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Einleitung 4

1 Einleitung

1.1 Virus-Resistenz bei Pflanzen

Obwohl Pflanzen in natiirlichen Okosystemen unter stindiger Bedrohung durch pathogene
Mikroorganismen wie etwa Bakterien und Viren stehen, bilden erfolgreiche Infektionen doch die
Ausnahme (Takken und Joosten, 2000).

In Nutzpflanzenkulturen liegt jedoch eine ganz andere Situation vor. Nutzpflanzen wurden oft iiber
Jahrhunderte hinweg auf maximalen Ertrag oder Qualitit der nutzbaren Bestandteile hin geziichtet,
weniger auf die Resistenz gegeniiber Pflanzenkrankheiten. Die relativ enge Verwandtschaft der
meisten Nutzpflanzen untereinander erleichtert zudem die Ubertragung pathogener Organismen.
Insgesamt werden weniger als 2 % der auf der Welt vorkommenden hdheren Pflanzenarten land-
wirtschaftlich genutzt und die meisten krautigen Nutzpflanzen geméBigter Breiten gehoren zu einer
von nur finf Familien: Poaceae, Fabaceae, Solanaceae, Brassicaceae und Chenopodiaceae
(Geisler, 1991). Durch den Einsatz solcher Pflanzen in Monokulturen sowie den weltweiten Trans-
port von Pflanzenmaterial wurden optimale Bedingungen fiir die Verbreitung von Pflanzenviren
etabliert. Nicht zuletzt schafft der zunehmende Anteil intensiven Unter-Glas-Anbaus vielerorts erst
geeignete Lebensbedingungen fiir Viren-iibertragende Insekten.

Da Viruserkrankungen bei Pflanzen schwere Verluste anrichten kénnen und nicht kurierbar sind,
miissen geeignete PridventivmaBnahmen zum Schutz der Nutzpflanzen getroffen werden. Die
chemische Bekdmpfung der Vektoren phytopathogener Viren bringt aber neue Probleme mit sich
und hilft nicht gegen Viren, die, wie etwa Tobamoviren, leicht durch Werkzeuge oder mechani-
sches Aneinanderreiben von Pflanze zu Pflanze libertragen werden kdnnen. Fruchtwechsel auf dem
Feld konnen nur Erfolg haben, wenn gleichzeitige Unkrautbekdmpfung fiir eine Vernichtung
natiirlicher Virus-Reservoirs sorgt, was wiederum mit massivem Einsatz von Herbiziden verbunden
ist.

Letztlich ist die Gewinnung resistenter Pflanzen durch konventionelle Ziichtung oder gentechni-
sche Verdnderungen der nachhaltigste Weg, verldsslichen Schutz gegen virale Infektionen zu
erlangen (Fraser, 1989).

Eine Pflanze wird als "virusresistent" bezeichnet, wenn sie in der Lage ist, virale Aktivitit zu
unterdriicken oder zu verlangsamen. Solche Resistenzen koénnen unterschiedlich stark ausgeprigt
sein. "Immunitit" beschreibt das vollige Fehlen jeglicher viraler Aktivitit in der Pflanze und kann
als Extremfall einer Resistenz angesehen werden. Laufen virale Replikation und Ausbreitung in der
Pflanze normal ab, fiihren aber nicht, oder nur stark abgemildert, zu Krankheits-Symptomen, so

spricht man von "Toleranz" gegeniiber dem betreffenden Virus (Fischer, 1998).
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1.1.1 Natiirliche Resistenzen

Die molekularen Wirkungsmechanismen natiirlicher Resistenzgene gegen Viren beruhen zumeist
auf der Translation von Proteinen, die Pathogene bzw. deren Proteine spezifisch erkennen, um
Abwehrreaktionen oder das Absterben der befallenen Zelle iiber Signalkaskaden auszuldsen.
Letzteres wird als "hypersensitive Reaktion" bezeichnet und verhindert die systemische Ausbrei-
tung eingedrungener Pathogene (Takken und Joosten, 2000 und Referenzen darin).

Obgleich bereits viele natiirliche Resistenzgene in Nutzpflanzen-Arten eingekreuzt werden konnten
(Hulbert et al., 2001), sind fiir viele Nutzpflanzen bislang noch keine natiirlichen Resistenzen in
verwandten Arten gefunden worden, die zur Einkreuzung in kommerzielle Kultivare zur Verfiigung
stehen konnten.

Das Einkreuzen von Resistenzen in Nutzpflanzen-Kultivare wird zudem dadurch erschwert, dass
die Resistenz haufig auf mehr als nur einem Gen beruht (Fraser, 1992). Zudem werden klassische
Ziichtungsprogramme durch die oft extrem schnelle Anpassung von Viren an eingekreuzte
Resistenzgene vor schwerwiegende Probleme gestellt. Die rasche Entstehung resistenzbrechender
Isolate konnte von Fraser und Gerwitz (1987) beispielhaft durch Mutagenese-Versuche mit dem
Tobacco Mosaic Virus (TMV) demonstriert werden.

Eine besondere Form natiirlich vorkommender Resistenz wurde bereits 1929 von McKinney
beschrieben. Er beobachtete, dass Tabak-Pflanzen, die bereits mit einem TMV-Isolat infiziert
waren, nicht gleichzeitig mit einem zweiten TMV-Isolat infiziert werden konnten. Dieses Phéno-
men wurde spéiter als "cross-protection" bezeichnet und fiir die Praxis definiert als "Verwendung
milder Virus-Isolate, um Pflanzen vor Infektionen mit anderen Isolaten des selben Virus zu schiit-
zen, die wirtschaftliche Schiden verursachen konnen" (Gonsalves und Garnsey, 1989). Diese
Methode wurde, und wird, fiir einige Nutzpflanzen erfolgreich eingesetzt (Fuchs et al., 1997,
Broadbent, 1976; Fernow, 1967; Costa und Muller, 1980). Uber den molekularen Mechanismus der
"cross-protection” ist wenig bekannt. Folgende Moglichkeiten wurden diskutiert: (i) Erschopfung
von Wirts-Bestandteilen, welche fiir die virale Replikation benotigt werden, (ii) Besetzung von
Replikations-Orten durch das erste Virus, (ii7) Synthese von inhibitorischen Stoffen durch die
Pflanze, (iv) Verpackung der Nukleinsduren des zweiten Isolates durch die Hiillproteine des bereits
in der Pflanze etablierten Virus und eine damit verbundene Behinderung der Entpackung, Replika-
tion und Translation sowie (v) direkte RNA-RNA Wechselwirkung (Lecoq und Raccah, 2001 und
Referenzen darin). Nachteile in der Anwendung der "cross-protection” bei Kulturpflanzen sind u.a.
der hohe Aufwand fiir die Inokulation der Pflanzen mit dem milden Isolat, die Gefahr einer Re-
kombination, wodurch das milde Isolat virulent werden konnte, die aufwendige und héufig erfolg-
lose Suche nach geeigneten milden Isolaten sowie die meist auch mit milden Isolaten auftretenden

Ertragsverluste.
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1.1.2 Resistenzen in gentechnisch veranderten Pflanzen: Das Prinzip
der ,,pathogen-derived resistance”

Eine Alternative zur Suche nach natiirlich vorkommenden Resistenzen zur Gewinnung resistenter
Kulturpflanzen beruht auf den Moglichkeiten der Gentechnik und wurde 1985 von Sanford und
Johnston vorgestellt. Sie bezeichneten dieses Konzept als "parasite-derived resistance", inzwischen
hat sich allerdings eher die Bezeichnung "pathogen-derived resistance" (PDR) durchgesetzt.

Das Prinzip der PDR ist die Expression von Genen des Pathogens im Wirtsorganismus, wobei dies
entweder (i) unzeitgemiB, (ii) in nicht-funktionaler Form oder (iii) im Uberschuss zu erfolgen hat.
Die Bekdmpfung eines Pathogens durch dessen eigene Gen-Produkte ist im Grunde dem oben
beschriebenen natiirlichen Phdnomen der "cross-protection”" nachempfunden.

Diese Vorgehensweise bietet vor allem in Bezug auf virale Pathogene einen groflen Vorteil gegen-
iiber der Suche nach natiirlichen Resistenzen: Viren besitzen sehr viel kleinere Genome als ihre
Wirtsorganismen und die Funktionen ihrer Genprodukte sind hdufig bereits bekannt. Durch die
fehlenden Introns sind virale Gene zudem vergleichsweise klein und lassen sich daher leicht zur
Transformation von Pflanzen einsetzen. Aulerdem ist es fiir die Viren schwierig eine Resistenz zu
brechen, die mit ihren eigenen Genprodukten erzeugt wird.

Ein mogliches Risiko des Einsatzes der PDR gegen Pflanzenviren ist die schwer vorhersehbare
Interaktion der transgenen Nukleinséuren oder deren Genprodukte mit anderen Viren, die noch in
der Pflanze replizieren konnen (Robinson, 1996).

Sanford und Johnston (1985) diskutierten die PDR urspriinglich anhand des Modellsystems
"Bakteriophage QB (ein RNA-Virus) in E. coli". Folgende potenzielle Angriffspunkte der PDR in
diesem System wurden vorgeschlagen:

Hiillprotein: Das Hiillprotein des QB-Phagen besitzt strukturelle und regulatorische Funktionen.
Dies gilt auch fiir die Hiillproteine der meisten Viren hoherer Wirts-Organismen, also auch fiir
Pflanzen-Viren (Callaway et al., 2001). Wenn das Hiillprotein die Funktion eines konzentrations-
abhingigen Schalters von Replikation zu Verpackung besitzt, so wiirde eine hohe Konzentration in
der Zelle bereits die frithen Replikationsphasen eindringender Viren verhindern.

" Anti-sense"-Interferenz: Transkription von mRNA, deren Sequenz revers-komplementir zur
viralen RNA ist ("anti-sense"-RNA), wiirde zur Ausbildung doppelstringiger RNA fiihren, von der
weder repliziert noch virale mRNA transkribiert werden konnte.

Replikase: In Wirts-Zellen exprimierte defekte Replikase wiirde mit dem intakten Enzym um die
virale RNA konkurrieren. Die Replikase kann nur bei RNA-Viren als Angriffspunkt dienen, da
DNA-Viren zumeist auf die wirtseigenen DNA-Polymerasen zuriickgreifen.

Substrat der Replikase: Expression von verkiirzten viralen mRNAs, die mit der intakten Virus-
RNA um Replikase konkurriert. Diese werden auch als ,defective interfering (DI) RNAs

bezeichnet.



Einleitung 7

Eine erste praktische Umsetzung der PDR bei Pflanzenviren wurde 1986 von Powell-Abel et al.
berichtet. Sie exprimierten das Hiillproteingen des Tobacco Mosaic Virus (TMV) in Tabak-
Pflanzen und erreichten damit eine Verzdgerung der Symptomauspriagung gegeniiber der nicht-
transgenen Kontrolle, die in manchen Féllen sogar zu symptomlos bleibenden Pflanzen fiihrte. Da
diese Resistenz durch "nackte" TMV-RNA in spéteren Versuchen iiberwunden werden konnte
(Nelson et al., 1987), wurde eine Blockierung der Entpackung der TMV-Virionen bei Eintritt in die
Zelle durch die hohe Konzentration rekombinanten Hiillproteins als Resistenzmechanismus
angenommen.

Obgleich die ersten Versuche mit PDR in Bezug auf das Virus-Pflanze System der Erwartung zu
entsprechen schienen, zeigten sich bereits frithzeitig Phinomene, die nicht mit einem Eingreifen
des rekombinanten Virus-Proteins in den viralen Replikationszyklus erklart werden konnten, zumal
haufig keine Korrelation zwischen Resistenz und Menge des rekombinanten Proteins erkennbar
war, wie dies nach der Theorie zu erwarten wire. Lindbo und Dougherty (1992) berichteten
erstmals iiber eine Resistenz, die nur durch eine nicht-translatierbare mRNA verursacht wurde, die
von einem mutierten viralen Transgen transkribiert wurde. Dies wurde als "RNA-vermittelte
Resistenz" bezeichnet.

Seit dem wurden in der Literatur viele Beispiele fiir RNA-vermittelte Resistenzen gegen Pflanzen-
viren aufgefiihrt, die einige Gemeinsamkeiten aufweisen (Baulcombe, 1996): (i) ein rekombinantes
Protein ist nicht erforderlich, (i7) hdufig sind mehrere Insertionsstellen des Transgens im pflanzli-
chen Genom vorhanden, (iii) die Pflanzen zeigen entweder gar keine Virus-Replikation und Aus-
breitung oder sie erholen sich spéter von einer Infektion und bilden neue, virusfreie Triebe und
Blatter aus, (iv) die Resistenz ist normalerweise auf das sequenzhomologe Isolat und seine engsten
Verwandten beschrinkt, (v) trotz oft hoher Transkriptionsraten finden sich nur geringe Mengen
transgener mRNA in der Zelle.

Bereits einige Jahre zuvor wurde bei der Transformation von Petunien mit zusdtzlichen Kopien
eines endogenen Gens fiir ein Enzym der Bliitenfarbstoff-Synthese ein Phinomen entdeckt, dass
ebenfalls hohe Transkriptionsraten und geringe mRNA-Mengen in der Zelle verbindet (Napoli
et al., 1990; van der Krol et al., 1990). Bei Einsatz vieler Kopien dieses Gens wurde der Farbstoff
unerwarteterweise nicht in groflerer Menge, sondern iiberhaupt nicht mehr gebildet. Die Transkrip-
tionsrate der transgenen mRNA in den Kernen von Zellen ohne Farbstoff war nicht geringer als in
Farbstoff-synthetisierenden Zellen. Dies wurde auf eine posttranskriptionale Inaktivierung der
transgenen mRNA zuriickgefiihrt und als ,,Co-Suppression* bezeichnet (van Blokland ez al., 1994).
Dougherty und Parks (1995) formulierten schlieBlich aus den Beobachtungen zur RNA-
vermittelten Virus-Resistenz und der Co-Suppression eine zusammenfassende Hypothese.
Demnach erfolgt in beiden Féllen ein Abbau einer tiberexprimierten transgenen mRNA im Cy-
toplasma. Dieser ist Sequenz-spezifisch, betrifft also nur die homologe Sequenz oder dessen Kom-

plement. Da dieser Mechanismus eine posttranskriptionale Abschaltung von Genen bewirkt, wurde
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er als "post-transcriptional gene-silencing" (PTGS) bezeichnet. Die Sequenzspezifitit soll dabei
iiber eine cytoplasmastindige RNA-abhidngige RNA-Polymerase (RdRp) vermittelt werden. Diese
synthetisiert kurze komplementire Oligonukleotide von der zur "Abschaltung" vorgesehenen
(m)RNA, die dann wiederum an homologe RNA-Sequenzen binden und diese damit zum Abbau
markieren. Eine solche RdRp wurde inzwischen erfolgreich aus Lycopersicon isoliert und in
Arabidopsis kloniert, die Synthese der Oligonukleotide wurde in vitro nachgewiesen (Schiebel
et al., 1993 a+b und 1998). Der Abbau der Ziel-RNA beginnt mit endonukleolytischen Spaltungen
an wenigen Stellen, mdglicherweise dort, wo sich die Oligonukleotide aus der RdRp-Reaktion
anlagern, die dann durch dsRNA-abhingige RNasen abgebaut werden konnen, und wird durch den
exonukleolytischen Abbau der restlichen RNA abgeschlossen (Lee et al., 1997; Metzlaff et al.,
1997; Goodwin et al., 1996). Es wird angenommen, dass sich PTGS in Pflanzen als Abwehrme-
chanismus gegen intrazelluldre Parasiten wie Viren und Viroide entwickelt hat (Ratcliff et al.,
1997; Covey et al., 1997).

Wie wird das "gene-silencing" jedoch ausgelost und welche Eigenschaften kennzeichnen die abzu-
bauende (m)RNA? Die Initiierung des PTGS wurde in der urspriinglichen Hypothese mit einem
Schwellen-Mechanismus erklart (Dougherty und Parks, 1995). Nach diesem Modell wird
"gene-silencing" aktiviert, sobald die Menge einer (m)RNA einen bestimmten Schwellenwert
iiberschritten hat. Dies filihrt bei transgenen Pflanzen, die eine virale Sequenz enthalten, zu drei
moglichen Phénotypen: (i) Immunitét: der Schwellenwert ist bereits vor der Inokulation mit dem
betreffenden Virus durch die transgene mRNA iiberschritten, schon frithe Replikationsereignisse
werden so durch den bereits aktiven Abbau viraler Sequenzen verhindert, (ii) Erholung: der
Schwellenwert wird erst iiberschritten, wenn transgene mRNA und virale RNA des replizierenden
Virus gemeinsam in der Zelle vorliegen. Die Pflanzen erkranken zunichst, bilden jedoch spiter
gesunde Blatter aus, die dann gegen weitere Infektionen mit diesem Virus immun sind, (ii7) keine
Resistenz, die Mengen transgener mRNA sind so gering, dass sie selbst zusammen mit der viralen
RNA des replizierenden Virus nicht die Schwelle iiberschreiten und daher nie zu einer Aktivierung
des PTGS fiihren kdnnen.

PTGS wird jedoch nicht immer durch eine Uberproduktion von Transkripten ausgeldst, wie Versu-
che mit weniger aktiven oder gar promotorlosen Transgen-Konstrukten beweisen (van Blokland
et al., 1994; English et al., 1996; Voinnet et al., 1998). Es wurde daher diskutiert, ob moglicher-
weise nicht die Menge einer (m)RNA, sondern bestimmte aberrante (=abweichende) Merkmale
diese zum Abbau kennzeichnen (Dougherty und Parks, 1995; English et al., 1996; Waterhouse
et al., 1998). Solche aberranten Merkmale konnten sein: (i) Nichttranslatierbarkeit, (i) Fehlen von
Introns, (iii) Selbst-Komplementaritit, die zur Ausbildung von doppelstringigen Abschnitten fiihrt,
oder (iv) verkiirzte mRNA ohne Poly-A-Schwanz. Solche aberrante RNA kdénnte von der RdARp im
Cytoplasma erkannt werden, welche komplementére Oligonukleotide synthetisiert, die wiederum

homologe (m)RNA zum Abbau durch RNasen markieren. Ist das PTGS einmal aktiviert, so breitet
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sich ein Signal durch die Pflanze aus, das fiir die Aktivierung dieses Abwehrmechanismus im
gesamten Organismus sorgt. Dieser Vorgang wird "systemisch erworbene Resistenz" genannt und
kann durch Pfropfungsversuche von PTGS-aktivierten auf nicht-aktivierte Pflanzen iibertragen
werden (Palauqui et al., 1997). Das Signal verbreitet sich, vermutlich in Form von Nukleinsduren,
durch Plasmodesmata von Zelle zu Zelle und nutzt das Phloem fiir den Langstreckentransport
(Voinnet et al., 1998; Palauqui et al., 1997; Palauqui und Vaucheret, 1998; Jorgensen ef al., 1998).

PDR die auf "gene-silencing", also einem RNA-vermittelten Resistenzmechanismus, beruht wurde
zwar bereits haufig erfolgreich in transgenen Pflanzen eingesetzt, ist aber vor allem mit folgenden
beiden Nachteilen behaftet: (i) Der Abbau der viralen RNA erfolgt sequenzabhéngig durch die
Markierung mit spezifischen Oligonukleotiden, was nur mit der identischen oder einer sehr
dhnlichen Sequenz moglich ist. Die Resistenz beschrinkt sich daher auf das homologe Isolat und
seine engsten Verwandten. (if) Abwehrmechanismen der Pflanzen und Gegenmalnahmen der
Viren haben sich in einer Co-Evolution entwickelt. Viele Viren besitzen daher bereits Proteine, die
PTGS unterdriicken und eine transgene Resistenz daher wirkungslos machen konnen. Der Vorteil
eines RNA-vermittelten Resistenzmechanismus liegt vor allem in der Abkommlichkeit eines re-
kombinanten Genproduktes, wodurch damit verbundene Risiken fiir den Verbraucher und die
Umwelt verringert werden kdnnen.

Demgegeniiber hat echte Protein-vermittelte Resistenz den Vorteil einer breiter angelegten
Wirkung gegen viele Virus-Spezies des gleichen Genus oder gar dariiber hinaus, da die funktiona-
len Bereiche der verschiedenen viralen Proteine sehr viel konservierter sind als die Nukleinsdure-
sequenzen viraler Genome. Zudem ist es fiir die Viren schwierig, einer Resistenz entgegenzuwir-

ken, die durch eines ihrer eigenen Proteine bewirkt wird.

1.2 Das Tomato Spotted Wilt Virus (TSWYV)

Das Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV, deutsche Bezeichnung: "Tomatenbronzefleckenvirus™) ist
der Typstamm des Genus Tospovirus innerhalb der Familie der Bunyaviridae. Der Genus
Tospovirus ist der einzige der Familie, dessen Angehorige Pflanzen infizieren.

TSWYV befillt mehr als 900 verschiedene Pflanzenarten in geméBigten und tropischen Breiten
(Peters, 1998). Hierdurch werden immense Ertrags-Verluste in der Landwirtschaft verursacht, die
auf tiber 1 Milliarde US Dollar jahrlich geschitzt wurden (Goldbach und Peters, 1996). Die natiirli-
che Verbreitung des Virus erfolgt ausschlieBlich durch Thripse (Fransenfliigler, Ordnung
Thysanoptera, Familie Thripidae). Das Virus wird dabei nur im Larvenstadium aufgenommen,
kann aber zeitlebens wieder auf neue Wirtspflanzen tbertragen werden (Sakimura, 1963;
van de Wetering et al., 1996).

Tospoviren zeichnen sich durch quasisphirische Partikel mit einer Lipidhiille aus, was eine Beson-

derheit unter Pflanzenviren darstellt. Diese Hiille ist mit vielen Kopien der Glykoproteine G1 und
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G2 besetzt, die bei der Partikel-Reifung in Pflanzen sowie der Wirtszellen-Spezifitit im Vektor
eine wichtige Rolle spielen. In der Hiille ist das virale Genom eingeschlossen. Dieses ist verteilt auf
drei verschieden groBe RNA-Segmente, die als L-RNA (8,9 kb) M-RNA (4,9 kb) und
S-RNA (2,9 kb) bezeichnet werden (de Haan et al., 1990; de Haan et al., 1991; German et al.,
1992; Law et al., 1992). Die L-RNA beinhaltet nur einen "Offenen Leserahmen" ("open reading
frame", ORF) auf dem viral-komplementéren Strang, der fiir ein 330 kDa grof3es Protein kodiert,
die putative Replikase (de Haan et al., 1991). M- und S-RNA weisen jeweils zwei ORFs auf,
wovon sich je einer auf dem viralen und einer auf dem viral-komplementiren Strang befindet
(de Haan et al., 1990; Kormelink et al., 1992; Law et al., 1992). Die M-RNA kodiert fiir das Vor-
lauferprotein der Glykoproteine (Adkins et al., 1996; Law et al., 1992), das zur Reifung endoprote-
olytisch in G1- und G2-Protein gespalten wird sowie das Nicht-Strukturprotein NSm, das tubuldre
Strukturen in Plasmodesmata ausbildet und vermutlich dem Transport der Viren von Zelle zu Zelle
dient (Storms et al., 1995). Auf der S-RNA liegen die Leserahmen fiir ein weiteres Nicht-
Strukturprotein, NSs, dem bislang keine Funktion zugeordnet werden konnte, und das
Nukleokapsid-Protein N (de Haan ef al., 1990), das die virale RNA enkapsidiert. Das N-Gen ist fiir
die Herstellung transgener TSWV-resistenter Pflanzen nach dem oben vorgestellten Konzept der
Hiillprotein-vermittelten Resistenz von Interesse.

Die Genprodukte der Tospoviren werden ausschlieSlich von mRNAs translatiert (Kormelink et al.,
1992a). Diese viralen mRNAs werden mit 5’-Cap-Strukturen der Wirts-Zelle versehen (Kormelink
et al., 1992b). Einen Uberblick iiber die Genomorganisation sowie den Aufbau der TSWV-Partikel
gibt Abb. 1.

Die tripartite Genomorganisation sowie die Tatsache, dass Tospoviren auch in ihren Vektoren
replizieren, ergibt vielfaltige Moglichkeiten der genetischen Rekombination und fiihrt zur Ausbil-
dung vieler distinkter Isolate (Wijkamp et al., 1993). Dies stellt die Resistenzziichtung vor beson-

dere Probleme.
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G1-Protein

_—— G2-Protein
L-Protein
Lipidhdlle

N-Protein, fest assoziiert
mit viraler RNA

Cr T 1 N L-Protein
3 — l=mm 5° mMRNA
L 5 lTT 3 v RNA
O, - 5 vc RNA
Cr = 1N G1/G2-Vorlauferprotein
3 lmmm 5 mMRNA
M e T f 3  VvRNA
3 T‘—i 5 vc RNA
5 s 1 3 mRNA
N é- C NSm-Protein
C ITZI N N-Protein
- mRNA
S 5’—|:|—'; 3 v RNA
3’%'—2— 5 vc RNA
Semm{ }—3 mRNA
Nll:m NSs-Protein

Abb. 1: Partikelaufbau und Genomorganisation von Tospoviren.

Oben: schematische Darstellung eines Virus-Partikels. In einer ca. 100 nm durchmessenden Lipid-
hiille, die mit den Glykoproteinen G1 und G2 besetzt ist, befinden sich die drei genomischen RNA-
Segmente L, M und S. Diese sind mit vielen Kopien des N-Proteins besetzt und mit der Replikase
(L-Protein) assoziiert.

Unten: Genomorganisation der L-, M- und S-RNA. Weille Balken stellen Offene Leserahmen in
»sense“-Orientierung dar, kleine schwarze Balken stehen fiir die vom Wirt stammenden 5°-Cap-
Strukturen, graue Balken reprisentieren die Genprodukte und kurze senkrechte Striche deuten die
sekundarstrukturreichen Intergen-Regionen (IGR) an. Doppelpfeile stehen fiir Replikations-, einfa-
che Pfeile fiir Transkriptionsereignisse. v RNA = virale, ve RNA = viral komplementire RNA



Einleitung 12

1.3 Natiirliche und gentechnisch erzeugte Resistenzen gegen
Tospoviren in Kulturpflanzen

Natiirliche Resistenzgene gegen Tospoviren in Kulturpflanzen oder nahe verwandten Arten sind
selten. Adam und Kegler (1994) nennen einige Beispiele aus Tomate, Salat, Paprika,
Chrysantheme, Erdnuss und Tabak. Selbst wenn das Einkreuzen der fiir die Resistenz verantwortli-
chen Gene in kommerzielle Kultivare gelingt, zeigt sich héufig eine schnelle Anpassung der Viren
an die Resistenzen unter Feld-Bedingungen. Haufig richtet sich die Resistenz auch nur gegen
lokale Tospovirus-Isolate und wird bei Einsatz der resistenten Kultivare an anderen Orten der Erde
sofort von dort vorkommenden Isolaten gebrochen.

Natiirliche Resistenzen gegen Tospoviren in Tabak sind bisher kaum bekannt. Kennedy und
Nielsen (1993) berichteten von einem TSWV-resistenten Kultivar "Polalta", das vermutlich aus
einer Kreuzung des Ziertabaks N. alata mit N. tabacum hervorgegangen ist. Ob sich diese
Resistenz in kommerzielle Kultivare einkreuzen ldsst, ist bislang nicht bekannt.

Da die klassische Ziichtung also wenig Mdglichkeiten fiir die Gewinnung von Tospovirus-
resistenten Nutztabak-Kultivaren bot, wurde der oben erwidhnte Ansatz der "pathogen-derived
resistance" (PDR) genutzt. Gielen et al. (1991) beschrieben als erste die Erzeugung transgener
TSWV-resistenter Tabak-Linien durch Expression von TSWV N-Protein.

In den folgenden Jahren veroffentlichten verschiedene Arbeitsgruppen Ergebnisse mit TSWV-N-
transgenen Pflanzen, zumeist Tabak, und deren Resistenz gegeniiber Tospoviren (MacKenzie und
Ellis, 1992; Pang et al., 1992, 1993 und 1994; Vaira et al., 1995; Prins et al., 1995; Stoeva et al.,
1998). Dabei zeichnete sich immer wieder folgendes Bild ab: Resistenz gegen das homologe Virus-
Isolat, also dasjenige aus dem das klonierte N-Gen stammte, wurde in allen Féllen, jedoch in unter-
schiedlichen Ausprégungen, erhalten. Entgegen der Erwartung aus der Theorie der PDR ergab sich
aber keine proportionale Beziehung zwischen der Menge exprimierten N-Proteins und dem Grad
der Resistenz. Haufig wurde sogar berichtet, dass diejenigen Linien mit der ausgeprigtesten
Resistenz gegen das homologe Isolat die geringsten Expressionsniveaus aufwiesen. Im Unterschied
dazu waren Resistenzen gegen andere Tospovirus-Spezies (v.a. Impatiens Necrotic Spot Virus,
INSV) tatsdchlich eher mit groBeren Mengen rekombinanten Proteins in den betreffenden Pflanzen
korreliert (Pang et al., 1993). Resistenzen gegen das Groundnut Ringspot Virus (GRSV), ebenfalls
eine Tospovirus-Spezies, wurden bei TSWV-N-transgenen Pflanzen nie gefunden, lediglich von
leicht verzogerten Symptomentwicklungen wurde in einigen Fillen berichtet (Pang et al., 1992 und
1994, Vaira et al., 1995).

Um Pflanzen zu erhalten, die gegen mehrere Tospovirus-Spezies resistent waren, transformierten
Prins et al. (1995) Tabak mit einem Konstrukt aus drei hintereinandergeschalteten N-Genen von
drei Spezies (TSWV, TCSV und GRSV). Alle erhaltenen Linien exprimierten nur geringe Mengen
an Transkripten und N-Proteinen, wiesen aber zum Teil eine sehr gute Resistenz gegeniiber allen

drei Tospovirus-Spezies auf.
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Es scheint also, als wire fiir die meisten bislang erreichten transgenen Resistenzen gegen homologe
Tospoviren der oben beschriebene ,,gene-silencing™ Mechanismus (PTGS) entscheidend. Lediglich
die Resistenzen gegen heterologe Spezies, die jedoch meist nur sehr schwach ausgeprigt waren
und meist nur zu einer verzogerten Infektion fiihrten, scheinen Protein-vermittelt zu sein.

Bereits 1992 berichteten de Haan et al. Giber Versuche mit Konstrukten, die nicht-translatierbare
mRNA des TSWV N-Gens exprimierten, also kein rekombinantes Protein synthetisieren konnten.
Einige der so erhaltenen Linien zeigten Resistenz gegen das homologe Isolat, nicht aber gegen
heterologe Isolate. Die Ergebnisse von Pang ef al. (1993) deuten in die gleiche Richtung: Resistenz
gegen alle getesteten TSWV-Isolate wurde nur in Pflanzen beobachtet, die wenig transgene mRNA
enthielten, was auf einen Abbau derselben hindeutete. In Protoplasten-Versuchen konnte eine
Verzogerung der Replikation von TSWV in diesen Linien gezeigt werden. Resistenz gegeniiber der
Spezies INSV wurde in diesen Pflanzen jedoch nicht gefunden. Prins et al. (1996) konnten schlief3-
lich zeigen, dass der RNA-vermittelte Resistenzmechanismus sequenzspezifisch arbeitet und nur

mit N- oder NSm-Gen Sequenzen funktioniert, wobei es unwichtig ist, ob diese translatierbar sind.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren neuartige transgene Tabak-Linien, die durch Transformation
mit einem modifizierten TSWV-N-Proteingen eine bislang nicht erreichbare Breitband-Resistenz
gegen verschiedene Tospoviren zeigten (Schreier ef al., 1994).

Da die Translation eines Fusionsproteins in diesen Pflanzen urspriinglich nicht beabsichtigt worden
war und keine vergleichbaren Beispiele aus der Literatur bekannt waren, war es das Ziel der vorlie-
genden Arbeit, den zugrundeliegenden Resistenz-Mechanismus aufzuklaren.

Zu diesem Zweck sollten die Pflanzen zunichst beziiglich der zeitlichen und rdumlichen
Expressionsmuster des rekombinanten Proteins charakterisiert werden. Da das Konstrukt
theoretisch mehrere mogliche Translations-Starts beinhaltete, sollte dabei auch gekliart werden,
welcher von diesen tatséchlich genutzt wird und ob die resultierende N-terminale Verldngerung im
Fusionsprotein versteckt oder auf der Oberfliche exponiert vorliegt, ob also Interaktionen mit
anderen viralen oder pflanzlichen Komponenten mdglich sind.

Um Vergleiche mit der Literatur zu ermoglichen, stand auch eine transgene Tabak-Linie zur
Verfiigung, die ein nicht-modifiziertes TSWV N-Protein exprimierte. Durch Inokulations-
Experimente mit vereinzelten Zellen, Gewebeabschnitten und vollstdndigen Pflanzen sollten Repli-
kation und Ausbreitung von Tospoviren in transgenen Pflanzen mit modifizierten und nicht-
modifizierten N-Protein-Konstrukten verglichen werden.

Mit den so gewonnenen Daten sollte schlieBlich eine Hypothese zur Wirkungsweise des

modifizierten TSWV N-Proteins in resistenten Pflanzen erarbeitet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzen

Die in dieser Arbeit verwendeten transgenen Tabak-Linien wurden von der Arbeitsgruppe von
P. Schreier (Bayer AG) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt und sind Gegenstand eines
EU-Patents (Schreier ef al., 1994).

Es handelt sich um "Nicotiana tabacum cv. Samsun NN" Pflanzen. Die Bezeichnung "NN" bezieht
sich dabei auf das natiirliche Resistenzgen "N", das gegen systemische Infektionen mit TMV wirkt
(Witham et al., 1994) und homozygot in diesem Kultivar vorliegt. Es hat keine bekannte
Bedeutung fiir Infektionen mit TSWV.

Die Pflanzen wurden jeweils mit einem der beiden folgenden Konstrukte (N bzw. XL-N) transfor-
miert:

Das N-Konstrukt beinhaltet die 35S Promotor Region (439 nt) des Cauliflower Mosaic Virus
(CaMYV), an die sich die vollstandige Nukleoprotein-Gen (N) Sequenz (850 nt) des Tomato Spotted
Wilt Virus (TSWYV), Isolat L3 (2.1.2), anschlie3t. Am 3'-Ende befindet sich eine Linker-Sequenz
von 17 nt, gefolgt von einer Sequenz, die ein Terminations- und Polyadenylierungssignal beinhaltet
und aus der 3'-nicht-translatierten Region des CaMV-Genomes stammt (226 nt).

Das XL-N-Konstrukt enthilt zusitzlich eine Sequenz, die den Nukleotiden 1-152 aus dem
Genom des Plum Pox Potyvirus (PPV) entspricht (Maiss et al. 1989). Diese beinhaltet zwei Start-
Codons (Positionen 36 und 147), beide befinden sich im Konstrukt im gleichen Leseraster wie das
N-Gen. An die PPV-Sequenz schlieB3t sich eine Linker-Sequenz von 38 nt an, die aus der ,,Multiple
Cloning Site” von Plasmid pT7T3 19U (Pharmacia) stammt. PPV- und Linker-Sequenz wurden
zwischen dem CaMV 35S-Promotor und dem TSWV N-Gen eingefiigt.

Die PPV-Sequenz war als Translationsverstirker eingefiigt worden, die Translation in ein
Leader-Peptid war urspriinglich nicht vorgesehen. Eine Ubersicht iiber die Konstrukte zeigt Abb. 2.
Fiir diese Arbeit wurden die Linien XL 4.24, XL 7.1, XL 8.28, XL 14.1 (alle transformiert mit dem
XL-N-Konstrukt) sowie die Linie X 15.1 (transformiert mit dem N-Konstrukt) zur Verfligung
gestellt. Alle waren durch Selbstung aus solchen Klonen hervorgegangen, bei denen die Expression
von N-Protein nachgewiesen sowie Resistenz gegeniiber verschiedenen Tospovirus-Isolaten

beobachtet werden konnte.
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Grol3e Fusion: 957 bp - 37,5 kDa

|

Kleine Fusion: 846 bp - 31,4 kDa

\

Wild-Typ TSWV N-Protein: 777 bp - 28,9 kDa
—

Start 1 Start2 Start 3 Stopp Poly-A
CaMV35S-Promotor-Region Linker 1 Linker 2
PPV-Leader TSWV-L3 N-Gen CaMV35S-3’ Region

Abb. 2: Das XL-N-Konstrukt. Alle Sequenzen sind ldngengetreu dargestellt. Die 3 moglichen
Start-Codons, das Stopp-Codon der TSWV N-Gen Sequenz und das Polyadenylierungssignal
sind gekennzeichnet. Die drei Pfeile oben repriasentieren die drei theoretisch moglichen Trans-
lationsprodukte (s. Abschnitt 3.1.1). Im N-Konstrukt fehlen die PPV-Leader- und
Linker 1-Sequenz.

2.1.2 Viren

Folgende Virus Spezies und Isolate aus dem Genus Tospovirus, Familie Bunyaviridae, wurden fiir

Inokulationsexperimente verwendet:

o  Tomato Spotted Wilt Virus (TSWYV) Isolat L3 DSMZ-Nr: PV-0182 (Maiss et al., 1991). Aus

diesem Isolat stammte das N-Gen, das in den X- und XL-Konstrukten verwendet wurde, es

wird daher im Folgenden als das "homologe Isolat" bezeichnet.

o  Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) Isolat DH37 (=37D-97): dieses Isolat war bei Biotests als

besonders aggressiv aufgefallen. Es verursachte schwere Nekrosen auf Tabak-Pflanzen und

vermochte die Resistenz einiger bulgarischer N-transgener Tabak-Linien zu brechen (Hristova

et al., 2001; Heinze et al., 2001).

e Groundnut Ringspot Virus (GRSV) Isolat SA05. DSMZ-Nr.: PV-0205 (de Avila et al.,

1993).
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2.1.3 Chemikalien

Chemikalien fiir die Pflanzen- und Bakterienkultur wurden von der Firma Duchefa (Niederlande)
bezogen. Antikorper-Konjugate und Detektionschemikalien stammten von der Firma Sigma (Stein-
heim). Von der Firma Roche (Mannheim) wurden die Chemikalien fiir die Detektion von Nuklein-
sduren bezogen. Blotmembranen und Filme stammten von den Firmen Amersham (Freiburg) oder
Roth (Karslruhe). Fiir die Reinigung von Protein- und Nukleinsdurefraktionen aus Pflanzenmaterial
wurde das TriFast-Reagenz der Firma peglLab (Erlangen) verwendet. Alle iibrigen Feinchemikalien

wurden von den Firmen Merk (Darmstadt), Roth (Karslruhe) und Fluka (Steinheim) bezogen.

Wasser: Wenn nicht anders angegeben, wurde stets autoklaviertes Reinstwasser (bidest H,O) aus

einer MiliQ-Anlage (Milipore) verwendet.

2.1.4 Oligonukleotide fiir die PCR

Fiir die Amplifizierung von DNA mittels PCR (2.2.5.5) wurden folgende Oligonukleotid-Primer-

Paare verwendet:

Bezeichnung Sequenz Eigenschaft

TSWV-N-ATG 5’-ATG TCT AAG GTT AAG CTC AC-3’ amplifizieren ein 665 bp
groBBes Fragment aus dem

TSWV-N-Ende 5’-GCT GGA GCT GAG TAT AGC-3’ TSWV N-Gen

Aktinl 5’-AGT TGC TGA CTA TAC CAT GC-3° amplifizieren ein 210 bp
grof3es Fragment aus dem

Aktin2 5’-GAC AAT GGA ACT GGA ATG GT-3> M. tabacum Aktin-Gen

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.
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2.1.5 Antikorper und Antiseren

Folgende Antikdrper und Antiseren wurden verwendet:

Bezeichnung Art Erzeugt in Erzeugt gegen

AS-0580" Polyklonales Rohserum, Kaninchen TSWV-L3 N-Protein
1. Abnahme

Hiihner- Polyklonaler Antikorper aus 1 Ei, Huhn TSWV-L3 N-Protein

Antikorper N 4 Wochen nach Immunisierung.

Gereinigte 1gG-Fraktion,
Konzentration: 1 mg/ml

AS-0116/1" Monoklonaler Antikdrper Maus TSWV-L3 Virionen.

(Adam et al., Detektiert TSWV

1991) G1-Protein

AS-338 Polyklonales Rohserum Kaninchen Polypeptid aus dem

(Heinze et al., C-terminalen Ende

2000) des TSWV NSs-

Proteins

AS-8349 Polyklonales Serum, Kaninchen Polypeptid aus der
2. Abnahme, Leadersequenz des
gereinigte [gG-Fraktion (2.2.6.7), XL-N Konstruktes

Konzentration 1 mg/ml

¥ Erhalten von: Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig)

Das Serum AS-8349 wurde fiir diese Arbeit bei der Firma Eurogentec (Belgien) gegen ein Poly-
peptid mit folgender Sequenz hergestellt:

H>N - MSR IRA RYP PDP LES C — CONH, (16 Aminoséuren).

Dies entspricht dem Translationsprodukt der ersten 45 Nukleotide beginnend mit dem zweiten
Start-Codon der PPV-Leader Sequenz im XL-N-Konstrukt (4bb. 2). Am amidierten carboxytermi-
nalen Ende wurde ein Cystein-Rest eingefiigt, iiber den das Polypeptid an das Tragermolekiil
»keyhole limpet hemocyanin“ (KLH) gebunden wurde. Es wurden zwei Kaninchen immunisiert.
Die 2. Abnahme eines der Tiere, 66 Tage nach der ersten Injektion, zeigte eine hochgradig
spezifische Reaktion im Western Blot (2.2.6.4) mit Homogenat aus Pflanzen, die das XL-N-

Konstrukt enthalten.
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Pflanzen

2.2.1.1 Kultivierung im Gewachshaus

Die Kultivierung der Pflanzen im Gewichshaus erfolgte bei Temperaturen von 20 - 25 °C und
einer Kunstlicht-unterstiitzten Beleuchtungsdauer von 16 h pro Tag.
Aussaat und Anzucht bis zum 2 - 3-Blatt Stadium erfolgte in TKS1-Substrat. Danach wurden die

Pflanzen in ein Mischsubstrat aus 1 Teil Floraton und 2 Teilen TKS2 getopft.

2.2.1.2 In vitro-Kultur

Fir die in vitro-Kultur von Pflanzen wurde Saatgut 2 min in 70 % Ethanol und 10 min in
7 % (v/v) NaOCl sterilisiert, mit sterilem H,O gewaschen und auf MS-Medium nach Murashige
und Skoog (1962) mit 1 % (w/v) Sucrose und 0,8 % (w/v) Pflanzen-Agar (Duchefa) ausgelegt. Alle
Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Keimung und Kultivierung erfolgten bei
21 °C und einem Hell/Dunkel-Zyklus von 16/8 h. Alle 4-6 Wochen wurden die Vegetationskegel

der Pflanzen inklusive einem Blatt abgetrennt und auf frisches MS-Medium umgesetzt.

2.2.2 Pfropfung von Tabak-Pflanzen

Fiir Ubertragungsversuche von TSWV zwischen transgenen und nicht-transgenen Pflanzen wurden
diese durch Pfropfung miteinander verbunden.

Hierzu wurden Pflanzen im 6-Blatt-Stadium verwendet. Die als Unterlage dienende Pflanze wurde
auf einer Hohe von 2 - 3 cm iiber dem Substrat abgeschnitten und die Blétter bis auf die beiden
untersten abgetrennt. Der Spross wurde ca. 1 cm tief in Richtung der Sprossachse eingeschnitten.
Die aufzupfropfende Pflanze (Reiser) wurde ca. 2 cm unter dem Vegetationskegel abgeschnitten
und alle Blétter bis auf die obersten beiden abgetrennt. Der Spross wurde am unteren Ende auf
einer Lange von ca. 1 cm in spitzem Winkel keilformig zugeschnitten. Dieser Keil wurde ange-
feuchtet und in den eingeschnittenen Spross der Unterlage gesteckt. Die Pfropfstelle wurde mit
Parafilm (Roth) zum Schutz vor Austrocknung und als Stabilisationshilfe mehrfach fest umwickelt.
Die so gepfropften Pflanzen wurden bis zum Wiedereinsetzen des Blatt- und Sprosswachstums der
Reiser unter Plastikfolie inkubiert und stets feucht gehalten. Danach erfolgte die Inkubation unter
normalen Gewaichshausbedingungen. Von den Reisern ausgehende Wurzeln wurden regelméBig

entfernt.
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2.2.3 Herstellung von Protoplasten

W5-Medium 154 mM NaCl
125 mM CaCl,
5 mM Glukose
5 mM KCl
pH 5,6
MaMg-Losung 0,4 M Mannitol
15 mM MgCl,

0,1 % (w/v) MES pH 7,0

Protoplasten fiir Inokulationsversuche wurden nach Steinecke et al. (1992) hergestellt. Alle Arbei-
ten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Es wurden 0,25 g Driselase Enzym in 100 ml
B5-Medium (Duchefa) mit 0,4 M Saccharose und pH 5,8 geldst, iiber einen Faltenfilter gegeben
und abschlieBend sterilfiltriert. Je 40 ml dieser Losung wurden in 1000ml-Erlenmeyerkolben
gefiillt und Blattmaterial aus in vitro-Kultur (3 bis 4 Blétter pro Kolben) in ca. 2 x 10 mm groBen
Streifen ohne Mittelrippe iiber Nacht unter Lichtabschluss darauf schwimmend inkubiert.
AnschlieBend wurde die Enzym-Losung mit den Blattstreifen 30 min bei 75 Upm auf einem
Schiittler geschwenkt und grobe Bestandteile durch sterile Kunststoffsiebe (100 pum und 20 pm
Porendurchmesser) herausgefiltert. ~ Nach 3 miniitiger Zentrifugation bei 60 x g in 12ml-
Zentrifugenrohrchen (Greiner) flottierten die intakten Protoplasten auf dem Puffer. Der Puffer
wurde inklusive dem Sediment aus zerstorten Zellen mit Hilfe einer Glaskapillare bis auf einen
kleinen Rest, auf dem die intakten Protoplasten flottierten, abgesaugt. Die Protoplasten von
4 Rohrchen wurden in 10 ml W5-Medium vereinigt und ein Aliquot davon in einer Thoma-
Zahlkammer unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 100 x g wurden
die Protoplasten mit MaMg-Losung auf eine Dichte von 3 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Proto-

plasten waren dann fiir die sofortige Inokulation nach 2.2.4.6 bereit.

2.2.4 Gewinnung von Inokulum und Inokulation von Pflanzenmaterial

2.2.4.1 Virusvermehrung

Fiir die Vermehrung von Tospoviren zur Gewinnung von Inokulum wurden Nicotiana tabacum cv.
Nevrokop Pflanzen verwendet. Diese wurden im Gewéchshaus kultiviert (2.2.1.1) und auf je 2
Bléttern bei Erreichen des 4-Blatt Stadiums nach 2.2.4.4 mit Tospoviren inokuliert. Nach 10-14
Tagen waren die Pflanzen systemisch erkrankt und konnten abgeerntet werden. Abgeerntete Blétter
wurden entweder direkt zur Inokulation weiterer Pflanzen nach 2.2.4.4 oder sofort fiir die Reini-

gung von Virus-Partikeln (2.2.4.2) oder Nukleoprotein-Komplexen (2.2.4.3) verwendet.
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2.2.4.2 Reinigung von Tospovirus-Partikeln (Virionen)

Extraktionspuffer 100 mM NaH,PO,/ Na,HPO, pH 7,0
10 mM Nast3

Viruspuffer 10 mM NaH,PO,/ Na,HPO, pH 7,0
10 mM Na,SO;

Blattmaterial mit systemischen TSWV-Symptomen wurde zur Reinigung von Virus-Partikeln nach
Steinecke et al. (1998) zunidchst in 3 Volumen Extraktionspuffer im vorgekiihlten Messer-
Homogenisator zerkleinert und durch 3 Lagen Mull filtriert. Das Filtrat wurde 10 min bei
15.000 x g (Rotor SLA1500, Sorvall) und 4 °C zentrifugiert und das Sediment in 2 Volumen
Viruspuffer resuspendiert. Zur vollstindigen Resuspension der Partikel-Aggregate wurde diese
Losung 30 min mit geringer Drehzahl auf einem Magnetrithrer bei 4 °C geriihrt. Unldsliche
Bestandteile wurden durch 15 miniitige Zentrifugation bei 1.000 x gund 4 °C (SLA1500, Sorvall)
sedimentiert. Der Uberstand wurde 30 min im Ti45-Rotor (Beckmann) bei 70.000 x g und 4 °C
zentrifugiert und das Sediment langsam auf Eis in 2 ml Viruspuffer je 50 g Ausgangsmaterial unter
gelegentlichem Riihren geldst. Je 2 ml hiervon wurden nach Zentrifugation fiir 10 min bei
1.200 x g und 4 °C (Rotor 12139, Sigma) auf einen 10-40 % Sucrose-Gradienten in Viruspuffer
aufgetragen. Dieser wurde einen Tag zuvor aus 10, 20, 30 und 40%igen (w/v) Sucrose-Losungen in
Viruspuffer geschichtet und bei 4 °C gelagert. Es schloss sich eine 45 miniitige Zentrifugation der
Gradienten bei 70.000 x g und 4 °C an (Rotor SW28, Beckmann). Die Viruspartikel waren
anschliefend bei Beleuchtung im Auflicht (Kaltlicht-Schwanenhalslampe) als 2 opaleszente Ban-
den im oberen Drittel der Gradienten sichtbar und wurden mit einer Kaniile abgesaugt. Diese
Suspension wurde in 10 Volumen Viruspuffer verdiinnt und die Virus-Partikel daraus durch erneu-
te Zentrifugation fiir 45 min bei 70.000 x g und 4°C (Ti45) sedimentiert. Das Sediment wurde iiber
Nacht bei 4 °C in 1 ml Viruspuffer gelost. Nicht geldste Bestandteile wurden durch eine abschlie-
Bende Zentrifugation fiir 5 min bei 12.000 x g und 4 °C (Rotor 12145, Sigma) entfernt und die

Protein-Konzentration im Uberstand nach 2.2.6.2 bestimmt.

2.2.4.3 Reinigung von Tospovirus-Nukleoproteinkomplexen

100mM Tris-Puffer 100 mM Tris-Cl pH 8,0
5 mM EDTA
20 mM Nast3
10 mM DIECA
10mM Tris-Puffer 10 mM Tris-Cl pH 7,9
5mM EDTA
20 mM Na,S0;

10 mM DIECA
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Nukleoprotein-Puffer 200 mM NaAcetat
10 mM EDTA
pH 6,0

Mit der Methode nach Roggero ef al. (1998) wurden Tospovirus-Nukleoproteinkomplexe fiir
N-Protein Mengenstandards gereinigt. Blattmaterial aus Pflanzen mit systemischen TSWV-
Symptomen wurde in 5 Volumen 100mM Tris-Puffer im Messer-Homogenisator zerkleinert und
durch 3 Lagen Mull filtriert. Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei 1.300 x g (Rotor SLA1500,
Sorvall) wurde der Uberstand bei 125.000 x g fiir 30 min erneut zentrifugiert (Rotor Ti45, Beck-
mann). Das Sediment wurde in 2 Volumen (bezogen auf die Menge eingesetzten Blattmaterials)
10mM Tris-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 2% (w/v) 3-Dimethylammonio-propansulfonat
(zwitterionisches Detergenz) erfolgte die Lysis der Virus-Partikel-Membranen wihrend einer
30 miniitigen Inkubation auf einem Magnetriithrer bei 4 °C. Ungeloste Bestandteile wurden durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 12.000 x g (Rotor SS34, Sorvall) sedimentiert. Je 30 ml Uberstand
wurden auf 4 ml eines 20 %igen (w/v) Sucrose-Kissens in 10 mM Tris-Puffer geschichtet und
90 min bei 100.000 x g und 4 °C (Rotor SW28, Beckmann) zentrifugiert. Das Sediment wurde mit

einem Glasstab zerstoBBen und in Nukleoprotein-Puffer geldst.

2.2.4.4 Inokulation von Pflanzen

Standardinokulationspuffer 0,1 M NaH,PO,/ Na,HPO4 pH 7,0

2 % (w/v) Polyvinylpyrolidon 15

0,2 % (w/v) Na,SO;
Zur Inokulation von Tabak-Pflanzen mit Tospoviren wurden die zu inokulierenden Blattetagen mit
Karborundum bestédubt. Von einer erkrankten Pflanze wurde ein Blatt mit deutlich ausgeprigten,
jedoch noch nicht nekrotischen, systemischen Tospovirus-Symptomen geerntet und in 30 Volumen
Standardinokulationspuffer gemorsert. Dieses Homogenat wurde mit dem Pistill unter leichtem
Druck auf die Blitter gesunder Pflanzen gerieben. Nach einigen Minuten wurden die Pflanzen mit

Leitungswasser abgespiilt.

2.2.4.5 Inokulation von Blattscheiben

Blattscheiben von Tabak-Pflanzen aus in vitro-Kultur (2.2.1.2) wurden mit am Vortag gereinigten
Tospovirus-Partikeln (2.2.4.2) inokuliert. Diese wurden nach Proteingehaltsbestimmung (2.2.6.2)
mit Virus-Puffer auf eine Protein-Konzentration von 0,8 ug/ul eingestellt. 50 pl hiervon (=40 ug
Protein) wurden mit Hilfe eines, zuvor in 1 % (w/v) SDS gereinigten, Borstenpinsels (Gr. 10) auf je

eine Inokulationsfliche von 1 cm” mit leichtem Druck eingerieben.
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2.2.4.6 Inokulation von Protoplasten

PEG-Lo6sung 0,1 M Ca(NO;s),
0,4 M Mannitol
40 % (w/v) PEG 4000
pH 7,0 mit KCI

Fiir die Inokulation von Protoplasten wurden je 170 ul (=0,5 x 10° Zellen) Protoplasten in MaMg-
Losung aus 2.2.3 in 12ml-Zentrifugenrohrchen pipettiert. Gereinigte TSWV-Partikel vom Vortag
wurden in einer Protein-Konzentration von 15 pg in 50 pl Viruspuffer (2.2.4.2) den Protoplasten-
Ansitzen langsam zugegeben. Nach 10 min wurden 170 ul PEG-Losung unter leichtem Schwenken
langsam zupipettiert und 20 min lang alle 5 min vorsichtig geschwenkt. SchlieBlich wurden die
Ansdtze in Petrischalen (35 mm Durchmesser) mit je 2ml B5-Medium (Duchefa) mit
0,4 M Sucrose und pH 5,8 tiberfiihrt. Die mit Parafilm (Roth) abgedichteten Petrischalen wurden
bei 21°C und einem Hell/Dunkel-Zyklus von 16/8h inkubiert.

Durch Zugabe von 1/10 Volumen 0,1% (w/v) Fluoresceindiacetat (FDA) in Aceton und Betrach-
tung unter dem Fluoreszenz-Mikroskop wurde die Uberlebensrate der Protoplasten in Stichproben
bestimmt. Griin leuchtende, also lebende, Zellen machten bis zu 72 hpi einen Anteil von 50 - 80 %
aller Zellen aus.

Zum Ernten wurden die Ansidtze in 12ml-Zentrifugenrohrchen mit je 3 ml W5-Medium (2.2.3)
iiberfithrt und 5 min bei 100 x g abzentrifugiert. Das Sediment wurde direkt in je 1 ml TriFast-

Reagenz (peqLab) aufgenommen und die Protein-Fraktion nach 2.2.6.1 gereinigt.

2.2.5 Nukleinsaure-Techniken

2.2.5.1 Gesamt-RNA Extraktion aus Pflanzenmaterial

Gesamt-RNA wurde mit dem peqGOLD TriFast-Reagenz (peqLab) nach Angaben des Herstellers
aus Pflanzenmaterial extrahiert. Es wurden 200 mg in N,-gemorsertes Blattmaterial in 1 ml
TriFast-Reagenz 20 sec intensiv gemixt, nach 5 min mit 100 pl CHCI; versetzt, erneut intensiv
gemixt und 10 min bei Raumtemperatur belassen. Eine anschlieBende Zentrifugation fiir 5 min bei
18.000 x g fiihrte zur Trennung der Phasen. Die RNA wurde mit 250 pl Isopropanol aus der wéss-
rigen Phase ausgefillt. Hierzu wurde nach 15 min Inkubation 10 min bei 18.000 g und 4 °C zentri-
fugiert und das Sediment zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach Trocknung wurde das
Sediment in 20 pl H,O aufgenommen und die RNA-Menge und Reinheit photometrisch bei

260 und 280 nm gemessen.
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2.2.5.2 Gesamt-DNA Extraktion aus Pflanzenmaterial

CTAB-Extraktionspuffer 140 mM Sorbitol
220 mM Tris-Cl pH 8,0
22 mM EDTA
800 mM NaCl

0,8 % (w/v) Hexadecyltrimethyl-Ammoniumbromid (CTAB)
1 % (W/v) N-Laurylsarcosin

Proteinase K-Puffer (2x) 02M Tris-Cl pH 7,5
25 mM EDTA
0,3M NaCl

2% (w/v)  SDS

TE 10/1 10 mM Tris-Cl pH 7,0
1 mM EDTA

Gesamt-DNA fiir Southern-Blots (2.2.5.10) wurde nach Lassner et al. (1989) aus Pflanzenmaterial
extrahiert. Unter flissigem N, wurden 5 g Blattmaterial gemorsert und in 6 ml CTAB-
Extraktionspuffer mit 1,2 ml CHCI; aufgenommen und 5 min bei 65 °C geschiittelt. Nach 25 min
Zentrifugation bei 10.500 x g und 4 °C (Rotor 12139, Sigma) wurde die wéssrige Phase abgenom-
men, wiederholt zentrifugiert und nochmals abgenommen. Es wurden 0,6 Volumen eiskaltes
Isopropanol zugegeben, griindlich durchmischt und 20 min bei 10.500 x g und 4 °C zentrifugiert
(Rotor 12139, Sigma). Das Sediment wurde mit 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen und zur
Entfernung der RNA nach Trocknung in 2 ml TE 10/1 mit 0,1 % (w/v) RNase A aufgenommen.
Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurden Proteine durch Inkubation mit 1 Volumen Proteinase K-
Puffer und 1/10 Volumen Proteinase K (20 mg/ml) fiir 30 min bei 37 °C verdaut und durch an-
schlieBende Phenol-Extraktion entfernt. Dazu wurde 20 sec mit 1 Volumen Phenol (TE 10/1-
gesittigt, pH 8,0, Roth) kréftig geschiittelt und 5 min bei 18.000 x g zentrifugiert. Die Oberphase
wurde 20 sec mit 1 Volumen CHCls/Isoamylalkohol (24/1 Teile) geschiittelt und durch erneute
Zentrifugation von restlichem Phenol befreit. Die wissrige Phase wurde zur Fallung der DNA mit
1/10 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 4,8) und 2,5 Volumen Ethanol versetzt. Nach 1 h bei -20 °C
wurde die DNA 30 min bei 18.000 x g und 4 °C sedimentiert. Das Prézipitat wurde zweimal mit
70 % Ethanol gewaschen und anschlieBend getrocknet. Die DNA wurde schlieBlich in 200 pl HO

resuspendiert. Menge und Reinheit wurden photometrisch bei 260 und 280 nm bestimmt.

2.2.5.3 Restriktionsverdau von Nukleinsauren

Fiir den Restriktionsverdau von Gesamt-DNA (2.2.5.2) fiir die Southern Blot Analyse (2.2.5.10)
wurden je 60 pg Gesamt-DNA mit 60 U HindllI-Restriktionsendonuklease in 50 ul des vom Her-

steller empfohlenen Reaktionspuffers iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fiir andere Anwendungen
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wurden je 5 U Restriktionsendonuklease fiir 0,5 pg DNA in 20 ul des empfohlenen Puffers 1 h bei
37 °C inkubiert.

2.2.5.4 Reverse Transkription von RNA zu cDNA

Fiir die reverse Transkription von RNA-Vorlagen zu ¢cDNA fiir die spitere Amplifizierung mittels
PCR (2.2.5.5) wurden 0,05-0,5 pg Gesamt-RNA aus 2.2.5.1 in 10 ul H,O mit je 1 uM Oligo-
nukleotid-Primer TSWV-N-Ende und Aktinl (2.1.4) 5 min bei 95 °C denaturiert und zur Bindung
der Primer 5 min auf Eis abgekiihlt. Zur Elongation der Oligonukleotid-Primer zur Synthese der

mRNA-komplementiren cDNA wurde folgender Mix zugegeben:

Sul 5 x MMLV-Puffer (Promega)

2 ul 2mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
0,5 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul)

0,1 ul MMLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul)
7,4 ul H,O

Es wurde 1 h bei 42 °C inkubiert. Aus dieser Reaktion wurden jeweils 5 ul als Vorlage fiir die PCR
(2.2.5.5) eingesetzt.
2.2.5.5 Amplifizierung von DNA-Sequenzen mittels PCR

Fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die cDNA-Vorlage aus 2.2.5.4 mit H,O auf
5 ul aufgefiillt und folgender Mix zugegeben:

2,5ul 10 x Puffer fiir thermophile Polymerase (Promega)
2 ul 25 mM MgCl,
2 ul 2mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
jelul 10 uM Oligonukleotid-Primer (hin/riick)
0,5 ul Taq DNA-Polymerase (5 U/ul)

Das Oligonukleotid-Primer Paar TSWV-N-ATG / TSWV-N-Ende wurde stets eingesetzt. Fiir die
vergleichende Mengenbestimmung der N-Gen mRNA (3.1.3) wurde gleichzeitig das Oligo-
nukleotid-Primer Paar Aktinl / Aktin2 zur Standardisierung eingesetzt. Die PCR wurde nach

folgendem Programm im Thermocycler (Personal Cycler, Biometra) durchgefiihrt:

5 min 95 °C
1 min 95 °C
30 Zyklen C 1 min 63 °C
1 min 72 °C
5 min 72 °C

Je 5 ul PCR-Ansatz wurden zur Auswertung auf einem Agarose-Gel aufgetrennt (2.2.5.9.1).
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2.2.5.6 Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmide

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmide fiir die Transformation in E. coli (2.2.5.7)
wurden zundchst an DNA-Fragmenten und Klonierungsvektoren durch Restriktionsverdauung
(2.2.5.3) kohéasive Enden geschaffen und Aliquots zur Mengenabschitzung auf einem Agarose-Gel
aufgetrennt (2.2.5.9.1). Der Klonierungsvektor pBluescript SK- (Stratagene) wurde mit der fiinffa-
chen Menge DNA-Fragment und 1 U T4-DNA-Ligase (Boehringer) in 20 ul T4-DNA-Ligase-
Puffer (Boehringer) {iber Nacht bei Raumtemperatur ligiert.

2.2.5.7 Transformation von E. coli durch Elektroporation

SOB-Medium (je Liter) 20g Trypton
5g Hefeextrakt
0,5¢g NaCl
02¢g KCl1
pH 7,5
SOC-Medium 20 mM Glukose
20 mM MgCl,
in SOB-Medium
LB-Medium (je Liter) 10g Trypton
5¢ Hefeextrakt
10g NaCl
LB-Agar 15¢g Micro-Agar (Duchefa)
in LB-Medium
AIX-Agar (je Liter) 150 mg Ampicillin
47 mg Isopropyl-B-D-thio-galactopyranosid
(IPTG)
40 mg 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-
galactopyranosid (X-Gal) gelost in Di-
methylformamid
in LB-Agar

Alle Medien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert. Glukose, MgCl,, Ampicillin, IPTG
und X-Gal wurden nach dem Abkiihlen auf ca. 60 °C zugegeben.

Die Transformation von Bakterien zur Vermehrung von DNA-Fragmenten in Klonierungsvektoren
fiir die Herstellung von GroBenstandards und Sonden wurde nach Sharma und Schimke (1996,
verdndert) durchgefiihrt.

Zundchst wurden elektrokompetente Zellen vorbereitet. Dazu wurde eine Kolonie von
E. coli Stamm NMS522 {iber Nacht in 5 ml LB-Medium kultiviert. AnschlieBend wurden 500 ml
LB-Medium mit 2,5 ml Ubernachtkultur inokuliert und bei 37 °C bis zum Erreichen einer

optischen Dichte von 0,5-0,6 bei 600nm inkubiert. Es folgte eine Inkubation auf Eis fiir 30 min.
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Die Zellen wurden 15 min bei 2.000 x g und 4 °C sedimentiert (Rotor SLA 1500, Sorvall), auf Eis
in 125 ml eiskaltem H,O resuspendiert und erneut wie oben zentrifugiert. Sedimente wurden in
10 ml 10 % (v/v) Glycerin (steril) aufgenommen und 15 min bei 4.000 x g und 4 °C (Rotor SS34,
Sorvall) zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 0,5 ml 10 % (v/v) Glycerin (steril) aufgenommen
und in 55 pl-Aliquots bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

Fiir die Transformation wurde je ein Zell-Aliquot auf Eis aufgetaut und in Elektroporationskiivetten
mit 5 pl Ligationsansatz aus 2.2.5.6 versetzt. Nach vorsichtigem Durchmischen wurden die Zellen
im Elektroporator (Modell 2510, Eppendorf) fiir ca. 3-5 ms einer Spannung von 1800 V ausgesetzt
und sofort danach in 500 pl SOC-Medium aufgenommen und 1 h bei 37 °C unter Schiitteln inku-
biert. Hiervon wurden 10-200 pul Aliquots auf AIX-Agar ausplattiert und {iber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Kolonien, deren Zellen den Klonierungsvektor mit ligiertem DNA-Fragment (2.2.5.6) tragen,
erscheinen weif3, ist dagegen der Vektor ohne das Insert enthalten, zeigt die Kolonie eine bléuliche

Férbung.

2.2.5.8 Plasmid-Praparationen aus Bakterienkulturen

Losung A 50 mM Glukose

25 mM Tris-Cl pH 8,0

10 mM EDTA
Losung B 200 mM NaOH

1 % (w/v) SDS
Losung C 3iM Na-Acetat
pH 4,8

Losung D 100 mM Na-Acetat

50 mM Tris-Cl pH 8,3

Zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli wurden Einzelkolonien nach der Transformation (2.2.5.7)
in 3 ml LB-Medium (2.2.5.7) mit 150 mg Amipicillin pro Liter iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt
und anschlieBend aus 2 ml durch Zentrifugation fiir 1 min bei 18.000 x g geerntet. Nach Aufnahme
der Zellen in 200 ul Losung A und Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur wurden 400 pl
Loésung B und 300 pl Lésung C zugegeben und 15 min auf Eis inkubiert. Die Losung wurde 10 min
bei 18.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut 10 min bei 18.000 x g zentrifugiert und
die Plasmid-DNA durch Zugabe von 600 pl Isopropanol gefillt. Durch Zentrifugation (10 min,
18.000 x g) wurde diese sedimentiert, in 200 pl Losung D aufgenommen und durch Zugabe von
400 pl Ethanol erneut gefillt. Das nach anschlieBender Zentrifugation (10 min, 18.000 x g)

erhaltene Sediment wurde nach Trocknung in je 50 pl H,O mit 1 mg/ml RNase A aufgenommen.
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2.2.5.9 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

2.2.5.9.1 Native DNA Gelelektrophorese

TAE-Puffer 0,04 M Tris-Acetat pH 8,3
1 mM EDTA
Auftragspuffer 50 % (v/v) Glycerin

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Fiir die native DNA Gelelektrophorese wurden 1 oder 2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer bis zum
vollstdndigen Losen gekocht und 0,2 pug/ml Ethidiumbromid zugegeben. Nachdem die Gele in
vorbereiteten Geltrdgern ausgehértet waren, wurden die Proben mit 1/5 Volumen Auftragspuffer
versetzt und in die Taschen der Gele pipettiert. Die Auftrennung der Nukleinsduren erfolgte bei

80-100 V unter TAE-Puffer.

2.2.5.9.2 Denaturierende RNA Gelelektrophorese

10 x MOPS Puffer 200 mM MOPS
50 mM NaAcetat
10 mM EDTA
pH 7,0
5 x RNA Ladepuffer 160 pl gesittigte Bromphenolblau-Lésung
80 ul 500 mM EDTA
720 pl 37% (v/v) Formaldehyd
2 ml Glycerin
3 ml Formamid
3 ml 10 x MOPS Puffer
ad 10 ml H,O

Laufpuffer fiir RNA-Gele 100 ml
20 ml

10 x MOPS Puffer
37 % (v/v) Formaldehyd

ad 1000 ml H,O

Fiir die Gelelektrophorese von RNA unter denaturierenden Bedingungen fiir die Northern-Blot
Analyse (2.2.5.10) wurde Formaldehyd als Denaturanz eingesetzt. Fiir 1,5 %ige (w/v) Agarose
Gele wurden 750 mg Agarose in 45 ml H,O bis zum vollstindigen Losen gekocht. Nach Abkiih-
lung auf ca. 60 °C wurden 5 ml 10 x MOPS Puffer und 900 pl 37 % (v/v) Formaldehyd zuge-
mischt. Zur Visualisierung der Nukleinsduren wurde Ethidiumbromid in einer Konzentration von
0,2 ng/ml eingesetzt. Die Gele wurden in Geltrager gegossen, die zuvor durch mehrstiindiges
Einwirken von 0,1 % (w/v) SDS gereinigt wurden. Die RNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen
5 x RNA Ladepuffer versetzt und Sekundirstrukturen 15 min bei 65 °C denaturiert. Die Proben

wurden auf die Gele aufgetragen und unter Laufpuffer fiir RNA-Gele bei 50 V aufgetrennt.
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2.2.5.10 Hybridisierung von Nukleinsduren mit DIG-markierten Sonden
(Southern- und Northern Blot)
Fiir die Hybridisierung von Nukleinsduren mit DIG-markierten Sonden wurden RNA-Proben
(Northern Blot) nach 2.2.5.9.2 bzw. DNA-Proben (Southern Blot) nach 2.2.5.9.1 gelelektrophore-
tisch aufgetrennt. DNA-Proben wurden zunichst im Agarose-Gel nach 2.2.5.10.1 denaturiert.
AnschlieBend erfolgte der Kapillartransfer der Nukleinséduren auf Nylon-Membranen (2.2.5.10.2).
Die Detektion der gesuchten DNA oder RNA Sequenzen erfolgte mittels DIG-markierter Sonden
(2.2.5.10.3) und einem DIG-spezifischen Antikdrper, konjugiert mit alkalischer Phosphatase, mit

Hilfe eines Chemolumineszenz-Substrates (2.2.5.10.4).

2.2.5.10.1 Denaturierung von elektrophoretisch aufgetrennter DNA im Gel

Denaturierungslosung 0,5M NaOH
1,5M NaCl
Neutralisierungspuffer 0,5M Tris-Cl pH 7,5
,5M NaCl

Fiir die Denaturierung von DNA zu Einzelstringen nach der Gelelektrophorese (2.2.5.9.1) wurde
das betreffende Gel 2 x 15 min in Denaturierungslosung langsam geschiittelt. AnschlieBend wurde
2 x 15 min in Neutralisierungspuffer inkubiert. Das Gel wurde dann direkt fiir den Kapillartransfer

eingesetzt (2.2.5.10.2)

2.2.5.10.2 Kapillartransfer von Nukleinséduren auf Nylon-Membranen

20 x SSC 3IM NacCl
300 mM NaCitrat
pH 7,0

Zum Transfer elektrophoretisch aufgetrennter RNA (2.2.5.9.2) oder DNA (2.2.5.9.1) auf Nylon-
Membranen wurden die Agarose-Gele sowie die Nylon-Membranen zunéchst 5 min in 10 x SSC
dquilibriert. Unter Vermeidung von Luftblasen wurde die Transfer-Apparatur dann auf folgende

Weise zusammengebaut:

(oben)

Gewicht (ca. 200 g)

Handtuchpapier, trocken, ca. 5 cm hoher Stapel
Blotting Papier (Schleicher & Schuell), 3 Lagen
Nylonmembran (Hybond+, Amersham )

Agarose-Gel (enthélt die aufgetrennten Nukleinsduren)
Blotting Papier, 2 Lagen

iiberhdngendes Blotting Papier

Plastik-Klotz

(unten)
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Dieser Aufbau wurde so in eine Plastikschale, gefiillt mit 20 x SSC, gestellt, dass nur die tiberhin-
genden Enden der untersten Lage des Blotting Papieres in die Losung tauchten. Der Kapillartrans-
fer der Nukleinsduren wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Nukleinsduren
wurden dann durch UV-Bestrahlung mit 120 mJ (Stratalinker, Stratagene) auf den Nylon-
membranen fixiert, die danach direkt fiir die Detektion der Nukleinsduren (2.2.5.10.4) eingesetzt

wurden.

2.2.5.10.3 Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden

DIG (Digoxigenin)-markierte DNA-Sonden zur spezifischen Detektion von DNA- oder RNA-
Fragmenten wurden mit dem "DIG-High Prime"-Kit der Firma Roche nach Anleitung des Herstel-
lers synthetisiert. Als Vorlage wurde das TSWV-L3 N-Gen eingesetzt, welches als Produkt einer
PCR (2.2.5.5) mit den Oligonukleotid-Primern TSWV-N-ATG und TSWV-N-Ende (2.1.4) in das
Plasmid pBluescript SK- (Stratagene) kloniert worden war (2.2.5.6). Das Plasmid mit dem N-Gen
Fragment wurde in E. coli vermehrt, nach 2.2.5.8 aus den Zellen gewonnen, das Fragment daraus
durch Restriktionsverdau mit den Enzymen Hindlll und BamH1 ausgeschnitten, auf einem Agaro-
se-Gel (2.2.5.9.1) aufgetrennt und das ausgeschnittene Fragment iiber eine E.Z.N.A. Plasmid-
Miniprep Séule (peqLab) gereinigt. Es wurden 1 pg Vorlage in 16 pl H,O durch 10 miniitiges
Kochen denaturiert, auf Eis heruntergekiihlt und mit 4 pul DIG-High-Prime Reaktions-Mix versetzt.
Die Reaktion wurde nach 20 h bei 37 °C durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0) gestoppt
und die Markierungs-Intensitit nach Herstellerangaben durch Vergleich mit fertig markierten

Standards (Roche) ermittelt.

2.2.5.10.4 Detektion von DNA/RNA Sequenzen auf Nylon-Membranen

Waschpuffer 1 0,1 % (w/v) SDS
in 2 x SSC (2.2.5.10.2)
Waschpuffer 2 0,1 % (w/v) SDS
in 0,5 x SSC (2.2.5.10.2)
Maleinsdure-Puffer 0,1M Maleinsdure
0,15M NaCl

pH 7,5 (NaOH)

Blockierungslosung 2 % (W/v) "Blocking Reagent" (Roche)
in Maleinsdure-Puffer
Waschpuffer 3 0,3 % (v/v)  Tween20
in Maleinsdure-Puffer
Detektions-Puffer 0,1 M Tris-Cl
0,1 M NaCl

pH 9.5
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Zur sequenzspezifischen Detektion von DNA oder RNA auf Nylonmembranen wurden diese nach
dem Fixieren der Nukleinsduren (2.2.5.10.2) in 2 x SSC (2.2.5.10.2) angefeuchtet und in Hybridi-
sierungsrohren 30 min bei 65 °C (fiir RNA Proben) oder 50 °C (fiir DNA-Proben) bei langsamer
Drehung im Hybridisierungsofen (Compact Line OV4, Biometra) mit 8§ ml "DIG Easy Hyb"
Prahybridisierungspuffer (Roche) inkubiert. Fiir die Hybridisierung wurden 125 ng DIG-markierter
DNA-Sonde (2.2.5.10.3) in 5 ml vorgeheizte "DIG Easy Hyb" Losung gemischt und die Nylon-
Membranen darin iiber Nacht bei 65 °C (RNA-Proben) bzw. 50 °C (DNA-Proben) inkubiert.

Zum Entfernen unspezifisch gebundener Sonde wurden die Nylon-Membranen im nichsten Schritt
zweimal 5 min in Waschpuffer 1 und zweimal 15 min in Waschpuffer 2 bei der selben Temperatur,
die auch fiir die Hybridisierung verwendet wurde, gewaschen. Alle weiteren Schritte erfolgten bei
Raumtemperatur. Fiir die immunochemische Detektion der DIG-markierten Sonden wurden die
Nylon-Membranen anschlielend zunichst 30 min in Blockierungsldsung zur Abséttigung unspezi-
fischer Bindungsstellen inkubiert. Ein anti-Digoxigenin Antikorper-Konjugat (" Anti-Digoxigenin-
AP Fab fragments", Roche) wurde 1:10.000 in Blockierungslosung verdiinnt und die Nylon-
Membranen hierin 30 min inkubiert.  Unspezifisch gebundene Antikorper wurden durch
zweimaliges Waschen mit Waschpuffer 3 fiir je 15 min entfernt. Die Nylon-Membranen wurden
darauthin 5 min in Detektionspuffer édquilibriert und anschlieBend, flach auf einer Plastikfolie
liegend, flichendeckend mit ca. 1 ml "CDP-Star Ready-to-use" Chemolumineszenz-Substrat in
Detektions-Puffer (Roche) betrdufelt. Eine zweite Plastikfolie wurde auf die Membran gelegt,
wodurch die Substrat-Losung gleichméBig verteilt wurde. Nach 5 min Inkubation unter Lichtab-
schluss wurde die CDP-Star Losung herausgedriickt und die noch feuchte Membran in die Plastik-
tite eingeschweiflit. Unter Rotlichtbedingungen wurde ein Roéntgenfilm (Hyperfilm ECL,

Amersham) aufgelegt und nach 1-5 min Exposition entwickelt.

2.2.6 Protein-Techniken

2.2.6.1 Reinigung der Protein-Fraktion aus Pflanzenmaterial

Zur Reinigung der Protein-Fraktion aus Pflanzenmaterial wurde das peqGOLD TriFast-Reagenz
(peqLab) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. 100 mg Blattmaterial oder 5 x 10> Protoplasten
aus 2.2.4.6 wurden in 500 ul TriFast-Reagenz homogenisiert. Das Blattmaterial wurde zu diesem
Zweck im Reagenzgefal3 flir einige Sekunden in fliissigen N, getaucht und mit einem Plastikstab
zerstolen. Das Pflanzenmaterial wurde mit dem TriFast-Reagenz 20 sec intensiv gemixt und nach
5 min mit 100 ul CHCI; versetzt, erneut intensiv gemixt und 10 min bei Raumtemperatur belassen.
Eine anschlieBende Zentrifugation fiir 5 min bei 18.000 x g fiithrte zur Trennung der Phasen. Die

wissrige Phase wurde entfernt oder fiir spitere RNA-Extraktion aufbewahrt (2.2.5.1). Aus der
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organischen Phase sowie der Interphase wurde zunéchst die DNA durch Zugabe von 150 pl
Ethanol und Zentrifugation bei 2.000 x g und 4 °C fiir 5 min ausgeféllt. Zur Fallung der Proteine
wurden anschlieBend 750 ul Isopropanol zugegeben, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und
10 min bei 18.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Protein-Sedimente wurden dreimal mit je 1 ml
0,3 M Guanidin-HCl in 95 % Ethanol und abschlieBend mit 95 % Ethanol ohne Zusétze gewaschen
und getrocknet. Das Resuspendieren der Protein-Sedimente erfolgte iiber Nacht bei 4 °C in je 50 pl

2 x Probenpuffer (2.2.6.3).

2.2.6.2 Messung von Protein-Konzentrationen

Protein-Konzentrationen in Losungen wurden mit dem ,,BCA Protein Assay Kit“ von Pierce (USA)
nach Herstellerangaben im Mikrotiterplatten-Malstab bestimmt.

Es wurden jeweils 25 pl Probe mit 200 pl BCA-Arbeitsreagenz (50 Teile Reagenz A + 1 Teil
Reagenz B) in Mikrotiter-Kavernen gemischt. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurden die
Absorptionswerte von Proben und Standard (25 pg/ml bis 2000 pg/ml) bei 550 nm photometrisch

gegen Arbeitsreagenz mit 25 pl Wasser gemessen.

2.2.6.3 Gelelektrophorese von Proteinen

Probenpuffer (2 x) 20 mM Tris-Cl pH 8,0
2 mM EDTA
2 % (W/v) SDS
10 % (v/v) Mercaptoethanol
20 % (v/v) Glycerin
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Sammelgelpuffer (4 x) 0,5M Tris-Cl pH 6,8

0,04 % (w/v) SDS
Trenngelpuffer (4 x) I,5M Tris-Cl pH 8,3

0,04 % (w/v) SDS
Laufpufter 50 mM Tris-Cl pH 8,3

38 mM Glycin

0,01 % (w/v) SDS
Acrylamid/Bisacrylamid- 30 % (wW/v) Acrylamid
Stammldsung 2,7 % (w/v)  N,N-Methylenbisacrylamid

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte denaturierend nach der
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Methode (SDS-PAGE) von Laemmli (1970). Zum Gief3en
der Trenngele (12,5 %) wurden 18,75 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlosung mit 11,25 ml

Trenngelpuffer (4 x) vermischt und auf 44 ml mit H,O aufgefiillt. Zum Start der Polymerisation
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wurden 300 ul 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) und 30 ul Tetramethylethylendiamin
(TEMED) zugegeben, die Mischung in eine "Mighty Small" Kammer (Hoefer Scientific) gegossen
und mit H,O iiberschichtet. Nach dem Aushirten wurden die Sammelgele (4 %) wie folgt préipa-
riert: 650 pl Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung wurden mit 1,25 ml Sammelgelpuffer (4 x)
gemischt und mit HyO auf 5 ml aufgefiillt. Nach Zugabe von 50 ul 10 % (w/v) APS und 5 pl
TEMED wurde diese Losung zum Auspolymerisieren auf fertige Trenngele geschichtet. Durch
einen aufgesetzten Kamm entstandene Taschen im Sammelgel dienten spéter zur Aufnahme der
Proben, die zuvor zur Denaturierung mit 1 Volumen Probenpuffer versetzt und 5 min gekocht

wurden. Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter Laufpuffer bei 120 V.

2.2.6.4 Western Blot

Der Western Blot zum serologischen Nachweis von Proteinen nach der Gelelektrophorese wurde
nach Towbin et al. (1979) durchgefiihrt.

Die Proteine wurden zunéchst nach 2.2.6.3 in SDS-Polyacrylamid-Gelen nach Molekulargewicht
aufgetrennt und anschliefend nach 2.2.6.4.1 auf PVDF-Membranen iibertragen.

2.2.6.4.1 Elektrotransfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Blotting-Puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Unter Blotting-Puffer erfolgte der Zusammenbau der Bestandteile in folgender Reihenfolge
(PVDF-Membranen wurden zuvor 10 sec in 60 % (v/v) Methanol angefeuchtet):

(Kathode)

Kunststoffgitter

Schwamm

Blotting Papier (Schleicher & Schuell)
PVDF-Membran (0,45 pm, Roth)
SDS-Polyacrylamid-Gel nach Elektrophorese (2.2.6.3)
Blotting Papier

Schwamm

Kunststoffgitter

(Anode)

Die Ubertragung der Proteine auf die PVDF-Membran wurde iiber Nacht bei 10 V unter Wasser-
kiihlung in einer vertikalen Elektroblot-Kammer (Hoefer Scientific Instruments) in Blotting-Puffer

durchgefiihrt
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2.2.6.4.2 Serologische Detektion von Proteinen

Phosphat-gepufferte 137,0 mM NaCl
Kochsalzlosung mit 2,7 mM KCL
Tween 8,1 mM Na,HPO,
(PBS-T) 1,5 mM KH,PO,

0,05 % (v/v) Tween 20
Diaminobenzidin (DAB)- 50 mM Tris-Cl pH 7,5
Férbeldsung 0,03 % (w/v) NiCl,

0,035 % (v/v) H,0O,
1,67 mM 3,3-Diaminobenzidin' 4HCl

Fast Red-Puffer 02M Tris-Cl pH 8,0
2 mM MgCl,
Fast Red-Farbelosung 1 6 mg Naphtol AS-MX-Phosphat-Dinatriumsalz
in 15 ml H,O
Fast Red-Firbelosung 2 90 mg Fast Red TR Salz in 15 ml Fast Red Puffer

Unspezifische Bindungsstellen auf den Nitrocellulose- (2.2.6.5) oder PVDF-Membranen (2.2.6.4.1)
wurden zundchst durch 30 miniitige Inkubation in PBS-T mit 5 % (w/v) Magermilchpulver
blockiert. Die spezifische Markierung der gesuchten Proteine wurde durch Inkubation der Memb-
ran in PBS-T mit 1 % (w/v) Magermilchpulver sowie dem jeweils passenden Antikorper (2.1.5) fiir
1-2 h erreicht. Die genaue Inkubationszeit und Arbeitskonzentration wurde fiir jeden Antikorper in
Vorversuchen individuell ermittelt. Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min in PBS-T wurden die
Membranen fiir 1 h in PBS-T mit 1 % (w/v) Magermilchpulver sowie einem geeigneten anti-
Immunglobulin Antikdrper-Konjugat (anti-Kaninchen-Peroxidase bzw. anti-Maus-Alkalische
Phosphatase, Sigma) in einer Konzentration nach Herstellerangaben inkubiert. Es wurde erneut
dreimal in PBS-T gewaschen.

Bei Benutzung eines Peroxidase-Konjugates erfolgte das Anfarben der markierten Proteine durch
Inkubation der Membran in Diaminobenzidin-Farbelosung.

Wurde anti-Maus-Alkalische Phosphatase als zweiter Antikorper eingesetzt, so wurden Fast Red-
Férbelosung 1 und 2 getrennt angesetzt und nach vollstaindigem Ldsen der Salze zu gleichen Teilen
zusammengegeben. In dieser Losung wurde die Membran bis zur Erkennbarkeit einer spezifischen

Férbung inkubiert.

2.2.6.4.3 Unspezifische Fdarbung von Proteinen auf PVDF-Membranen

Coomassie-Farbelosung 0,2 % (w/v) Coomassie-Brillantblau R250
50 % (v/v) H,O
40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Eisessig
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Coomassie-Entfarbelosung 50 % (v/v) H,O
40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Eisessig

Die Coomassie-Farbelosung wurde iiber einen Faltenfilter gegeben. PVDF-Membranen mit gebun-
denen Proteinen wurden nach Gelelektrophorese (2.2.6.3) und Elektrotransfer (2.2.6.4.1) 15 min in
Coomassie-Farbelosung inkubiert. Nicht an Protein gebundener Farbstoff wurde durch Waschen
der Membran in Coomassie-Entfarbeldsung fiir 15 min, unter mehrmaligem Wechsel der Entféarbe-

16sung, entfernt (nach Weber und Osborn, 1969, verandert).

2.2.6.5 Spezifischer Nachweis von Proteinen in Gewebeabdriicken von
Pflanzen (Tissue Print Inmunoblot)
Fiir Nachweis und Lokalisierung von Proteinen in Pflanzen wurden die zu untersuchenden Gewebe
quer oder lings mit einer frischen Rasierklinge geschnitten und die Schnittfliche leicht auf eine
Nitrocellulose-Membran (0,45 um, Roth) gedriickt (ca. 2 sec). Blitter wurden hierzu zunéchst
parallel zur Mittelrippe eingerollt, quer geschnitten und in gerollter Form auf die Membran ge-
driickt. Die Membranen konnten ohne Verlust der Detektierbarkeit trocken eingeschweiflt fiir
mehrere Tage bei 4 °C aufbewahrt werden. Die immunochemische Detektion der Proteine erfolgte

nach 2.2.6.4.2.

2.2.6.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Beschichtungspuffer 15 mM Na,COs
35 mM NaHCO;
pH 9,6

Phosphat-gepufferte 137,0 mM NaCl

Kochsalzlosung + Tween 2,7 mM KCL

(PBS-T) 8,1 mM Na,HPO,
1,5 mM KH2PO4
0,05 % (v/v) Tween 20

Probenpuffer 2% (w/v) Polyvinylpyrolidon (PVP)

in PBS-T
Konjugatpuffer 0,2 % (w/v) Eialbumin

in Probenpuffer

Substratpuffer 9,7 % (w/v)  Diethanolamin
pH 9,8 mit HCI

Der Nachweis von Proteinen im nativen Zustand wurde mit Hilfe des "Triple Antibody-Sandwich

Enzyme-linked Immunosorbent Assay" (TAS-ELISA) durchgefiihrt.
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Die Beschichtung der Kavernen von Mikrotiterplatten ("Medium-Binding", Greiner) erfolgte tiber
Nacht bei 4 °C mit einer 1:1000 Verdiinnung der IgG-Fraktion eines Hiithner-Antikorpers gegen
TSWYV N-Protein (2.1.5). Freie Bindungsstellen wurden durch eine 30 miniitige Inkubation mit
PBS-T + 2 % (w/v) Magermilchpulver abgesittigt. Die in Probenpuffer homogenisierten Pflanzen-
proben wurden in einem Volumen von je 100 pl in je zwei Parallel-Ansétzen iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T wurde zunichst {iber Nacht bei 4 °C mit einer
1:500 Verdiinnung von Antiserum AS-8349 (2.1.5) in Konjugatpuffer inkubiert. Es folgte eine
Inkubation mit dem Konjugat "Anti-Kaninchen-Alkalische Phosphatase" (Sigma) in einer Verdiin-
nung von 1:5000 fiir 1,5 h bei 37 °C. Fiir die Farbreaktion wurde 1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat
in Substratpuffer bis zum Erreichen einer sichtbaren Gelbfarbung in den Kavernen bei 37 °C
inkubiert. Die Absorptionen der einzelnen Kavernen wurden bei 405 nm gegen Blindproben (nur
Puffer) und eine Referenzwellenldnge von 630 nm im MRS5000 Mikrotiterplatten-Photometer
(Dynatech) gemessen.

In allen Fillen wurden 100 pl Losung pro Kaverne eingesetzt, Ausnahme war der Blockierungs-
schritt mit 200 pl pro Kaverne. Zwischen allen Schritten wurde jeweils dreimal 5 min mit PBS-T

gewaschen.

2.2.6.7 Reinigung der IgG-Fraktion von Antiseren

0,5 x Phosphat-gepufferte 68,5 mM NaCl
Kochsalzlosung 1,35 mM KCL
(0,5 x PBS) 4,05 mM Na,HPO,

0,75 mM KH2P04

Zur Reinigung der IgG-Fraktion nach Clark und Adams (1977) wurden 0,5 ml Antiserum mit
4,5 ml H,O verdiinnt und anschlieBend 5 ml geséttigte Ammoniumsulfat-Losung tropfenweise
zugegeben. Nach 1 h Prézipitation wurde die Losung 10 min bei 1.100 x g zentrifugiert und das
Sediment in 2 ml 0,5 x PBS resuspendiert. Diese Losung wurde 2 x 30 min und 1 x {iber Nacht
gegen 0,5 x PBS dialysiert.

Eine 4 cm hohe DEAE-Cellulose-Séaule mit 1 cm Durchmesser wurde iiber der Ausflusséffnung
mit einer Fritte versehen, mit 0,5 x PBS gespiilt, mit resuspendierter DEAES52-Cellulose (Serva-
cell) 4 cm hoch gefiillt und mit 0,5 x PBS dquilibriert. Die dialysierte Antikérper-Losung wurde
iiber die Sdule gegeben und in 0,7 ml-Fraktionen gesammelt. Die Fraktion mit der hochsten photo-
metrischen Absorption bei 280 nm wurde auf eine ODsgp,, von 1,4 mit 0,5 x PBS eingestellt, was
einem Proteingehalt von 1 mg/ml entspricht. Diese Losung war die IgG-Fraktion des Serums und

wurde bei 4 °C gelagert.
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2.2.7 Computergestiitzte Auswertung von Nukleinsdure- bzw. Protein-
banden nach Elektrophorese oder Western Blot

Fiir die Quantifizierung von Nukleinsdure oder Protein in Banden nach der Elektrophorese bzw.
dem Western Blot (im Falle der Proteine), wurde das PC-Programm ,,ImageMaster 1D Prime
Version. 3.00“ von NonLinear Dynamics Ltd. (USA) genutzt. Die Bahnen auf dem eingescannten
Gel oder Blot wurden jeweils manuell definiert und der unspezifische Hintergrund mit der Methode
»Rolling Disc* (Durchmesser: 50) abgezogen. Das Programm gibt die Pixel-Dichten des Bildes
iiber die Lénge der jeweiligen Bahn als Profil aus, die dabei entstehenden Peaks wurden manuell
den jeweiligen Banden zugeordnet und die zugehorige Flache unter dem Profil vom Programm
durch Integration errechnet. Diese Werte werden im Folgenden als ,,Banden-Intensititen® bezeich-

net.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der transgenen Tabak-Linien XL 4.24,
XL 7.1, XL 8.28, XL 14.1 und X 15.1

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenspezies handelt es sich um Nicotiana tabacum L.,
Kultivar Samsun NN. Diese wurden im Falle der Linien XL 4.24, XL 7.1, XL 8.28 und XL 14.1
mit einem Konstrukt bestehend aus dem vollstindigen N-Protein Gen von TSWV-L3 (1.2)
inklusive einer vorgeschalteten Leader-Sequenz transformiert, diese werden als XL-N Konstrukte
bezeichnet. Die Linie X 15.1 beinhaltet hingegen lediglich das N-Protein Gen ohne einen Leader
(N-Konstrukt). Die Transformation erfolgte nicht im Zuge dieser Arbeit.

Eine detailliertere Erlduterung der Konstrukte befindet sich in Abschnitt 2.1.1.

Die verschiedenen Tabak-Linien wurden zunédchst hinsichtlich folgender Aspekte untersucht:
e Analyse der Nukleinsduresequenzen der Konstrukte zur Bestimmung moglicher
Start-Codons
e Integrationshéufigkeit des Transgens in das pflanzliche Genom
e Transkription transgener mRNA: Groflenvergleich und Mengenbestimmung
e Expression des rekombinanten XL-N- bzw. N-Proteins: Bestimmung des tatsichlich
genutzten Start-Codons, der Lage des XL-Leader-Peptids im Protein und Verteilung und

Menge des Proteins im Blatt

3.1.1 Computergestitzte Sequenz-Analysen der Konstrukte

Durch Analyse der Nukleinsduresequenz des XL-N-Konstruktes mit dem Programm ,,DNAman
Version 2.71¢ (Lynnon-Biosoft) wurden drei mdgliche Start-Codons (AUG) auf der transgenen
mRNA lokalisiert und die Molekulargewichte der jeweiligen Translationsprodukte errechnet. Diese
Informationen sind in Tab. 1 angegeben. Neben dem Wildtyp-N-Protein (28,9 kDa) kénnten dem-
nach theoretisch zwei Fusionsprodukte aus Leader-Sequenz-Anteilen und dem TSWV N-Protein
translatiert werden. Diese werden im folgenden als "groBe Fusion" (ab Pos. 36, Molekulargewicht
35,7 kDa) und "kleine Fusion" (ab Pos. 147, Molekulargewicht 31,4 kDa) bezeichnet.

Die Positionen der Start-Codons sowie die moglichen Translationsprodukte sind auch bereits in der
grafischen Ubersicht iiber das Konstrukt in Abb. 2 in Abschnitt 2.1.1 enthalten.

Da die ersten beiden Start-Codons in der PPV-Leader-Sequenz liegen, fehlen sie im N-Konstrukt
der Linie X 15.1, die demnach lediglich das Wildtyp-N-Protein mit einem Molekulargewicht von

28,9 kDa exprimieren kann.
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Tab. 1: Sequenzanalyse des XL-N-Konstruktes zur Auffindung moglicher AUG-Sart-Codons. Eine
Ubersicht {iber die Konstrukte befindet sich in Abb. 2 (Abschnitt 2.1.1).

Position des

Start-Codons Molekular-
innerhalb der gewicht des
Nukleinsiure- Linge der resultierenden
sequenz des XL-  Nukleinsiiure- Proteins
Bezeichnung Start-Codon  N-Konstruktes' sequenz [bp] [kDa]
GrofB3e Fusion 1. AUG im 36 957 35,7
PPV-Leader
Kleine Fusion 2. AUG im 147 846 31,4
PPV-Leader
Wildtyp N-Prot.  AUG des 216 777 28,9
TSWYV N-Gens

'Die Zihlung beginnt hier mit dem 1. Nukleotid der PPV-Leader-Sequenz des XL-N-Konstruktes.

3.1.2 Bestimmung der Integrationshaufigkeit des Transgens in das
pflanzliche Genom

Mit Hilfe des Southern Blot Verfahrens nach 2.2.5.10 wurde die Héufigkeit der Integration des
Transgens in das Genom der verschiedenen Tabak-Linien bestimmt. Dazu wurde Gesamt-DNA
nach 2.2.5.2 gewonnen und mit dem Restriktionsenzym Hindlll verdaut (2.2.5.3). HindllI besitzt
keine Erkennungsstellen innerhalb der Sequenz des TSWV N-Gens und der Leader-Sequenz. Die
genaue GroBe der resultierenden Fragmente héngt folglich von den Positionen der jeweils benach-
barten Hindlll-Schnittstellen ab und ist daher vom Ort der Integration in das Genom abhéngig.
Eine Mehrfachintegration des Konstruktes sollte also im Southern-Blot-Verfahren nach 2.2.5.10 zu
mehreren Banden fiihren.

Das Ergebnis der Southern-Blot-Analyse ist in Abb. 3 zu sehen. Aufgetragen wurden jeweils 60ug
Gesamt-DNA nach Hindlll-Verdau. Hybridisiert wurde mit einer DIG-markierten DNA-Sonde
(2.2.5.10), bestehend aus der durch die Primer TSWV-N-ATG und TSWV-N-Ende eingegrenzten
Sequenz des TSWV N-Gens (2.1.4). Der eingesetzte Grofenstandard wurde durch Pvull- bzw.
BamH]I1/HindlII-Verdau von Plasmid pBluescript SK- (Stratagene) mit dem TSWYV N-Gen als
Insert hergestellt. Alle detektierten Fragmente sind groBer als ca. 1300 bp. Da das TSWV N-Gen
mit vorgeschaltetem PPV-Leader 1017 bp lang ist, beinhalten all diese Fragmente jeweils ein
mindestens 300 bp groBes Stlick ihrer Umgebung. Die Linien XL 4.24, XL 7.1, XL 8.28 und
X 15.1 zeigten jeweils nur eine Bande, enthalten also jeweils nur eine Kopie des Konstruktes in
ihrem Genom. Bei der Linie XL 14.1 wurden hingegen zwei Banden detektiert, hier ist das Kon-

strukt folglich an zwei Stellen in das Genom integriert.
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Abb. 3: Southern Blot von je 60ug Gesamt-DNA aus Pflanzen der transgenen
Linien nach Verdau mit dem Restriktionsenzym HindlIII. Detektiert wurde mit einer
DIG-markierten DNA-Sonde gegen das N Gen aus TSWV-L3.
I=nicht-transgene Kontrolle, 2=XL 4.24, 3=XL 7.1, 4=XL 8.28, 5=XL 14.1,
6=X 15.1, 7=Marker 1 (849bp), 8=Marker 2 (1282bp). Detektiert wurde mit einer
DIG-markierten DNA-Sonde gegen das N Gen aus TSWV-L3.

3.1.3 Nachweis und Quantifizierung der transgenen mRNA

Um einen Nachweis sowie einen Mengen-Vergleich der transgenen mRNA in den unterschied-
lichen Linien zu ermoglichen, wurde diese mit den Methoden der RT-PCR (2.2.5.5), gemeinsam
mit Aktin-Gen-mRNA als internem Standard, amplifiziert und die Intensitéten der resultierenden
Banden nach der Gelelektrophorese (2.2.5.9) mit dem Computer ausgewertet (2.2.6.7). Es erfolgte
je eine Probennahme von je zwei Pflanzen aller transgenen Linien im 3- und 7-Blatt Stadium. Im
3-Blatt Stadium wurden die Pflanzen als Ganzes aufgearbeitet, wohingegen im 7-Blatt Stadium
jeweils das 1. und das 5. Blatt von oben getrennt untersucht wurden. Von jeder dieser Proben
wurden je einmal 500 und einmal 100 ng Gesamt-RNA nach 2.2.5.1 fiir die Herstellung von cDNA
(2.2.5.4) verwendet. Von jeder dieser cDNA-Proben wurden anschlielend zwei parallele PCR-
Ansitze hergestellt (2.2.5.5).

Um die Werte vergleichen zu kdnnen, wurden alle Proben gleichzeitig in die RT-PCR eingesetzt.
Dazu wurde jeweils ein Reaktionsmix vorbereitet, aus dem alle Einzelreaktionen angesetzt wurden.
Alle PCR-Reaktionsschritte wurden gleichzeitig in demselben Thermocycler durchgefiihrt. Fiir die
Gelelektrophorese (2.2.5.9.1) wurden die Agarose-Gele parallel aus einem gemeinsamen Ansatz
gegossen, um auch hier Unterschiede zu vermeiden.

Die Banden-Intensititen wurden nach der Elektrophorese mit der unter 2.2.7 beschriebenen Soft-
ware bestimmt. Die Intensititen der N-Gen mRNA-Banden wurden auf die Intensititen der Aktin-
Gen mRNA-Banden der selben Probe bezogen. Die so erhaltenen relativen N-Gen mRNA-Mengen
sind in Abb. 4 durch die Langen der Blatter der schematisch dargestellten Pflanzen dargestellt.
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Wihrend die Linien XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28 kaum Unterschiede zwischen der N-Gen mRNA

Konzentration im 3-Blatt Stadium und dem obersten Blatt des 7-Blatt Stadiums aufweisen, wurden

fir die Linien XL 14.1 und X 15.1 eine sehr deutliche Abnahme der mRNA-Konzentration vom

3- zum 7-Blatt Stadium festgestellt. Weisen diese beiden Linien im 3-Blatt Stadium noch ca. 5fach

héhere mRNA Gehalte auf als die iibrigen Linien, so ist im 7-Blatt Stadium nur noch die ca.

1,5fache Menge mRNA in den Pflanzen der Linie XL 14.1 im obersten Blatt im Vergleich zu den

iibrigen Linien zu finden. In den dlteren Blittern (5. Blatt von oben) wurde in diesem Stadium stets

eine geringere Konzentration transgener mRNA gefunden als in den jungen, obersten Bléttern.

0,18 0,17 0,09 1,00 0,82
< Q p \/
XL 4.24 XL 7.1 XL 8.28 XL 14.1 X 15.1

Probennahme 1: 3-Blatt Stadium, nicht nach Bléttern getrennt

X1. 4.24 XL 7.1 XL 8.28 XL 14.1 X 15.1

Probennahme 2: 7-Blatt Stadium, nur 1. und 5. Blatt von oben untersucht (nicht untersuchte
Blatter durch gestrichelte Linien angedeutet)

Abb. 4: Schematische Darstellung der Mengen transgener mRNA (N- bz.w XL-N-Gen) in
verschiedenen Stadien der transgenen Linien XL 4.24, XL 7.1, XL 8.28 XL 14.1 und
X 15.1. Das Verhiltnis von transgener mRNA zu Aktin mRNA, bezogen auf den Wert fiir
XL 14.1 (=1) bei Probennahme 1, ist durch die Léngen der schematisch dargestellten Bldtter
der Pflanzen repréisentiert und als Zahlenwert angegeben. Alle Werte wurden durch RT-PCR
und computergestiitze Bild-Auswertung gewonnen. Gestrichelte Linien deuten Blitter an, die
nicht getestet wurden. Angegeben sind die Mittelwerte aus je zwei Messungen.
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3.1.4 Nachweis des GroBenunterschiedes zwischen XL-N- und
Wildtyp-N-mRNA

Es wurde gepriift, ob die Konstrukte mit und ohne Leader-Sequenz auch zur Transkription unter-
schiedlich groler mRNAs fiihren. Hierfiir wurden die Linien XL 8.28, und XL 14.1 (beide beinhal-
ten die Leader-Sequenz) sowie die Linie X 15.1 (ohne Leader-Sequenz) ausgewihlt. RNA der
nicht-transgenen Kontroll-Pflanzen wurde zusitzlich als Negativ-Kontrolle eingesetzt. Je 8ug
Gesamt-RNA (2.2.5.1) aus 4 Wochen alten Pflanzen wurden durch denaturierende
Agarose-Gelelektrophorese (2.2.5.9) aufgetrennt. Die Detektion der transgenen mRNA im
Northern Blot erfolgte nach 2.2.5.10. Als Sonde wurde DIG-markierte DNA (2.2.5.10), bestehend
aus der durch die Primer TSWV-N-ATG und TSWV-N-Ende eingegrenzten Sequenz des
TSWYV N-Gens (2.1.4) verwendet.

Abb. 6 zeigt das Ergebnis der Detektion. Die Pflanzen der Linie X 15.1 (Konstrukt ohne
Leader-Sequenz) transkribieren erwartungsgemif3 eine kiirzere rekombinante mRNA als die
Pflanzen der Linien XL 8.28 und XL 14.1, die das Konstrukt mit Leader beinhalten. In den
RNA-Extrakten aus Pflanzen der nicht-transgenen Kontrolle konnte keine rekombinante mRNA

nachgewiesen werden.

: ~XL-N
” — Wildtyp-N

Abb. 6: Northern Blot von je 8ug Gesamt-RNA. Die Detektion erfolgte mit einer DIG-markierten
DNA-Sonde gegen das N-Gen aus TSWV-L3. Der GroBenunterschied zwischen XL-N- und
Wildtyp-N-mRNA (siche Beschriftung rechts) ist deutlich erkennbar.

1=nicht-transgene Kontrolle, 2=XL 8.28, 3=XL 14.1, 4=X 15.1, 5=Positiv-Kontrolle (TSWYV aus
systemisch erkranktem Tabak)
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3.1.5 Untersuchungen des rekombinanten Proteins

Die Expression des rekombinanten Proteins in den transgenen Linien wurde nach folgenden
Gesichtspunkten untersucht:
e Verwendung der drei moglichen Start-Codons in vivo in den Linien XL 4.24, XL 7.1,
XL 8.28 und XL 14.1
e Expression der Leader-Sequenz des XL-Konstruktes (Leader-Peptid) und dessen Lage
innerhalb des rekombinanten Proteins im nativen Zustand
e Verteilung von rekombinantem Protein im Blatt
e Mengenbestimmung des rekombinanten Proteins in Pflanzen in Abhéngigkeit von

Blattetage und Pflanzenalter

3.1.5.1 Verwendung der Start-Codons fiir die Expression des rekombinanten
Proteins in Pflanzen der verschiedenen Tabak-Linien

Die XL-N-Konstrukte verfiigen nach Tab. 1 in Abschnitt 3.1.1 iiber drei mogliche Start-Codons zur
Initiierung der Translation, wodurch drei verschieden groBe rekombinante Proteine exprimiert
werden konnten. Hierbei handelt es sich um die beiden Start-Codons im Bereich der
Leader-Sequenz, die zur Expression von 35,7 kDa (groBe Fusion) bzw. 31,4 kDa (kleine Fusion)
groflen Proteinen fithren wiirden sowie das Start-Codon des N-Gens, das die Expression eines
28,9 kDa groBlen Proteins bewirken wiirde. Letzteres wére identisch mit dem nativen TSWV
N-Protein.

Um festzustellen, welches dieser drei moglichen Start-Codons jeweils von den Pflanzen genutzt
wird, wurden Proteinextrakte (2.2.6.1) gemeinsam mit einem Protein-GroBenstandard auf einem
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel (12,5%) elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitro-
cellulose iibertragen (2.2.6.3 und 2.2.6.4.1). Die rekombinanten N-Proteine wurden mit dem Anti-
serum AS-0580 (2.1.5) detektiert. Die Banden des GroBenstandards wurden mit einer
Coomassie-Brillantblau-Féarbung sichtbar gemacht (2.2.6.4.3). Das Ergebnis zeigt Abb. 6.

Die Laufstrecken aller Groflenstandards sowie der spezifisch detektierten XL-N- und Wildtyp-
N-Protein Banden wurden ausgemessen und eine logarithmische Regressionskurve der Laufstre-
cken der GroBenstandard-Banden mit den Molekulargewichten 45,0, 31,0, 21,5 und 14,4 kDa
erstellt. Aus der Gleichung der sich ergebenden Regressionskurve und den Laufstrecken der
Banden von XL-N- und Wildtyp-N-Protein konnten deren Molekulargewichte errechnet werden,

sie sind in Tab. 2 aufgefiihrt.
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12 3 4 5 6 7 8 91011

' ' - 45,0 kDa

XL-N - - )
Wildtyp-N — - '.. 31,0 kDa

u-—

. . -21,5 kDa

- Y. -144kDa

Abb. 6: Western Blot und Coomassie-Brillantblau-Férbung zur GréBenbestimmung
der  rekombinanten =~ N-Proteine in den  transgenen  Tabak-Linien.
1 und 2=Marker, 3=nicht-transgene Kontrolle, 4=XL 4.24, 5=XL 7.1, 6=XL 8.28,
7=XL 14.1, 8=X15.1, 9=TSWV-L3 aus Tabak-Pflanze, 10 und 11=Marker.
Die XL-N und Wildtyp-N Banden sind markiert. Die mit ,,u* markierten Banden
sind auf eine unspezifische Reaktion des Serums mit Pflanzensaft zuriickzufiihren
und treten auch bei gesunden, nicht-transgenen Pflanzen auf (Bahn 3)

Tab. 2: Molekulargewichtsbestimmung von Fusionsprotein und Wildtyp-N-Protein nach SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese.

Gemessenes Molekular-

gewicht der N-Protein Demzufolge verwendetes
Probe Bande [kDa] Start-Codon
Linien XL 4.24, XL 7.1, 31,0 2. AUG im PPV-Leader (Pos. 147)
XL 8.28 und XL 14.1
Linie X 15.1 28,8 AUG des TSWV N-Gens
Virales TSWV N-Protein' 28,8° AUG des TSWV N-Gens

" Aus systemisch mit TSWV-L3 infizierter N. tabacum cv. Nevrokop Pflanze
2 Theoretisch zu erwartendes Molekulargewicht von TSWV N-Protein: 28,9 kDa (Isolat L3, nach Maiss et al., 1991)

3 Aus Aminosiuresequenz errechnetes Molekulargewicht: 31,4 kDa

Es zeigte sich, dass alle Linien mit dem XL-Konstrukt ein rekombinantes N-Protein mit einem
Molekulargewicht von 31,0 kDa exprimieren. In diesen Linien wird folglich die ,,kleine Fusion®,
beginnend mit dem 2. AUG-Codon der PPV-Leader-Sequenz, exprimiert. Dieses Protein wird im
Folgenden als ,,XL-N-Protein“ bezeichnet. Das errechnete Molekulargewicht dieses Fusions-
proteins betrdgt 31,4 kDa. Das rekombinante N-Protein der Linie X 15.1, die keine Leader-Sequenz
beinhaltet, unterscheidet sich in seiner Grofle nicht von viralem N-Protein, hierfiir wurde ein
Molekulargewicht von 28,8 kDa bestimmt. Das aus der Aminosduresequenz abgeleitete

Molekulargewicht des Proteins betrdgt 28,9 kDa (Maiss ef al., 1991).
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Abb. 7: Western Blot mit Proben aller transgenen Tabak-Linien, detektiert wurde
mit Antiserum AS-0580 gegen TSWV N-Protein.

1=Marker, 2=XL 4.24, 3=XL 7.1, 4=XL 8.28, 5=XL 14.1, 6=X 15.1, 7=TSWV-L3
aus Tabak-Pflanze.

In den Bahnen 2 und 5 zeigen sich deutliche Doppelbanden. Die untere Bande
(Pfeile) lauft dabei auf der Hohe der Wildtyp-N Bande in den Bahnen 6 und 7.

In einem Fall konnten bei den Tabak-Linien XL 4.24 und XL 14.1 auch Fusionsprodukt (XL-N)
und Wildtyp-N-Protein in der gleichen Probe gefunden werden (4bb. 7). Doppelbanden aus
Fusionsprodukt und Wildtyp N-Protein sind hier nur bei den Extrakten aus Pflanzen der Linien
XL 4.24 und XL 14.1 erkennbar. Mit der unter 2.2.6.7 beschriebenen Computer Software wurden
die ungefdhren Anteile von XL-N- und Wildtyp-N-Protein an der Gesamtmenge detektierten
N-Proteins errechnet und in Tab. 3 aufgefiihrt. Das Wildtyp-N-Protein machte bei der Linie
XL 4.24 20% und bei XL 14.1 30% der insgesamt gemessenen Menge rekombinanten Proteins aus.

In den Pflanzen der Linie XL 7.1 und XL 8.28 wurde kein Wildtyp-N-Protein gefunden.

Tab. 3: Anteile von XL-N-Fusionsprotein und Wildtyp-N-Protein an der Gesamt N-Protein Menge
in Blattmaterial der transgenen Linien. Die Anteile wurden aus dem Western Blot in Abb. 7 mit der
unter 2.2.7 beschriebenen Methode errechnet.

Tabak-Linie rekombinantes Protein Anteil [%]*
XL-N 80
XL 4.24 Wildtyp-N 20
XL-N 100
XL71 Wildtyp-N 0
XL-N 100
XL 8.28 Wildtyp-N 0
XL-N 70
XL 14.1 Wildtyp-N 30
XL-N 0
X151 Wildtyp-N 100

"Anteil an Gesamt N-Protein (Summe aus XL-N und Wildtyp-N)
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3.1.5.2 Nachweis des Leader-Peptids im nativen Zustand

Nachdem die Translation des Leader-Peptids bereits durch denaturierende Techniken im Western
Blot gezeigt worden war (3.1.5.1), sollte nun auch die Detektierbarkeit dieses Peptids im nativen
Zustand tiberpriift werden. Dies sollte Aufschluss dariiber geben, ob das Leader-Peptid im Fusions-
protein nach auflen zuginglich oder im Innern versteckt vorliegt.

Zu diesem Zweck wurde ein TAS-ELISA nach 2.2.6.6 durchgefiihrt. Blatter von Pflanzen aller
Linien im 3-Blatt Stadium wurden in 20 Volumen Probenpuffer homogenisiert. N-Protein wurde in
den Kavernen mit Hilfe eines Anti-TSWV-N Hiihner-Serums gebunden und mit dem Antiserum
AS-8349 detektiert, welches das Leader-Peptid erkennt (2.1.5). Die relativen XL-N-Protein Men-
gen sind in Abb. 8 gezeigt.

Durch die in allen Proben von XL-Linien mégliche Detektion des Leaders im nativen Zustand
wurde bewiesen, dass das resultierende Leader-Peptid aus dem rekombinanten XL-N-Protein
herausragt, da nur so eine Detektion im nicht-denaturierten Zustand moglich ist. Zudem wurde auf
diese Weise eine zweite, unabhéngige, Bestdtigung erbracht, dass der Leader-Anteil des XL-N

Konstruktes tatsdchlich translatiert wird.
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Abb. 8: Detektion des Leader-Peptid im nativen Zustand des rekombinanten XL-N-Proteins.
Angegeben sind die relativen TAS-ELISA Werte, erhalten mit dem Antiserum 8349 gegen
das Leader-Peptid, in Proben aus Pflanzen im 3-Blatt Stadium..
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3.1.5.3 Verteilung von rekombinantem XL-N-Protein im Blatt

Es wurde untersucht, ob ein bestimmtes Verteilungsmuster von rekombinantem XL-N-Protein im
Blattgewebe der Linien XL 4.24, XL 7.1, XL 8.28 und XL 14.1 vorliegt, oder ob dieses im gesam-
ten Blattbereich in einheitlicher Menge zu finden ist. Wiirde das rekombinante Protein, moglicher-
weise durch einen Einfluss der Leader-Sequenz, nur in bestimmten Zelltypen und Geweben
exprimiert werden, so hétte dies entscheidenden Einfluss auf die Moglichkeiten zur Interaktion des
Proteins mit den replizierenden Viren und damit auf den Resistenzmechanismus.

Nach 2.2.6.5 wurden Gewebe-Abdriicke von Blattmaterial angefertigt. Hierzu wurden junge
Pflanzen im 4-Blatt-Stadium ausgewdhlt, da in diesem Stadium rekombinantes Protein noch in
allen Linien in gut detektierbarer Menge enthalten ist (vergl. 3.1.5.4).

Transgenes Fusionsprotein wurde mit Hilfe des Antiserum AS-8349 detektiert, welches das Lea-
der-Peptid erkennt (2.1.5). Durch Inkubation mit dem Konjugat "anti-Kaninchen-Alkalische
Phosphatase" (Sigma) und Férbung mit FastRed-Losung (2.2.6.5) wurden die XL-N-Proteine auf
den Gewebe-Abdriicken sichtbar gemacht. Sie sind als rotliche Farbung auf den Membranen in
Abb. 9 erkennbar.

In der nicht-transgenen Kontrolle sowie im Blatt der Linie X 15.1, die nur Wildtyp N-Protein
exprimiert, zeigt das Serum AS-8349 erwartungsgemél keine Reaktion. In den Linien XL 4.24,
XL 7.1 und XL 8.28 zeigt sich eine einheitliche Rotfarbung im gesamten Blattgewebe. Das
rekombinante Protein ist also in allen XL-Linien im gesamten Blattgewebe in einheitlichen

Mengen vorhanden und zeigt keine Gewebespezifitit.
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Abb. 9: Verteilung von XL-N-Protein in den Geweben der transgenen Linien.

Gezeigt sind Querschnitte von Blittern der transgenen Tabak-Linien sowie der nicht-
transgenen Kontrolle im 4-Blatt-Stadium, die auf Nitrocellulose-Membranen iibertragen und
mit Antiserum 8349 gegen XL-N Protein detektiert wurden (rote Flachen).
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3.1.5.4 Mengenbestimmung des rekombinanten N-Proteins in Pflanzen in
Abhangigkeit von Blattetage und Pflanzenalter
Die Konzentration von rekombinantem N-Protein (XL-N bzw. Wildtyp-N) im Blatt in Abhéngig-
keit von Blattetage und Alter der Pflanze sollte mit dem Ziel untersucht werden, eine mdgliche
Korrelation zwischen der Menge rekombinanten Proteins und der Qualitit der Resistenz der
verschiedenen Linien herauszufinden.
Hierzu wurden Pflanzen aller Linien im Gewichshaus kultiviert. Probennahmen von je zwei
Individuen erfolgten im 2, 4, 7, 10 und 12 bis 14-Blatt-Stadium. Gewebeproben aus allen Blatteta-
gen wurden in je 5 Volumen Probenpuffer (2.2.6.1) homogenisiert und der Proteingehalt nach
2.2.6.2 bestimmt. Je 20 ng Gesamt-Protein wurden nach 2.2.6.3 fiir die SDS-Gelelektrophorese
vorbereitet und auf 12,5%igen PAA-Gelen, zusammen mit jeweils drei Verdiinnungsstufen
(0,34 pg, 0,25 pug und 0,17 pg Protein) einer N-Protein Reinigung (2.2.4.3) als Mengen-Standard,
aufgetrennt (2.2.6.3).
Die Proteine wurden anschlieBend auf PVDF-Membranen transferiert und die N-Proteine mit Hilfe
des Antiserums AS-0580 (2.1.5) nach 2.2.6.4 detektiert. Die Messungen der Signal-Intensitdten
und die daraus folgende Berechnung der Proteinmengen wurde mit der unter 2.2.6.7 beschriebenen
Computer-Software durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in 4bb. 10 schematisch dargestellt. Die Konzentration des rekombinanten
N-Proteins, bezogen auf den Gesamt-Protein Gehalt, ist dabei jeweils durch die Langen der
schematisch dargestellten Blitter der jeweiligen Blattetage reprisentiert. Es handelt sich dabei um
Mittelwerte aus je zwei Pflanzen. Die Abweichungen der einzelnen Messwerte von den Mittel-
werten lag im Mittel bei 30 %.
Ein Vergleich der 5 transgenen Tabak-Linien ergibt folgendes Bild: Die Linie X 15.1, die das
Konstrukt ohne Leader-Sequenz beinhaltet, weist zu allen Zeitpunkten die hochsten Konzentratio-
nen an rekombinantem N-Protein auf. Zum Zeitpunkt der ersten Probennahme sind die Unterschie-
de zwischen den Pflanzenlinien noch nicht so ausgeprigt wie in spiteren Messungen. Die Linien
XL 4.24 und XL 7.1 zeigen eine besonders rasche Abnahme der Gehalte an rekombinantem
Protein, wihrend die Messwerte fiir die Linie XL 8.28 vom 2- zum 4-Blatt Stadium noch ansteigen
und erst im spéteren Verlauf wieder abnehmen.
Bei der Betrachtung der verschiedenen Blattetagen jeweils einer Probennahme zeigt sich ebenfalls
die abnehmende Konzentration des rekombinanten Proteins von jungen (oberen) zu alten (unteren)
Blattern, wobei das Maximum allerdings meist nicht in der obersten Blattetage, sondern in der 2.

oder 3. Etage von oben zu finden ist.
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Probennahme 1: 2-Blatt Stadium, Pflanzen ca. 0,5 cm hoch. Fiir diese erste Probennahme wurde
noch nicht nach Bléttern differenziert, sondern jeweils die ganze Pflanze als eine Probe behandelt.

5.6 4,7 208 5 M7 3,1 54 71 18 10,1
3,3 25 06 W, 44 3.0 5,8 56 110 100
XL 7.1 XL 8.28 XL 14.1 X 15.1

Probennahme 2: 4-Blatt Stadium, Pflanzen ca. 0,75 cm hoch.

0,0 0,0
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XL 4.24 XL 7.1 XL 8.28 XL 14.1 X 15.1
Probennahme 3: 7-Blatt Stadium, Pflanzen ca. 3 cm hoch.
2,1 0,0 2,2 0,0 2,9
3 0’0 t) 3
4,6 5,0 oo ll o 0,0 g’z 1,5 6,5 7,5 4.5
1,2 3,3 o0 fil 0,0 ’ 0,0 1,5 4,8 8,2
1,1 0,0 0,0 0,0 4,7
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0,0 0.0 0,0 0,0 0,9
XT.4.24 XL 7.1 XL 8.28 XL 14.1 X 15.1

Probennahme 4: 10-Blatt Stadium, Pflanzen ca. 5-7 cm hoch.

XL 4.24 XL 8.28 XL 14.1 X151

Probennahme 5: 12- bis 14-Blatt Stadium, Pflanzen ca. 16-20 cm hoch. Nur das 1. und 10. Blatt
jeder Pflanze wurde aufgearbeitet. Nicht beprobte Blatter durch Strichellinien angedeutet.

Abb. 10: Schematische Darstellung der Konzentration von rekombinantem Protein (N bzw.
XL-N) in den Bléttern der transgenen Tabak-Linien in verschiedenen Stadien. Die Lénge der
Blitter der schematisch dargestellten Pflanzen reprisentiert die Konzentration rekombinanten
Proteins (Mittelwert zweier Probennahmen von zwei verschiedenen Pflanzen).
Die Messwerte (in pug N-Protein pro mg Gesamtprotein) sind zusétzlich angegeben.
Alle Werte wurden durch Western Blot Analysen und computergestiitzter Bild-Auswertung
erhalten.
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3.2 Bildung von Nukleoproteinkomplexen aus rekombinantem
Protein und viraler RNA

Es wurde untersucht, ob rekombinantes XL-N-Protein mit viraler RNA Komplexe (Nukleoprotein-
komplexe, vergl. 1.2) bilden kann. Nur durch Bildung solcher heterologen Komplexe konnte das
rekombinante Protein Einfluss nehmen auf die Interaktion der viralen RNA mit anderen Proteinen,
etwa der viralen Replikase oder dem Transportprotein NSm.

Um genug Material fiir diese Untersuchungen zur Verfligung zu haben, wurden die transgenen
Pflanzen mit dem als besonders virulent bekannten TSWV-Isolat DH37 (2.1.2) inokuliert, das auf
Pflanzen der transgenen Linien hdufiger zu systemischen Symptomen fiihrte als das Isolat
TSWV-L3 (3.3.2.1). Systemische Symptome zeigende Blitter von Pflanzen der Linien XL 4.24,
XL 8.28, XL 14.1 und X 15.1 wurden geerntet und Nukleoproteinkomplexe hieraus nach 2.2.4.3
gereinigt. Pflanzen der Linie XL 7.1 wurden nicht verwendet, da hier keine Symptome auftraten.
Mit dem Material der Linie XL 14.1 wurde zudem eine Virus-Partikel Reinigung durchgefiihrt
(2.2.4.1), um aufkldren zu kdnnen, ob das transgene N-Protein auch in Virus-Partikel von TSWV
verpackt wird.

Die Nukleoprotein bzw. Partikel Fraktionen wurden nach 2.2.6.4 im Western Blot analysiert. Zur
Detektion der N-Proteine wurde das polyklonale Antiserum AS-0580 (2.1.5) eingesetzt. Das
Ergebnis zeigt Abb. 11. Deutlich ist in allen Bahnen das virale N-Protein zu erkennen (28,9 kDa).
Das Fusionsprotein XL-N (31,4 kDa) ist in den Nukleoprotein-Reinigungen aus den Linien
XL 4.24 und XL 8.28 schwach, in der Nukleoprotein-Reinigung aus XL 14.1 sowie der
Virus-Partikel-Reinigung aus dieser Linie deutlich als zweite Bande iiber der Bande des viralen
N-Proteins erkennbar. Die Linie X 15.1 zeigt diese zusétzliche Bande erwartungsgemil nicht, da

diese nur das Wildtyp-N-Protein exprimiert.

35,2 kDa —

e — XL-N
W s - A S - Wildtyp-N
25,8 kDa —

Abb. 11: Bildung heterologer Nukleoproteinkomplexe in transgenen Tabak-Linien bei
Inokulation mit TSWV-DH37. Western Blot mit Nukleoprotein- bzw. Partikel-
Reinigungen,  detektiert mit Serum  AS-0580 gegen TSWV  N-Protein.
1=Marker, 2 bis 5=Nukleoproteinreinigungen (2=XL 4.24, 3=XL 8.28, 4=XL 14.1,
5=X15.1), 6=Partikel Reinigung aus XL 14.1. Die XL-N und Wildtyp-N Banden sind
gekennzeichnet.
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Damit konnte eindeutig gezeigt werden, dass rekombinantes N-Protein virale RNA binden kann
und mit dieser in den transgenen Tabak-Linien auch in Virus-Partikel verpackt wird.

Mit der unter 2.2.6.7 beschriebenen Computer-Software wurden die Intensititen der Banden quan-
tifiziert und so der Anteil von XL-N-Protein an Gesamt N-Protein in Nukleoproteinkomplexen und

Virus-Partikeln errechnet. Diese Daten sind in Tab. 4 aufgefiihrt.

Tab. 4: Anteil von rekombinantem XL-N-Protein an der Gesamt N-Protein Menge in Nukleo-
protein- und Viruspartikel-Reinigungen aus den transgenen Linien

Anteil von XL-N an der
Gesamt-N-Protein’

Probe Menge
XL 4.24 9 %
Nukleoprotein

XL 8.28 10 %
Nukleoprotein

XL 14.1 21 %
Nukleoprotein

X 15.1 0%
Nukleoprotein

XL 14.1 21 %

Virus-Partikel

"Gemeint ist die Summe aus Wildtyp-N- und X1-N-Protein

Der Anteil des XL-N-Fusionsproteins an der Gesamt-N-Protein Menge in Nukleoprotein-
komplexen und Virus-Partikeln liegt zwischen 9% und 21% und zeigt damit eine Korrelation zu
den XL-N-Protein Konzentrationen in den Blittern der verschiedenen Linien (3.1.5.4). Am
Beispiel der Linie XL 14.1 konnte auch gezeigt werden, dass dieser Anteil in Partikeln und Nukle-
oproteinkomplexen gleich ist.

Zum Vergleich wurden die XL-N- und Wildtyp-N-Protein Mengen im Blatt systemisch infizierter
transgener Pflanzen ebenfalls durch Western Blot und Computerauswertung (wie oben) bestimmt

und in Tab. 5 aufgefiihrt.

Tab. 5: Vergleich von XL-N- und Wildtyp-N-Protein Mengen in systemisch infizierten transgenen
Pflanzen

Anteil XL-N-Protein an Gesamt N-Protein Menge im

Linie erkrankten transgenen Blatt’
XL. 4.24 2,3%
XL 14.1 6,2 %

E3
Die XL-N-Protein Menge wurde auf die Summe aus XL-N- und N-Protein bezogen.
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Im systemisch erkrankten Blatt einer transgenen Pflanze hat das rekombinante N-Protein also einen
Anteil am Gesamt-N-Protein zwischen etwa 2 % und 6 % in den Linien XL 4.24 bzw. XL 14.1.
Dies ist geringer als der Anteil des rekombinanten Proteins in den aus den Pflanzen dieser Linien
gereinigten Nukleoproteinkomplexen (7ab. 4). Auf die Bedeutung dieser Messwerte wird in der

Diskussion (Abschnitt 4) ndher eingegangen.

3.3 Replikation und Ausbreitung von Tospoviren in transgenen
und nicht-transgenen Pflanzenlinien

Die Replikation von Tospoviren sowie deren Ausbreitung in Pflanzen der transgenen Linien wurde
untersucht. Diese Experimente, die in den folgenden Abschnitten vorgestellt werden, gliederten
sich in zwei Teilbereiche mit je zwei Schwerpunkten:
e friihe Phasen von viraler Replikation und Zell-zu-Zell-Transport in:
e isolierten Zellen
e Gewebeverbianden
e Etablierung von Infektionen mit Tospoviren in Pflanzen der transgenen Linien:
o Infizierbarkeit mit verschiedenen Tospoviren und in verschiedenen Stadien

e Ferntransport durch das Leitgefi3system

3.3.1 Untersuchung friuher Replikationsphasen in isolierten Zellen
(Protoplasten) und isolierten Gewebeverbanden (Blattscheiben
bzw. -streifen)

Mit der Untersuchung frither Replikationsphasen (0-72 hpi), sollte geklart werden, ob in Pflanzen
einiger oder aller transgenen Linien eine Verzogerung der Replikation von Tospoviren im
Vergleich zur nicht-transgenen Kontrolle auftritt. Dies wurde sowohl mit Hilfe von isolierten

Einzelzellen (Protoplasten), als auch in Gewebeverbanden untersucht.

3.3.1.1 Fruhe Replikationsphasen in Protoplasten

Protoplasten bieten die Moglichkeit viele Zellen zeitgleich zu inokulieren, um so den Verlauf der
viralen Replikation zu verfolgen. Da keine Verbindungen zwischen den zellwandlosen Zellen
bestehen, haben Transportvorgdngen in diesem System keine Bedeutung.

Fiir die Experimente wurde die transgene Linie XL 7.1 ausgewdhlt, da diese eine besonders stark
ausgepragte Resistenz gegen Inokulation mit TSWV zeigte (3.3.2.1).

Protoplasten dieser Linie sowie der nicht-transgenen Kontrolle wurden nach 2.2.3 gewonnen und
Aliquots von je 5x10° Zellen nach 2.2.3 mit einer Menge von 15 pug Gesamt-Protein (2.2.6.2) einer
Virus-Partikel Reinigung von TSWV-L3 (2.1.2) inokuliert. Die Inkubation erfolgte bei 21°C und
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einem Hell/Dunkel-Zyklus von 16/8h iiber 3 Tage. Von jeder Linie (XL 7.1 bzw. nicht-transgene
Kontrolle) wurden je zwei Ansétze sofort nach der Inokulation, und je zwei Ansédtze nach 24, 48
und 72 h Inkubation entnommen. Das Ernten der Zellen erfolgte durch Zentrifugation in Fallungs-
medium nach 2.2.4.6. Die sedimentierten Zellen wurden direkt in je 1ml TriFast-Reagenz aufge-
nommen, homogenisiert und die Proteinfraktion ausgefallt (2.2.6.1). Die ausgefillten Proteine
wurden in je 50ul 2xProbenpuffer fiir die SDS-PAGE (2.2.6.3) gelost, wovon jeweils 15ul auf
12,5 %igen Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt wurden. Dies entsprach einer Menge von ca. 1,5x10°
Zellen pro Auftrag.

Die aufgetrennten Proteine wurden nach 2.2.6.4.1 auf PVDF-Membranen {ibertragen. Es schloss
sich die unter 2.2.6.4 beschriebene Western Blot-Analyse an. Detektiert wurde nach 2.2.6.4.2 mit
dem Antiserum AS-338 (2.1.5), das das Nicht-Struktur-Protein NSs erkennt. Das Ergebnis eines
Protoplasten-Versuches mit der Linie XL 7.1 und der nicht-transgenen Kontrolle ist in 4bb. 12
gezeigt. Die von Antiserum AS-338 detektierten deutlichen Doppelbanden treten 24 h nach Inoku-
lation mit TSWV erstmalig auf. Da diese Banden bei entsprechender Inkubation von
nicht-inokulierten Protoplasten nie beobachtet wurden, ist ihr Auftreten mit der Replikation von
TSWYV in den Zellen korreliert. Diesen Banden konnten Molekulargewichte von 42,8 kDa fiir die
obere, und 40,0 kDa fiir die untere Bande zugeordnet werden. Das theoretisch zu erwartende Mole-
kulargewicht des NSs-Proteins liegt bei 52,4 kDa. Eine schwache Bande bei 51,6 kDa, die eben-
falls erst ab 24 hpi auftritt, konnte diesem entsprechen. Eine mogliche Erkldrung fiir die abwei-
chenden Molekulargewichte wird in Abschnitt 4 diskutiert.

Die Banden auf den Western Blots in A4bb. 12 wurden mit der unter 2.2.7 beschrieben
Computer-Software quantifiziert. Dabei wurden jeweils die Intensitidten der beiden Banden bei
42,8 kDa und 40 kDa summiert. Aus den beiden Parallelproben eines jeden Probenah-
me-Zeitpunktes wurden die Mittelwerte errechnet. Die Standardabweichungen lagen zwischen 2
und 19 % vom Mittelwert, in einem Falle aber bei 41 %. Um die Zunahme der Intensitdten verglei-
chen zu konnen, wurden diese auf den jeweiligen Messwert bei 72 hpi bezogen.

Die so standardisierten Ergebnisse sind in Abb. 13 gezeigt. Es ergab sich eine langsamere Zunah-
me der NSs-Mengen, und demnach eine verlangsamte Replikation, in den Protoplasten der

transgenen Linie XL 7.1 im Vergleich zur nicht-transgenen Kontrolle.
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Abb. 12: Inokulation von Protoplasten mit TSWV-L3. Zellen aus nicht-transgener Kontrolle
und XL 7.1 wurden gleichzeitig mit frischer Virus-Partikel Reinigung inokuliert und iiber einen
Zeitraum von 72 hpi inkubiert. Je zwei parallele Ansétze wurden zu den Zeitpunkten 0, 24, 48
und 72 hpi entnommen. Proteinextrakte aus diesen Zellen wurden im Western Blot mit dem
Serum AS-338 gegen TSWV NSs-Protein detektiert. Die deutlich sichtbaren Doppelbanden
(Markierungen B=42.8 kDa und C=40,0 kDa) treten erst ab 24 hpi auf und werden daher auf
NSs und damit auf eine erfolgreiche Replikation der Viren zurlickgefiihrt. Die erwartete Grofie
des NSs-Proteins liegt allerdings bei 52,4 kDa, dies stimmt mit den schwachen Banden iiberein,
auf die die Markierung A zeigt (errechnetes Molekulargewicht: 51,6 kDa).

1=Marker, 2/3=Nullwert (0 hpi), 4/5=24 hpi, 6/7=48 hpi, 8/9=72 hpi.

1,2

—&— nicht-transgene
Kontrolle

-3 -XL7.A1

relative Intensitat der NSs-Banden

30 40 50 60 70 80
Inkubationszeit [hpi]

Abb. 13: Quantifizierung der NSs-Banden aus den Western Blot Analysen der Protoplasten-
Versuche mit nicht-transgener Kontrolle und Linie XL 7.1 in Abb. 12. Die Intensititen der
Doppelbanden bei 42,8 und 40,0 kDa wurden am Computer errechnet, die Mittelwerte aus je
zwei Parallelmessungen bestimmt und diese auf den Wert bei 72 hpi bezogen, um die Zu-
nahmen der Messwerte beider Reihen vergleichen zu konnen.
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3.3.1.2 Friihe Replikationsphasen in 1 cm? groBen Blattscheiben

Protoplasten bieten zwar die Mdglichkeit, isolierte Zellen synchron zu inokulieren, stellen aber
zugleich ein hochgradig artifizielles System dar, aus dem nicht unbedingt Riickschliisse auf die
Verhiltnisse in Zellen im intakten Gewebeverband gezogen werden kénnen. Die frithen Phasen der
Replikation wurden daher auch in Zellen untersucht, die im natiirlichen Gewebeverband belassen
wurden.

Fiir diese Versuche wurden Pflanzen aus in vitro-Kultur verwendet. Von allen Linien wurden
Ixlcm grofBe Blattscheiben ausgeschnitten und nach 2.2.4.5 mit TSWV-L3 inokuliert. Durch die
flichendeckende Art der Inokulation mit hoch konzentrierter Virus-Partikel Reinigung wurde eine
gleichméBige Inokulation des gesamten Blattgewebes erreicht. Dies konnte durch Tissue Print
Immunoblots (2.2.6.5) iiberpriift werden (nicht gezeigt). Daher geben die mit diesem System
gewonnenen Ergebnisse ebenso wie die Versuche mit Protoplasten vor allem Aufschluss iiber
Replikationsereignisse in direkt inokulierten Zellen.

Zu den Zeitpunkten 0, 24, 48 und 72 hpi wurden jeweils 2 Blattscheiben jeder Linie entnommen.
Jeweils 2 nicht-inokulierte, jedoch ebenfalls oberflichlich verletzte, Blattscheiben wurden als
Kontrollen eingesetzt und getrennt von den inokulierten Blattscheiben inkubiert, sie wurden zu den
Zeitpunkten 0 h und 72 h entnommen.

Die Proteinfraktion aus allen Blattscheiben wurde nach 2.2.6.1 gereinigt und im Western-Blot-
Verfahren analysiert (2.2.6.4). Zur Detektion wurde, wie bei den Versuchen mit Protoplasten, das
Serum AS-338 gegen NSs-Protein eingesetzt.

Abb. 14 zeigt beispielhaft zwei dieser Western Blots. Es handelt sich dabei um eine nicht-transgene
Kontrolle und die transgene Linie X 15.1, die das Wildtyp-N Protein exprimiert. Hier ergaben sich

besonders deutlich sichtbare Unterschiede.

12 3 456 7 8 910 11 1234 56 7 8 91011
91 kDa -
47 kDa —

e 32 KkDa - Bea ol
> e A — . -
25 kDa -

20 kDa —
nicht-transgene Kontrolle X 15.1

Abb. 14: Western Blots eines Versuches zur Inokulation von 1 cm® grofen Blattscheiben mit
TSWV-L3. Die Detektion erfolgte mit Antiserum AS-338. Gezeigt sind die nicht-transgene
Kontrolle und die transgene Linie X 15.1, die hier eine besonders deutliche Verzdgerung bei
24 hpi in beiden Parallelen zeigt.

1=Marker, 2 und 3=nicht inokuliert (2=0 h, 3=72 h), alle anderen sind inokuliert:

4/5=0 hpi, 6/7=24 hpi, 8/9=48 hpi, 10/11=72 hpi
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Ab 48 hpi tritt auf den Western Blots in Abb. 14 bei beiden Pflanzen-Linien die bereits unter
3.3.1.2 beschriebene Doppelbande des NSs-Proteins auf. Die Intensitdten aller Banden wurden, wie
bereits bei der Auswertung der Protoplasten-Experimente beschrieben, mit der unter 2.2.7
erlauterten Computer-Software bestimmt. Berechnung und Standardisierung der Intensititen der
NSs-Banden erfolgte wie unter 3.3.1.1. Das Ergebnis eines Experiments mit allen Linien ist in
Abb. 15 gezeigt. Die Zunahme der NSs-Mengen in den Blattscheiben der Linie XL 14.1 wies
keinen Unterschied zur nicht-transgenen Kontrolle auf. In den Blattscheiben der Linien XL 4.24,
XL 7.1 und XL 8.28 nahm die NSs-Menge geringfiigig langsamer zu als in der nicht-transgenen
Kontrolle. Eine gegeniiber der nicht-transgenen Kontrolle deutlich langsamere Zunahme an

NSs-Protein zeigten hingegen die Blattscheiben der Linie X 15.1.

1,2
—@— nicht-transgene Kontrolle
c —— XL 4.24
() 1 -
2 —& -XL 7.1
3 - % XL 8.28
1
13 -
A 0,8 - |- ®-XL14.1
< —& -X 15.1
S
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°
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=
(72
S
E 0,4
o
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)
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o
0 =
0 48 72
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Abb. 15: Quantifizierung der NSs-Banden aus den Western Blot Analysen zur Inokulation
von 1 cm” groBen Blattscheiben von Pflanzen aller Linien. Die Intensititen der Doppelban-
den bei 42,8 und 40,0 kDa wurden am Computer errechnet und summiert. Es wurden die
Mittelwerte aus je zwei Parallelmessungen bestimmt und auf den Wert bei 72 hpi bezogen,
um die Zunahmen der Intensitédten vergleichen zu kénnen.
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3.3.1.3 Frihe Replikationsphasen in 4x1cm groRen Blattstreifen
(Untersuchung der Ausbreitung im Blatt)

Nachdem in den vorhergehenden Experimenten die virale Aktivitit (Replikation bzw. Translation)
in direkt inokulierten Zellen und Zellverbénden im Mittelpunkt der Betrachtungen gestanden hatte,
sollte nun die Ausbreitung von TSWV im Blatt, also die Bewegung von Zelle zu Zelle untersucht
werden.

Fiir die Untersuchungen wurden die Linien XL 7.1, X 15.1 sowie die nicht-transgene Kontrolle
ausgewihlt. Die Durchfithrung der Experimente ist, im Hinblick auf das Pflanzenmaterial, das
Inokulum sowie die Art der Inokulation, identisch mit der unter 3.3.1.2 beschriebenen
Vorgehensweise. Der einzige Unterschied lag in der Grofe der Blattstreifen sowie der inokulierten
Flache. Es wurden diesmal rechteckige Blattstreifen parallel zur Mittelrippe mit 4 cm Lénge und
1 cm Breite ausgeschnitten, die Mittelrippe selbst wurde dabei stets entfernt. Mit Hilfe einer
Schablone wurden diese Blattstreifen so verdeckt, dass nur eine Fliche von 1 cm’ an einem Ende
des Rechteckes frei lag. Diese wurde nach 2.2.4.5 flaichendeckend mit TSWV-L3 inokuliert. Es
wurden je zwei Parallelproben nach 0, 24, 48 und 72 hpi entnommen und in je 4 Abschnitte zu je

1 cm’ zerlegt (Abb. 16).

Abb. 16: Malstabsgetreue Darstellung der Gewinnung und Bezeichnung des Blattmate-
rials fiir die Untersuchungen zur viralen Migration durch 4 x 1 cm grof3e Blattstreifen.
Gezeigt sind die Dimensionen des gesamten Blattstreifens sowie die Aufteilung in 4
Abschnitte zum Zeitpunkt der Probennahme. Inokuliert wurde jeweils nur der
Abschnitt 1 (Pfeil). Die restlichen Abschnitte wurden durch eine Schablone verdeckt.
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Nicht-inokulierte, aber ebenfalls oberfldchlich verletzte, Kontrollen wurden nach 0 und 72 h ent-
nommen. Nach Reinigung der Protein-Fraktionen (2.2.6.1) aller Proben und Western-Blot-Analyse
(2.2.6.4) mit dem Antiserum AS-338 (2.1.5) wurden die Intensititen der resultierenden Banden,
wie bei den Experimenten mit Protoplasten und 1 cm” groBen Blattscheiben, mit der unter 2.2.7
beschriebenen Computer Software ausgewertet und standardisiert. Als Standard wurde hier die
Intensitit der NSs-Banden der jeweiligen Linie im inokulierten Segment zum Zeitpunkt 72 hpi
verwendet. Auf diesen wurden alle anderen Messwerte bezogen, um die Ergebnisse der verschie-
denen Experimente vergleichen zu konnen.Von zwei Experimenten, bei denen jeweils die
nicht-transgene Kontrolle mit einer der beiden ausgewéhlten transgenen Linien (XL 7.1 oder
X 15.1) gemeinsam inokuliert wurde, sind die Western-Blot-Analysen in Abb. 17 und die Compu-
ter-Auswertungen in Abb. 18 gezeigt.

Wie bereits bei den Versuchen mit 1 cm” groBen Blattscheiben (3.3.1.2) zeigt sich auch hier wieder
eine langsamere Zunahme der NSs-Protein-Menge im inokulierten Abschnitt 1 der Blattstreifen
von Linie X 15.1 im Vergleich mit der nicht-transgenen Kontrolle, wenngleich diese hier nicht so
ausgeprigt war wie unter 3.3.1.2. Demgegeniiber ergab sich kein signifikanter Unterschied im
inokulierten Abschnitt zwischen Pflanzen der Linie XL 7.1 und der nicht-transgenen Kontrolle. In
den Blattstreifen der Linie XL 7.1 nahm jedoch die Menge an NSs-Protein in den
nicht-inokulierten Abschnitten 2 bis 4, in die die Viren nur durch Zell-zu-Zell Bewegung gelangen
konnten, deutlich langsamer zu als in den Blattscheiben der nicht-transgenen Kontrolle. Dies deutet
auf eine verlangsamte Ausbreitung der Viren im Blatt der Linie XL 7.1 hin. Bei dem Vergleich der
Linie X 15.1 mit der nicht-transgenen Kontrolle ergaben sich in diesen Abschnitten dagegen keine

Unterschiede.



Ergebnisse 59

1234 567 89101112 13 14 151617181920 21222324 25 26 27

47 kDa — v
32KkDa— & == L S==8
25kDa- &

A nicht-transgene Kontrolle

1234 5678 9 1011121314 15 16171819 20212223242526 27
47 kDa — =
32 kDa - = = S = -
25 kDa -

B XL 7.1

123456 78 9101112131415161718 1920 2122 2324 25 26 27

47 kDa —
—> - 1 - -
— .
32 kDa -
25 kDa -
C nicht-transgene Kontrolle
123456 7 8 9101112131415161718 19 20 2122 2324 25 26 27
47 kDa —
— — - - —
— v
32 kDa -
25 kDa —

D X 15.1

Abb. 17: Untersuchung der Ausbreitung von TSWV-L3 in 4 x 1 cm langen Blattschstreifen.
Die Western-Blots wurden detektiert mit Antiserum AS-338 gegen TSWV NSs-Protein (mit
Pfeilen markierte Doppelbanden im Bereich 40,0 — 42,8 kDa).

A und B zeigen ein Experiment, bei dem die nicht-transgene Kontrolle (A) und XL 7.1 (B)
zur gleichen Zeit inokuliert wurden. C und D stammen aus einem Experiment mit nicht-
transgener Kontrolle (C) und X 15.1 (D).

1=Marker, 2 bis 4 sind nicht-inokulierte Kontrollen (2=0h, 3/4=72h), alle anderen Proben
sind inokuliert: 5/6=0 hpi Abschnitt 1, 7/9=24 hpi Abschnitt 1, 8/10=24 hpi Abschnitt 2,
11/15=48 hpi Abschnitt 1, 12/16=48 hpi Abschnitt 2, 13/17=48 hpi Abschnitt 3,

14/18=48 hpi Abschnitt 4, 19/23=72 hpi Abschnitt 1,20/24=72 hpi Abschnitt 2,

21/25=72 hpi Abschnitt 3, 22/26=72 hpi Abschnitt 4, 27=TSWV-L3 aus systemisch erkrank-
ter Tabak-Pflanze.

Eine Ubersicht iiber die Aufteilung der Proben in die Abschnitte 1-4 ist in Abb. 16 gezeigt.
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Abb. 18: Quantifizierung der NSs-Banden aus den Western-Blot Analysen zur Inokulation
von 4x 1 cm groBen Blattstreifen (4bb. 17). Es wurden jeweils die Linien XL 7.1 bzw.
X 15.1 mit der nicht-transgenen Kontrolle verglichen. Die Intensitéten der Doppelbanden bei
42,8 und 40,0 kDa wurden am Computer errechnet, die Mittelwerte aus je zwei Parallelmes-
sungen bestimmt und diese auf den Wert des jeweiligen inokulierten Abschnittes 1 bei 72 hpi
bezogen.
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3.3.2 Untersuchungen zur Etablierung von Infektionen mit Tospoviren
in Pflanzen der transgenen Linien

Die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden mit vollstindigen Pflanzen durchgefiihrt, die
im Gewichshaus kultiviert wurden (2.2.1.1). Zunéchst wurde die Infizierbarkeit der transgenen
Linien mit verschiedenen Tospoviren und in verschiedenen Stadien der Pflanze untersucht, danach

stand die Ausbreitung der Viren durch die Pflanze im Mittelpunkt.

3.3.2.1 Inokulation mit verschiedenen Tospovirus-lsolaten

Zuniéchst sollte die Resistenz der Pflanzen gegeniiber verschiedenen Tospovirus-Isolaten getestet
werden. Die Pflanzen wurden zu diesem Zweck im 4-Blatt Stadium nach 2.2.4.4 mit einem der
folgenden Tospovirus-Isolate inokuliert: TSWV-L3, TSWV-DH37 oder GRSV-SA05 (2.1.2). Da
das N-Gen der transgenen Linien aus dem Isolat TSWV-L3 stammte, wird dieses im Folgenden als
das homologe Isolat bezeichnet. Die Homologien dieses N-Gens zu den N-Genen der anderen
Isolate konnen aus Tab. 6 entnommen werden. Die dort angegebenen prozentualen Homologien
wurden durch Sequenzvergleiche mit dem Computer-Programm ,,DNAman 2.71° (Lynnon Biosoft)
mit den Parametern ,,K-Tuple=4‘ und ,,Gap-Penalty=7* (Wilbur und Lipman, 1983) erhalten.

Eine grafische Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Infektionsversuchen mit den genannten
Tospovirus-Isolaten ist in Abb. 19 gezeigt. Dargestellt sind die prozentualen Anteile systemisch
erkrankter Pflanzen, die die typischen Tospovirus-Symptome wie netzartige Adernauthellung
(teilweise nekrotisch) und Blattdeformationen nach einem Zeitraum von 20 Tagen nach Inokulation

zeigten (A4bb. 20 A).

Tab. 6: Sequenzvergleiche zwischen den Nukleinsdure-Sequenzen des N-Gens der transgenen
Linien und den verwendeten Tospovirus-Isolaten.

Homologie der N-Gen Sequenz zum N-Gen

Tospovirus Spezies der transgenen Tabak-Linien XL 4.24,
und Isolat XL 7.1, XL 8.28, XL. 14.1 und X 15.1
TSWV-L3 100%

TSWV-DH37 98%

GRSV-SA05 78%
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Abb. 19: Inokulation aller Linien mit den Tospovirus-Isolaten TSWV-L3 (30 Pflanzen),
TSWV-DH37 (22 Pflanzen) oder GRSV-SAOQ5 (26 Pflanzen). Angegeben ist der Anteil
systemisch erkrankter Pflanzen 20 Tage nach Inokulation.

Bei Inokulation mit dem homologen Isolat TSWV-L3 zeigten die Linien XL 7.1 (1 von 30 Pflan-
zen) und XL 8.28 (0 von 20 Pflanzen) besonders selten bzw. niemals systemische Symptome. Auch
die Pflanzen der Linie XL 4.24 erkrankten nur in 5 von 30 Féllen mit systemischen Symptomen,
diese waren allerdings nur schwach ausgeprédgt und betrafen im Gegensatz zur nicht-transgenen
Kontrolle meist nur wenige Blattadern (4bb. 20 B). Die Pflanzen der Linien XL 14.1 und X 15.1
zeigten in 7 bzw. 5 von 30 Fillen systemische Symptome, die sich in ihrer Ausprigung kaum von
denen der nicht-transgenen Pflanzen unterschieden. Die nicht-transgene Kontrolle ergab in 27 von
30 Fallen systemisch mit TSWV-L3 infizierte Pflanzen. Bei Inokulation mit dem als besonders
virulent bekannten Isolat TSWV-DH37 (2.1.2) zeigten die Linien XL 14.1 und X 15.1 kaum noch
einen Unterschied zur nicht-transgenen Kontrolle. 17 von 22 Pflanzen der Linie XL 14.1 und 20
von 22 Pflanzen der Linie X 15.1 zeigten systemische Symptome, die sich nicht von denen der
nicht-transgenen Kontrolle unterschieden, die ebenfalls in 20 von 22 Fillen systemische Symptome
mit diesem Isolat ausprdgte. Auch die Pflanzen der Linien XL 4.24 und XL 8.28 zeigten mit
TSWYV-DH37 haufiger Krankheitssymptome als bei Inokulation mit TSWV-L3 (5 von 22 Pflanzen
der Linie XL 4.24 und 3 von 22 Pflanzen der Linie XL 8.28). Keine systemischen Symptome bei
Inokulation mit TSWV-DH37 wurden nur bei der Linie XL 7.1 gefunden.
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A

Abb. 20: Typische Symptomauspragungen von TSWV-L3 auf nicht-transgenen und transgenen
Pflanzen. Gezeigt sind Blétter, die nicht direkt mit Virus inokuliert worden waren, es handelt sich
also um systemische Symptome.

A: nicht-transgene Kontrolle, Blatt mit netzartigen Aderauthellungen (Chlorosen), verteilt tiber die
gesamte Blattspreite. Der rote Kreis deutet lediglich eine besonders gut erkennbare Stelle an. Im
basalen Bereich sind auch deutliche Aufwolbungen der Spreite zwischen den Adern sichtbar, die
auf Virus-induzierte Wachstumsstérungen zuriickzufiihren sind.

B: transgene Linie XL 4.24 mit lokal begrenzten Aderaufhellungen (Kreis) und punktférmigen
Chlorosen (Pfeil). Diese Art der Symptomausprigung ist auch typisch fiir die Linien XL 7.1 und
XL 8.28.

Das Isolat SAO5 der Spezies GRSV fiihrte bei den Linien XL 7.1 und XL 14.1 zu keinen systemi-
schen Erkrankungen. Nur jeweils 1 von 26 inokulierten Pflanzen der Linien XL 4.24 und XL 8.28
erkrankte systemisch. Die Pflanze der Linie XL 8.28 zeigte Symptome, die ebenfalls im spéteren
Verlauf zu schweren Nekrosen fiihrten, die jedoch vollstindig auf die Blattadern beschriankt
blieben, dies ist in Abb. 21 gezeigt. Die Blétter welkten schlielich 30 Tage nach Inokulation, da
die Blattadern zerstort waren. Eine Ausweitung der Infektion auf die Blattspreiten wurde jedoch in
diesem Fall nicht beobachtet. Auf der Pflanze der Linie XL 4.24 waren die Symptome etwas grof3-
flichiger ausgeweitet. Die Linie X 15.1 zeigte bei Inokulation mit diesem Isolat in 26 von 26
inokulierten Pflanzen systemische Erkrankungen. Die Symptome waren auf diesen Pflanzen deut-
lich heftiger und entwickelten sich um etwa 2-4 Tage schneller als auf den nicht-transgenen
Kontrollpflanzen (4bb. 22). Die nicht-transgenen Kontroll-Pflanzen erkrankten mit GRSV in 21
von 26 Fillen. In beiden Linien, X 15.1 und nicht-transgene Kontrolle, fiithrte die fortschreitende

Infektion schlieBlich zu stark nekrotischen Symptomen und zum Absterben der Blatter.
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Abb. 21: Drei Blattetagen einer Pflanze der Linie XL 8.28, 30 Tage nach Inokulation mit GRSV-
SAO05. Nur diese eine von 12 parallel inokulierten Pflanzen zeigte systemische Symptome, die
als Aderauthellungen begannen und in den hier gezeigten Nekrosen gipfelten, aber auf die Blatt-
adern oder deren unmittelbare Umgebung beschriankt blieben (Pfeile). Bei allen Bléttern handelt

es sich um systemische Symptome. Das élteste Blatt (ganz links) ist bereits abgestorben, das
jiingste (ganz rechts) schon stark welk.

Abb. 22: Nicht-transgene Kontrolle (links) und Pflanze der Linie X 15.1 (rechts) 14 Tage nach
Inokulation mit GRSV-SAO0S. So wie hier verlief in fast allen Féllen die Symptomauspragung

bei den Pflanzen der Linie X 15.1 nach Inokulation mit GRSV-SAO0S deutlich heftiger und
schneller als bei der nicht-transgenen Kontrolle.
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3.3.2.2 Inokulation in verschiedenen Stadien der Pflanze

Die Konzentration des rekombinanten Proteins in den Bléttern der verschiedenen Linien hatte eine
deutliche Altersabhéngigkeit ergeben (3.1.5.4). Es sollte nun {iberpriift werden, ob dieser Sachver-
halt Einfluss auf das Resistenzverhalten der Pflanzen bei Inokulation in verschiedenen Stadien, also
verschiedenen Altersstufen, der Pflanze hat. Dazu wurden jeweils zwei Pflanzen jeder transgenen
Linie sowie der nicht-transgenen Kontrolle in verschiedenen Stadien auf jeweils allen voll entwi-
ckelten Blittern nach 2.2.4.4 mit TSWV-L3 inokuliert. Die Pflanzen wurden 23 Tage im Gewichs-
haus kultiviert und abschlieBend bonitiert.

In Vorversuchen wurde beobachtet, dass auch die nicht-transgene Kontrolle maximal bis zum
Erreichen des 7-Blatt-Stadiums auf diese Weise systemisch mit TSWYV infizierbar ist. Aus diesem
Grunde wurden die Inokulationen nur bis zum 7-Blatt-Stadium durchgefiihrt und ausgewertet.

Die Auspriagungen primérer Symptome (inokulierte Blitter) und systemischer Symptome (nicht
inokulierte Blétter) wurden in Tab. 7 zusammengetragen. Dargestellt ist jeweils der Grad der
Symptomausprigung in beiden parallel inokulierten Pflanzen in einer dreistufigen Einteilung.

In dieser Versuchsreihe konnten die nicht-transgenen Kontrollpflanzen bis zur Inokulation im
6-Blatt-Stadium ohne Ausnahme systemisch mit TSWV-L3 infiziert werden. Primire Symptome,
also Lokalldsionen und Ringflecken auf direkt inokulierten Bléttern, zeigten sich auf allen transge-
nen und nicht-transgenen Pflanzen bis zur Inokulation im 5-Blatt-Stadium. Ab der Inokulation im
6-Blatt-Stadium wurden diese Symptome allerdings nur noch auf den nicht-transgenen Kontroll-
pflanzen sowie je einer Parallele der transgenen Linien XL 4.24 und X 15.1 gefunden. Die transge-
nen Pflanzen aller Linien zeigten bei Inokulation im 7-Blatt-Stadium keinerlei Symptom-
auspragung mehr.

Systemische Symptome wurden bei den transgenen Pflanzen nur vereinzelt auf Pflanzen der Linien
XL 4.24 (1 von 2 Pflanzen im 3-, 4- und 6-Blatt Stadium), XL 7.1 (1 von 2 Pflanzen im 3-Blatt
Stadium) sowie X 15.1 (1 von 2 Pflanzen im 3-Blatt Stadium) beobachtet.
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Tab. 7: Inokulation von Pflanzen aller Linien mit TSWV-L3 in verschiedenen Alters-Stadien der
Pflanzen. Das angegebene Pflanzen-Stadium bezieht sich auf den Zeitpunkt der Inokulation. Ange-
geben sind die Symptomauspragungen 23 Tage nach Inokulation in einem dreistufigen Schema fiir
die jeweils zwei Individuen, die parallel inokuliert worden waren. Symptome auf den inokulierten
Blittern sind als ,,primdre* Symptome aufgefiihrt. Systemische Symptome sind solche, die auf
nicht-inokulierten Blattern gefunden wurden.

Stadium der Pflanze zum Zeitpunkt der Inokulation
(Anzahl der Blitter ohne Keimblitter)

Linie Symptome 3 Blitter 4 Blitter 5 Bliitter 6 Bliitter 7 Blitter
nicht-transgene priméar /44 /A A A +/+
Kontrolle systemisch +/+ +/+ +/+ +/+ -/-

primér +/+ +/+ +/+ +/- -/-
XL 4.24

systemisch ++/- ++/- -/- ++/- -/-

priméar +/+ +/+ +/+ -/- -/-
XL 7.1

systemisch +/- -/- -/- -/- -/-

primér +/+ +/- +/+ -/- -/-
XL 8.28

systemisch -/- -/- -/- -/- -/-

priméar +/+ +/- +/- -/- -/-
XL 14.1

systemisch -/- -/- -/- -/- -/-

primér +/+ +/+ +/+ +/- -/-
X 15.1

systemisch +++/- -/- -/- -/- -/-

Es wurden jeweils alle Blétter inokuliert. Letzte Bonitur nach 23 Tagen. Je 2 Pflanzen pro Ansatz (Ergebnisse durch
Schrégstrich getrennt)

Bedeutung der Symbole:

+H+ grofiflichige Symptomausprigung

++ Aderauthellungen (begrenzte Fliachen)
+ lokale Lasionen und Ringflecken

- keine Symptome

3.3.2.3 Ausbreitung von Tospoviren in Pflanzen der transgenen Linien

Zur Untersuchung der Ausbreitung der Viren in inokulierten Pflanzen der transgenen Linien
wurden Gewédchshaus-Pflanzen jeweils auf dem zweiten Laubblatt von unten nach 2.2.4.4 mit
TSWV-L3 inokuliert. Das inokulierte Blatt wurde zur spiteren Unterscheidung durch seitliche
Einkerbung markiert.

Die Pflanzen wurden {iber einen Zeitraum von 16 Tagen im Gewéchshaus kultiviert. Jeweils eine
Pflanze jeder transgenen Linie sowie der nicht-transgenen Kontrolle wurde zu den Zeitpunkten
0,4,6,8,10, 12, 14 und 16 dpi entnommen. Es wurden Tissue Print Immunoblots mit dem Pflan-
zenmaterial nach 2.2.6.5 durchgefiihrt. Die Wurzeln wurden hierzu von Substrat befreit, alle Blétter

abgetrennt, und von jedem Blatt Abdriicke von zwei Transversal-Schnitten (je einer im apikalen
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und einer im basalen Drittel des Blattes) auf Nitrocellulose-Membranen angefertigt. Die Sprossach-
se wurde longitudinal geschnitten und Abdriicke inklusive der Wurzel auf Nitrocellulose-
Membranen iibertragen. Detektiert wurde mit dem Antikorper AS-0116/1 (2.1.5), der das virale
G1-Protein erkennt.

Vier Ergebnisse solcher Tissue Print Immunoblots sind in Abb. 23 gezeigt. Es handelt sich dabei
um drei Stadien der Ausbreitung von TSWV-L3 in nicht-transgenen Kontroll-Pflanzen zu den
Zeitpunkten 6, 8 und 14 dpi sowie um ein Beispiel einer transgenen Pflanze (Linie XL 4.24) zum
Zeitpunkt 10 dpi.

Deutlich sind auf diesen Immunoblots die Abdriicke der Sprossachsen, Wurzeln und Blitter zu
erkennen. Die rote Farbung zeigt das Vorhandensein von TSWV G-Proteinen an. Die vollstindige
Auswertung der durch die Tissue Print Immunoblots gewonnenen Daten zu allen Linien wurde in
Abb. 24 schematisch dargestellt. Verteilung und Intensitét der roten Farbung auf den Immunoblots
sind durch unterschiedliche Fiillmuster der betreffenden Pflanzenteile in der Grafik angezeigt. Es
wurde dabei nur zwischen dem inokulierten Blatt, den nicht inokulierten Blittern (systemische
Ausbreitung) und der Wurzel unterschieden.

In den nicht-transgenen Pflanzen zeigte sich folgender Ablauf der Ausbreitung von TSWV durch
die Pflanze: 6 Tage nach Inokulation konnten die viralen Proteine flichendeckend im inokulierten
Blatt nachgewiesen werden, welches dann auch duBerlich Symptome (Lokalldsionen) zeigte. Nach
8 Tagen konnte bei den nicht-transgenen Pflanzen der Ubertritt der Infektion auf die Wurzeln
beobachtet werden. Nach weiteren 2 Tagen war bereits die gesamte Pflanze systemisch erkrankt.
Dies zeigte sich zu diesem Zeitpunkt auch in duBerlich erkennbaren Symptomen wie netzartigen
Aderauthellungen, nekrotischen Stellen und Wachstumsstérungen der jungen Blitter (4bb. 20 A).
Pflanzen der transgenen Linie XL 14.1 =zeigten einen &hnlichen Verlauf wie die der
nicht-transgenen Kontrolle. Die oben aufgezdhlten Stadien traten jedoch hier gegeniiber der
nicht-transgenen Kontrolle um 2-4 Tage verzogert auf: Nach 10 Tagen konnten virale Proteine erst
im inokulierten Blatt und in der Wurzel detektiert werden, nach 12 Tagen (schwach) bzw. 14
Tagen (deutlich) wurden diese in der gesamten Pflanze gefunden, die dann auch &uBerlich die
gleichen systemischen Symptome zeigte, die bereits fiir die nicht-transgene Kontrolle beschrieben
wurden. In den Pflanzen der Linie X 15.1 konnte nur in dem Individuum, das nach 12 Tagen ent-
nommen wurde, eine systemische Infektion festgestellt werden (Symptome identisch mit denen der
nicht-transgenen Kontrolle), die zu den anderen Zeitpunkten entnommenen Pflanzen zeigten weder
duBerliche Symptome noch eine Verbreitung viraler Proteine im Immunoblot. Eine Ausbreitung
viraler Proteine im inokulierten Blatt konnte in den transgenen Pflanzen ab 8 dpi (also 5 Proben-
nahmen) in folgenden Héufigkeiten beobachtet werden: 4 Pflanzen XL 4.24, 3 Pflanzen XL 7.1, 2
Pflanzen XL 8.28, 4 Pflanzen XL 14.1 und 1 Pflanze X 15.1. Eine Infektion der Wurzelsysteme
wurde in diesen 5 Probennahmen in folgenden Féllen detektiert: 4 Pflanzen XL 4.24, 2 Pflanzen
XL 7.1, 1 Pflanze XL 8.28, 4 Pflanzen XL 14.1 und 1 Pflanze X 15.1.
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Abb. 23: Beispiele fiir Tissue Print Immunoblots, die die Ausbreitung von TSWV in
Tabak-Pflanzen sichtbar machen (rote Farbung, detektiert mit Antikdrper AS-0116/1
gegen TSWV Gl1-Protein). Links der gestrichelten Linie ist jeweils der Abdruck von
Sprossachse (S) und Wurzel (W) zu sehen (Ubergang durch kurzen horizontalen Strich
markiert). Rechts der Linie wurden alle Blattetagen nach ihrer Reihenfolge an der
Pflanze von oben nach unten abgedriickt, links jeweils der apikale (ap), rechts der basale
(bas) Querschnitt, bei A, B und D befindet sich links oben ein systemisch an TSWV-L3
erkranktes Blatt als Positivkontrolle (TSWV+).

A-C zeigen die fortschreitende Infektion einer nicht-transgenen Kontrollpflanze 6, 8 und
14 Tage nach Inokulation von Blatt Nr. 3. Dieses Blatt ist zum Zeitpunkt 6 dpi bereits
vollstdndig infiziert (A, Pfeile). Die weitere Ausbreitung des Virus in der Pflanze erfolgt
iiber die Wurzel (B, Pfeil 1), dann die jiingsten Blétter (B, Pfeil 2) und schlieBlich wird
die gesamt Pflanze befallen (C).

Immunoblot D kennzeichnet eine fiir die transgenen XL-Linien typische Situation
(hier: XL 4.24, 10 dpi),: die Wurzel (und damit das LeitgefaB3system) ist infiziert (Pfeil),
es findet jedoch kein Ubergriff auf die Blattspreiten statt.
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Abb. 24: Pflanzen aller Linien wurden auf jeweils einem Blatt (in der Grafik angegeben) mit
TSWV-L3 inokuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde jeweils eine Pflanze ent-
nommen, Abdriicke von allen Blittern sowie Spross und Wurzel auf Nitrocellolose iibertra-
gen und mit Antikdrper AS-0116/1 gegen TSWV G-Proteine detektiert. Die Verteilung von
viralen Proteinen in den drei Bereichen nicht-inokulierte Blitter (einzelne Blattetagen nicht
unterschieden), inokuliertes Blatt und Wurzel/Leitgefafisystem ist in der Grafik wiedergege-
ben (s. Legende).
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Die Ausbreitung der Viren im mechanisch inokulierten Blatt ist also auch bei den transgenen
Linien ein durchaus haufiger Fall (siche auch 3.3.2.2). Obwohl es in den transgenen Pflanzen der
Linien XL 4.24, XL. 7.1 und XL 8.28 in diesem Versuch nicht zu systemischen Symptomen einer
Viruserkrankung kam, konnte doch hiufig ein Ubertritt viraler Proteine in die Wurzel, also in das
LeitgefaBBsystem, beobachtet werden. Um sicherzustellen, dass dies auch wirklich auf ein Vorhan-
densein infektidser Viren schlieBen ldsst, wurden Biotests mit diesem Material durchgefiihrt. Hier-
zu wurde Wurzel-Homogenat aus solchen transgenen Pflanzen, bei denen virale Proteine in den
Wurzeln nachgewiesen werden konnten, auf gesunde nicht-transgene Pflanzen im 4-Blatt Stadium
nach 2.2.4.4 abgerieben. Alle so inokulierten Pflanzen erkrankten systemisch mit den typischen
TSWV-Symptomen, wodurch bewiesen wurde, dass sich im Leitgefdlsystem der transgenen
Pflanzen durchaus infektioses Virus-Material befinden kann, ohne dass dies zu systemischen
Erkrankungen der Blétter flihrt.

In den Pflanzen der Linien XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28 wurde eine systemische Verbreitung der
Viren nur in jeweils einem Fall gefunden. In diesen Féllen konnten die viralen Proteine nur in den
Blattadern, nicht aber im Mesophyll-Gewebe der Blitter, detektiert werden. Zur Verdeutlichung
sind in Abb. 25 Detail-Aufnahmen von Immunoblots solcher Situationen wiedergegeben. Die Viren
sind in diesen Abbildungen allerdings nicht nur auf das Phloem beschrinkt, in dem sie transportiert
werden, gelangten jedoch nie weit iiber dessen Grenzen hinaus. AuBerlich zeigten diese Pflanzen
keine (XL 8.28) bzw. nur sehr milde systemische Symptome (XL 4.24 und XL 7.1). Dabei handelte

es sich um lokal sehr begrenzte Aderaufhellungen, wie sie in Abb. 20 B gezeigt sind.
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Abb. 25: Detailauthahmen von Tissue Print Immunoblots TSWV-L3 inokulierter Pflanzen
verschiedener Linien. Detektiert wurde mit Antikorper AS-0116/1 gegen TSWV G-Proteine.
Gezeigt sind Blattquerschnitte von solchen Pflanzen, bei denen virale Proteine 10-12 Tage
nach Inokulation im nicht-inokulierten Bereich detektiert werden konnten (systemische
Ausbreitung).

A bis C: Blattspreiten mit quergeschnittenen Adern 2. Ordnung (Pfeile).

A=nicht-transgene Kontrolle, Ausbreitung im gesamten Bereich.

B=X 15.1, ebenfalls groBflichige Ausbreitung in Adern und Spreite

C=XL 7.1, virale Proteine fast ausschlieBlich in den Adern, nicht in der Spreite

D und E: Blattspreiten mit quergeschnittenen Mittelrippen (Pfeile).

D=XL 4.24, virale Proteine auf Leitgewebe in Mittelrippe beschriankt.

E=XL 7.1, keine Ausbreitung in der Blattspreite, Mittelrippe jedoch vollstidndig infiziert
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Das Experiment wurde auch mit dem Isolat SAQ5 der Spezies GRSV durchgefiihrt um zu untersu-
chen, ob sich diese heterologe Spezies im Langstreckentransport durch transgene Pflanzen von dem
homologen Isolat TSWV-L3 unterscheidet. Inokulation, Kultivierung, Probennahme und Auswer-
tung stimmen mit der oben beschriebenen Vorgehensweise liberein, die Probennahmen erfolgten
diesmal jedoch zu den Zeitpunkten 0, 5, 7, 9, 11, 13, 15 und 17 dpi. Das Ergebnis ist in Abb. 26
wiedergegeben.

Der wichtigste Unterschied zu dem Experiment mit dem homologen Isolat TSWV-L3 ist die
Reaktion der Pflanzen der Linien XL 14.1 und X 15.1. Bei Inokulation mit GRSV-SA05 wurde
keine systemische Ausbreitung von Virus in den Pflanzen der Linie XL 14.1 beobachtet. Die
Pflanzen der Linie X 15.1 zeigten mit TSWV-L3 nur in einem Fall eine systemische Ausbreitung,
mit GRSV-SA05 hingegen konnten virale Proteine ab 7 dpi in der gesamten Pflanze detektiert
werden. Ab 9 dpi zeigten sich auch duBBerlich systemische Symptome.

Eine Ausbreitung der Viren im inokulierten Blatt konnte in diesem Experiment ab 9 dpi in allen
Pflanzen aller Linien, mit Ausnahme einer Probe von XL 14.1, beobachtet werden. Es wurde auch
haufiger Virus in den Wurzelsystemen transgener Pflanzen detektiert als bei Inokulation mit
TSWV-L3. Ab 9 dpi (5 Probennahmen) zeigten: 4 Pflanzen von XL 4.24, 4 Pflanzen von XL 7.1,
2 Pflanzen von XL 8.28 und 5 Pflanzen von X 15.1 eine Infektion der Wurzeln. Keine Pflanze der
Linie XL 14.1 zeigte in diesem Versuch ein Ubergriff der Infektion auf die Wurzeln.

Eine systemische Ausbreitung der Viren in den Blattadern konnte bei Inokulation mit GRSV-SAO05
in dieser Versuchsreihe bei keiner Pflanze der Linien XL 4.24, XL 7.1, XL 8.28 und XL 14.1

festgestellt werden.
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Abb. 26: Pflanzen aller Linien wurden auf jeweils einem Blatt (in der Grafik angegeben) mit
GRSV-SA0S inokuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde jeweils eine Pflanze ent-
nommen, Abdriicke von allen Bléttern sowie Spross und Wurzel auf Nitrocellolose iibertra-
gen und mit Antikorper AS-0116/1 gegen TSWV G-Proteine detektiert. Die Verteilung von
viralen Proteinen in den drei Bereichen nicht-inokulierte Blitter (einzelne Blattetagen nicht
unterschieden), inokuliertes Blatt und Wurzel/LeitgefaBsystem ist in der Grafik wiedergege-
ben (s. Legende).
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3.3.2.4 Ubertragungsversuche mit gepfropften Pflanzen

Es sollte gepriift werden, ob die Infizierbarkeit der transgenen Tabak-Linien steigt, wenn die
Inokulation direkt ins Leitgewebesystem erfolgt. Hierzu wurden unterschiedliche Kombinationen
von transgenen und nicht-transgenen Pflanzen durch Pfropfung nach 2.2.2 miteinander verbunden.
Als Unterlagen wurden dabei stets inokulierte Pflanzen verwendet, im Falle der nicht-transgenen
Kontrollpflanzen wurden Pflanzen ausgewaihlt, die bereits voll entwickelte systemische Symptome
einer TSWV-Infektion zeigten, wohingegen die verwendeten transgenen Unterlagen inokuliert aber
symptomfrei waren. Eine abschlieSende Bonitor der Pflanzen erfolgte 20-40 Tage nach der Pfrop-
fung. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 zusammengefasst. Es wurden nur diejenigen Pflanzen aufge-
fiihrt, bei denen die Reiser erfolgreich auf den Unterlagen angewachsen waren und von denen
keine eigene Wurzeln bis in das Substrat reichten, da in diesem Falle eine direkte Verbindung der

LeitgefaBBsysteme nicht gesichert ist.

Tab. 8: Pfropfversuche mit inokulierten Unterlagen und nicht-inokulierten Reisern der verschiede-
nen Linien. Bonitur der auftretenden TSWV-Symptome 20-40 Tage nach Inokulation.

Anzahl der

Reiser Reiser mit Gesamtzahl  Ausprigung
Unterlage (nicht- TSWV- der ausgewer- der Sympto-
(inokuliert) inokuliert) Symptomen teten Pflanzen me
Nicht-transgene XL 14.1 0 2 -
Kontrolle
Nicht-transgene X 15.1 3 4 groBflachig
Kontrolle
Nicht-transgene XL 4.24 1 4 groBflachig
Kontrolle
Nicht-transgene XL 7.1 0 11 -
Kontrolle
Nicht-transgene XL 8.28 3 3 wenige lokale
Kontrolle Symptome wie

in Abb. 20 B

Nicht-transgene  Nicht-transgene 3 5 groBflachig
Kontrolle Kontrolle
X 15.1 Nicht-transgene 0 3 -

Kontrolle
XL 4.24 Nicht-transgene 0 2 -

Kontrolle
XL 7.1 Nicht-transgene 0 17 -

Kontrolle
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Die Auspragung der Symptome in den Reisern nach Pfropfung auf inokulierte Unterlagen war stets
deutlich schwécher als bei direkter Inokulation nach 2.2.4.4. Wie die Ergebnisse der Pfropfungen
von gesunden nicht-transgenen Kontrollen auf TSWYV-erkrankte nicht-transgene Kontrollen in
Tab. 8 zeigen, war auch die Effektivitit der Ubertragung nur sehr gering, von 5 Versuchen gelang
nur bei 3 die systemische Infektion der nicht-transgenen Reiser. Mit 3 systemisch groBflachig
erkrankten Reisern bei 4 Versuchen zeigten die Pflanzen der Linie X 15.1 demnach eine deutlich
gesteigerte Anfalligkeit gegeniiber TSWV im Vergleich mit der Inokulation durch Abreibung mit
diesem Isolat (17% erkrankt, siche 3.3.2.1). Ebenfalls auffillig ist das Ergebnis mit der Linie
XL 8.28. Durch Pfropfung auf systemisch erkrankte nicht-transgene Kontrollpflanzen konnte bei 3
von 3 Pflanzen dieser Linie eine systemische Ausbreitung von TSWV beobachtet werden. Die
Symptome waren hier allerdings ausschlieBlich lokal begrenzte Aderauthellungen und punktférmi-
ge Chlorosen, dhnlich wie in Abb. 20 B fiir eine mechanisch inokulierte Pflanze der Linie XL 4.24
gezeigt.

Trotz einer groen Anzahl von erfolgreich angewachsenen Pflanzen, konnte in keinem Fall eine
Ausbreitung von Virus aus inokulierten transgenen auf nicht-inokulierte nicht-transgene Kontroll-
pflanzen beobachtet werden. Die Infektidsitdt von Virusmaterial aus transgenen Pflanzen war
allerdings bereits in einem frilheren Versuch bestitigt worden (3.3.2.3), fiir die mangelnde

Ubertragbarkeit durch Pfropfung miissen also andere Griinde vorliegen.
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4 Diskussion

Uber gentechnisch erzeugte Resistenz gegen Pflanzenviren durch Expression modifizierter Hiill-
proteine in transgenen Pflanzen ist wenig in der Literatur bekannt. In der vorliegenden Arbeit
werden erstmalig mdgliche Mechanismen einer Resistenz gegen Tospoviren durch Expression von
modifiziertem N-Protein beschrieben.

Fiinf TSWV-N-transgene Tabak-Linien wurden untersucht. Vier davon enthielten das XL-N-
Konstrukt, das aus dem TSWV N-Gen mit einer vorgeschalteten Leader-Sequenz besteht, und eine
Linie enthielt das N-Konstrukt, dem dieser Leader fehlte. Bei allen Linien konnte die Expression
eines rekombinanten TSWV N-Proteins nachgewiesen werden. Fiir die vier Linien mit dem XL-N-
Konstrukt wurde zudem bewiesen, dass das exprimierte N-Protein ein Fusionsprodukt ist, dessen
N-terminales Leader-Peptid auf eine Initiation der Translation am zweiten AUG Start-Codon der
PPV-Leader-Sequenz zuriickgefiihrt werden konnte. Diese Sequenz entspricht dem 5'-Terminus der
RNA des Plum Pox Potyvirus und war urspriinglich als Translationsverstiarker in das Konstrukt
eingefiigt worden. Dass 5'-Leadersequenzen von Potyviren solche Verstirker-Effekte ausiiben
konnen, wurde von Carrington und Freed (1990) nachgewiesen.

Warum initiiert aber die Translation nicht am ersten Start-Codon der Leader-Sequenz?
Die optimale Umgebung fiir ein AUG-Initiator-Codon eukaryotischer mRNA wird von Kozak
(1989) mit der Sequenz GCCGCCA/GCCAUGG angegeben. Wichtig ist hier vor allem das Purin
(vorzugsweise Adenin) in Pos. -3 sowie das Guanin in Pos. +4, das allerdings nur bei fehlendem
Purin in Pos. -3 zwingend notwendig ist. Die Sequenz AUUAUGU erwies sich ebenfalls noch als
effizienter Initiator (Kozak, 1986). Letztere entspricht, mit Ausnahme der Pos. -1, der Sequenz
AUCAUGU, die das Start-Codon des TSWV N-Gens umgibt. Die Umgebung des zweiten AUG
innerhalb der PPV-Leader Sequenz des XL-N-Konstruktes, GUCAAGAUGU, teilt mit dieser das
Uracil an Pos. +4 und entspricht der optimalen Kozak-Umgebung in Pos. -6 und -3. Diese beiden
AUG-Triplets kommen also als mdgliche Start-Codons in Frage. Das erste AUG-Codon im PPV-
Leader liegt dagegen mit der Sequenz AAAAUUUUAUGC in einem extrem ungiinstigen Kontext.
Es wird daher, und wegen der ebenfalls unvorteilhaften Ndhe zum 5'-Terminus der RNA (Van den
Heuvel ef al., 1989), auch im Plum Pox Virus nicht zur Initiation verwendet (Maiss et al., 1989;
Riechmann et al., 1991). Die Beobachtung, dass die Translation der XL-N mRNA am zweiten
AUG des PPV-Leaders initiiert wird, deckt sich also mit der theoretischen Erwartung.

Dieses zweite Start-Codon liegt nur 3 Nukleotide vor dem 3'-Ende des PPV-Leaders, der mit der
TSWV N-Gen Sequenz iiber einen Linker verbunden ist (4bb. 2 in der Einleitung). Daher werden
13 von 23 Aminosduren des exprimierten Leader-Peptids von dieser Linker-Sequenz translatiert,
die der "Multiple Cloning Site" des Plasmids pT7T3 19U (Pharmacia) entstammt, wohingegen nur
zwei Aminosduren von der PPV-Leader-Sequenz selbst kodiert werden. Die restlichen 8 Amino-
sauren werden von der Leader-Sequenz der TSWV S-RNA abgelesen, die in vivo ebenfalls nicht

translatiert wird.
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Da also der grofite Teil des Leader-Peptids von vollkommen kiinstlichen Sequenzen (Linker) bzw.
normalerweise in vivo nicht translatierten Bereichen (Leader der TSWV S-RNA) abgelesen wird,
ist es sehr unwahrscheinlich, dass dieses Peptid in der Zelle eine Funktion {ibernechmen kann.
Denkbar ist jedoch eine sterische Behinderung von Interaktionen des rekombinanten N-Proteins,
das dieses Leader-Peptid am N-Terminus trdgt, mit viraler RNA oder anderen Proteinen. Eine
wichtige Voraussetzung dafiir ist, dass das Leader-Peptid auf der Oberflache des rekombinanten
Proteins exponiert vorliegt. Dies konnte durch die Detektion mit einem Leader-Peptid-spezifischen
Antiserum im nativen Zustand bestatigt werden (3.1.5.2).

Sehr wichtig fiir den moglichen Einfluss des rekombinanten Proteins auf Replikation oder Trans-
port von Tospoviren in den transgenen Pflanzen ist auch die Frage, ob dieses in Nukleoprotein-
komplexe replizierender Viren eingebaut werden kann. Dies konnte durch Reinigung von Nukle-
oproteinkomplexen und Virionen bestétigt werden (3.2). Dabei verhielten sich die im viralen
Material gemessenen XL-N-Protein Anteile proportional zu den Konzentrationen dieses Proteins in
der jeweiligen transgenen Tabak-Linie. Dass hierbei nicht Verunreinigungen durch frei im
Cytoplasma gelostes XL-N-Protein gemessen wurden, konnte durch den exakt gleichen Messwert
aus den zwei unterschiedlichen Reinigungs-Methoden fiir Nukleoproteinkomplexe und Virionen
bestitigt werden. Letzteres beweist auch, dass die Verpackung von Nukleoproteinkomplexen in
Virionen, und damit die Interaktion mit den TSWV G-Proteinen, durch das rekombinante
N-Protein nicht gestort wird.

Der Anteil von XL-N- an Gesamt-N-Protein lag in den gereinigten Nukleoproteinkomplexen etwa
3-4 mal hoher als in systemisch infizierten Bléttern der transgenen Linien (3.2). Daher konnte
zunéchst angenommen werden, dass das rekombinante Protein sogar noch effizienter in Nukleopro-
teinkomplexe replizierender Tospoviren eingebaut wird als das virale N-Protein. Es muss jedoch
dabei bedacht werden, dass das rekombinante N-Protein bereits bei Eintritt der Viren in jede neu
infizierte Zelle in hohen Konzentrationen im Cytoplasma vorliegt und folglich vor allem in den
frithen Replikationsrunden in besonders hohen Anteilen in sich neu formierende Nukleoprotein-
komplexe eingebaut werden diirfte. Das Leader-Peptid hat also offenbar keinen signifikanten
Einfluss auf den Einbau des XL-N-Proteins in Nukleoproteinkomplexe und Virionen.

Wie viele Kopien des XL-N Proteins pro RNA-Segment vorhanden sind kann nur geschétzt wer-
den, da es in der Literatur bislang keine Angaben iiber die Verhéltnisse bei TSWV gibt. Bei ver-
wandten Bunyaviren wurde jedoch ein Verhiltnis von ca. 2000 N-Protein-Einheiten pro Virion
festgestellt (Obijeski ef al., 1976). Da die Gesamtldnge aller RNA-Segmente bei Bunyavirus- und
Tospovirus-Spezies dhnlich ist, gilt diese Zahl vermutlich auch fiir Tospoviren. Damit wiren bei
Replikation von TSWV in den Linien XL 4.24 oder XL 8.28 ca. 40 Kopien des rekombinanten
XL-N-Proteins pro S-RNA Segment vertreten und ca. 100 pro L-RNA Segment. Es kann also

angenommen werden, dass auch bei einer statistischen Variabilitit dieser Zahl stets viele Kopien
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des rekombinanten Proteins mit jedem RNA-Segment assoziiert sind. Nukleoproteinkomplexe, die
kein rekombinantes N-Protein enthalten, diirften also nicht oder nur extrem selten vorkommen.
Durch den Nachweis des Einbaus von XL-N Protein in Nukleoproteinkomplexe ist auch bereits
belegt, dass dieses Protein, zumindest hauptséchlich, im Cytoplasma lokalisiert ist und nicht etwa
durch einen Einfluss des Leader-Peptids in ein anderes Kompartiment verlagert wird. Nur so ist
eine Interaktion mit den im Cytoplasma replizierenden Viren moglich.

Eine mogliche Gewebespezifitit der Expression oder Lokalisierung des XL-N-Proteins durch den
verwendeten CaMV 35S-Promotor oder das Leader-Peptid wurde ebenfalls untersucht. Nach
Benfey et al. (1990 a+b) enthélt der CaMV 35S-Promotor verschiedene regulatorische Elemente,
die fiir die Transkription in unterschiedlichen Entwicklungsstadien und Gewebetypen verantwort-
lich sind, und kénnte daher eine Gewebespezifitit bedingen. Es zeigte sich jedoch eine homogene
Verteilung von XL-N-Protein im gesamten Blatt.

Zwischen den transgenen Linien ergaben sich deutliche Unterschiede beziiglich der im Blatt nach-
weisbaren Mengen rekombinanten N-Proteins und deren Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium
des Blattes und der Pflanze. Dies galt selbst bei einem Vergleich der Linien XL 4.24, XL 7.1 und
XL 8.28, die alle nur je eine Kopie des gleichen Konstruktes beinhalten. In den Pflanzen der Linien
XL 4.24 und XL 14.1 konnte in einigen Entwicklungsstadien zusitzlich auch Wildtyp-N-Protein
gefunden werden, das etwa 20 bzw. 30 % der Menge rekombinanten N-Proteins ausmachte. Cheng
und Yeh (2000) erhielten dhnliche Ergebnisse mit Papaya Ringspot Potyvirus-Hiillprotein Kon-
strukten, die ebenfalls einen kiinstlichen Leader enthielten und diesen auch exprimierten, wobei
jedoch das Wildtyp-Hiillprotein als Nebenprodukt ebenfalls nachweisbar war.

Die Konzentration des rekombinanten Proteins in den Bléttern nahm bei allen Pflanzen mit zuneh-
mendem Alter deutlich ab. Der Verlauf dieser Abnahme war in den verschiedenen Linien unter-
schiedlich. In den Pflanzen der Linien XL 4.24 und XL 7.1 gingen die N-Protein Konzentrationen
am schnellsten zuriick, in der Linie X 15.1 am langsamsten.

Pang et al. (1996) fithrten mit ihren TSWV-N-transgenen Salat-Pflanzen ebenfalls Messungen des
N-Protein Gehaltes iiber einen lingeren Zeitraum und in verschiedenen Blattetagen durch. Das
Transgen stand auch in diesen Konstrukten unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors. Die
N-Protein Menge zeigte dabei zumeist ebenfalls eine starke Abhingigkeit vom Pflanzenalter,
wobei verschiedene Muster festgestellt wurden. Einige Pflanzen wiesen hohe N-Protein Konzentra-
tionen auf, die nur langsam im Laufe der Zeit abnahmen, in anderen Pflanzen stieg die zunédchst
sehr niedrige N-Protein Konzentration iiber einige Tage deutlich an, bevor sie dann nach etwa 30
Tagen schnell bis unter die Detektionsgrenze fiel. Ein drittes Muster war durch konstant sehr
geringe Messwerte gekennzeichnet. Die letzten beiden Muster zeigten zudem eine sehr starke

Abhingigkeit von der Jahreszeit und gingen zum Teil sogar in ganz andere Muster iiber.
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Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Linien X 15.1 und XL 14.1 entsprechen damit etwa
dem ersten Muster der von Pang et al. beschriebenen transgenen Salat-Pflanzen. Dagegen ent-
spricht die Linie XL 8.28 eher dem zweiten, XL 4.24 und XL 7.1 dem dritten Muster.

Pang et al. (1996) untersuchten auch die Verteilung von N-Protein auf die verschiedenen Blatteta-
gen der transgenen Pflanzen. Bemerkenswerterweise nahmen die von ihnen gemessenen Werte von
den unteren (alten) zu den oberen (jungen) Blattetagen hin ab. Dies verhilt sich bei den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten X- und XL-Linien gerade anders herum: in den verschiedenen
Blattetagen zeigte sich jeweils eine Reduktion der N-Protein Konzentrationen von den jungen
(oberen) zu den alten (unteren) Bléttern einer Pflanze.

Van Leeuwen ef al. (2001) stellten bei Untersuchungen zur rdumlichen und zeitlichen Verteilung
der Aktivitdt von CaMV 35S-Promotoren in transgenen Petunien zumeist ebenfalls eine Abnahme
der Promotor-Aktivitdt von jungen zu alten Blittern fest, wobei es jedoch auch Transformanden
gab, bei denen sich eine unregelmifBige Verteilung tliber die Blattetagen ergab, wéhrend in einigen
Féllen nur eine sehr schwache Abhéngigkeit der Aktivitit von der Blattetage beobachtet werden
konnte. Diese Beobachtungen fiihrten Van Leeuwen et al. auf unterschiedliche Integrationsorte des
Transgens in das pflanzliche Genom zurtick (,,Positions-Effekt*). Dies beruht auf dem Vorhanden-
sein mehrerer Doménen im CaMV 35S-Promotor, die fiir die zeitliche und rdumliche Regulierung
zustindig sind (Benfey ef al., 1990 at+b) und von umgebenden Genomabschnitten vermutlich
unterschiedlich stark beeinflusst werden kénnen.

Die im Blattmaterial der X- und XL-transgenen Linien zu verschiedenen Zeitpunkten gefundenen
Konzentrationen des rekombinanten N-Proteins (3.1.5.4) korrelieren nur mafig mit den unter 3.1.3
bestimmten relativen Mengen transgener mRNA. Letztere unterschieden sich zwischen den Linien
XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28 kaum und zeigten auch nicht die fiir das N-Protein gefundene deutli-
che Abnahme in ilteren Pflanzen. Allerdings wurde im 7-Blatt Stadium in Ubereinstimmung zu
den Protein-Messungen eine stets geringere Menge transgener mRNA in den unteren, &lteren
Blattetagen nachgewiesen. Die Pflanzen der Linien XL 14.1 und X 15.1, die die hdchsten N-
Protein Konzentrationen zeigten, wiesen im 3-Blatt Stadium auch besonders hohe Mengen transge-
ner mRNA auf, unterschieden sich aber im 7-Blatt Stadium nur noch im Falle der Linie XL 14.1
deutlich von den anderen. Dies konnte einerseits auf die Verwendung des Aktin-Gens als internen
Standard, andererseits auf generelle Probleme mit der verwendeten Methode der RT-PCR zur
Quantifizierung einer mRNA zuriickzufiihren sein. Idealerweise sollte diese mit radioaktiver Mar-
kierung durchgefiihrt werden, da Ethidium-Bromid quantitative Aussagen iiber die detektierte
DNA nur in recht begrenztem Maf3e gestattet. Die Mdglichkeiten, eine radioaktive RT-PCR durch-
zufiihren, standen jedoch nicht zur Verfligung. Die nicht-radioaktive Detektion der mRNA im
Northern Blot erwies sich fiir spatere Entwicklungsstadien (sowie fiir die Linie XL 7.1 zu allen

Zeiten) als nicht sensitiv genug, und konnte daher fiir diesen Zweck nicht eingesetzt werden.
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Nach der Charakterisierung der Expression und des Verhaltens von rekombinantem N-Protein in
den Pflanzen der verschiedenen Linien wurde die Replikation in Protoplasten und Blattscheiben
bzw. -streifen untersucht. Hierfiir wurde das Polypeptid-Antiserum AS-338 (2.1.5) verwendet, da
das hiermit detektierte NSs-Protein, anders als das N-Protein, nicht in Virionen, also auch nicht im
Inokulum, enthalten ist. Sein Vorhandensein im Blatt ldsst folglich auf erfolgreiche Replikations-
ereignisse riickschlieBen (de Haan ef al., 1990; Kormelink et al., 1991). Zudem erwies sich dieses
Antiserum in Vorversuchen als sehr viel sensitiver als das N-Protein spezifische Antiserum
AS-0580. In den Pflanzen der Linie X 15.1, die das Wildtyp-N-Protein exprimieren, wére auller-
dem eine Unterscheidung zwischen pflanzlichem und viralem Genprodukt bei Verwendung eines
N-Protein spezifischen Antiserums im Western-Blot-Verfahren nicht moglich gewesen.

Das durch Western-Blot Analysen detektierte NSs-Protein zeigte ein unerwartetes Laufverhalten
bei der denaturierenden Gelelektrophorese. Das theoretisch vorhergesagte und in planta verifizierte
Molekulargewicht des TSWV NSs-Proteins betrdgt 52,4 kDa (de Haan et al., 1990; Kormelink
et al., 1991). Auf den Western-Blots zu den Versuchen mit Protoplasten und Blattscheiben bzw.
-streifen (3.3.1.1, 3.3.1.2 und 3.3.1.3) wurde jedoch stets eine deutliche Doppelbande bei 42,8 und
40 kDa gefunden, die zum Zeitpunkt der Inokulation nicht présent war. Eine schwache Bande auf
der korrekten Hohe wurde nur auf den Western Blots aus den Versuchen zur Inokulation von
Protoplasten (3.3.1.1) beobachtet. Wurde Pflanzensaft von systemisch mit TSWV-infizierten
Pflanzen als Positivkontrolle eingesetzt (3.3.1.3), so fiihrte dies zur Auspragung mehrerer Banden,
von denen keine in nicht inokulierten Kontrollen gefunden wurde (nicht gezeigt). Die deutlichste
Bande lief hierbei auf der Hohe von ca. 50-55 kDa und entsprach damit der erwarteten Grofe von
52,4 kDa. Kikkert et al. (1997) erhielten bei ihren Versuchen zur Inokulation von Tabak- und
Petunien-Protoplasten mit TSWV ebenfalls stets nur eine Bande bei etwa 42 kDa im Western Blot,
wenn mit einem NSs-spezifischen Serum detektiert wurde, gehen auf dieses Phédnomen jedoch in
ihrer Diskussion nicht ein.

Durch Analyse der Aminosduresequenz des TSWV NSs-Proteins mit Hilfe des Programms
,PeptideCutter  (http://www.expasy.ch, Swiss Institute of Bioinformatics) wurde eine
Asparaginsdure-Glycin Abfolge (Position 108) gefunden, die durch Hydroxylamin gespalten wer-
den kann (Bornstein und Balian, 1977). Hierdurch wiirde das Protein in einen 11,8 kDa grof3en N-
terminalen und einen 40,6 kDa grof3en C-terminalen Teil zerfallen. Da das verwendete Antiserum
AS-338 gegen ein Polypeptid am C-terminalen Ende des Proteins gerichtet ist, wiirde also lediglich
das 40,6 kDa groB3e Fragment detektiert werden. Hydroxylamin kommt im zelluldren Stoffwechsel
vor allem als Intermediat bei der Oxidation von Ammoniak vor, das beim Abbau von Proteinen und
anderen Zell-Bestandteilen anfallt (Gross, 1985). Es ist daher denkbar, dass eine Verletzung der
Zelle aufgrund solcher Abbauvorginge zu einer erhdhten Hydroxylamin-Konzentration fiihrt. Dies
wire sowohl in Protoplasten als auch in ausgeschnittenen und oberflichlich intensiv verletzten

Blattscheiben der Fall und konnte die beobachteten Groflenabweichungen der NSs-Banden
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erkldren. Es ist in diesem Zusammenhang wichtig zu erwéhnen, dass die Aminoséuresequenz des
XL-N-Proteins keine Asparaginsdure-Glycin Abfolge aufweist, weshalb dieses Protein von Hydro-
xylamin nicht gespalten werden kann. Die Annahme einer Hydroxylamin-Spaltung des NSs-
Proteins kann allerdings nicht mit weitergehenden Daten belegt werden. Es handelt sich also ledig-
lich um eine Hypothese, die das beobachtete Laufverhalten bei der Gelelektrophorese erkléren

konnte.

Bevor nun eine Hypothese zur Wirkungsweise des modifizierten N-Proteins bei der Resistenz
gegen Tospoviren aufgestellt werden kann, sollen die entscheidenden Ergebnisse zur Replikation
und Ausbreitung der Viren in Zellen, Gewebeverbianden und Pflanzen (3.3.1 und 3.3.2) zunéchst
noch einmal zusammengefasst werden. Eine Ubersicht hierzu ist in Tab. 9 gegeben.

In Pflanzen der Linien XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28 lduft also die virale Replikation im Vergleich
zur nicht-transgenen Kontrolle leicht verlangsamt ab, wohingegen bei der Waildtyp-N-
exprimierenden Linie X 15.1 eine deutlich stirkere Verlangsamung gemessen wurde. Keine

Abweichung gegeniiber der nicht-transgenen Kontrolle zeigte die Linie XL 14.1.

Tab. 9: Zusammenfassung der Ergebnisse zu Konzentration rekombinanten Proteins, Replikation,
Transport und Resistenz gegeniiber verschiedenen Isolaten bei den transgenen Linien.

Bewertung der Resis-

Verhalten bei Inokulation mit tenz' bei Inokulation
TSWV-L3: der Pflanzen mit:
Konzentr.
rekomb. Zell-zu-Zell Langstrecken TSWV TSWV GRSV
Linie  N-Protein”  Replikation’ Bewegung® transport’ L3 DH37 SA05
XL 4.24 ++ leicht n.b.* beeintrichtigt + + ++
verlangsamt
XL 7.1 + leicht verlangsamt stark ++ ++ ++
verlangsamt beeintrachtigt
XL 8.28  ++ leicht n.b. stark ++ + ++
verlangsamt beeintrichtigt
XL 141  +++ normal n.b. geringfligig + +/- ++
beeintriachtigt
X 15.1 +++ stark normal normal + - -

(Wildtyp)  verlangsamt

"Bewertung der Resistenz:  ++ fast alle Pflanzen ohne Symptome
+ min. noch ca. 80 % der Pflanzen ohne Symptome
+/- nur etwa 20 % der Pflanzen ohne Symptome
- nicht resistent
K onzentration des rekombinanten N-Proteins iiber alle Entwicklungsphasen
gemittelt und eingeteilt in:  +++ hoch
++ mittel
+ gering
3Jeweils im Vergleich zur nicht-transgenen Kontroll-Pflanze
“n.b. = nicht bestimmt
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Die Migration von TSWV durch 4 x 1 cm groBe Blattstreifen lief in Blattmaterial der Linie XL 7.1
gegeniiber der nicht-transgenen Kontrolle verlangsamt ab. Bei der Linie X 15.1 ergab sich dieser
Effekt nicht. Auch bei der Untersuchung der Ausbreitung von TSWV-L3 in der kompletten Pflanze
(3.3.2.3) wurde ein deutlicher Unterschied zwischen der Wildtyp-N-Protein exprimierenden Linie
X 15.1 und den Linien XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28, die das Fusionsprotein synthetisieren, festge-
stellt. In den XL-Linien konnte hiufig eine Infektion in den Wurzeln, und damit im Leitgefaf3-
system, detektiert werden, die nicht zu einer systemischen Infektion der Blatter fiihrte. Dieser Fall
wurde in den Pflanzen der Linie X 15.1 sowie der nicht-transgenen Kontrolle nie beobachtet. Die
Pflanzen der Linie XL 14.1 hingegen wiesen gegeniiber der nicht-transgenen Kontrolle hiufig
lediglich eine um ca. 8 Tage verzogerte systemische Ausbreitung auf.

Systemische Infektionen mit dem besonders virulenten TSWV-Isolat DH37 traten bei den Linien
XL 8.28, XL 14.1 sowie bei der Wildtyp-N exprimierenden Linie X 15.1 deutlich haufiger auf als
bei Inokulation mit dem homologen Isolat TSWV-L3. Insbesondere die Linien XL 14.1 und X 15.1
zeigten gegen Infektionen mit TSWV-DH37 nur noch eine sehr geringe bzw. gar keine Resistenz.
Bei Inokulation mit GRSV-SAO05 zeigten sich bei den XL-Linien hédufiger Infektionen in der
Waurzel, und folglich im LeitgefédBsystem, als mit TSWV-L3. Dies fiihrte jedoch nicht zu héufige-
ren systemischen Erkrankungen der Blitter dieser Pflanzen. Die Beschrinkung der Infektion auf
das Leitgefa3system zeigte sich besonders deutlich an einer Pflanze der Linie XL 8.28, die zwar
nekrotische Symptome auch in jungen Blittern zeigte, diese blieben jedoch auf die Blattadern

beschrinkt und konnten sich nicht, oder nur in sehr geringem Mafe, in die Blattspreite ausbreiten.

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse interpretiert und mogliche Resistenzmechanismen der

untersuchten Pflanzen diskutiert werden. Dabei miissen drei Fragen geklart werden:

e Ist die Resistenz der XL-Linien RNA- oder Protein-vermittelt?

e Wenn eine Protein-vermittelte Resistenz vorliegt, welchen Einfluss hat das Leader-Peptid auf
den Resistenzmechanismus?

e Warum wird die Resistenz in den XL-Linien mit hohen Konzentrationen rekombinanten

Proteins im Blatt leichter gebrochen als bei den Linien mit niedrigen Konzentrationen?

Die Frage nach RNA- oder Protein-vermitteltem Resistenzmechanismus bei den XL-Linien kann
aus den vorliegenden Daten gut beantwortet werden. RNA-vermittelte Resistenz in transgenen
Pflanzen wurde bereits in der Einleitung erldutert (1.1.2), sie zeichnet sich vor allem durch
Sequenzspezifitit aus und wirkt daher nur gegen das homologe Virus-Isolat, also dasjenige aus
welchem das Transgen stammt, und gegen sehr nahe verwandte Isolate. RNA-vermittelte Resistenz

greift an der Replikation des Virus an und unterbindet diese entweder vollstindig oder verlangsamt
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sie sehr stark (1.1.2). In manchen Fillen ist sie auch durch eine spétere Erholung der Pflanze von
der Infektion gekennzeichnet ("recovery"-Phénotyp).

Die genannten Merkmale treffen auf die XL-Linien nicht zu. Die Verzogerung der Replikation, die
in den Pflanzen der Linien XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28 festgestellt wurde, war nur sehr gering-
fiigig und kann die Resistenz der Pflanzen nicht erkldren. Wichtiger noch ist die Resistenz der
XL-Linien gegen die Spezies GRSV, die mit einem RNA-vermittelten Resistenz-Mechanismus
oder durch Expression des unmodifizierten TSWV N-Proteins offenbar nicht erreicht werden kann
(vergl. 1.1.2). Es steht also fest, dass die Resistenz der XL-Linien Protein-vermittelt ist und dass
die Modifikation des N-Proteins, also das N-terminale Leader-Peptid, eine entscheidende Rolle
spielen muss. Gleichwohl kann jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass RNA-
vermittelte Mechanismen ebenfalls einen, wenn auch geringen, Beitrag zur Ausprigung der

Resistenz in diesen Pflanzen spielen. Hierauf wird spiter noch genauer eingegangen.

Auf welche Weise wirkt nun das modifizierte TSWV N-Protein gegen Infektionen mit Tospoviren?
Ein signifikanter Einfluss auf die Replikation der Viren ist auszuschlieBen, da diese dann wesent-
lich stérker verlangsamt sein miisste, als dies gemessen wurde. Zudem trat diese Verlangsamung in
der Linie XL 14.1, die besonders hohe Konzentrationen des rekombinanten Proteins beinhaltet,
nicht auf. Folglich kommt eine Inhibition der Interaktion zwischen N-Protein und viraler Replikase
als Wirkungsmechanismus nicht in Frage. Mogliche Erklédrungen fiir die geringfiigig verlangsamte
Replikation in einigen Linien werden weiter unten noch besprochen.

Durch den Nachweis des ungehinderten Einbaus von XL-N-Protein in virale Nukleoprotein-
komplexe ist auBerdem eine Behinderung der Nukleoproteinkomplex-Bildung durch das rekombi-
nante Protein auszuschlieBen. Dies ist ein wenig {iberraschend, da Uhrig et al. (1999) herausfanden,
dass die Multimerisierung von N-Protein durch die N- und C-terminalen Bereiche des Proteins
vermittelt wird, wodurch eine Behinderung durch das N-terminale Leader-Peptid zundchst
wahrscheinlich erscheint. Die Ergebnisse von Uhrig et al. deuten allerdings darauf hin, dass die
duBersten Enden (10 Aminosduren C-terminal und 22 Aminosduren N-terminal) nicht an der
Multimerisierung teilnehmen. Daher ist es vorstellbar, dass das Leader-Peptid in der Tat keinen
Finfluss auf diese Reaktion ausiibt. Die Interaktion zwischen N-Protein und viraler RNA findet
ebenfalls an den N- und C-terminalen Bereichen des N-Proteins statt (Richmond et al., 1998), wird
aber offenbar ebenfalls nicht beeintrachtigt.

Auch eine Behinderung der Interaktion mit den viralen G-Proteinen ist auszuschlielen, da auch die
Verpackung der Nukleoproteinkomplexe in Virionen nicht durch das Vorhandensein des rekombi-
nanten N-Proteins gestort wird. Bei diesem Vorgang spielen die G-Proteine eine wichtige Rolle
(Matsuoka et al., 1991). Eine Wirkung des XL-N-Proteins auf die Bildung von Virionen hétte
ohnehin nur eine Bedeutung bei der Transmission und konnte die Resistenz der Pflanzen nicht

erkldren.
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Aus den Versuchen mit 4 x 1 cm langen Blattstreifen sowie den Beobachtungen zur Ausbreitung in
ganzen Pflanzen (3.3.1.3 bzw. 3.3.2.3) hat sich hingegen ein deutlicher Effekt des XL-N-Proteins
auf den Transport des Virus durch die Pflanze ergeben. Zwei Erklarungsmodelle bieten sich hier
an. Es ist bekannt, dass die Transportform von Tospoviren in der Pflanze nicht die membran-
umhiillten Virionen sind sondern Nukleoproteinkomplexe (Storms et al., 1995). Da alle Proteine
bei Tospoviren von mRNAs, und nicht direkt von genomischer RNA, translatiert werden, miissen
stets einige Kopien der viralen Replikase mitgefiihrt werden, um Replikation und Translation in
neu infizierten Zellen zu starten. Diese Replikase-Kopien binden an das N-Protein und werden so
von Zelle zu Zelle transportiert (Storms et al., 1995; Inoue-Nagata et al., 1998). Wire diese
Interaktion durch das Leader-Peptid gestort, so wiirde sich der L-Protein-Gehalt bei der
Ausbreitung durch die Pflanze ausdiinnen und diese somit verlangsamen. Dies konnte der Pflanze
dann die rechtzeitige Etablierung von SchutzmaBnahmen (systemisch erworbene Resistenz, vergl.
1.1.2) erlauben, was moglicherweise schlielich zu einem vollstindigen Stopp der Infektion fithren
konnte. Gegen diese Mdglichkeit spricht die bereits erwéhnte ungehinderte Interaktion zwischen
XL-N- und L-Protein bei der Replikation, wobei andererseits diese beiden Funktionen iiber
vollkommen unterschiedliche Doménen auf dem N-Protein vermittelt werden kdnnten und folglich
nicht korreliert sein miissen.

Plausibler erscheint jedoch die zweite Mdglichkeit: eine durch den N-terminalen Leader verursach-
te Behinderung der Interaktion zwischen XL-N- und NSm-Protein, das fiir die Bewegung der
Nukleoproteinkomplexe iiber Zellgrenzen hinweg die entscheidende Rolle spielt (Storms et al.,
1995). Soellick et al. (2000) konnten nachweisen, dass NSm sowohl ssRNA, als auch das
N-Protein in vitro binden kann. Zudem wurden Bindungen mit DNAJ-dhnlichen Proteinen gefun-
den, die als Regulatoren von Chaperonen eine Rolle spielen, die wiederum hdufig an Transport-
vorgédngen beteiligt sind. Es scheint also ein ganzer Komplex verschiedener Komponenten fiir den
Transport zusammenkommen zu miissen. Hier konnte eine sterische Inhibition durch das Leader-
peptid des XL-N-Proteins ansetzen.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse zur Ausbreitung der Infektion in den Pflanzen der XL-Linien
(3.3.2.3) féllt auf, dass zwar in manchen Fillen virale Proteine in den Wurzeln detektiert werden
koénnen, dies aber vor allem in den Linien XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28 meist nicht zu einer
systemischen Infektion der Blatter fithrt. Haufig konnten bei erfolgreichem Nachweis von viralem
Protein in den Wurzeln auch in den Adern junger Blitter Viren detektiert werden, die aber nicht,
oder nur sehr eingeschréankt, ins Mesophyll gelangten. Bei einer mit GRSV inokulierten Pflanze der
Linie XL 8.28 konnte dies besonders deutlich beobachtet werden. Hier zeigten sich zwar die fiir
dieses Isolat typischen schweren Nekrosen auch in jungen Bléttern, diese blieben jedoch fast voll-
standig auf die Blattadern beschriankt (4bb. 21 Abschnitt 3.3.2.1).

Die Detektion viraler Proteine in den Wurzeln und Blattadern ist gleichzusetzen mit einer Infektion

des LeitgefdBsystems. Pflanzenviren verbreiten sich, mit wenigern Ausnahmen, in ihren
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pflanzlichen Wirten iiber das Phloem, wobei sie dem Assimilatstrom von der Quelle zum
Verbrauchsort ("source to sink") folgen (Hull, 2001). Die beiden wichtigsten Zelltypen dieses
Transportsystems sind die Siebzellen, also die eigentlichen "Transportrohren", und die Geleit-
zellen. Siebzellen verfiigen im ausdifferenzierten Zustand tiber keinen Kern und keinen
Translationsapparat mehr. Die fiir ihre Erhaltung benétigten Proteine werden in den Geleitzellen
synthetisiert. Nur dort kann demnach auch virale Replikation und Translation erfolgen. Der Uber-
gang zwischen Sieb- und Geleitzellen ist fiir die Viren problemlos, da die Grofenausschluss-
Grenzen ("size exclusion limits", SEL) der dortigen Plasmodesmata besonders hoch liegen
(Kempers und van Bel, 1997). In den Fillen, in denen der Eintritt in das LeitgefaBsystem gelang,
konnten die Tospoviren auch in den XL-Pflanzen im Transportgewebe, also vermutlich in den
Geleitzellen des Phloems, replizieren. Dies wurde durch den Nachweis des Gl-Proteins im
Leitgewebe bestétigt, das nicht Bestandteil des Nukleoproteins, also der Transportform innerhalb
der Pflanze, ist.

Es ist demnach also nicht die Ausbreitung der Tospoviren im Phloem, die in den XL-Pflanzen
beeintrachtigt ist, sondern der Zugang zu diesem Transportsystem und der Wiederaustritt ins
Mesophyll. Zumindest mit Pflanzen der Linie XL 8.28 konnte dies auch durch direkte Inokulation
in das Phloem mittels Pfropfung auf systemisch infizierte Unterlagen bestétigt werden. Die
Barriere des Eintritts in das LeitgefdBsystem musste hier von den Viren nicht mehr iiberwunden
werden. Daher traten bei diesen Versuchen wesentlich hdufiger systemische Symptome in den
oberen Blattetagen auf, als bei mechanischer Inokulation der Blétter. Diese Symptome blieben
jedoch wiederum lokal auf die Blattadern beschrénkt, konnten das Leitgefdf3system also offenbar
nur mit sehr geringer Effizienz wieder verlassen.

Die Ubergiinge zwischen Mesophyll und Phloem sind nach Wintermantel et al. (1997) und Wang
et al. (1998) die kritischen Punkte einer systemischen Virus-Infektion. Sie sind bei resistenten
Pflanzen hdufig unterbrochen oder beeintrichtigt. Dies ist vor allem bei Pflanzen wie N. tabacum
der Fall, die Makromolekiile apoplastisch in das Phloem laden und daher nur sehr wenige Plasmo-
desmata zwischen Geleitzellen und Biindelscheiden- bzw. Parenchymzellen besitzen (Ding et al.,
1988). Auch bei nicht-resistenten Pflanzen stauen sich Viren an diesem Ubergang stark an (Ding

et al., 1998).

Obwohl Infektionen im Leitgewebe in den Pflanzen der XL-Linien beobachtet werden konnten,
traten diese doch eher selten und unvorhersehbar auf. Es scheint, als wére ein zufilliges Ereignis
bei der Inokulation hierfiir verantwortlich. Die mechanische Inokulationen von Blittern mit Hilfe
eines Abrasivums und eines stark verdiinnten Inokulums (2.2.4.4) fiihrt zur Etablierung von nur
wenigen Infektionsherden, die im spiteren Verlauf in Form von Lokalldsionen deutlich erkennbar
werden. Das zufallige Ereignis, das zu einer Infektion des Phloems fiihrt, konnte daher eine direkte

Inokulation des Leitgewebes oder der unmittelbaren Umgebung sein. Auf diese Weise konnte trotz
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der starken Behinderung des Ubertrittes der Nukleoprotein-Komplexe in das Phloem noch eine
ausreichende Anzahl von Viren in das Transportgewebe gelangen. Moglich ist auch, dass primér
infizierte Zellen besonders nahe an noch unreifen kleinen Blattadern héherer Ordnung liegen
miissen. Diese reifen erst, wenn das Blatt von Assimilat-Import auf -Export umschaltet, und sind
vor diesem Ereignis noch nicht vom Mesophyll isoliert (Roberts ef al., 1997). Daher kdnnen Viren

hier besonders leicht eindringen.

Zusammenfassend kann folgende Hypothese fiir die Wirkung des modifizierten N-Proteins gegen
Infektionen mit Tospoviren in den XL-Linien formuliert werden: Das XL-N-Protein wird wie das
Wildtyp-N-Protein in Nukleoproteinkomplexe replizierender Tospoviren eingebaut. Es behindert
die Replikation nicht oder nur in sehr geringem Malle und hat keinen Einfluss auf die Reifung von
Virionen. Es behindert jedoch den Transport der Nukleoproteinkomplexe iiber Zellgrenzen hinweg,
vermutlich durch sterische Inhibition von Interaktionen mit anderen am Transport beteiligten
Proteinen, also dem viralen NSm-Protein oder Wirtsfaktoren. Dies zeigt sich in einem verlangsam-
ten Nahtransport und einem fast vollstdndig blockierten Langstreckentransport durch das Leitge-
fiBsystem, wobei vor allem die Ubergéinge in das Phloem und wieder hinaus blockiert werden.
Diese Verzdgerung der Ausbreitung ermdglicht der Pflanze vermutlich die rechtzeitige Aktivierung
von AbwehrmaBnahmen, die die Infektion schlieBlich vollstindig stoppen konnen. Nach
Waterhouse et al. (1999) muss ein Virus fiir eine erfolgreiche systemische Infektion einer Pflanze
entweder die wirtseigene Abwehr unterdriicken oder sich schneller in der Pflanze ausbreiten als die
pflanzlichen Signale zur systemischen Aktivierung der Abwehr (systemisch erworbene Resistenz,

vergl. 1.1.2).

Wenn das modifizierte N-Protein diese Wirkung hat, warum besteht dann aber keine positive
Korrelation zwischen der Konzentration rekombinanten Proteins und der Auspragung der Resistenz
in den verschiedenen XL-Linien?

Um diese Frage kléren zu konnen, soll zunéchst die Linie X 15.1 néher betrachtet werden, da hier
ein interessantes Phdnomen beobachtet wurde, das wichtige Indizien liefert.

Die Linie X 15.1 exprimiert das unmodifizierte TSWV N-Protein und weist in fast allen Entwick-
lungsstadien eine hohere Konzentration des rekombinanten Proteins auf als alle XL-Linien. Die
Pflanzen dieser Linie zeigten nur gegen das homologe Isolat TSWV-L3 Resistenz, die zudem
hiufig gebrochen wurde.

Interessanterweise fithrten Inokulationen von Pflanzen der Linie X 15.1 mit der Spezies GRSV zu
einer heftigeren und schnelleren Symptomausprigung als in den nicht-transgenen Kontroll-
Pflanzen. Dieses Phinomen ist bislang in der Literatur fiir Tospoviren in N-transgenen Pflanzen
nicht beschrieben worden, trat im Laufe der Untersuchungen jedoch immer wieder auf. Es bieten

sich zwei mdgliche Erklarungen hierfiir an: (i) das TSWV N-Protein interagiert effizienter mit
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einigen GRSV-Komponenten (z.B. Replikase oder NSm-Transportprotein) als das GRSV
N-Protein oder (i7) das bereits vor der Inokulation in grolen Mengen vorhandene N-Protein
behindert die natiirlichen Resistenzmechanismen der Pflanze, vor allem das post-transkriptionale
"gene-silencing" (PTGS, vergl. 1.1.2).

Ersteres kann zwar nicht widerlegt werden, es ist jedoch eher unwahrscheinlich, dass Komponenten
aus verschiedenen Spezies besser interagieren als Komponenten aus dem selben Isolat. Uber die
zweite Moglichkeit gibt es zwar noch keine Daten in der Literatur, es sprache jedoch einiges fiir
diese Annahme. So wurde im Laufe der Untersuchungen immer wieder beobachtet, dass auch die
nicht-transgenen N. tabacum cv. Samsun NN-Kontrollpflanzen bei Infektionen mit GRSV deutlich
schwichere Symptome zeigten als, ebenfalls nicht-transgene, N. tabacum cv. Nevrokop-Pflanzen,
die fiir die Vermehrung des Virus benutzt wurden. Wahrend letztere 14-20 Tage nach Inokulation
normalerweise vollkommen abgestorben und verkiimmert waren, standen die N. fabacum Samsun
NN-Pflanzen, obwohl auch sie schwere Nekrosen entwickelten, nach dieser Zeit noch aufrecht,
besalBen noch einige griine Blétter und bildeten sogar noch junge Blitter aus. AuBBerdem wurde bei
nicht-transgenen N. tabacum Samsun NN-Kontrollpflanzen oft eine Erholung von TSWV-
Infektionen, also das Ausbilden gesunder Blatter nach anfanglicher systemischer Infektion durch
das Virus, beobachtet. Dieser sogenannte "recovery"-Phinotyp steht nach Al-Kaff ef al. (1998) mit
dem "gene-silencing"-Abwehrmechanismus der Pflanze in Verbindung. Er wurde bei Nevrokop-
Pflanzen nur selten beobachtet. Es scheint also, als wire der "gene-silencing"-Mechanismus in den
Pflanzen des Kultivars Samsun NN aktiver als in denen des Kultivars Nevrokop, was normalerwei-
se zu einer Abschwichung der Infektion fithrt und sich besonders bei GRSV-Infektionen bemerk-
bar macht. Dass "gene-silencing" nicht nach einem "Alles oder Nichts"-Schema abléduft, sondern
auch lediglich zu einer Reduktion (viraler) Ziel-RNA fiihren kann, und damit zu einer Ab-
schwéchung der Infektion, ohne diese ganz zu stoppen, ist durch Beobachtungen an transgenen
Pflanzen bereits bewiesen (Seymour et al., 1993; Smith et al., 1990; Boerjan et al., 1994). In den
transgenen Samsun NN-Pflanzen der Linie X 15.1 kdnnte das exprimierte TSWV N-Protein also zu
einer Behinderung des pflanzeneigenen "gene-silencing"-Mechanismus fithren, wodurch die
schwereren Symptome bei Infektion mit GRSV erkldrlich wiren. Auch die Resistenzen der
verschiedenen XL-Linien konnten unter dieser Annahme besser erklart werden. Dies soll weiter
unten geschehen.

Virale Proteine, die das "gene-silencing" unterdriicken, sind vor allem bei Potyviren bekannt
(Kasschau und Carrington, 1998). Doppelinfektionen einer Pflanze mit einem Potyvirus und einem
Nicht-Potyvirus fiihren in vielen Féllen zu einer deutlich erhdhten Aktivitéit des letzteren, das von
der Behinderung des PTGS durch das Potyvirus profitiert. Dieses Phinomen wird als Synergismus
bezeichnet (Hull, 2001) und wurde bereits 1967 von Damirdagh und Ross bei Doppelinfektionen
von Potato Virus-Y und Potato Virus-X in Tabak, und seitdem mit vielen anderen Kombinationen,

beschrieben (Wang et al., 2002). Vance et al. (1995) konnten diesen Effekt auch in transgenen
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Pflanzen mit dem potyviralen He-Pro Gen erzeugen. Umgekehrt wurde auch bereits bewiesen, dass
RNA-vermittelte Resistenzen transgener Pflanzen durch vorherige Infektion mit einem PTGS-
unterdriickenden Potyvirus gebrochen werden konnen (Savenkov und Valkonen, 2001).

Einen Hinweis auf eine mogliche Unterdriickung von "gene-silencing" durch Tospoviren konnte
die Beobachtung liefern, dass bei Doppelinfektionen mit TSWV und einem Potyvirus (PMV) das
Tospovirus, anders als in Versuchen mit Vertretern vieler anderer Genera, keine erhdhte Aktivitit
zeigte (Hoffmann er al., 1998). Dass TSWV von der Behinderung des pflanzlichen PTGS-
Mechanismus durch das Potyvirus nicht profitiert, wére verstdndlich, wenn man annimmt, dass
Tospoviren selbst bereits {iber PTGS-hemmende Komponenten verfiigen, so dass fiir sie kein
Unterschied zwischen alleiniger Infektion und Doppelinfektion mit einem Potyvirus bestiinde. Es
gibt allerdings bislang keine Angaben in der Literatur iiber mogliche "gene-silencing'-

unterdriickenden Proteine bei Tospoviren.

Im Folgenden soll nun von der Hypothese ausgegangen werden, dass das TSWV N-Protein die
pflanzeneigene Abwehr (PTGS) schwichen kann und dies auch fiir das modifizierte XL-N-Protein
gilt, das damit gleichzeitig eine positive und eine negative Wirkung in Bezug auf Infektionen mit
Tospoviren ausiiben wiirde.

Die Resistenzen der transgenen Linien werden nun einzeln unter diesem Aspekt charakterisiert.

Linie X 15.1: Hierbei handelt es sich um die einzige Linie, die das Wildtyp-N-Protein exprimiert.
Die N-Protein Konzentration in dieser Linie war im Vergleich zu den XL-Linien in allen Entwick-
lungsstufen stets besonders hoch. Diese Linie zeigte nur Resistenz gegen das homologe Isolat
TSWV-L3, nicht gegeniiber TSWV-DH37 und sogar eine Intensivierung der Infektion mit GRSV-
SAO05 gegeniiber der nicht-transgenen Kontrolle.

Wihrend die Resistenz transgener Pflanzen mit niedrigem Gehalt an N-Protein und transgener
mRNA mittlerweile recht gut erforscht ist und auf PTGS zuriickgefiihrt werden kann, ist die Resis-
tenz von Pflanzen mit hohen N-Protein Gehalten noch nicht befriedigend erklart worden. Die
urspriinglich von Gielen et al. (1991) vorgeschlagene Blockierung viraler RNA durch die in
"antisense"-Orientierung stehende transgene mRNA wurde bislang allerdings nicht widerlegt. Die
Hybridisierung von viraler RNA mit transgener mRNA konnte letztlich auch den PTGS-
Mechanismus aktivieren, da doppelstringige RNA vermutlich einer der wichtigsten Ausloser
dieses Systems ist (Waterhouse et al., 1998). Durch die "antisense"-Blockierung oder das "gene-
silencing" wiirde die Replikation verlangsamt werden, was sich auch in den Ergebnissen mit 1 cm®
groBBen Blattscheiben zeigte (3.3.1.2). Dies konnte der Pflanze die Gelegenheit zur rechtzeitigen
Aktivierung von Abwehrmechanismen geben, wodurch eine systemische Erkrankung in den

meisten Fillen verhindert werden konnte.
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Trotz einer Homologie der N-Gen-Sequenzen der Isolate L3 und DH37 von 98 % scheint dieser
Schutz gegen das Isolat DH37 jedoch zu versagen. Ein &hnliches Ergebnis beschreiben
Pang et al. (1994). Sie stellten fest, dass das besonders virulente Isolat TSWV-10W die Resistenz
von Pflanzen mit hohen TSWV N-Protein Gehalten stets brechen konnte, obwohl diese gegen das
homologe Isolat (TSWV-BL, Homologie: 99 %) eine, wenn auch schwache, Resistenz aufwiesen.
Genaue Daten iiber den molekularen Mechanismus der Resistenzbrechung durch besonders
virulente Isolate stehen zur Zeit noch nicht zur Verfiigung.

Gegen GRSV wurden mit TSWV N-transgenen Pflanzen noch niemals eine Resistenz erzielt. Dies
bestétigte sich auch in diesem Fall. Vaira et al. (1995) beobachteten lediglich eine Verzogerung der
GRSV Infektion bei einigen TSWV N-transgenen Pflanzen, die besonders wenig rekombinantes
Protein exprimierten. Wie bereits in 1.1.2 beschrieben, hat sich inzwischen herausgestellt, dass die
meisten bisher gegen Tospoviren erzielten Resistenzen transgener Pflanzen RNA-vermittelt sind
und nicht auf der Anwesenheit eines rekombinanten Proteins beruhen. Die Homologie zwischen
den N-Proteinen von TSWV und GRSV betrigt 79 % und ist in funktionellen Bereichen, die meist
stirker konserviert sind, wahrscheinlich noch gréBer. Aufgrund dieser Ahnlichkeit hat das TSWV
N-Protein vermutlich keine stérende Wirkung auf Replikation und Ausbreitung von GRSV. Fiir
eine RNA-vermittelte Resistenz reichen die Sequenz-Homologien zwischen TSWV und GRSV
jedoch offensichtlich nicht aus, dies bestétigten auch Pang et al. (1992 und 1994). Wenn also weder
die transgene mRNA noch das rekombinante Protein einen nennenswerten Einfluss auf die
Infektion mit GRSV haben, das N-Protein aber sogar die pflanzeneigene Abwehr hemmen kann,
sind die besonders schweren Symptome auf Pflanzen der Linie X 15.1 bei GRSV-Infektion

verstiandlich.

Linie XL 14.1: Die Pflanzen dieser Linie exprimieren, wie alle Pflanzen der XL-Linien, das N-
terminal durch ein Leader-Peptid vergroBBerte TSWV N-Protein. In den Pflanzen der Linie XL 14.1
wurde dies stets in besonders hohen Konzentrationen gefunden. Die Resistenz dieser Linie gegen
das homologe Isolat TSWV-L3 wurde bei jeweils einer von fiinf, gegen TSWV-DH37 sogar bei
vier von finf Pflanzen gebrochen. Gegen GRSV-SAO05 bestand hingegen in allen Fillen Resistenz.

Nach der oben aufgestellten Argumentation miisste auch in dieser Linie, so wie bei X 15.1, die
pflanzeneigene Abwehr durch die relativ hohe Konzentration rekombinanten Proteins behindert
werden. Dies wird hier allerdings durch die Storung des viralen Transportes durch die Pflanze, die
durch das Leader-Peptid des XL-N-Proteins vermittelt wird, groBtenteils kompensiert. Die, im
Gegensatz zu den Linien XL 4.24, XL 7.1 und XL 8.28, nicht verlangsamte Replikation von
TSWV-L3 in Blattscheiben dieser Linie konnte ein zusitzlicher Hinweis darauf sein, dass der
"gene-silencing"-Mechanismus, mit dem die Pflanze normalerweise auf Infektion reagieren wiirde,
in den Pflanzen dieser Linie durch die hohe Konzentration rekombinanten Proteins in der Tat

behindert wird. Diese Storung des pflanzeneigenen Abwehrmechanismus konnte erklaren, warum
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die Resistenz gegen das Isolat DH37 in den Pflanzen der Linie XL 14.1 so schlecht ausfillt.
Vermutlich kann eine Infektion mit diesem besonders virulenten Isolat nur erfolgreich abgewehrt
werden, wenn gentechnisch erzeugte und natiirliche Resistenz gemeinsam wirken. Dies wird unten
noch genauer erldutert. Bei dieser Linie kommt noch hinzu, dass zumindest in einigen Entwick-
lungsstadien neben dem modifizierten auch das Wildtyp-N-Protein translatiert wird (3.1.5.1).
Dieses wiirde zur Storung des pflanzlichen Abwehrmechanismus beitragen, ohne die Wirkung des
XL-N-Proteins auf den Transport der Tospoviren zu besitzen.

Gegen GRSV-SAO0S5 reicht offenbar die durch das XL-N-Protein vermittelte Behinderung des

Transportes bereits fiir eine sehr stabile Resistenz in den Pflanzen dieser Linie aus.

XL 7.1: Diese Linie zeigt stets die geringsten Konzentrationen rekombinanten Proteins und unter-
scheidet sich im Resistenzverhalten besonders deutlich von der Linie XL 14.1. Gegen alle drei
getesteten Tospoviren war die Resistenz der Pflanzen der Linie XL 7.1 besonders gut, lediglich bei
einer Pflanze wurden lokal begrenzte systemische Symptome mit TSWV-L3 gefunden, mit den
anderen Tospoviren wurden niemals erfolgreiche Infektionen beobachtet. In Protoplasten und
Blattscheiben wurde eine leichte Verzogerung der Replikation, in Blattstreifen eine Verlangsamung
des Zell-zu-Zell Transportes, gemessen. Tissue Print Immunoblots der systemisch mit TSWV-L3
infizierten Pflanze ergaben eine klare Begrenzung der Viren auf die Wurzeln und Blattadern, also
auf das LeitgefaBsystem.

In dieser Linie scheint das rekombinante Protein in optimaler Konzentration vorzuliegen. Es
geniigen offenbar bereits wenige Kopien pro RNA-Segment, um den Transport iiber Zellgrenzen
hinweg signifikant zu storen. Dies deutete sich auch durch die Ergebnisse zur Inokulation élterer
Pflanzen aller Linien an (3.3.2.2), die trotz abnehmender Konzentrationen rekombinanten Proteins
in den Blittern keine erhdhte Anfalligkeit gegeniiber Infektionen zeigten. Moglicherweise bleiben
Nukleoproteinkomplexe schon mit einer einzigen Kopie des vergroferten N-Proteins in den
Desmotubuli regelrecht hdngen. Der genaue Ablauf dieses "Durchschleusens" ist bislang noch
nicht untersucht. Durch die geringe Konzentration ist der postulierte inhibitorische Effekt auf die
pflanzeneigene Abwehr, also das "gene-silencing", minimal. So konnen beide Mechanismen
gleichzeitig arbeiten und eine besonders effiziente Resistenz erzeugen, die sogar gegen das beson-
ders virulente Isolat DH37 einen vollkommenen Schutz erméglicht. Wie das Beispiel der Linie
XL 14.1 zeigt, ist dies durch das rekombinante Protein allein nicht mdglich. Das Zusammenspiel
von transgener und pflanzeneigener Resistenz kdnnte in etwa so aussehen: Durch den Einfluss des
XL-N-Proteins breitet sich die Infektion deutlich langsamer durch die Pflanze aus als in nicht-
transgenen Pflanzen. Dies ermdglicht der Pflanze die rechtzeitige Mobilisierung der eigenen
Abwehr ("systemisch erworbenen Resistenz", vergl. 1.1.2). Es wurde oben schon erwéhnt, dass ein

Virus fiir eine erfolgreiche Infektion entweder die wirtseigenen Abwehrmafnahmen ausschalten,
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oder sich schneller als die Abwehr-induzierenden Signale in der Pflanze ausbreiten muss
(Waterhouse ef al., 1999).

Die Resistenz der Linie XL 7.1 hat also offenbar neben dem Protein-vermittelten auch einen RNA-
vermittelten Anteil. Fiir diese Annahme spricht auch die, wenn auch geringe, Verlangsamung der
Replikation von TSWV in Protoplasten und Blattscheiben dieser Linie sowie der Linien XL 4.24
und XL 8.28, nicht aber bei XL 14.1. Ein rein RNA-vermittelter Mechanismus kann andererseits
aufgrund der Resistenz gegen GRSV ausgeschlossen werden. Germundsson et al. (2002) beschrie-
ben Versuche mit Hiillprotein-vermittelter Resistenz gegen Potato Mop-Top Pomovirus (PMTV) in
Tabak und Kartoffel, die ebenfalls ein Zusammenwirken von RNA- und Protein-vermittelter
Resistenz vermuten lielen.

Ob die transgene mRNA in der Linie XL 7.1 bereits in frithen Stadien das PTGS der Pflanze
aktiviert, was dann zu den geringen Mengen rekombinanten Proteins fithren wiirde, ist unklar. Da
aber ein bereits vor der Inokulation etabliertes "gene-silencing" viraler Sequenzen zu einer wesent-
lich intensiveren Behinderung der Replikation fithren sollte als gemessen wurde, ist dies eher
unwahrscheinlich. Das "gene-silencing" wird also vermutlich erst durch das Uberschreiten eines
Schwellenwertes durch die Summe transgener mRNA und viraler RNA wiéhrend der Replikation
der Tospoviren ausgelost. Eine solche Ausloseschwelle fiir das ,.gene-silencing wurde von

Dougherty und Parks (1995) diskutiert.

XL 4.24 und XL 8.28: Diese beiden Linien liegen sowohl mit ihren jeweiligen Expressionsniveaus
als auch mit den Qualitdten der Resistenz zwischen den Linien XL 7.1 und XL 14.1.

Nach dem oben diskutierten moglichen Zusammenspiel zweier Mechanismen (Behinderung des
viralen Transportes durch das XL-N-Protein und pflanzeneigene Abwehr) konnte dies folgender-
mafen gedeutet werden: Mit zunehmendem N-Protein-Gehalt wird der wirtseigene Abwehrmecha-
nismus des "gene-silencing”" zunehmend stirker gestort. Gleichzeitig nimmt der Schutz, der durch
das XL-N-Protein verliechen wird, zu. Bei der Linie XL 4.24 duflert sich dies in einem moderaten
Resistenzverhalten gegeniiber allen getesteten Tospoviren. In den Pflanzen der Linie XL 8.28
vermittelt die hohe Konzentration des rekombinanten Proteins einen wesentlich besseren Schutz
gegen das homologe Isolat sowie die Spezies GRSV. Ahnlich wie oben fiir XL 14.1 diskutiert,
fiihrt die postulierte Inhibition des wirtseigenen PTGS-Mechanismus durch den hohen Gehalt an
rekombinantem Protein aber dazu, dass die Pflanzen gegeniiber Infektionen mit dem besonders
virulenten Isolat TSWV-DH37 einen deutlich geringeren Schutz aufweisen, als die Pflanzen der

Linie XL 7.1.

Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit der Literatur ist nur bedingt mdglich, da Daten zu Resistenzen
durch modifizierte Hiillproteine bislang kaum vorliegen. Da jedoch andererseits in vielen Publika-

tionen lediglich eine quantitative Bewertung der Expression des rekombinanten Proteins mit Hilfe
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des "Enzyme-linked Immunosorbent Assay" (ELISA) beschrieben wurde, ist es durchaus vorstell-
bar, dass einige der beschriebenen Resistenzen, wie im Falle der XL-Linien, auf zundchst unbeab-
sichtigte Expression modifizierter Hiillproteine beruhen, diese Modifikationen jedoch nicht
bemerkt wurden.

Gentechnische Konstrukte enthalten hiufig 5’-Leadersequenzen als Transkriptionsverstirker, bzw.
um die offenen Leserahmen von RNA-Viren fiir die Transkription von pflanzlicher genomischer
DNA mit einer 5'-Promotorregion auszustatten, die dem viralen Genom fehlt. Start-Codons im
selben Leserahmen wie das zu exprimierende Gen konnen dann sowohl durch die Promotor- oder
Leader-Sequenzen selbst, als auch durch Reste von Klonierungsvektoren (Linker-Sequenzen),
moglicherweise unbeabsichtigt, eingebracht werden. In manchen Fillen ist ein kiinstliches Start-
Codon sogar unumgénglich. Dies gilt beispielsweise fiir Konstrukte zur Expression von Hiillprotei-
nen aus Potyviren, die durch die besondere Genomorganisation dieser Viren iiber kein eigenes
Start-Codon verfiigen (Allison et al., 1985).

Stoeva et al. (1998) verwendeten die gleichen XL-N-Konstrukte, die in der vorliegenden Arbeit
beschrieben wurden (2.1.1), transformierten damit jedoch keine N. tabacum cv. Samsun NN-
Pflanzen sondern eine Vielzahl anderer N. tabacum Kultivare, u.a. das Kultivar Nevrokop. Zu der
Zeit war noch nicht bekannt, dass diese Konstrukte ein N-terminal verldngertes N-Protein expri-
mieren konnten. Daher wurde die Expression lediglich mittels ELISA gemessen, weshalb die
Modifikation auch im Laufe der Untersuchungen nicht entdeckt wurde. In Feld- und Gewéchshaus-
Versuchen erwiesen sich einige Linien als stark resistent gegen Tospoviren, wobei die Menge
detektierbaren N-Proteins in der Pflanze keinen Einfluss auf den Resistenzphénotypen hatte. Da
jedoch nicht bekannt ist, welche dieser Linien tatséchlich das Leader-Peptid exprimieren, lassen

sich die Ergebnisse nicht mit denen der vorliegenden Arbeit vergleichen.

Einer der wenigen Berichte iiber gentechnische Konstrukte mit einem modifizierten Hiillprotein
zeigt einige interessante Parallelen zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.

Dolja et al. (1994 und 1995) produzierten Defekt-Mutanten des Tobacco Etch Potyvirus (TEV),
bei denen jeweils einige Aminosduren am N- oder C-Terminus des Hiillproteins deletiert waren.
Primédre Replikation und Enkapsidierung verliefen bei den Defekt-Mutanten ungehindert, der Zell-
zu-Zell Transport durch inokulierte Blatter lief jedoch verlangsamt ab. Der Ferntransport durch das
LeitgefaBBsystem war sogar komplett ausgeschaltet. In transgenen Pflanzen, die intaktes Hiillprotein
exprimierten, konnte der Zell-zu-Zell Transport der N- und C-terminalen Defekt-Mutanten norma-
lisiert werden, nicht aber der Langstreckentransport. Da die N- und C-terminalen Enden nach
Allison et al. (1985) auf der Oberflédche der Virionen von Potyviren liegen, wird eine Interaktion
mit anderen viralen oder Wirts-Komponenten an dieser Stelle vermutet. Diese Experimente mit
Hiillprotein-defekten Potyvirus-Mutanten, vor allem aber die durchgefiihrten Komplementations-

Experimente mit Defekt-Mutanten des Virus in transgenen Pflanzen, die das intakte Hiillprotein
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exprimieren, haben groBe Ahnlichkeit mit den in der vorliegenden Arbeit dokumentierten Abliufen
von Replikation und Ausbreitung von TSWV in Pflanzen, die ein "defektes" Hiillprotein (XL-N)
exprimieren. In beiden Féllen liegen defekte und intakte Hiillproteine nebeneinander in den Zellen
vor, wobei die defekten Proteine jeweils durch Manipulationen der Enden gekennzeichnet sind. Im
Falle der XL-N transgenen Pflanzen ist dies eine N-terminale Erweiterung, in den Versuchen von
Dolja et al. eine N- oder C-terminale Deletion. Die zwei wichtigsten Unterschiede zwischen beiden
Ansitzen sind zum einen die Verwendung verschiedener Viren aus unterschiedlichen Familien zum
anderen die Tatsache, dass in einem Fall die Pflanze das defekte Protein liefert, in dem anderen
hingegen das Virus selbst manipuliert wurde. Dies wirkt sich vor allem in frithen Phasen der Infek-
tion von Zellen aus, da die von den Pflanzen synthetisierte Form des jeweiligen Hiillproteins dann
in wesentlich groBeren Mengen vorliegt als die Virus-codierte Form. Dennoch zeigen die Ergebnis-
se deutliche Ubereinstimmungen. In beiden Fillen ist die primére Replikation in infizierten Zellen
nicht, der Zell-zu-Zell Transport leicht, und der Langstreckentransport durch das Phloem stark

beeintrachtigt bzw. vollstindig ausgeschaltet.

Es steht also fest, dass Konstrukte mit modifizierten viralen Genen ein grofles Potential fiir die
Gewinnung neuartiger transgener Virusresistenzen haben, die sich durch eine bislang nicht erreich-
bare Breitbandresistenz auszeichnen. Dies beweisen die XL-Linien, die eine zuvor bei TSWV N-
transgenen Pflanzen nicht beobachtete Resistenz gegen die Spezies GRSV besitzen. Es existieren
bislang jedoch noch zu wenig Daten, um eine umfassende Theorie zu diesem Phédnomen formulie-

ren zu konnen.

Ausblick

Es wurden Modglichkeiten diskutiert, wie die Wirkungsweise modifizierter Hiillproteine in
resistenten transgenen Pflanzen erklirt werden konnte. Die hier vorgestellten Hypothesen miissten
nun durch weitere Experimente iiberpriift werden.

Aus den vorliegenden Daten kann bereits mit Sicherheit abgeleitet werden, dass es vor allem die
systemische Ausbreitung der Tospoviren in den XL-N-transgenen Pflanzen ist, die durch das
verdnderte N-Protein behindert wird. Es ergab sich jedoch keine einfache Beziehung zwischen der
Menge exprimierten Proteins und der Resistenz. Der hierzu diskutierte Einfluss des N-Proteins auf
pflanzliche Abwehrmechanismen ist bislang noch nicht gekldrt und bedarf einer genaueren
Untersuchung.

Die mogliche Wirkung von N-Protein auf das PTGS konnte zum Beispiel in transgenen Pflanzen
untersucht werden, die durch Uberexpression des GFP-Reportergens und das dadurch ausgeldste
"gene-silencing”" kein GFP mehr synthetisieren. Durch Infektion mit TSWV oder Injektion gerei-
nigten N-Proteins miisste dann das PTGS blockiert und die GFP-Synthese wieder ermdglicht

werden.
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Um den Mechanismus der Resistenz durch das N-terminale modifizierte N-Protein weitergehend
zu untersuchen, sollten die XL-N- und N-Konstrukte verdndert werden. So konnte etwa das N-Gen
von TSWYV gegen dasjenige von GRSV ausgetauscht werden. Pflanzen mit hohem Gehalt an
Wildtyp-N-Protein miissten dann gegen GRSV resistent, gegeniiber TSWV-Isolaten aber anfillig
sein. Die entsprechenden XL-Konstrukte miissten sich hingegen dhnlich verhalten wie die TSWV-
Konstrukte, die in dieser Arbeit untersucht wurden, also vor allem bei niedrigen Expressions-
niveaus eine stabile Resistenz gegen TSWV und GRSV aufweisen.

Auch die Leader-Sequenz, hier vor allem die translatierte Polylinker-Sequenz aus dem Klonie-
rungsvektor, sollte ausgetauscht werden. Auf diese Weise konnte gepriift werden, ob die beobach-
teten Effekte des Leader-Peptids von dessen Sequenz abhingen oder es tatsdchlich nur um eine
sterische Inhibition von Protein-Interaktionen geht. Um letzteres genauer eingrenzen zu konnen,
wéren auch Konstrukte mit unterschiedlich grolem Leader-Peptid von Interesse.

SchlieBlich sollten auch Versuche mit Hiillproteinen von Viren anderer Genera unternommen
werden, deren Gene anstelle des TSWV N-Gens im XL-Konstrukt eingesetzt werden sollten.
Moglicherweise lédsst sich dieser Mechanismus auch auf andere Viren iibertragen und fiihrt dort

ebenfalls zu einer Breitbandresistenz, so wie in den XL-Konstrukten gegen Tospoviren.
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5 Zusammenfassung

Der Mechanismus der TSWV-Resistenz von fiinf transgenen Tabak-Linien, bezogen von der AG P.
Schreier (Bayer AG), wurde untersucht. Eine dieser Linien enthielt lediglich das Wildtyp-N Gen
aus TSWV-L3 (N-Konstrukt), die vier anderen eine Modifikation davon mit einer 5'-Leader
Sequenz (XL-N-Konstrukt). Die Translation des 5’-Leaders in ein N-terminales Peptid sowie
dessen Lage auf der Oberfliche des Fusionsproteins konnte nachgewiesen werden. Der Einbau des
rekombinanten Proteins in virale Nukleoproteinkomplexe konnte ebenfalls demonstriert werden.
Die zeitliche und rdumliche Verteilung der Expression in den Pflanzen wurde untersucht. Es ergab
sich eine deutliche Abhidngigkeit der Konzentration rekombinanten N-Proteins vom Alter der
Pflanze und des Blattes. Replikation und Ausbreitung von Tospoviren wurden in Einzelzellen,
Gewebeverbinden und Pflanzen verfolgt. Dabei ergab sich in Pflanzen der Linien mit dem
XL-Konstrukt eine geringfiigig verlangsamte Replikation, ein ebenfalls verlangsamter Transport
der Viren durch Blatter und eine starke Beeintrdchtigung des Langstreckentransportes durch die
Pflanzen. Im Gegensatz zur Linie mit dem N-Konstrukt zeigten die XL-N-Pflanzen Resistenz
gegen das besonders virulente TSWV-Isolat DH37 sowie gegen die Spezies GRSV. Eine solche
Breitband-Resistenz wurde bei TSWV-N-transgenen Pflanzen in der Literatur bislang nicht be-
schrieben.

Diese Resistenz scheint durch eine sterische Behinderung der Interaktion zwischen modifiziertem
N-Protein und dem Transport-Protein NSm hervorgerufen zu werden. Hierdurch wird offenbar vor
allem der Ubergang in das LeitgefdBsystem und wieder heraus gestort. Eine mdgliche hemmende
Wirkung des TSWV-N-Proteins auf den natiirlichen Abwehrmechanismus der Pflanze wird eben-
falls diskutiert. Dieser konnte erkldren, warum trotz eines eindeutig Protein-vermittelten
Resistenzmechanismus hohere Expressionsniveaus des rekombinanten Proteins zu einer

Verschlechterung der Resistenz fiihren.
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Summary

Five transgenic tobacco-lines obtained from P. Schreier (Bayer AG) were analysed for their
mechanisms of TSWV-resistance. One of these lines contained only the wildtype-N gene of
TSWV-L3 (N-construct), the other four carried a modification thereof containing a 5'-leader
sequence (XL-N-construct). The translation of this leader into an N-terminal peptide as well as its
localization on the surface of the resulting fusion-protein was confirmed. Integration of
recombinant protein into viral nucleoprotein-complexes could also be demonstrated. Temporal and
spatial distribution of recombinant protein was monitored. This revealed a strong dependence of
recombinant protein concentration on plant and leaf age. Replication and spread of tospoviruses
were analysed in single cells, tissues and whole plants. Those lines transformed with the XL-N-
construct showed a slight slow-down in replication, a slower cell-to-cell movement and a strong
impairment of long-distance transport of TSWV. In contrast to the one line expressing only wild-
type-N-protein, the XL-N-plants exhibited resistance against highly aggressive TSWV-isolate
DH37 and the species GRSV. Such a broad-spectrum resistance was never described before for
TSWYV-N-transgenic plants.

This resistance seems to be caused by steric inhibition of interactions between N-protein and
movement-protein NSm. This interfered especially with phloem entry and exit of the virus, which
seemed to be blocked very efficiently.

A possible function of TSWV-N-protein as gene-silencing suppressor is also discussed. This
hypothesis was derived from the observation that inoculation of plants expressing only wildtype-N-
protein with GRSV led to faster appearance of systemic symptoms which were also much more
severe than those of non-transgenic control plants. This could explain the observation, that higher
expression-levels of recombinant protein weaken the resistance against tospoviruses conferred by

the XL-N-construct, although this resistance is clearly protein-mediated.
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