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Sehr geehrte Leserinnen und Leser, 

 

wir freuen uns, Ihnen den Jahresbericht 2015 

der RLP AgroScience GmbH, Geschäftsbe-

reich AlPlanta – Institut für Pflanzenfor-

schung präsentieren zu können. 

Forschung mit praktischen Bezug, aber auch 

Grundlagenforschung, sind im Zentrum aller 

unserer Aktivitäten. Durch seine Forschungs- 

und Entwicklungsarbeit trägt AlPlanta zur 

Stärkung der Wettbewerbsfähigkeit der Re-

gion durch Vorantreiben von Innovation, 

durch Stärkung der vorhandenen Technolo-

gien, durch Verbesserung der Akzeptanz 

neuer Technologien und der Unterstützung bei 

der Ausbildung der zukünftigen Wissen-

schaftlergeneration bei. Darüber hinaus haben 

wir weiter weltweit unsere Zusammenarbeit 

mit weithin anerkannten Partnern  ausgebaut. 

Auf diese Art und Weise stimulieren wir Inno-

vation, befördern technischen Fortschritt und 

nehmen aktiv an der Ausbildung junger Aka-

demiker Teil. 

 

 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dear Reader, 

 

We are delighted to present you the Annual 

Report 2015 of RLP AgroScience, Division 

AlPlanta – Institute for Plant Research. 

Research of practical utility but also basic re-

search activities lies at the heart of all our ac-

tivities. Through its research and developmen-

tal work AlPlanta helps to reinforce the com-

petitive strength of the region by promoting 

innovation, strengthening the technological 

base, improving acceptance of new technolo-

gies and helping to train the future generation 

of scientists. Moreover we have continued to 

set up cooperative efforts with highly regarded  

partners all over the world. 

Thus we stimulate innovation, enhance tech-

nological advancements, and participate ac-

tively in the advanced training of young aca-

demics. 
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AlPlanta - Institut für Pflanzenforschung hat 

auch in 2015 durch seine exzellenten For-

schungsaktivitäten national und international 

weiterhin Anerkennung gewonnen.  

Neben der Weiterentwicklung der Kernkom-

petenzen haben wir an einer teilweisen Neu-

ausrichtung unserer Aktivitäten gearbeitet, in 

deren Fokus eine Nachhaltigkeitsstrategie, 

Antworten auf den Klimawandel und wach-

sende Anforderungen an die Lebensmittel- 

und Versorgersicherheit stehen. In diesem Zu-

sammenhang bündelt AlPlanta Kompetenzen 

seiner verschiedenen Arbeitsbereiche um Ant-

worten auf aktuelle und drängende Fragen zu 

geben: Der Bereich Obstkrankheiten lässt bei-

spielsweise seine Kompetenzen zusammen 

mit denen des Bereichs Epigenetik in eine in-

novative Bekämpfungsstrategie für die 2008 

nach Europa eingeschleppte Kirschessigfliege 

Drosophila suzukii einfließen. D. suzukii ver-

ursacht im deutschen Obst- und Weinbau er-

hebliche Schäden, die Bekämpfung gestaltet 

sich schwierig. Wir planen, durch das Verfüt-

tern spezifischer RNA Moleküle in speziellen 

Fallen eine innovative und umweltschonende 

Bekämpfungsmethode für dieses problemati-

sche Schadinsekt zu etablieren. Hier zeigt sich 

die besondere Kompetenz von AlPlanta, auf 

aktuelle phytosanitäre Probleme Antworten 

basierend auf aktuellen Ergebnissen aus der 

Grundlagenforschung zu finden. 

 

Auch auf der Biotechnika 2015 war AlPlanta 

mit seiner epigenetischen Expertise mit dem 

Vortrag von Frau Prof. Krczal mit dem Thema 

„Züchtung 3.0: Nutzpflanzen der Zukunft 

„Die Funktionsweise der Epigenetik und de-

ren Einsatz als Züchtungstool und innovativer 

Pflanzenschutz“ präsent. 

 

Das neue Arbeitsgebiet "Eiweißpflanzenfor-

schung" konnte erfolgreich weiter entwickelt 

werden. Zusammen mit Partnern aus For-

schung und Industrie wird ein weiteres Vorha-

ben zum Thema "Züchtung und Agronomie 

neuartiger, Vicin-armer Ackerbohnen und 

Einsatz als einheimisches Eiweißfutter" ge-

plant und damit die Themenpalette in diesem 

Bereich erweitert. 

 

Diese Erfolge und zahlreiche weitere laufen-

den Forschungsprojekte versprechen auch in 

 Also in 2015 AlPlanta - Institute for Plant Re-

search continued to gain national and interna-

tional recognition for its excellent research ac-

tivities.  

We not only expanded our core competences, 

but also continued to realize in parts a reorien-

tation of our activities with a strategic focus-

ing on sustainability, on answers to climate 

changes and on the growing demand for food 

safety and security of supply.  

In this context AlPlanta combines compe-

tences within its different research divisions to 

solve prevailing and pestering problems. As 

an example the division Fruit Diseases com-

bines its expertise with that of the division Ep-

igenetics to establish an innovative control 

strategy for Drosophila suzukii which was in-

troduced into Europe in 2008. D. suzukii 

causes considerable damage in German viti-

culture and pomiculture and is difficult to 

combat. We therefore plan to establish an in-

novative and sustainable management strategy 

for this important pest insect through the feed-

ing of specific RNA molecules in specific 

traps. This again demonstrates the special 

competence of AlPlanta to find solutions for 

phytosanitary problems with the help of find-

ings from its basic research. 

 

Also during the Biotechnika 2015 AlPlanta 

was noticeable with its Epigenetics expertise, 

Prof. Krczal giving the talk Breeding 3.0: 

Plants for the future “Epigenetic mechanisms 

as a tool for plant breeding and innovative 

plant protection”.  

 

Also our new research area in the field of in-

digenous protein crops successfully pro-

gressed. Together with partners from research 

and industry we plan to start a new project 

with the topic “Breeding and Agronomy of 

new low-vicine field beans to be used as in-

digenous protein feed”. 

 

These achievements and numerous ongoing 

research projects will deliver further exciting 

results from our research in the years to come. 

 

These advancements were rendered possible 

by the extraordinary commitment of our staff 

and trustworthy collaboration with our part-

ners in development and research. 
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den kommenden Jahren weitere interessante 

Ergebnisse zu liefern. 

 

Diese Fortschritte wurden durch den außerge-

wöhnlichen Einsatz unserer Mitarbeiter und 

die vertrauensvolle Kooperation mit unseren 

Partnern in Forschung und Entwicklung mög-

lich. 

Wir möchten daher allen unseren Mitarbeitern 

und Kooperationspartnern für die hervorra-

gende Zusammenarbeit in 2015 danken. 

 

 

 

 

 

We would therefore like to extend our thanks 

to all of our staff members and cooperation 

partners for their excellent collaboration in 

2015. 

 

 

 

Neustadt/Weinstraße, Dezember 2016 

 
Prof. Dr. Gabriele Krczal 
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Proteomics 

Proteomics  
 

Phytoplasma-Wirt Interaktion und Pflanzenviren für die Nanobiotechnologie 

Phytoplasma-Host Interactions and Virus Particles for Nanobiotechnology  

 
Einleitung 
Phytoplasmen sind Pflanzenpathogene, die das 

Phloem besiedeln und eine Vielzahl von 

Krankheiten bei mehr als tausend Pflanzenspe-

zies verursachen, darunter wichtige Nahrungs-

pflanzen wie Gemüse und Früchte, aber auch 

Zierpflanzen und Gehölze. Phytoplasma-infi-

zierte Pflanzen zeigen Symptome, die auf eine 

tiefgreifende Störung des Phytohormonhaus-

halts schließen lassen. Die Symptomausprä-

gung ist mit einem Hoch- oder Herunterregu-

lieren von Wirtsgenen verbunden. 

 

Ähnlich wie Phytoplasmen sind Pflanzenviren 

nur schwer zu bekämpfen und können nach In-

fektion zu erheblichen Verlusten in der Land-

wirtschaft führen. Ihre Proteinkapside sind je-

doch für zahlreiche Anwendungen in der Nano-

biotechnologie geeignet. 

 
 

Proteomik von āCandidatus Phyto-

plasma malió (āCa. P. malió) 
 

In einem durch die DFG finanzierten Projekt 

zur Untersuchung von Proteininteraktionen 

zwischen Phytoplasmen und der Wirtspflanze 

haben wir 51 Transmembranproteine von Phy-

toplasma mali, dem Verursacher der Apfel-

triebsucht, identifiziert, die eine wichtige Rolle 

in der Phytoplasma-Infektion spielen könnten. 

Basierend auf Computeranalysen und mit Hilfe 

von Transkriptomdaten (bereitgestellt durch M. 

Moser, Fondazione Edmund Mach di San 

Michele all'Adige, Italien) konzentrieren wir 

uns auf  12 Transmembranproteine. 

Dabei konnten wir zeigen, dass transgene Ara-

bidopsis Pflanzen die eines dieser ausgewähl-

ten Proteine, genannt Sap11-ähnliches Protein, 

exprimieren, eine dramatische Veränderung 

des Phänotyps, verglichen mit Wildtyp-Pflan-

zen, zeigen (Abb. 1). Dasselbe Ergebnis wurde 

°  Introduction  
Phytoplasmas are plant pathogens that reside 

in the phloem, causing a variety of diseases 

in more than a thousand plant species, includ-

ing many important (food) crops like vegeta-

bles, fruits, ornamental plants, timber and 

shade trees. Plants infected with phytoplas-

mas exhibit symptoms suggesting a profound 

disturbance in the normal balance of growth 

regulators. The developed symptoms are as-

sociated with up or down regulation of host 

genes. 

 

Similar to phytoplasmas, plant viruses are 

difficult to combat representing dangerous 

pathogens, which cause dramatically losses 

in agricultural production. Their protein cap-

sid is, however, amenable to applications in 

nanobiotechnology. 

 

 
 

Proteomics of ´Candidatus Phyto-

plasma mali´ (´Ca. P. mali´) 
 

In a project granted by DFG to study plant-

phytoplasma protein interaction, we identi-

fied 51 transmembrane proteins of Phyto-

plasma mali, which could play an important 

role in phytoplasma infection. Based on the 

results of in silico protein analysis together 

with the result of transcriptom analysis (data 

kindly provide by M. Moser, Fondazione 

Edmund Mach di San Michele all'Adige, 

Italy), we focus on 12 transmembrane pro-

teins.  

Among these selected proteins, we showed 

that transgenic Arabidopsis plants expressing 

a protein named SAP11-like protein exhib-

ited dramatic changes of their phenotype 

compared to the wild type Arabidopsis plants 

(Fig. 1). The same result was also reported for 
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bereits für A. thaliana, die Sap11 von Phyto-

plasma asteris, dem Verursacher der Aster-

Vergilbung, exprimieren, berichtet.  

Ausgehend von unseren Ergebnissen schluss-

folgern wir, dass das Sap11-ähnliche Protein 

von Phytoplasma mali ein Effektorprotein ist, 

das Symptome in Phytoplasma-infizierten Ap-

felpflanzen auslöst.  

Im Moment produzieren wir transgene Ara-

bidopsis-Linien die verschiedene Transmemb-

ranproteine exprimieren. Nach Erhalt von ho-

mozygoten transgenen Linien, werden wir die 

phänotypischen Ausprägungen dieser Pflanzen 

beobachten und die Interaktion zwischen den 

untersuchten Proteinen und Pflanzenproteinen 

mit Hilfe des Yeast-two-Hybrid-Systems unter-

suchen.  

 
 

 

Pflanzenviruspartikel als Bausteine  

für Nanomaterialien 

 
Unter Ausnutzung der Eigenschaften von Vi-

rushüllproteinen wie dem Potential für Selbst-

assemblierung, Selbstreproduktion und Tole-

ranz für Defekte können Viruspartikel für die 

Etablierung von Bausteinen für die Kreation 

neuer Materialien und Netzwerke verwendet 

werden. Durch ihre Variabilität in chemischer 

und funktioneller Hinsicht und ihr einfaches 

Bauprinzip sind sie vielversprechende Kandi-

daten für die Nanotechnologie.  

In Kooperation mit der Universität Kaiserslau-

tern (Prof. Ziegler) untersuchen wir die Struk-

turen, die von Partikeln des Tomato bushy stunt 

virus (TBSV) mit unterschiedlicher Ladung auf 

natürlichen und chemisch modifizierten Glim-

merträgern geformt werden. Die Ergebnisse 

zeigen, dass elektrostatische Wechselwirkun-

gen zwischen dem Viruspartikel und der Mate-

rialoberfläche eine wichtige Rolle bei der 

Schichtbildung spielen.  

Im Detail haben wir wichtige Aspekte der Be-

schichtung mit Tetrahistidin (4xHis) TBSV 

(Histidin Seitenketten auf der Kapsidoberflä-

che) gezeigt. Suspensionen unterschiedlicher 

Konzentration zeigen ein unterschiedliches Be-

netzungsverhalten auf der Trägeroberfläche. 

Dies führt abhängig von der Position innerhalb 

der Probe zu unterschiedlichen Bedeckungs-

graden. In der Mitte der beschichteten Fläche 

transgenic Arabidopsis plants expressing 

SAP11 from Aster yellow phytoplasma.  

From our result, we can conclude that the 

SAP11-like protein of Apple proliferation 

Phytoplasma is an effector inducing symp-

toms in the phytoplasma-infected apple.  

We are currently producing transgenic Ara-

bidopsis plants expressing different phyto-

plasma transmembrane proteins. After ob-

taining homozygotes transgenic plants, the 

phenotypes of those plants will be monitored 

and the protein interaction between the ex-

pressed proteins and plant proteins will ana-

lyzed in a yeast two-hybrid system.     

 

 
Figure. 1 Comparing phenotype between wild type 

(left) and transgenic Arabidopsis plants expressing 

phytoplasma mali SAP- like protein (right). Leaves 

of the transgenic plant show crinkled symptoms. 

Abbildung 1: Vergleich des Phänotyps zwischen 

Wildtyp (links) und transgenen Arabidopsis-Pflan-

zen, die das Sap11-ähnliche Protein von Phyto-

plasma mali exprimieren (rechts). Die Blätter der 

transgenen Pflanze haben ein gekräuseltes Erschei-

nungsbild. 

 

 
 

Developing plant virus particles as 

building blocks for nano-materials 
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liegen die stabilsten Bedingungen vor und da-

mit korreliert oft der höchste Bedeckungsgrad. 

Beim Vergleich der zentralen Bereiche von Be-

schichtungen mit verschiedenen Viruskonzent-

rationen fällt eine hohe Variation in der Bede-

ckung auf. 

Um die gewünschte, homogene Einzelschicht 

an Viruspartikeln zu erreichen, muss die Parti-

kelkonzentration optimiert werden. Es konnte 

jedoch gezeigt werden, dass das Volumen der 

bei der Beschichtung eingesetzten Suspension 

keinen Einfluss auf die Homogenität der Be-

schichtung hat. 

 

 

 
Figure 2: SEM images of 4xHis-TBSV (diluted with so-

dium acetate buffer to yield a buffer concentration of 

0.002M, pH 5.2) on a silicon substrate with a virus con-

centration of (a) 75 ɛg/ml, 33.1% surface coverage, (b) 

330 ɛg/ml, 58% surface coverage, (c) 1500 ɛg/ml, 

72.7% surface coverage. 

Abb. 2: SEM Aufnahmen von 4xHis-TBSV (verdünnt 

mit Natriumacetat Puffer; Puffer Endkonzentration: 

0.002M, pH 5.2) auf einer Siliziumoberfläche. Virus-

konzentration: (a) 75 ɛg/ml, 33.1% Bedeckung, (b) 330 

ɛg/ml, 58% Bedeckung, (c) 1500 ɛg/ml, 72.7% Bede-

ckung. 

 

 
 

 

 
 

 

Taking advantage of virus coat proteins, 

which have a potential for self-assembly, 

auto-reproduction, and tolerance for defects, 

virus particles can be used for the creation of 

new materials' building blocks and switching 

networks. They are promising candidates for 

an application in nanotechnology due to their 

simple principle in construction and variabil-

ity in chemical and physical functionality. 
 

In a cooperation project with the University 

Kaiserslautern (Prof. Ziegler) granted by 

DFG, we investigated the surface structures 

formed by particles of the tomato bushy stunt 

virus (TBSV) with different charge on natu-

ral and chemically modified mica plates. We 

showed that electrostatic interactions be-

tween the whole virus particle determined by 

its isoelectric focusing point (Ip) and the 

coating surface played an important role in 

the basical layer formation. We demonstrated 

in detail the important aspects of the self-as-

sembly of tetra histidine (4xHis) TBSV (his-

tidine side chains on the capsid surface). Dif-

ferent virus concentrations show a different 

wetting behavior of the solid substrate. This 

leads to different coverage depending on the 

position within the sample. In the center of 

the virus covered area, the most stable condi-

tions are found and often also the highest cov-

erage (Fig. 2). If these central areas are com-

pared to samples prepared with different vi-

rus concentrations, a large variation of the 

coverage can be detected. For the desired ho-

mogeneous monolayer of the virus, the con-

centration has thus to be optimized. In addi-

tion, it could be shown that the drop volume 

does not influence the homogeneity of the 

surface coverage. 

 
 

Dr. Kajohn Boonrod 

Tel.: +49 (0)6321 / 671-1333 

Kajohn.boonrod@agroscience.rlp 
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Molekulare Pflanzenz¿chtung 

Molecular Plant Breeding 

 

Gewebekultur bei der Ackerbohne  

Tissue culture for faba bean 
 

Einleitung 

Die Ackerbohne (Vicia faba L.) ist eine alte 

Kulturpflanze mit hohem agronomischen 

Wert. Trotzdem ist der Anbau in Deutschland 

in den letzten Jahrzehnten fast bis zur Bedeu-

tungslosigkeit zurückgegangen. Immerhin 

konnte aufgrund der politischen Maßnahme 

des Greenings aktuell dieser negative Trend 

aufgehalten werden (Anbaufläche 2014: 

20.500 ha, 2015: 37.700 ha, 2016: 40.500 

ha).  

 

 
 

Abb. 1: Blütenstand der Ackerbohne cv. Tina 

Fig. 1: Inflorescence of a faba bean plant 

 

Damit der Ackerbohnen-Anbau langfristig 

eine Chance in der deutschen Agrarwirtschaft 

behalten kann, muss die Ackerbohne konkur-

renzfähig zu anderen Kulturarten werden. 

Die mangelnde Ertragssicherheit ist trotz der 

bereits erreichten Züchtungserfolge (z. B. Vi-

cin- und Convicin - Armut, Standfestigkeit, 

Ascochyta-Resistenz, Synthetische Sorten) 

  

Introduction  

Faba bean (Vicia faba L.) is an ancient crop 

with a high agronomic value. Nevertheless, 

the cultivation in Germany has almost de-

creased to irrelevance in recent decades. 

However, due to the political action of 

‘Greening’ this negative trend has been 

stopped (cultivation area 2014: 20,500 ha, 

2015: 37,700 ha, 2016: 40,500 ha). In order 

to increase permanently the cultivation area 

in Germany, the faba bean has to be compet-

itive to the other crops e.g. wheat, oilseed 

rape and barley. In the last decades faba bean 

breeding achieved certain successes, e.g. low 

vicin- and convicin content, vertical stability, 

resistance to Ascochyta blight and the devel-

opment of synthetic varieties. Nevertheless, 

the lack of yield stability is still a big problem 

in the cultivation of faba bean. A still inter-

esting approach to support conventional 

breeding is the use of biotechnological meth-

ods of plant tissue culture. However, an effi-

cient in vitro - regeneration is crucial for the 

success of these methods. Unfortunately, 

faba bean has only a low morphogenic poten-

tial, which complicates the application of 

these methods. 

 

Induction of de novo morphogenesis 

in Vicia faba 

 

The RLP AgroScience performs work on the 

establishment of efficient in vitro - regenera-

tion protocols for faba bean. Plant cells have 

the unique ability to regenerate into a com-

plete plant. Hence, any plant cell contains the 

plan for this mechanism. It just needs to be 

activated. This feature is called totipotency, 

the process of regeneration is also known as 
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immer noch ein Problem beim Anbau der 

Ackerbohne. 

 

Ein auch in dieser Zeit immer noch wichtiger 

Ansatz zur Unterstützung konventioneller 

Züchtung ist die Anwendung biotechnologi-

scher Gewebekultur-Methoden. Für den Er-

folg der meisten dieser Methoden ist jedoch 

eine effiziente in vitro - Regeneration ent-

scheidend. Jedoch hat die Ackerbohne nur 

ein geringes morphogenes Potential, welches 

die Anwendung dieser Methoden erschwert. 

Ein Durchbruch auf diesem Gebiet könnte die 

Ackerbohnen-Züchtung unterstützen. 

 

Induktion der de novo-Morphoge-

nese bei Vicia faba 

 

Bei der RLP AgroScience werden Arbeiten 

zur Etablierung von effizienten in vitro – Re-

generationsprotokollen bei Ackerbohne 

durchgeführt. Pflanzenzellen haben die ein-

zigartige Eigenschaft, sich zu einer komplet-

ten Pflanze regenerieren zu können. Jede 

Zelle enthält also den Plan für eine Regene-

ration, er muss nur aktiviert werden. Man 

nennt diese Eigenschaft Totipotenz, der Vor-

gang der Regeneration ist auch unter dem Be-

griff de novo - Morphogenese bekannt. Hier-

bei werden differenzierte, somatische Zellen 

umprogrammiert zu sogenannten Stammzel-

len, die Meristeme bilden und eine Regenera-

tion initiieren. Dieses Phänomen wird von 

der pflanzlichen Gewebekultur genutzt, um 

auf künstlichen Medien gezielt Pflanzen aus 

Zellen zu regenerieren. Hierbei können zwei 

unterschiedliche Entwicklungswege began-

gen werden. Über Organogenese werden di-

rekt Organe wie Blätter und Stiele gebildet, 

über Embryogenese werden aus Pflanzenzel-

len somatische Embryonen gebildet, die zu 

einer Keimpflanze auswachsen können. 

 

Organogenese bei Vicia faba 

Die Ackerbohne ist für ihr schlechtes mor-

phogenes Potential in der Gewebekultur be-

kannt. Ein weiteres, ebenfalls großes Prob-

lem stellt zudem die starke Neigung zur Ver-

bräunung dar. Diese Hürden müssen aber auf 

de novo - morphogenesis. Differentiated, so-

matic cells are reprogrammed into so-called 

stem cells, which form meristems, the initial 

tissue of regeneration. Plant tissue culture 

technology is utilizing this phenomenon to 

regenerate plants from cells on artificial me-

dia. Two different developmental pathways 

can be taken. One pathway leads to the direct 

formation of organs, such as leaves and stems 

(organogenesis), in a second pathway em-

bryos are formed from plant cells which are 

able to produce a germinating plant (embryo-

genesis). 

 

 
 
Abb. 2: Regenerationsereignisse aus Explan-

taten des Embryos 

Fig. 2: Regeneration events from explants of 

the embryo 

 

 

Organogenesis in Vicia faba 

Faba bean is known for its poor morphogenic 

potential in tissue culture. Another major 

problem is the strong tendency to produce 

brown tissue. However, these obstacles must 

be overcome on the way to an efficient regen-

eration protocol. The success of morphogen-

esis also depends strongly on the choice of 

the appropriate starting material. The results 

of our experiments reflect the experience of 

the published research on faba beans. Only 

explants from the mature embryo show a 

strong regeneration potential (Fig. 2). How-

ever, the regenerated plants from this explant 

can only be very poorly rooted. 
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dem Weg zu einem effizienten Regenerati-

onsprotokoll überwunden werden. Auch 

hängt der Erfolg der Morphogenese stark von 

der Wahl des geeigneten Ausgangsmaterials 

ab. Die Ergebnisse unserer Experimente ge-

ben die Erfahrungen der bisherigen For-

schung zur Ackerbohne wider. Nur Explan-

tate vom reifen Embryo zeigen z. T. ein star-

kes Regenerationspotential (Abb. 2). Jedoch 

lassen sich die regenerierten Pflanzen nur äu-

ßerst schlecht bzw. gar nicht bewurzeln.  

 

Somatische Embryogenese bei Vicia 

faba 

Im Gegensatz zur Organogenese, bei der zu-

nächst nur einzelne Organe oder Teile davon 

gebildet werden, entwickeln sich bei der so-

matischen Embryogenese nach einer asym-

metrischen Teilung der Initialzelle nachfol-

gend Stadien, die sich kaum von der Embry-

onalentwicklung aus einer Zygote unter-

scheiden lassen. Die Embryogenese ist ein 

Entwicklungsweg, der bereits in jeder Pflan-

zenzelle vorhanden ist und theoretisch auch 

aktiviert werden kann. Durch Applikation 

von Stress wie z. B. die Anwendung von 

Hitze oder bestimmten chemischen Stoffen 

kann eine differenzierte, somatische Zelle ihr 

Entwicklungsprogramm umschalten und 

embryogen werden. Embryogene Zellen ver-

mehren sich zu einem embryogenen Kallus, 

aus dem sich Zellen zu Embryonen entwi-

ckeln (Abb. 3). 

 

Protoplasten-Kultur bei Vicia faba 

 

Protoplasten sind Pflanzenzellen, bei denen 

die Zellwand enzymatisch entfernt wurde. 

Protoplasten stellen ein ideales Ausgangsma-

terial für die Herstellung von somatischen 

Hybriden oder auch für die Anwendung mo-

derner ‚Genome Editing‘- Werkzeuge dar. 

Hierzu führt die RLP AgroScience Arbeiten 

zur Etablierung der Protoplastenkultur bei Vi-

cia faba durch. Das Epikotylgewebe des jun-

gen Ackerbohnen-Keimlings hat sich als 

Quelle für die Isolierung von Protoplasten als 

geeignet erwiesen. Dieses Gewebe wird über 

Nacht in einer Enzymlösung mit Cellulase, 

Hemicellulase und Pektinasen inkubiert. Die 

Somatic embryogensis in Vicia faba 

The development of somatic embryogenesis 

starts with an asymmetric division of an ini-

tial cell. Subsequently stages develop which 

can hardly be distinguished from the zygotic 

embryogenesis. The somatic embryogenesis 

is a development path that is already present 

and can be theoretically activated in each 

plant cell. By application of stress, such as the 

treatment with heat or with certain chemical 

substances, a differentiated, somatic cell can 

switch its developmental program and be-

come embryogenic. Embryogenic cells mul-

tiply to form an embryogenic callus from 

which cells develop into embryos (fig. 3) 

 

 
 
Abb. 3: Embryogene Strukturen bei Vicia 

faba 

Fig. 3: Embryogenic structures in Vicia faba 

 

 

Protoplast culture in Vicia faba 

 

Protoplasts are plant cells with the cell wall 

enzymatically removed. Protoplasts are an 

ideal basic material for both the implementa-

tion of somatic hybridization and the applica-

tion of modern Genome Editing - tools. For 

this purpose, RLP AgroScience carries out 

work on the establishment of protoplast cul-

ture for Vicia faba. Shoot tips from etiolated 

seedlings are serving as the source for proto-

plast isolation. This tissue is incubated over-

night in an enzyme solution containing cellu-

lase, hemicellulase and pectinases. The com-

ponents of the cell walls are thereby degraded 

and cell-wall-free cells are released from the 

tissue into the solution. After purification, the 

protoplasts are immediately embedded in an 
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Bestandteile der Zellwände werden dadurch 

degradiert und zellwandfreie Zellen werden 

aus dem Gewebe in die Lösung freigesetzt. 

Nach einer Aufreinigung werden die Protop-

lasten zur Stabilisierung in einem Alginatfilm 

eingebettet, dieser wird in flüssiges Kultur-

medium überführt. In diesem Medium sind 

sowohl Nährstoffe als auch Wachstumsregu-

latoren, die Zellteilungen induzieren. Inner-

halb von Stunden nach der Isolierung begin-

nen die Protoplasten mit der Resynthese der 

Zellwände. Nach 4 bis 6 Tagen lassen sich 

erste Zellteilungen beobachten.  

 

 
 
Abb. 4: Mehrzellstrukturen aus Protoplasten 

Fig. 4: Protoplast derived multi-cell structures  

 

Diese Zellen teilen sich weiter und es entste-

hen Mehrzellstrukturen und später Mikro-

kalli (Abb. 4). Haben die Mikrokalli eine be-

stimmte Größe erreicht, werden sie aus dem 

Alginat befreit und auf Festmedium gelegt. 

Dieses Festmedium enthält bestimmte 

Wachstumsregulatoren, die eine ‚de novo‘-

Morphogenese zu einer vollständigen 

Pflanze induzieren sollen. Auch bei dieser 

Technik liegt die Schwierigkeit in der Induk-

tion der Morphogenese, welche bisher noch 

nicht gelungen ist. 

 

Ausblick 

Die Etablierung von neuen Züchtungs- und 

Gewebekulturtechniken für die Ackerbohne 

ist äußerst spannend und kann dazu beitra-

gen, der Ackerbohnenzüchtung neuen 

Schwung zu verschaffen. Einfach wird dieser 

Weg jedoch nicht sein.  

 

alginate layer for stabilization. The proto-

plast-containing alginate film is transferred 

into liquid culture medium, containing both 

nutrients and growth regulators, which are 

crucial for the induction of cell division. 

Within hours after isolation, the protoplasts 

begin with the resynthesis of the cell wall. 

After 4 to 6 days, first cell divisions will oc-

cur. Most of these cells continue cell division 

resulting the formation of multi-cell struc-

tures and microcalli (fig. 4). When the micro-

calli have reached a certain size, they are 

freed from the alginate and placed on solid 

medium, containing certain growth regula-

tors which are to induction of de novo mor-

phogenesis to a complete plant. Unfortu-

nately, the induction of morphogenesis could 

not be achieved, so far. 

 

Outlook 

The establishment of new breeding and tissue 

culture techniques for faba bean is extremely 

exciting and can help to provide an enhance-

ment to faba bean breeding. However, this 

route will not be easy. 

 
 

Kontakt  

Contact 
 

 
 

Dr. Michael M. Wallbraun  

 

Fon: +49 (0)6321 / 671 – 1350 

 

michael.wallbraun@agroscience.rlp.de 

 

mailto:michael.wallbraun@agroscience.rlp.de
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Reben-Biotechnologie 

Grapevine Biotechnology 

 

Einleitung 

Ziel des Forschungsschwerpunktes Rebenbio-

technologie ist es, die Wettbewerbs- und Zu-

kunftsfähigkeit der heimischen Weinwirt-

schaft durch Forschungsprojekte und Koope-

rationen zu stärken und zu unterstützen. Mo-

derne molekularbiologische Methoden und bi-

otechnologisches 'Know-how' bilden hierbei 

die Basis für neue Lösungsansätze im Bereich 

der Rebenzüchtung, Erhaltung der geneti-

schen Diversität der Weinrebe sowie die Ent-

wicklung neuer Verfahren für den Pflanzen-

schutz. 

 

Virusentfernung aus befallenen Re-

ben  

Viruserkrankungen verringern die Leistungs-

fähigkeit der Weinreben. Die Folgen sind Ver-

lust der Ertragsstabilität und geringe Qualität. 

Eine Gesundung der Rebe durch Pflanzen-

schutzmaßnahmen ist nicht möglich, so dass 

die Entfernung des Rebstockes, unter Umstän-

den sogar die Rodung der gesamten Anlage, 

notwendig wird. 

Die Übertragung der für die deutschen 

Weinanbaugebiete am meisten relevanten Vi-

ruserkrankungen erfolgt durch im Boden le-

bende Fadenwürmer (Nematoden). Die wich-

tigste Viruserkrankung ist die Reisigkrankheit 

der Reben, ausgelöst durch das Grapevine 

Fanleaf Virus (GFLV) oder auch andere durch 

Nematoden übertragbare Viren.  

Nachdem seit den 90-iger Jahren die chemi-

sche Entseuchung des Bodens als sanitäre 

Maßnahme zur Eliminierung der Virusüber-

träger verboten wurde, sind Viruserkrankun-

gen bereits in junge Anlagen zu beobachten. 

In diesen Fällen ist der wirtschaftliche Scha-

den erheblich. 

Die Reisigkrankheit ist zwar die häufigste, je-

doch nicht die einzige Virose, die in den Deut-

schen Weinbaugebieten Schäden verursacht. 

Die Blattrollkrankheit, wird in den Deutschen 

Weinbaugebieten durch die Typen 1 und 3 des 

Grapevine leafroll associated virus (GLRaV) 

 Introduction  

The main objective of the research priority 

programme "grapevine biotechnology" is to 

strengthen the sustainability and competitive-

ness of the local wine industry by supporting 

cooperative endeavours and research projects. 

Modern methods in molecular biology and bi-

otechnological expertise are the basis for new 

approaches in grapevine breeding, preserva-

tion of grapevine genetic diversity and the de-

velopment of new plant protection methods. 

 

Virus eradication from infected 

vines 

Viral diseases reduce the performance of the 

vines. The consequences are loss of yield sta-

bility and low crop quality. Recovery of the 

vine by phytosanitary measures is not possi-

ble, so removal being the only possibility. Un-

der certain circumstances, even the grubbing-

up of the entire plantation is necessary. 

The transfer of viral diseases relevant for the 

German wine-growing regions occurs by soil-

dwelling roundworms (nematodes). The most 

important viral disease is the fanleaf disease, 

triggered by the grapevine fanleaf virus 

(GFLV) or other viruses transmissible by 

nematodes. 

Since the 90s the chemical decontamination of 

soil has been banned as a sanitary measure to 

eliminate the virus carriers, viral diseases have 

been observed in young plantations. In these 

cases, the economic damage is considerable. 

The fanleaf disease is indeed the most fre-

quent but not the only virus disease that causes 

damage in the German wine-growing regions. 

In the German wine-growing regions leaf roll 

disease is caused by the types 1 and 3 of 

Grapevine leafroll associated virus (GLRaV). 

Worldwide the leaf roll disease is the most 

widespread virus disease of grapevine. 

Various scale insect- and mealybug species 

are considered as vectors in the vineyard. 

However, both diseases are also transferred in 

the grafting process. Because there is no direct 

disease control measures against these viral 
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hervorgerufen. Weltweit ist die Blattroll-

krankheit die verbreitetste Rebvirose. 

Als Überträger im Weinberg werden potenti-

ell verschiedene Schild- und Schmierlaus-Ar-

ten angesehen. Die Übertragung kann aber bei 

beiden Krankheiten im Zuge der Rebverede-

lung erfolgen. Da es keine direkten Bekämp-

fungsmaßnahmen gegen diese Viruskrankhei-

ten gibt, und auch keine natürlichen Resis-

tenzquellen vorliegen, bleibt nur sorgfältige 

Kontrolle der Vermehrungsbestände und aus-

schließliche Verwendung gesunden Pflanzgu-

tes. 

Zusätzlich problematisch stellt sich die Situa-

tion dar, wenn seltene Klone oder Sorten nur 

noch als virusinfiziertes Material vorliegen 

(Sortensammlungen). Da auch virusbefallene 

Reben nicht in den Verkehr gebracht werden 

dürfen, bleibt als einziger Ausweg die Virus-

befreiung mittels Thermotherapie (in vitro) o-

der mittels Regeneration von Reben aus Me-

ristemkultur (Abb. 1). 

Abb. 1 Regeneration von in vitro Reben zur Vi-

rusbefreiung aus proembryogener Zellsuspen-

sionskultur. A) Proembryogene Zellkultur. B) 

Embryonen C) regenerierte in vitro Reben  

Fig. 1 Regeneration of in vitro vines for virus 

eradication from pro-embryogenic cell suspen-

sion culture. A) pro-embryogenic cell culture B) 

embryos C) regenerated in vitro vines 

 

Beide Methoden werden je nach Art der zu be-

seitigenden Viren in der Abteilung Rebenbio-

technologie angewandt. Bei der Thermothera-

pie werden Triebspitzen in vitro genommen 

und unter Starklicht und erhöhten Temperatu-

ren in Konstanträumen kultiviert. Durch das 

vergleichsweise schnelle Wachstum des Ge-

webes werden die Viren nach mehrfachen 

Passagen immer weiter verdünnt bzw. ent-

fernt.  

Beim „Grapevine rupestris stem pitting 

associated Virus“ (GRSPaV) besteht keine 

Möglichkeit der Virusbefreiung mittels Ther-

motherapie. Dieses Virus kann in Kombina-

tion mit anderen Viren vor allem unter Stress-

bedingungen schwere Schäden bei infizierten 

diseases, and no natural sources of resistance 

are available for breeding, only careful moni-

toring of propagation assortments and exclu-

sive use of healthy planting material remains 

as countermeasure. 

Additionally problematic is the situation when 

rare clones or varieties exist only as virus in-

fected material for example in germplasm col-

lections. Since virus-infected vines are not 

permitted to be marketed, the only solution is 

virus eradication by thermotherapy (in vitro) 

or by regeneration of vines from meristem cul-

ture (Fig. 1). 

Both methods are used in the grapevine bio-

technology department of AlPlanta depending 

on the type of virus to be eliminated. For ther-

motherapy, shoot tips are isolated and cultured 

in vitro under high light and elevated temper-

atures under constant conditions. Through the 

relatively rapid growth of tissue, the viruses 

are becoming more and more diluted, and after 

multiple passages, are finally removed. 

Grapevine rupestris stem pitting associated 

Virus (GRSPaV) however cannot be removed 

via thermotherapy. The presence of GRSPaV 

together with other viruses can cause severe 

damage to infected grapevine plants espe-

cially under stress conditions, therefore the 

use of GRSPaV-free vines for multiplication 

and vineyard planting is highly desirable.  

Abb. 2 GRSPaV-Symptome bei Shiraz (Thailand). 

Fig. 2 Shiraz with GRSPaV symptoms (Thailand). 

The disease initiated by GRSPaV belongs to 

the rugose wood (RW) complex and is charac-

terized by alterations of the plant woody cyl-

inder (Fig. 2).  

The cultivation conditions in tropical viticul-

ture (high temperatures, no summer-winter 

changes, strong fluctuations between dry and 

A B C 
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Rebstöcken hervorrufen. In den Weinbauge-

bieten Deutschlands ist GRSPaV zwar nach-

weisbar, jedoch nicht auffällig an Symptomen 

beteiligt. Aus diesem Grund muss Pflanzgut 

auch nicht auf dieses Virus getestet werden.  

Die durch GRSPaV ausgelöste Krankheit ge-

hört zum sogenannten „Rugose wood com-

plex“ (RW) und ist charakterisiert durch Ver-

änderungen des pflanzlichen Holzzylinders.  

Die Kulturbedingungen im tropischen Wein-

bau (hohe Temperaturen, kein Sommer-Win-

ter-Wechsel, starke Schwankungen zwischen 

Trocken- und Nässephasen) scheinen einen 

Ausbruch der Krankheit zu fördern v.a. bei der 

Sorte Shiraz (Abb. 2).  

Im Auftrag eines Weingutes aus Thailand 

wurden sowohl Unterlagen als auch Edelreiser 

eines Shiraz-Klons untersucht und mittels re-

verser Transkription und Polymerase Ketten-

reaktion (RT-PCR) und ELISA (enzyme lin-

ked immuno sorbent assay) positiv auf 

GRSPaV bzw. GLRaV-1 getestet. Durch das 

Erzeugen von embryogenen Kulturen, sowohl 

aus einer Brasilianischen an tropische Bedin-

gungen adaptierte Unterlage, als auch aus ei-

nem Shiraz-Klon war die Basis für die Rege-

neration Virus-befreiter Reben gelegt. 

 
Abb. 4 Virenfreie Shiraz-Reben regeneriert aus 

embryogener Zellkultur.  

Fig. 4 Virus-free āShirazó-Vines regenerated 

from embryogenic cell culture. 

 

Die virusbefreiten Reben (Abb. 4) wurden ge-

topft und nach Bestätigung ihrer Virusfreiheit 

mittels immunologischem (ELISA) oder mo-

lekularbiologischem Nachweis (RT-PCR) 

zum Export freigegeben. 

wet phases) seem to promote an outbreak of 

the disease, especially in the variety ‘Shiraz’. 

On behalf of a winery from Thailand, both the 

rootstock and Shiraz canes were examined and 

positively tested for GRSPaV and GLRaV-1 

by RT-PCR (reverse transcription and poly-

merase chain reaction) and ELISA (enzyme 

linked immunosorbent assay). The basis for 

the regeneration of virus-free vines was laid 

by the creation of embryogenic cultures, both 

from a Brazilian tropical cultivar and from a 

Shiraz clone (Fig. 3). 

Abb. 3 Regenerate der Sorte óShirazô aus einer 

embryogenen Zellkultur auf Festmedium. 

Fig. 3 Regenerates from óShirazô derived from 

embryogenic cell culture on solid culture me-

dium. 

 

The virus-free vines were potted and after 

confirmation of their healthiness by immuno-

logical (ELISA) and molecular biological ev-

idence (PCR) released for export. 

 
Contact 

             
Dr. habil. Goetz M. Reustle 
Tel.: +49 (0)6321 / 671 – 1336 

goetz.reustle@agroscience.rlp.de 
 

Dr. Günther Buchholz 
Tel.: +49 (0)6321 / 671 – 1351 

guenther.buchholz@agroscience.rlp.de 
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Genomics 

Genomics  

Metabolische Herbizidresistenz in Acker-Fuchsschwanz 

Metabolic herbicide resistance in black-grass 

Einleitung 

Herbizidresistenz ist ein weltweit zunehmendes 

Problem in der modernen Landwirtschaft. Aktu-

ell sind 476 (+15) Fälle von Herbizid-resistenten 

„Unkräutern“ registriert, die sich auf 251 (+4) 

verschiedene Pflanzenarten (146 (+2) Dikotyle 

und 105 (+2) Monokotyle) verteilen. Diese Un-

kräuter haben inzwischen Resistenzen gegen 23 

(22) von 26 bekannten Herbizid-Wirkmechanis-

men und gegen 161 (+4) verschiedene Herbizide 

entwickelt (www.weedscience.org; „+“ Zu-

nahme seit 2015). 

Acker-Fuchsschwanz (Alopecurus myosuroides 

Huds., Fig.1) ist eines der wichtigsten Ungräser 

in Europa. Er kommt in Westeuropa auf insge-

samt etwa 10 Mio. ha vor. Auf derzeit 5 Mio. ha 

davon sind mit ansteigender Tendenz Herbizid-

resistente Biotypen präsent, die Herbizid-Mehr-

aufwendungen nach sich ziehen. Der Grund da-

für liegt primär in den sich immer weiter verbrei-

tenden Resistenzen gegenüber Herbiziden, wel-

che zu einem signifikanten Verlust von Getrei-

deerträgen führen. Acker-Fuchsschwanz ist 

mittlerweile auf ungefähr 3 Millionen Hektar 

(~25% der verfügbaren Agrarflächen) in 

Deutschland zu finden. Etwa 50% dieser Flä-

chen sind mit resistenten Populationen befallen.  

Resistenzen zu kontrollieren ist derzeit nur 

schwierig oder gar nicht möglich. Ursache dafür 

sind nicht-charakterisierte, metabolische Resis-

tenzen oder Kombinationen von metabolischen 

mit zwei -gut charakterisierten- Zielgenresisten-

zen (Acetyl-CoA Carboxylase und Acetolactat 

Synthase). Metabolische Resistenzen beruhen 

im Wesentlichen auf einer Inaktivierung der ap-

plizierten Herbizide mit Hilfe von enzymati-

schen Reaktionen des pflanzlichen Entgiftungs-

stoffwechsels, wie z.B. Oxidation, Reduktion o-

der Hydrolyse, welche die Herbizide zu nicht-to-

xischen Formen degradieren. Am Abbau eines 

Herbizides und dessen Entsorgung in die Va-

kuole können mehrere Gene beteiligt sein 

(Fig.2). 

 

 

Introduction  

Herbicide resistance is a growing global problem 

in modern agriculture. There are currently 476 

(+15) cases of herbicide resistant weeds known, 

with 251 (+4) plant species (146 (+2) dicots and 

105 (+2) monocots). Weeds have evolved re-

sistance to 23 (22) of the 26 known herbicide 

sites of action and to 161 (+4) different herbi-

cides (www.weed-science.org, „+“ indicates in-

crease since 2015). 

 

 
Abb. 1: Herbizid-resistenter Acker-Fuchsschwanz 

Fig. 1: Herbicide resistant blackgras (J. Petersen) 

 

Black grass (Alopecurus myosuroides Huds. 

Fig.1) is one of the most important weeds in Eu-

rope. In Western Europe it can be found on about 

10 million hectare. On 5 million hectare thereof 

an upward trend towards herbicide resistant bio-

types exists, which results in additional herbi-

cide applications. The reason for this increasing 

problem is primarily a continuous spreading of 

herbicide resistances that result in significant 

yield losses in cereal cultivation. Meanwhile 

black grass is found on an area of approximately 

3 million hectare (about 25% of arable land) in 

Germany. Roughly 50% of this acreage are af-

fected by resistant populations. 

Currently the control of herbicide resistances is 

difficult or even not possible. The reasons for 

this are poorly characterised metabolic re-

sistances or combinations of metabolic and two 

well-known target-site resistances (acetyl-CoA 
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Abb. 2: Beispiel für Herbizid-Metabolismus 

Fig. 2: Example for herbicide metabolism 

 

Ein Teil dieser Gene wurde bereits identifiziert, 

wie z.B. Enzyme aus den Klassen der Cy-

tochrom-P450-Monooxygenasen, Glutathion-S-

Transferasen und Glykosyltransferasen. Im Ver-

gleich zu sensitiven Acker-Fuchsschwanz-Wild-

typ-Pflanzen weisen metabolisch resistente 

Acker-Fuchsschwanz-Pflanzen eine erhöhte Ge-

nexpressionsstärke der o.g. Enzyme auf. Diese 

vererbbare Regulation der Entgiftungsgene er-

folgt durch natürliche Mutation und darauf fol-

gender Selektion bei nicht sachgemäßer Anwen-

dung von Herbiziden. Metabolische Resistenzen 

werden ein immer größeres Problem in der 

Landwirtschaft, insbesondere im Wintergetrei-

deanbau. Aus klassischen Kreuzungsversuchen 

zwischen resistenten und sensitiven Acker-

Fuchsschwanz -Pflanzen ist bekannt, dass für 

eine metabolische Resistenz mehrere - deregu-

lierte - dominant vererbte Gene zusammenspie-

len müssen, wie es die Aufspaltungsmuster in 

den analysierten F2-Populationen nahelegen. 

Diese Genmutationen sind nach bisheriger Da-

tenlage auf der Ebene der genomischen DNA 

nicht identifizierbar, da entsprechenden Datens-

ätze (Hochdurchsatz-Sequenzierungen der Ge-

nome von Ungräsern) bis dato fehlen. Man fin-

det aber eine veränderte Genexpression der be-

teiligten Entgiftungsgene, was im Gegensatz zu 

einer sensitiven Wildtyp-Pflanze in einer resis-

tenten Pflanze zu erhöhten Mengen der zugehö-

rigen mRNA-Transkripte führt. Dadurch ergibt 

sich ein experimenteller Ansatz, solche „diffe-

renziell exprimierten“ Entgiftungsgene über 

Vergleiche von sensitiven und resistenten 

Acker-Fuchsschwanz-Pflanzen auf der Ebene 

der Transkription zu identifizieren und auf Ihre 

Bedeutung für die metabolische Resistenz hin zu 

überprüfen. 

Transcriptomics & Genetik 

Das Ziel des vorliegenden Projektes ist es daher, 

mit Hilfe von klassischer Genetik und verglei-

chender Transkriptomik (sog. Next-Generation 

Sequencing) sowie bioinformatischen und statis-

tischen Analysen die genetischen Hauptfakto-

carboxylase and acetolactate synthase). Essen-

tially metabolic resistances are based on an inac-

tivation of the applied herbicide by means of en-

zymatic reactions of the plant´s detoxification 

pathway like oxidation, reduction or hydrolysis 

that convert the herbicide into non-toxic mole-

cules. Several genes can be involved in the deg-

radation of active herbicide and its transport into 

the vacuole (Fig.2). Some genes have been iden-

tified already like cytochrome-P450-monooxy-

genases, glutathione-S-transferases and glyco-

syl-transferases. Compared to the sensitive wild 

type metabolic resistant black grass plants ex-

hibit higher expression levels for the aforemen-

tioned enzymes. This inheritable regulation of 

detoxification genes is caused by naturally oc-

curring mutations and subsequent selection in 

the course of inappropriate herbicide applica-

tions. Metabolic resistance is becoming a contin-

uously growing problem in agriculture espe-

cially in the growing of winter wheat. From 

cross-breeding experiments using resistant and 

sensitive black grass plants it is known that sev-

eral deregulated and dominantly inherited genes 

are needed as inferred from analyses of the phe-

notypic patterns in segregation F2-populations. 

At present these mutations cannot be identified 

at the level of the genomic DNA because of a 

lack of corresponding data sets (i.e. high 

through-put sequencing of weed genomes). 

However what can be found are altered gene ex-

pression levels of the involved detoxification en-

zymes which result in higher amounts of corre-

sponding mRNA-transcripts in the resistant 

plants in contrast to the sensitive wild type. This 

provides the opportunity to identify differen-

tially expressed detoxification genes by compar-

ison of sensitive and resistant black grass plants 

at the transcriptional level and finally to verify 

their relevance for metabolic resistance exam-

ined. 

Transcriptomics & Genetics 

The goal of this project is to identify and verify 

the major genetic factors, i.e. the most relevant 

detoxification genes for metabolic resistance in 

black grass using classic genetics and compara-

tive transcriptomics (so-called next generation 

sequencing) as well as bioinformatics and statis-

tical analyses and finally to validate the results 

using a representative collection of metabolic re-
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ren, d.h. die relevanten Entgiftungsgene der me-

tabolischen Resistenz in Acker-Fuchsschwanz 

zu identifizieren, zu verifizieren und an einer re-

präsentativen Kollektion metabolisch resistenter 

Acker-Fuchsschwanzpflanzen zu validieren. Die 

Arbeitshypothese besagt, dass es einen Zusam-

menhang zwischen der Expressionshöhe solcher 

Kandidatengene einerseits und der Art der Her-

bizidresistenz andererseits gibt und dass sich 

diese Korrelation an weiteren unterschiedlich re-

sistenten Populationen für jeweils spezifische 

Kombinationen dieser Gene bestätigen lässt. In 

diesem Fall könnten derartige Gene bzw. deren 

Transkriptmengen auch als diagnostisches Mit-

tel für eine Resistenzklassifizierung dienen und 

als prädiktive Marker für metabolische Resis-

tenz eingesetzt werden. 

 

 
 

Anhand von Transkriptomik-Daten verschiede-

ner resistenter und sensitiver Acker-Fuchs-

schwanzpflanzen konnte eine kleine Kollektion 

von Kandidatengenen angelegt und mithilfe der 

quantitativen RT-PCR verifiziert werden. Deren 

Expression ist sowohl in resistenten Eltern wie 

auch in resistenten Nachkommen im Vergleich 

zum sensitiven Wildtyp-Eltern und den sensiti-

ven Nachkommen deutlich erhöht. Außerdem 

variieren Expressionsstärke und Resistenzgrad 

in den F2-Pflanzen und können als quantitative 

Eigenschaft betrachtet werden. Dazu wurden in 

-für eine bestimmte metabolische Resistenz- 

segregierenden F2-Populationen die Transkript-

mengen für acht Kandidatengene in den einzel-

nen F2-Pflanzen mit Hilfe der quantitativen RT-

PCR gemessen (Fig.3) und eine Korrelation mit 

dem bonitierten Resistenzgrad allein oder in 

Kombination geprüft. Ergab sich eine signifi-

kante Korrelation (Fig.4), lag die Vermutung 

nahe, dass die betreffenden Gene mit der meta-

bolischen Herbizidresistenz in kausalem Zusam-

menhang stehen. Ein funktionaler Test (z.B. 

knock-out in einer resistenten Pflanze zur Wie-

derherstellung der Sensitivität) steht allerdings 

noch aus. 

 

sistant black grass plants. Our working hypothe-

sis implies that a relationship between the ex-

pression levels of candidate genes and the type 

of herbicide resistance exists and that this corre-

lation can be corroborated in additional popula-

tions exhibiting various herbicide resistance pat-

terns using specific combinations of those candi-

date genes. In this case those genes respectively 

their corresponding transcript levels are likely to 

be useful as diagnostic tools for a classification 

of resistances and as predictive markers for met-

abolic herbicide resistance. 

 

 
 

Using transcriptomics data sets derived from re-

sistant and sensitive black grass plants a small 

collection of candidate genes was assembled and 

was verified by quantitative RT-PCR. Their ex-

pression levels are significantly higher in re-

sistant parents as well as in resistant offspring 

compared to sensitive wild type parents and the 

sensitive progeny. Furthermore expression level 

and corresponding degree of herbicide resistance 

vary in segregating F2-offspring and can be re-

garded as a quantitative trait.  

 

 
Abb. 3: Kreuzungsschema und RT-qPCR 

Fig. 3: Breeding pattern and RT-qPCR 

 

This was demonstrated by using quantitative 

RT-PCR to measure transcript abundances for 

eight candidate genes in selected individuals 

from different segregating F2-populations inher-

iting various metabolic resistances (Fig.3) and 

by checking single genes and combinations 

thereof for possible correlations with the corre-

sponding phenotypic resistance rating for each 

plant. 

In case a significant correlation was demon-

strated is was assumed that a causal relationship 



 19  

  

 
Abb.4:kombinierte qRT-PCRs vs. Phänotyp 

Fig. 4:combined qRT-PCR data vs. phenotype 

 

 
 

Nicht in allen geprüften Fällen reicht eine Kom-

bination der vorhandenen Gene aus, um sicher 

die resistenten von den sensitiven Individuen zu 

trennen oder ein gutes Korrelationsergebnis zu 

erzielen. Dies weist auf fehlenden Kandidaten-

gene hin, die höchstwahrscheinlich bisher noch 

nicht entdeckt bzw. getestet worden sind. Daher 

ist es unbedingt notwendig, die begonnenen Ar-

beiten weiterzuführen und zu vertiefen, um ein 

vollständiges Bild über die Gene und vorkom-

mende Kombinationen davon zu erhalten, die für 

die metabolische Herbizidresistenz in Acker-

Fuchsschwanz verantwortlich sind. Diese Er-

gebnisse können auch relevant sein für andere, 

nahverwandte Ungräser wie Lolium perenne, 

Lolium multiflorum, Apera spica-venti und 

Avena fatua, bei denen ebenfalls zunehmend 

metabolische Herbizidresistenzen diagnostiziert 

werden.  
 

exists between the respective gene and the re-

lated metabolic herbicide resistance. However a 

functional proof (i.e. a targeted knock-out of the 

candidate gene in a resistant plant in order to re-

store sensitivity against the herbicide) is still 

missing.  

 

 
 

Not in every instance a combination of the avail-

able genes was sufficient to separate the resistant 

from the sensitive individuals or to obtain a 

sound correlation result. This indicates that im-

portant candidate genes are still missing in the 

analysis which probably have not detected or 

tested yet. It is therefore an absolute requirement 

to continue the work and to deepen our 

knowledge on resistance in order to obtain a 

complete overview on those genes that are re-

sponsible for metabolic herbicide resistance in 

black grass. Those results most likely are also 

relevant for other closely related weeds like Lo-

lium perenne, Lolium multiflorum, Apera spica-

venti und Avena fatua, for which metabolic herb-

icide resistances are reported increasingly. 
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Obstkrankheiten 

Fruit Diseases 

Bekämpfung von Obstphytoplasmosen mittels Endophyten 

Control of fruit tree phytoplasmas by endophytes 

 
Die Erreger bedeutender Obstkrankheiten 

sind Phytoplasmen: ‘Candidatus Phyto-

plasma mali’ verursacht die Apfeltriebsucht 

(AT), ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ 

die Europäische Steinobstvergilbung (Euro-

pean stone fruit yellows, ESFY) und ‘Candi-

datus Phytoplasma pyri‘ den Birnenverfall. 

Eine direkte Bekämpfung der Phloem-limi-

tierten Phytoplasmen ist zurzeit nicht mög-

lich. Eine Kontrolle der Insektenüberträger 

soll die weitere Ausbreitung der Krankheiten 

verhindern. Genetisch resistente Unterlagen 

von Apfel und Birne befinden sich noch im 

Entwicklungsstadium, können aber keine In-

fektion der anfälligen Sorte durch die Insek-

tenüberträger verhindern. Umwelt-verträgli-

che Strategien, die eine direkte Bekämpfung 

der Phytoplasmen im Baum ermöglichen, 

wären deshalb wünschenswert.  

 

In diesem Kontext wurde der Einsatz von En-

dophyten untersucht, die potentiell eine di-

rekte oder indirekte Wirkung auf die Phyto-

plasmen haben.  

 

Jüngste Forschungsergebnisse zeigen, dass 

eine Pflanze als Superorganismus zu betrach-

ten ist, der eine Vielzahl an Mikroorganismen 

enthält. Diese bakteriellen oder pilzlichen 

Endophyten interagieren vielfältig bioche-

misch mit der Pflanze und können z.B. das 

Pflanzenwachstum und die Pflanzenabwehr 

stärken. Untersuchungen italienischer For-

scher an krautigen Modellpflanzen konnten 

zeigen, dass sowohl pilzliche als auch bakte-

rielle Endophyten die Vermehrungsrate der 

Phytoplasmen hemmen können und somit die 

Symptomausprägung verhindern können. 

Metagenom-Analysen in gesundem, sympto-

matischem und nicht-symptomatischem 

Wein oder Apfel ergaben eine spezifisch an-

dere Zusammensetzung der Mikroorganis-

men in nicht-symptomatischen Pflanzen, die 

sich von einer Phytoplasma-Infektion erholt 

 The pathogens of important fruit tree diseases 

are phytoplasmas: ‘Candidatus Phytoplasma 

mali’ is the causal agent of apple proliferation 

(AP), ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ 

the one of European stone fruit yellows 

(ESFY) and ‘Candidatus Phytoplasma pyri‘ 

causes pear decline. A direct control of the 

phloem-limited phytoplasmas is not possible. 

Control of the insect vectors aims to limit the 

further spread of the diseases. Rootstocks of 

apple and pear with genetic resistance are still 

in the phase of development and, in any case, 

will not be able to prevent the infection of the 

susceptible cultivars by the insect vectors. 

Thus, environmentally friendly strategies for 

a direct control of the phytoplasma inside the 

tree are desirable. 
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hatten (recovery). Dieses Phänomen des 

„recovery“ wurde auch bei ESFY-befallenen 

Aprikosen und Pfirsichen in der Versuchsan-

lage des DLR Rheinpfalz in Neustadt beo-

bachtet, welche von AlPlanta seit der Pflan-

zung bonitiert und auf ESFY beprobt wird.  

 

  
Abb. 1: Aprikose mit akuter Europäischer 

Steinobstvergilbung (links) und nach Erho-

lung (recovery) (rechts) 

Fig. 1: Apricot tree with acute infection of Eu-

ropean stone fruit yellows (left) and after re-

covery (right) 

Isolierung von Endophyten aus 

ESFY-befallenen Bäumen 

Bakterielle Endophyten wurden zu acht ver-

schiedenen Zeitpunkten aus Bäumen, die nie 

mit dem Erreger Candidatus Phytoplasma 

prunorum infiziert waren (= gesunde Bäume) 

und Bäumen, die sich von einer akuten Infek-

tion wieder erholt hatten (= recovered 

Bäume) mit Standardmethoden isoliert. Zu-

sätzlich wurden Bäume mit einer akuten In-

fektion (= kranke Bäume) beprobt.   Die kul-

tivierten Spezies wurden molekular mittels 

ARDRA (amplified ribosomal rDNA restric-

tion analysis) untersucht. Dies erlaubte eine 

Gruppierung in taxonomische Einheiten 

(Operational Taxonomic Unit, OTU).  Mit-

tels  16S rDNA Sequenzanalyse erfolgte eine 

Artbestimmung ausgewählter OTUs. Die 

Diversität der Endophyten war in recovered 

Bäumen doppelt so hoch wie in kranken oder 

gesunden Bäumen. Ein großer Teil der Diver-

sität wurde jedoch durch OTUs verursacht, 

die nur ein bis wenige Male isoliert wurden.  

 

Für die weitere Untersuchung der Phyto-

plasma-hemmenden Wirkung der isolierten 

Endophyten wurden Spezies ausgewählt, die 

In this regard, the use of endophytes with po-

tential direct or indirect effect on the phyto-

plasma was studied. 

Recent research data showed that a plant has 

to be regarded as super-organism which con-

tains a multitude of microorganisms. These 

bacterial or fungal endophytes interact in 

multiple ways biochemically with the plant, 

e.g. by promoting plant growth or strengthen-

ing plant defence. Studies of Italian scientists 

using herbaceous model plants demonstrated, 

that fungal and bacterial endophytes can limit 

the multiplication rate of the phytoplasmas 

and, thus, prevent symptom expression. Met-

agenome analyses of healthy, symptomatic 

and non-symptomatic grapevine or apple 

showed that non-symptomatic plants which 

recovered from a phytoplasma infection had 

a specifically different composition of micro-

organisms. This phenomenon of “recovery” 

was also observed in ESFY-infected apricots 

and peaches in an experimental orchard of 

DLR Rheinpfalz at Neutstadt. This orchard 

has been monitored and tested for ESFY by 

AlPlanta since plantation. 

Isolation of endophytes from ESFY-

infected trees 

Bacterial endophytes were isolated with 

standard methods at eight different time 

points either from trees which were never 

found to be infected with Candidatus Phyto-

plasma prunorum (= healthy trees) or from 

trees which recovered from an acute infection 

(= recovered trees). In addition, isolation was 

done from trees exhibiting an acute infection 

(= diseased trees). The cultured species were 

analyzed by molecular means using ARDRA 

(amplified ribosomal rDNA restriction anal-

ysis). This approach enabled the grouping of 

the isolated species into Operational Taxo-

nomic Units (OTUs). Species identification 

of selected OTUs was done by 16S rDNA se-

quence analysis. The diversity of endophytes 

was double as high in recovered trees as in 

diseased or healthy ones. However, an im-

portant part of the diversity was due to OTUs 

which were found only once or a few times. 
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entweder bevorzugt in recovered Bäumen ge-

funden wurden oder die Gattungen angehö-

ren, in denen „biocontrol agents“ vorkom-

men (z.B. Pantoea agglomerans). 

Etablierung eines in vitro Testsys-

tems zum Nachweis der Phyto-

plasma-hemmenden Wirkung se-

lektierter Endophyten 

Da Phytoplasmen nicht kultivierbar sind, 

kann eine Phytoplasma-hemmende Wirkung 

nur in der Phytoplasma-infizierten Pflanze 

getestet werden. Hierzu wurden Gewebekul-

turen von Apfel (Malus) und Steinobst 

(Prunus) verwendet, die am AlPlanta bereits 

etabliert waren. Die zu testende Endophyten-

Kultur wurde mit einer Spritze sowohl in ge-

sunde als auch in Phytoplasma-infizierte in 

vitro Pflanzen von Malus und Prunus inoku-

liert. Der Nachweis der Besiedelung durch 

die Endophyten erfolgte mittels spezifischem 

PCR Test. Der Effekt auf die Phytoplasmen 

wurde durch Bonitur des Phänotyps sowie 

durch Bestimmung des Phytoplasma-Titers 

mittels quantitativer real-time PCR gemes-

sen. 

Verschiedene Wachstumsparameter wurden 

gemessen und statistisch ausgewertet. Es 

konnten vier Gruppen von Endophyten ge-

funden werden: solche, die die in vitro Pflan-

zen nicht besiedeln konnten; solche, die phy-

totoxisch wirkten; solche, die die Pflanzen 

besiedeln konnten aber keinen Effekt auf die 

Phytoplasmen hatten und schließlich Spezies, 

die zu einer signifikanten Reduktion des Phy-

toplasma-Titers führten. 

 
Fazit: Es konnte in einem homologen biolo-

gischen Testsystem nachgewiesen werden, 

dass Endophyten eine Phytoplasma-hem-

mende Wirkung haben können. Eine Be-

kämpfung von Obstphytoplasmosen mittels 

Endophyten erscheint somit möglich, wenn 

die geeigneten Stämme und die geeigneten 

Anwendungsbedingungen gefunden sind. 

 

The phytoplasma-inhibiting effect of the iso-

lated endophytes was studied with selected 

species which were either predominantly 

found in recovered trees or which belong to 

genera known to include “biocontrol agents” 

such as Pantoea agglomerans. 

Establishment of an in vitro test sys-

tem to proof the phytoplasma-in-

hibiting effect of selected endo-

phytes 

As long as phytoplasmas are not culturable, a 

phytoplasma-inhibiting effect can only be 

studied in entire phytoplasma-infected plants. 

For this, tissue cultures of apple (Malus) and 

stone fruit (Prunus) were used which were al-

ready available at AlPlanta. Inoculation of 

healthy and phytoplasma-infected in vitro 

plants of Malus and Prunus was done by in-

jecting culture solutions of the selected endo-

phyte with a syringe. Successful colonisation 

of the plants by the endophyte was checked 

by specific PCR. The effect on the phyto-

plasma was analysed by monitoring the phe-

notype of the plant and by measuring the phy-

toplasma concentration using quantitative 

real-time PCR. 

 

 
Abb. 2: Kultur eines endophytisch lebenden 

Bacillus isoliert aus einer Aprikose, die sich 

von einer Infektion mit ESFY erholt hat 

Fig. 2: Culture of an endophytic Bacillus iso-

lated from a ESFY-recoverd apricot 

Different growth parameters were measured 

and statistically analysed. Four groups of en-

dophytes could be distinguished: a first group 

which was not able to colonise the in vitro 

plant; a second group which had phytotoxic 

effects on the plant; a third group which 

nicely colonised the plant but did not had any 

effect on the phytoplasma and a fourth group 
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which significantly reduced the phytoplasma 

titer in the plant. 

 

Conclusion: It could be shown in a homolo-

gous biological test system that endophytes 

can have a phytoplasma-inhibiting effect. 

Thus, a control of fruit tree phytoplasmas 

with endophytes is possible provided that ap-

propriate strains and appropriate application 

conditions are found. 
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Epigenetics  

Die Effizienz der RNA-dirigierten DNA-Methylierung ist von der Homologie zwi-
schen Auslöser- und Ziel-Sequenz abhängig 

RNA-directed DNA methylation efficiency depends on trigger and target homology 
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Einleitung, RNA-dirigierte DNA -

Methylierung 

In Eukaryonten zeichnet sich die DNA-

Methylierung durch das Anhängen einer Me-

thylgruppe an Cytosinreste aus. Bei Pflanzen 

erfolgt diese Methylierung an CG, CHG und 

CHH (H=A, T oder C) -Positionen. Im Ge-

gensatz zu symmetrischer CG- und CHG-

Methylierung kann die asymmetrische CHH 

nicht mitotisch und meiotisch erhalten wer-

den und muss fortwährend erneuert werden. 

Für diese de novo DNA-Methylierung wird 

die Domains Rearranged Methyltransferase 2 

(DRM2) benötigt. Durch einem Prozess na-

mens RNA-dirigierte DNA-Methylierung 

(RdDM) wird die DRM2 von RNA-

Molekülen an ihre Zielsequenzen (Targets) 

geführt (Wassenegger et al., 1994). 

 

 
Abb. 1: Mapping der TASVd-spezifischen siRNAs. 

Fig. 1: Mapping of TASVd-derived siRNAs. 
 

Gemäß den derzeitigen Modellen soll die 

RdDM-Maschinerie durch sog. 24-nt „small 

interfering RNAs (siRNAs) geleitet werden. 

Es wird angenommen, dass RdDM durch die 

DNA-abhängige RNA Polymerase IV (POL 

IV) initiiert wird, die DNA Regionen, die de 

novo methyliert werden sollen, transkribieren 

soll. POL IV Transkripte sollen dann von der 

RNA-dirigierten RNA Polymerase 2 in dop-

pelsträngige RNA (dsRNA) transkribiert 

werden, die wiederum vom Dicer-like 3 

(DCL3) zu 24-nt siRNAs prozessiert wird. 

Nach Assoziation der 24-nt siRNAs mit Ar-

gonaut 4 (AGO4), sollen diese dann mit 

Transkripten der POL V eine Basenpaarung 

eingehen. Loci, bei denen diese Basen-paa-

rung erfolgt ist, sollen von der DRM2 erkannt 

und de novo methyliert werden. 

 

 
Introduction, RNA -directed DNA 

methylation 

In eukaryotes, DNA methylation refers to the 

addition of a methyl group to cytosine (C) 

residues. In plants, DNA methylation occurs 

in CG, CHG and CHH (H=A, T or C) se-

quence contexts. Symmetric methylation of 

CG and CHG residues can be mitotically and 

meiotically maintained. In contrast, asym-

metric mCHH cannot be maintained and 

needs constant re-establishment. This de 

novo DNA methylation is dependent on the 

Domains Rearranged Methyltransferase 2 

(DRM2). DRM2 is guided to its DNA target 

by RNA molecules, in a process termed 

RNA-directed DNA methylation (RdDM) 

(Wassenegger et al., 1994). 

 

 
Abb. 3: Bisulfit -Sequenzierungs-basierte Analyse 

des Methylierungsmusters der SB2-Sequenz.  

Fig. 3: Bisulfite sequencing-based analysis of the 

methylation pattern of the SB2 sequence.  

 

According to the current models, the RdDM 

pathway is guided by 24-nt small interfering 

RNAs (siRNAs). RdDM is believed to be in-

itiated by DNA Dependent RNA Polymerase 

IV (POL IV) transcribing the DNA region 

that should become de novo methylated. Each 

POL IV transcript is assumed to be tran-

scribed by RNA-directed RNA Polymerase 2 

into double stranded RNA (dsRNA) that is 

processed by Dicer-like 3 (DCL3) into 24-nt 

siRNAs. After loading onto Argonaute 4 

(AGO4) the 24-nt siRNAs base-pair with 

transcripts produced by POL V. Loci display-

ing co-occurrence of POL V transcripts and 

siRNAs are proposed to be targeted by 

DRM2 for de novo methylation. 

 

Introduction, Viroids  
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Einleitung, Viroide  

Viroide sind nicht-kodierende, nicht- verkap-

selte einzelsträngige RNA- (ssRNA-) Mole-

küle, die Pflanzen infizieren und Krankheiten 

auslösen können. Das Potato spindle tuber 

viroid (PSTVd), der Vertreter der Familienart 

der Pospiviroidae, hat ein 359-nt langes, 

stäbchenförmiges Genom. Für eine erfolgrei-

che Infektion muss das Viroid in den Zellkern 

gelangen, indem es repliziert wird. Die reife 

zirkuläre ssRNA wird in lineare multimere 

ssRNA(-) transkribiert, welche als Matrize 

für die Produktion von linearer multimerer 

ssRNA(+) dient, die dann letztlich in zirku-

läre RNA mit Einheitslänge prozessiert wird. 

Viroid-Infektionen gehen mit der Aktivie-

rung der RNA silencing Maschinerie einher. 

Das reife Viroid und/oder dsRNA-Moleküle, 

die während der Replikation entstehen, wer-

den von DCLs zu Viroid-siRNAs (vd-siR-

NAs) prozessiert, von denen Stränge beider 

Polaritäten nachgewiesen wurden. Bemer-

kenswerterweise aktiviert eine Viroid-Infek-

tion die RdDM und somit zur de novo Methy-

lierung homologer Sequenzen (Wassenegger 

et al., 1994; Pélissier et al., 1999; Pélissier 

and Wassenegger, 2000; Dalakouras et al., 

2010; Dalakouras et al., 2012; Dalakouras et 

al., 2015). 

 

Ergebnisse 

Die Charakterisierung von RNA-Molekülen, 

die die RdDM Maschinerie führen, stehen 

noch immer aus. Die o.g. Modelle können ei-

nige Beobachtungen nur schwer erklären 

(Dalakouras et al., 2013; Dalakouras und 

Wassenegger, 2013). Tatsächlich wurde 

kürzlich die Rolle der 24-nt siRNAs bei der 

Lenkung der RdDM Maschinerie überarbei-

tet. In unseren jetzigen Studien haben wir die 

Beschaffenheit der RdDM-lenkenden Mole-

küle (Trigger) und die Bedeutung der Kom-

plementarität zwischen Trigger und Target 

mit Hilfe eines Viroid-basierten Systems un-

tersucht. Wir haben Nicotiana tabacum (Nt) 

Linien generiert, die ein infektiöses Tomato 

apical stunt viroid- (TASVd-) Transgen (Nt-

TASVd) und ein nicht-infektiöses PSTVd-

Transgen (Nt-SB2) enthalten. Die beiden 

Viroids are non-coding, non-encapsidated, 

single stranded RNA (ssRNA) molecules that 

can infect plants and induce disease. Potato 

spindle tuber viroid (PSTVd), the Pospiviroi-

dae family type species, has a genome of 

359-nt and a rod-shaped structure. For suc-

cessful infection, it is directed to the nucleus, 

where it is replicated. The mature circular 

monomeric ssRNA is transcribed into linear 

multimeric ssRNA(-) that serves as a tem-

plate for the production of linear multimeric 

ssRNA(+), which is finally processed into 

unit-length circular RNAs. Viroid infections 

are associated with the activation of the RNA 

silencing machinery. The mature viroid 

and/or the dsRNA molecules produced dur-

ing replication are processed by DCLs into 

viroid siRNAs (vd-siRNAs). Vd-siRNA 

strands with both polarities have been de-

tected. Notably, viroid infection triggers 

RdDM of cognate sequences in plants (Was-

senegger et al., 1994; Pelissier et al., 1999; 

Pelissier and Wassenegger, 2000; Dalakouras 

et al., 2010; Dalakouras et al., 2012; Dala-

kouras et al., 2015). 

 

Results 

RNA molecules guiding the RdDM machin-

ery to their targets still need to be character-

ized. The above models can hardly account 

for a number of observations (Dalakouras et 

al., 2013; Dalakouras and Wassenegger, 

2013). Indeed, the role of 24-nt siRNAs in 

guiding the RdDM machinery was recently 

revised. In our present studies, using a viroid-

based system, we investigated the nature of 

RdDM-guiding molecules and the signifi-

cance of their complementarity with its tar-

get. We have generated Nicotiana tabacum 

(Nt) plants carrying an infectious Tomato ap-

ical stunt viroid (TASVd) transgene (Nt-

TASVd) and a non-infectious PSTVd 

transgene (Nt-SB2). The two viroids exhibit 

81% sequence homology. Nt-TASVd and Nt-

SB2 plants were genetically crossed. In the 

progeny plants (Nt-SB2/TASVd), deep se-

quencing of small RNAs (sRNAs) showed 

that TASVd infection was associated with the 

accumulation of abundant siRNAs that 

mapped along the entire TASVd (Fig. 1) but 

only partially matched the SB2 transgene 
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Viroide besitzen eine 81% Sequenzhomolo-

gie. Nt-TASVd- und Nt-SB2-Linien wurden 

gekreuzt und die Sequenzierung kleiner 

RNAs (sRNAs) der Nachkommen (Nt-

SB2/TASVd) gezeigten, dass die TASVd-In-

fektion mit der Akkumulation von zahlrei-

chen siRNAs assoziiert war. Diese siRNAs 

kartierten entlang der gesamten TASVd-Se-

quenz (Abb. 1) waren aber nur vollständig 

komplementär zu wenige Abschnitte der 

SB2-Sequenz (Abb. 2). 

 

 
Abb. 2: TASVd-spezifische siRNAs mit Homologie 

zu der SB2-Sequenz . 

Fig. 2: TASVd-derived siRNAs mapping the SB2 

sequence. 

 

Bisulfit-Sequenzierungen von Nt-SB2/ 

TASVd-Linien zeigten, dass das TASVd-

Transgen über seine gesamte Länge hinweg 

als Target für eine dichte RdDM diente. In 

denselben Pflanzenlinien war zwar auch das 

SB2-Transgen ein RdDM Target, aber hier 

war die Methylierung sehr schwach und he-

terogen (Abb. 3). Diese Daten weisen auf 

eine positive Korrelation zwischen einer 

Trigger:Target Sequenzhomologie und einer 

RdDM-Effizienz hin. In diesem Zusammen-

hang ist es wichtig zu erwähnen, dass eine 

RdDM des SB2-Targets auch in Regionen 

gefunden wurde, die keine Homologie zu 

siRNAs aufwiesen. Unsere Daten zeigen, 

dass die Effizienz der RdDM proportional zu 

der Homologie zwischen Trigger und Target 

ist. und die Präsenz entsprechender siRNAs 

nicht erforderlich ist. Diese Ergebnisse unter-

stützen neuere Daten, die darauf hinweisen, 

dass RNAs mit Längen über 24-nt (>24-nt 

RNAs) die RdDM lenken (Dalakouras et al., 

2016). 

 

(Fig. 2). Bisulfite sequencing in the Nt-

SB2/TASVd plants revealed that the TASVd 

transgene was targeted for dense RdDM 

along its entire sequence. In the same plants, 

the SB2 transgene was also targeted for 

RdDM. However, the SB2 methylation pat-

tern, was weak and heterogeneous (Fig. 3) 

pointing to a positive correlation between 

trigger:target sequence homology and RdDM 

efficiency. Importantly, RdDM of SB2 was 

detected also at sites where no homologous 

siRNAs were detected. Our data indicated 

that RdDM efficiency is proportional to trig-

ger:target homology and is not restricted to 

siRNA occupancy. These findings support 

recent data suggesting that RNAs with sizes 

longer than 24-nt (>24-nt RNAs) guide 

RdDM (Dalakouras et al., 2016). 
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