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Die Bedeutung von RNA-Interferenz (RNAI)
als neues Wirkprinzip fiir den Pflanzenschutz

Aufgrund von verschiedenen Herausforderungen und
Restriktionen sind im Bereich Pflanzenschutz neue
Losungsansitze gefordert, um zukiinftigen Schadlings-
problemen zu begegnen. Eine mogliche Alternative zu
konventionellen chemischen Pflanzenschutzmitteln sind
Produkte, die auf dem natiirlicherweise in Tieren und
Pflanzen vorhandenen Kontroll- und Abwehrmechanis-
mus der RNA-Interferenz (RNAi) beruhen. Praktische
Verwendung fand RNAi bisher unter anderem bei der
Erzeugung gentechnisch verdnderter Pflanzen mit Virus-
resistenz und mit eingebautem Schutz gegen Insekten. In
den letzten Jahren hat aber auch der Anwendungs-
bereich von extern applizierten RNA-basierten Pflanzen-
schutzmitteln zunehmend an Bedeutung gewonnen, und
einige derartige Produkte sind schon weit in der Entwick-
lung. Um den sicheren und nachhaltigen Einsatz dieses
neuen, durch hohe Spezifitit gekennzeichneten Wirk-
prinzips im Pflanzenschutz zu erméglichen, sind geeig-
nete Regulierungsstandards und angepasste Testmetho-
den zur Risikoanalyse notwendig.

Stichworter: RNA-Interferenz, Pflanzenschutz, dsRNA,
Biotechnologie

Different challenges and restrictions require new solu-
tions for plant protection in order to meet future pest and

mit hoher Spezifitat

Relevance of RNA interference (RNAI) as a new mode of action
for plant protection with high specificity

pathogen problems. Products based on the mechanism of
RNA interference (RNAi), which is naturally present in
animals and plants, offer a possible alternative to conven-
tional chemical pesticides. Up to now, RNAi has been the
basis of genetically modified plants with virus resistance
and with plant incorporated protection against insects. In
recent years the range of applications has been extended
to externally applied RNA-based products, some of which
are already quite advanced in development. In order to
enable the safe and sustainable use of this new highly
specific mode of action for plant protection, appropriate
regulations and adapted test methods for risk analysis
are required.

Key words: RNA interference, plant protection, dsRNA,
biotechnology

Angesichts des erhohten Nahrungsmittelbedarfs der
wachsenden Weltbevolkerung sowie neuer Herausforde-
rungen aufgrund des Klimawandels, wie neu auftreten-
der Schéadlinge und Pflanzenkrankheiten (GARRETT et al.,
2006; CHAKRABORTY & NEwTON, 2011), gibt es weltweit
einen hohen Bedarf an innovativen Losungen fiir den
Pflanzenschutz. Bisherige, weitgehend auf chemischen
Wirkstoffen basierende, Kontrollmafinahmen sind nur
begrenzt zukunftsfahig, da immer weniger Pestizide zur
Verfiigung stehen - zum einen wegen negativer Auswir-
kungen von Insektiziden auf Niitzlinge wie etwa Bienen
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(WERNECKE et al., 2019), zum anderen dadurch, dass
Schadorganismen Resistenzen gegen Pestizide entwickelt
haben (ALvokHIN et al., 2008; Rupp et al., 2017). Eine
Alternative zu chemischen Pflanzenschutzmitteln ist die
Verwendung entsprechend resistenter Sorten, deren
Erzeugung mittels konventioneller Pflanzenziichtung
allerdings nur in begrenztem Umfang realisierbar ist. Daher
sind neue Ansdtze notwendig, um zukiinftige Schad-
lingsprobleme zu bekdmpfen.

Im Bereich der Pflanzenziichtung bieten gentechni-
sche Verfahren eine Moglichkeit, Pflanzen gezielt wider-
standsfahig gegen Schadlinge zu machen. Gentechnisch
veranderter (GV) Mais, in dessen Erbmaterial das Gen fiir
ein spezifisches Insektentoxin aus dem Bodenbakterium
Bacillus thuringiensis eingebaut wurde (Bt-Mais), ist
dafiir ein Beispiel. Dieser GV-Mais wird in vielen Landern
angebaut, unter anderem in Spanien und Portugal (ca.
120.000 ha). Allerdings fehlt in Europa insgesamt die
Akzeptanz fiir GV-Pflanzen, so dass diese Ziichtungstech-
nologie derzeit keine realistische Option fiir Europa ist.
Auch die zielgerichtete Mutagenese ist als neue Pflanzen-
zlichtungstechnik in Europa zurzeit nur schwer realisier-
bar, da zugrundeliegende Methoden (z. B. CRISPR/Cas-
Technologie) entsprechend dem Urteil des Européischen
Gerichtshofs vom 25. Juli 2018 (Rechtssache C-528/16)
unter die strengen Auflagen der Gentechnik-Regulierung
fallen und dementsprechend aufwandige Zulassungsver-
fahren durchlaufen miissen.

Seit einigen Jahren gibt es zahlreiche Forschungsakti-
vitdten hinsichtlich der Entwicklung von Ribonuklein-
saure (RNA)-basierten Pflanzenschutzmitteln als Alter-
native zu herkémmlichen chemischen Wirkstoffen (TANING
et al., 2019). Das erste Zulassungsverfahren fiir ein auf
dem Wirkmechanismus RNA-Interferenz (RNAi) beruhen-
des Produkt zur Kontrolle von Kartoffelkifern l1auft bereits
in den USA, so dass diese Technologie moglicherweise in
absehbarer Zeit auch in Deutschland fiir praktische Pflan-
zenschutz-Anwendungen zur Verfiigung stehen koénnte.
Vorteile gegeniiber konventionellen Pflanzenschutzmitteln
liegen insbesondere in der hohen, auf RNA-Sequenzhomo-
logien beruhenden Spezifitit (BacHMANN et al., 2013)
sowie in der guten Abbaubarkeit von RNA in der Umwelt
(BACHMANN et al., 2020). Nachfolgend wird der RNAi
zugrundeliegende Mechanismus erklart, mogliche An-
wendungsbereiche vorgestellt sowie Fragen der Sicher-
heitsbewertung und Regulation betrachtet.

Ein alternatives Wirkprinzip, das schon seit ldngerem in
verschiedenen GV-Pflanzen zum Einsatz kommt, ist die
RNA-Interferenz (RNAi). Diese beruht auf einem natiirli-
cherweise in Pflanzen und Tieren vorhandenen ,,Silen-
cing“-Mechanismus, dessen Entdeckung (FIRE et al.,
1998) 2006 mit einem Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin honoriert wurde, und der zur Genregulation unter
anderem im Lauf der Pflanzenentwicklung sowie zur
Abwehr von Viren dient.

RNA-Interferenz basiert ursichlich auf der sequenz-
spezifischen Interaktion von kleinen RNAs, zu denen
micro RNAs (miRNAs) und kleine interferierende RNAs
(siRNAs) gehoren, mit komplementérer Ziel-RNA (FIRE et
al., 1998; BAULCOMBE, 2004; VAUCHERET, 2006). Initiiert
wird RNAI typischerweise ausgehend von doppelstringi-
ger RNA (dsRNA), die durch spezifische TyplIIl-RNasen
(sogenannte Dicer- oder DCL-Enzyme) zu siRNAs prozes-
siert wird. dsRNA wird in Tieren und Pflanzen unter
bestimmten Bedingungen ausgehend vom eukaryotischen
Genom gebildet, unter anderem durch Transkription von
miRNA-Genen (AXTELL et al., 2011), entsteht aber auch
als Zwischenprodukt wéhrend der Replikation des Genoms
von einzelstrangigen RNA-Viren (HAMILTON & BAULCOMBE,
1999) sowie ausgehend von komplementéren sense- und
antisense-Transkripten von DNA-Viren (BLEVINS et al.,
2006). Von den durch Prozessierung entstandenen klei-
nen RNAs wird ein Strang in einen RNA-induzierten
Silencing-Komplex (RISC) eingebaut, was in einem
sequenzspezifischen Abbau von komplementéirer Ziel-
RNA und damit einer Reduktion der Ausprégung der ent-
sprechenden genetischen Information resultiert. Ziel-
Molekiil der 21 bis 22 Basenpaare (bp) ,,grofsen“ siRNAs
kann sowohl transkribierte Boten-RNA (mRNA) als auch
Virus-RNA sein. Im Fall von Pflanzenviren wird durch
RNAi das Virus-Genom degradiert; allerdings besitzen
Viren zum Ausschalten der Wirtsabwehr verschiedene
Suppressor-Mechanismen, so dass in der Natur ein Wett-
lauf zwischen erfolgreicher Virusinfektion und RNAi-ver-
mittelter Virusresistenz stattfindet. Abbildung 1 gibt
einen Uberblick iiber die Entstehung und die Funktionen
von miRNA sowie einer Auswahl von siRNAs in Pflanzen.

Bei Kulturpflanzen gibt es mehrere Beispiele von spon-
tan auftretenden RNAi-vermittelten Merkmalen, die
wiahrend des konventionellen Ziichtungsprozesses selek-
tioniert wurden, wie beispielsweise Sojabohnen mit ver-
aAnderter Farbe der Samenschale (TuTEJA et al., 2004)
oder Reis mit niedrigem Glutelin-Gehalt (Kusaga et al.,
2003). Neben diesen natiirlich vorkommenden RNAi-
Pflanzenvarianten wurden auch auf gentechnischem
Weg zahlreiche Pflanzenlinien erzeugt, in denen auf-
grund der gentechnischen Verdnderung dsRNA gebildet
wird. Prominente Beispiele sind die bereits in den 1990er
Jahren vermarktete ,Anti-Matsch“- FLAVR SAVR-Tomate
(REDENBAUGH et al., 1993) sowie die in neuerer Zeit ent-
wickelten und in USA und Kanada fiir den Anbau zuge-
lassenen Kartoffeln und Apfel, die aufgrund der RNAi-
vermittelten Suppression der Polyphenol-Oxidase-Gene
keine unerwiinschten braunen Flecken entwickeln (WALTz,
2015).

Im Bereich Pflanzenschutz wurde das RNAi-Wirkprinzip
bisher insbesondere zur Herstellung virusresistenter
Pflanzen verwendet (IBRAHIM & ARAGAO, 2015). Durch die
Bildung von virusspezifischer dsRNA bereits vor Infek-
tion der Pflanze wird dabei der oben erwahnte Wettlauf
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Abb. 1.

Uberblick iiber verschiedene RNAi-Mechanismen in Pflanzen. Micro RNAs (miRNAs) entstehen nach sukzessiver Prozessierung durch

DCL1 aus pflanzeneigenen Transkripten mit imperfekter doppelstrangiger ,stem-loop“-Struktur, sogenannter pri-miRNA (primarer miRNA).
Pflanzliche miRNAs zielen auf Boten-RNA mit fast perfekter Sequenzhomologie und fiihren zum Abbau von Boten-RNA oder zur Hemmung der
Translation. MiRNAs entfalten ihre Wirkung zum Teil tiber sekundére trans-agierende siRNAs (ta-siRNAs), indem sie ein TAS-Gentranskript ansteu-
ern, spalten und die Spaltungsprodukte als Matrize fiir die Synthese weiterer dsRNA verwenden. ,,Hairpin“ (hp) siRNA stammt von langen hpRNAs,
die vermutlich Vorldufer von miRNAs sind; hp-siRNA wird auch in entsprechenden gentechnisch verdnderten RNAi-Pflanzen gebildet. Wahrend
der Virusreplikation entstehende dsRNA wird in siRNAs prozessiert, die eine spezifische antivirale Abwehr gegen infizierende Viren mit homologer
RNA ausldsen. Pol Il = RNA polymerase Il, RDR6 = RNA-abhingige RNA-Polymerase 6, DCL = Dicer like RNasen. Abbildung basiert auf der Ubersicht

der Gen-Silencing-Wege in ScHiEMANN et al. (2019).

zwischen Virus und Pflanze zugunsten der Pflanze ent-
schieden. Beispiele sind die seit 1997 in USA zugelasse-
nen und insbesondere in Hawaii angebauten Papaya-Sor-
ten ,,Rainbow* und ,,SunUp*, die gegen das Papaya-Ring-
fleckenvirus (PRSV) resistent sind (GONSALVES et al.,
2006). Da kleine RNAs auch zwischen Pathogenen oder
Parasiten und ihrem Wirt transportiert werden kénnen
(WaNG et al., 2017), ist es zudem moglich, durch gentech-
nische Verdnderung in Pflanzen dsRNA zu produzieren,
die gegen essentielle Gene eines extrazelluldren Patho-
gens oder Parasiten gerichtet ist (host-induced gene
silencing; HIGS). Auch Insektenschidlinge konnen durch
Wirt-induzierte Gen-Suppression (HIGS) spezifisch
bekdmpft werden, indem etwa die Larven beim Fressen
an der Pflanze dsRNA aufnehmen, die dann ihrer eigenen
»Silencing“-Maschinerie zugefiihrt wird und zur Aus-
schaltung der Expression eines essentiellen Insektengens
fihrt (ZotTl et al., 2018). In welchem Maf auch die
bereits in der Pflanze aufgrund von Prozessierung ent-
standenen siRNAs vom Schadorganismus aufgenommen
werden und wirksam sind, ist bisher noch nicht umfang-
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lich geklért (CHRISTIAENS et al., 2018). Seit 2015 darf gen-
technisch verdnderter Mais mit einer auf dem RNAi-
Wirkmechanismus beruhenden Resistenz gegen den Mais-
wurzelbohrer (Diabrotica virgifera) unter dem Namen
SmartStax PRO (HEAD et al., 2017) unter anderem in den
USA angebaut werden; seit 2017 hat der pflanzeneinge-
baute Insektenschutz von MON 87411-Mais auch eine
Zulassung der amerikanischen Umweltbehérde US-EPA
als ,plant incorporated protectant (PIP)“. In der EU
wurde flir diese gentechnisch verdnderte Maislinie die
Zulassung zum Import, zur Verarbeitung und fiir die Ver-
wendung als Lebens- und Futtermittel beantragt und
nach einer positiven wissenschaftlichen Bewertung
durch die Européische Behorde fiir Lebensmittelsicher-
heit (EFSA GMO Panel 2018) am 26.7.2019 genehmigt.
Ein Anbau dieser Maispflanzen, die durch den Einsatz
von Gentechnik erzeugt wurden, ist in Europa jedoch
nicht erlaubt und in absehbarer Zeit auch nicht zu erwar-
ten. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber bisher fiir den Ein-
satz im Pflanzenschutz entwickelte und in einigen Lan-
dern zugelassene gentechnisch verdnderte RNAi-Pflanzen.
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Tab.1. Beispiele von RNAi-Pflanzen fiir Pflanzenschutz-Anwendungen

Schadorganimus Zielgen GV-Pflanze

Papaya-Ringfle-
cken-Virus (PRSV)

PRSV-Hiillprotein ~ Papaya 55-1

Scharka-Virus (PPV)  PPV-Hiillprotein

(*HoneySweet ")

Maiswurzelbohrer DvSnf7 Mais MON 87411

(Diabrotica virgifera)

dsRNA bzw. siRNA als RNAi-Ausloser konnen ent-
weder innerhalb einer Zelle (endogen) gebildet werden,
wie bei den oben erwdhnten spontanen RNAi-Mutatio-
nen oder bei GV-Pflanzen, die aufgrund einer entspre-
chenden Genkonstruktion dsRNA produzieren, oder sie
kann von auflen (exogen) appliziert werden. Damit kann
das RNAi-Wirkprinzip aulder durch gentechnische Veran-
derung von Pflanzen auch auf anderem Weg zur Anwen-
dung kommen. Die steigende Bedeutung von RNAI fiir
den Pflanzenschutz durch externe dsRNA-Applikationen
spiegelt sich in den Aktivitdten der europédischen COST-
Action ,,iPLANTA® (CA15223; https://iplanta.univpm.it/)
wider (MEzzeTTI et al., 2020). Wahrend dabei urspriing-
lich die Produktion von siRNAs durch entsprechende
gentechnische Modifikation von Pflanzen im Vorder-
grund stand, wurden aufgrund der innerhalb der EU
weiterhin fehlenden Akzeptanz von GV-Pflanzen zuneh-
mend exogene RNA-Anwendungen thematisiert und ihr
Entwicklungspotential analysiert (TanING et al., 2019).
Ein weiteres Indiz fiir die internationale Relevanz von
RNA-basierten extern applizierten Pflanzenschutzmit-
teln ist die Etablierung einer Ad hoc Expertengruppe zu
RNAi-basierten Pflanzenschutzmitteln innerhalb der
»~Working Group on Pesticides“ der Organisation fiir wirt-
schaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung OECD.
Eine Zusammenfassung der Diskussionen wahrend einer
OECD-Konferenz in 2019 zu diesem Thema wurde kiirz-
lich ebenso veroffentlicht (MENDELSOHN et al., 2020) wie
ein umfangreiches Dokument zur Umweltrisikobewer-
tung der Anwendung von dsRNA-Pflanzenschutzmitteln
(OECD, 2020).

Sequenzspezifische dsRNA fiir die Anwendung als bio-
chemisches Pflanzenschutzmittel kann durch chemische
Synthese, durch in vitro Transkription, in Bakterienzell-
kulturen oder in speziellen zellfreien Systemen herge-
stellt werden (TANING et al., 2019; NIEHL et al., 2018).
Wahrend bei den recht teuren Verfahren der chemischen
Synthese und der in vitro Transkription wie auch bei den
meisten bakteriellen Produktionssystemen zundchst RNA-

(*Rainbow ", “SunUp )

Prunus domestica C-5

Referenz Zulassungsstatus USA/EU

GoONsALVEs et al., 2006 USA: Anbau, Lebens-/Futter-
mittel

EU: keine Zulassung

USA: Anbau, Lebens-/Futter-
mittel

EU: keine Zulassung

USA: Anbau, Lebens-/Futter-
mittel

EU: Lebens-/Futtermittel

Scorza et al., 2013

BacHMAN et al., 2016

Einzelstrdnge synthetisiert werden, aus denen durch an-
schlielende Hybridisierung komplementéirer Strénge
dsRNA entsteht, wurde von NIEHL et al. (2018) ein
RNA-Bakteriophagen-basierter in vivo-Ansatz zur direk-
ten dsRNA-Synthese mittels Phagen-eigener RNA-abhén-
giger RNA-Polymerase entwickelt. Bei allen Herstel-
lungsprozessen ist eine sorgféltige Qualitdtskontrolle
notwendig, um potentielle Kontaminationen zu verhin-
dern und die Reinheit der dsRNA sicherzustellen. Bei der
mikrobiellen Produktion ist dariiber hinaus darauf zu
achten, dass keine lebenden gentechnisch verédnderten
Mikroorganismen im Endprodukt vorhanden sind. Insbe-
sondere durch die Entwicklung zellfreier Synthese-Platt-
formen ist mittlerweile eine kostengiinstige Produktion
ausreichender dsRNA-Mengen fiir Praxis-Anwendungen
ohne den Einsatz gentechnisch verédnderter Mikroorga-
nismen moglich (TANING et al., 2019). Da dsRNA bei der
Anwendung im Freiland zahlreichen zerstorerischen
Umwelteinfliissen wie UV-Strahlung und mikrobiellen
Nukleasen ausgesetzt ist, ist dabei in der Regel eine Sta-
bilisierung durch entsprechende Formulierungen not-
wendig, um eine schnelle Inaktivierung zu verhindern
(BACHMANN et al., 2020; TANING et al., 2019). Eine weitere
Einschrdnkung von dsRNA-Anwendungen im Pflanzen-
schutz ergibt sich daraus, dass sich Insekten sehr in ihrer
Anfalligkeit gegeniiber RNAi unterscheiden. Wahrend
bei Coleopteren generell eine gute Effizienz von
RNAi-Applikationen zu beobachten ist, sind insbeson-
dere Lepidopteren haufig insensitiv gegentiiber oral zuge-
fithrter dsRNA (ZortrTI et al., 2018). Ursachen fiir unzurei-
chende RNAI- Effizienz bei Insekten konnen dsRNA-ab-
bauende Nukleasen im Speichel und Verdauungstrakt,
fehlende zelluldre Aufnahmemechanismen, eine mangel-
hafte Silencing-Maschinerie sowie eine beeintréchtigte
systemische Ausbreitung von siRNAs innerhalb des Insekts
sein (CooPER et al., 2018).

Fiir die exogene Applikation von dsRNA zur spezifi-
schen Kontrolle von Schiadlingen, phytopathogenen Pil-
zen oder Viren stehen in Abhéngigkeit vom Schadorga-
nismus prinzipiell verschiedene Methoden zur Verfii-
gung (DALAKOURAS et al., 2020). Im einfachsten Fall, wenn
keine Aufnahme in das Pflanzeninnere notwendig ist,
wie etwa bei der Bekdmpfung von Blatt-fressenden Insek-
ten, geniigt eine Sprithapplikation (SIGS; spray-induced
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gene silencing) der Blatter mit dsSRNA. Aufgrund mehre-
rer Barrieren, wie die Cuticula und die Pflanzenzellwand,
bei intaktem, nicht verletztem Pflanzengewebe verblei-
ben RNA-Molekiile bei dieser Applikationsmethode
grofStenteils auf der Pflanzenoberflache (BACHMANN et al.,
2020; DaLAKOURAS et al., 2020). Die durch Sprays appli-
zierte dsRNA wird von den Insekten oral aufgenommen,
unabhéngig von einer vorherigen Aufnahme in die Pflanze.
Unter anderem sind dsRNA-Préparate zur Blattapplikation
gegen Kartoffelkiafer (Leptinotarsa decemlineata) in der
Testung und Entwicklung (SAN MIGUEL & ScotT, 2015;
MEHLHORN et al., 2020). Auch phytopathogene Pilze kon-
nen durch SIGS kontrolliert werden, wie von KocH et al.
(2016) fiir Fusarium graminearum in Gerste und von
WANG et al. (2017) fiir Botrytis cinerea auf Ernteproduk-
ten gezeigt wurde. Wirksame dsRNAs werden dabei von
den Pilzzellen direkt aus der Umwelt aufgenommen; in
bestimmten Féllen (z. B. bei Verwundung der Pflanze)
wurde auch eine vorherige Aufnahme in die Pflanze und
ein Transport in den Leitbahnen und damit eine systemi-
sche Wirkung in der Pflanze beobachtet (KocH et al.,
2016).

Sollen Xylemsaft-saugende Insekten bekdmpft wer-
den, wie etwa Schaumzikaden, die in Europa als Haupt-
iibertrager des Feuerbakteriums Xylella fastidiosa fungie-
ren, sind aufwindigere Methoden notwendig, um die ds-
RNA an den Wirkungsort zu bringen. Moglich wire eine
Injektion ins Xylem der Pflanzen. DALAKOURAS et al. (2018)
konnten in einem experimentellen Ansatz mit einem
Markergen zeigen, dass doppelstrangige hairpin (hp) RNA
durch Stammbohrung ins Xylem von holzigen Pflanzen
(Malus domestica und Vitis vinifera) gelangte und dort
systemisch transportiert wurde. Da der Transport apo-
plastisch und damit extrazellulér erfolgte, wurde die ds-
RNA in der Pflanze nicht in siRNAs prozessiert. Die feh-
lende Prozessierung in der Pflanze konnte vermutlich
eine gute Bekdmpfung der Insekten ermoglichen, da un-
ter anderem von BoOLOGNESI et al. (2012) gezeigt wurde,
dass eine effiziente Silencing-Aktivitit von der Aufnahme
ausreichender Mengen unprozessierter dsSRNA abhingig
ist.

Fiir die Kontrolle von pflanzenpathogenen Viren muss
die Effektor-RNA in die Pflanzenzellen gelangen und dort,
falls dsRNA appliziert wird, prozessiert werden. Damit
dsRNAs oder auch kleine siRNAs die Cuticula und die
pflanzliche Zellwand effizient passieren konnen, muss
entweder das Pflanzengewebe mechanisch verletzt wer-
den, beispielsweise durch Hochdruck-Sprithapplikation
(DALAKOURAS et al., 2016), oder die RNA muss an geeignete
Tragersubstanzen gekoppelt werden (JIANG et al., 2014;
NUMATA et al., 2014; ZHANG et al., 2019). Eine erfolgreiche
RNAi-basierte Bekdmpfung von Pflanzenviren wurde unter
anderem durch Spray-Applikation von Mais (GaN et al.,
2010) oder mechanische Inokulation von Papaya (SHEN
et al., 2014) mit Rohextrakten aus dsRNA-produzieren-
den Bakterien erreicht. Neuere Ansétze mit dem Ziel der
Virusbekdmpfung sind in der Regel frei von Bakterien-
zell-Bestandteilen, um Kontaminationen mit ungewoll-
ten Nebenprodukten aus der Fermentation zu vermei-
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den. Haufig wird die gereinigte dsRNA in Experimenten
zusammen mit dem Ziel-Virus mechanisch co-inokuliert,
wodurch sie zeitgleich mit dem Virus in die Zellen gelangt
und die gewliinschte Resistenz vermittelt (KaLpis et al.,
2018; NIeHL et al., 2018).

Fiir die Praxistauglichkeit von RNAi-basierten Pflan-
zenschutzmitteln unter agronomischen Bedingungen ist
es erforderlich, dass die applizierte dsRNA ausreichend
lange auf der Pflanze stabil ist, um geniigend wirksam zu
sein und um héufige Anwendungswiederholungen zu
vermeiden. Unter Freilandbedingungen, wo RNA durch
UV-Licht und Mikroorganismen degradiert und durch
Regen abgewaschen wird, wurde bereits 3 Tage nach Blatt-
Applikation eine 95 %ige Abnahme der dsRNA-Menge
gefunden (BacHMANN et al., 2020). Von MITTER et al.
(2017) wurde eine Strategie zur Verminderung der
Degradation entwickelt, indem die dsRNA an mehrlagige
Doppelhydroxyd (LDH)-Nanopartikel als Trager gekop-
pelt wurde. LDH-Nanopartikel (,,BioClay“) werden in der
Umwelt langsam degradiert, wobei die dsRNA nach und
nach freigegeben wird. In den Untersuchungen von
MitTeR et al. (2017) konnte durch ,,BioClay“-Sprays bei
Tabak die Dauer des Schutzes gegen eine Virusinfektion
von 5 Tagen auf 20 Tage nach Applikation von virusspe-
zifischer dsRNA erhoht werden.

RNAI stellt ein neuartiges Wirkprinzip fiir den Pflanzen-
schutz in Deutschland dar; darauf basierende landwirt-
schaftliche Anwendungen bediirfen daher einer beson-
deren Bewertung. Fiir gentechnisch verdnderte Pflanzen
existiert in der Europédischen Union (EU) eine Gesetzge-
bung mit entsprechenden Richtlinien und Verordnungen,
in denen sowohl die Umweltsicherheit der Pflanzen als
auch die Sicherheit von daraus hergestellten Lebens- und
Futtermitteln geregelt werden. Diese EU-Gesetzgebung
gilt auch fiir gentechnisch veranderte RNAi-Pflanzen. Auf
RNA-Interferenz basierende GV-Sojabohnen mit verbes-
serter Fettsdure-Zusammensetzung sowie der bereits er-
wiahnte Wurzelbohrer-resistente Mais wurden bereits in
der EU auf der Grundlage der Verordnung (EC)
1829/2003 fiir den Import und fiir die Verarbeitung als
Lebens- und Futtermittel zugelassen (EFSA GMO Panel
2012, 2013, 2018).

Angesichts der zunehmenden Bedeutung der RNAi-
Techniken gab die europédische Behorde fiir Lebensmittel-
sicherheit EFSA zur Unterstiitzung der Risikobewertung
von RNAi-Pflanzen drei mittlerweile veroffentlichte Lite-
raturstudien in Auftrag (PACEs et al., 2017; CHRISTIAENS et
al., 2018; DAvaLos et al., 2019). Auch wenn, wie unter
anderem aus diesen Studien hervorgeht, fiir die Bewer-
tung von RNAi-Pflanzen einige Besonderheiten beziig-
lich der erforderlichen Daten gelten, sind die in den Leit-
linien-Dokumenten der EFSA dargelegten Aspekte der
Sicherheitsbewertung von GV-Pflanzen grundsatzlich
anwendbar (ArpalA et al., 2020; PapAaDOPOULOU et al.,
2020). Da ausgehend von der zur dsRNA-Bildung fiih-
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renden gentechnischen Verdnderung keine neuen Prote-
ine codiert werden, sind diesbeziigliche Daten nicht rele-
vant fiir die Sicherheitsbewertung von Nahrungs- und
Futtermitteln. Mogliche unbeabsichtigte negative Aus-
wirkungen auf den pflanzlichen Metabolismus aufgrund
von off-target-Effekten von siRNAs in der Pflanze kénnen
ebenso wie intendierte Effekte durch Inhaltsstoffanaly-
sen und gegebenenfalls Fiitterungsstudien detektiert
werden (ARPAIA et al., 2020; CASACUBERTA et al., 2015).
Dariiber hinaus sind auf Grundlage der EU-Durchfiih-
rungsverordnung 503/2013 bioinformatische Analysen
durchzufiihren, um potentielle off-target-Gene im Pflanzen-
genom zu identifizieren. Dazu wurden vom EFSA
GMO-Gremium Kriterien festgelegt, basierend auf der-
zeitigen Kenntnissen iiber Zielgenspezifitaten natiirlich
vorkommender pflanzlicher miRNAs (EFSA GMO Panel
2017). Aufgrund der Bedeutung von RNAi-Mechanismen
fiir die Genregulierung und die Virusabwehr bei Tieren
und Pflanzen sind dsRNAs und ihre Prozessierungspro-
dukte natiirliche ubiquitédre Bestandteile von Nahrungs-
und Futtermitteln (DAvaLos et al., 2019). Die Exposition
nach oraler Aufnahme von dsRNA/siRNA ist bei Men-
schen und Nutztieren aufgrund von Degradation und
diverser weiterer Barrieren im Verdauungstrakt dennoch
vernachléssigbar gering (O 'NEILL et al., 2011; PETRICK et
al., 2013), so dass nach Verzehr bzw. Fiitterung von
RNAi-Pflanzen keine ausreichend hohen siRNA-Mengen
fiir eine mogliche Beeinflussung der Aktivitdt menschli-
cher oder tierischer Gene zu erwarten sind (ARPAIA et al.,
2020; PapaDoOPOULOU et al., 2020). Im Fall des Anbaus
sind insbesondere bei RNAi-Pflanzen zur Krankheits-
oder Schédlingsbekdmpfung mogliche Auswirkungen
auf Nicht-Ziel-Organismen (Non-target organisms, NTO)
zu betrachten, die sich aufgrund von moglichen Sequenz-
homologien zwischen siRNAs und transkribierten Genen
von NTOs ergeben kénnten. Dabei konnen bioinformati-
sche Analysen die Risikobewertung unterstiitzen (ARPAIA
et al., 2020; PAPADOPOULOU et al., 2020). Eine zusitzliche
bzw. alternative Methode zur Untersuchung von non-tar-
get-Effekten ist die Auswahl von phylogenetisch mit dem
Schadorganismus verwandten Organismen, um das Akti-
vititsspektrum einer dsRNA zu bestimmen (z. B. BACH-
MANN et al., 2013). Neben sequenzspezifischen sind auch
mogliche dsRNA-induzierte nicht-sequenzspezifische Ef-
fekte bei der Risikoanalyse zu beriicksichtigen. dsRNA
wird unabhéngig vom RNAi-Wirkmechanismus unter
anderem bei Pflanzen und Insekten im Rahmen der Virus-
abwehr als Pathogen-assoziiertes molekulares Muster
(PAMP) erkannt und kann antivirale Immunreaktionen
auslosen (NIEHL et al., 2016; MCMENAMIN et al., 2018). Ein
wichtiger Punkt bei der Risikoanalyse ist aul3erdem die
Frage der Exposition, die bei gentechnisch verdnderten
RNAi-Pflanzen unter anderem abhéngig ist von der Hohe
und dem Ort der dsRNA-Expression in der Pflanze sowie
der Stabilitit der dsRNA in verschiedenen Umweltkom-
partimenten (SCHIEMANN et al., 2019; ARrpaIA et al., 2020).
Bei der Betrachtung relevanter Risikoszenarien und beim
Design spezifischer Bioassays in stufenweisen NTO-Risiko-
bewertungsverfahren ist auch die unterschiedliche Sensi-

tivitat potentieller NTOs gegeniiber von auf3en zugefiihr-
ter dsRNA zu beriicksichtigen.

Fiir externe Anwendungen von dsRNA-Pflanzenschutz-
mitteln gibt es im Gegensatz zu gentechnisch verdnderten
PIP-Pflanzen bisher weltweit noch keine Zulassungen
(MENDELSOHN et al., 2020). Aufgrund der Bedeutung der
RNAi-Technologie und der anstehenden Produktentwick-
lungen fand bereits 2014 eine vom US-amerikanischen
,Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act
(FIFRA) Scientific Advisory Panel (SAP)“ organisierte
Expertenkonferenz zur Bewertung von Umwelt- und
Gesundheitsrisiken von RNAi-basierten Pflanzenschutz-
mitteln statt, in der neben der Anwendung als PIP auch
externe dsRNA-Applikationen betrachtet wurden und
deren Diskussionen und Empfehlungen veroffentlicht
wurden (FIFRA, 2014). Um harmonisierte Rahmen-
bedingungen fiir die Regulierung von RNAi-basierten
Pflanzenschutzmitteln zu schaffen, wurde aulSerdem von
der ,,OECD Working Group on Pesticides (WGP)“ in 2015
die bereits erwédhnte Ad hoc Expertengruppe initiiert. Von
dieser OECD-Expertengruppe wurde im April 2019 eine
internationale Konferenz mit 57 Teilnehmern aus Wis-
senschaft, Industrie und Regierungsbehorden veranstal-
tet mit dem Ziel, neueste wissenschaftliche Daten und
Erkenntnisse hinsichtlich des Potentials und der Regulie-
rung von dsRNA-Pflanzenschutzprodukten zusammen-
zutragen (MENDELSOHN et al., 2020). Erortert wurden
sowohl Auswirkungen auf die Umwelt als auch auf die
menschliche Gesundheit. Umfangreiche Uberlegungen
zur Umweltrisikoanalyse sind in dem vor kurzem publi-
zierten OECD-Dokument dargelegt, in dem auch die Bei-
trage und Diskussionen der Konferenz beriicksichtigt
wurden (OECD, 2020). Grundsétzlich sind bei der Risiko-
bewertung von dsRNA-Pflanzenschutzmitteln &hnliche
Parameter wie bei RNAi-Pflanzen zu betrachten, mit dem
Focus zunéchst auf der Wahrscheinlichkeit der Exposi-
tion und auf der Frage der Empfindlichkeit von NTOs
gegeniiber extern applizierter dsRNA. Ahnlich wie bei
konventionellen Pflanzenschutzmitteln ergeben sich aus
der Art und der Methode der Applikation aber noch wei-
tere Aspekte, die bei der Risikobewertung zu berticksich-
tigen sind. Dazu gehort der Einfluss von stabilisierenden
Tragersubstanzen oder Formulierungen auf die Persis-
tenz der dsRNA in der Umwelt und auf die Aufnahme
durch Nicht-Zielorganismen, wodurch sowohl das Aus-
mald der Exposition als auch die Sensitivitdt von NTOs
gegeniiber exogener dsRNA verdndert werden kann (Ta-
NING et al., 2019; MENDELSOHN et al., 2020; OECD, 2020).
Auch wenn hinsichtlich Umweltpersistenz und Toxizitét
generell die {iblichen Testmethoden fiir Pflanzenschutz-
mittel angewendet werden konnen, ist beim Design von
Studien zur Risikoanalyse aullerdem zu beriicksichtigen,
dass dsRNA-basierte Pflanzenschutzmittel aufgrund ihres
Wirkungsprinzips im Gegensatz zu konventionellen
Pflanzenschutzmitteln meist erst mit zeitlicher Verzoge-
rung wirksam sind (MENDELSOHN et al., 2020; OECD,
2020). Zu bedenken ist hinsichtlich einer nachhaltigen
Nutzung auch, dass ebenso wie bei konventionellen che-
mischen Pflanzenschutzmitteln auch bei dsRNA-Produk-
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ten Resistenzen bei Schaderregern selektioniert werden
konnen (KHAJURIA et al., 2018), und daher moglichst friih-
zeitig Strategien zum Resistenzmanagement entwickelt
werden sollten.

Pflanzenschutzmittel mit dem fiir diesen Anwendungs-
bereich neuen Wirkungsmechanismus RNA-Interferenz
konnen aufgrund ihrer grof3en Spezifitit und Selektivitat
als vielversprechende Alternative zu konventionellen Pflan-
zenschutzwirkstoffen betrachtet werden. Voraussetzung
fiir ihre praktische Anwendung in der Landwirtschaft ist
aber neben der Entwicklung kostengiinstiger und praxis-
tauglicher dsRNA-basierter Produkte die Etablierung von
geeigneten Regulierungsstandards sowie von angepass-
ten Testmethoden fiir die Risikoanalyse. Trotz des aktuell
grol3en Bedarfs an alternativen Pflanzenschutzansatzen,
insbesondere bei der Kontrolle von Schadinsekten, ist
zum jetzigen Zeitpunkt eine Prognose zu den Zukunfts-
aussichten von RNAi-basierten Pflanzenschutzmitteln in
der EU und in Deutschland noch nicht méglich.
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