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Sektion 9 – Virologie / Bakteriologie / Mykologie I 

09-1 - Rose, H.1); Heinze, C. 2); Maiss, E.1) 
1) Leibniz Universität Hannover 
2) Universität Hamburg 

Markierung des Tabakmosaikvirus mit dem Gen für das Grün-fluoreszierende Protein 

(GFP) 
Labelling of Tobacco mosaic virus with gfp (green fluorescent protein) 

Das Tabakmosaikvirus (TMV) ist dem Genus Tobamovirus zugeordnet und besitzt ein einzelsträngiges RNA-
Genom mit positiver Polarität und einer Größe von 6392 Nukleotiden. Um die Bedeutung einzelner Sequenz-
bereiche für den Kurz- und Langstreckentransport zu bestimmen, wird das Ausbreitungsverhalten unterschied-
licher TMV-Mutanten untersucht. Hierfür wurde das TMV mit dem Gen für das grün-floureszierenden Protein 
(GFP) markiert, wobei die Fähigkeit zur systemischen Ausbreitung in Nicotiana benthamiana erhalten bleiben 
sollte. 

Die Expression der TMV Proteine erfolgt über die Bildung und anschließende Translation subgenomischer RNAs. 
Für die Markierung mit GFP wurde ein Mechanismus genutzt, bei dem das Reporterprotein während der Trans-
lation der subgenomischen RNAs des TMV "abgespalten" wird, wodurch es anschließend getrennt vom viralen 
Protein vorliegt. Dazu erfolgte der Einbau einer 19 Aminosäuren langen Variante des p2A-Peptids des Maul- und 
Klauenseuche Virus vor das Hüllprotein. Durch den nachfolgenden Einsatz kompatibler Restriktionsschnittstellen 
und anschließender gerichteter Klonierung wurde die GFP-Sequenz vor die p2A-Sequenz eingesetzt. Die Trans-
lation wird innerhalb des p2A-Peptids zwischen Aminosäure 16 (Glycin) und 17 (Prolin) unterbrochen, wodurch 
eine Art "Selbstspaltung" stattfindet. Die zuvor durch das p2A-Peptid verbundenen Proteine, GFP und 
Hüllprotein, liegen nach der Spaltung getrennt voneinander vor.  

Sechs bis acht Tage nach der Inokulation von Nicotiana benthamiana Pflanzen waren typische systemische 
Symptome einer TMV-Infektion sichtbar, wie mosaikartige Aufhellung der jüngeren Blätter sowie deren Ein-
rollen. Gleichzeitig konnte die Expression des GFP in den Blättern durch UV-Detektion festgestellt werden. 
Zusätzlich wurde das GFP auf Zellebene im Epifluoreszenzmikroskop nachgewiesen. 

Mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde jedoch gezeigt, dass das GFP nicht vollständig vom Hüllprotein 
getrennt wurde. Es steht somit ein effizientes System zur Verfügung, mit dem die Ausbreitung und Verteilung 
des TMV in Wirtspflanzen untersucht werden kann. Hierzu wurden eine spontan aufgetretene Mutation im 
Movement Protein (MP) sowie künstlich erzeugte Deletionen in diesem Protein untersucht. Das MP enthält ver-
schiedene Domänen, die zum Beispiel an einer Proteinfaltung, der RNA-Bindung, der Erweiterung des 
Plasmodesmenlumens, der Proteinstabilität sowie der Membranverankerung mitwirken. Der natürlich auf-
getretenen Deletionsmutante fehlt die Proteinfaltungsdomäne, eine der RNA-Bindedomänen und etwa die 
Hälfte der Domäne für die Erweiterung des Plasmodesmenlumens. Bei den künstlich erzeugten MP-Mutationen 
wurden verschiedene dieser Domänen selektiv entfernt. Das Ausbreitungsverhalten der TMV Mutanten wurde 
unter zur Hilfenahme des GFP-markierten TMV untersucht.  

Die Ergebnisse werden im Einzelnen vorgestellt und diskutiert.  
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Neu auftretende und neue Viren in Zwiebeln und Knoblauch im Sudan 
Emerging and new viruses in onion and garlic in Sudan 

Speisezwiebeln gehören zu den bedeutendsten Gemüseklulturen im Sudan. Entsprechend der FAO Statistik 
wurden im Jahr 2009 im Sudan Zwiebeln auf 7.338 Hektar angebaut, mit einem Ertrag von 86.000 Tonnen. Beim 
Zwiebelanbau können Viruserkrankungen einen erheblichen Einfluss auf den Ertrag und die Qualität haben. In 
einem Survey im Anbaugebiet in Nord-Kharthoum (Sudan) im Jahr 2010 konnten neben den bereits im Sudan 
bekannten Viren auch erstmals das Shallot virus X (ShVX, Gattung Allexivirus) und das Garlic common latent virus 
(GarCLV, Gattung Carlavirus) nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurden über die Extraktion viraler dsRNA 
aus erkrankten Zwiebeln und Knoblauch 3 neue, bisher unbeschriebene Virusspezies entdeckt. Die voll-


