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Seit einiger Zeit nimmt der Zustand der
Umwelt im Bewußtsein der Bevölkerung
einen immer höheren Stellenwert ein.
Auch bezüglich unserer Nahrungs- und
Genußmittelproduktion breitet sich ein
neues Umwelt- und Qualitätsbewußtsein
aus. Aus ökonomischen und ökologi-
schen Gründen wäre es daher wün-
schenswert, die Kulturpflanzen mit ei-
genen Abwehrmechanismen auszustat-
ten und den Einsatz von Pflanzenschutz-
mitteln zu reduzieren. Die Sicherung von
Ertrag und Qualität bei Obstgehölzen
und Weinreben ohne Einsatz von Pesti-
ziden ist derzeit jedoch nur schwer vor-
stellbar.

Pflanzenbiotechnologie als interdiszipli-
näre Wissenschaft erlaubt es, die Ziele
der Pflanzenzüchtung mit neuen Metho-
den auf kürzerem Weg zu erreichen. Aus
dem Zusammenwirken von Disziplinen
wie pflanzlicher Gewebekultur und Mo-
lekularbiologie ist zu erwarten, daß sich
der Züchtung von holzigen Pflanzen, wie
auch des Steinobstes und der Rebe, neue
Perspektiven eröffnen.

Die Züchtung und Kultivierung virusre-
sistenter Pflanzen ist eine wesentliche
Maßnahme zur Kontrolle viraler Krank-
heiten. Die herkömmliche Kreuzungs-
züchtung ist limitiert durch die be-
schränkte Verfügbarkeit geeigneter Re-
sistenzgene im Genpool und, die Züch-
tung von Holzigen nimmt große Zeiträu-
me in Anspruch durch die lange Gene-
rationsdauer, durch den hohen Grad an
Heterozygotie und durch die Tatsache,
daß viele Rückkreuzungen nötig sind, um
unerwünschte Eigenschaften zu elimi-
nieren.  In vielen Fällen sind Resistenz-
gene gegen biotische und abiotische Fak-
toren bei Obstgehölzen in nahe verwand-
ten Sorten nicht vorhanden, sondern
meist kommen sie in Wildsorten oder in
nicht kultivierten Sorten vor, die mei-
stens nur eine geringere Fruchtqualität
aufweisen (Scorza, 1991).

Durch den Einsatz gentechnischer Me-
thoden werden neue Resistenzgene ver-
fügbar und es ist vorstellbar, daß Züch-
tungen viel weniger Zeit in Anspruch
nehmen, wenn bestimmte Eigenschaften
gezielt in Hochleistungssorten einge-
bracht werden, ohne daß der gesamte
Hintergrund an unerwünschten Eigen-
schaften mitübertragen wird.

Die Notwendigkeit betrifft aber nicht nur
neue wichtige Marktsorten. Dies trifft
auch für die Erhaltung von alten Lokal-
sorten zu, die durch die Ausbreitung der
Pathogene bedroht werden.

Pathogen-vermittelte
Virusresistenz

In den letzten Jahren wurden bei der
Aufklärung von viralen Pflanzenkrank-
heiten und bei der Vermittlung von Vi-
rusresistenz von Pflanzen große Fort-
schritte erzielt. Grundsätzlich sind da-
für zwei Wege möglich. Der erste Weg
für eine Therapie ist das Einschleusen
eines attenuierten viralen Genoms in die
gesunde Pflanze. Dadurch wird einer
Infektion mit infektiösen Stämmen vor-
gebeugt. Dieser Schutzmechanismus
wird ursprünglich als „cross protection“
bezeichnet (McKinney, 1929).

Auch die alleinige Expression des Hüll-
proteingens in transgenen Pflanzen führt
zu einem Schutz der Pflanze gegen in-
fektiöse Stämme (Beachy et al. 1990,
Laimer da Câmara Machado et al. 1992).
In vielen Fällen wird durch diese Me-
thode auch eine Infektion durch mehre-
re pathogene Viruspartikel derselben
Gruppe verhindert (Stark and Beachy
1989, da Câmara Machado et al. 1991,
Laimer da Câmara Machado et al. 1992).

Die ursprünglich von Beachy vertretene
Hypothese, daß das Hüllprotein selbst in
den Schutz involviert sei, scheint heute
vielleicht noch für einige Viren, wie z.B.
das TMV zu gelten (Beachy et al. 1998).
Sonst hat sich aber das Verständnis

durchgesetzt, daß der Hemmechanismus
eher auf der RNA-Ebene zu liegen
scheint (Baulcombe, 1998), wozu auch
Ergebnisse mit Antisense und nicht
translatierbaren Konstrukten beigetragen
haben.

Eine weitere Möglichkeit ist der Trans-
fer von „antisense-RNA“ in die Pflan-
zen. Die Sequenz dieser Fragmente ist
komplementär zu einem Teil des viralen
Genoms und verhindert so die Bildung
der viralen Proteine.

Die wirtschaftliche Bedeutung
von Plum Pox Virus

Die Sharka-Virose des Steinobstes wur-
de 1932 von Atanassov zum ersten Mal
in Bulgarien beschrieben und das Plum
Pox Virus (PPV) 1964 von Kegler als
Erreger beschrieben. Heute ist PPV im
gesamten süd- und mitteleuropäischen
Raum stark verbreitet und richtet be-
trächtlichen Schaden an Steinobstkultu-
ren an.

Die Verbreitung erfolgt zum Teil durch
die Übertragung durch Blattläuse, zum
Teil durch vegetative Vermehrung. Ge-
rade die Blattlausübertragbarkeit stellt
ein Problem für die Eindämmung der
Krankheit dar, da virusfreie Neuanlagen
nach einigen Jahren wiederinfiziert wer-
den können, wenn der Abstand zu infi-
zierten Anlagen nicht groß genug ist.
Auch infizierte Wildformen bzw. Einzel-
pflanzen in Hausgärten stellen große
Reinfektionsquellen dar. Die chemische
Vektorbekämpfung erfolgt dreimal im
Jahr: im April - Mai zur Erstbesiedelung,
im Juni bei Befall durch die Hopfenblatt-
laus und im September bis Oktober beim
Wechsel der Blattläuse von Sommer- auf
Winterwirte (Petruschke und Schröder,
1994), vermag aber die Virusverbreitung
nicht effizient zu verhindern.

Aus diesem Grund wären virusresisten-
te Sorten von großem Interesse. PPV-
resistente Steinobstsorten, die auch wirt-
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schaftlich interessant sind, sind nicht
verfügbar.

Das Hüllproteingen eines nicht Blattlaus-
übertragbaren Isolates von PPV wurde
identifiziert, sequenziert und in einen
Transformationsvektor kloniert, mit dem
verschiedene Explantate von Aprikosen
und Zwetschgen transformiert wurden
(Laimer da Câmara Machado et al. 1992)
und hat über mehrere Jahre einen deut-
lichen Schutz erbracht (da Câmara
Machado et al. 1995 a).

Die wirtschaftliche Bedeutung
verschiedener Rebvirosen

Die Reisigkrankheit der Rebe wird von
einem Komplex von Nematoden-über-
tragenen Viren verursacht, wie das Gra-
pevine Fanleaf Virus (GFLV), das Ara-
bis Mosaic Virus, das Raspberry Ring-
spot Virus, das Strawberry Latent Ring-
spot Virus (Bovey et al. 1980). GFLV ist
aufgrund seiner weltweiten Verbreitung
und des ökonomischen Schadens, den es
anrichtet, das bedeutendste Rebvirus
(Bovey et al. 1980). Eine Infektion mit
GFLV beeinträchtigt sowohl die Ertrags-
leistung als auch die Lebensdauer der
Reben. Außerdem sind mit GFLV infizier-
te Reben anfälliger gegen andere Patho-
gene, was zum vermehrten Einsatz von
Pestiziden in befallenen Beständen führt.

GFLV wird durch die Nematoden Xi-
phinema index und X. italiae übertragen.
ArMV wird auf die Rebe durch X. di-
versicaudatum übertragen. Da die Be-
kämpfung der Vektoren durch eine Bo-
denentseuchung aus ökologischen Grün-
den nicht vertretbar ist und nach Rodun-
gen im Boden verbleibende Wurzeln in-
fizierter Pflanzen bei Wiederauspflan-
zungen selbst bei der Verwendung von
virusfreiem Pflanzmaterial eine bleiben-
de Infektionsquelle darstellen, wurde von
Experten des ICV (International Virus
Committee) die Empfehlung ausgespro-
chen, 6 Jahre Brache einzulegen, bevor auf
ehemals nematodenverseuchten Böden
wieder Reben gepflanzt werden können.

Die genomischen Sequenzen einiger re-
benpathogener Viren und daher auch die
entsprechenden Sequenzen für die Hüll-
proteine, wie z.B. von ArMV (Steinkell-
ner et al. 1989, 1992) und GFLV (Serg-
hini et al. 1990) wurden sequenziert.

Grapevine Virus A und B gehören zu den
Trichoviren (Minafra et al. 1994). Die

enge Verbindung von GVA mit den
Symptomen von „Kober stem groving“
(Minafra et al. 1997) und von GVB mit
„Corky bark“, Krankheiten der „Holz-
runzeligkeit“ der Rebe, konnte nachge-
wiesen werden (Saldarelli et al. 1996).
Diese beiden Rebkrankheiten treten
wahrscheinlich in fast allen weinbautrei-
benden Ländern der Welt auf. Sie verur-
sachen eine Verminderung der Wüchsig-
keit und führen zu einer erheblichen Er-
tragsreduktion und zu einer Verkürzung
der Lebensdauer der befallenen Reben.
Überträger für diese Viren sind Wolläu-
se: für GVA konnten Pseudococcus lon-
gispirus, Planococcus citri und Plano-
coccus ficus nachgewiesen werden.

Konstruktion von Vektoren mit
verschiedenen Formen der
Hüllproteingene unter
besonderer Berücksichtigung
von Sicherheitsaspekten

Was die verwendete Sequenz aus dem
Plum Pox-Virusgenom betrifft, so han-
delt es sich um ein Hüllproteingen PPV
CP (Coat Protein) (Abbildung 1), dem
ein bestimmter Abschnitt, der für die
Blattlausübertragbarkeit verantwortlich
ist, fehlt. Dies entspricht internationalen
Definitionen gemäß einem „Biological
containment“.

Für die Vermittlung einer erweiterten
Resistenz gegen die Reisigkrankheit der
Rebe wurden die Hüllproteingene von
ArMV (Arabis Mosaic Virus) (Steinkell-
ner et al. 1992) und GFV (Grapevine
Fanleaf Virus) verwendet. Überlegungen
bezüglich der Sicherheit bei der Freiset-
zung solcher transgener Pflanzen führ-
ten dazu, verschiedene Konstrukte zu
konzipieren, in denen teilweise kein oder
ein modifiziertes Protein gebildet wird.
Wir entschieden uns für die Konstrukti-
on von Varianten des GFLV-Hüllprote-

ingens, die am 5’- bzw. am 3’-Ende ver-
kürzt waren. Weiters stellten wir Vekto-
ren her, die nicht translatierbare Formen
des GFLV-Hüllproteingens in sense-
oder antisense-Orientierung tragen (Göl-
les et al. 1996, 1998). Mit solchen Gen-
konstrukten kann die Möglichkeit der
Heteroencapsidierung (Farinelli et al.
1992; Tepfer 1993, Maiss et. al. 1995,
Hammond et al. 1995) bzw. der Bildung
leerer Pseudovirionen (Bertioli et al.
1991) reduziert werden. Die Konstruk-
te, die die Hüllproteingene von GVA
bzw. GVB enthalten, wurden in Zusam-
menarbeit mit der Universität Bari (Ita-
lien) hergestellt und zur Transformation
von krautigen Modellpflanzen sowie von
Reben verwendet (da Câmara Machado
et al. 1995 d,e, Minafra et al. 1994,
1998).

Erzielter Virusschutz

Die zunächst an transformierten krauti-
gen Modellpflanzen durchgeführten
Challenge-Infektionsversuche sind posi-
tiv verlaufen und haben Hinweise auf
unterschiedliche Mechanismen, aber
auch auf das wesentliche Momentum
gebracht, daß zum Erreichen eines
brauchbaren Schutzes keine hohe Ex-
pression des transgenen Hüllproteins
notwendig ist: dies bei PPV (da Câmara
Machado et al. 1995a,b), ebenso bei
ArMV und GFLV (Gölles et al. 1996,
Moser, 1997) und bei GVA und GVB
(Minafra et al. 1998). Dies steht in deut-
lichem Kontrast zu der von Beachys
Gruppe (1990) zunächst postulierten
Wirkungsweise. Aber auch international
tendiert man jetzt eher dazu, den Schutz-
mechanismus gegen Viren auf einer
RNA-Interaktionsebene zu suchen
(Baulcombe, 1998).

Transformierte Pflanzen von Prunus
(Laimer da Câmara Machado et al. 1992,
da Câmara Machado et al. 1995c, Dru-
art et al. 1997) und Vitis (da Câmara
Machado et al. 1995d,e, Gölles et al.
1996, 1998) wurden regeneriert. Vielver-
sprechend ist die Schutzwirkung durch
das PPV-Hüllproteingen, die in Challen-
ge-Infektionsversuche durch in vivo- und
in vitro- Veredelung transgener Edelrei-
ser auf virusfreie Unterlagen beobach-
ten werden konnte (da Câmara Macha-
do et al. 1995a,b). Im Vergleich zu ur-
sprünglich virusfreien Kontrolledelrei-
sern, die bald infiziert wurden, was mit-
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Abbildung 1: Binäres Plasmid pBinPP-
Vm mit dem PPV-CP-Gen und dem
NPTII (Kanamycin-Resistenz) Marker-
gen zur Selektion
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tels Tissue Printing (Knapp et al. 1995)
bzw. mittels ELISA festgestellt werden
konnte, blieben die transgenen Reiser
über den gesamten Beobachtungszeit-
raum (bei Bäumen im Glashaus über 2
Jahre) virusfrei.

Weitere schlüssige Beobachtungsdaten
können wir allerdings nur noch von Ver-
suchen unter Freilandbedingungen er-
warten, um deren Zulassung wir uns der-
zeit aktiv bemühen.
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