Lokalisation des EMARaV p4-Proteins in planta mittels Agrobakterium-vermittelter Transformation
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Das European mountain ash ringspot-associated virus (EMARaV) infiziert natirlich verschiedene Sorbus-
Spezies und verursacht chlorotische Ringflecken sowie Scheckungen an Blattern (Grimova et al., 2015;
Robel et al., 2013). Eine virusbedingte Degeneration der Pflanzen wird vermutet (Benthack et al., 2005).
EMARaV besitzt ein negativ-orientiertes, einzelstrangiges RNA-Genom aus vier monocistronischen
Segmenten (Mielke and Mihlbach, 2007). Eine Funktionszuweisung fiir die von RNA1 bis RNA3 kodierten
Proteine (p1 bis p3) war mittels Sequenzabgleich maoglich. Fiir das RNA4-kodierte p4-Protein konnte
bislang keine Funktion ermittelt werden. Fiir Pflanzenviren ist die Existenz eines Transport-Proteins
essentiell (Seron and Haenni, 1996) und viele besitzen zudem ein Supressorprotein des
posttranskriptionellen Gene Silencings (PTGS). Diese Funktionen werden nicht durch die RNA1-RNA3
kodierten Proteine des EMARaV abgedeckt. Durch Lokalisation eines GFP-markierten p4 in der
pflanzlichen Zelle sollen mogliche Hinweise zur Funktion dieses Proteins gesammelt werden. Dazu wurde
das p4-Protein von EMARaV sowie das Transport-Protein NSm des Tomato spotted wilt virus (TSWV) in
den Vektor pCambial302 kloniert und Agrobakterien des Stamms C58C1 mit den Konstrukten
transformiert. Mittels Anti-gfp Antikorpern konnten beide Konstrukte im Western Blot in Blattproben zu
verschiedenen Zeitpunkten (24 h, 48, 72h sowie 6 Tage) nach Agroinfiltration von Nicotiana
benthamiana Blattern detektiert werden. Erste Ergebnisse zur Lokalisation des p4-Proteins in
Epidermiszellen von agroinfiltrierten N. benthamiana Blattern mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) werden vorgestellt und diskutiert.
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