Az.: 6790-10-98 September 2010

Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von nach folgend aufgelisteten
Vertretern der Familie der Geminiviridae als Spender- und Empfangerorganismen
fur gentechnische Arbeiten gemal 8 5 Absatz 1 GenTS V:

Barley dwarf virus, Oat dwarf virus, Ageratum yellow vein virus,
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus,Tomato yellow leaf curl Malaga virus,
Indian cassava mosaic virus, Sri Lankan cassava mosaic virus,
Cleome leaf crumble virus, Euphorbia mosaic virus, Cabbage leaf curl virus,
Sida micrantha mosaic disease associated viruses, Sida yellow vein virus,
Squash leaf curl virus, Potato yellow mosaic virus und Abutilon mosaic Brazil
virus

Die Vertreter der Geminiviridae sind phytopathogene Viren, die mithilfe von Vektoren (Vertreter
der Cicadellidae, Weil3e Fliege Bemisia tabaci) Gbertragen werden und grofRe wirtschaftliche
Schéden im Gartenbau und in der Landwirtschaft hervorrufen kénnen. Sie weisen ein
einzelstréngiges (ss), zirkulares DNA-Genom auf, das je nach Genus entweder monopartit oder
bipartit in nicht umhdillten ikosaedrischen Viruspartikeln vorliegt. Nach Penetration der Wirtszelle
gelangt die virale genomische DNA in den Zellkern. Hier erfolgt die Umschreibung in eine
doppelstrangige DNA unter Beteiligung zellularer Faktoren. Es folgt eine Translation und eine
Replikation in einem rolling circle-Mechanismus. Die neu generierte ssDNA wird entweder
enkapsidiert, oder die ssDNA wird mithilfe der viralen Movement-Proteine tber Plasmodesmen
zu benachbarten Zellen transportiert, um dort zu replizieren. Wahrend sich bei den
monopartiten Viren die gesamte Erbinformation auf einem ssDNA-Molekiil befindet, kodiert bei
den Viren mit bipartiter Genomorganisation die DNA A fir 4 oder 5 Proteine, die an der
Replikation (Rep, Ren), an der Suppression des RNA-Silencing der Pflanze (AC4), an der
Transkription (TrAP) und an der Verpackung (CP) beteiligt sind. DNA B kodiert fur das
Movement-Protein (MP) und das Nuclear shuttle protein (NSP), welche beide fir eine
systemische Infektion in der Pflanze nétig sind.

Je nach Genus konnen verschiedene Pflanzen in verschiedenen Regionen der Erde infiziert
werden.

Genus Mastrevirus, monopartit

Barley dwarf virus (BDV)
Oat dwarf virus (ODV)

Innerhalb der Familie der Geminiviridae verpacken die Vertreter der Mastreviren ihr zirkulares
ssDNA-Genom in zweigeteilte Viruspartikel. Das monopartite Genom kodiert ambisense fir vier
Proteine: das Movementprotein (MP;V1) und das Kapsidprotein (CP, V2) in sense-Orientierung
und die replikationsassoziierten Proteine RepA (C1) und Rep (C1:C2) in antisense-Orientierung.
Die Transkription erfolgt von zwei divergenten Promotoren bidirektional von den ,long internal
regions” (LIR).

Die Viren sind phytopathogen, wobei insbesondere monokotyle Pflanzen der Familie der
Poaceae (Graser) infiziert werden. Die Viren werden von Pflanze zu Pflanze durch Zikaden
Ubertragen. Wirtschaftlich urspringlich in tropisch bis subtropischen Gegenden bedeutend, da
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auch Feldfriichte, wie Mais und Zuckerrohr befallen werden, sind die oben genannten Vertreter
inzwischen auch in gemaRigten Klimazonen beheimatet und befallen jeweils Gerste (BDV) oder
Hafer (ODV)!.

Bewertung

Nach 8§ 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV und entsprechend der
allgemeinen Stellungnahme der ZKBS zu ,Kriterien der Bewertung und der Einstufung von
Pflanzenviren, phytopathogenen Pilzen und phytopathogenen Bakterien als Spender- und
Empfangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten* (Az: 6790-10-53)”) werden diese
Geminiviren als Spender- und Empfangerorganismen fir gentechnische Arbeiten in die
Risikogruppe 1 eingestuft.

Begriindung

Die genannten Viren und ihre Vektoren sind in Deutschland und angrenzenden L&ndern
endemisch. Die Viren sind fir Mensch und Tier nicht infektids. Das nahe verwandte Wheat
dwarf virus (WDV) mit einer Wirtsspezifitat fir Weizen wurde von der ZKBS bereits in die
Risikogruppe 1 eingestuft.

Genus Begomovirus, monopartit

Ageratum yellow vein virus (AYVV)
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV)
Tomato yellow leaf curl Malaga virus (TYLCMalV)

Diese Vertreter des Genus Begomovirus verpacken ihre monopartite ssDNA in zweigeteilte
guasi-ikosaedrische Viruspartikel. Wéhrend bei den Tomato yellow leaf curl-Viren (TYLCVS)
dieses Genom flr eine symptomatische Infektion in der Wirtspflanze ausreichend ist, benétigt
das Ageratum yellow vein virus eine zusatzliche Satelliten-Komponente, welche als DNA f
bezeichnet wird®. Das zirkulare Genom der Viren kodiert ambisense fiir sechs bzw. sieben
Proteine (V1, V2, C1-C4; C5 nur bei AYVV). Dabei kodiert V1 fur das Kapsidprotein, V2
funktioniert als viraler Suppressor beim RNA-Silencing, C1 kodiert fir replikationsassoziierte
Proteine, die ORFs C2 und C3 regulieren die sense-Genexpression und der ORF C4 ist eine
pathogene Determinante, die méglicherweise die Zellteilung der Wirtszelle beeintrachtigt.

Monopartite Begomoviren werden mithilfe der Weil3en Fliege (Bemisia tabaci) zwischen den
Pflanzen ubertragen. Zu den Wirtspflanzen von AYVV zahlen Ageratum conyzoides und
Nicotiana benthamiana. Die primare Wirtspflanze der TYLCVs ist die Tomate (Solanum
lycopersicum). Die Viren kénnen jedoch auch andere Kulturpflanzen, wie Bohnen (Phaseolus
vulgaris), Paprika (Capsicum annuum), Chili-Paprika (C. chinese) und Tabak (Nicotiana
tabacum) infizieren und zu starken Ernteverlusten fuhren. Innerhalb der TYLCVs treten haufig
Rekombinationsereignisse auf. Es entstehen Spezies, die sich in ihrer Wirtsspezifitdt und bei
den Symptomen der Wirtspflanze unterscheiden konnen®®.

Bewertung

Nach 8 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV und entsprechend der
allgemeinen Stellungnahme der ZKBS zu ,Kriterien der Bewertung und der Einstufung von
Pflanzenviren, phytopathogenen Pilzen und phytopathogenen Bakterien als Spender- und
Empfangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten (Az: 6790-10-53)¥ werden diese
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Geminiviren als Spender- und Empfangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten in die
Risikogruppe 2 eingestuft.

Begrindung

Alle drei oben genannten Viren sind in tropischen, subtropischen und gemaRigten Regionen
verbreitet und verursachen grof3e wirtschaftliche Schaden bei den genannten Nutzpflanzen. In
Deutschland und angrenzenden Landern wird ein Teil der Wirtspflanzen wirtschaftlich genutzt.
Die Viren sind bisher nicht nachgewiesen. Die zur Ubertragung notwendigen Vektoren sind in
Deutschland zwar nicht verbreitet, jedoch gelegentlich z.B. in Gewachshausern vorhanden. Das
nahe verwandte Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) wurde von der ZKBS bereits in die
Risikogruppe 2 eingestuft.

Genus Begomovirus, bipartit

Indian cassava mosaic virus (ICMV)
Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV)

Diese Vertreter des Genus Begomovirus zeigen eine hohe Wirtsspezifitat fir Maniok (Manihot
esculenta), wobei auch sie mithilfe der WeiRen Fliege Ubertragen werden. Eine mechanische
Ubertragung ist jedoch auch fur Nicotiana benthamiana unter experimentellen Bedingungen
maoglich. Die Viren sind aufgrund geographischer Grenzen in der sogenannten ,Alten Welt"
(Afrika, Asien) verbreitet und wurden nach ihrem jeweiligen Isolationsort bezeichnet.
Phylogenetische Analysen weisen auf vielfaltige Rekombinationsereignisse zwischen den
Spezies hinl". Die Cassava-Mosaik-Viren besitzen ein bipartites Genom, welches jeweils als
zirkulare DNA A und DNA B in ein zweigeteiltes Viruspartikel verpackt wird. Die DNA A kodiert
die fur die Replikation notwendigen Gene. In Protoplasten eingefihrt, reicht sie fir eine
Replikat[i;]Jn aus. Die Genprodukte der DNA B werden fur eine systemische Infektion der Pflanze
bendotigt'™.

Bewertung

Nach 8 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV und entsprechend der
allgemeinen Stellungnahme der ZKBS zu ,Kriterien der Bewertung und der Einstufung von
Pflanzenviren, phytopathogenen Pilzen und phytopathogenen Bakterien als Spender- und
Empféangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten* (Az: 6790-10-53)¥ werden das Indian
cassava mosaic virus (ICMV) und das Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) als Spender-
und Empfangerorganismen fur gentechnische Arbeiten in die Risikogruppe 1 eingestuft.

Begrindung

Die Viren sind phytopathogene Viren mit einer Wirtsspezifitdt fir Manihot esculenta. Diese
Wirtspflanze ist in Deutschland und angrenzenden L&ndern nicht verbreitet. Die Viren sind fir
Mensch und Tier nicht infektios. Die in Afrika beheimateten African cassava mosaic virus
(ACMV) und East African cassava mosaic virus (EACMV) wurden bereits von der ZKBS in die
Risikogruppe 1 eingestuft.
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Cleome leaf crumble virus (CILCrV)
Euphorbia mosaic virus (EuMV)

Diese Spezies gehdren zur Gruppe der “Neuwelt*-Begomoviren, die ein bipartites Genom
aufweisen und mithilfe der Weil3en Fliege auf ihre Wirtspflanzen Ubertragen werden. Das
Cleome leaf crumble virus wurde erst kirzlich von Cleome affinis (Spinnenblume)-Pflanzen mit
eingerollten, mosaikformig verfarbten Blattern isoliert. Die Wirtspflanzen des Euphorbia mosaic
virus umfassen Gattungen der Wolfsmilchgewdchse. Experimentell lassen sich durch
Partikelbombardement der viralen ssDNA N. benthamiana und Arabidopsis thaliana infizieren,
wobei die Infektion systemisch erfolgt, jedoch nur milde Symptome hervorgerufen werden.
Beide Viren weisen ein bipartites Genom mit der DNA A und DNA B auf. Bei
Klonierungsarbeiten mithilfe der rolling circle amplification wurden zu diesen Viren assoziierte
Satelliten-DNAs entdeckt, die sich von der Satelliten-DNA der monopartiten Begomoviren der
Altwelt unterscheiden und als a-Satelliten bezeichnet werden. Diese DNA enthélt einen ORF,
welcher fiir ein replikationsassoziiertes Protein (Rep) kodiert®!.

Cabbage leaf curl virus (CaLCuV)

Dieses Begomovirus mit einem fir Geminiviren typischen bipartiten Genom kann ein breites
Spektrum von Pflanzen der Familie der Brassicaceae (Kreuzblltler), einschlieBlich Kohl,
Blumenkohl und Arabidopsis thaliana, infizieren und wird mithilfe der Weifl3en Fliege Ubertragen.
Es gehdrt zu den sogenannten ,Neuwelt-Viren®, wobei die Viren hauptsachlich in Nord- und
Stidamerika wirtschaftliche Schaden anrichten!® 9!,

Sida micrantha mosaic disease associated viruses (n.n. ICTV gelistet)
Sida yellow vein virus (SiYVV)

Diesen bipartiten Begomoviren gemeinsam ist ihre Wirtsspezifitdt. Zu den infizierten Pflanzen
gehoren Krauter der Familie der Malvaceae, insbesondere Sida ssp, welche als Energie- und
Futterpflanzen in Zentralamerika angebaut werden. Sie werden durch die Weil3e Fliege
Ubertragen und sind in der ,Neuwelt®, insbesondere Zentral-Amerika (Honduras und Costa
Rica), verbreitet. Am Beispiel der Sida micrantha mosaic disease associated viruses ist die
ausgepragte Rekombinationsfahigkeit der Geminiviren beschrieben. Aus Pflanzenmaterial mit
Krankheitssymptomen wurden mehrere DNA A- und DNA B-Genome isoliert, so dass das Sida
micrantha mosaic-Krankheitsbild mindestens drei bipartiten Begomoviren zugeschrieben wird.
Experimentell lassen sich N. benthamiana-Pflanzen infizieren, wobei auch ernsthafte Schaden
an den Pflanzen verursacht werden**3,

Squash leaf curl virus (SLCV)

Beim SLCV handelt es sich um einen eingetragenen Quarantane-Organismus der EPPO Al-
Liste. Ubertrager des bipartiten Begomovirus ist die WeiRe Fliege. Zu den Wirtsorganismen
zahlen Pflanzen der Cucurbitales, wie z.B. Zucchini, Melone und Kurbis. Das Virus verursacht
ernste Schaden an den Pflanzen und fihrt zu hohen Ernteverlusten, was insbesondere fir
Gegenden in Nord- und Stidamerika und der Karibik beschrieben ist. In Europa ist das Virus
bisher nicht verbreitet™*.

Potato yellow mosaic virus (PYMV)

Das Potato yellow mosaic virus (PYMV) ist als Vertreter der mithilfe der Weil3en Fliege
Ubertragenen bipartiten Begomoviren beschrieben. Das Virus ist in Mittelamerika, insbesondere
Venezuela, verbreitet und infiziert natirlicherweise Kartoffelpflanzen*®. Experimentell sind
ebenfalls N. benthamiana-Pflanzen systemisch infizierbar.
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Studien zur Identifizierung eines Geminivirus, welches Tomatenpflanzen in Panama befallt,
deuten auf anpassungsbedingte Pseudo-Rekombinationsereignisse zwischen verschiedenen
Begomoviren hin. So konnte aus den infizierten Tomatenpflanzen eine fiir das Tomato leaf curl
virus (ToLCV) spezifische DNA A und eine PYMV-spezifische DNA B isoliert werden 7.

Bewertung

Gemal 8 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV und entsprechend der
allgemeinen Stellungnahme der ZKBS zu ,Kriterien der Bewertung und der Einstufung von
Pflanzenviren, phytopathogenen Pilzen und phytopathogenen Bakterien als Spender- und
Empféangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten* (Az: 6790-10-53) werden die Geminiviren
CILCrV, EuMV, CaLCuV, die Sida micrantha mosaic disease —assoziierte Viren, SiYVV, SLCV
und PYMV als Spender- und Empfangerorganismus flir gentechnische Arbeiten in die
Risikogruppe 2 eingestuft.

Begriindung

Alle oben genannten Viren sind in tropischen, subtropischen und gemaRigten Regionen
verbreitet, jedoch nicht in Deutschland und angrenzenden Landern. Sie verursachen grof3e
wirtschaftliche Schaden bei den genannten Nutzpflanzen. In Deutschland und angrenzenden
Landern sind die Wirtspflanzen verbreitet und werden teilweise wirtschaftlich genutzt. Die zur
Ubertragung notwendigen Vektoren sind in Deutschland nicht verbreitet, treten jedoch
gelegentlich z.B. in Gewachshdusern auf. Das Sida golden mosaic Costa Rica virus
(SIGMCRV) wurde von der ZKBS bereits in die Risikogruppe 2 eingestuft.

Abutilon mosaic Brazil virus (AbMBV)

Dieses Begomovirus wurde in Bahia (Brasilien) von Abutilon (Schénmalve)-Pflanzen isoliert, die
mosaikformige Verfarbungen der Blatter aufwiesen. Mithilfe der rolling circle amplification wurde
das Virus mit einer fir Begomoviren typischen bipartiten Genomorganisation isoliert. Dabei
werden von der DNA A vier ORFs codiert und von der DNA B zwei weitere. Die DNA A zeigt
eine hochste Ahnlichkeit zum Sida yellow leaf curl virus, die DNA B ist der des Okra mottle virus
am Aahnlichsten, enthalt jedoch auch zwei Fragmente, die vom Bean golden mosaic virus
stammen. Das Virus wird durch die Weil3e Fliege lUbertragen, kann jedoch auch experimentell
auf Nicotiana benthamiana und Malva pariflora Ubertragen werden, wobei krankheitstypische
Symptome bei den Pflanzen verursacht werden!*®!.

Bewertung

Gemal 8 5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV und entsprechend der
allgemeinen Stellungnahme der ZKBS zu ,Kriterien der Bewertung und der Einstufung von
Pflanzenviren, phytopathogenen Pilzen und phytopathogenen Bakterien als Spender- und
Empfangerorganismen fiir gentechnische Arbeiten* (Az: 6790-10-53)" wird das Abutilon mosaic
Brazil virus (AbMBV) als Spender- und Empfangerorganismus fiir gentechnische Arbeiten in die
Risikogruppe 2 eingestuft.

Begrindung

Das Virus wurde erst kirzlich in Brasilien entdeckt. Es verursacht Krankheitssymptome bei der
Schénmalve, die auch in Deutschland gartnerisch genutzt wird. Die zur Ubertragung
notwendigen Vektoren sind in Deutschland nicht verbreitet, treten jedoch gelegentlich z.B. in
Gewachshausern auf.
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