusviren-Epidemien in
Gewéchshausern und auf Feldern in Stidamerika (Pontis et a., 1968), Kalifornien (Gerik et al., 1990),
Marokko (Fischer und Lockhart, 1977), Portugal (Borges et al., 1979), Tunesien (Cherif und Spire,
1983) und Spanien (Luis-Arteeaga et al., 1996) beschrieben worden. Die Bekdmpfung der Virose ist
schwierig und mit hohen Kosten verbunden. Bodenentseuchungen z. B. sind in Deutschland nicht
mehr erlaubt. Dies macht die Suche nach einem Schutz der Pflanzen gegeniiber der Viruskrankheit
verstandlich. Die gezielte Zichtung krankheitsresistenter Pflanzen begann kurz nach Entdeckung der
Mendelschen Gesetze. Gezielte Kreuzungen erlauben die Zichtung verschiedener Pflanzenarten mit
Resistenzen gegentiber Krankheiten. Unglicklicherweise entwickeln die Pathogene ihrerseits
Strategien, um diese Resistenzen aufzuheben oder zu umgehen. Neben der Zlichtung virusresistenter
Pflanzen mit klassischen Kreuzungsverfahren stellt pathogen abgeleitete Resistenz in transgenen
Pflanzen mit Hilfe der Gentechnik eine zusétzliche Méglichkeit dar, den Pool der Parentalgeneration

flr Kreuzungen zu erweitern oder die Pflanzen mit den gewlnschten Eigenschaften direkt zu nutzen.

Das Hillprotein von tobacco mosaic virus (TMV) war das erste Gen, das benutzt wurde, um
virusresistente transgene Pflanzen zu erzeugen (Powel et a., 1986). Dies war der Start fur die
Etablierung einer groflen Anzahl virusresistenter Pflanzenlinien mit Hilfe der Gentechnik. Eine Reihe
verschiedener Virussequenzen (Replikase, Hullproteine oder mutierte nicht funktionelle Derivate
dieser Gene) wurden benutzt, um mittels Gentechnik eine pathogenabgeleitete Virusresistenz zu
erzeugen (Baulcombe, 1996; Beachy, 1997; Lomonossoff, 1995; Scholthof et a., 1993).



Einleitung 9

Transformationen mit DI-RNA (Kollar et a., 1993; Stanley et a., 1990; Rubio et al., 1999) und Sat-
RNA (Gerlach et al., 1987; Harrison et al., 1987) fihrten ebenfalls zur einer Virusresistenz in
transformierten Pflanzen.

Verschiedene Modelle werden fur die Erkléarung der gentechnisch induzierten Virusresistenz in
Pflanzen herangezogen. Transgene Pflanzen, die das Hullprotein des Virus im Uberschul? exprimieren,
verhindern das Entpacken des Virus, das die Zelle infiziert (Osborn et al., 1989; Clark et a., 1995;
Powel, 1990). Werden dennoch einige Partikel entpackt und repliziert, wird die RNA sofort gebunden
und der Infektionszyklus unterbrochen (Reusken et al., 1994; Taschner et a., 1994). Ein dhnlicher
"Blockierungs-Mechanismus® wird fur die Expression der Replikasen diskutiert, da man von einer
Regulation der Expression der Replikasen durch das Virus ausgeht. In Versuchen mit Viren, die
Submolekiile enthalten, wurde beobachtet, dald diese Molekiile im Vergleich zur genomischen RNA
viel stérker akkumuliert werden. Diese Beobachtung wurde in den Versuchen, eine transgene Pflanze
ZuU erzeugen, ausgenutzt. Die Pflanzen, die DI-RNA oder Sat-RNA exprimierten, blieben nach
Inokulation symptomfrei, da die angebotene RNA viel stirker repliziert wurde as die genomische
RNA der Viruspartikel (Gerlach et al., 1987; Harrison et a.,1987; Kollar et a., 1993; Zaccomer et al.,
1993).

Erstaunlicherweise konnen bei den Transformationsereignissen keine verlddichen Voraussagen
dartiber getroffen werden, ob eine Pflanze, die das Transgen trégt, eine Resistenz aushildet oder nicht.
Manche Pflanzenlinien, die das Transgen in einem hohen Level exprimieren, bleiben gegentiber der
Virose empfindlich, andere Linien, die kaum transgene RNA produzieren, zeigen eine hohe Resistenz
(Lawson et a., 1990). Postuliert wurde in diesem Zusammenhang eine Verbindung zwischen
Resistenz und post-transkriptionaler Suppression der RNA (Lindbo et a., 1993; Van den Boogaart et
al., 1998). Die post-transkriptionale Suppression wird ausgel 6st durch Sequenzen, die eine Homologie
zu transformierten Genen aufweisen (English et a., 1996). Dieser Mechanismus operiert
hochstwahrscheinlich auf dem Level der RNA-Expression. Wird die Zelle mit DNA oder RNA, die
Sequenzhomologien zum Transgen aufweist, infiziert bewirkt das eine Reaktion, infolge derer die
Expression dieser Gene unterbunden wird. Diese Virusresistenz wird auch homologieabhangige
Resistenz genannt (Mueller et a., 1995). Eine der méglichen Erklérungen fir dieses Phdnomen kénnte
die Bildung eines sens-antisense Duplex-RNA-Molekils sein. Angenommen wird, dal3 dies moglich
ist, wenn Pflanzenreplikasen die transgene RNA in die komplementdre RNA umschreiben (Schiebel et
a., 1993 ab). Die Doppelstrang-RNA-Form konnte dann von RNAsen, die spezifisch
Doppelstrangformen angreifen, abgebaut werden. Der Trandationsvorgang ist durch die Bildung von
Duplex-Molekilen unmdglich, was einen indirekten Einflud auf die Stabilitdt der RNA hat
(Nicholson, 1996; Green, 1993). Eine andere Mdglichkeit stellt die transkriptionale Suppression dar
(Jones et al., 1998). Postuliert wird eine ektopische Paarung der DNA oder eine DNA-Methylierung.
Beide Vorgénge verhindern, dal? weder die transgene RNA, noch die Virus-RNA gebildet werden
(English et a., 1996; Sijen et a., 1996). Da dieses Forschungsfeld erst seit ca. 10 Jahren intensiv
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bearbeitet wird, sind gesicherte Aussagen, wie die Pflanze eine Invasion fremder RNA erkennt und

verhindert, nicht moglich.

Wie oben dargestellt gibt es prinzipiell zwei mdgliche Wege, um Resistenz in Pflanzen zu erzeugen.
Die erste Mdglichkeit besteht darin, mittels klassischer Kreuzung aus ausgewdahiten Arten, die eine
Virusresistenz oder Toleranz aufweisen, eine Resistenz einzubringen. Im Falle der Statice wére dieses
Verfahren nur dann moglich, wenn Wildpopulationen oder resistente Arten zur Verfligung sténden, die
als Ausgangsmaterial dienen konnten. Dies ist bis jetzt nicht untersucht worden. Eine weitere
Schwierigkeit besteht in der eingeschrankten Samenbildung der Pflanze im Gewéachshaus. Die Samen
werden gar nicht oder nur eingeschrankt gebildet. Dieses Problem miisste fir die klassische Kreuzung
gelost werden. Eine weitere Moglichkeit, um Resistenzen oder andere Eigenschaften in Pflanzen zu
erzeugen, ist die molekulare Zichtung. Diese basiert auf der Fahigkeit, fremde Gene in Pflanzen
einzubringen und zu exprimieren. Diese Art der Zichtung ist schneller, wenn man Uber die Methode
der Regeneration der Pflanze, ausgehend von Einzelzellstadien verflgt. Die Strategien, die am
haufigsten fir den DNA-Transfer in die Pflanze benutzt werden, sind Elektroporation, Partikel beschuf3

und agrobakteriumvermittelte Transformation.

Das Agrobakterium ist zu einem allgemeinen Werkzeug fir viele Molekularbiologen geworden. In
nattrlicher Umgebung agiert Agrobakterium als Pathogen an Pflanzen. Zwei Arten sind eingehend
studiert worden: A. tumefaciens und A. rhizogenes. A. tumefaciens induziert Tumorentwicklung,
wogegen eine Infektion mit A. rhizogenes zur Bildung haariger Wurzeln fihrt. Diese Verénderungen
an Pflanzen werden durch die Ubertragung von bestimmten Abschnitten der Agrobakterium-DNA
verursacht. Diese Ubertragung ist nur Moglich an geschadigten Kutikula der Pflanzen. Eine verletzte
Pflanze produziert eine Anzahl von Substanzen (z.B. Azetosyringon), die ihrerseits eine Signalkaskade
im Bakterium auddsen, die dazu fuhrt, dal’ bestimmte Sequenzen des Ti-Plasmids (Tumor inducing
plasmid) in die Pflanzenzelle Ubertragen und dort stabil integriert werden (Thomashof et al., 1980;
Mayerhofer et. al 1991; Tinland et. a., 1995).

Die T-DNA (T-DNA,; transferred DNA) enthélt Gene fur Tumor-Entwicklung und fir die Produktion
von einer Reihe ungewdhnlicher Aminosauren, den Opinen. Die meist verbreiteten Arten von Opinen
sind Octopine und Nopaline. Opine werden von der Pflanzenzelle produziert und fungieren als
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle fir die Bakterien. Die T-DNA enthalt keine Sequenzen, die fur den
Transferprozess wichtig sind. Nur die cis-agierenden Elemente von 25 bp (Left-border, right-border),
sind fur die Ubertragung in die Pflanzenzelle notwendig. Es ist moglich, zwischen diesen beiden
Sequenzen beliebige DNA-Abschnitte einzufiigen. Diese werden dann mit Hilfe der vir-Gene
(virulenz Gene, die fir den Transfer von T-DNA benétigt werden) in die Pflanzenzelle Gibertragen. Die
Integration der DNA in das Pflanzengenom ist nicht gerichtet, sondern kann an jeder beliebigen Stelle

erfolgen.
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Produziert die Pflanze aber sekundére Metaboliten, die die Aktivierung der vir-Gene verhindern (Sahi
et a., 1990), kann keine Ubertragung von DNA dattfinden. Alle diese Aspekte der
agrobakterienvermittelten Transformation sollten im Hinblick auf die Staticengewebekultur

berticksichtigt werden.

Die Transformation der Pflanzen mit dem Agrobakteriensystem ist in sehr vielen Féllen einfach,
effizient und kostenglinstig (Boulton et al., 1989; Chan et a., 1992; Conner und Dommisse, 1992;
Gould et al., 1991; Mooney et a., 1991; Raineri et a., 1990 und 1993). Um eine Pflanze erfolgreich
zu transformieren, muf3 diese einige Voraussetzungen erfiillen. Diese Pflanze muR3 die Fahigkeit zur
Regeneration besitzen. Die Regeneration kann Uber das Bilden eines Kallusgewebes, Uber die
Embryogenese oder die Stecklingsvermehrung erfolgen (Abb. 5). Sehr viele Pflanzen sind in der Lage,

Uber ein Kallusstadium neue Sprosse und Blétter zu bilden.

—
P
\ -

Explantate aus
verschiedenen Bereichen
der Pflanze

p
b
Bl IRy RN

Abb. 5: Schematische Darstellung einiger der M dglichkeiten der Propagation von Pflanzen in vitro.

Eine Mdglichkeit stellt die Stecklingsvermehrung dar, die andere ist die direkte Morphogenese (a) bei der die
Pflanze dann entweder Adventivsprosse (c) oder somatische Embryonen (d) ausbildet oder die indirekte
Morphogenese (b) bei der ein Kallusstadium gebildet wird (€), aus dem dann Adventivsprof3e gebildet werden

(f).

Kalus wird in der Natur als Wundverschluss gebildet. Werden Pflanzen durch auf3ere Einfllsse
verletzt, konnen Parenchymzellen des Grundgewebes durch Ruckdifferenzierung wieder
meristematisch werden und als Kallus die Wunde verschlief3en. Bei der Bildung dieses Wundkallus
kommt es zur einer starken Produktion von Phytohormonen. Auxine und Cytokinine, regen die Zellen
zu erneuten Teilungen an. Nach Schliefung der Wunde wird die Hormonproduktion wieder

eingestellt. Appliziert man eine bestimmte Menge und Kombination der Pflanzenhormone an
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geeignetes Pflanzenmaterial, ist es moglich, ein kinstliches Kalluswachstum anzuregen. Dieses
Wachstum der Zellen erweist sich als besonders ginstig fur die agrobakteriumvermittelte

Transformation.

Pflanzenhormone sind chemische Botenstoffe die eine Verdnderung des Gewebes bewirken. Als
klassisches Beispiel wird die Synthese von Gibberelin in Getreidesamen angesehen. Das
synthetisierte Hormon diffundiert zur Auleuronschicht des Embryos und bewirkt eine Sekretion der
hydrolytischen Enzyme. Die bisher bekannten Pflanzenhormone werden aufgrund ihrer Struktur und
Wirkung in verschiedene Gruppen eingeteilt. Die Auxine zu denen z. B. 1-Naphtalen Acetat Sdure
(NAA) gehort, bewirken unter anderem das Zellwachstum, Ausbilden der adventiven Wurzel und
adventiven Sprosse, Kallusformation und Wachstum. Eine andere Gruppe sind die Cytokinine, zu
denen das Hormon Kinetin (KIN) zugerechnet wird. Diese Substanz bewirkt unter anderem adventive
Sprof3bildung, Wurzelwachstumsinhibition, Zellteilung, Kallusformation, Seneszensverzdgerung. Fir
eine efolgreiche Regeneration ist die Interaktion der Auxine und Cytokinine von entscheidender
Bedeutung (Abb. 6). Die Kombinationen und Konzentrationen mussen fur jedes Gewebe empirisch

ermittelt werden.

Wurzelbildung an Stecklingen
"Kdlusinitiation" in Monokotylen
Frihstadium der Embryogenese
Bildung der Adventivwurzel aus Kallusgewebe
Kalusinitiation in Dikotylen
Adventivsprofdinduktion

Auxiligre Sprof3proliferation in Sprof3kultur
niedrig hoch

Abb. 6: Auswirkungen der Konzentrationen und Kombinationen der Phytohormone auf das
Pflanzengewebe.

Uber die Auswirkung auf das Gewebe entscheidet die Konzentration und Kombination der jeweiligen
Phytohormone. Diese Bedingungen muissen fir jedes Gewebe empirisch ermittelt werden.

Es gibt mehrere Staticenarten, die weltweit ein Interesse in der Gartenbauindustrie finden. Die in vitro
Arbeiten mit einigen Arten (Kunitake et a., 1995; Matsumoto et a., 1997; Martin et a., 1995;

Amomarco et al., 1998) beziehen sich auf die Effizienz der Vermehrung und die Kryopreservation von
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in vitro-Material. Ein Transformationsprotokoll ist fir keine dieser Arten erstellt worden. Goniolimon
tataricum ist eine Staticenart die auf Grund ihrer Eigenschaften in der Trockenblumenindustrie sehr

geschétzt wird und regional einen hohen Stellenwert besitzt.

Das Zidl dieser Arbeit war daher eine eingehende Charakterisierung des neuen Virus, die Herstellung
einer infektiosen cDNA-Kopie, die as Vorlage zur Subklonierung der resistenzerzeugenden
Sequenzen dienen sollte und die Etablierung der Regenerations- und Transformationsprotokolle fir
die mehrjahrige Statice. Die Sequenzen sollten in geeignete Transformationsvektoren eingebracht und

diese fur die spatere Produktion bereitgestellt werden.
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[11. Material und Methoden

1. Chemikalien und Materialien

Chemikalien und Reagenzien wurden, wenn im Text nicht speziell darauf hingewiesen, von den
Firmen Boehringer (Mannheim), E. Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe),
Difco Laboratories (Detroit, M, USA) bezogen. Restriktionsenzyme und andere DNA-modifizierende
Enzyme oder DNA-Standards wurden von der Firma Eurogentec (Belgien) und GibcoBRL
(Eggenstein) bezogen. Die verwendeten Nitrocellulosemembranen (Highbond-N") wurden von der
Firma Amersham (Braunschweig) bezogen. Die Medien fur die Gewebekultur der Statice wurden bei
Duchefa Biochemie BV (Niederlande) gekauft. Verbrauchsmaterial wurde hauptséchlich von Fischer
LabWorld (Nidderau) und Firma NeoL ab (Heidelberg) bezogen.

1.1 Verwendete Organismen und deren Zichtung

Im Rahmen der Untersuchungen der Virose wurden Pflanzen (Blétter) von Staticen und
Ackerbegleitflora von Feldern Heinz Stilgenbauer (Flonheim) gesammelt und mittels Enzyme-linked
immunosorbent assay (Elisa) auf das Vorhandensein der Virusinfektion untersucht.

Die Referenzisolate (TBSV-cherry, TBSV-BS3) wurden freundlicherweise von Fr. Dr. Konig (BBA
Braunschweig) zur Verfligung gestellt. Die Staticensamen wurden von der Firma Stilgenbauer und die
Nicotiana benthamiana-Samen von der Firma Loewe Biochemika, Otterfingen bezogen. Fir die
cDNA Isolierung und die anschlief3ende Klonierung wurde das Isolat Nr. 33 benutzt. Dieses Isolat
stammt von Staticenbléttern, die 1994 auf dem Feld " Stilgenbauer Autobahn" gesammelt und bei

—80 °C aufbewahrt wurden (Diplomarbeit Britta Wegener, 1994).

Als Anzuchterde wurde Flomaris Orginal Fruhstorfer Erde (Topferde pH 5,5 bis 6,5, Humusgehalt
60%) verwendet. Die Aussaat erfolgte in 12 cm Durchmesser Plastiktopfen. Nach ca. 3-4 Wochen
wurden die Jungpflanzen in 8 cm Tépfe pikiert und spater nach Bedarf umgetopft.

Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte unter Gewachshausbedingungen bei Temperaturen zwischen 16
und 25°C. Im Winter wurden die Pflanzen zusétzlich 12 bis 16 Stunden mit Quecksilberdampflampen
(HQITS) beleuchtet.

Fur die Klonierung der DNA Fragmente wurde der E. coli Stamm DH5a von GibcoBRL verwendet.
Die Medien wurden, wie bei Sambrook et a., (1989) beschrieben, hergestellt und je nach

Versuchsansatz mit Antibiotika und Nachwei sreagenzien supplementiert (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Antibiotika und Nachweisreagenzien fir E. coli-Medien

Substanz Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/l
Kanamycin 50 mg/l
Streptomycin 100 mg/l
XGd 40 mg/l
IPTG 8 mg/l

Fir die Etablierung eines Transformationsprotokolls fir Statice (Goniolimon tataricum) wurde ein
Agrabacterium tumefaciens-Stamm ATHV (Hood et a., 1986) benutzt (Tabelle 2). Dieser Stamm
zeichnet sich durch eine erhthte Virulenz aus, die durch Gene bedingt ist, die auf dem Helfer-Plasmid

lokalisiert sind.

Tabelle 2: Eigenschaften des Agrobacterium tumefaciens Stammes ATHV

Stamm Genomische Helferplasmid Antibiotikaresistenz
Antibiotikaresistenz des Helferplasmids
ATHV C58C1 Rif pEHA101 Km' deletiert

Eine Kolonie wurde gepikt und in 10 ml LB (+Antibiotikum) Medium Uber Nacht bei 26 °C inkubiert.

Diese Vorkultur wurde fir die Co-Kultur der Staticenwurzel mit Agrobakterien verwandt.

2. Molekularbiologische Methoden

2.1 Virusmaterial und Propagierung

Die kunstliche Infektion einer Pflanze mit Viren oder mit VirussRNA nennt man mechanische
Inokulation. Verwendet wird Pflanzensaft oder RNA-Transkripte in Pufferlésung. Die Blattoberflache
der zu infizierenden Pflanzen wird durch Zugabe von Celite 545 (Fisher Scientific) verletzt. Folgendes
Vorgehen erwies sich als das Erfolgreichste:

Eine Nicotiana benthamiana Pflanze im 4 Blattstadium wurde mit einem Glasspatel (jeweils 3 Blétter
einer Pflanze) abgerieben. Die Abreibungddsung bestand im Falle der Verwendung von Blattmaterial
(frisch oder gefroren) aus 0,1 M Natrium Acetat pH 5 und 2% Celite. 5 nl der Ldsung wurden far

1 mg Rohmaterial verwendet und in einem Porzellanmorser zerrieben.
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Fur die Aplifikation von RNA-Transkripten wurde folgender Inokulationspuffer verwendet.

RNA-Puffer: 0,03 M K;HPO,
0,05 M Glycin
pH 9,2 eingestellt mit 1 M KOH
1% Bentionit
1% Celite

Der Puffer wird autoklaviert und bei 4°C aufbewart.

Inokulierte Tabak-Pflanzen zeigten nach 3 Tagen typische Einzel-L&sionen, und nach ca. 10 Tagen
war die Infektion so weit fortgeschritten, dal3 eine systemische Infektion der apikalen Blétter vorlag.
Pflanzen dieses Stadiums wurden fur die Virusisolation benutzt.

Fur die Infektion von Staticen-Pflanzen im 5-6 Blattstadium wurde der 0,1 M Natrium-Acetat- Puffer
pH 5,2 verwendet. Die verwendeten Pflanzen wurden bei 16°C in der Klimakammer gehalten, da sonst
keine Symptomentwicklung erfolgte. Dieses Phanomen wurde bereits von Krczal und Beutel, (1994)

beschrieben.

2.2 Virusreinigung

Von Nicotiana benthamiana-Pflanzen mit systemischer Infektion wurden die Blétter abgeerntet und
gewogen mit 0,3 g/ml 0,1 M Natrium-Acetat Puffer pH 5,2 versetzt mit 250 pl Merkaptoethanol
(0,25%) im Mixer bei moglichst 4°C zerkleinert, bis ein homogener Brei entstand. Dieser wurde durch
ein Kasetuch gefiltert und der aufgefangene Saft 0,5 h auf Eis stehengelassen. Anschlief3end wurde die
L6sung bei 10000 rpm 10 min. bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand wurde verarbeitet und das Pellet
verworfen. 100 ml des Uberstandes wurden 1,1 g NaCl und 8 g PEG 6000 oder 8000 versetzt. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur gertihrt, bis sich das Salz gel6st hat. Die Lésung soll triib sein.
Nach einer 1-stiindigen Inkubation auf Eis wurde erneut bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 4 ml 0,02 M Natrium Acetat Puffers Uberschichtet. Bel 4°C
wahrend der folgenden 2 Stunden wurde das Pellet angel6st und kann dann mit vortexen vollsténdig
gelost werden. Eine erneute Zentrifugation bei 10000 rpm 10 min. und 4°C kléarte die Suspension, der
gewonnene Uberstand wurde einer Zentrifugation bei 36000 rpm 1 h unterworfen um die Viruspartikel
zu sedimentieren. Die pelletierten Viren wurden Gber Nacht mit 0,3 ml 0,02 M Natrium Acetat Puffers

pH 5,2 angel0st, und dann in einer 1:10 Verdinnung im Photometer gemessen.
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2.3 Photometrische M essung

Virussuspension

Fur Tombusvirusisolate gilt der Richtwert bei einer Wellenldnge von 260 nm entspricht 1 mg/ml
Viruskonzentration dem Extinktionswert von 4-5. Anhand dieser Angaben konnte die Ausbeute der

Virusisolation bestimmt werden (mtindliche Mitteilung Prof. Dr. Russo).

2.4 RNA-| solation aus Pflanzen- und Virusmaterial
Virusmaterial

200 pl der Virusisolation (3,5 mg/ml) wurden mit 200 gl 1x EB Puffer versetzt und kurz gevortext.
Sofort wurden 400 pl Phenol zugegeben und 1 min. gevortext. Eine 2 mindtige Zentrifugation bei
13000 rpm trennt die LOsung in zwei Phasen, von der die obere mit 400 pl Phenol/Chloroform (1:1)
gemischt und 1 min. gevortext wurde. Es wurde erneut 2 min. bei 13000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand wurde dann mit 400 pl Chloroform gevortext, und eine Zentrifugation 1 min. bei 13000
rom erlaubte die Uberfihrung der oberen Phase in ein neues Cup, das mit 100%igem Ethanol
aufgefiillt wurde. Es wurde 15 min. bei 13000 rpm zentrifugiert, das Pellet wurde mit 70%igem
Ethanol gewaschen und 5 min. getrocknet. Das Pellet wurde in 50 pl DEPC-Wasser gel 6st.

Pflanzenmaterial

lcm® Blattmaterial wurde in einem kaltem Mérser zerrieben und mit 600 pl 1xEB Puffer
aufgenommen. Es wurden 600 pl Phenol zugegeben und 1 min. gevortext. Nach 2 min. Zentrifugation
bei 13000 rpm wurde die wassrige Phase mit 400 pl Phenol/Chloroform (1:1) gemischt und gevortext.
Erneute Zentrifugation bei 2 min. und 13000 rpm trennt die Phasen. Die obere wurde abgezogen, mit
400 yl Chloroform gemischt, und die Suspension wurde 1 min. bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 1 ml 100%igem Ethanol gefallt (30 min. bei —20°C). Eine Zentrifugation von 15
min. bei 13000 rpm pelletierte die RNA. Diese wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und
getrocknet (5 min.). Das Pellet wurde in 25 pl DEPC-Wasser aufgenommen. 3 pl wurden mit 3 pl der
FDE-Lsg. 5 min. bei 65°C denaturiert, und nach einer 1 min. Inkubation auf Eis in einem RNAse
freiem 1%igem TBE Gel bei 100 V aufgetrennt. Verbleibendes RNA-Materia wurde bei —80°C
aufbewahrt.

FDE-Lsg.

900 W Formamid deionisiert
20 Wl EDTA 0,5 M (pH8)
80 Wl DEPC-H0

Kristalle Bromphenolblau.
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10xEB-Puffer 100 mi

7,7 g Glycin

5,8 g NaCl

20 ml EDTA 0,5M (pH 8)

in sterilem Wasser 16sen und mit NaOH (1 M) auf pH 9 einstellen. Aufbewahren in einer dunklen
Flasche.

Bei Bedarf werden fir 100 ml folgende Reagenzien zugegeben:
10ml 10xEB Puffer

+2gSDS

+ 1 g Lauroyl Sarcosine, (Sigma)

mit sterilem H,O auf 100 ml aufgefllt.

2.5 DNA-RNA-Hybridisierung (Northern blot)

Die Detektion der Virus-RNA in Pflanzenmaterial erfolgte unter Verwendung der DNA-RNA
Hybridisierung. Bel dieser Technik wurde die RNA denaturiert und auf einer Membran immobilisiert.
Mit DIG markierter DNA (entspricht einem Fragment der cDNA, siehe Material und Methoden Teil
cDNA Herstellung) erfolgte die spezifische Detektion der virdlen RNA. 2,3 pl der gewonnenen RNA
(siehe Teil RNA-Extraktion) wurde mit 4,5 Wl DMSO; 0,9 gl 100 mM NaH ,PO,. 1,2 pl Glyoxa bei
50°C 1 Stunde inkubiert und auf Eis abgekihlt. Zu diesem Ansatz wurde 1 pl LD-RNA-Lsg.
zugegeben und in einem 1,2%igem Gel in 10 mM NaH,PO, Puffer aufgetrennt (80 V ca 2 h).
Kammer und Kamme wurden vor der Auftrennung mindestens 1 h lang mit 3%igem H,0, behandelt.
Nach der Auftrennung wurde das Gel 15 min. in einer Denaturierungs ésung und dann weitere 15 min.
in einer Neutralisationslésung inkubiert. So vorbereitet wurde das Gel wie in Sambrook et al., (1989)
beschrieben in einer 20xSSC Kammer Uber Nacht geblotet. Nach Ubertragung der RNA auf die
Membran wurde diese getrocknet und bei 80°C 2 h lang gebacken. Die Membran wurde mit
Hybridisierungsiésung mind. 1 h bei 50°C behandelt, um die Stellen auf der Membran abzuséttigen,
an welchen keine RNA gebunden ist. Die vorbereitete Sonde (DIG-markierte DNA, Produkt
Boehringer Mannheim, vorbereitet nach Angaben des Herstellers unter Verwendung von 1 g
Plasmid-DNA) wurde 10 min. bei 100°C im Wasserbad erhitzt und schnell auf Eis abgekihlt. 10 ml
neue Hybridisierungsésung und die denaturierte Sonde wurden zu der Membran zugegeben und Uber
Nacht inkubiert. Da die Sonde bei 50°C auch unspezifische Bindungen eingeht, wurde bei 60°C die
Membran mit 1xSSC+0,1% SDS jeweils 2x15 min. gewaschen und anschlief3end mit 0,2xSSC+0,1%
SDS 2x15 min. behandelt. Die Signalentwicklung erfolgte laut den Angaben der Firma Boehringer
Mannheim fur das Produkt Signalentwicklungskit fur DIG-markierte Sonden.
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Her stellung von Glyoxal-L sg.

Das in diesem Northern blot verwendete Glyoxal muf3 deionisiert werden, deshalb wurde es aufgel st
und mit lonenaustauschern behandelt. 4 g Glyoxa wurden in 10 ml DEPC-Wasser gel6st und mit
Dowex 1 (Drymesh 100-200) und Dowex Type 50w x 8 100-200 (Sigma) zu 15 ml aufgefillt, wobei
die lonenaustauscher 1:1 eingesetzt wurden. Diese Mischung wurde 2 h auf dem Schiittler bei 37°C
inkubiert, anschlief3end durch einen Sterilfilter 0,45 pm in Cups a 50 Wl aiquotiert und bei -20°C
aufbewahrt.

Hybridisierungslésung

0,5 M NaH,PO,+ 1 mM EDTA wurden mit 10 M NaOH auf pH 7,2 eingestellt. Zu dieser LOsung
wurden 7% SDS und 1% BSA zugegeben und unter Zufiihrung von Wéarme (max. 50°C) so lange
gerdihrt bis die Losung klar und gelb war. Die Lésung wurde dann durch einen Faltenfilter gegeben
und in 30 ml Aliquots bel -20°C eingefroren. Die Losung darf niemals in der Mikrowelle getaut oder
angetaut werden, da sonst die Blockungseigenschaften durch die verénderte Proteinstruktur des BSA

verlorengehen.

Denaturierungsdsung: 0,05 M NaOH/1,5 M NaCl

Neutralisationslésung: 0,5M Tris (HCI pH 7,5)/1,5 M NaCl

2.6 cDNA-Synthese (Random Priming)

Da die Tombusviren Uber ein RNA-Genom verfiigen, war es nicht direkt moglich, das Virusgenom zu
klonieren. Vielmehr war es notwendig eine Anzahl von cDNA Klonen zu erhdten, diese zu
sequenzieren, spezifische Primer abzuleiten und mit Hilfe der PCR-Technik einen infektiosen Klon
herzustellen. Die cDNA-Klone wurden mit random Primern hergestellt. Die cDNA-Synthese wurde
nach folgendem Verfahren durchgefuhrt:

9,5 Wl RNA (6 pg)

+2 Yl Random Primer 70 uM

+4 Wl 5x Puffer fur AMLV reverse Transkriptase (Biolabs)

diese Komponenten werden 10 min. bei 70°C erhitzt und langsam 15 min. bel Raumtemperatur
abgekdhlt.

+0,2 0,1 M DTT

+0,5 yl HPRI Boehringer

+1 W dNTPs 20 uM

+1 W AMLYV reverse Transkriptase
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Die Losung wurde 1 h bei 37°C inkubiert und anschlief3end wurde das Enzym 1 min. bei 100°C

inaktiviert.

2.6.1 Bestimmung der Nukleotidsequenz am 3'Ende und 5'Ende der genomischen RNA
desVirus

3'Ende der genomischen RNA des Virus

1 pg der TBSV-BS3-Statice RNA wurde bei 65°C fur 15 min. erhitzt und auf Eis abgekuhlt. Das
3Ende wurde nach Angaben des Herstellers polyadenyliert mit poly(A) polymerase (Bethesda
Research Laboratories, BRL). Die polyadenylierte RNA wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert und
mit Ethanol prézipitiert. Die RNA wurde in 10 pl DEPC-Wasser resuspendiert und als Matrize fur die
cDNA Synthese benutzt. Als Primer wurde Oligo (dT) verwendet, wobei die Reaktion nach dem
cDNA Synthesis Module (Amersham) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt wurde.

5'Ende der genomischen RNA desVirus

Die terminale 5'Nukleotidsequenz wurde mit der Methode beschrieben bei Hirzman et a., (1993)
determiniert. Die cDNA wurde mit dem Primer RepP4 hergestellt und mit RibonucleaseH verdaut. Die
cDNA wurde mit dem QIAquick kit von Quiagen fir PCR Aufreinigung gereinigt und in 30 pl eluiert.
Der cDNA wurden am 3'Ende mehrere dGTP s angehangt. Das verwendete Enzym war die terminale
deoxynucleotidyl transferase (BRL) und die Reaktion fand nach den Angaben des Herstellers statt. Die
so erhaltene cDNA wurde in einer PCR-Reaktion amplifiziert und in pUC18 Sma | kloniert.

2.7 T7-abhéngige RNA-Transkription

Tombusviren besitzen am 3'Ende ihres Genoms die Sequenz CCC, die Klonierung der cDNA in einen
Sma | geschnittenen Vektor fuhrt zur Erhaltung der Schnittstelle und nach einem erneutem Verdau des
Vektors mit Sma | zu einem korrektem Ende der resultierenden Transkripte.

2 pg der cDNA Kloniert in pUC18 wurden mit Sma | in 20 W 1 h be 25°C verdaut. Nach
vollstandigem Verdau wurden 20 Wl H,O und 40 pl Phenol/Chloroform (1:1) zugegeben. Eine
Zentrifugation bei 13000 rpm 2 min. trennt die Phasen und der wassrige Uberstand wurde mit 40 pl
Chloroform gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand mit 4 pl NaCl 2 M und

88 Ul 100%igem EtOH gefdllt. Eine Zentrifugation bei 13000 rpm und 10 min. fihrt zu Pelletierung
der DNA, die dann mit 70%igem EtOH gewaschen wurde (2 min. bei 13000 rpm). Die DNA wurde in
67 Wl H,0 resuspendiert. Fir die Transkription wurden 20 i RNA dNTP's (2,5 M jedes), 10 gl 10xT7
RNA Polymerase Puffer, 1 Wl HPRI (100 U) und 2 gl T7 RNA Polymerase (100 U Biolabs)
zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C 1 h. Nach der Inkubation wurden 2 pl der Reaktion auf
einem TBE-RNA-Ge Uberprift. War die Reaktion erfolgreich wurde 100 W eiskalter
Inokulationspuffer fir RNA Transkripte zugegeben und je 10 Wl pro Blatt (je 3 Blétter pro Pflanze) mit
einem Glasspatel appliziert.
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2.8 PCR

Die Synthese der cDNA erlaubt eine Amplifikation des Virusgenomes und dessen Klonierung. Um die
Klonierung von PCR-Amplifikaten zu erleichtern, wurden die entsprechenden Primer vor der PCR-

Reaktion an ihrem 5'-Ende phosphoryliert.

Reaktionsansatz: 5 ul Oligonukleotide (100 uM)

2,5 pl 10x PNK-Reaktionspuffer (Boehringer Mannheim)

2,5 10x10 mM ATP

1 pl T4 Polynukleotidkinase (10 U/Wl Boehringer Mannheim)

14yl H,0
Der Ansatz wird fur 15 min. bei 37°C inkubiert und anschlief3end wurde das Enzym bei 75°C 10 min.
deaktiviert.

Die so vorbereiteten Primer (Primer-P) werden in die PCR-Reaktion eingesetzt. Der Ansatz erfolgte in
100 gl Volumen.

78,5yl H20

+2 Wl dNTPs 10 mM

+2 Wl Primer-P(1)

+2 Wl Primer-P(2)

+5 il cDNA

+10 Yl 10xPCR Puffer+MgCl ,

+0,5 Wl Vent DNA Polymerase (Biolabs)

PCR Programm:
Denaturierung der DNA 95°C  5min.
35 Amplifikationszyklen
Matrizendenaturierung 95°C 1 min.
Primeranlagerung 45°C 1 min.
Elongation 72°C 1 min. (4 min. fir die Herstellung von infektidsen
Klon)
Anschlief3end ein verléngerter Elongationsschritt:
72°C 10 min.

Das Ergebnis der Reaktion wurde durch Auftrennung von 10 pl des Ansatzes auf einem 1%igem TBE
Gel Uberprdift.
Folgende Primer wurden sowohl fir die PCR als auch fir die Sequenzierungsreaktionen eingesetzt.

Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, in PSF-gereinigter Qualitét bezogen.
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S'ENDE S'ACG CGT AAT ACGACT CACTAT AGGAAATTC
CCCAGG-3
CPP1 5-CAC AAA CACAAGAGA TGG-3
CPP2 5-AGT ATGTCA TTA ATA ACC-3
CPP3 5-GTA TAG CTC GTT CCA TGG-3
CPP4 5-TGT TGA GTA CAC GAC GGC-3'
CPP5 5-AAA CCC ACT GCC GAT TGT AGC-3
CPP6 5-GACATCTGG ATCTGT CAC-3
1610-1627 5-GCG GCA TAT GGA ATC CAA-3
P22Ncol 5-TCA TGG ATA CTG AAT ACG-3
RepP1 5-GTA GTA TGA CAG GAA ACC-3
RepP2 5-AAT TCT GCC AGG CACACC-3
RepP3 5-GGC GGC AGG TTT AGC GCT-3'
RepP4 5-GGC TAG CGC GCA TAT AGG-3
RepP5 5-AAC CTG GAG TAG AAT CGC-3
IR28 5-GGG CTG CAT TTC TGC AAT G-3

Fur die Amplifikation der Replikasefragmente die benutzt wurden, um die Transformationsplasmide

und die Plasmide fur die Proteinexpression herzustellen, wurden zusétzlich folgende Primer benutzt:

Rep5'prt33 5-ACG ATC GCG GCC GCG GCC CAG CCG GCC ATG
GAG ACCATT AAGAGGATGAT-3

Rep5'prts55 5-ACG ATC GCG GCC GCG GCC CAG CCG GCCATG
GGA GGC CTA GTA CGT CTA CCT-3

Rep3'prt33 5-ACCAGT CAGCTGTTT GACACCTAGGGA TTC
CTGTGA ACC-3

Rep3'prt55 5-ACC AGT CAG CTG TGC TAC GGC GGA ATC AAG
GAT GCT-3

2.9 Klonierung von DNA-Fragmenten

Die erhatenen PCR-Amplifikate wurden tber low-melting Gel (Sigma) Extraktion nach folgendem
Verfahren gereinigt.

20 W vom PCR Produkt wurden in einem 1,2%igem low-melting TBE Gel aufgetrennt, die Bande
unter UV-Licht ausgeschnitten und in ein 1 ml Eppendorf Cup Uberfihrt. Nach Addition von 100 pl
TE-Puffer wurde der Ansatz 5 min. auf 75°C erhitzt, mit 300 Wl Phenol (Roti Phenol Roth) versetzt

und 1 min. gevortext. Die Suspension wurde 10 min. bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
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mit 200 W Phenol/Chloroform (1:1) gevortext. Eine erneute Zentrifugation 2 min. bei 13000 rpm
trennte die wasserige von der aiphatischen Phase. Die wassrige Phase wurde mit 200 pl Chloroform
versetzt und erneut zentrifugiert. Das Volumen des Uberstandes wurde gemessen und folgende
Reagenzien wurden zugegeben:

+1 Wl tRNA (5ug /Wl Sigma)

+0,1 vol 2 M NaCl

+2,5 vol EtOH 100%

Die DNA wurde 30 min. bei -80°C gefdllt. Eine Zentrifugation (10 min. bei 13000 rpm) pelletierte die
DNA, die anschlief3end mit 70%igem EtOH gewaschen wurde. Die DNA wurde in 10 yl DEPC H,0
aufgenommen und 1 pl der Lésung wurde in einem 1%igem TBE-Gel Uberprift. War die Isolation

erfolgreich, konnte eine Ligationsreaktion angeschlossen werden.

2.10 Ligation

Die Ligation der linearisierten Klonierungsvektoren mit entsprechenden Fragmenten erfolgte unter
Verwendung der T4 DNA-Ligase (Biolabs). Fur eine effektive Ligationsreaktion sollte das Verhdltnis
von Vektor zu kloniertem Fragment 1:3 betragen. Die Abschdtzung der einzusetzenden Volumina
geschah durch Vergleich der Leuchtintensitét der im Agarosegel aufgetrennten Banden. Die verdauten

Plasmide wurden auch tber low-melting Agarose gereinigt und auf einem 1%igem TBE-Gel geprft.

10x Ligationspuffer. 200 mM Tris-HCI pH 7,6
50 mM DTT
50 mM MgCl,
5mM ATP

Ligationsansatz: 5,5 Wl DNA-Fragment
+1 W 20 pM Hexamin.cobalt-111-Chlorid
+1 yl PEG 8000
+1 W 10xLigationspuffer
+1 pl Plasmid
+0,5 Wl T4 DNA Ligase

Der Ansatz wurde 4 Stunden oder Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Von 10 pl Ligationsansatz wurden 1-2 pl in die Transformation von kompetenten Bakterien
eingesetzt.
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Fur Klonierungsschritte verwendete Plasmide

Nach der erfolgreichen Etablierung eines Transformationsprotokolls fir die Staticenpflanzen mit Hilfe
der Reportergene (Tabelle 3) sollten die Pflanzen mit Konstrukten transformiert werden, die von
Zlchterischem Interesse sind. Die hierzu notwendigen Konstrukte, die zur Induktion von
Virusresistenz fuhren sollen, mufdten hergestellt werden. Die dabel verwendeten Plasmide sind
ebenfallsin der Tabelle 3 zusammengefalyt.

Tabelle 3: Plasmide, diein dieser Arbeit verwendet wurden

pRT101 Dieses Plasmid enthalt den 35S Promotor und das Poly(A)-Signal aus
dem CaMV-Stamm"Cabb B-D" (Topfer et ., 1987)
pGJ357 Ein auf dem Plasmid pPZP200 (Heidukiewicz et al., 1994)

basierender binérer Vektor, in dessen T-DNA ein nptll Gen unter
Kontrolle von nos-Promotor und Poly(A)-Signa kloniert wurde. Die
erfolgreiche Transformation von Bakterien kann durch eine auf dem
Plasmid kodierte Streptomycin- und Spectinomycinresistenz (aadA-Gen)

Uberprift werden.

pBIN19 Bindrer Vektor mit nptll-Gen (Kanamycinresistenz) unter der
Kontrolle des nos-Promoters und Poly(A)-Signalsin der T-DNA
(Bevan, 1984).

pUC18 und pUC19 | Standardklonierungsvektor mit Ampicillinresistenz
(Vieira& Messing, 1982)

pBluesctipt Il KS+ Standardklonierungsvektor mit Ampicillinresistenz
(Alting-Mees & Short, 1989)

GUS-Intron Auf dem pBIN 19 basierender binérer Vektor. Enthdlt innerhalb der T-DNA
das uidA-Gen unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors und Poly(A)-
Signals aus pRT102 (Topfer et al., 1987). Um zu verhindern, dal3 das Enzym
GUS in A. tumefaciens exprimiert wird, wurde das Intron 1V2 aus dem Gen
ST-LS1 aus der Kartoffel in das uidA Gen inseriert (Vancanneyt et al., 1990).
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2.11 Transformation von E. coli und Agrobakterien
Transfor mation von E. coli

Die Transformation der DH5a F' kompetenten Zellen (Gibco BRL) wurde nach dem modifizierten
Protokoll des Herstellers durchgefihrt. 20 i der kompetenten Zellen wurden mit 1-2 pl des
Ligationsansatzes versetzt und 30 min. auf Eis inkubiert. Anschlief?end wurde der Ansatz 45 sek. in
42°C warmen Heizblock einem Hitzeschock ausgesetzt und auf Eis abgekihlt. 175 pl LB-Medium
zugegeben und bei 37°C inkubiert. Der Transformationsansatz wurde komplett auf selektive LB-
Platten gegeben und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Herstellung elektrokompetenter Agrobakterien.

Mit einer Bakterien-Kolonie wurden 5 ml Vorkultur (LB-Medium) angeimpft und Uber Nacht auf dem
Schiittler bei 200 rpm und 27°C inkubiert. Das LB-Medium sollte Antibiotika enthalten, so dal3 nur
Bakterien mit Helfer-Plasmid wachsen. Fur den Stamm ATHV pEHA101 ist diese Selektion
alerdings nicht moglich, da die Kanamycin-Resistenz auf dem Helfer-Plasmid deletiert ist. Mit 3 ml
der Vorkultur wurden 250 ml Hauptkultur inokuliert und ebenfalls Gber Nacht auf dem Schittler bei
200 rpm und 27°C inkubiert. Bei einer OD goonm VON 0,5-0,6 wurden die Zellen geerntet, indem sieim
Eisbad 10-15 min. gekihlt und dann 10 min. bei 3000 g in 50 ml Réhrchen (Falcon Tubes) bei 4°C in
der Kihlzentrifuge zentrifugiert wurden. Auch bei alen weiteren Arbeitsschritten sollten die Zellen
kihl gehaten werden. Das Bakterienpellet wurde in 200 ml kaltem, sterilem Wasser aufgenommen
(40 ml pro Rohrchen) und ein weiteres Mal, wie oben beschrieben, zentrifugiert. Danach wurde das
Pellet in insgesamt 100 ml sterilem Wasser aufgenommen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wurde das Pellet in insgesamt 50 ml kaltem, sterilem, 10%igem Glycerin aufgenommen und
anschliefend zentrifugiert. Die Pellets wurden in 1 ml kaltem, sterilem, 10%igem Glycerin
resuspendiert und in 50 I Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots wurden bei -80°C eingefroren.

Transformation von Agrobacterium tumefaciens

In einem Eisbad wurden die vorbereiteten Zellen (50 W) angetaut und zu 50-100 ng Plasmid DNA
gegeben. Die Mischung wurde in eine Elektroporationskiivette (0,2 cm Elektrodenabstand, Biorad)
gegeben und einem Spannungsimpuls unterworfen. Sofort nach der Elektroporation wurde 1 ml SOC-
Medium zugegeben, die Bakteriensuspension in ein 2 ml Eppendorf Cup Uberfihrt. Nach einer
1-stiindigen Inkubation bei 27°C wurden Aliquots von 50 Wl und 100 Wl auf entsprechenden LB-
Selektionsagarplatten plattiert. Nach 2 Tagen Inkubation bei 27°C wurden Kolonien sichtbar.



Material und Methoden 26

2.12 Praparation und Restriktion von DNA

I solierung von Plasmid-DNA ausE. coli

Zur Uberprifung von Transformationen wurde Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse aus den
Bakterien extrahiert und gereinigt, wie von Ausubel et a., (1994) beschrieben. Die beschriebene
Methode wurde folgendermal3en modifiziert: 1 ml LB-Medium wurde in einem 2 ml Eppendorf Cup
mit einer Bakterienkolonie inokuliert. Nach 5-6 h auf dem Schiittler (250 rpm, 37°C) war eine fur
Plasmidpréparation ausreichende Zdlldichte erreicht. Die Proben wurden 30 sek. bei 13000 rpm
(Heraeus Biofuge 13) zentrifugiert und das Pellet in 100 Wl GTE-L6sung (50 mM Glucose, 10 mM
EDTA, 25 mM TrissHCL pH 8.0) resuspendiert. Nach 5 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden
200 Wl NaOH/SDS (0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS) zugefigt. Die Probe wurde durch Invertieren
gemischt und 5 min. inkubiert. Danach wurden 150 pl 5 M K-Acetat (pH 4,8) hinzugegeben, die Probe
durch mehrfaches Invertieren gut gemischt und 5 min. auf Eis inkubiert. Nach 3 min. Zentrifugation
bei 13000 rpm wurden 400 pl des Uberstandes abgenommen und in ein neues Rektionsgefal
Uberfiihrt. Durch die Zugabe von 100%igem EtOH und anschlieffender Zentrifugation wurde die
Plasmid-DNA gefdllt und mit 70%igem EtOH gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 10 pl
H,O aufgenommen. Fur folgende Restriktionsverdaus wurden 3 pl eingesetzt.

Wurde eine hohe Ausbeute und hohe Reinheit der extrahierten DNA benttigt, z.B. fiur die
Sequenzierung, wurde Plasmid-DNA mit Hilfe des "Quiagen Plasmid Mini Kit" (Quiagen)
entsprechend den Angaben des Herstellers extrahiert und gereinigt.

Photometrische Messung der Nukleinsduren DNA und RNA

Die Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration erfolgte durch Absorptionsmessungen bei 260 und
280 nm in einem Photometer (UV-160 1PC Schimadzu) in Quarzkiivetten. Eine A5 von 1 entspricht
einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml und RNA-Konzentration von 40 pg/ml (Sambrook et al.,
1989).

Restriktion von DNA

Sofern nicht anders vermerkt, wurden Ansdize mit 10 Wl Gesamtvolumen angesetzt, die 0,5 p
Restriktionsenzym (1-20 U/ul) enthielten. Die Inkubation erfolgte in den vom Hersteller mitgelieferten
Restriktionspuffern nach Angaben des Herstellers. Bei praparativem Verdau wurden

1 pg DNA eingesetzt, bei Minipreparation (siehe oben) 3 yl von 10 pl des Losungsvolumen. Die

Inaktivierung des Enzyms war nicht notwendig.
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Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 1%igen Agarosegelen (Sambrook et al.,
1989) in TBE-Puffer. Als GrofRRenstandard diente die 1kb Ladder (15615-016) GibcoBRL. Die
Visualisation der DNA oder RNA erfolgte unter UV-Licht bei 302 nm und wurde mit Hilfe einer

Kamerader Firma INTAS (G6ttingen) und eines Videoprinters dokumentiert.

IXTBE: 90 mM Tris-HCI pH8
90 mM Borsaure
2mM NaEDTA

2.13 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma GENterprise (Gesellschaft fir Genanalyse und
Biotechnologie mbH) in Mainz durchgefuhrt.

2.14 Mikroskopische M ethoden

2.14.1 Immunelektronenmikroskopie

Diese Technik erlaubt eine Visualisierung der Viruspartikel und deren Reaktivitét mit Antikdrpern.
Die &ulRere Form der Virusparikel gibt wichtige Anhaltspunkte fur die taxonomische Einordnung des
Virus. Die Ergebnisse der Antikdrperreaktionen geben weitere Hinweise auf die Zugehdrigkeit des

Isolates zu einer bestimmten Virusgruppe.

2.14.2 Antikor per

Die spezifischen Antikorper, gerichtet gegen das Hullprotein des Virus, wurden in Zusammenarbeit
mit Prof. Dr. Marcello Russo und Dr. Luisa Rubino, Centro di Studio sui Virus e le Viros delle
Colture Mediterranee, 70126 Bari, Italy hergestellt. Die gereinigten Viruspartikel (siehe
Virusreinigung) wurden einem Kaninchen injiziert. Nach ca. 6 Wochen wurde das Serum mit den

gebildeten Antikorpern entnommen. Dieses Serum wurde fir die Immundekoration verwendet.

2.14.3 Praparation von Viruspartikeln fur die elektronenmikroskopische Unter suchung

Ein kohlebedampftes Kupfernetzchen (Uberlassen freundlicherweise von Prof. Dr. M. Russo) wurde
auf einen Tropfen Virussuspension fur 30-40 sek. aufgelegt, danach mit 30 Tropfen Wasser
gewaschen. Anschlief3end wurde das Netzchen mit 5 Tropfen Uranylacetat (2%) benetzt und kurz
angetrocknet.
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2.14.4 Dekoration der Viruspartikel mit Antikorpern

Ein kohlebedamftes Kupfernetzchen wurde auf einen Tropfen Virussuspension fur ca. 30-40 sek.
aufgelegt. Das Netzchen wurde mit 30 Tropfen 0,1 M NaH,PO, pH 7 Puffer gespllt und mit einem
Stlck Filterpapier wurde die Uberschiissige Flissigkeit vorsichtig entfernt. Das Netzchen wurde auf
einen Tropfen Antikorperlésung (Ausgangsserum verdinnt 1:10 in Phosphat-Puffer) fir 15 min.
aufgelegt. Anschlief3end wurde das Netzchen mit 20 Tropfen Puffer, 30 Tropfen Wasser, 5 Tropfen
Uranylacetat 2% gesplilt und leicht angetrocknet.

So vorbereitete Trager sind fast unbegrenzt haltbar und wurden in einem Philips EM 208
Elektronenmikroskop ausgewertet.

Die cytopathologischen Untersuchungen der infizierten Nicotiana benthamiana Pflanzen wurden von
Prof. Dr. Marcello Russo und Dr. Luisa Rubino, Centro di Studio sui Virus e le Viros delle Colture
Mediterranee, 70126 Bari, Italien durchgefihrt.

2.15. Serologische M ethoden

2.15.1 Ouchterlonydoppeldiffusionstest

Losliche Antigene und Antikorper diffundieren leicht in einem Agarosemedium, wobel in der
Aquivalenzzone optimale Bedingungen fur die Bildung eines Prézipitats aus Antigen-Antikorper-
Komplexen (Prazipitationsbogen) herrschen. Hierauf beruht der Doppeldiffusionstest nach
Ouchterlony und Nielsson, (1978). Der zur Verwandtschaftsbestimmung von Pflanzenviren verwendet
wird. Difco Noble Agar wird in einem 0,01 M TrissHCI pH 8 Puffer + 0,85% NaCl und 0,025%
Natriumacide aufgekocht und in kleine Petrischalen, (ca. 5 cm Durchmesser) gegossen. Nach dem
Erkalten des Agar werden ca. 4 mm grof3e Probenlécher ausgestochen, die ca. 5 mm voneinander
entfernt liegen. Die Virussuspension wird zuerst in die Locher eingeflllt. Nach 4 Stunden wurde in die
dafir vorgesehene Probenvertiefung die Antikorperlésung gefillt. Um ein optimales Ergebnis der
Prazipitatationsreaktion zu erhalten, wurden mehrere Versuche mit Verdinnungen von

Virussuspensionen und Antikorperldsung durchgefihrt.

2.15.2 Elisa

Der zunéchst fur die medizinische Diagnostik eingefiihrte Enzyme-linked immunosor bent assay (Elisa)
wird seit einiger Zeit auch zum Nachweis von Pflanzenviren eingesetzt (Clark et a., 1976). Um eine
Virusinfektion in Pflanzen nachzuweisen, wurde ein Doppel-Antikérper-Sandwich (DAS)-Elisa im
wesentlichen nach Clark and Adams (1977) mit Antikdrpern gegen die Nucleocapsidproteine von
TBSV-cherry durchgefiihrt. Aufgrund der starken Kreuzreaktion zwischen den untersuchten
Tombusviren (TBSV-cherry, TBSV-BS3) ist ein Nachweis des TBSV-BS3-Statice mit polyklonalem
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Antiserum gegen TBSV-cherry moglich. Die Antiseren stammen von der Firma Loewe Biochemica
GmbH, Otterfingen. Es wurden Mikrotiterplatten der Firma Nunc (Maxi Sorb F16) verwendet. Zum
Nachweis von Viren in Pflanzenmaterial wird dieses 1:10 (w/v) in Probenpuffer (laut Hersteller)
gemorsert. Entgegen den Angaben des Herstellers wird nur ein Proben- und Reagenzienvolumen von

100 pl eingesetzt. Der Virusnachweis erfolgt in vier Schritten:

1) Bindung des Antikdr pers an die Oberflache der Mikrotiter platte

Dazu werden in jedes Via 100 pl des Antikérper (1:200 mit Beschichtungspuffer, siehe Hersteller,
verdunnt) pipettiert und 2 h bzw. 4 h bei 37°C inkubiert.

2) Reaktion des immobilisierten Antikorpers mit dem in der Probe enthaltenen Antigen zum

Antikor per-Antigen-K omplex

Nach drei Waschschritten mit dem Waschpuffer (siehe Angaben des Herstellers) werden je 100 pl
Probe zugegeben und fur 2 h bei 37°C bzw. Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

3) Reaktion des Sekundarantikor pers der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist

Nach drei Waschschritten werden je 100 pl Antikorperkonjugat (1:200 in Konjugatpuffer verdinnt) in
die Viads pipettiert und tGiber Nacht bei 4°C bzw. 4 h bei 37°C inkubiert.

4) Enzymatische Nachweisreaktion, bei der das Vorliegen von Antigen in der Probe durch
Spaltung des Substrats 4-Nitrophenylphosphat durch die alkalische Phosphatase und die

resultierende Far breaktion nachgewiesen wird

Dazu werden nach drei Waschschritten je 200 pl 4-Nitrophenylphosphat (1 mg/ml) in Substratpuffer
hinzugegeben. Die quantitative Auswertung erfolgte nach 60 min. durch Messung der Extinktion bei
405 nm im Photometer (Labsystems Uniskan |, Flow Laboratories).

3. Gewebekultur der Staticen (Goniolimon tataricum)
3.1 Sterilisation von Samen

Die Samen wurden in ein 15 ml Falkon-Réhrchen tberfihrt (ca. 100 Samen) mit 10 ml 2%igem
Hypochlorid aufgefillt. Die Samen wurden 2 h bei 100 rpm geschittelt und anschliefRend unter
sterilen Bedingungen 3 ma gewaschen. Die grundlich gewaschenen Samen wurden in ca 5 ml

K eimungsmedium aufgenommen und in eine Petrischale tberfihrt.
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3.2 Anzucht von sterilem Pflanzenmaterial

Die deriliserten Samen wurden einzeln mit einer Pinzette aufgenommen und nebeneinander auf
Rundfilter MN 440 (Macherey und Nagel), die in einer Petrischale plaziert wurden, aufgelegt. Dabei
wurden nur intakte Samen ausgewahlt. Das Filterpapier wurde mit 20 ml Keimungsmedium getrénkt,
und die Petrischale wurde mit Parafilm geschlossen. Nach ca. 1 Woche konnte man die Keimlinge
ernten und auf ein Grundmedium (MS-Agar) Uberfiihren. Das Medium enthalt die notwendigen Salze,
die die Staticenpflanze zum Keimen benttigt. In diesem Medium bildet der Keimling Dicotyledonen

und Wurzeln aus.

Keimungsmedium:

Stammldsung 1 Stammldsung 2 Stammldsung 3 Stammldsung 4

1,62 g KNO; 0,47 g Ca(NO3), x 4H,O | 0,41 g KH,PO, 0,5gMgSO,x 7 H,O
5 mg MnCl;, x H,O
0,6 mg H3BO3
0,2 mg N&eMO,

Alle Stammldsungen werden auf 100 ml mit H,O aufgefillt und 1:1:1:1 gemischt. Die Lésung ist nach

dem Autoklavieren unbegrenzt haltbar.
3.3 Transformation von Staticen-Wurzeln

Vorbereitung und Infektion der Wurzeln

Nach ca. zwei Monaten haben die in-vitro Staticen genligend Wurzelmaterial, gebildet um diese zu
ernten und fir Versuche einzusetzen. Als Richtgrof3e hat sich die Verwendung von Wurzeln von 6
einzelnen Pflanzen bewdéhrt. Diese sollten lang und mdglichst von weil3er Farbe sein. Sie werden von
der Pflanze abgeschnitten und im ganzen auf das Grundmedium gelegt. 1 Woche spéter werden die
Wurzeln entnommen und im Infektionsmedium in ca. 1 cm grof3e Stiicke geschnitten. Die Wurzeln
werden in dem Infektionsmedium ca. 4 h belassen, anschlieffend mit MS-Medium ohne Glucose
gespult und einzeln nebeneinander auf das Infektionsmedium (Grundmedium + Kanamycin 10 mg/l +
Azetosyringon 200 M) gelegt. Dort wurden die Wurzelstiicke 3 Tage inkubiert und dann auf das
Selektionsmedium plaziert.

1000 ml Grundmedium fir die sterile Staticenkultur
449 MS (Murashige & Skoog DUCHEFA Biochemie BV (Niederlande))
20g Saccharose oder Glucose

649 Agar
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Herstellung des Agrobakterien-1nfektionsmedium

Eine Agrobakterien-Kolonie wurde in 10 ml LB Kanamycin (50 mg/l) angeimpft. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 27°C und 250 rpm auf dem Schiittler. Die Bakteriensuspension wurde mit 20
ml 10%iger Glucoselsung, 200 uM Azetosyringon, 100 pl NAA (1 mg/l) und 100 pl Kinetin (1 mg/l)
supplementiert und mit LB auf 100 ml aufgeflllt. Die Suspension wurde 4 h bei Raumtemperatur
belassen. Nach 4 h konnte man die Suspension fur die Wurzelinfektion wie auch fur die Nicotiana

benthamiana-Infiltration benutzen.

3.4 Salektion der Transformanten

Die Wurzelstiicke, die 3 Tage lang mit Agrobakterien co-kultiviert waren, wurden anschlief3end auf
ein Selektionsmedium plaziert, um den transformierten Zellen einen Wachstumsvorteil zu
ermoglichen. Das Selektionsmedium bestent aus dem Grundmedium, das mit folgenden Zusétzen

supplementiert wurde:

20 mg/l Kanamycin
100 mg/l Timentin

1 mg/l NAA

1 mg/l Kinetin

Timentin ist eine Mischung aus Ticarcillin und Clavulanat. Ticarcillin inhibiert die Zellwandsynthese
von A. tumefaciens, ist aber sehr empfindlich gegentiber 3-Lactamase. Clavulanat ist ein spezifischer

[3-Lactamase-Inhibitor und schiitzt so Ticarcillin gegen Inaktivierung.

3.5 Infiltration von Nicotiana benthamiana Blattern mit Agrobakterien

Die Infiltration der N. benthamiana-Blétter stellt eine schnelle Methode dar, die sich einerseits zur
Uberprifung der Marker-Konstrukte (GUS, GFP) oder zur Expression gewiinschter Proteine in
Pflanzenmaterial eignet. Die Pflanzenblétter werden in die Agrobakteriensuspension eingetaucht und
einem Vakuum ausgesetzt. Wird das Vakuum plétzlich gebrochen, werden die Agrobakterien durch
die Spaltoffnungen in das Blattinnere gesogen und kdnnen dort die einzelnen Zellen infizieren.
Folgendes Verfahren wurde angewendet, um die N. benthamiana Blétter zu infiltrieren. Die
Agrobakterium-Suspension, die fur die Infektion von Staticenwurzen benutzt wurde, wurde auch
verwandt, um die Blétter zu infiltrieren. Besonders wichtig ist der Zustand der Blétter. Sie miissen
relativ jung sein, von gesundem Aussehen. Auferdem mussen die Spaltéffnungen weit getffnet sein.
Um dies zu erreichen, wurden nur Pflanzen in den Morgenstunden verwendet, die gut gewassert waren
und im Gewéchshaus von Quecksilber Lampen bestrahlt wurden. Die Blétter wurden von den Pflanzen
abgeschnitten und sofort in die Agrobakterium-Losung getaucht. Der Infiltrationsvorgang begann
sofort. In ein Speed Vakuum wurde das Vakuum fur 20-30 min. angesetzt, bis keine Luftblasen mehr
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zu sehen waren, und dann plétzlich gebrochen. So behandelte Blétter verlieren ihr mattes Aussehen
und werden leicht durchscheinend. Die Blétter wurden mit Leitungswasser abgesplilt und in
Petrischalen, die mit Filterpapier ausgelegt wurden, plaziert. Diese werden 2-3 Tage in einer
Klimakammer bei 24°C und einem Licht/Dunkel-Wechsel von 16 h/8 h inkubiert. Die relative
Luftfeuchtigkeit betrug 70%.

3.6 GUS-Farbung

Um ein Transformationsprotokoll zu etablieren, wurde ein Reportergen benutzt. Das Reportergen war
GUS-Intron (Vancanneyt et a., 1990). Dieses Konstrukt erlaubt den Nachweis einer stabilen
Intergration der T-DNA in das Pflanzengenom. Ist die Integration erfolgreich, wird ein Enzym die b-
Glucoronidase (GUS) gebildet, bei der als Substrat unter anderen X-GIcA eingesetzt werden kann. X-
GlcA (5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-b-glucoronsdure) wird von GUS an der b1-glycosidischen Bindung
zwischen der Glucuronsdure und dem 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-Teil hydrolytisch gespalten. Die
Spaltung von X-GIcA fuhrt zur Bildung des in Wasser unldslichen blauen Dichloro-dibromo-indigo.
In drei weiteren Reaktionen wird das freigesetzte Indoxyl-Derivat dimerisiert und schliefdich zum
Indigo-Farbstoff oxidiert.
Von 5-Bromo-4-chloro-3-indol-R-D-Glucuronsdure (X-GIcA) wird eine 100 mM Stammlésung durch
Zugabe von 100 mg X-GlucA (Duchefa, Niederlande) zu 2 ml DM SO hergestelit.
Farbelosung: 1 mM X-GlucA

15mM EDTA

0,5 mM Kaliumhexacyanoferrat (11)K4Fe(CN)s

50 mM Phosphat-Puffer pH 7

1% (v/v) Triton X-100

Zum histochemischen Nachweis in Kallus-Gewebe wurden Mikroreaktionsgefalze (0,2 ml) mit 50
Farbel 6sung befuihlt und anschlief3end das Explantat eingebracht. Die Probe wurde fir 3-6 Stunden bei
37°C inkubiert. Um die entstehende Blauférbung in grinem Pflanzengewebe deutlich sichtbar zu
machen, wurde das Explantat mit 70%igem EtOH bei Raumtemperatur entfarbt. Zur Beschleunigung
dieses Vorgangs kann die Inkubationstemperatur auf 50°C erhtht werden. Grof3ere Blétter oder ganze
Pflanzen wurden in entsprechend gréfReren Gefél3en behandelt. Die Explantate sollten dabei immer
ganz von der Farbel6sung bedeckt sein. Nach dem Entférben kdnnen die Proben unter Lichtabschliul3

in 70%igem Ethanol aufbewahrt werden.
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V. Ergebnisse
Teil 1. Molekularbiologische und serologische Char akterisierung des Virus

1.1 Makroskopisches Krankheitsbild

Bereits zum Beginn der Wachstumsperiode sind erste Symptome der Krankheit zu erkennen. Die
Blatter bleiben klein, sind deformiert und zeigen ein mehr oder weniger deutliches Mosaik. Altere
Blétter werden gelb und sterben friihzeitig ab. Die Infloreszenz wird entweder gar nicht oder
unvollstandig ausgebildet. Das Entwickeln voller Bliten unterbleibt. Ein nicht befallenes Feld
erscheint zur Blitezeit vollstandig weil3, alle Bische tragen vielblitige Infloreszenzen. Auf Feldern
mit infizierten Pflanzen kann man schon von weitem leere Fl&chen und Blische mit unterentwickelten

Infloreszenz erkennen.

1.1.1 Nachweisund I solation des Virus aus Statice und Ackerbegleitflora

Blattproben, bezogen von einem dieser Felder (Stilgenbauer, Flohenheim Feld Autobahn), wurden auf
Virussymptome untersucht und solche, mit einem deutlichen Mosaik (Abb. 7) fur die Inokulation der
Nicotiana benthamiana Pflanzen verwendet. Diese Tabakart zeigt eine hohe Sensitét gegentiber einer
Infektion mit einer Reihe von Viren und eignet sich sehr gut fir eine problemlose Propagierung vieler

Viren und eine Aufreinigung in grof3en Mengen.

Abb. 7:  Virussymptome an
Staticenbléttern die im Freiland
gesammelt wurden.

| links: 2 Blattexemplare von infizierten
Steticen, die deutliche Symptome wie
Deformation und  Mosaikbildung
aufweisen, rechts. Ein virusfreies
Staticenblatt.

Um herauszufinden, ob auch Wildkréuter eines Feldes mit dem schédigendem Agenz befalen sind
und dieses eventuell in den Wildkréutern persistieren kann, wurden auch diese gesammelt und einer
Untersuchung unterzogen.

In einem der gesammelten Wildkrauter (n=6) dieses Feldes (Stilgenbauer Autobahn) wurde eine
Virose ebenfalls detektiert (Tabelle 4). Das Wildkraut war Lowenzahn (Taraxacum officinalis). Die
Extinktionsmessung des ELISA-Versuches von 0,5-0,6 bei 405 nm weifd allerdings auf enen
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niedrigen Virusgehat hin. Die Blattproben wurden fir die Inokulation von Nicotiana benthamiana
benutzt. Die inokulierte Pflanze zeigte nach 3 Tagen Virussymptome und nach ca. 10 Tagen
systemische Infektion der apikalen Blatter (Abb. 8).

Tabelle 4: Elisa-Test; Auswertung der Feldpraoben, dieim Betrieb Stilgenbauer gesammelt wurden
Angezeigt sind die Extinktionswerte bei 405 nm. Probe Nr.1 Léwenzahn wurde anschlieffend auf N.
benthamiana abgerieben. Die Positivkontrolle lag weit Uber dem Messhereich. Negativkontrolle- nicht infizierte
Gewéchshausstatice, Positivkontrolle- Virus infizierter Tabak. Die Messwerte wurden jeweils zweimal erhoben.
Die Antikorper, die fir diesen ELISA benutzt wurden, erkennen das Hullprotein eines Tombusvirus (PetMV).

Negativ- | 1. 2. 3. 4, 5. 6. Positiv-
kontrolle | Taraxacu | Chenopodi |Conyza |Cirsium | Sonochus | Convolvulus | kontrolle
m umalbum |canadens |arvense |asper arvensis

officinalis S
0,170 0,550 0,194 0,204 0,209 0,183 0,170 Forkk
0,172 0,600 0,208 0,207 0,243 0,196 0,163 el

Abb. 8: Symptome an virusinfizierten Nicotiana
benthamiana.

Die Blétter des in ElisaTest positiven Lowenzahns
wurden zerrieben und auf 3 Bléter des Tabak
mechanisch inokuliert. Das oberste Blatt —p,.

zeigte nach 3 Tagen eine systemische Infektion.

Aus den infizierten Tabakpflanzen (Inokulat: Statice Nr. 33 Stilgenbauer Autobahn) wurde eine
Virusreinigung vorgenommen. Eingesetzt wurden 32,23 g symptomtragende Blétter. Eine
photometrische Messung der Virussuspension bei 260 nm am Ende der Reinigung ergab eine
Ausbeute von 0,1 mg Virus pro 1 g Pflanzenmaterial. Diese Ausbeute entsprach der Erwartung fir
eine gute Préparation, deshalb wurde diese Virussuspension fir ale nachfolgenden Untersuchungen

verwandt.
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1.2 Infektionsver suche unter definierten Bedingungen

Um die Virose besser zu charakterisieren und as Ursache des Absterbens der Staticenpflanzen zu
dokumentieren wurden Infektionsversuche unter definierten Bedingungen durchgefiihrt. 40 junge
Staticenpflanzen wurden in einer abgeschlossenen Klimakammer mit definierter Temperatur, Licht
und Luftfeuchte mit Virusmaterial (gereinigter Virussuspension 3,5 pg/ W) inokuliert. Nach 4 Wochen
bei 16°C zeigten sich die ersten Symptome, die nicht inokulierten 20 Staticenpflanzen zeigten keine
auffallenden Veranderungen (Abb. 9). Da Daten aus einer 1994 durchgefihrten Diplomarbeit
(Diplomarbeit Britta Wegener, 1994) vorlagen, da3 ein ELISA-Test mit Staticenpflanzen keine
zufriedenstellenden Ergebnisse liefert. Offensichtlich wird die Reaktion durch Inhaltsstoffe gestort, die
beim zermdrsern der Pflanze austreten. Deshalb wurde ein ELISA Test nur stichprobenartig
durchgefihrt und diese Beobachtung bestétigt (Tabelle 5). Die Symptomauspragung nach
Riickinfektion bestétigt das isolierte Virus als Grund der Erkrankung der Statice.

Abb. 9: Infektion junger Staticen-Pflanzen
mit Virusisolat Nr. 33

Links: Infizierte Staticen, rechts virusfreie
Staticen. Obwohl einige der Pflanzen im Elisa
Test keine Infektion aufwiesen, zeigten ale

Pflanzen Symptome (Mosaik, Blattkrimmung,
Absterben der Blétter).

Tabelle 5: Auswertung des Virusbefalls bel Staticen, die unter definierten Bedingung mit Virussuspension
infiziert wurden, mit Hilfe des Elisa-Tests

Es wurden 16 Staticen getestet, davon wiesen 2 Pflanzen eine deutliche Infektion auf (Nr. 9 und 15). Die
Positivkontrolle-Virus infizierter Tabak (PK), lag weit Uber dem Messbereich. Negativkontrolle (NK)- nicht
infizierte Statice. Die Messwerte wurden doppelt bestimmt.

NK PK 1 2. 3. 4.
0,164 el 0,173 0,164 0,161 0,159
0,164 el 0,166 0,167 0,187 0,159
5 6 7 8. 9 10
0,160 0,159 0,201 0,159 1,130 0,162
0,164 0,165 0,114 0,158 1,540 0,184
11. 12. 13. 14. 15. 16.
0,158 0,159 0,157 0,160 1,663 0,160
0,164 0,157 0,168 0,158 2,155 0,167
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1.3 Elektronemikroskopische Unter suchungen

Die Virussuspension wurde benutzt, um die Viruspartikel in einer Negativkontrastierung mit
Uranylacetat zu visualisieren. Die Partikel haben eine sphérische Form und einen 30 nm Durchmesser
(Krczal und Beutel, 1994). Um den Kontrast zu erhthen, wurde eine Dekoration mit einem
Antikorper, der gegen das Hillprotein der Viruspartikel gerichtet war, vorgenommen.
(Immunel ektronenmikroskopie)(Milne, 1970). Gleichzeitig konnten die Antikorper, die gegen das
Hullprotein hergestellt wurden, auf ihre Bindungsei genschaft gepriift werden (Abb. 10).

Abb. 10: Immunelekronenmikroskopische
Aufnahme der Viruspartikel

Die Virussuspension wurde mit dem Antiserum, dai3
gegen das Hullprotein gerichtet war, dekoriert und mit
Uranylacetat negativ kontrastiert

Aufgrund der Morphologie der Viruspartikel und der Symptome die befallene Pflanzen ausbilden
(Koenig und Kunze, 1982) wurde das Virusin die Gruppe der Tombusviren eingeordnet. Es gibt drei
Hauptgruppen innerhalb der Gattung Tombusvirus die als Représentanten angesehen werden: Der
TBSV, das aus infizierten Tomaten in England (Smith, 1935) isoliert wurde, das TBSV-BS3, das nach
einer Anzahl unbekannter serieller Passagen des TBSV in verschiedenen Pflanzen isoliert wurde
(Steere, 1953) und das TBSV-cherry (Allen und Davidson, 1967; Allen, 1968). Das TBSV und TBSV-
BS3 infizieren gewdhnlich krautige Pflanzen (Das TBSV infizierte 52 von 157 Arten (Schmelzer,
1958)), wobel das TBSV-cherry sich auf holzige Pflanzen beschrénkt. Um eine Einordnung des
Staticenisolats Nr. 33 vorzunehmen, wurde ein Ouchterlonydoppel diffusionstest durchgefiihrt.

1.4 Serologische Char akterisation

Eine serologische Charakterisierung ist nur moglich, weil die Hauptgruppen serologisch unterschieden
werden kénnen (Koenig und Gibbs, 1986). Eingesetzt wurden Antisera gegen TBSV-cherry, TBSV-
BS3, und das Staticenisolat, wie auch die Virussuspensionen der Viren. Sind die Virusisolate
serologisch verwandt aber nicht identisch, bildet sich in der Préazipitationslinie ein Spur (der Begriff
als solcher wurde von Prof. Dr. Konig verwendet) (Abb. 11). Besitzen die Virus Isolate eine hohe
serologische Identitét wird eine kontinuierliche Prezipitationslinie gebildet (Abb. 12 und 13).
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Abb. 11: Ouchterlonydoppeldiffusionstest durchgefiihrt mit Antiserum gegen das Hullprotein von TBSV-
BS3-Staticen I solat

Eingesetzt wurde die unverdiinnte Virussuspension und eine Verdinnung der Antiseren in einen Phosphatpuffer
(1:16). Die Virussuspensionen wurden 4 h vor den Antiseren eingesetzt. Zwischen den beiden Viren (TBSV-
BS3-Statice und TBSV-cherry) kommt es zur Bildung eines Spur, was auf einen serologischen Unterschied

hinweist.

Abb. 12 und 13: Ouchterlonydoppeldiffusionstest durchgefiihrt mit Antiseren gegen TBSV-BS3 und
TBSV-BS3-Statice

In beiden Kombinationen bilden die Virus-Serum-Prezipitate eine kontinuierliche Linie aus. Diesist nur méglich
wenn beide Viren serologisch hohe I dentitét aufweisen.

Anhand der durchgefiihrten Versuche wurde das Staticenisolat dem TBSV-BS3 zugeordnet, weil eine
kontinuierliche Prézipitationslinie in beiden Kombinationen der Antisera (Serum gegen TBSV-Statice
und Serum gegen TBSV-BS3) gebildet wurde. Da offensichtlich eine hohe Homologie der
Oberflachenproteine vorhanden ist, wurde der vorlaufige Name TBSV-BS3-Statice vergeben (TBSV-
BS3-Stat.).

Die Ausformung des Spur in der Kombination TBSV-cherry und TBSV-Statice zeigt auf, dal3 die
Verwandtschaft der Viren viel geringer ist, als die serologische Verwandtschaft des TBSV-BS3 und
TBSV-Statice. Eine weitere Bestdtigung der Annahme, dal3 das Staticenisolat der Gattung TBSV
angehort, wurde von dem cytopathol ogischen Erscheinungsbild erwartet.

1.5 Cytopathologie der Virusinfektion

Ein intrazellulérer Indikator fur eine Virusinfektion mit der Gattung TBSV ist das Erscheinen der
multi vesicular bodies (MVB's). Diese bestehen aus einem Hauptkorper der von vielen sphérischen
und ovalen Veskeln mit 80-150 nm Durchmesser (Russo, 1987; Martelli et al., 1984) umgeben ist.
Diese Vesikel enthalten dsRNA (Appiano et a., 1986), eine Zwischenform der RNA, die bel der
Virusreplikation gebildet wird. Auch die Beobachtung, da der Replikase-Komplex mit
Membrankomponenten verbunden ist (Scholthof et al., 1995; Lupo et a., 1994) 1&/}t vermuten, dal3 die
MVB's unter dem Einflul3 der Virusinfektion und spéter der Virusreplikation gebildet werden.
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Um zu testen mit welchem der moglichen Membrankompartimenten der Replikationsvorgang
verbunden ist, wurden in dem Institut des italienischen Kooperationspartners unter der Leitung von
Prof. Dr. Marcello Russo elektonenmikroskopische Aufnahmen infizierter Nicotiana benthamiana-
Gewebe erstellt und ausgewertet. In den Gewebeteilen wurden MVB's in verschiedenen Stadien
gefunden (Abb. 14 und 15). In sehr frihen Stadium wird das MVB von nur einer Lage der Vesike
umlagert. In einem spéaterem Stadium stilpen die Vesikel nach innen, flllen so lange den Innenraum
aus, bis das MVB kollabiert. Das Cytoplasma enthdlt gleichzeitig kleine Cluster elektronendichtes
Material, das mit hoher Wahrscheinlichkeit das Hullprotein des Virus ist (Appiano et a., 1981). Auch
diese Befunde bestérken die vorherigen Untersuchungen und ergénzen das symptomatische und
serologische Bild.

Abb. 14

Abb. 14: Elektronenmikroskopische Aufhahme einer virusinfizierten Nicotiana benthamiana Zelle.

Mit einema—p sind die MVB’s ads Orte der Virusreplikation angezeigt. Das Peroxisom enthdlt ein
Katalasekristall und die erste Schicht der MVB-Vesikel. Mit einem b—3 ist das elektronendichte Materia
angezeigt, das voraussichtlich das Hillprotein ist.

Abb. 15: Spates Stadium einer Virusinfektion einer Nicotiana benthamiana Zelle.
Mit einem a— ist ein kollabierendes Peroxisom angezeigt. Das Peroxisom ist mit MV B-Vesikeln ausgefillt.
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1.6 Bestimmung der Virussequenz

In den letzten zehn Jahren sind in den Biowissenschaften auf dem Gebiet der Pflanzentransformation
und Gentechnologie grof3e Fortschritte erzielt worden. Diese Techniken erlauben einen neuen,
Okologisch unbedenklicheren Ansatz bei Bekampfung hartnéckiger Virosen. Es gibt einige
interessante Ansédtze, um eine Virusresistenz in Pflanzen zu induzieren. Durch das Einbringen von
Teilen des Virus-Genoms in Pflanzen kann eine Virusresistenz oder eine weitgehende Toleranz
erreicht werden (Russo et al., 1998; Rubino et al., 1993; Russo, 1995). Es lag daher nahe, eine
transgene, virusresistente oder virustolerante Statice zu erzeugen. Um dieses zu tun, muf3te erst die
Sequenz und das Vorhandensein der Submolekile (DI-; Sateliten-RNA), die einen Einflu® auf den
Krankheitsverlauf haben, geklért werden. Die cDNA-Sequenz (Abb. 17) wurde mit Hilfe vier sich
Uberlappender Klone bestimmt und ist unter der Nr. AJ249740 in der EMBL Datenbank vertffentlicht.
Die Klone wurden mit Hilfe der random priming Methode zur cDNA Herstellung erhalten. Die cDNA
Fragmente wurden dann in einen Sma | geschnittenen pUC18 Vektor kloniert und sequenziert. Nach
Erhat der vollsténdigen Sequenz wurden die offenen Leserahmen (ORF) bestimmt. Finf Proteine
werden von dem TBSV-BS3-Stat. Genom kodiert. Das erste ORF am 5'Ende codiert fur das 33 kDa
Protein. Wird das Amber Stop Kodon berlesen, wird das Protein 92 kDa produziert. Das Hullprotein
befindet sich in der Mitte der Sequenz, die beiden Proteine 19 kDa und 22 kDa sind am 3'Ende
lokalisiert. Die Expression der letzten drei Proteine erfolgt Uber zwei subgenomische RNA's, diein der
Northern blot Analyse viraler RNA detektiert wurden (Abb. 18). Anhand der Literatur (Hillman et
a.,1989) konnten die Startpunkte der subgenomischen RNA's auf die Sequenzdaten des TBSV-BS3-
Statice Ubertragen werden (Abb. 16).

19 kDa
p33 kDa p92 kDa p 41 kDa | lp—l genomische
— | — ! RNA 4770 nt
p 22 kDa
» Sgl 2100 nt
» Sg2 900 nt

Abb. 16: Schematische Dar stellung der genomischen RNA-Sequenz des TBSV-BS3-Statice
Die Expression des Huillproteins und der Proteine fir den Lang- und Kurzstreckentransport innerhalb der Pflanze
erfolgt mit Hilfe der subgenomischen RNA 1 (Sgl) und der subgenomischen RNA 2 (Sg2).
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AGAAATTCCCCAGGATTTCTCGACCTAGT TCGTTGT TATCTGGTGACT TGCGCTAACTGT TGCTTTGCGTAGAGAATTTCTCTCCTTTGT TAATTCTTTGACTTAGGGGT TTGAAGGT TG
GGTCTACCTTTCGGGGGGATAAAT TGTAACT TCCAACAAACAAGCAACAT GGAGACCAT TAAGAGGATGAT TTGGCCTAAGAAAGAGAT TTTTGT GGGT GATTTCGCGAT CGGGGT TAAT
METI KRMI WP KIKEI FVGDFAI GVN
AGGACGGCACCGGTGGACATCTTCCAGT TGGT GTGT CGTGT GGT TCTGAGATACAT GAGGACAGGGAAAAT AGAGT GTGATTCT GACAGCATAACAAAGT TCGTGATTGAGCTTTTAAAG
R TAPVDI FQLVCRVVLRYMRTSGIKI ECDSUDS SI TKZFVI ELTLK
ACTGATTGTGCTGCCAAAT GGGAGT GGT TCAT GAAGAGACGGCAGAGGGGTGATTACATCATCCCTCTATCTATAGCCT CCCTCCCAAT CATACCGCTGT TGAGCTATACCACGAGGGTA
T DCAAKWEWFMKRROQQRGDY 1l I PLSI ASLUPI I PLL SYTTRYV
CGCGCAGT CTCAGT CAAGGCAT TCGGTAATGAGT TATCAT TCAACAT CCGGGT GCCTAGACCAT CTGTACCT AAGAAAGGGT TGCTCCT CAGACT GGCGGCAGGT TTAGCGCTAGCACCT
R AV SVKAFGNELSFNI RVPRPSVPIKIKSGLULILRLAAGLALA AP
ATATGCGCGCTAGCCATGT ACGCTACCCTACCCAGGGAAAAACT GTCGGTAT T TAGGCT TAGGACT GAGGCACGAACACACAT GGAGGAT GAGAGAGAAGCGACAGATTGTCTGGTGGT T
I CALAMYATLPREI KL SVFRLIRTEARTMHMETDTEREATUDTCTL VYV
GAGCCGGCACGGGAACT TAAGGGT AAAGAT GGT GAGGAT CTCCTCACT GGTAGT AGGAT GACT AAGGT GACT GCAT CAACAGGACGCCCT CGCAGAAGGCCCTACGCGGCAAAGAT TGCG
EPARELIKGKDGEUDLILTGSRMTI KVTAST GRPRRRPYAAKI A
CAGGT GGCGAGAGCGAAGGT GGGT TATCTAAGAAATACT CCTGAGAACAGACT CATCT ACCAGCGGGT GATGATCGAGAT CAT GGACAAAGAT TGCGT CAGGTATGT TGACAGGGATGT C
VARAKVYGYLRNTPENRLI YQRVMI EI MDKDT CVRYVDRUDV
ATATTGCCATTGGCTATAGGATGCTGT TTTGI CTAT CCGGAT GGAGT GGAGGAGT CGGCGGCACT AT GGGGT TCACAGGAAT CCCTAGGT GTCAAAT AGGGAGGCCTAGTACGT CTACCT
Il L PLAI GCCFVYPDGVEESAALWGS S QES SLSGVIK?®* GGL VRLWP
GGGGT TGTGACACAGAT CAATCGAGATAT CCCATCTGATGT GT TACT ACCT CAGGAGGT GCTAGAGGT TCGT ACAGGACCT CCCAAT GCTAAGGACCGTAATATATTTATGGT TGCTGGT
GVVTQI NRDI PSDVLLZPQQEVLEVRTG GPPNAKDIRNI FMVAG
TGCCCATCACAGGCGCGGT TCTTAGTACACAAT CACT GCCT GAAAAACCT CAAAAGGGGT CTTGT GGAGAGAGT CTTCT GT GT GGAGAGAAACGGGAAGCT CACTCGCACTCCACAACCT
CPSQARFLVHNHCLI KNLI KRGLVERVFTCVERNGIKILTRTU®PAOQFP
ACCAAAGGAGCCTTTGGACGT CTTTCCCCGT TCAGGAAAGCAGT TTGT GAGAAGGT TGGGGT GGCCCACCGATATGGGTATGATGGT TTCCT GTCATACTACAGT GGT GCGAAACT CCGT
T K GAFGRL SPFRIKAVCEIKVGVAHRYGYDSGFTULSYYSGAKILR
ACTTACACACGAGCT GTGGAGAGT CTGCATATCACTCCTGT TTCTGAGAGGGATAGT CATCTGACTACCT TCGT GAAAGCAGAGAAGATAT CGACGGCCAAAAGT GACCCAGCACCCAGG
T YTRAVESLHI TPVSERDSHLTTUFVIKAETZ KI STAKSUDUZPAPHR
GTAATACAGCCT CGAAACCCTAGGTACAAT GTGGAACT TGGAAGATAT CTGCGGCATAT GGAAT CCAAGCT GATGAAAGCT GT TGATGGCGT GT TCGGAGAGACAACAT GCATCAAAGGA
Vi QPRNPRYNVELUGRYLIRHMESI KLMKAVDSGVFGETTT CI KG
TATACCGCTGAT GAGGT GGGTGCAATCT TTCGAGAGAAGT GGGATAGGT TTGATAAACCT GTAGCCAT TGGCCTCGAT GCATCCAGGT TTGATCAACACTGT TCCATGGAAGCT TTGCAG
Y T ADEVGAI FREKWDRFUDIKZPVAI GLDASRTFUDAI QQHTCSMEALQ
TACGAGCATAGCT TCTACAGGGCCATGT ACCCTGGCAACAAGCT GT TAAGCAAGT TGT TGGAAT GGCAGCT CCATAAT AAAGGT AAAGGT TACGT CCCGGACGGAACCATTACGTATCGA
YEHSFYRAMYWPGNIKTILILSIKLILEWQLHNIKGKG GYVPDOGTI TYR
AAGGAGGGCTGCCGCATGAGT GGGGATATAAACACCT CGTTGGGGAAT TACCTAT TGATGT GT GCAAT GGTACAT GGGTACATGCGT CATCTGGGGATAAATGAATTTAGT CTGGCAAAC
K EGCRMSGDI NTSLGNYLILMCAMVHGYMRHLGI NEFSL AN
TGTGGGGATGACTGTGT TCTAAT CGTGGAACGT AGGAAT CT CAAACAGGT GCAGAGGACGT TACCT GAGTAT TTCCTGAATCTAGGATATACAAT GAAGGT GGAGGCCCCTGT GT TTCAA
c 6bbCVLiII VERRNLIKQVQRTLWPEYFLNLGYTMKVEAPVFDQ
ATGGAAGAGGT TGAATTCTGCCAGGCACACCCT GTACAGT TTCAAGGT GGT TGGAAGATGGT CCGT AAT GT CCGCACT GCTATGAGCAAAGAT GTGCACT GT GT TAATAACATACGCGAT
M EEVEFC COQAHPVQFQGGWKMVRNVRTAMSI KUDVHTCVNNI RD
TTGGCGACGAGGAAAGCCT GGAGCAACGCT CAGCAT CACGGGGEGT CTGGECECT TAGT GCCGGCATACCGGT TGT TGAGCGAT TCTACTCCAGGT TTACACTTTATGATACTCCTCGTAAA
L ATRKAWSNAQHHGGLALSAGI PVVERFYSREFTULYDTUPRIK
CATCAACGTATTGACACTGTCACTAATGT TCACAAGT GGCGCGGCTCTGGTGGGAGCTATGT TGT GACT CCTGAAGCT AGGGCAAGCT TTTGEECTGCCTTTGGT TTGACGGGGGATGAG
HQRI!1 DTVTNVHIKWRSGSGSGSYVVTZPEARASTFWAAFGLTGTDE
CAACTGGCTTTAGAGGAT CGTCTGGATAGAT GGGAGATGGATCTATTTGGAAT TGAAGGT GT TGACGCT CACGAGCCCAGCAT CCTTGAT TCCGCCGTAGCAT GACCAAGTACACACAAA
QLALEDRLIDRWEMDTLU FGI EGVDAHEWPSI L DSAVA*
CACAAGAGAT GGCAAT GACAACGAGAAAT AACAACAATGT GCTCTCT GT GAGCAAGAAACAGT TGGGEGGT CCTGECAGCAT CTGCCGCT GCGGEGEEGCTCTGCGTAATTATAT TAGT GAGA
MAMTTRNNNNVLSVSKKQLGVLAASAAAGALIRNYII SE
GTGGCCCGGCACT GCTACAAT CGGCAGT GGGT TTGGGTAAGAAGGCCT TGAAT AAGGT GAGGAAT CGGAGGAAACAGGGAAAT CAGCAGAT CAT TACT CAT GTAGGCGGECGT CGEGEEECT
S GPALLQSAVGLGKIKALNIKVRNRRKQGNOQQI I T HVGS GV GG
CAATCATGGCTCCTGT GGCAGT AT CCAGGCAACTAAT TGGT AGTAAGCCGAAAT TTACCGGAAAGACAT CTGGATCT GT CACGGT TACGCACCGCGAGTACCT TACGCAAGT AAACAACT
Ss1 MAPVAVSRQLI GSKPIKZFTGKTSGSVTVTHREYLTOQVNN
CTTCAGGATTTGTAGTAAATGGGGGTATTGT CGGCAATTTGT TACAACT CAACCCGCT GAATGGT ACACTGT TCTCATGGT TGCCGGCCATAGCATCCAATTTTGATCAGTACTCGTTCA
S SGFVVNGGI VGNLILQLNPLNGTLFSWL®PAI ASNTFDO QY SF
ACAATGT TGTGT TACATTATGTCCCCCTATGCGGTACT ACT GAAGT CGGGCGT GTAGCGCTATACT TTGATAAGGATTCACAAGAT CTTGAACCT GCTGATAGAGT GGAGT TGGCGAACT
NNVVLHYVPLCGTTEVGRVALYFDIKDSOQDLEWPADIR RVETLAN
TCGGTGT' TCTAAAGGAGACAGCCCCT TGGGCTGAGGCAAT GCTGCGCATACCCACT GACAAAGT GAAGAGATACT GTAATGACAGT GCTACAGT TGATCAGAAACT TATAGATTTGGGAC
FGVLILKETAPWAEAMLRI PTDI KV KRYU CNDSATVDAO QKTILI DL G
AGCTTGGTATTGCTACCTACGGAGGGGECAGGCACTAACGCTGT GGGTGATGTGT TTATCTCCTACAGT GTTACATTGTACT TTCCT CAACCCACCAACACCCT GT TGAGT ACACGACGGEC
QLGI ATYGGAGTNAVGDVZ FI SYSVTLYFPQPTNTILILSTRR
TTGACCTCACCGGATCT TTGGCTGATGCT GCGGGACCTGGGTATCT TGT GCTAACGAGAACACCCACGGT CTTAACGCACACAT TTAGGGCGACT GGCACCT TCAACCTCTTTGGAGGEGEC
L DLTGSLADAAGPGYLVLTRTWPTVLTHTFRATG GTTFNLTFGSG
TAAGGT GTTTAACCAGT GTCACT CTCGGAGCTACGGGEGECTGTGGT TATTAATGACATACT TGCAATTGATAATGT TGGTACAGCCAGT GCCTACT TCCTCAATTGCACGGTATCTTCTC
L RCLTSVTLGAT GAVVI NDI L AI DNVGTASAYFLNCTVS S
TGCCAGCCACCGT GACATTTACTACAACT GGAATAT CCTCCGCCACT GT TAAT GT GGT GCGTAGT ACACGAGCTAATGT TGT TAACTTACTATGATCTCTTGT GAGGGGCCTCTTGAACA
L PATVTFTTTS GI SSATVNVVRSTRANVVNTLL*
AGACCAGT TCATGGATACT GAATACGAACAAGT CAAT AAACCAT GGAACGAGCTATACAAGGAAACGACGCTAGGGAACAAGCT TAT GGT GAACGT TGGAAT GGAGGAT CAGGAGATTCC
M DTEYEQVNIKPWNETLYIKETTLGNIKLMVNYVGMETDUGQEI!I P
M ERAI QGNDARE QAYGERMWNGSGS GD s
ACTTCTCCCTTCAAACTTCCT GACGAAAGT CCGAGT TGGACT GAGT GGCGGCTACATAACGAT GAGACGATTTCGAAT CAAGATAAT CCCCT TGGT TTCAAGGAAAGCT GGGGT TTCGGG
L L PSNZFLTIKVRVGLSGGY I TMRRFRI KI1 1 PLVSRKAGVSG
T SPFKLWPDESPSWTEWRLUHNDETI SNQQDNPLGFIKESWGTF G
AAAGTTGTATTTAAGAGATAT CTCAGATTCGACGGGACGGAAACT TCACT GCACAGAGT CCT TGGAT CT TGGACGGGAGAT TCGGT TAACTATGCAGCATCTCGATTTCTCGGT TTCGAC
KL YLRDI $SDSTGRIKLWMHCTES SLUDL GREI RLTMQHTLUDTFSVST
KvVvVFKRYLRFDGTETS SLHRVYVYLGSWT GDSVNYAASRTFTLGTFD
CAGATCGGATGTACCTATAGTATTCGGT TTCGAGGAATTAGT GTCACCATTTCT GGAGGGT CGAGAACT CTTCAGCAT CTCAGT GAAAT GGCAAT TCGGT CTAAGCAAGAACTGT TACAG
RSDVZPI VFGFEELVSPFLEGRELUZFSI SVKWOQFGLSKNT CYS
QI 6CTyYySsSI RFRGI SVTI S$GGSRTLOQQHLSEMAI RSKOQETLILRQ
CTTACCCCAGT CAAAGT GGAAAGT AATGT AT CAAGAGGAT GCCCTAAAGGT GT TGAAACCT ACGAAGAAGAAAGCGAGT AAGACAGGCT CTTCAGT CTGAGT TCGCGGAAACGAGT GTGA
L PQSKWKVMYQEDALIKVLIKZPTI KI KIKASI KTGS SV *
L T PVKVESNVSRGCPIKGVETYETETESE*
ATCTRACAACCGT ATCCART TACT CRT T TAAAT TOTRRAT AT TATCAT CACCAGT CCT OO T OCCCACT (AT TTET CACCCACACAT CRACAT ATCCAA AT CTOGTGTOT

Abb. 17: Die komplette Nucleotidsequenz des TBSV-BS3-Statice

Aus einer Virussuspension wurde die RNA aufgereinigt, die cONA wurde mit Hilfe der random priming Methode
erhalten. Die daraus resultierenden DNA-Fragmente wurden in pUC 18 Sma | kloniert und sequenziert. Die
trandatierten Aminosduren der ORF sind unter der Nukleotidsequenz as Einbuchstabencode dargestellt. Sterne
bezeichnen die Terminationspunkte. Die Sequenz ist in der EMBL-Datenbank unter der Nr. AJ249740 verdffentlicht.
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Eine Northern blot Analyse (Abb. 18), bel der as Sonde ein 1kb lange cDNA des 3Ende des Virus
benutzt wurde, bestétigt das Auftreten der subgenomischen RNA's und das Bilden von DI-RNA (siehe
Kapitel 1.7.2). Die Sgl und Sg2 Expression wird deutlich durch das Vorhandensein einer DI-RNA
herabgesetzt, deshalb treten in der Abbildung 18 die Banden der genomischen RNA und die der DI-
RNA deutlicher hervor.

-‘ —»  genomische

—> g1
—»  Sa2
- —®  DI-RNA

Abb. 18: Northern blot Analyse viraler RNA

RNA von nicht infizierten N.benthamiana -Pflanzen (1), infizierten N. benthamiana (2) und RNA aus
Viruspartikeln wurde isoliert, denaturiert und auf einem 1%igem Glyoxalgel aufgetrennt. Anschlieffend mit
einer digoxigenin markierten Sonde hybridisiert. Das DHin dill 3'Ende der cDNA der Virussequenz in
pUC18 wurde a's Sonde eingesetzt. Sg1 und Sg2 bezeichnen die subgenomischen RNA's.

Um anhand der Sequenzdaten Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den TBSV-BS3-Statice und
anderen Tombusvirusarten aufzukléren, war es notwendig, die Hullproteinsequenzen auf
Aminosdurenbasis zu vergleichen. Die Hdlllproteine der einzelnen Viren zeigen die hdchste
Variabilitét, wogegen die Proteine der Replikase und des Lang- und Kurzstreckentransports einer
stérkeren Konservierung unterliegen. Bis jetzt standen von TBSV-BS3 Viren nur Sequenzdaten von
p19 und p22 Proteinen (Luis-Arteaga, 1996) zur Verfligung. Deshalb war es fur einen weitergehenden
Vergleich notwendig, die Hillproteinsequenzdaten des TBSV-BS3 (Uberlassen von Fr. Dr. Konig) zu
erhalten. Die Sequenz wurde mit dem Primerpaar Cppl und Cpp3 amplifiziert, in einen Sma |
geschnittenen pUC18 Vektor kloniert und sequenziert. Die Amplifikation wurde mit einer Polymerase
vorgenommen, die eine sehr geringe Fehlerrate produziert (Vent Polymerase, Fa. Biolabs). Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dal3 bei der Sequenzierung der Plasmide Fehler aufgetreten sind.
Die erhaltenen Sequenzdaten sind in der Datenbank EMBL unter der Nr. AJ271328 veroffentlicht. Mit
Hilfe dieser Daten war es moglich, die Verwandschaftsbeziehungen des Staticenvirus mit dem TBSV-
BS3 Virus und anderen Viren der Gattung Tombusvirus festzustellen. Die relativen Homologien sind
in Tabelle 6 dargestellt und wurden mit dem GCG-Programm vorgenommen. Das Staticenvirus weist
eine 96%ige Homologie zum Referenzisolat TBSV-BS3 auf (Abb. 19). Da ein Unterschied von 4% zu
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gering ist, um ene neue Virusart zu definieren, wurde der Virus as TBSV-BS3-Isolat Statice

eingeordnet.

Tabelle 6: Vergleich der Aminosaurensequenz der einzelnen Virusproteine mit den Proteinsequenzen des
TBSV-BS3-Statice.
Die relativen Homologien sind in Prozent angegeben. Fir das Replikase Protein des TBSV-BS3 liegen keine

Daten vor.

Virus p33 p92 p4l p22 p19
AMCV 93% 97% 71% 95% 87%
CIRV 62% 96% 57% 94% 87%
CNV 87% 94% 38% 87% 69%
CymRSV 87% 95% 50% 81% 71%
TBSV-BS3 - - 96% 95% 94%
TBSV-cherry | 94% 97% 73% 96% 90%
TBSV-pepper | 93% 95% 73% 96% 90%

1 MAMTTRNNNNVLASKKQLGVLAASAAGALRNHI SESPALLQSAVGLG
1 MAMTTRNNNNVLVSKKQLGVLAASAAAGALRNI SESGPALLQSAVGLG

51 KKALNKVRNRRKQGNQQI I THVGGVGGSI MAPVAVSRQLVGSKPKFTGT
51 KKALNKVRNRRKQGNQQI I THVGGVGGSI MAPVAVSRQLEGSKPKFTGKT

101 SGSVTVTHREYLTQVNNSSGFVVNGGI VGNLLQLNP@NGTLFSWL PAI AS
101 SGSVTVTHREYLTQVNNSSGFVVNGGI VGNLLQLNPLNGTLFSWLPAI AS

151 NFDQYSFNSVVLHYVPLCGTTEVGRVALYFDKDSQDEPADRVELANFGV
151 NFDQYSFN@VVLHYVPLCGTTEVGRVALYFDKDSQDLEPADRVELANFGV

200LKETAPWAEAMLRI PTDKVKRYCNDSATVDQKLI DLGQLGI ATYGGAGTN
200LKETAPWAEAMLRI PTDKVKRYCNDSATVDQKLI DLGQLGI ATYGGAGTN

251 AVGDVFI SYSVTLYFPQPTNTLLSTRRLDLTGSLADAGPGYLVLTRTPT
251 AVGDVFI SYSVTLYFPQPTNTLLSTRRLDLTGSLADAAGPGYLVLTRTPT

301 VLTHTFRTGTFNL SGGL RCLTSTLGATGAVVI NDI LAI DNVGTASAYF
301 VLTHTFRATGTFNLGGL RCLTSVTLGATGAVVI NDI LAI DNVGTASAYF

351 LNCTVSSLPATVTFTTTGI SSATVNVVRGTRANVVNLL
351 LNCTVSSLPATVTFTTTGI SSATVNVVRTRANVVNLL

Abb. 19: Vergleich der Aminosiureseguenzen des Hullproteins zwischen TBSV-BS3-Statice und TBSV-BS3-
Referenzisolates

Die obere Sequenz stammt vom Virus TBSV-BS3-Referenzisolat (freundlicherweise Uberlassen von Fr. Dr.
Koenig).

Die untere Sequenz stammt von TBSV-BS3-Statice. Unterschiede in der Aminosdurensequenz sind mit Hilfe von
schattierten Boxen gekennzeichnet.
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Die Analyse der Aminosdurensequenz des p92 Proteins wies acht konservierte Motive auf, die typisch
fur RNA-abhangige-RNA-Polymerasen sind (O'Rellly et al., 1998). Die Motive, die in dem aktiven
Zentrum der "Hand" des Proteins liegen sind, in Abb. 20 dargestellt. Diese Motive sind stark
konserviert und kommen in vielen Klassen der Polymerasen vor (Hansen et a., 1997; Ollis et a.,
1985). Ein typisches Motiv, charakteristisch fir die Virusreplikasen, ist das GDD-Motiv (AS. 625),
das auch im Protein p92 des TBSV-BS3-Stat. zu finden ist (AS 529-670). Die Aminosdure 296 ist mit
einem Punkt gekennzeichnet. An dieser Stelle befindet sich das Amber Stop Kodon. Um diese
Aminosdure zu bestimmen, mifte man eine Isolation der Replikase vornehmen und das Protein

sequenzieren.

METI KRM WP KKEI FVGDFA | GYNRTAPVD | FQLVCRVWL RYMRTCKI EC 50
DSDSI TKFVI  ELLKTDCAAK VEWFMKRRQR GDYI | PLSI A SLPI'| PLLSY 100
TTRVRAVSVK AFGNELSFNI RVPRPSVPKK GLLLRLAAGL ALAPI CALAM 150
YATLPREKLS VFRLRTEART HVEDEREATD CLVWEPAREL KGKDGEDLLT 200
GSRMTKVTAS TGRPRRRPYA AKI AQVARAK VGYLRNTPEN RLI YORVM E 250
| MDKDCVRYV DRDVI LPLAI GCCFVYPDGV EESAALWGSQ ESLGVK. GAL 300
VRLPGWTQ NRDI PSDVLL PQEVLEVRTG PPNAKDRNI F MVAGCPSQAR 350
FLVHNHCLKN LKRGLVERVF CVERNGKLTR TPQPTKGAFG RLSPFRKAVC 400
EKVGVAHRYG YDGFLSYYSG AKLRTYTRAV ESLH TPVSE RDSHLTTFVK 450
AEKI STAKSD PAPRVI QPRN PRYNVELGRY LRHVESKLMK AVDGVFGETT 500
Cl KGYTADEV GAl FREKWDR FDKPVAI GLD ASRFDQHCSM EALQYEHSFY 550
RAMYPGNKLL SKLLEWQLHN KGKGYVPDGT | TYRKEGCRM SGDI NTSLGN 600
YLLMCAMVHG YMRHLG NEF SLANCGDDCV LI VERRNLKQ VORTLPEYFL 650
NLGYTMKVEA PVFQVEEVEF CQAHPVQFQG GWKMVRNVRT AMSKDVHCVN 700
NI RDLATRKA WENAQHHGGL ALSAGQ PWE RFYSRFTLYD TPRKHORI DT 750
VTNVHKWRGS GGSYVWVTPEA RASFWAAFGL TGDEQLALED RLDRWEMDLF 800
G EGVDAHEP SI LDSAVA 818

Abb. 20: Aminosdurensequenz des p92 Replikase Proteins von TBSV-BS3-Stat

In Blau unterlegt sind die konservierten Motive, die typisch flr viele Polymerasen (AS 529-670) sind, in Rot
ist das GDD-Motiv eingezeichnet (AS 625), typisch fur alle Virus-Replikasen. Die unbekannte Aminosdure
(AS 296) die beim Uberlesen des Stop K odons eingesetzt wird, ist mit einem Punkt gekennzeichnet.

1.7 TBSV-BS3-Statice assoziierte Submolekiile

1.7.1 Satelliten-RNA

Die Bestimmung der Virussequenz war ein wichtiger Schritt, um eine Strategie zu entwickeln, die die
Kontrolle der Virose ermdglicht. Im Zusammenhang mit anderen Viruserkrankungen in Nutzpflanzen
verursacht von Tombusviren (Celix et a., 1997), wurde das Erscheinen von Submolekilen
beschrieben. Es gibt zwei Klassen der Submolekile, die anhand ihrer molekularen Struktur
unterschieden werden konnen. Beide Klassen werden nur repliziert, wenn sie gleichzeitig mit einem
Virus assoziiert sind. Da DI (defective interfering RNA) und Sat ( Satelliten RNA) sehr oft einen
Einfluf3 auf die Symptomauspragung austiben (Roux et al., 1991; Roossinck et a., 1992; Arnadaet a.,
1993, 1997; Grieco et al., 1997), war es notwendig, eine mégliche Assoziation dieser Submolekiile mit
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dem TBSV-BS3-Statice zu prifen. Die Vermehrung der Parasiten Molekile erfolgt mit Hilfe der
Virus Replikase, die beiden Klassen der Molekiile fehlt. Die Ubertragung ist nur moglich, wenn die
Virushille das Helfer Virus und die Submolekile aufnimmt. Die Verpackung der defective interfering
RNA in die Virushille ist weitaus weniger effektiv im Vergleich zu Aufnahme der Satelliten RNA, die
in der Kopienzahl fast dem des Helfer Virus gleicht. In natirlichen Systemen (Freiland) ist nur das
Erscheinen von Satelliten RNA beschrieben worden, die ein Zufallsereignis darstellt. Die defective
interfering RNA ist bis jetzt nur nach einer Subinokulation in Tabak beschrieben worden (Celix et al.,
1997).

Isolierte RNA aus Viruspartikeln, denaturiert und aufgetrennt in einem TBE-Agarosegel, splittet sich
im Falle von Vorhandensein der Satelliten RNA in zwei distinkte Banden (4,7 kb, und ca. 0,7-0,8 kB
je nach Isolat), wobei die kleinere Bande die Sat-RNA darstellt (Abb. 21). Diese Bande kann aus dem
Gel duiert und die Sequenz der RNA somit bestimmt werden. Nach einer RNA Isolation aus
Viruspartikeln der Isolate Statice Nr. 33 und Isolat Lowenzahn konnte das Vorhandensein, einer
Satelliten RNA nicht detektiert werden (Abb. 21). Somit enthalten die Virus Isolate keine Satelliten
RNA, die eventuell das Infektionsverhalten beeinflussen kénnten.

=

genomische RNA verschiedener |solate.

Abb. 21: Vergleich der Viruspartikel-

TR

RNA

Die RNA wurde isoliert, mit FDE-Lsg.
versetzt und auf einem 1% TBE-Ge
aufgetrennt.

1. Isolat Statice Nr.33. Neben genomischer
RNA ist keine Satelliten RNA vorhanden.
2. Auch das Loéwenzahnisolat enthalt keine
Satelliten RNA.

3. Referenzvirusisolat unbekannter

Herkunft (pers. Mitteilung Wetzel), das
neben der genomischen RNA zusétzlich ein

Satelliten  saelitensubmolekiil repliziert.
RNA

1.7.2 DI-RNA

Defective interfering RNA ist ein Mosaikmolekil, das aus Teilen des Helfervirus Genoms besteht. Die
einzelnen Segmente (Abb. 22) sind hoch konserviert, und das Erscheinen des Molekils hat eine
Reduktion der Replikation des Helfervirus zur Folge, wobei gleichzeitig die Molekiilzahl der DI-RNA
drastisch ansteigt. Da weniger genomische Virus RNA-Kopien hergestellt werden, ist die
Symptomauspragung in der Pflanze geringer (Havelda et al., 1998). Die Verpackung in die Virushille
ist viel weniger effizient als bel Helfer Virus Genom oder Stelliten-RNA. Deshalb ist die Visualisation
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der DI-RNA in einem TBE-Gel nicht mdglich. Die Northern blot Analysen geben aber einen guten
Hinwels auf das Vorhandensein eines DI-RNA Molekils nach Vermehrung des Isolates in
Tabakpflanzen (Abb. 19). Um die Existenz des Molekiils nachzuweisen, wurde die Sequenz der DI-
RNA bestimmt. Die cDNA wurde mit Hilfe des IR28-Primers aus virusinfizierten N. benthamiana
Pflanzen synthetisiert und anschlief3end eine PCR-Reaktion angeschlossen (Primer 5'Ende; IR28). Das
PCR Produkt wurde kloniert und sequenziert. Die DI-RNA ist 521 bp grof3 (Abb. 22) und enthdlt die
erwarteten Segmente (White, 1996), die charakteristisch fur ein DI-RNA Molekil sind (Abb. 23)

5AGAAATATCTCAGGATTTCTCGACCTAGTTCGTTGTTATCTGGTGACTTGCGCTAACTGTTGCTTTGCGTAGAGAATTTCTC

TCCTTTGTTAATTCTTTGACTTAGGGGTTTGAAGGTTGGGTCTACCTTTCTGGGGGGATAAATTGTAACTTCCAACAAACAA
GCAACATG* GAAAGCAGTTTGTGAGAAGGTTGGGGTGGCCCACCGACTAGGGTATGATGGTTTCCTGTCATACTACAGTGG
TGCGAAACTCCGTACTTACACACGAGCTGTGGAGAGTCTGCATATCACTCCTGTTTCTGAGAGGGATAGTCATCTGACTACC

TTCGTGAAAGCAGAGA* GTAAGACAGGCTCTTCAGTCTGAGTTCGCGGAAACGAGTGTGAATCTGACAACGTATG® TACGA

GAATCGGACGTCACTTGTGGAAACGTGCCCAGACACGGTTGATCTCACCCTTCGGGGGGGCTATAGAGATCGCTGGAAGCA

CTACCGGACAACCGGAACATTGCAGAAATGCAGCCC3

Abb. 22: DI-RNA Sequenz, die aus virusinfizierten Nicotiana benthamiana Pflanzen mit Hilfe der PCR
kloniert wurde

Die Total-RNA aus infizierten Tabak-Pflanzen wurde isoliert und in die reverse Transkriptions-PCR eingesetzt.
Als Oligonukleotide wurden der 5'Ende- und der IR28-Primer eingesetzt. Das PCR Produkt ist in pUC18 Sma |
kloniert worden. Die Sterne trennen die einzelnen, der genomischen Sequenz des Helfer Virus homologen
Blocke (I1-1V) voneinander ab.

p33 92 kDa p 41 kDa plekDa genomische
— I | F— RNA

4770 nt

Abb. 23: Schematische Dar stellung der genomischen RNA-Sequenz des TBSV-BS3-Statice und der
assoziierten DI-RNA

Die DI-RNA entsteht durch eine stufenweise Deletion der genomischen RNA, bis ein stabiles Molekil entsteht.
Romische Zahlen (1,11,111.1V) bezeichnen die einzelnen Segmente der DI-RNA, die homolog zur genomischen
RNA sind. Die Zahlen, wenn nicht anders angegeben, geben die Nuklectidanzahl an.
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Das Auftreten der DI-RNA Molekile ist in natiirlichen Systemen nie beschrieben worden. Da die DI-
RNA Molekile aber auf den Infektionsverlauf einen starken Einfluld haben, sollte im Rahmen dieser
Arbeit das Auftreten der DI-RNA in infizierten Staticen gepruft werden. Versuche, die RNA, die aus
infizierten Staticen gewonnen wurde, in PCR-Reaktionen einzusetzen schlugen fehl (Abb. 24). Die
Virus-RNA, die aus Virussuspension gewonnen wurde, liefert in einer reversen Transkriptions-PCR
die erwarteten Produkte. Wird aber dieser RNA-Fraktion isolierte Staticen-RNA zugefugt, wird die
PCR-Reaktion behindert. Das erwartete Produkt kann nicht amplifiziert werden. Offensichtlich enthalt
die RNA Praparation Pflanzeninhaltsstoffe, die die Reaktion behindern.

Die RNA-DNA Hybridisationen (Northern blot) geben aber einen Hinweis auf das Vorhandensein des
Molekils (Daten nicht dargestellt).

Abb. 24: Reverse TranskriptionssPCR der VirusRNA und infizierter
Staticen Pflanzen-RNA

VirussRNA und RNA aus infizierten Staticen wurde in eine reverse
Transkriptions-PCR eingesetzt (Titan Fa. Boehringer). Fir die Amplifikation
wurden Oligonuklectide homolog der Sequenz des Hllproteins benutzt (Cpp2-
Cpp3).

1. negativ Kontrolle 1pl H,0. 2. Virus RNA 1pl der RNA-Préparation (1pg)
(Material und Methoden). Das erwartete Produkt von 0,3 kB wird amplifiziert.
3. Virus RNA 1pl+ Staticen RNA 1. Keine Amplifikation 4. Staticen RNA
1. Keine Amplifikation.

1.8 Klonierung einer infektiosen cDNA Kopie des Virus

Um definierte Versuchsbedingungen fir die spéateren Transformationsversuche der Statice zu
etablieren, war es notwendig, eine infektiose Kopie der Virussequenz herzustellen. Ist eine solche
Kopie virulent, geht man davon aus, da3 die erhaltene Sequenz korrekt ist. Die gereinigte
Virussuspension wurde fir eine Virus-RNA Isolation eingesetzt. Diese wurde wiederum benutzt, um
cDNA herzustellen. Die cDNA der kompletten Virussequenz wurde in zwei getrennten Schritten
amplifiziert. Fir die cDNA des 5'Ende des Virus wurde der Primer RepP5 benutzt und die erhaltene
cDNA mit 5Ende und RepP5 Primern in einer anschlieffenden PCR-Resktion amplifiziert. Die
Klonierung des Fragments in den pUC18 Vektor fuhrte zum Klon Nr. 8. Die cDNA des 3 Ende des
Virus wurde mit dem Primer JR28 hergestellt und das Fragment in einer PCR-Reaktion mit Primern
1610-1627 und IR28 amplifiziert. Das amplifizierte Fragment wurde ebenfalls in einen pUC18 Vektor
kloniert. In beiden Féallen war der Vektor mit Sma | linearisiert und anschlief3end dephosphoryliert
worden. Der resultierende Klon war der Klon Nr. 311.
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Abb. 25: Schematische Dar stellung der Klonierungsstrategie desinfektiosen cDNA full clone DM 1

Das 5' Ende des Klones Nr. 8, kloniert in pUC18 wurde mit ShaBI und Xba | geschnitten und das Fragment, das
den T7 Promotor enthélt, aus einem 0,8%igem low-melting TBE-Gel eluiert. Der 3' Ende Klon Nr. 311, ebenfalls
in pUC18 kloniert, wurde mit ShaBl und Xba | aufgeschnitten und mit dem eluierten Fragment ligiert. Die
Zeichnung Full clone DM1 gibt das Ergebnis der Klonierung wieder. Die Zeichnung ist nicht mal3stabgetreu.

Die Klonierung der kompletten Sequenz des Virus erfolgte in zwei Schritten (Abb. 25), wobel das
5'Ende mit einem T7-Promotor versehen worden war (Primer 5Ende), um mit Hilfe der T7-RNA-
Polymerase RNA-Transkripte herzustellen, die dann auf die Pflanzen appliziert werden sollten.

Um eine effektive Infektion zu erhalten, sollten die Transkripte mit der korrekten 3'Ende Sequenz
terminiert sein. Die End-Sequenz der Tombusviren enthédt drei CCC. Eine Klonierung der cDNA in
einen Sma | geschnittenen Vektor (in diesem Falle pUC18) rekonstruiert die Sma | Schnittstelle. Wird
dieses Konstrukt erneut mit Sma | geschnitten, fihrt das zu einem linearisiertem Molekil, das die
pUC18 Sequenz und die cDNA mit dem korrekten Ende beinhaltet (Abb. 25). Die RNA Transkripte
entsprechen dann exakt der Virus RNA die, auf die Pflanzen appliziert, zuerst lokale L&sionen
verursacht und spéter zu einer systemischen Infektion der apikalen Bléatter fuhrt (Abb. 26).
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Abb. 26: Visualisation der Transkriptionsreaktion und die Symptomauspréagung nach einer 10 téagigen
Infektionszeit an N. benthamiana Pflanzen.

Der cDNA-Sequenz-Klon DM 1 des Virus TBSV-BS3-Stat. kloniert in pUC18 und geschnitten mit Sma | wurde
in eine Transkriptionsreaktion eingesetzt (siehe Material und Methoden). Ein Aliquot von 2 l, aufgetrennt in
einem 1%igem TBE-Gdl, zeigt den linearisierten DM 1 Klon und die dazu gehérenden RNA Transkripte. Je 30
M der Reaktion werden auf eine N. benthamiana Pflanze appliziert. Diese zeigt nach ca. 3-4 Tagen typische
Lokallasionen (a) und spéter systemische Infektion der apikalen Blétter (b).

Die Symptomauspragung der mit den RNA-Transkripten infizierten Pflanzen (n=10) beweist, dal3 die
sequenzierte Kopie des Virusgenomes korrekt ist. Der Klon DM 1 wird fir die Subklonierung der
Replikase in einen Pflanzentransformationsvektor benutzt. Das resultierende Konstrukt wird fur die
Pflanzentransformation verwendet.

1.9 Subklonierung der Replikase oder deren Fragmentein einen binéren, Pflanzen-
transfor mationsvektor

Virusresistenzversuche mit transgenen Tabakpflanzen, bei denen bestimmte Abschnitte des
Virusgenoms in Pflanzengenome transformiert wurden, geben einen guten Hinweis auf die
Verwendung der Replikase und deren Teile fir eine Resistenzinduktion in Pflanzen (Rubino et al.,
1993; Rubino et al., 1995 Russo et al., 1998;). Als bindrer Vektor fir die Transformation der Pflanzen
sollte der PGJ357 dienen. Dieser Vektor enthdlt das aadA Gen, das eine Resistenz gegeniber
Spectinomycin und Streptomycin verleiht. Diese Eigenschaft wurde fir die Klonierungschritte in
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E. coli benutzt. Des weiteren besitzt dieser Vektor die left border und right border Sequenzen, die eine
multiple Klonierungsstelle und das npt 1l Gen flankieren. Das npt |1 Gen vermittelt eine Resistenz
gegeniber Kanamycin. Diese wird bei der Transformation der Pflanzen as Selektionsmarker
eingesetzt.

Um en Gen in einer Pflanze exprimieren zu kénnen, muf3 dieses Gen eine Promotor und eine
Terminator Sequenz besitzen. Da die multiple Klonierungsstelle des PGJ357 Vektors und die Gene
des TBSV-BS3-Stat. diese nicht besitzen, muf3ten diese erst eingebracht werden. Das Plasmid PRT101
besitzt den 35S Promotor und 35S Terminator des cauliflower mosaic virus (Topfer et a., 1987).
Diese Sequenzen gehéren zu den am haufigsten benutzten Promotor und Terminator-Sequenzen. Die
Sequenz des 35 S Promotor und die der Terminator Sequenz wurden in die multiple Klonierungsstelle
des PGJ357 subkloniert. Der resultierende Vektor PGJPRT dient als Ausgangsvektor fur alle
nachfolgenden Konstrukte (Abb. 27).

Xba | BamHI| Smal

Kpn | Sst 1 EcoRI
Hindill Sph1Pst| Xhol Hinc 1 Pt I Sphl Hindlll
pRT101 | | | po|yA-ggna‘|\\ l/sbbpromotor | | | |
ProPromotor

BamH | Xbal Sal | Acc | Pst | Hindlll

pGI357 | LB || polyA-signal | | npt |1 | | nos Promotor ‘\H/ RB

Abb. 27: Klonierungsstrategie fir die Herstellung des binéren Pflanzentransfor mationsvektors PGJPRT
Der Vektor PGJ357 wurde mit Xba | geschnitten. Mit Klenow in einer blunt-Reaktion wurden die
Uberhéngenden Enden aufgefillt. Der Vektor pRT101 wurde mit dem Enzym Pst | geschnitten. Das Fragment
das den 35S-Promotor+35S Terminator enthalt, wurde eluiert und die Enden wurden mit Klenow aufgefillt. Der
resultierende Vektor nach der Ligation wurde PGJPRT genannt.

Von vielen Pflanzenviren ist bekannt, dal3 eine Transformation mit der Sequenz des Hiillproteins zu
einer Virusresistenz fuhren kann. Da dies aber im Falle der Tombusviren zu keinem befriedigenden
Ergebnis fuhrte (Rubino et a., 1993; Ciuffreda et al., 1998) wurde diese Moglichkeit verworfen und
der Fokus auf die Replikase-Transformation gelenkt. Eine Expression von sense und antisense RNA
des betreffenden Virus fhrt auch zu einer Virusresistenz in Pflanzen (Waterhouse, 1998). Aus diesem
Grunde wurden nicht nur Konstrukte der Replikase in sense sondern auch Konstrukte der Replikase in
antisense hergestellt. Als Leader-Sequenz wurde die viruseigene, nicht kodierende 5'Ende-Sequenz
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benutzt (Abb. 28), da man sich eine Verstdrkung der Trandation der Proteine erhofft. Infiziert das
Virus die Pflanze, werden sofort Replikase Proteine hergestellt. Somit muf3 die nicht trandatierte
Sequenz am 5'Ende des Virus regulatorische Sequenzen besitzen, die die Stimulation der Tranglation

verstarken.
PGIPRT
Amber Stop Kodon
AUG |
—— 35SPom || 5 NKS Replikase 35STerm. |—

Klnne 1 1ind 2 >
Klone11nd 4 >

| DI-RNA |
Klon 5 | |

Abb. 28: Klone, die fur die Transformation der Staticenpflanzen hergestellt wurden

Der Vektor PGIJPRT wurde mit Smal geschnitten und dephosphoryliert. Die Replikasesequenzen des Virus
TBSV-BS3-Stat. wurden mittels PCR amplifiziert und die Fragmente in den vorbereiteten Vektor ligiert. Die
Klone 1 und 2 wurden mit dem Primerpaar 5'Ende und Rep5'prt33 hergestellt, wobei der Klon 2 die antisense
Orientierung gegentiber dem 35S Promotor aufwies. Die Klone 3 und 4 wurden mit dem Primerpaar 5'Ende und
Rep3'prts5s amplifiziert. Der Klon 4 ist antisense orientiert im Bezug auf den 35 S Promotor. Der Klon 5 enthalt
die DI-RNA, die mit dem Primerpaar 5’Ende und I1R28 amplifiziert wurde.

Die Transformation und Etablierung einer transgenen Staticen-Pflanze erfordert eine sterile
Gewebekultur. Zur Transformation wird ein regenerierendes Gewebe, der Kallus bendtigt, aus dem
eine komplette Pflanze regeneriert werden kann. Da ein Regenerations- und Transformations-System
fur die Statice nicht etabliert war, mufdte fir die Transformation der Statice mit den Replikase
Konstrukten dieser erarbeitet werden.
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Teil 2. Regeneration und Transformation der Statice

2.1 Ausgangskultur

Der erste Schritt galt der Anzucht einer sterilen Ausgangskultur, die dann genligend Material fur die
Versuchsreihen liefern sollte. Diese Ausgangskultur wurde aus sterilen Samen aufgezogen. Die
Sterilisation der Samen erwies sich as schwierig, da die Sterilisationsprotokolle, die z.B. fir Raps-
Samen angewendet werden, waren im Falle der Staticensamen nicht wirkungsvoll. Bel unzureichender
Sterilisation der Samen wurde bel fast jedem der Samenkdrner ein Pilzmycelwachstum beobachtet.
Der Grund fur die Schwierigkeiten bei der Sterilisation ist wahrscheinlich die raue Oberfléache der
Samen. In die Vertiefungen kénnen die Sporen der Bakterien und Pilze eindringen und relativ
geschiitzt die Hypochlorid-Behandlung Uberleben. Eine Inkubation in 2%igem Hypochlorid (5 min.)
ist in den meisten Fallen fir Rapssamen ausreichend. Bel Statice muldte der Vorgang auf 2 Stunden
unter Schitteln bei 150 rpm erhoht werden.. Nach Modifikation des Sterilisationsverfahrens konnte
keine Verunreinigung mehr festgestellt werden. Die Samen wurden auf mit Keimungsmedium
getranktem Filterpapier ausgelegt. Nach 3 Tagen kam es zum Bruch der Samenschale und Erscheinen
der Keimwurzel. Spéter warfen die Kotyledonen die Samenschale ab. Die Keimlinge wurden bis zu
einem Stadium von 5-6 Blattern kultiviert. Dies dauert durchschnittlich einen Monat. Die Pflanzen
wachsen nicht synchron, deshalb mufdte eine entsprechende Menge der Pflanzen herangezogen
werden, damit genligend gleichwertiges Material fir Versuche zur Verfigung stand. Als erstes Ziel
galt es ein Kallusstadium des Gewebes zu induzieren. Um dies zu erreichen, mufdte zuerst das Gewebe
bestimmt werden, das die Fahigkeit zur Regeneration besitzt. Dieses Gewebe sollte dann mit
Agrobakterien infiziert und die transformierten Zellen unter Selektionsbedingungen zu einer Pflanze
herangezogen werden.

2.2 Bestimmung der regenerativen Pflanzenteile der Statice

Die Bestimmung des regenerativen Gewebes ist notwendig, um ein Transformationsprotokoll zu
etablieren. Von anderen Pflanzen (Tabak, Raps) ist bekannt, da3 Blétter en gutes
Regenerationsausgangsmaterial  sind. Die ersten Versuche, Staticenblétter zur Kallushildung,
anzuregen schlugen fehl. Die Blétterstiickchen wurden braun, die Agarareale um die Blattstiicke
wurden ebenfals braun, spéter schwarz. Die Hormonkonzentrationen und Kombinationen, die
verwendet wurden, waren die gleichen wie in Tabelle 7 aufgelistet. Da auf Informationen aus
Fachliteratur im Falle der mehrjahrigen Statice (Goniolimon tataricum) nicht zurtickgegriffen werden
konnte, wurde deshalb das Wachstum der Staticenpflanzen im Gewéchshaus beobachtet. In einigen
wenigen Fédllen bildet die Statice einen neuen Sprof3scheitel punkt dicht neben dem Scheitelpunkt, der
im Keimling angelegt worden war. Die Sprof3achse der Statice ist sehr gestaucht, die Bléatter bilden
eine Rosette, deshalb war der Ursprung des neuen Sprof3scheitelpunktes schwierig zu bestimmen.
Aufgrund dieser Beobachtung wurden einige Pflanzen der sterilen Ausgangskultur (n=50) in ca. 1 cm
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grofRe Sticke zerschnitten und auf ein Medium (MS-Grundmedium), das keine Hormone enthielt,
gelegt. Die Blétter wurden wieder braun, aber Teile der Sprof3achse und die, Wurzel zeigten vereinzelt
schwaches Kalluswachstum. Das Kalluswachstum kann mit einer geeigneten Phytohormon-
konzentration verstérkt werden. Bewahrt haben sich Kombinationen von Cytokininen mit Auxinen.
Folgende K ombinationen wurden fir die Kallusinduktion eingesetzt.

Tabelle 7: Hormonkombinationen die fur die Kallusinduktion verwendet wurden

Die Konzentrationen der jeweiligen Hormone betrugen 1 mg/l. Die Explantate der Blétter wurden braun und
starben ab. Die Sprof3achsen- und Wurzel-Explantate konnten unter bestimmten Hormonkombinationen zum
Kalluswachstum angeregt werden.

Hormonkombination | Kallusentwicklung an Sprof3achsen und Wur zeln

IAA/KIN Vereinzelt schwaches Kalluswachstum, Kallus eher braun
IAA/BAP Kein Kalluswachstum

IAA/2,4D Kallushildung nur in wenigen Fallen, Kallus eher griin
NAA/KIN Starkes Kalluswachstum, mit beginnender Differenzierung
NAA/BAP Kein Kalluswachstum

NAA/2,4D Kein Kalluswachstum

Die Kombination NAA/Kinetin zeigte das beste Ergebnis. Der Kallus war grin, rétlich und zeigte
nach ca. 2-3 Wochen die ersten kleinen Bléttchen. Beste Ergebnisse wurden erzielt, wenn die
Konzentration der Hormone von 0,1-2 mg/l eingesetzt wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8
zusammengefalyt.

Tabelle 8 Auswirkung der unter schiedlichen Hormonkonzentrationen auf die Kallusbildung bei Wur zel-
Explantaten

Die Hormonkonzentrationen wurden als mg/l in eéinem MS Grundmedium angesetzt. Die Anzahl der Explantate
pro Kombination betrug 50. Die Kombination 1mg/I der beiden Hormone wurde fir weitere Experimente
ausgewdhlt. Der Prozentsatz bezieht sich auf die Kallushildung der Ausgangsexplantate.

KIN/NAA 0,1 0,5 1 15 2

0,1 60% 0% 17% 50% 0%
0,5 73% 68% 38% 64% 69%
1 26% 68% 71% 86% 38%
15 76% 61% 40% 100% 100%
2 93% 62% 100% 55% 73%

Obwohl in manchen Féllen die Kallusbildung 100% betrug, mufde auch die Beschaffenheit des Kallus
berlicksichtigt werden. Kalli, die zuviele Sprollachsenanlagen produzierten, zeigten spédter keine
Differenzierung in Bléatter und Sprosse. Deshalb wurde eine Kombination der Hormone NAA und
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Kinetin von jeweils 1 mg/l gewéhlt, da diese, wenn Kalluswachstum erfolgte, dann noch die
Differenzierung in Blétter und Sprof3e ermdglichte.

2.3 Kallusinduktion in Infloreszenzanlagen.

Eine der enjdhrigen Staticen-Arten (Limonium cavanillesii) wurde bel Verwendung von
Influoreszenzanlagen erfolgreich regeneriert (Amomarco et a., 1998). Daher bot es sich an, auch fir
G. tataricum ein Protokoll ausgehend von Influoreszenzen als Explantate zu erarbeiten. Sollte die
Transformation der Wurzel-Kallus-Anlagen nicht méglich sein, wéare es in diesem Falle méglich, auf
ein anderes System auszuweichen.

Mitte Mai (witterungsabhangig) bildet die Staticen Pflanze eine Infloreszenzanlage, selten zwel aus.
Dieser Blittenstand ist rispig aufgebaut (Abb. 29).

Abb. 29: Infloreszenzbildung der Statice.
A: Gewéchshausstatice mit Infloreszenzanlage nach Vernaisation. Erkennbar sind die Blattrosette und die Infloreszenz.

B: Detailaufnahme der Infloreszenz. C: Blitentragende Infloreszenz.

Fir die Versuche wurden nur griine, nicht vollsténdig entwickelte Infloreszenzanlagen verwendet.
Diese wurden dterilisiert und in ca 1 cm groRe Stiicke zerschnitten und mit folgenden
Hormonkonzentrationen, die der Literatur fir die einjdhrige Statice (Limonium cavanillesii)
entnommen wurden, behandelt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Hormone, diefir die Kallusinduktion an Infloreszenzstiicken eingesetzt wurden
Die Anzahl der Explantate betrug 100 pro Kombination.

Hor monkonzentration Regenerationsver halten

1 mg/l KIN+2 mg/l 2ip Kein Kalluswachstum sondern Sprof3bildung mit
Bléttern bei fast allen Explantaten.

0,5 mg/l KIN+1 mg/l 2,4D Kallushildung mit Sprof3bildung und Bléattern an
fast alen Explantaten.

0,1-1,5 mg/l KIN/ + 0,1-1,5 mg/l NAA Kallusbildung und Bildung von Sprof3anlagen mit
Bléttern bei fast allen Explantaten.

1,5mg/l KIN/+ 1,5 mg/l NAA Gute Regeneration bei fast alen Explantaten.

Zusétzlich wurden Versuche mit Infloreszenzanlagen und der Hormonkombination Kinetin und NAA
durchgefuhrt. Die zusammengefaldten Ergebnisse des 1-monatigen Versuchs sind in der Tabelle 9
aufgelistet. Da der Einsatz der Kombination der Hormone Kinetin/NAA &hnliche Resultate erzielt
hatte wie in den Wurzel explantatversuchen, wurden die Transformationsversuche mit Agrobacterium
unter Verwendung der Kombination 1 mg KIN/1 mg NAA durchgefihrt.

Ein Nachteil der Infloreszenz-Kultur ist, dald sie saisona begrenzt ist, d.h. nicht das ganze Jahr Uber
durchgefuhrt werden kann, und die Kallusbildung mit Sprof3anlagen und Bléttchen im Vergleich zur
Wurzel-Kallus-Kultur etwa doppelt so lange dauert.

2.4 Transfor mationsver suche der Statice mit Agrobacterium tumefaciens

Die vorhergehenden V ersuche haben eine Grundlage geschaffen, um ein Transformationsprotokoll fir
die DNA-Ubertragung in die Statice zu erarbeiten. Da die Statice keine klassische
Gewebekulturpflanze ist, missen einige, fur die agrobakteriumvermittelte Transformation wichtige
Parameter ermittelt werden.

2.4.1 Ermittlung der Antibiotikakonzentrationen

Versuche zur Etablierung der Regenerationsprotokolle fir die Statice (Goniolimon tataricum) haben
es ermdglicht, ein Transformationsystem zu entwickeln. Agrobacteriumvermittelter Transfer ist den
anderen Methoden (Protoplastenfusion, Beschu3 mit Partikeln) immer vorzuziehen. Ein
hochvirulenter Agrobakterium Stamm ATHV stand zur Verfligung, der bereits erfolgreich fir die
Transformationen anderer Kulturen (Raps, Rebe) eingesetzt wurde. Die Transformation und die
Transformationseffizienz kann besser nachvollzogen werden, wenn ein sichtbarer Marker (Reporter-
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Gen) benutzt wird. Als Reporter Gen wurde das Gen GUS-Intron benutzt. In dem Konstrukt GUS-
Intron wird die genetische Information fir die 3-Glucoronidase von einem eingebauten Pflanzenintron
unterbrochen, deshalb wird das Enzym nur in Pflanzengewebe exprimiert, das transformiert wurde
(Vancanneyt et a., 1990).

Als Ausgangsmaterial fur die Transformationsexperimente wurden Wurzel oder Infloreszenzen
genommen. Die Transformation erfolgte nach dem in Materiad und Methoden beschriebenen
Protokoll. Die Infloreszenzen Explantate erwiesen sich als untauglich fir die Transformation, da sie
sehr empfindlich auf die Infektion mit Agrobakterien reagierten. Das Wachstum blieb aus, sie wurden
braun und schliefdlich schwarz. Die Wurzelexplantate erwiesen sich als das bessere Ausgangsmaterial
fur die Transformation. Sie zeigten zwar ein verzogertes Wachstum des Kallusgewebes, blieben aber
hellgelb und wurden an den kallushildenden Stellen griin (Abb. 30). Aus diesem Grunde wurden alle
weiteren Versuche auf das Wurzel system konzentriert.

Abb. 30: Agrobakterieninfektion der Wurzelexplantate

A. Die Wurzelstiicke werden mit Agrobakterien infiziert und nach 3 Tagen auf das Selektionsmedium Uberfihrt
B. In der oberen Box ist die Regeneration der untransformierten Statice nach 1 Monat, in der mittleren Box nach
ca. 2 Monaten und in der unteren Box nach ca. 4-5 Monaten dargestellt.

Fir eine erfolgreiche Transformation ist es notwendig, die toxischen Schwellenwerte des
Pflanzengewebes gegeniiber den Antibiotika, die einerseits zum Abtdten der Agrobakterien und
anderseits zum Selektieren des transformierten Pflanzengewebes benutzt werden, zu ermitteln. Die
eingesetzten Antibiotikakonzentrationen sind in der Tabelle 10 dokumentiert.



Ergebnisse 56

Tabelle 10: Auswirkungen der eingesetzten Antibiotika auf das Pflanzengewebe

Unterschiedliche Antibiotika, die in den Transformationsexperimenten eingesetzt wurden, wurden auf ihre
Auswirkungen auf das Pflanzengewebe getestet. Da das Timentin das Pflanzengewebe weniger schadigt als
Carbenicillin oder Cefatoxin, wurde fur ale nachfolgenden Versuche das Timentin in einer 100 mg/l
Konzentration verwendet.

Antibiotikum Konzentration Wourzelstiicke Kallushildung Kallus-
regeneration in %
Cefatoxin 250 mg/L 40 8 20
Carbenicilin 500 mg/L 43 22 51
Timentin 100 mg/L 30 27 90
Kein Antibiotikum 30 28 93
Kanamycin 5 mg/L 20 5 25
10 mg/L 20 1
15 mg/L 21 0
20 mg/L 24 0

Aufgrund der toxischen Wirkung von Carbenizilin und Cefatoxin auf das Pflanzengewebe wurde ein
neues Antibiotikum eingesetzt, das Timentin. Dieses Antibiotikum tétet in einer Konzentration von
100 mg/l die Agrobakterien, schadigt aber nicht das Pflanzengewebe (Tabelle 10).

Ein Selektionsvorteil fir die transformierten Staticen-Zellen sollte durch die Zugabe von Kanamycin
erreicht werden. Nur die Zellen sollten Uberleben, die eine stabile Insertion der T-DNA etablieren
konnten. Innerhalb der left- und right-border Sequenzen des Plasmids PGJPRT ist ein nptll-Gen
integriert, das eine Resistenz gegenuber Kanamycin vermittelt. Eine konzentrationsabhangige
Exposition des untransformierten Wurzelgewebes fihrte zu der toxischen Schwellenwertermittiung
gegeniber diesem Antibiotikum.

Die empirisch ermittelten Konzentrationen der Antibiotika wurden eingesetzt, um
Transformationsexperimente an Staticenwurzeln durchzuftihren. Es wurden 100 mg/I Timentin und

20 mg/l Kanamycin fur die Selektion der transformierten Wurzelstiicke der Staticen eingesetzt.

Das néchste Problem, das geklért werden sollte ist, eine Verifizierung des Transformationserfolges,
d.h. der Intergration der Fremd-DNA ins Pflanzengenom.

2.4.2 Reportergentest unter Verwendung von N. benthamiana Blétter

Die Transformation der Statice sollte mit Hilfe eines Reportergens GUS-Intron etabliert werden. Da
die Staticentransformation und Regeneration voraussichtlich ca. 3 Monate in Anspruch nimmt, war es
sinnvoll das Konstrukt, das zur Verfiigung stand, auf seine Expressionsfahigkeit in N. benthamiana zu
testen. Als eine schnelle und effiziente Methode hat sich die Agrobakteriuminfiltration (Kapila et al.,
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1997) bewdhrt. Bel dieser Methode werden Agrobakterien durch die Spatoffnungen in die Blétter
geprefdt. Der Infektionsvorgang findet an den Blattparenchymzellen statt. Die Inkubation der
infiltrierten Blatter dauert 3 Tage, danach kann das komplette Blatt in die Substratlésung Gberfihrt
werden und die exprimierte [3-Glucoronidase bewirkt die Umwandlung des Substrats in einen
unldslichen Farbstoff Indigo (siehe auch Teil Materiad und Methoden). Die Entwicklung des
Farbstoffes dauert ca. 5 Stunden. Der gesamte Test dauert ca. 5 Tage und stellt ein gutes System dar,
um jegliche Pflanzenexpressionskonstrukte zu testen. N. benthamiana Bl&tter eignen sich sehr gut zum
Infiltrieren. Nach Entfarben durch 70% Ethanol ist der blaue Farbstoff gut zu sehen (Abb. 31). Mit
dem getesteten Konstrukt GUS-Intron wurden die Transformationen an den Wurzeln der Statice
vorgenommen.

Abb. 31. Tele eines mit dem GUS-Intron
Konstrukt infiltrierten N. benthamiana Blattes.
Blau-grine Farbung zeigt die transformierten
Pflanzenzellen auf. Das Pflanzeneigene
Chlorophyll ist mit 70% Ethanol entfarbt worden.

24.3 Ermittlung der Infektionseffizienz des Agrobakterienstammes ATHV in der
Transformation der Staticenwur zel

A. tumefaciens ist ein Bakterium das Teile seiner Plasmid-DNA in die Pflanze Ubertragt. Diese DNA
wird in das Pflanzengenom integriert. Die Stémme dieser Art infizieren hauptsachlich oberirdische
Teile der Pflanze (Sprosse, Blétter, Achsen). Da die Infektion der Infloreszenzen der Statice nicht die
erwinschten Ergebnisse erbrachten und das Wurzelgewebe eine gute Regenerationsfahigkeit besitzt,
sollte ein Wurzeltransformationsprotokoll etabliert werden. Zur Verfligung stand ein hochvirulenter
Stamm ATHV, der fur die unter Material und Methoden beschriebene Transformation der
Staticenwurzel, benutzt werden sollte. Wichtig war festzustellen, ob dieser Stamm die
Wurzelexplantate infizieren und die T-DNA Ubertragen konnte.

Die Wurzelstiicke wurden 3 Tage lang mit dem Agrobacterium ATHV, das das Plasmid GUS-Intron
Konstrukt enthélt, infiziert. Eine Woche nach der Infektion wurden die Infektionsereignisse anhand
der blauen Farbung ausgezahlt.
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Von 50 Wurzelstiicken wiesen 5 punktférmige blaue Areale auf (Abb. 32), die ein Infektionsereignis
darstellen. Es ist dso moglich, die Wurzelexplantate mit dem Stamm ATHV zu infizieren und
Transformationen durchzufihren.

Abb. 32: Wurzelexplantate, die mit dem Reporter-Gen
GUS-Intron tranformiert wurden
Angezeigt sind 9 punktuelle Transformationsereignisse an
Wurzelexplantaten der  Staticee Die  enzymatische
Nachweisreaktion (siehe Material und Methoden) wurde eine
Woche nach Infektion durchgefihrt.

2.5 Transfor mantenr egener ation

Ein Infektionsereignis bedeutet allerdings noch nicht, dal3 eine Regeneration von transformiertem
Gewebe mdglich ist. Aus diesem Grunde wurden die Transformationsversuche fortgesetzt, um die
Regenerationsraten zu ermitteln. Als Marker-Konstrukt wurde abermals das GUS-Intron in dem
Stamm ATHV benutzt. Nach Auswertung eines 2-monatigen Transformationsversuches konnten
Blauférbungen (GUS-Intron Intergration) an 23% (n=100) der Explantate gezdhit werden. 17% der
Explantate zeigten ein zumindest Ein-Blatt Regenerationsstadium (Kallus mit erstem gebildetem Blatt)
auf (Abb. 33).

Abb. 33: Mit GUS-Intron transformierte Staticen-Explantate.

1. Wurzelexplantate mit einer deutlichen Blauférbung entwickelt nach ca. 2 Wochen Selektion. 2. Eine
transformierte Staticen-Pflanze nach 1 Monat Selektion. 3. Eine transformierte Staticen-Pflanze nach 2
Monaten Selektion. 4. Einige transformierte Staticen-Blétter. Das Pflanzen eigene Chlorophyll wurde mit
70%igem Ethanol entfarbt.
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Die erarbeiteten Ergebnisse ermdglichen nun die Ubertragung der virdlen Konstrukte, um eine
Virusresistente Staticenlinie zu etablieren. Unter den gegebenen Bedingungen ermdglicht die
Selektion mit dem Antibiotikum Kanamycin, transformiertes Gewebe zu selektieren und eine
maogliche Chiméarenbildung aus transformierten und untransformierten Zellen zu unterdrticken.
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V. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde, um eine virusresistente oder zumindest virustolerante Statice mit
Hilfe der Gentechnik zu erzeugen, das Virus, welches aus kranken Staticen isoliert wurde, serologisch
und molekularbiologisch charakterisiert. Die Klonierung der infektiosen DNA Kopie des Virus
ermoglicht ihrerseits eine Reihe interessanter Versuche zur Wirt-Virus-Beziehungen. Diese werden im
Abschluf? der Diskussion als Ausblick behandelt.

Da die Statice (Goniolimon tataricum) keine typische Modellpflanze ist, gab es bis jetzt keine
Regenerationss und Transformationsprotokolle fir diese Pflanzenart. Im Rahmen der
Aufgabenstellung wurden diese erarbeitet. Die Ergebnisse dieser Arbeit erméglichen die Produktion
einer gentechnisch verédnderten Statice. Die Folgen dieses Vorhabens wie auch wissenschaftliche

Teilaspekte dieser Arbeit werden im Nachfolgenden diskutiert.

Das Staticenvirus I solat (TBSV-BS3-Stat.)

Aus symptomtragenden Staticen und aus einem Wildkraut (Taraxacum officinalis) wurde ein Virus
isoliert und unter definierten Bedingungen untersucht. Die Inokulationsversuche an Staticenpflanzen
wiesen dieses Virus als schadigendes Agens aus. Die anschlief3enden serologischen Versuche
ermoglichten eine Klassifizierung des Staticenvirus-lsolats as einen nahen Verwandten des TBSV-
BS3. Als Replikationsort wurden die Peroxisomen der Wirtspflanze identifiziert. Das
cytopathologische Bild unterscheidet sich nicht von dem, das andere untersuchte Tombusviren
verursachen (Martelli et al., 1988). Um eine eindeutige Einordnung anhand von Sequenzdaten
vornehmen zu kénnen, war es notwendig, im Bereich des Hillproteins Sequenzdaten des TBSV-BS3
Referenzisolates (Uberlassen von Dr. Konig) zu ermitteln. Bis jetzt lagen nur Teilbereiche der Sequenz
des TBSV-BS3 vor (Li et a., 1993). Mittels reverser TranskriptionssPCR war es mdglich, den
Hll proteinabschnitt zu klonieren und zu sequenzieren. Nach Vergleichen der Aminoséure-Sequenzen
des TBSV-BS3 und TBSV-BS3-Statice ergab sich eine 96%ige Homologie, was auch die in den
serologischen Tests erhaltenen Resultate bestétigt. Die Bildung eines Spur in der Kombination TBSV-
BS3-Statice mit dem TBSV-cherry Virus wird durch die niedrigere Homologie (73%) erklart Nach
den guidlines of the demarcation of virus species ist ein Unterschied von 10% in der
Aminosaurensequenz des Hullproteins notwendig um eine neue Virusat zu definieren. Das
Staticenvirus ist also keine neue Virusart, sondern ein Isolat des TBSV-BS3 Virus. Die Proteine der
Replikase (ORF1, ORF2) und die der Transport-Proteine (ORF4, ORF5) sind stérker konserviert und
zeigen eine hohe Homologie zum TBSV-BS3 und TBSV-cherry. Eine Analyse des Replikase-Proteins
p92 wies acht konservierte RNA-abhangige-RNA-Polymerase Motive auf (O'Reilly et al., 1998). Finf

dieser Mative sind in vielen Klassen der Polymerasen in dem katalytischen Teil der "Hand"-Doméne
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vorhanden (Hansen et a., 1997; Ollis et al., 1985). Ebenfalls wurde in dem katalytischen Teil der
Replikase das GDD-Motiv, dal3 typisch fir alle Virus-Replikasen ist, bestimmt. Somit ist das Staticen
Isolat ein typischer Vertreter der Tombusvirus Gattung. Es ist wichtig zu erwahnen, dald das Staticen
Virus das erste der TBSV-BS3 igt, dessen Genom vollsténdig sequenziert und eine infektitse Kopie
erstellt wurde.

In der Natur kommt der TBSV-BS3 viel haufiger vor, als z.B. TBSV-cherry. Viele Plantagen und
Gewéchshauser werden von Tombusviren Infektionen betroffen, deshab ist die Aufklarung der

Sequenz nicht nur von wissenschaftlicher Bedeutung.

Einige Isolate der Tombusviren enthalten Submolekile (Satelliten; DI-RNA). Das Staticen Isolat
enthalt keine Satelliten-RNA, aber nach Inokulation von Nicotiana benthamiana Pflanzen bilden sich
DI-RNA Molekile. In nattrlichen Systemen sind DI-RNA Molekile nicht gefunden worden. Es
besteht der Verdacht, dal3 DI-RNA ein Artefakt der Subinokulation auf Tabak Pflanzen darstellt. Es
konnte sein, dal die intrazellularen Zustdnde in Tabak anders sind als in Herkunftspflanzen (z.B. ist
der pH-Wert des Zellsaftes in Staticenpflanzen niedriger alsin Tabak), die Replikationsproteine finden
daher veranderte Bedingungen vor und beginnen die Synthese von fehlerhaften Kopien des Genomes.
Der Umstand, dal? die DI-RNA schlechter in die Virushille aufgenommen wird, konnte eine effiziente
Ausbreitung der DI-RNA der Tombusviren in natrlichen Populationen verhindern (Russo et al.,
1994). Eine andere Hypothese wird von Garcia-Arenal aufgestellt, der 57 Feldisolate untersucht hat
(Cdix et a., 1997). Demnach ist die Vermehrung der Tombusviren in Tabakpflanzen viel effizienter
as in natirlichen Wirten. Wird die genomische RNA der Viren stérker repliziert, werden auch
vorhandene DI-RNA Molekile effizienter amplifiziert und sichtbar. Dagegen sprechen aber die Daten,
die von Krcza und Beutel (1994) erhoben wurden. Demnach werden in den Staticenpflanzen viel
hohere Titer erreicht as in Tabakpflanzen. Die Inhaltsstoffe (es sind wahrscheinlich Gerbstoffe) der
Staticenpflanzen verhinderten eine PCR Amplifikation. Dies stellt ein wichtiges Problem dar, nicht
nur fir die molekulare Untersuchung der DI-RNA, sondern auch fir die Transformation der Statice.
Die PCR-Analyse ist ein wichtiges Auswahlkriterium der Transformanten. Da es mit konventionellen
Reinigungsverfahren nicht moglich war, die Storstoffe abzutrennen, wird jetzt ein Mehrmembranen-
System (BioTrap) fir die Reinigung der RNA eingesetzt. Gelingt die Reinigung der RNA und die
anschlief’ende PCR, kdnnen eventuell auch im Falle der Staticenvirusinfektion Aussagen Uber das

Vorhandensein von DI-RNA in Staticen gemacht werden.
Auswahl der Transfor mationssequenzen
Die infekticse DNA-Kopie des TBSV-BS3-Stat. ermoglichte die Herstellung verschiedener

Transformationskonstrukte. In einem in dieser Arbeit erstellten Pflanzentransformationsvektor wurden

die Replikase, die pre read through und die read through Doméanen in sense und antisense
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Orientierung  kloniert. Die DNA-Kopie der DI-RNA  wurde ebenfals in den
Pflanzentransformationsvektor kloniert. Diese Plasmide stehen nun fir die Transformation der Statice
bereit. Die Entscheidung fur gerade diese Konstrukte wurde durch die Arbeiten anderer Autoren

beeinflufd und wird im Nachfolgendem erl&utert.

Die Transformation der Pflanzen mit der Sequenz des Hillproteins zeigte in den Versuchen mit
CyRSV (Rubino et a. 1993), obwohl fir andere Pflanzenviren erfolgreich, keinen vid
versprechenden Ansatz. Die Pflanzen waren nicht resistent, zeigten aber abgemilderte Symptome.

Offensichtlich kann es im Falle der Tombusviren nicht zur einer Absdttigung mit Hullprotein
kommen. Wertet man die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der virusinfizierten Tabakzellen
aus, findet man sehr viele Viruspartikel. Diese Uiberschwemmen praktisch das Cytosol. Eine transgene
Pflanze ist offensichtlich nicht in der Lage, den Schwellenwert an Hullprotein, der das Entpacken des
Virus verhindert, zu Uberschreiten. Werden die hillproteinexprimierenden, transgenen Pflanzen mit
Virus RNA-Transkripten infiziert, zeigen diese Uberhaupt keine Resistenz, und die
Symptomauspragung ist sehr stark. Das wirde bedeuten, daf3 die RNA, nachdem sie ihre Hille
verloren hat, an Wirtsproteine gebunden an die Replikationsorte transportiert wird, wo sie sich einer
erneuten Verpackung entzieht. Dies stiitzt die Annahme, dai3 die Infektion und die Replikation des
Virus in geschiitzten Aredlen in der Zelle an Membrankomponenten stattfinden und somit das
Gleichgewicht zwischen dem Entpacken und Verpacken der VirussRNA in Richtung der
Virusreplikation verschoben wird. Ein homol ogieabhéngiges Ausschalten der Gene ist in diesem Falle
nicht beobachtet worden (siehe Einleitung). Alle diese Vermutungen sind schwer einzuordnen, da man
den Weg, der von einem Viruspartikel innerhalb der Zelle beschritten wird, nicht kennt. Es ist nicht
bekannt, wie das Virus die Zelle betritt, in welchem Zustand (nackte RNA oder noch verpackt in die
Virushiille) es an den Replikationsort gelangt und dort repliziert wird. Die Prozessierung der
Virugpartikel in der Zelle und die bei dlen diesen Vorgéngen madglicherweise beteiligten

Wirtsproteine, sind bis jetzt noch nicht untersucht worden.

Die Transformationen mit den Replikase Sequenzen des CyRSV fihren bel einigen Linien der
transformierten Nicotiana benthamiana zur totalen Resistenz. Diese Resistenz war aber
virusspezifisch. Transgene Pflanzen, die mit anderen Vertretern der Tombusvirusgattung infiziert
wurden (AMC, CIRV) zeigten kein Resistenzverhaten. Transformiert man Pflanzen mit DNA-
Konstrukten, die das 33 kDa Protein der Replikase kodiert oder Teilen dieser Sequenz, erhdt man
resistente Linien. Die Transformation mit dem read through Teil der Replikase (vom Amber Stop
Kodon bis zum néchsten Stop Kodon) fuhrten nicht zur Resistenz der Pflanzen (Russo, 1998), d.h.
auch in diesem Falle konnte eine homologieabhéngige Resistenz nicht ausgebildet werden. Eine
maogliche Erklarung dieses Phdnomens konnte sein, dald die Sequenzen am 5'Ende der Replikase fir

die Insertion der Replikase an die Membranen der Peroxisomen oder Mitochondrien verantwortlich
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sind (Rubino et a., 1998). Dies bedeutet, dal? Teile der Replikase (ca. 600 nt in ORF1) eine
Deformation der Membranen bewirken kdnnen, die Orte der Replikation durch das Transgene besetzt
werden, und eine Virusreplikase nicht mehr effizient an die Membran binden kann. Das Virus CIRV
repliziert an der Mitochondrienmembran, die Pflanzen waren aber transformiert mit einem Konstrukt,
das von einem an Peroxisomen replizierenden Virus (CyRSV) stammt. Dies wirde auch das Fehlen
der Kreuzresistenz erkléren. Das Virus AMCV repliziert allerdings an Peroxisomenmembranen,
womdglich werden von dem AMCV Virus andere Bereiche der Membranen fir die Replikation
benutzt. Viel wahrscheinlicher ist aber, dal3 das Ausbilden der Resistenz ein komplexes Phdnomen ist

und wahrscheinlich nicht monofaktoriellen Charakter besitzt.

Die Transformationen mit den vollstandigen Proteinen des ORF5 und ORF4 (TBSV), die fir den
Transport des Virus innerhalb der Pflanze verantwortlich sind (Scholthof et al.,1995), fuhrte in keiner
der erhaltenen Linien zur Resistenz der Pflanzen. Das homologieabhéngige Ausschalten der Gene ist
auch in diesem Falle nicht beobachtet worden (Ciuffreda et a., 1998).

Eine Transformation mit Satelliten-RNA der Tombusviren im Zusammenhang mit Resistenzverhalten
ist nicht berichtet worden. Ein Nachweis wére in diesen Fall auch nicht moglich da das Isolat der
Statice keine Satelliten-RNA enthalt.

Neben den Replikasen-Konstrukten (TBSV-BS3-Stat.), die fur die Transformation der Statice kloniert
wurden, sind in dieser Arbeit auch Konstrukte mit der isolierten DI-RNA cDNA-Kopie erstellt
worden. In einer der veréffentlichten Arbeiten (Rubio et al., 1999) wird Uber eine Resistenz berichtet,
die sogar bei Infektionen mit verwandten Viren aufrechterhalten werden kann. Dies verstarkt die

Vorstellung, daid die Virusreplikase bei der Amplifikation die kleineren DI-RNA-Molekile bevorzugt.

Die Moglichkeiten, mittels Transformation Virusresistenz in Pflanzen zu erzeugen, ist stark mit der
pflanzeneigenen Strategie zur Abwehr von Virusinfektionen gekoppelt. Offensichtlich unterliegen
beide Systeme dem gleichen Mechanismus (Ratcliff et al., 1997; Al-Kaff et al., 1998; Covey €t d.,
1997; Voinnet et a., 1999). Betrachtet man speziell die Resistenzausbildung der Pflanze gegentiber im
Cytosol replizierenden RNA-Viren, stellt sich die zentrale Frage, was ermoglicht es der Pflanzenzelle,
zwischen eigener und fremder RNA zu unterscheiden? Wie wird diese Information gespeichert und
wieder abgerufen?

Eine der Theorien hat as zentrale Idee die Bildung von antisense-RNA (Baulcombe, 1996 ab), die
dann von der Pflanze als Doppelstrang-RNA erkannt und abgebaut wird (Waterhouse et al., 1998).
Diese Theorie erklart aber nicht, warum Pflanzen, die mit antisense Konstrukten transformiert werden,
nicht in jedem Falle resistent werden, und warum Bildung einer antisense-RNA Uberhaupt im Falle

von Virusresistenz notwendig ist, da die replikative Form der meisten RNA-Viren ohnehin eine
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Doppelstrang Form hat. Die Ausbildung einer antisense RNA erklart auch nicht das "Gedéchtnis" der
Pflanzen gegeniber erneuten Infektionen (Ratcliff et a., 1997). Sollte die Pflanze enen
immerwahrenden Level an antisense-RNA exprimieren, wére das energetisch sehr ungiinstig, da die
RNA irgendwann degradiert wird. Es gibt bis jetzt keine Untersuchungen darliber, ob es in auf
natirliche Weise resistent gewordenen Pflanzen (Lindbo et a., 1993; Guo und Garcia, 1997) eine
DNA-Kopie im Genom der Pflanzen gibt, die homolog zur RNA-Sequenz des Virus ist. Eine DNA
Kopie wére stabiler und ware mehrmals abrufbar. Sie wiirde einen Vergleich zwischen fremder RNA
und eigener RNA ermoglichen, vorausgesetzt die Integration der DNA-Kopie des RNA-Virus wirde
an einem bestimmten Ort im Genom der Pflanze stattfinden. Die Kopie der VirussRNA in DNA
koénnte von einer Retrotransposase synthetisiert werden. Retrotransposons sind im Pflanzenreich sehr
verbreitet (Suoniemi et a., 1989), und deren Aktivierung ist mit Pflanzen-Abwehr-Reaktionen eng
gekoppelt (Grandbastien et a., 1997).

Bis heute wurden viele Hypothesen aufgestellt. Es ist alerdings bis heute nicht gelungen zu erklaren

warum die Transformation mit viralen Sequenzen in einigen Féllen eine Resistenz erzeugen kann.

Die Transformationsversuche mit dem Hullprotein, dem read through Teil der Replikase oder mit den
Transportproteinen (p22, pl9) der Tombusviren erkldren nicht, warum die homologieabhangige
Resistenz (Mueller et al., 1995) nicht ausgebildet wird. Tombusviren missen demnach Sequenzen
besitzen, die diesen Mechanismus wieder aufheben oder verhindern. Angenommen wird, dal? das Gen
der Tombusviren, pl9, eine Schlusselfunktion bei der Aufhebung oder dem Verhindern der
homol ogieabhéngigen Resistenz besitzt (Voinnet et al., 1999).

Abschlieffend kann man sagen, dal? Transformationen mit Teilen der genomischen Sequenz des Virus
nur im Falle der Replikase (ORF1 und ORF2) und der DI-RNA zu resistenten Linien fiihren kann und,
dal3 der Modus der Resistenz noch ungeklart ist.

Die Transformation der Pflanzen mit der cDNA der DI-RNA wére angesichts der neusten Daten
besonders wirkungsvoll, da Kreuzresistenzen ausgebildet werden konnen (Rubio et a., 1999). Die
GrofRe des Molekils senkt das Risiko unerwiinschter Nebenwirkungen wie Rekombinationen, die

zwischen dem Transgen und der Virus-RNA stattfinden konnen.

Transgene Statice-Risikobewertung

Rekombination zwischen viralen Sequenzen und homologen Sequenzen in transgenen Pflanzen ist
mehrmals beobachtet worden (Greene et al., 1994; Wintermantel et al., 1996; Borja et a., 1999; Aaziz
et a., 1999 a/b). Diese Beobachtung verstarkt die Sorge, dal3 bei einigen Rekombinationsereignissen

mit Transgenen modifizierte Viren entstehen, die in die Virushille verpackt in die Umwelt gelangen.
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Die Wahrscheinlichkeit einer unerwiinschten Rekombination steigt mit der Homologie des Transgenes
zur Virussequenz des infizierenden Virus. Berlicksichtigt man aber die Tatsache, dald der viraen
Replikase jegliche proof reading Funktion fehlt, ist die Virusreplikation durch eine hohe
Mutationsrate charakterisiert d.h. in der Natur finden ohnehin Verdnderungen statt, die nicht
kontrollierbar sind. Rekombinationsvorgénge dienen dem Virus dazu, eingebaute Replikationsfehler
zu reparieren und helfen somit, eine genomische Struktur zu erhalten, die sich in der Umwelt bewahrt
hat. Eine virale Rekombination zwischen dem Transgenen und einem Virus wird sich in der Natur nur
dann durchsetzen, wenn das Virus durch die Mutation einen entscheidenden Vorteil erhdt. Angesichts
der ausgekltigelten Interaktion zwischen Pflanze und Virus erscheint eine gravierende Veranderung in
der genomischen Struktur unwahrscheinlich.

Ein anderer Aspekt, der bei der Erwégung einer Transformation mit viralen Sequenzen berticksichtigt
werden sollte ist, in wie weit Synergismen mit anderen Viren moglich sind. Untersuchungen mit
einem Potyvirus, dessen Sequenzen (Protease 1, helper component protease, Protein-3) die
Replikation eines Potexvirus stimulieren konnen zeigten, dal3 eine transgene Pflanze, die diese
Sequenzen exprimiert, die gleiche Auswirkung besitzt (Vance et a., 1995). In allen Systemen, die man
untersucht hat, gibt es allerdings keine Hinweise auf eine synergistische Wirkung viraler Replikasen.
Diese Mdoglichkeit kann aber nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Wird das komplette
Replikase Gen transformiert und exprimiert, kann es eventuell fremde Virus-RNA replizieren, was nur
von Bedeutung ist, wenn das fremde Virus in der Replikation defektiv ist. Um diese Probleme
weitgehend zu umgehen, wirde sich im Falle der Tombusviren eine Transformation mit der DI-RNA
Kopie anbieten. Diese enthdlt keine funktionellen Gene (so weit bekannt) und ist, im Vergleich zur
Replikase von TBSV-BS3-Stat. (2,6 kB), relativ klein (0,4-0,6 kB). Sie bietet also wenig
Maoglichkeiten fir einen Rekombinationsvorgang.

Das Prablem der Verbreitung des Transgenes in Wildpopulationen Uber Pollen ist bei der Statice
weitgehend ausgeschlossen, da sie in ihren Anbaugebieten keine nattirlichen Kreuzungspartner besitzt.
Ein weiteres Problem kodnnte die Verwendung von Sequenzen sein, die fir eine Antibiotikaresistenz
kodieren. Es gibt Hinweise fir Reversionsmutanten von Bakterien, die auf transgenen Kartoffeln ihre
Antibiotikumresistenz durch Rekombinationsvorgdnge wieder erlangten (De Vries et al., 1998;
Gebhard et a., 1998). Dieser Vorgang, Ubertragen auf natlrliche Umgebung erscheint aber eher
unwahrscheinlich (Syvanen, 1999). Das Plasmid, mit welchem die Transformationen durchgefihrt
werden, enthdlt das nptll-Gen, das eine Resistenz gegeniiber Kanamycin verleiht. Dieses Gen kommt
ohnehin ubiquitér vor und sollte keine Probleme verursachen. Ein wichtiger Aspekt erscheint auch,
dal3 die Staticen nicht fir den Verzehr weder durch Menschen noch durch Tiere, vorgesehen ist.
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Regenerations und Transformationsprotokoll fur die Statice

Die mehrjdhrige Statice (Goniolimon tataricum) ist eine Trockenblume, die in die Familie der
Plumbaginaceae eingeordnet wird. Sie wéchst bevorzugt an trockenen Standorten. Einige
Wildpflanzen dieser Gattung z.B. den Strandflieder kann man in Nordfrankreich und in Deutschland
in der Kistenregion antreffen. Die in Deutschland wirtschaftlich genutzten Arten sind Goniolimon

sinnuatum und Goniolimon tataricum, wobel G. tataricum die wirtschaftlich wichtigste Art ist.

Obwohl fur manche Staticenarten Regenerationsprotokolle publiziert wurden, wurde in keiner der
Verdffentlichungen die Art Goniolimon tataricum berticksichtigt (Kunitake et al., 1995; Matsumoto et
al., 1997; Martin et a., 1995; Amomarco et a., 1998). Eine Regeneration von Limonium cavanillesii
(Amomarco et a., 1998) zeigte die Mdglichkeit auf, die Infloreszenzen als Ausgangsmaterial fur die
Regenerations- und Transformationsversuche zu benutzen. Bei der Ubertragung des Protokolls wurde
festgestellt, dald die in der Publikation verwendeten Hormonkombinationen nicht vollstéandig auf die
Infloreszenzkultur von G. tataricum Ubertragen werden konnten. Wurde Kinetin und 2ip appliziert,
wurden Sprosse und Pflanzen regeneriert, es kam jedoch nicht zur Kallusbildung. Die Kombinationen
Kinetin und BAP fihrten nicht zur Regeneration. Hormonkombinationen, die in der Regeneration der
Arten L. dufourei, L. calaminare, L. gibertii, L. dichotomum und L. catalaunicum zu einer
erfolgreichen Regeneration fuhrten, konnten in keinem Falle auf G. tataricum Ubertragen werden. Die
fir die agrobakteriumvermittelte Transformation notwendige Kallusphase wurde mit den
Hormonkombinationen Kin/2,4D oder Kin/NAA erzeugt. Anschlieffende Infektionsversuche mit
Agraobakterien haben nicht zu den erwiinschten Ergebnissen gefiihrt. Die Infloreszenzanlagen haben
sehr empfindlich auf die Bakterien reagiert und starben ab. Die unterschiedliche Empfindlichkeit der
Ausgangsgewebe gegentiber den Agrobakterien kénnte damit erklart werden, dal3 die Infloreszenzen
der Pflanze in der Mitte der Blattrosette gebildet werden und oberirdisch in die Atmosphére ragen, wo
sie an eher trockene Bedingungen angepaldt sind. Die Infektion mit Agrobakterien kann nur in einer
Umgebung mit hohem Wasserdruck stattfinden. Diese vertragen die Infloreszenzen wahrscheinlich
nichtt Es ist aber durchaus denkbar, das Infloreszenzausgangsmateria fir andere

Transformationssysteme (Particle gun) zu verwenden.

Bei der Ermittlung der zur Regeneration féhigen Gewebe der Statice ist das Wurzelgewebe und der
Sprof3 a's solche bestimmt worden. Wurzelregeneration ist z.B. bei Spinat (Knoll et a., 1997), Datura
meleloides (Curtis et al., 1999) und Arabidopsis thaliana (Czako et al., 1993) beschrieben worden.
Eine anschlielende Transformation der oben genannten Pflanzen mit Agrobacterium tumefaciens
fuhrte zu Transformationsereignissen und im Falle von Datura meleloides zur Transformationsraten

von 48%.
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In keiner der zuganglichen Publikationen anderer Staticenarten wird von einer Regeneration Uber das
Wurzelgewebe berichtet. Bel G. tataricum waren Versuche mit dem Wurzelgewebe jedoch sehr
erfolgreich. Bei Anwendung von Img/L Kinetin und NAA ist es nahezu aus jedem Wurzelexplantat
maoglich, Pflanzen zu regenerieren. Diese Konzentration wurde empirisch ermittelt und bei den
Entscheidungen, welche Bedingungen fur die Regeneration verfolgt werden und welche nicht,
spielten, z.B. das Aussehen des Kallus, die Anzahl der gebildeten Vegetationspunkte und die Fahigkeit
zur Bewurzelung eine Rolle. Eine anschief3ende Infektion der Wurzelexplantate fihrte nicht zum
Absterben des Gewebes. Beim Vergleich der Versuche zur Konzentrationsbestimmung der Hormone
und der Antibiotikavertréglichkeit fallt eine unterschiedliche Regenerationsfahigkeit der Wurzel stiicke
auf. Diese Werte resultieren aus der Tatsache, dal3 die Wurzeln fir den ersten Versuch aus einer
dlteren Kultur stammen und die Antibiotika Versuche mit sehr frischen Wurzelstiicken durchgefuhrt
wurden. Abschlief3end ist anzumerken, dal3 fir Transformationsexperimente nur Wurzeln der zweiten
Generation (Wurzeln, die gebildet werden, wenn die ersten abgeschnitten wurden) verwendet werden
sollen. Diese Wurzeln sollten moglichst jung und weif3d sein. Dies fuhrt zu hoheren Regenerationsraten.
Die Regenerationszeit bis zur bewurzelungsfahigen Pflanze betrégt ca. 3-4 Wochen je nach Giite des
Ausgangsmaterials. Ein Problem der Staticengewebekultur ist die fehlende Synchronisation des
Materials. Jede in vitro propagierte Pflanze unterliegt einem eigenem Entwicklungsrhythmus. Das
bedeutet, dal3 man Uber eine ausreichende Menge an Pflanzen (ca. 30-40 Pflanzen) verfiigen mul3, die
genugend Wurzelmateria liefern. Dieses Material, gesammelt von verschiedenen Pflanzen, ist von

unterschiedlicher Qualitét und liefert keine statistisch verwertbare Ergebnisse.

Da das Wurzelregenerationssystem fir die Transformation mit Agrobakterien geeigneter erschien,
wurden Transformationen mit dem Reportergen GUS-Intron durchgeftihrt. Nach Auswertung eines 2-
monatigen Versuches konnten Blauféarbungen (GUS-Int. Integration) an 23% (n=100) der
Wurzelstiicke beobachtet werden. 17% der Wurzelstiicke zeigten ein zumindest Ein-Blatt-
Regenerationsstadium (Kallus mit gebildetem Blatt) auf. Auch hier sind Bewertungen schwierig, denn
die Explantate entwickeln sich nicht synchron. Es ist zu erwarten, dal? die Regenerationsrate weiter
sinkt, denn die Antibiotika und die Transformationsereignisse, die die Genomstruktur der Pflanzen
belasten, verhindern eine rasche und kontinuierliche Regeneration des Gewebes. Die Regenerate der
GUS-Intron Transformation benttigen mehr als 3 Monate bis zur bewurzelungsfhigen Pflanze.
Manche recht gut entwickelten Transformanten werden gelb, dann braun und sterben ab. Um
gesicherte Aussagen zu treffen, missen noch weitere Transformationsexperimente durchgefihrt
werden. Zum einen konnte man auf die Inkubation der zu transformierenden Wurzeln auf dem
Initialmedium verzichten, zum anderem durch verschiedene Behandlungen der Agrobakterien deren
Infektiositét steigern. Eine Modifikation des Regenerationsmediums (weniger Agar) kénnte eventuell
bewirken, dal3 die Wirkstoffe von der Wurzel besser aufgenommen werden und die Regeneration

gesteigert werden kann. Interessant konnte auch die Senkung der Kanamycinkonzentration auf 15 mg/|
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sein. Dasist aber nur dann sinnvoll, wenn weiterhin die Chimérenbildung ausbleibt. Das Herabsetzen
der Temperatur, bei der die Regenerate kultiviert werden, ist ein weiterer Ansatz, der versucht werden
kann. Bei Staticen, diein dem Institut der SLFA Neustadt im Gewéchshaus und in dem Institut LPP in
Mainz gezogen wurden, wurde beobachtet, dal? diese besser bei niedrigeren Temperaturen (ca. 18°C-
16°C) wachsen. Derzeit werden die Regenerate in der Klimakammer bei 24°C kultiviert.

Ein weiteres Problem der Regeneration der Statice ist das Bewurzeln der Regenerate. Befindet sich die
regenerierte Statice in einem 5-6 Blattstadium kann diese auf ein hormonfreies Medium gelegt
werden. 30% der Pflanzen bildeten spontan Wurzeln aus. Um diesen Vorgang zu unterstiitzen wirde

sich eine Behandlung mit geeigneten Phytohormonen (IBA; NAA; IAA) anbieten.

In dieser Arbeit wurde ein Regenerations-und Transformationsprotokoll erarbeitet, der eine
Transformation mit viralen Konstrukten dienen kann. Bei der Fortfiihrung der Arbeiten wird es sicher
optimiert. Es bietet aber jetzt schon ein sicheres Grundgerist, auf dem eine Transformation mit

viralen Konstrukten aufgebaut werden kann.

Ausblick

Die angestrebten Ziele der Arbeit wurden mit der Klonierung und Erstellung der viralen
Transformationskonstrukte erfillt. Das Regenerations- und Transformationsprotokoll fur die
Staticenpflanzen stellt ein Grundgertist dar, auf dem eine Transformation mit viralen Sequenzen
begonnen werden kann.

Die Bestimmung der Virussequenz, die notwendig war um die Transformationskonstrukte zu erstellen,
ermdglicht eine Reihe von Experimenten, die die Vorgange wéahrend einer Virusinfektion kléren
konnen. Die infektiose Kopie des Virus liefert standardisierte RNA-Virusinokulate, die nur die
genomische RNA enthalten im Gegensatz zu Viruspartikeln, die zusétzlich DI-RNA enthalten kdnnen.
Eine Subklonierung der Sequenz in einen Vektor, der den 35S Promotor und 35S Terminator enthélt,
wirde eine problemlose und billigere Pflanzen- und Protoplasten-Inokulation erlauben (Scholthof,
1999). Das Hullprotein kann durch das GUS-Gen (Chapman et al., 1992) oder durch das grin-
fluoreszierende Protein ersetzt werden (Verver et al., 1998). Dieses Konstrukt wirde daher eine
Aussage ermdglichen, ob der infektiose Klon als Vektor benutzt werden kann. Diese Mdglichkeit
besteht, die Stabilitét eines derartigen Vektors mifte jedoch eingehender gepriift werden. Eine
Beurteilung der Stabilitét wére nach Durchlaufen mehrerer Inokulationspassagen moglich (Joelson et
a., 1997). Ein anderes Modell fur die Expression von Proteinen in Pflanzen bietet der Einsatz von
DNA Kopie der DI-RNA. Stellt man transgene Tabakpflanzen her, die die Replikase des Virus
exprimieren und inokuliert diese Pflanzen mit Transkripten der DI-RNA, wird diese sehr stark
amplifiziert. Inseriert man funktionelle DNA Sequenzen zwischen Block | und Block Il der DI-RNA,

ist dieses Konstrukt mehr oder weniger stabil und kdnnte ebenfalls als ein Expressionssystem genutzt
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werden (Burgyan et a., 1994). Derartige Modelle eignen sich, um eine Wirkung von Proteinen zu
untersuchen, die in Stoffwechsel oder anderen regulatorischen Vorgangen der Pflanzen eingreifen.
Diese Untersuchungen haben gerade begonnen und definitive Aussagen Uber die Moéglichkeiten der

Nutzung eines derartigen Systems stehen noch aus.

Des weiteren wurde mit der in vitro Expression der einzelnen Virusproteine begonnen, um spezifische
Antikorper zu erhalten, die in die Untersuchungen des Infektionszyklus des Virus einflief}en. Die
Antikorper kénnen sowohl fir die immunoelekronenmikroskopischen Untersuchungen des
Infektionszyklus in der Zelle verwendet werden, ads auch fir die Immunprezipitation. Die
Immunprezipitation sollte eingesetzt werden, um eventuelle Wirtsproteine, die mit Virusproteinen

interagieren, zu detektieren und zu bestimmen (Aponte et a., 1996).

Die besondere Eigenschaft der Tombusviren, dal3 sie an Organellmembranen replizieren, macht eine
Untersuchung der Wirtsproteine, die bei der Replikation mit hoher Sicherheit beteiligt sind (Hayes et
al, 1994; Schaad et al., 1997), moglich. Aus den Untersuchungen an dem Tabak Mosaik Virus weil3
man, da die gereinigte RNA-Polymerase ein Pflanzenprotein enthdt, das dem Hefe
Trandationsinitiationsfaktor elF3 entspricht (Buck, 1999). Andere Studien belegen, dal3 noch mehr
Pflanzenproteine an dem Replikationsvorgang beteiligt sein missen (Ham et a., 1999). Die
Replikation der Tombusviren findet in Vesikeln, die aus Peroxisomenmembranen gebildet werden,
statt. In Tabakpflanzen schniiren sich die Vesikel so lange ins Innere des Peroxisoms ab, bis das
Organell kollabiert. Sind Pflanzenproteine an der Replikation beteiligt, werden diese mit hoher
Wahrscheinlichkeit in den Vesikeln eingeschlossen. Theoretisch wére eine Aufreinigung der
infizierten Pflanzenperoxisome moglich (Reumann, 1996). Wobei man beachten muf3, dafd die
Vesikelbildung die Stabilitdt der Peroxisome negativ beeinflussen konnte. Die Isolation der
Peroxisomen und die Auftrennung der Proteinfraktion in zweidimensionalen Elektrophoresen miisste
neue Erkenntnisse auf dem Gebiet der Pflanzenproteine, die in den Replikationskomplex eingreifen,

liefern.

Der Mechanismus der Replikation der positiven einzelstrangigen RNA-Viren ist wenig erforscht. In
dem fir Tombusviren postuliertem Modell stellt sich die Frage, warum beide Proteine, p33 und p92,
fr die Replikation notwendig sind. P92 enthalt die konservierten Sequenzen, die fir RNA-abhéngige
RNA Polymerasen charakteristisch sind. Interagieren p33 und p92 unmittelbar miteinander? Diese
Frage konnte unter Einsatz des two-hybrid yeast Systems erhellt werden. Ein anderer Ansatz wére die
Immunprezipitation. Bei beiden Ansdtzen muld beachtet werden, dal3 die Replikationsproteine an
Membranensysteme gebunden sind, und exprimiert in Hefe sehr wahrscheinlich stabil in die
Peroxisomenmembranen der Hefe integrieren wirden, was die Versuchsansdtze negativ beeinflussen

konnte.
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Eine Alternative konnte das Phagen display darstellen. Mit diesem System wirde man eine eventuelle

Integration der Replikaseproteine in die Membran umgehen (Gough et al., 1999).

Ein weiteres Projekt betrifft die Replikase und deren Wirkungsort. Gelénge es, an den Orten der
Replikation rekombinante Antikorper gegen die Replikase zu exprimieren, wirde man die Replikation
des TBSV-BS3-Stat. wirkungsvoll verhindern (Conrad und Fiedler, 1994). Wére der Antikorper
spezifisch gegen die konservierten Regionen der Replikase (acht Motive) gerichtet, kdnnte eine
Pflanze unabhéngig von der Sequenz der Viren gegen sehr viele RNA-Viren geschiitzt werden. Eine
Suche nach protektiven Sequenzen wirde entfallen. Die Gefahr des Ausschaltens der Transgene durch
homologieabhéngige Suppresson wére erheblich gemindert und die homologieabhangige
Rekombination unmoglich. Dieses Projekt wird in einer Kooperation mit einer anderen Arbeitsgruppe

verfolgt.
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