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Die virusresistente Kartoffel

Gentechnisch vermittelter Breitbandschutz vor den schadlichsten
Viren der Kartoffel

Die Schaderreger

Nicht nur Mensch und Tier, sondern auch
Pflanzen k&nnen von Viren befallen werden.
Insgesamt betragt der verursachte Verlust
durch Viruserkrankheiten bei Kulturpflanzen
weltweit ca. 2 Milliarden US Dollar, wobei die
EinbufB3en allein bei der Kartoffel auf etwa 30
Millionen US Dollar geschatzt werden. Bei der
Kartoffel sind verschiedene Viren bekannt, die
entweder alleine oder vereint auftreten
(Mischinfektion). Letzteres fuhrt zu ver-
starkten Schaden. Das Kartoffel-
Blattrollvirus (potato leafroll
virus, PLRV), das
Kartoffelvirus Y
(potato virus Y,
PVY) und das
Kartoffelvirus X
(potato virus X, PVX)
verursachen die aus
wirtschaftlicher Sicht
gesehen gefahrlichsten
Viruserkrankungen
(Virosen) der Kartoffel. Die Ertragsverluste
sind betrachtlich: Virosen kénnen zwischen 20
und 90 % der Ernte vernichten. Dabei stellen
bestimmte Virusstdmme eine besondere
Gefahr dar. So verursacht zum Beispiel der
NTN-Stamm des Kartoffelvirus Y hauptsachlich
Symptome an den Kartoffelknollen. Sind etwa
20% der angepflanzten Kartoffeln davon betrof-
fen, kann der Landwirt die gesamte Ernte nicht
mehr verkaufen und erleidet daher hohe finan-
zielle EinbuBen.

Eine Blattlaus saugt ‘

e Sl L e M von Zelle zu Zelle in der

~ mit ihrem Saugrissel in

CEERUETREUBRERCUUEN (Primarinfektion).
Viren lbertragen.

Wie werden die Viren
ubertragen?

Einzelne Stamme des PVY gelangen nur
durch mechanische Verletzungen in die
Pflanze. Meist sind jedoch Insekien wie die
Griine Pfirsichblattlaus die Ubeltater. Sie
ubertragen PLRV und PVY, deren Erbgut
jeweils aus einer einzelstrangigen Ribonuk-
leinsdure (RNA) besteht. Insekten stechen die
Blatter an und saugen den Saft des
Phloems. Das ist der Teil des Leitblndels,
der die in der Photosynthese produzierten
Zucker transportiert. Bei dieser Saug-
tatigkeit gelangt das Virus durch den

. RuUssel des Insekts ins Phloem und
.= verteilt sich von dort aus Uber das
System der Leitbahnen und

ganzen Wirtspflanze

Woran erkenne ich eine
erkrankte Pflanze?

Die ersten erkennbaren Symptome gaben dem
Kartoffel-Blattrollvirus seinen Namen. Bei
einem Befall sind die Blatter infizierter
Kartoffelpflanzen langs der Mittelrippe kahnfér-
mig nach oben eingerollt, steif und sprode. Ist
die Infektion erst einmal vorangeschritten, 143t
sie sich haufig am auf3eren Erscheinungsbild
nicht mehr erkennen. Eine Infektion von
Kartoffeln durch das Kartoffelvirus Y zeigt



Symptome des Blattroll-
virus: Vergleich gesunder
. (rechts) mit infizierter
Kartoffelpflanze (links)

andere Symptome, die vom jeweiligen Virus-
stamm und der infizierten Kartoffelsorte abhan-
gig sind. Haufig jedoch kommt es zu wesentlich
hoheren ErtragseinbuBBen als bei einer Infektion
mit dem Blattrollvirus. Der O-Stamm von PVY
(PVY©O) verursacht die Strichelkrankheit.
Diese erkennt der Fachmann als sogenannte
Tintenspritzer auf der unteren Blattseite. Die
~otrichel” wachsen spéter zu einer Nekrose
heran: Die Zellen sterben &rtlich begrenzt ab,
bis schlie3lich die Blatter abfallen. Von beson-
derer Bedeutung ist der schon erwahnte NTN-
Stamm (PVYNTN) der Nekrosen an der Knolle
hervorruft.

Pflanze, die von
PVY? befallen ist

Kartoffelknollen,
die mit dem PVYNTN-
Stamm infiziert sind

Das Kartoffelvirus X bewirkt eine Scheckung
der Blatter, die wie ein Mosaik aussieht. Es
kann ebenfalls durch mechanische Verletzun-
gen, gelegentlich allerdings auch durch Boden-
pilze Ubertragen werden. Ist eine Kartoffel-
pflanze gleichzeitig von diesem und zusatzlich
von einem oder mehreren anderen Viren befal-
len, dann fuhrt das zu besonders starken

Minderungen des Ertrags. Alle diese Viren,
sowohl PLRYV als auch PVY und PVX, Uberdau-
ern in den Knollen. Pflanzt man diese Knollen
wieder aus, dann zeigen die heranwachsenden
Pflanzen ausgepragte Schadbilder (Sekundar-
infektion).

Fir den Landwirt ist es daher sehr wichtig,
Pflanzgut zu verwenden, das getestet und
virusfrei ist. Zum Schutz vor Primarinfektionen
durch Blattlduse spritzt er vorbeugend mit
Insektenbek&mpfungsmitteln.

Zwar sind bei der Kartoffel schon einige Gene
identifiziert worden, die Resistenzen {(Wider-
standskrafte) gegen eine Reihe von Virus-
krankheiten vermitteln, Resistenzgene gegen
das Blattrollvirus sind aber noch nicht bekannt
Gelange es, Sorten auf den Markt zu bringen,
die resistent gegen diese Viren sind, konnten
groBBe Mengen an Spritzmitteln eingespart wer-
den: ein Ziel, das 6kologisch und wirtschaftlich
sinnvoll ist.

Symptome an
Pflan-zen, die mit
PVX befallen sind:
Sie sind im Vergleich
zu denen anderer

Viren eher mild.

Der gentechnische
Ansatz

Zum Schutz der Kulturpflanzen vor Virusbefall
entwickelten Wissenschatftler inzwischen gen-
technische Strategien. Sie beruhen auf dem
Konzept der "Pathogen-vermittelten
Resistenz": Pflanzen, die bestimmte Gene
eines Krankheitserregers auspragen, kdnnen
die Vermehrung dieses Schadlings beeintrach-
tigen oder sogar verhindern. Mitarbeiter des
MPIZ unter der Projektleitung von Dr. Eckhard
Tacke testeten auf der Basis dieser Strategie
einen gentechnischen Schutzmechanismus,
der die Kartoffel durch eine einzige gentechni-
sche Veranderung gegen die beiden wichtig-
sten Viren (PLRYVY, PVY) feit (Breitbandresi-
stenz).



Wie breitet sich das Virus in der
Pflanze aus?

Wenn Insekten bei der Aufnahme der Zucker-
[6sung aus dem Phloem gleichzeitig Viren
Ubertragen, so infizieren diese zunachst einzel-
ne Zellen. Die Pflanze erkrankt jedoch nur,
wenn sich das Virus vom ursprlnglichen
Infektionsort auf die gesamte Pflanze ausbrei-
ten kann. Innerhalb der Pflanze wandert das
Virus — wie oben erwahnt — durch das Phloem,
aber auch durch die natiirlichen Offnungen
(Plasmodesmen) von Zelle zu Zelle. An die-
sem Transportvorgang sind in der Regel
Proteine des Virus (Transportproteine, TP)
beteiligt. Wissenschaftler des MPIZ charakteri-
sierten das Kartoffelblattrollvirus TP naher (far
PVY ist dieses Transportprotein noch nicht
zuverlassig identifiziert worden). Es besitzt
zwei Bindungsstellen (Domaéanen), die jeweils
eine spezifische Aufgabe tGbernehmen. Eine
Domane bewirkt, daf3 sich mehrere TP-
MolekUlle zu Komplexen zusammenlagern.
Uber die zweite Doméne binden die TP-
Komplexe an den einzelstrangigen Nuklein-
saurefaden, die RNA des Blattrollvirus. Dabei
Uberflhren sie die Nukleinsaure in einen lang-
gestreckten Faden. In dieser linear gestreckten
Form.von Ribonukleinsaure/ Proteinkomplexen
ist jetzt offensichtilich der Transport der viralen
RNA in der Pflanze mdglich.

Das Gen far das Transportprotein (TP-Gen)
konnte aus dem PLRV-Genom isoliert werden.
Das Protein veranderten unsere Wissen-
schaftler so, daf3 es eine Verlangerung an
einem Ende (am aminoterminalen) aufweist.
Das neue Protein bindet zwar an den Nuklein-

Das Transporiprotein des PLRV
bringt das Genom des Virus in
eine Form, die es ihm erméglicht,
durch die natiirlichen Offnungen

(Plasmodesmen) zwischen den
Zellen zu wandern. Es enthalt
einen Teil (A), der an die Erbsub-
stanz bindet. Mit einem weiteren
Teil (B) nimmt es Kontakt zu
anderen gleichartigen Molekiilen
auf. Ist dieser Teil des Proteins
verandert (C), dann kann es zwar
nach diesem Modell noch an das
Genom binden und Kontakt zu

saurefaden und an weitere Transportproteine,
aber ein Transport dieser entstehenden Kom-
plexe von einer Zelle in die benachbarte Zelle
findet nicht mehr statt.

Das auf diese Weise veranderte Gen wurde
unter die Kontrolle von Steuerelementen des
Blumenkohlmosaikvirus (35S-Promotor und -
Terminator) gestellt und mit Hilfe des Vektors
Agrobacterium tumefaciens (siehe MPIZ akiuell
1996/4) in Blattzellen von Kartoffelpflanzen der
Sorte Désirée, die sehr anféllig fur PLRV ist,
eingebracht.

Infiziert PLRV diese gentechnisch veranderten
Pflanzen, dann kann sich das Virus schlechter
in den Pflanzen ausbreiten. Eine mogliche
Erklarung ist: Die nun vom Virus kodierten
intakten und die von der Pflanze gebildeten
defekten Transportproteine bilden gemeinsam
Mischkomplexe. Diese kénnen die Virus-RNA
nicht in die far den Transport von Zelle zu Zelie
erforderliche Form bringen. Damit bleibt die
Virusinfektion auf die infizierte Zelle beschrankt
und die weitere Ausbreitung des Virus in der
Pflanze ist behindert.

Erste Versuche im Gewéchshaus

Zunachst fithrten unsere Mitarbeiter Tests an
Pflanzen im Gewachshaus durch. Dazu priften
sie die PLRV-anfallige Sorte Désiree und die
aus dieser Sorte gewonnenen gentechnisch
veranderten Linien auf ihre Widerstandsfahig-
keit. Sie pfropften mit PLRV infizierte
Stengelteile auf gentechnisch veranderte
Pflanzen und erzeugten so Primérinfektionen.
Aus den Knollen zogen die Forscher neue
Pflanzen heran und stellten die Konzentration

A
. unveréndertes
@ Transportprotein

! veréndertes
Transportprotein

anderen nicht veranderten Proteinen aufnehmen. Eine Bindung wie im linken Teil der Abbildung, die einen
Transport des Virus von Zelle zu Zelle erlaubt, ist aber nicht mehr moglich. Somit kann sich das Virus nicht in

der Pflanze ausbreiten und die Infektion bleibt auf einen kleinen Bereich der Pflanze beschrankt.




von Viren in den Blattern dieser neuen Pflan-
zen fest. Das Resultat: Im Durchschnitt enthiel-
ten die gentechnisch veranderten Pflanzen 2/3
weniger Viren als die Kontrollpflanzen. Im
Gegensatz zu letzteren zeigten sie nur sehr
schwach ausgepragte Symptome der
Krankheit.

Der Versuch im Freiland

Im Jahre 1994 erfolgte auf dem Versuchsgelén-
de des MPIZ in KdIn der erste Freilandversuch,
um die im Gewéachshaus gewonnenen Ergeb-
nisse unter Freilandbedingungen zu Uberpri-
fen. 300 gentechnisch veranderte Kartoffel-
pflanzen und 60 Kontrollpflanzen pflanzten
unsere Mitarbeiter im Mai aus. Daneben wuch-
sen 180 unveranderte, aber mit PLRV infizierte
Kartoffelpflanzen. Damit erhéhten die Wissen-
schaftler die Wahrscheinlichkeit, daf3 das Virus
die zu untersuchenden Pflanzen auch infiziert.
Anfang August vernichteten
Gegner der Gentechnik Der Freilandver-
den Versuch mit einem SUclivit gemiechnisch
Herbizid. Trotzdem ernte- :f;?;e:::ﬂ:;;:ﬁ::_
ten die Wissenschaftler zen im Juli 1994. Er
noch Ende August Knollen, BTG ER{ R ETE A (18

um den Gehalt an Virus in Bl NG ERIUT: [T
zerstort.

den daraus heranwachsenden Pflanzen festzu-
stellen. Diese keimten aber in den folgenden
Untersuchungen schlecht: Rickstande des
Herbizides hatten sich in den Knollen angerei-
chert. Eine Auswertung des Versuchs war nicht
mehr moglich.

Breitbandresistenz gegen
Viruskrankheiten

In weiteren Forschungsarbeiten untersuchten
unsere Mitarbeiter die Wirkung des Schutzme-
chanismus auf der Basis des gentechnisch ver-
anderten PLRV-Transportproteins gegen ande-
re wichtige Kartoffelviren wie PVY und PVX.
Da das PLRV-Transportprotein in Laborexperi-
menten unspezifisch an einzelstrangige
Nukleinsaure bindet, erschien es durchaus
denkbar, daB dieses in den gentechnisch ver-
anderten Pflanzen auch die Ausbreitung ande-
rer einzelstrangiger RNA-Viren blockiert. Ver-
suche im Gewachshaus bestatigten dies
schlieBlich: Die gentech-
nisch veranderten Pflanzen
zeigten sich auch gegen
das PVX und das PVY
widerstandsfahig: Sie wie-
sen eine Breitbandresis-
tenz gegen Virusinfektio-
nen auf. Sofern Freilandex-

Die Blatter der nicht gentech-
nisch veradnderten, aber mit Virus
infizierten Kontrollpflanzen sind
fast volistandig abgestorben.

. Bei den gentechnisch
' veranderten Pflanzen bleibt
das abgestorbene Gewebe
auf den Bereich der Infek-
tionsstelle begrenzt.

perimente zu ahnlich positi-
ven Ergebnissen wie bei den
| Gewachshausversuchen

§ fUhren, kdnnte der gentech-
nisch induzierte Schutzme-
chanismus neue Perspekti-
ven bei der Zichtung
virusresistenter Kartoffelsorten eréffnen und in
Zukunft zur Einsparung synthetischer
Spritzmittel fuhren.
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