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In Anbetracht der hohen gesellschaftlichen Forderungen
nach nachhaltigen und umweltschonenden Pflanzenschutz-
verfahren, stellt das Sprithen von RNA-basierten Wirkstoffen
eine innovative und vielversprechende Alternative zu konven-
tionellen chemisch-synthetischen Pflanzenschutzmitteln dar.
Dabei vermitteln die sequenzspezifischen und somit mafige-
schneiderten RNAs nicht nur eine hohe Selektivitat, sondern
lassen sich zudem sehr schnell adaptieren. Dadurch sind sie,
verglichen mit der langwierigen, herkdmmlichen Wirkstoff-
entwicklung, schneller verfugbar. Trotz der vielfdltigen Vor-
teile und des dringenden Bedarfs an Alternativen, stehen wir
erst am Anfang des Transfers von RNA Sprays ins Freiland. Hier
diskutieren wir die damit verkniipften wissenschaftlich-tech-
nischen, gesellschaftlichen und wirtschaftlichen Herausforde-
rungen. Zudem zeigen wir die offenen Forschungsfragen auf,
die es zu adressieren gilt, um RNA-basierte Pflanzenschutz-
mittel zeitnah zu etablieren. Zuletzt fiihren wir aktuelle Bei-
spiele zu innovativen Losungsansdtzen aus der Forschung an,
die die Weiterentwicklung von RNA Sprays fiir die Kontrolle
von Schadinsekten in der Pflanzenproduktion zum Ziel haben.
Teile dieses Artikels wurden bereits in einem breiter angeleg-
ten englischsprachigen Ubersichtsartikel (Rank & Koch 2021)
dargestellt und werden hier in einen detaillierteren Kontext
eingebettet. Durch die Ubersetzung ins Deutsche sollen sie
zudem einem erweiterten Leserkreis zuganglich gemacht
werden.

RNAi, RNA Spray, RNAi-basierter Pflanzenschutz, nachhalti-
ger Pflanzenschutz, RNA Biopestizide

Under the perspective of high social demands for sustaina-
ble and environmentally friendly crop protection, RNA sprays

(c) Der Autor/Die Autorin 2022

represent an innovative and promising alternative to con-
ventional synthetic pesticides. Due to sequence specificity,
custom-made RNAs not only provide high selectivity but can
also be easily adapted to target different species. Conse-
quently, they can be available more quickly compared to the
time-consuming development of conventional synthetic pes-
ticides. Despite the multiple benefits and the desperate need
for alternatives, field application of RNA sprays is still in its
infancy. Here, we discuss the challenges resulting from scien-
tific-technical, social and economic demands. In addition, we
identify open research questions that need to be addressed
to establish RNAi-based products in a timely manner. More-
over, we highlight recent examples of innovative solutions,
which could inspire further optimization of RNA sprays for the
control of insect pests in the field. Parts of this article have
already been presented in a broader review article (Rank &
Koch 2021) and are embedded here into a more detailed con-
text. The presentation in German should also make them ac-
cessible to a broader readership.

RNAI, RNA Spray, RNAi-based plant protection, sustainable
plant protection, RNA Biopesticides

Kulturpflanzen werden von einer Vielzahl tierischer Schadlin-
ge attackiert. Die durch Arthropoden (Insekten und Milben)
herbeigefiihrten jahrlichen Ernteverluste werden auf 18-20 %
(> 470 Milliarden USD) geschétzt (Sharma et al., 2017). Neben
konventionellen PflanzenschutzmafRnahmen, wie dem Ein-
satz chemisch-synthetischer Pflanzenschutzmittel, sind alter-
native Kontrollstrategien erforderlich, vor allem im Hinblick
auf den Umweltschutz und die standig ansteigenden Zahlen
von Resistenzen vieler Schadinsekten gegeniber zugelasse-
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nen Wirkstoffen (Alyokhin et al., 2008; Van Leeuwen et al.,
2010; Kwon et al., 2016).

Die Einschrankung verfligbarer insektizider Wirkstoffe und
Pflanzenschutzmittel (z. B. durch das Verbot der Neonicotinoi-
de) verscharft das Problem, da Wirkstoffe nur noch bedingt
rotiert werden kénnen. Insbesondere vor dem Hintergrund
des drastischen Biodiversitdtsverlustes gewinnt die Forde-
rung nach einer pestizidfreien Landwirtschaft zum Schutz von
Nichtzielorganismen und der Umwelt an Bedeutung. Dabei
wird der Einsatz von chemisch-synthetischen Pflanzenschutz-
mitteln als eine der wichtigsten Ursachen des Artensterbens
gesehen (Wagner et al., 2021). Vor diesem Hintergrund gilt
es neue, innovative Konzepte und Strategien fir eine nach-
haltigere Pflanzenproduktion zu entwickeln. Der Schutz der
Biodiversitat hat dabei hochste Prioritdt und ist von groRRter
gesellschaftspolitischer Relevanz. Er ist Ziel landes!-, bundes?-
EU34- und UN>®-weiter Biookonomiestrategien und des Euro-
paischen ,Green Deal”. Dafir soll der Einsatz chemisch-syn-
thetischer Pflanzenschutzmittel in der Europdischen Union
bis 2030 um 50 % reduziert werden. Um diese Ziele zu errei-
chen, bedarf es innovativer Lésungsansatze und Alternativen,
wobei RNA Interferenz (RNAi)-basierte Methoden als beson-
ders vielversprechend gelten (OECD, 2020).

RNAi bezeichnet Genregulationsmechanismen, bei denen
kurze, nicht-kodierende RNA-Molekiile, die Expression kom-
plementérer Zielgene unterdriicken (gene silencing). Dabei
beruht das Prinzip RNAi-basierter Pflanzenschutztechnologi-
en auf dem molekularen Mechanismus des post-transkriptio-
nellen gene silencing (Abb. 1).

Sequenzbasierte Wirkstoffe wie RNAs stellen insbesondere
hinsichtlich ihrer Spezifitdt und der damit verbundenen Scho-
nung von Nichtzielorganismen eine vielversprechende Alter-
native zu chemisch-synthetischen Pflanzenschutzmitteln dar.
Zahlreiche Studien konnten die Effektivitdit RNAi-basierter
Pflanzenschutztechnologien zur Kontrolle von Pathogenen
und Schadinsekten in der Landwirtschaft und im Gartenbau
bereits eindrucksvoll unter Beweis stellen (Uberblick sie-
he: Koch & Kogel, 2014; Gaffar & Koch, 2019; Rank & Koch,
2021). Mithilfe dieser Technologie lassen sich Schadinsekten
mit einer Wirksamkeit von durchschnittlich 50 % kontrollie-
ren (max. Effektivitdt >80 %) (Koch & Wassenegger, 2021).

Diese Faktoren haben die Entwicklung RNAi-modifizierter
Pflanzen bis zur Marktreife vorangetrieben (De Schutter

1 Landesstrategie: Ministerium fir Erndhrung, Landlichen Raum und Ver-
braucherschutz Baden-Wirttemberg (baden-wuerttemberg.de)
Nationale Biookonomiestrategie | Biookonomie.de (biooekonomie.de)
A sustainable bioeconomy for Europe — Publications Office of the EU (eu-
ropa.eu)

4 Biodiversitatsstrategie fir 2030 (europa.eu)

Sustainable Food and Agriculture | Food and Agriculture Organization of
the United Nations (fao.org)

Report of the Open-ended Working Group on the Post-2020 Global Biodi-
versity Framework on its second meeting (cbd.int)

7 Europaischer Griiner Deal | EU-Kommission (europa.eu)
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Abb. 1. Das RNAi-vermittelte post-transkriptionelle gene silencing
(PTGS) beginnt mit der Zerlegung eines doppelstrangigen Vorlau-
fer-dsRNA-Molekiils in kleine, 21-24 Nukleotide (nt) kurze small inter-
fering (si)RNA Duplets durch ein RNAselll-dhnliches Enzym genannt
Dicer (DCL). Das PTGS findet im Zytoplasma der Zelle statt, wo die
doppelstrangigen siRNAs in einen sogenannten RNA-induced silen-
cing complex (RISC) inkorporiert werden. Dieser Multienzym-Kom-
plex beinhaltet ein als Argonaute bezeichnetes Protein, welches
sowohl Uber eine RNA-Binde-Domane als auch liber endonukleoly-
tische Aktivitat verfiigt. In einer ATP-abhangigen Reaktion wird die
siRNA durch RISC entwunden, woraus ein als sense und ein als anti-
sense bezeichneter Strang hervorgehen. Wahrend der sense-Strang,
welcher sequenz-identisch mit der zelleigenen mRNA ist, degradiert
wird, verbleibt der antisense-Strang an den RISC gebunden und kann
nun via komplementdrer Basenpaarung spezifisch an endogene
Ziel-Transkripte binden und deren Degradierung einleiten. Created
with Biorender.com.

et al., 2022). Das erste Produkt, der ,SmartStax Pro“ Mais
(Mon87411, Bayer) wurde 2017 von den US-Behorden und
zuletzt 2021 auch von den chinesischen Behorden zugelas-
sen. Dieser gentechnisch verdanderte Mais exprimiert einer-
seits das CP4-EPSPS-Protein, welches eine erhdhte Toleranz
gegeniiber glyphosathaltigen Herbiziden bedingt und ande-
rerseits das aus Bacillus thuringiensis (Bt) stammende Cry-
3Bb1-Protein sowie eine doppelstrangige RNA (DvSnf7-dsR-
NA), welche Resistenz gegen Maiswurzelbohrer (Diabrotica
spp.) verleihen. ,SmartStax Pro“ wird Landwirten in den USA
ab 2022 zur Verfuigung stehen. In Europa hat der ,SmartStax
Pro“ Mais eine Marktzulassung fir alle Verwendungszwecke
(bspw. Einfuhr von Mon8741-haltigen Produkten) auRer dem
Anbau?.

Wihrend der Anbau und der Verzehr von GV-Pflanzen in wei-
ten Teilen der Welt (USA, Brasilien, Argentinien, Kanada und
Indien) etabliert ist (91 % des globalen GVO-Anbaus), findet
in Europa, mit Ausnahme von Spanien und Portugal, kein
Anbau von gentechnisch veranderten Kulturpflanzen statt®.

8 Genetically Modified Organisms (europa.eu)
° Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2019 — ISAAA Brief
55-2019 | ISAAA.org
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Neben gesellschaftlichen Vorbehalten kommt hinzu, dass
die Generierung von GV-Pflanzen sehr kompliziert ist und
deren Zulassung immense Kosten verursacht. Insbesondere
deshalb ist die exogene, GVO-freie Applikation von dsRNA so
erstrebenswert. Bei dem sogenannten ,spray-induced gene
silencing” Verfahren (Koch et al., 2016; Wang et al., 2016)
werden vor allem doppelstrangige RNAs (dsRNAs), die RNAj
auslosen, auf Pflanzen gespriht. Diese dsRNAs werden dann
durch Schaderreger direkt gefressen oder es werden aus den
Wirtspflanzen dort gebildete siRNAs aufgenommen (Abb. 2),
wodurch das RNAi-vermittelte gene silencing im Zielorganis-
mus dessen Tod oder Schwachung bewirkt.

Dabei wird das Prinzip der exogenen dsRNA- und siRNA-Ap-
plikation (z. B. durch Injektion oder Verfiitterung) gegen ver-
schiedene Organismen (darunter Schadinsekten und Milben)
seit vielen Jahren routinemaRig beispielsweise zur Aufkla-
rung von Genfunktionen oder zur Identifizierung geeigneter
RNAi-Zielgene fiir den Pflanzenschutz (oftmals in Hochdurch-
satzverfahren) angewandt (LU et al., 2020; Maximo et al.,
2020; Mehlhorn et al., 2020).

Beim Spriihen von dsRNA differenziert man im Hinblick auf
die unterschiedlichen Erndhrungsweisen von Schadinsekten
(stechend-saugend vs. kauend-beiRend) im Wesentlichen
zwischen zwei Expositionsrouten. RNA-Wirkstoffe, welche
vor allem dahingehend modifiziert wurden, dass sie eine
hohe Oberflachenstabilitdit und -anhaftung zeigen, kénnen
dabei als besonders wirksam gegen blattfressende Schadin-
sekten (bspw. Kartoffelkafer) gesehen werden. Im Gegen-
satz dazu mussen gegen stechend-saugende Schadinsekten
(bspw. Blattlduse oder Zikaden) gerichtete dsRNAs/siRNAs
so optimiert werden, dass eine bestmdogliche Aufnahme ins
Blattinnere (Apoplast/Interzellularraum) sowie eine zellulare
Aufnahme (Phloem und Xylem) und eine systemische Aus-
breitung in der Pflanze gewahrleistet ist. Diese RNA-Wirk-
stoffe missen zundchst vor dem Abbau durch pflanzeneigene
Ribonukleasen geschiitzt werden, um eine maoglichst langan-
haltende Persistenz entlang der Transportwege innerhalb
der Pflanze zu garantieren, bevor sie beispielsweise durch
pflanzensaftsaugende Schadinsekten aufgenommen werden.
Mit Aufnahme in den Zielorganismus, muss der RNA-Wirk-
stoff wenigstens so lange stabil sein und vor Abbau geschiitzt
werden, bis er an seinen Wirkungsort, d. h. die Ziel-mRNA
in den Insektenzellen gelangt ist. Derzeit versuchen Wissen-
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schaftler*innen daher, sukzessive verschiedenste Parameter
zu optimieren, um die RNA Spray Technologie kontinuierlich
praxistauglicher zu machen, d. h. zugunsten héherer Effekti-
vitat und Selektivitdt weiterzuentwickeln. In diesem Zusam-
menhang ist das groRte Potential sicher im Bereich der For-
mulierung und der Darreichungsform zu erwarten.

Eine kirzlich veroffentlichte Studie dokumentiert die Effekti-
vitat von RNA Sprays gegen Henosepilachna vigintioctopunc-
tata (,,Hadda beetle”) (Wu et al., 2021), einer herbivoren Ma-
rienkaferart, die beispielsweise in Indien eine Rolle als Schad-
ling vor allem an Nachtschatten- und Kiirbisgewachsen spielt.
Das Sprihen von in E. coli hergestellten dsRNAs, die gegen
die fur einen Ecdyson-Rezeptor (EcR-Gen) des Marienkafers
kodierende mRNA gerichtet waren, war auf Kartoffelpflanzen
sehr effizient. Durch die Applikation nahm die Mortalitat der
Marienkaferlarven zu, wodurch eine deutliche Reduktion der
Blattschaden erreicht wurde (Wu et al., 2021). Zwei weite-
re Studien bestdtigten den erfolgreichen Einsatz der RNAI
Technologie gegen H. vigintioctopunctata und unterstreichen
das Potential RNAi-basierter Wirkstoffe als eine nachhaltige
Alternative zum konventionellen chemischen Pflanzenschutz
bei der Kontrolle von Schadinsekten (LU et al., 2020, 2021).

Ein weiterer Schadling, der durch RNA Sprays effektiv be-
kampft werden kann, ist der Kartoffelkdfer, Leptinotarsa
decemlineata (Mehlhorn et al., 2020), eines der wirtschaftlich
bedeutsamsten Schadinsekten an Kartoffeln (Hare, 1990). Im
Fokus der 2020 veroffentlichten Studie stand der Vergleich
der RNAJ Sensitivitat 14 verschiedener L. decemlineata Po-
pulationen aus Europa (Deutschland, Niederlande, Portugal,
Spanien, ltalien, Ungarn, Ukraine, Rumanien). Interessanter-
weise fanden die Autoren auf Populationsebene nur eine ge-
ringe Variabilitdt der durch RNAI verursachten Phanotypen.
Lediglich eine spanisch-stammige Population zeigte eine er-
hohte Widerstandfahigkeit gegeniiber der RNA Applikation,
wobei die Kafer dennoch molekular responsiv waren; das
heildt die Expression des Zielgens Actin war mit ca. 80%iger
Verminderung vergleichbar mit dem Transkriptlevel der Gbri-

Abb. 2. Prinzip Spray-induced gene
silencing. Created with BioRender.
com
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gen analysierten Kartoffelkdfer-Genotypen (Mehlhorn et al.,
2020). Diese Studie liefert damit erste, wertvolle Erkennt-
nisse zur Variation von RNAi auf Populationsebene und ver-
spricht eine universelle Anwendbarkeit von RNA-Biopestizi-
den auf alle Populationen eines Schaderregers. Gleichzeitig
verspricht die Studie die Ubertragbarkeit auf Schadinsekten
vom Labor ins Freiland. In diesem Zusammenhang dokumen-
tiert eine kiirzlich veroffentliche Studie die Wirksamkeit einer
490 bp dsRNA, welche die Proteasom Untereinheit Beta Typ
5 des Kartoffelkafers targetiert (Rodrigues et al., 2021). Diese
Studie ist nicht nur ein weiterer Beleg fir die Effektivitat von
RNA Sprays, vielmehr handelt es sich um das erste marktreife
RNA Biopestizid iberhaupt. Die vom Unternehmen Green-
Light Biosciences entwickelte dsRNA ,Ledprona” befindet
sich aktuell in der Begutachtung durch die Environmental
Protection Agency (EPA, USA), wobei GreenlLight Biosciences
das Testen des Ledprona Wirkstoffes (CAS No. 2433753-68-3)
an Kartoffeln in Freilandversuchen in 11 Bundesstaaten der
USA im Zeitraum von einem Jahr (Beginn 01. April 2022) be-
antragt hat?°,

Exogen applizierte RNAs werden zunachst Uber die Blatter
der Nahrungspflanzen aufgenommen, bevor sie sich dort
Uber das Vaskulargewebe weiter verteilen (Koch et al., 2016;
Biedenkopf et al., 2020). Dieser Umstand legt nahe, dass vor
allem an Blattern fressende oder saugende Schadinsekten
mit gespriihten RNAs effizient kontrolliert werden kdnnen
(Abb. 3).

Um auch Schadinsekten beispielsweise an Knospen, Bliten
oder Ahren bekdmpfen zu kénnen, ist daher die Frage ent-
scheidend, inwiefern auch andere Pflanzenorgane gespriihte
RNAs aufnehmen oder ob blattapplizierte RNAs in andere Tei-
le der Pflanze transportiert werden oder sich dort ggf. sogar
anreichern. Dies ist relevant, da eine Vielzahl wichtiger Schad-
insekten auch Bliten oder Frichte befallen. In diesem Zu-
sammenhang konnte eine 2021 veréffentlichte Studie zeigen,
dass die Verfutterung von mit dsRNA-beschichteten Raps-
knospen die Uberlebensrate des Rapsglanzkafers Brassico-
gethes aeneus erheblich beeintrachtigte (Willow et al., 2020).

Im Vergleich zur systemischen Applikation, ist die Aufnahme
von mit RNA besprihten Pflanzengeweben wahrscheinlich
unmittelbarer zu realisieren, da hier die technische Heraus-
forderung auf die Gewahrleistung der RNA Stabilitat und die
Adhdrenz auf der Pflanzenoberflaiche beschrankt ist. Dabei

kauend-beilRend
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missen die RNAs vor Umwelteinfliissen, wie beispielsweise
Abbau durch UV-Strahlung oder Abwaschen durch Regen ge-
schiitzt werden. Die weit groRere Herausforderung besteht
darin, exogen applizierte RNAs zusatzlich nach Aufnahme in
die Pflanze und in den Zielorganismus zu stabilisieren. AuRRer-
dem muss gewahrleistet sein, dass sowohl ausreichend RNA
in die pflanzlichen/tierischen Zellen aufgenommen wird als
auch anschlieBend frei im Cytoplasma vorliegt (endosomal
escape). Deshalb missen die zugrundeliegenden molekula-
ren Mechanismen genau verstanden werden, um Strategien
zur Optimierung, beispielsweise Formulierungen, daraus ab-
zuleiten.

Die Bekdampfung von stechend-saugenden Insekten durch
RNA Sprays erfordert die Aufnahme in die pflanzlichen Zel-
len und die systemische Verteilung der RNA Uber das Phloem
(Abb. 3). In diesem Zusammenhang konnte nach Sprihen
einer fluoreszenzmarkierten dsRNA auf Gerstenblatter und
anschlieBender Konfokalmikroskopie der Blattlangsschnit-
te die applizierte RNA in Parenchymzellen des Phloems,
Geleitzellen und Mesophyllzellen sowie in Trichomen und
Spaltéffnungen gefunden werden (Koch et al., 2016). Obwohl
verschiedene Studien den systemischen Transport gespriih-
ter RNAs nachweisen konnten (Koch et al., 2016; Konakalla
et al., 2016; Kaldis et al., 2018; Biedenkopf et al., 2020), ist
weiterhin unklar, inwiefern Verdiinnungseffekte der trans-
portierten RNAs deren Wirksamkeit beeintrachtigen. Deshalb
ist es besonders relevant, dass die Transportrouten aufgeklart
werden, um zu klaren, ob beispielsweise die Konzentration
von Phloem-lokalisierten RNAs ausreicht, um nach Aufnah-
me durch phloemsaftsaugende Schadinsekten wie Blattlause
ein gene silencing zu induzieren. In diesem Zusammenhang
konnte bereits gezeigt werden, dass das Sprihen von dsRNA
gegen das SHP-Gen der Getreideblattlaus Sitobion avenae,
eine RNAi-bedingte 50%ige Reduktion der mRNA Transkript-
menge des Zielgens zur Folge hatte (Biedenkopf et al., 2020).
Allerdings wurden diese Experimente an abgeschnittenen
Gerstenblattern durchgefiihrt, wobei die Blattlduse nur weni-
ge Zentimeter von der RNA Applikationsstelle entfernt saug-
ten. Demzufolge war die lokale Konzentration der RNA ver-
mutlich entsprechend hoch und nicht reprasentativ fir RNA
Konzentrationen weiter weg von der Applikationsstelle (ent-
fernte Blattetagen, Stangel und Wurzeln). Umso entscheiden-
der sind Beobachtungen aus der gleichen Studie, dass sich
die gespriihte RNA innerhalb von drei Tagen nach Applikation

stechepd-saugend
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Abb. 3. Vergleich RNA Aufnahme
zwischen verschiedenen Typen
der Nahrungsaufnahme. Created
with BioRender.com
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auf Gerstenblatter Gber die Stangel bis zum Wurzelgewebe
verteilte (Biedenkopf et al., 2020). Dies ist besonders rele-
vant fur die Bekampfung von wurzelfressenden bodenbdrti-
gen Schaderregern, da die direkte Bodenapplikation von RNA
bislang immer deren unmittelbaren Abbau zur Folge hatte
(Dubelman et al., 2014; Parker et al., 2019; Bachman et al.,
2020; Qiao et al., 2021). Dennoch ist auch hier fraglich, inwie-
fern der systemische Transport und die damit einhergehende
Verdiinnung eine mehrmalige RNA Applikation notwendig
machen konnte. Angesichts dieser Unklarheiten plddieren
einige Wissenschaftler*innen dafiir, Symbiosen von Pflanzen
und Bakterien zu nutzen und postulieren, dass biotechnolo-
gisch modifizierten Symbionten als Vektoren zur dauerhaften
dsRNA Produktion in Pflanzen eingesetzt werden kdnnten
(Whitten et al., 2016; Whitten & Dyson, 2017).

Es ist wichtig zu betonen, dass auch die Bekdmpfung von
stechend-saugenden Schadinsekten durch RNA Sprays nicht
zwangslaufig die Aufnahme der RNA in die Nahrungspflanzen
erfordert (Thairu et al., 2017; Niu et al., 2019; Linyu et al.,
2021). Aufgrund von Schwierigkeiten bei der oralen Verab-
reichung von dsRNA an Blattlause haben Wissenschaftler*in-
nen eine Methode zur RNAi-Induktion in der Erbsenblattlaus
Acyrthosiphon pisum entwickelt, die auf dem Bespriihen der
Blattlduse selbst beruht (Niu et al., 2019). Ahnliches wurde in
einer kirzlich publizierten Studie gezeigt (Linyu et al., 2021).
Die Autoren verwendeten eine Nanopartikel-basierte Tech-
nologie, sogenannte Nanocarrier SPc (Star Polycation) fir
eine verbesserte transdermale Passage und effizientere Auf-
nahme in die Zielzellen der Blattlaus Aphis gossypii (Linyu et
al., 2021). Beide Studien implizieren eindrucksvoll die Sensi-
tivitat und Effektivitat von RNA-Blattlaussprays, wodurch eine
Aufnahme in die Pflanze (und damit die Ungewissheit liber
Persistenz, Perfusionsgrad und Verdiinnung) obsolet wird.
Moglicherweise stellen derartige Verfahren einen vielverspre-
chenden Ansatz fiir die direkte Behandlung eines Blattlaus-
befalls dar, wenngleich weniger zweckmaRig als Praventiv-
malnahme. Trotz des Potenzials muss zundchst untersucht
werden, inwieweit Blattlaussprays unter Realbedingungen
wirksam sind und inwiefern sich dieser Ansatz (transdermale
Formulierungen) auf andere Schadinsekten (ibertragen ldsst
oder sich von anderen Kontaktinsektiziden abgrenzt. Dariiber
hinaus konnte die Entwicklung von Formulierungen, welche
die Steuerung der transdermalen Passage vielleicht sogar in
einem schadlingsspezifischen Kontext ermdoglichen, im Kon-
text der Selektivitdt zur Vermeidung von Off-Target-Effekten
sehr interessant sein.

Der Mangel an zuverldssigen Daten aus Freilandversuchen
oder unter simulierten Freilandbedingungen erschwert Vor-
hersagen zur Effektivitdit von RNA Sprays im Freiland. Aus
diesem Grund werden verschiedene Szenarien angenommen
und neue Herausforderungen der Applikation von RNA unter
Realbedingungen antizipiert. Dabei sind verschiedene Aspek-
te miteinander verkniipft. Zum Beispiel werden die Konzen-
trationen der zu spriihenden RNA Wirkstoffe je nach Pflan-
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zenspezies variieren, weil bestimmte Pflanzeneigenschaften
die RNA Aufnahme und Stabilitat (z. B. Cuticula, Stomatadich-
te) sowohl begiinstigen als auch erschweren werden. Davon
wird nicht nur die Auftragsmenge, sondern vielmehr auch die
Applikationshaufigkeit abhdngen, was sich unmittelbar auf
die Kostenkalkulation auswirken wird. Auerdem werden die
jeweiligen Standort- und Umweltbedingungen die Wirksam-
keit unmittelbar beeinflussen. Des Weiteren unterscheiden
sich im Freiland gewachsene Pflanzen deutlich von Pflanzen,
die unter kontrollierten Bedingungen angezogen wurden.
Dabei ist es sehr wahrscheinlich, dass Unterschiede in Mor-
phologie, Physiologie bis hin zur (Epi)Genetik die Sensitivitat
gegeniliber RNA Sprays beeinflussen. All dies sind Zusammen-
hange, die wir gerade erst beginnen, zu verstehen.

Weitere Herausforderungen liegen in der Okonomie und Wirt-
schaftlichkeit dieser neuen Technologie im Vergleich zu her-
kommlichen Pflanzenschutzmitteln. Bis vor wenigen Jahren
kostete bereits die Produktion von wenigen Gramm dsRNA
Gber 100.000 US-Dollar. Seitdem sind die Synthesekosten
drastisch gesunken. Aktuellen Schatzungen zufolge wird es
schon bald moglich sein, dsRNA fiir unter zwei US-Dollar pro
Gramm zu produzieren®'. Damit ist aber noch nicht garantiert,
dass RNA Sprays mit den Preisen gangiger Pflanzenschutzmit-
tel konkurrieren kdnnen. Der Preis fiir gangige Fungizide bei
einmaliger Anwendung liegt bei ca. 17 bis 55 US-Dollar/ha.
Flr eine effektive Behandlung sind in Laborversuchen (Gers-
te-Fusarium) eine Menge von 10 ug dsRNA fir eine Flache
von 50 cm? notig. Wirde man diese Aufwandsmenge auf
einen Hektar Flache hochrechnen, wdren ca. 20 g dsRNA
erforderlich. Bei Produktionskosten von 2 US-Dollar/g wiir-
de der Preis fur eine einmalige Spritzanwendung mit reiner
(nicht-formulierter) dsRNA somit bei ca. 40 US-Dollar/ha, und
damit vergleichbar zu gangigen Fungiziden, liegen. Ware eine
langere Schutzwirkung (bis zu 3 Wochen) durch spezifische
Formulierungen (bspw. BioClay (Mitter et al., 2017) gegeben,
kdnnte sich der Einsatz von RNA Sprays sogar als rentabler
herausstellen, da gangige Fungizide gegen viele Schaderre-
ger keinen Langzeitschutz bieten. Bestenfalls gelingt es, die
Herstellungskosten der RNA Wirkstoffe weiter zu reduzieren,
sodass Auftragsmenge und -haufigkeit (abhangig von Kultur
und Erreger) sowie Rentabilitat im Vergleich zu chemisch-syn-
thetischen Pestiziden sogar glinstiger werden.

Allein die Senkung der Produktionskosten wird jedoch nicht
ausreichen, da auch die Menge an ausgebrachter RNA mi-
nimiert werden soll, um maogliche Risiken fir Umwelt, An-
wender oder Verbraucher zu vermeiden. Deshalb ist es ent-
scheidend, dass wir die Mechanismen und Faktoren, die die
Aufnahme, den Transport, die Stabilitdt und den Abbau von
gespriihten RNAs bestimmen, moglichst detailliert aufschlis-
seln. Damit kdnnen wir nicht nur die Effektivitdt erhdhen,
sondern vielmehr prazise die erforderliche Mindestkonzen-
tration ermitteln. Hierbei wird vor allem die Entwicklung in-
novativer Formulierungen der Wirkstoffe in Abhangigkeit von
der Kulturpflanze und dem zu bekdmpfenden Schaderreger
einen entscheidenden Beitrag leisten.

Mit Hilfe neuester Formulierungen werden RNAs verkapselt,
wodurch eine gerichtete Aufnahme in die Zielzellen (der
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Pflanze und/oder des Schaderregers) und die Freisetzung im
Zellinneren ermoglicht wird. Dabei sind Formulierungen zur
Verkapselung oder zum Verpacken von RNA besonders ele-
gant, weil sie auf vielfaltige Weise fir verschiedene Problem-
stellungen ggf. eine unmittelbare Losung bieten. Zunachst
werden die RNAs vor schdadigenden Umweltfaktoren (z. B.
UV-Strahlung) abgeschirmt, wodurch sich ihre Langlebigkeit
im Vergleich zu ,nackten” RNAs wesentlich erhéht (Rank &
Koch 2021). In diesem Kontext kdnnen auch Organismen auf
eine duale Weise genutzt werden. Transformierte Zellen von
E. coli werden beispielsweise nicht nur fir die kostengtinsti-
ge Produktion von dsRNA verwendet, sondern stellen gleich-
sam auch eine Schutzhiille fir die produzierte RNA dar (LU et
al., 2020; Maximo et al., 2020; Wang et al., 2021; Wu et al.,
2021). Bei ausreichender KapselgroRe, kann zudem auch die
Aufnahme von dsRNA in die Pflanze verhindert werden. Da-
mit kann die Prozessierung der dsRNA durch pflanzliche Dicer
(Endonuklease) umgangenen werden, was in einigen berich-
teten Fallen eine Steigerung der Effektivitat zur Folge hatte.
Zum Beispiel resultierte die Expression von dsRNA in Chloro-
plasten (Dicer-freie Organellen) gegen das f3-Actin Gen von
L. decemlineata in einer gesteigerten Mortalitdat der Larven
(Zhang et al., 2015). Auch bei der Kontrolle des Getreidepil-
zes Fusarium graminearum hat sich gezeigt, dass die Aufnah-
me von dsRNA und deren Prozessierung durch die pilzlichen
Dicer selbst (und nicht durch die pflanzlichen) eine wichtige
Voraussetzung fir das Silencing der Zielgene im Pilz darstellt
(Koch et al., 2016; Gaffar et al., 2019). Darliber hinaus kann
das Verkapseln auch nach zelluldrer Aufnahme vor dem enzy-
matischen Abbau durch Ribonukleasen oder anderen desta-
bilisierenden Bedingungen (z. B. extremer pH-Wert) in der
Pflanze und/oder dem Schadinsekt schiitzen. Von verschie-
denen Insekten weils man bereits, dass sie Uber die Fahig-
keit verfiigen, dsRNA abzubauen (Singh et al., 2017), wofir
Nukleasen verantwortlich sind (Peng et al., 2018). Zusatzlich
ist der Abbau von dsRNA im Darm der Insekten besonders
hoch (Peng et al., 2018). Durch Chitosan-basierte Nanopar-
tikel konnte jedoch dsRNA vor Abbau durch Nukleasen und
den Einflissen des Darm-pH in Raupen des Eulenfalters Heli-
coverpa armigera geschiitzt werden (Kolge et al., 2021). Da-
riber hinaus kdnnen weitere dsRNAs mitverpackt werden,
um beispielsweise Negativregulatoren des RNAi Mechanis-
mus sowie Enzyme des Fremdstoffwechsels (bspw. P450 s,
oder ABC Transporter) herunterzuregulieren (Sharma et al.,
2021; Wang et al., 2021). Damit kdnnte man ebenso wie
durch Beigabe von Nukleaseinhibitoren die Wirksamkeit ge-
sprihter RNAs erhéhen.

Weiterhin kann tber die Kapsel die Blattanhaftung verbessert
und damit das Abwaschen durch BewasserungsmaBBnahmen
oder Regen vermindert werden. So kdnnen bisher bereits ge-
ringe Niederschlagsmengen ein fast vollstandiges Abwaschen
von Pflanzenschutzverbindungen herbeifiihren (Hunsche et
al., 2011) und somit ihre Wirksamkeit drastisch mindern. In
diesem Zusammenhang konnte durch vorausgegangene Stu-
dien das grolle Potential von sogenannten Mikrogelen zur
regenfesten Anbindung von Zielsubstanzen an Pflanzenober-
flichen bereits verdeutlicht werden (Meurer et al., 2017). In
einem aktuell durch das Bundesministerium flir Erndhrung
und Landwirtschaft-geférderten Drittmittelprojekt (Akronym:

ho[RtikulturNA]*?) sollen, um eine moglichst lang andauern-
de Schutzwirkung von applizierten RNA Biopestiziden unter
Freilandbedingungen zu erzielen, die dsRNAs in Mikrogel-Con-
tainer verpackt werden, um diese vor duReren Einfliissen wie
Regen oder UV-Strahlung, aber auch RNA-abbauenden Enzy-
men (Ribonukleasen) zu schitzen®.

Neben der Erhohung der Stabilitat gegeniber Umweltfak-
toren oder der vorzeitigen Prozessierung durch Dicer, kann
durch das Verkapseln auch die Selektivitdt unter Freilandbe-
dingungen verbessert werden. Insbesondere die Formulie-
rung auf Nanomaterialbasis kann helfen, die Selektivitat zu
erhodhen, nicht nur durch Abschirmung der dsRNA von der
Umwelt, sondern auch durch Bereitstellung einer zielortspe-
zifischen RNA-Freisetzung oder Selektivitat, die durch Lock-
stoffe erleichtert wird, die in die Kapselhille eingearbeitet
werden, so dass die Kapseln nach dem attract-and-kill Prinzip
funktionieren.

Trotz der Entwicklung von ,Ledprona“ und der zahlreichen
Proof-of-Concept-Studien, die das Potenzial von RNA Wirk-
stoffen im Pflanzenschutz verdeutlichen, ist die Anwendung
im Freiland noch immer wenig erprobt. Damit zusammen-
hangend stehen wir vor komplexen und vielschichtigen wis-
senschaftlich-technischen (Stabilitat, Selektivitdt und breite
Anwendbarkeit) sowie gesellschaftspolitischen (Akzeptanz,
Zulassung und Regulierung) Herausforderungen. Um diesen
Anforderungen zu entsprechen, wurden erhebliche Fort-
schritte in der Weiterentwicklung von RNA Sprays erzielt,
beispielsweise durch Nanotechnologie-basierte Formulierun-
gen, deren Entwicklung nun aufgrund der Nachfrage und dem
Bedarf an mRNA Impfstoffen rasant voranschreitet. Davon
kann auch der RNA Spray-basierte Pflanzenschutz profitieren,
zumal viele der bereits verwendeten Formulierungen durch
die medizinische Anwendung inspiriert wurden. Allerdings
muss das Verhalten von nanoformulierten RNAs unter Real-
bedingungen noch untersucht und beurteilt werden. AufRer-
dem bendtigen wir dringend mehr Forschung zur Persistenz
und Bioabbaubarkeit von gespriihten RNAs, um eine addqua-
te Risikobewertung durchfiihren zu kénnen. Zur optimalen
Wirksamkeit sollen einerseits die RNAs moglichst stabil und
langlebig und andererseits schnell und riickstandlos abbau-
bar sein, um die Umwelt nicht zu belasten. Hierfir bedarf es
innovativer Losungsansatze, welche u. a. in der Fusion oder
dem Transfer verschiedener Technologien liegen.

Der Bedarf an neuen Verfahren zur Reduktion chemisch-syn-
thetischer Pflanzenschutzmittel und zum Schutz der Biodiver-
sitdt ist enorm und angesichts der immer lauter werdenden
gesellschaftspolitischen Forderungen sollten Alternativen
moglichst schnell verfligbar sein. Im Zuge dessen drangen
sich etliche Fragen aus unterschiedlichen Perspektiven auf —
hinsichtlich der Handhabung durch potenzielle Anwender*in-
nenu. a.:
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— Wann, wie oft und in welchen Mengen missen die RNAs
ausgebracht werden?

— Gibt es besondere Anforderungen fiir die Handhabung
und Lagerung von RNA Wirkstoffen?

— Was werden RNA Biopestizide kosten?

— Fiar welche Kulturen und Schaderreger werden Wirkstoffe
verfligbar sein?

Weitere Fragen entstehen seitens der Umwelt- und Verbrau-
cherschiitzer*innen:

— Ist der Verzehr von RNA-behandelten Erzeugnissen unbe-
denklich?

— Werden die Lebensmittel teurer sein?

— Welche Auswirkungen hat das Spriihen von RNA fiir lokale
Okosysteme?

— Werden sich die RNAs im Boden oder im Wasser anrei-
chern?

Aus unternehmerischer Sicht:

Was wird die Zulassung von RNA Wirkstoffen kosten?
Wie werden diese reguliert?

Ist mit Resistenzentwicklung zu rechnen?

Werden RNA Wirkstoffe 6ffentlich akzeptiert?

Einige der Fragen oder Bedenken kénnen wir schon heute ad-
ressieren. Zum Beispiel ob und welche Risiken vom Verzehr
von mit RNA behandelten Lebensmitteln oder daraus gewon-
nenen Erzeugnissen ausgehen. Grundsatzlich besitzen die
aufgenommenen RNAs genregulatorisches Potenzial, denn
sie binden komplementare mRNAs und interferieren mit de-
ren Translation in ein funktionelles Protein. Die Frage ist also,
ob die RNAs im Menschen oder anderen Nichtzielorganismen
unspezifische, nicht-intendierte sogenannte off-target Effek-
te hervorrufen kénnen. In diesem Zusammenhang sammelte
und beurteilte ein kiirzlich publizierter Ubersichtsartikel die
Beweise fiir und gegen die Ubertragung von mit der Nahrung
aufgenommenen miRNAs aus Pflanzen, Fleisch und Milch und
deren genregulatorische Funktion (Mar-Aguilar et al., 2020;
del Pozo-Acebo et al., 2021). Die Autoren kamen zu dem
Schluss, dass die Ubertragung von miRNAs aus der Nahrung
ins Blut nicht schlissig und belastbar dargelegt wurde und,
dass die Hauptursache fir die kontroverse Beurteilung durch
nicht reproduzierbare Daten zustande kommt. Derzeit stuft
die Europdischen Behorde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA)
das Sprihen von RNA als sicher ein (Davalos et al., 2019).
Die Risiken einer dysfunktionalen Genexpression ausgelost
durch den Verzehr von RNAi-Produkten beim Menschen sei
gering. Das entscheidende Argument war, dass nach der ora-
len Aufnahme von RNA zu viele biologische und physikalische
Barrieren Uberwunden werden mussten, weshalb es wahr-
scheinlicher ist, dass sie, bevor sie eine potenzielle off-Tar-
get mRNA binden, abgebaut werden (Schiemann et al., 2019;
Kleter, 2020). Allerdings mangelt es bislang an wissenschaft-
lich fundierten und belastbaren Daten zur Umwelt-, Verbrau-
cher- und Anwendersicherheit von RNA Sprays, insbesondere
deren neuartigen Formulierungen. Erste, vorldufige Daten
zum Verbleib in der Umwelt (Persistenz und Abbaubarkeit)
von gespriihten dsRNAs deuten auf einen schnellen Abbau,
also geringe Persistenz nach Bodenaufnahme hin (Parker et
al., 2019; Bachman et al., 2020).
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AulRerdem wurden erste, wichtige Erkenntnisse im Zusam-
menhang mit der Wahrscheinlichkeit von Resistenzbildungen
erzielt. Eine erste Studie wurde 2018 von Monsanto (Khajuria
et al., 2018) veroffentlicht, mit dem Ziel mogliche Resistenz-
mechanismen gegen dsRNAs in Insekten zu charakterisieren.
Dabei wurde eine Population des Maiswurzelbohrers Diab-
rotica virgifera virgifera gezielt auf eine dsRNA(DvSnf7)-Re-
sistenz selektiert. Die Resistenz manifestierte sich darin,
dass die Tiere die Mais-exprimierte DvSnf7 dsRNA nicht Gber
den Darm aufnehmen konnten. Diese Aufnahmeunfahigkeit
war sequenzunabhangig und zeigte sich auch nach Injekti-
on der dsRNA in die Himolymphe. Die Erkenntnisse dieser
Studie bildeten die Grundlage zur Entwicklung des gentech-
nisch-modifizierten Mais SmartStaxPro, wobei der Resistenz-
entwicklung durch die ,smarte” Kombination verschiedener
Wirkstoffe mit unterschiedlichem mode-of-action entgegen-
gewirkt werden soll (s. 0.). Dartiber hinaus kam eine Folge-
studie zu dem Schluss, dass das Auftreten von Resistenzen
durch exogene RNA Applikation im Vergleich zu HIGS-basier-
ter Exposition sehr viel wahrscheinlicher sei (Mishra et al.,
2021), wodurch RNA Biopestizide wie , Ledprona“ verglichen
mit SmartStaxPro vermeintlich schlechter abschneiden. In-
wiefern die kiinstlich selektierten Resistenzen die natirlichen
Entwicklungen abbilden, bleibt jedoch unklar. Darliber hinaus
bleibt offen, inwiefern diese Szenarien fiir andere Schadin-
sekten, die weniger schnell Wirkstoffresistenzen ausbilden
als der Maiswurzelbohrer (Meinke et al., 2021) und der Kar-
toffelkafer (Alyokhin et al., 2008) zutreffen wiirden.

Trotz erster wichtiger Erkenntnisse sind noch viele Fragen of-
fen und missen zundchst durch weitere Studien und in Zu-
sammenarbeit mit den verantwortlichen Behorden, Interes-
senverbanden und der Politik erarbeitet werden. Dabei miis-
sen die Vorteile dieser Technologie in Abgrenzung zu bereits
bestehenden Verfahren deutlicher herausausgestellt werden.
Ein entscheidendes Argument fir die Anwendung von RNA
Sprays liegt insbesondere in der hohen Selektivitat und der
Moglichkeit mit Sequenz-basierten Wirkstoffen sehr schnell
und prazise auf neue oder plétzlich auftretende Krankheitser-
reger sowie damit verbundene Epidemien reagieren zu kon-
nen (z. B. Schilfglasfligelzikade). Wie wichtig dies ist, wurde
uns durch das Auftreten der Virusvariante SARS-CoV-2 2020
bewusst, wobei sich die Schwere und Konsequenz von Epide-
mien unmittelbar auf Bereiche der Nahrungsmittelprodukti-
on Ubertragen lasst. Die Vorteile von Biopestiziden auf RNA
Basis werden allerdings nur dann Bestand haben, wenn diese
ein modifiziertes und kiirzeres Zulassungsverfahren durch-
laufen. Wenngleich diese Moglichkeit seitens der EU besteht/
eingeraumt wird (EC, 2009), existiert aktuell kein spezifisches
Leitliniendokument zur Beurteilung von RNA-basierten Wirk-
stoffen (Schenkel & Gathmann, 2021). Moglicherweise wird
,Ledprona” hier den Weg fiir die zukiinftige Zulassung wei-
terer RNA Biopestizide ebnen (Rodrigues et al., 2021), wobei
die Risikobeurteilung vermutlich zunachst auf Einzelfallbasis
stattfinden wird. Griinde hierfir sind spezifische Entwicklun-
gen, wie bspw. der Einsatz spezifisch-entwickelter Formulie-
rungen die RNA Stabilitdt und die zelluldare Aufnahme topisch
applizierter RNAs verbessern sollen sowie die Kombination
verschiedener RNA Wirkstoffe, wodurch neue Frage hinsicht-
lich des Umweltverhaltens (z. B. Abbaubarkeit, Anreicherung)
entstehen, die es von Fall zu Fall zu beantworten gilt.



Aus den genannten Griinden sehen sich Wissenschaftler*in-
nen weltweit in der Verantwortung, bestehende Konzepte
vor den aktuellen Herausforderungen (nachhaltiges, bioba-
siertes Wirtschaften, Schonung natirlicher Ressourcen und
der Umwelt, Starkung der Biodiversitdt) neu zu beurteilen.
Vor allem wird es darauf ankommen, dass wir unser Wissen
zu den zugrundeliegenden molekularen Mechanismen weiter
vertiefen und neue Erkenntnisse kontinuierlich und unmittel-
bar in die Weiterentwicklung integrieren.

Dieser Artikel steht im Kontext zweier durch den Bund und
eines durch das Land Baden-Wirttemberg geférderten Dritt-
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Ministeriums fur Erndhrung, Landlichen Raum und Verbrau-
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BWFE120181) und dem QS-Wissenschaftsfonds Obst, Gemii-
se und Kartoffeln (Akronym: RNAbait).
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