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Mit RNA-Interferenz (RNAIi) gegen Krankheitserreger und Schadinsekten?

MATTHIAS FLADUNG, KIRAN SINGEWAR

Zusammenfassung

Im Zuge des fortschreitenden Klimawandels und der damit verbundenen Ausbreitung von Schadlingen wie
Insekten und Pilze sind neue, unkonventionelle Strategien erforderlich, um Waldschadlinge zu bekampfen. Eine
Moglichkeit, Waldbdume schnell und effektiv gegen Insekten und Krankheitserreger zu schiitzen, ist die
Anwendung der sogenannten RNA-Interferenz (RNAi). Die RNAi basiert auf der Ausbringung einer
doppelstrangigen RNA (dsRNA), die sequenzhomolog zu einem lebenswichtigen Gen des Schadlings ist und dieses
in der Auspragung hemmt, was in Konsequenz zum Absterben des Schadlings fiihrt. Wir haben die RNAi beim
Schwammspinner Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae), einem wichtigen Waldschadling, getestet.
Hierzu haben wir dsRNAs fiir sieben Kandidatengene entwickelt und auf zwei verschiedene Arten (ektopisch und
Fltterung) ausgebracht. Die ektopische Anwendung von drei dsRNAs zeigte keine Mortalitat, flihrte aber zu einer
verzogerten Entwicklung der Larven. Die dsRNA-Fitterung Gber kiinstliche Nahrung zeigte keinen Einfluss auf die
Entwicklung der Larven. Die Griinde hierfir liegen vermutlich in einem sehr schnellen dsRNA-Abbau durch
endogene Nukleasen, was die Verwendung einer anderen Formulierung der dsRNA (z.B. Nanopartikel,
Lipidverkapselung) nahelegt. Auch miissen noch weitere Kandidatengene in Hinblick auf ihre Wirkung getestet
werden. Zusammengefasst hat die Anwendung der RNAI ein grof3es Potenzial in der Schadlingsbekampfung.
Zukiinftige Forschungsschwerpunkte sollten auf weitere, fir dsRNA geeignete Gene und/oder auf die
Optimierung der Methode der dsRNA-Ausbringung gelegt werden.

Abstract
With RNA interference (RNAI) against pathogens and insect pests?

Climate change is altering the seasonal interplay between long-lived trees and pests. Changing temperatures and
prolonged droughts can allow pests such as insects and fungi to colonize new habitats, leading to outbreaks of
disease in previously unaffected forests. Conventional forest management strategies face huge challenges, as
they are often unable to control severe outbreaks, which occur over a short period. Therefore, new
unconventional strategies are required to control forest pests. One way to quickly and effectively protect forest
trees against insects and pathogens is to use so-called RNA interference (RNAi). RNAi is based on the release of
a double-stranded RNA (dsRNA) that is sequence-homologous to a vital gene of the pest and inhibits its
expression, consequently leading to the pest’s death. We tested RNAi in the gypsy moth Lymantria dispar
(Lepidoptera: Lymantriidae), an important forest pest. To do this, we developed dsRNAs for seven candidate
genes and delivered them in two different ways (ectopic and feeding). Ectopic application of the dsRNAs resulted
in no mortality but delayed larval development. The dsRNA feeding via the artificial diet showed no influence on
the development of the larvae. The reasons for this probably lie in a very rapid dsRNA degradation by endogenous
nucleases, which suggests the use of a different dsRNA formulation (e.g., nanoparticles, lipid encapsulation). In
summary, the application of RNAi has great potential in pest control. Future research should focus on new genes
selected for dsRNA and/or on optimizing the method of dsRNA delivery.

1 Einleitung

Der Klimawandel andert das saisonale Zusammenspiel zwischen langlebigen Baumen und Schadlingen.
Veranderte Temperaturen und ausgedehnte Trockenperioden kénnen dazu fiihren, dass Schadlinge wie Insekten
und Pilze neue Lebensrdaume besiedeln, was Krankheitsausbriiche in Waldern zur Folge hat, die bis dato davon
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verschont geblieben sind. Herkémmliche Waldmanagement-Strategien stehen vor riesigen Herausforderungen,
da sie haufig schwere Ausbriiche, die darliber hinaus auch noch in kurzer Zeit erfolgen, nicht zu kontrollieren in
der Lage sind.

Traditionelle MaRnahmen zur Bekampfung von Schadlingsinvasionen und -ausbriichen umfassen beispielsweise
das Entfernen des infizierten Laubs, das Entnehmen von geschadigten Baumen oder Abschneiden geschadigter
Baumteile (SEIDL et al. 2016), die Zersiedelung von Waldbestdanden (ROBERTS et al. 2020), und das Einbringen von
Pheromonfallen und vergiftetem Holz (WERMELINGER 2004). Bei wiederkehrenden Ausbriichen allerdings wurden
die angewendeten Managementtechniken hinterfragt (HLASNY et al. 2017).

Auch wurden chemische Fungizide und Pestizide eingesetzt, um den Erregerausbruch einzuddmmen (OKORSKI et
al. 2015). Jedoch sind diese chemischen MalRnahmen nicht erfolgreich, um Krankheiten oder Insektenbefall Gber
langere Zeitrdume zu bekdmpfen (LIEBHOLD et al. 2019). Stattdessen schaden viele dieser Substanzen der
menschlichen  Gesundheit, schadigen auch Nichtziel-Organismen (Nitzlinge) und kénnen eine
Resistenzentwicklung begiinstigen (BILLINGS 2011). Diese Strategien, die von der Offentlichkeit auch abgelehnt
werden, werfen somit Fragen einer sinnhaften Anwendung auf (JACTEL et al. 2019). Daher wird der Entwicklung
und Anwendung alternativer und effizienterer Bekampfungsmethoden gegen Schadlinge und Krankheitserreger
von Forstbdumen eine sehr hohe Prioritdt eingerdumt.

Seit einigen Jahren wird die RNA-Interferenz (RNAi) als 6konomisch und o6kologisch sinnvolle Méglichkeit
eingeschatzt, Waldbdume schnell und effektiv gegen Insekten und Krankheitserreger zu schiitzen (BAuM et al.
2007). Die RNAi ist ein konservierter, posttranskriptioneller Regulationsmechanismus von Genen, der in fast allen
eukaryotischen Organismen vorkommt (SzZWEYKOWSKA-KULINSKA et al. 2003). RNAi wird durch Anwesenheit von
doppelstrangiger RNA (dsRNA) ausgelost wird (FIRE et al. 1998) und wird entweder innerhalb von Zellen gebildet
oder ist aulerhalb vorhanden und wird in die Zellen transportiert (dsRNA-Impfung). Ist die dsRNA
sequenzhomolog zu einem lebenswichtigen Gen des Schadlings, wird dieses in der Auspragung gehemmt und
kein entsprechendes Protein gebildet, was in Konsequenz zum Absterben des Schadlings fiihrt. In verschiedenen
Publikationen wird bereits auf die erfolgreiche Anwendung der dsRNA-Impfung zur Schadlingsbekdampfung
hingewiesen (RODRIGUES et al. 2018; KYRE et al. 2019; DHANDAPANI et al. 2020a).

Der Mais ,,SmartStax” Pro” (Mon87411) ist das erste RNAi-basierte Produkt, das von der Firma Bayer entwickelt
wurde und 2017 in den USA und 2021 in China zugelassen wurde (DE SCHUTTER et al. 2022). Die dsRNA, die in dem
Mais auf das VACUOLAR SORTING PROTEIN (SNF7)-Gen des Westlichen Maiswurzelbohrers (Diabrotica virgifera
virgifera) abzielt, ist mit dem Bacillus thuringiensis (Bt) Cry3Btl-Toxin sowie einer Glyphosphatresistenz
gekoppelt (BOLOGNESI et al. 2012). Da es sich allerdings bei dem ,,SmartStax” Pro“-Mais um einen gentechnisch
veranderten Mais handelt, ist das Interesse an dem Mais relativ gering. Dem gegeniiber hinaus befindet sich das
erste ,,alleinige” dsRNA-Produkt, Ledprona® (RODRIGUES et al. 2021), das durch Spray aufgetragen wird, derzeit in
den USA bei der Umweltschutzbehérde (EPA) im Registrierungsprozess. Ledprona® zielt auf die Proteasom-
Untereinheit Beta-Typ-5 ab, was beim Kartoffelkafer (Leptinotarsa decemlineata) zu einer Sterblichkeit von 90%
fahrt.

Im Vergleich zur Schadlingsbekampfung bei Nutzpflanzen mittels RNAi und dsRNA findet in der Literatur die
Anwendung dieser Methodik bei Baumen nur sehr wenig Beachtung. In unserer Arbeit haben wir uns daher mit
dem Schwammspinner Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae), der (iber 300 Baumarten schadigt (JOHNSON
et al. 2002), beschéftigt. Wir haben dsRNAs fiir sieben Kandidatengene entwickelt auf zwei verschiedene Weisen
(ektopisch und Fiitterung) auf ihre Wirkung getestet. Die Ergebnisse weisen auf das grofRe Potenzial von dsRNA
hin, werfen aber auch einige unbeantwortete Fragen auf, die in der Diskussion aufgegriffen werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Schwammspinnerlarven

Eier des Schwammspinners wurden freundlicherweise von Dr. SYBILLE UNSICKER, Max-Planck-Institut fiir chemische
Okologie, Jena, Deutschland, zur Verfiigung gestellt. Die Eier der Insekten stammen aus Laborkulturen, die von
HANNAH NADEL beim Animal and Plant Health Inspection Service (APHIS) des US-Landwirtschaftsministeriums
(USDA) entwickelt und gepflegt wurden.

Die Larven wurden nach dem Schlipfen bei Raumtemperatur gehalten und wurden mit einer kiinstlichen
Weizenkeimdiat erndhrt. Um die Empfindlichkeit verschiedener Stadien von Schwammspinnerlarven gegeniiber
dsRNA zu beobachten, wurden Larven im ersten und dritten Stadium in den verschiedenen Experimenten
verwendet.

2.2 DsRNA- und PCR-Primer-Entwicklung, und PCR-Amplifikation

Basierend auf bereits publizierten Arbeiten wurden sechs Kandidatengene fiir die dsRNA-Synthese ausgewahilt.
Uber NCBI-BLAST wurden Schwammspinner-homologe Gene identifiziert (Tabelle 1) und als Grundlage fiir die
dsRNA-Entwicklung verwendet.

Tabelle 1: Primer, die in dieser Studie fiir PCR, dsRNA-Synthese und qPCR verwendet wurden (fiir die PCR- und gPCR-
Amplifikation wurden die gleichen Primer verwendet). Gennamen, Sequenzen der Vorwarts- und Riickwarts-Primer
sowie die GroBRe des PCR-Produkte und die Tu-Temperaturen der PCR sind angegeben. *Die T7-Promotorsequenz,
die fiir die dsRNA-Synthese durch MEGAScript® benétigt werden, wurde an die Primer angehingt (5'-GAA TTA ATA
CGA CTC ACT ATA GGG AGA-3’).

Gen Vorwartsprimer 5’ - 3’ Riickwartsprimer 5’ — 3’ GroBe Tm
Chitin synthase gene A (CHSA)* GTCAAATGGCCTGGATCTGGT TTCGTGCCACATAGTAGCGCA 341 60
Laccase2 (Lac2)* CTCATCCGTTCCACTTGCAC GGAGATGGTCGCCGCATGTT 352 59
Protein mesh (MESH)* TACTTCAGCGATCCACCAGAC CAGAAGCTGGTGGTGATACC 452 60
Proteasome a2 subunit (Prosa)* GGTATGGTCTACTCGGGAATG AGT TCT TGC CCATGG CAG TC 283 59
Proteasome subunit beta 5 (PSBT5)* GCTGGTGGAGCAGCTGATTG TGGAGATGTTCACCCAACCCTT 426 61
Ribosomal protein S13e (Rsp13)* CTCAGGGATTCCCATGGAGT TAAGCCACCAGAGCAGAAGCA 303 59
Shrub ortholog (Snf7)* CCTGTTCGAGTTCCTCCAATTC GATGTCGACAAAGTACACGACA 152 59

2.3 RNA-Extraktion, cDNA-Synthese und Sanger-Sequenzierung

Fir jedes dsRNA-Experiment wurde RNA von drei Schwammspinner-Individuen verwendet. Die Gesamt-RNA
wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert und mit einem TURBO DNA-freien Kit
von Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, Deutschland) behandelt, um jegliche kontaminierende
genomische DNA zu entfernen. Unter Verwendung eines Spektrophotometers wurde eine 1%-ige Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt, um die RNA-Integritat und -Konzentration zu Giberprifen. Unter Verwendung
von GoScript RT Mix, Oligo(dT) (Promega, Walldorf, Deutschland) wurde Gesamt-RNA unter Verwendung von
Reverser Transkriptase revers in cDNA transkribiert. Synthetisierte cDNA und entworfene Primer wurden fiir die
Amplifikation des dsRNA-Kandidatengens verwendet. Das PCR-Produkt wurde zur Sanger-Sequenzierung
(StarSeq, Mainz, Deutschland) geschickt, um die Lange und Homologie zu der in der NCBI-Genbankdatenbank
vorhandenen Sequenz zu bestatigen.
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2.4 Doppelstriangige RNA-Synthese und statistische Analyse

Primer, die mit einer T7-Promotorsequenz (5'-GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA-3') verknipft sind,
wurden fir die dsRNA-Synthese der ausgewdahlten Kandidatengene verwendet (Tabelle 1). Die Reinigung der
PCR-Produkte wurde unter Verwendung eines PCR-Reinigungskits (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt.
Das MEGAscript RNAi-Kit (Invitrogen von Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Litauen) wurde verwendet, um die in
vitro-Transkription von dsRNA gemdll dem bereitgestellten Protokoll durchzufiihren. Eine ANOVA mit
Messwiederholungstests unter Verwendung von Dunnett (Vergleich aller Sdulen mit der Kontrolle) wurde fiir
eine statistisch signifikante Analyse durchgefihrt.

3 Ergebnisse
3.1 Auswahl von Kandidatengenen fiir die dsRNA-Synthese

Sieben zuvor in der Literatur beschriebene Gene wurden fir diese Studie in Betracht gezogen (Tabelle 2). Die
Chitinsynthase A (CHSA) wurde gegen Spodoptera exigua, Laccase 2 (Lacc2) flr Cylas brunneus und Protein Mesh
(MESA) fur Leptinotarsa decemlineata getestet. Diese Gene sind wichtig fiir den strukturellen zelluldren
Gerlstaufbau (TIAN et al. 2009; CHRISTIAENS et al. 2016; PETEK et al. 2020). Darliber hinaus sind die Proteasom-
Untereinheiten Beta und Alpha (PSBT5 und Prosa) an der Zellzyklusprogression beteiligt, und die Apoptose wurde
gegen C. brunneus bzw. L. decemlineata getestet (CHRISTIAENS et al. 2016; RODRIGUES et al. 2021). Das ribosomale
Protein (Rsp13) und das endosomale Sortierprotein (Snf7) (Christiaens et al. 2016) zeigten einen signifikanten
Effekt gegen C. brunneus. Die Herunterregulierung dieser Gene durch Injektion von dsRNA fiihrte entweder zur
Sterblichkeit oder zu einer verminderten Entwicklung des jeweiligen Insekts. Homologien aller Gene zu Genen
des Schwammspinners wurden mit der NCBI-Gendatenbankbank abgeglichen und spezifische PCR-Primer
entwickelt.

Tabelle 2: Detaillierte Beschreibung der verwendeten Kandidatengene. Aufgefiihrt sind die Abkiirzungen der
ausgewadhlten Gene zusammen mit ihrem vollstdndigen Namen und ihrer biologischen Funktion, gefolgt von der
Referenz.

Gen Vollstandiger Name Biologische Funktion Referenz
CHSA Chitin synthase A Scaffold material, supporting the cuticles TIAN et al. (2009)
Lacc2 Laccase 2 Adult cuticle tanning CHRISTIAENS et al. (2016)

Important for the structural integrity of the midgut

MESH  Protein Mesh PeTEK et al. (2020)

epithelium
Prosa2  Proteasome a2 subunit Protein regulation in cell-cycle progression and apoptosis CHRISTIAENS et al. (2016)
PSBT5  Proteasome subunit beta 5  Protein regulation in cell-cycle progression and apoptosis RODRIGUES et al. (2021)
Rspl13  Ribosomal protein S13e Protein synthesis in ribosomal subunit CHRISTIAENS et al. (2016)

A part of the Endosomal Sorting Complex Required for the

Snf7 Shrub ortholog TS

CHRISTIAENS et al. (2016)

3.2 Versuchsaufbau

Direkt nach dem Schliipfen der Larven aus den Eiern nehmen Schwammespinner Nahrung auf und durchlaufen 6-
7 Larvenstadien (Abb. 1). Es wurden zwei verschiedene dsRNA- Applikationen auf die Larven im 3. Larvenstadium
getestet, (i) die ektopische Ausbringung der dsRNA und (ii) dsRNA durch Beigabe zum kiinstlichen Futter.
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Abb. 1: Verschiedene Entwicklungsstadien der Larven des Schwammspinners in der Laborzucht (GroRenvergleich mit
einer Euro-Miinze).

3.3 Qualitatskontrolle der synthetisierten dsRNA

Die synthetisierten cDNAs aller sieben Gene wurden Sanger-sequenziert, um die artspezifische Nukleotidsequenz
der Fragmente zu bestdtigen (Daten nicht gezeigt). Die GroBen der synthetisierten dsRNAs wurde auf
Agarosegelen geschéatzt (Abb. 2). Die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung und des Agarosegels dienten zur
Validierung der dsRNAs, die fiir die verschiedenen Experimente verwendet wurden.
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Abb. 2: Das Agarosegel zeigt die FragmentgréRe sowie die Qualitat der synthetisierten dsRNAs. Zur Abschatzung der
GroRen der dsRNAs wurden Kontrollfragmente mit einem Bereich von 0,1 bis 1 kb aufgetragen (rechten Seite).

3.4 dsRNA-Fiitterung mit der Nahrung

Die Wirkung der mit der Nahrung aufgenommenen dsRNAs wurde an Larven im 3. Stadium phanotypisch
evaluiert. Fiir die vergleichende Analyse wurden die behandelten Larven mit einer Kontrolllarven verglichen, die
keine dsRNA mit der Nahrung aufnahmen. Insgesamt wurden finf verschiedene dsRNAs in zwei Kombinationen
getestet: (A) PSBT5 und Lacc2, (B) Snf7, CHSA und Prossa 2. Fiir jedes Experiment wurden pro Kombination zehn
Larven verwendet und Futter mit und ohne dsRNA vermischt bereitgestellt. In jeder Kombination wurden auf
300 ng/ul dsRNA in 100 ul verdiinnt, gemischt mit 25 mg Futter, das jeder Larve zugefihrt wurde. Es wurde
taglich kontrolliert, ob die Larven das Futter auch vollstandig aufgenommen haben. Das Gewicht aller Larven
wurde nach 1, 4, 8, 12, 16 und 18 Tagen bestimmt. Bei keiner Kombination wurden Gewichtsveranderungen bei
den behandelten im Vergleich zu unbehandelten Larven festgestellt (Abb. 3).
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Abb. 3: Die synthetisierten dsRNAs wurden den Larven im 3. Stadium mit kiinstlicher Nahrung in zwei Kombinationen
zugefiihrt. Kombination A: PSBT5- und Lacc2-dsRNA, Kombination B: Snf7, CHSA und Prossa 2. Die Abbildung zeigt
das Gewicht der Larven in Gramm in Abhangigkeit zur Kombination (mittlere Abweichung von drei experimentellen
Wiederholungen). Bei behandelten Larven wurden im Vergleich zur Kontrolle keine Gewichtsverdnderungen

festgestellt.

3.5 Ektopische Anwendung von dsRNA

Drei dsRNA-Kandidaten, CHSA, Rsp13 und PSBT5 jeweils separat sowie CHSA + Rspl3 kombiniert, wurden in
wassriger Losung mittels einer Pipette auf den Koérper von Larven im 3. Stadium aufgetragen. Fir jedes
Experiment wurden zehn Larven pro Kombination verwendet. Das Experiment wurde 12 Tage lang durchgefiihrt,
wobei jeder Larve taglich 1.400 ng/ul dsRNA mit 0,1 ng/ul TWEEN 20 verabreicht wurde. TWEEN 20 dient als

Topical application of dsRNA on 3rd instar larvae
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Abb. 4: Die synthetisierten dsRNAs wurden den Larven im 3. Stadium in wassriger Losung mit TWEEN 20 ektopisch
einzeln (CHSA, Rsp13 und PSBT5) und in Kombination (CHSA + Rsp13) verabreicht. Die Abbildung zeigt das Gewicht
der Larven in Gramm in Abhangigkeit zur Behandlung (mittlere Abweichung von drei experimentellen
Wiederholungen). Ein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (unbehandelte und nur mit Wasser (Mock)
behandelte Larven) wurde nur bei Larven festgestellt, die mit dsSRNA-Rsp13 betraufelt wurden.
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Detergens und hilft dabei, dass die dsRNA-Tropfen auf dem Larvenkérper zerlaufen. Das Gewicht aller Larven
wurde nach 1, 4, 8 und 12 Tagen bestimmt. Als Ergebnis wurden Mittelwerte aus drei biologischen
Wiederholungen verwendet (Abb. 4). Wir konnten eine unterschiedliche Entwicklung der einzelnen Larven
beobachten: wahrend die mit CHSA- + Rsp13-, PSBT5- und CHSA-dsRNA behandelten Larven gleiche Gewichte
wie die unbehandelten und nur mit Wasser (Mock) behandelten Larven aufwiesen, zeigten Rsp13-dsRNA
behandelte Larven geringere Kérpergewichte sowie eine verzégerte Entwicklung, was zu einer spateren Hautung
flhrte.

4 Diskussion

Die RNA-Interferenz (RNAI) stellt eine der zelluldren, posttranskriptionellen Genstilllegungsmechanismen dar,
indem sie verhindert, dass mRNA in ein entsprechendes Protein umgewandelt wird (FIRe et al. 1998). Die RNAi-
Technologie basiert auf der Anwesenheit von doppelstrangiger RNA (dsRNA), die entweder innerhalb von Zellen
gebildet wird oder aullerhalb von Zellen vorhanden ist und in diese transportiert wird. Ist die dsRNA
sequenzhomolog zu einem lebenswichtigen Gen des Schadlings, werden tber einen komplizierten Mechanismus
21-24 bp-lange einzelstrangige RNAs gebildet (siRNAs), die komplementdr zur mRNA des lebenswichtigen Gens
sind (DAs et al. 2020). An die siRNA binden verschiedene Proteine und Enzyme und bilden einen sogenannten
Silencing-Komplex (RISC), der an die mRNA bindet und deren Abbau initiiert, was in Konsequenz zum Absterben
des Schadlings fiihrt (dsRNA-Impfung). Das Ausbringen der dsRNA ist daher als Methode, die nicht unter die
gesetzlichen Gentechnik-Regelungen fillt, eine interessante, agrodkosystemfreundliche Alternative zu
herkémmlichen Methoden der Schadlingsbekdmpfung (WANG et al. 2017).

In Kulturpflanzen wurden bereits mehrere Verfahren zur Anwendung der dsRNA-Technologie fiir die Bekampfung
wichtiger Pflanzenschadlinge (Insekten, Pilze) getestet. Hierbei stehen Fragen einer optimalen Ausbringung der
dsRNA im Fokus, wie beispielsweise tber Spriihen, Fitterung, Infiltration oder Injektion (DAs et al. 2020). Die
dsRNA kann aber auch in Wasser gelost tiber die Wurzel aufgenommen oder mittels Bakterien, Pilze oder Viren
Ubertragen werden. Fiir Geholze allerdings gibt es nur sehr wenige Berichte tber die exogene Ausbringung der
dsRNA (FLADUNG et al. 2021).

In unseren Arbeiten haben wir dsRNA von bis zu sieben verschiedenen Genen einzeln oder in Kombination in
FUtterungsversuchen (ber die Nahrung sowie in Wasser gelost per Auftrdufeln ektopisch auf
Schwammspinnerlarven im 3. Stadium des (Lymantria dispar) appliziert. Wir konnten keine negativen
Auswirkungen jeglicher dsRNA beobachten, wenn wir die dsRNAs (iber die Nahrung den Larven verabreicht
haben (Abb. 3). Die Larven wiesen vergleichbare Gewichte sowie eine dhnliche Entwicklung wie unbehandelte
Larven auf. Unsere Ergebnisse decken sich mit Erkenntnissen anderer Autoren, dass im Speichel von
Schmetterlingslarven Nukleasen dafiir verantwortlich sein kdnnen, dass dsRNAs schnell abgebaut werden (CHEN
et al. 2021; NISHIDE et al. 2020).

Allerdings zeigen andere Studien, dass dsRNAs im Fitterungsstudien durchaus eine schadigende Wirkung auf
Insekten haben (GosH et al. 2017). Bemerkenswert ist die Studie von GosH et al. (2017) am Schwammspinner, in
der auf Basis von Transkriptom-Sequenzierdaten nicht weiter charakterisierte Gene fir das dsRNA-Design
ausgewahlt wurden, die, in Flitterungsversuchen angewendet, zu einer Verringerung des Korpergewichts der
Larven fihrten. Mogliche weitere Griinde fiir die widerspriichlichen Ergebnisse kdnnten in Unterschieden in der
Fltterungsstrategie, der Formulierung der angebotenen dsRNA sowie der verwendeten dsRNA-Menge liegen
(SINGEWAR und FLADUNG, unveroff.).

Die ektopische Applikation der dsRNA (ber einen Wassertropfen hat zunachst die Schwierigkeit ergeben, dass
der Tropfen an den Harchen der Larven hangenblieb und nicht auf die Haut gelangte. Erst als wir TWEEN 20 dem
Wasser beigemischt haben, verlief der Tropfen nach Ausbringung und benetzte auch die Haut der Larven. Mit
Ausnahme der Rspl3-dsRNA zeigten alle von uns getesteten dsRNAs keinen Effekt auf die



7. Tagung der Sektion Forstgenetik/Forstpflanzenziichutng (Tagungsband) 29

Schwammspinnerlarven (Abb. 4). Rsp13-dsRNA behandelte Larven wiesen signifikant geringere Kérpergewichte
sowie eine verzogerte Entwicklung auf, was zu einer spateren Hautung fiihrte (SINGEWAR und FLADUNG, unveroff.).

Nach Kenntnis der Autoren ist dieses die erste Studie, in der die ektopische Anwendung von dsRNA bei
Schwammspinnern versucht wurde. Weitere Studien muissen durchgefiihrt werden, in denen sowohl
unterschiedliche dsRNA-Konzentrationen als auch dsRNAs auf Basis anderer Gene getestet werden.

5 Schlussfolgerungen

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist es ein natlrliches System, mit dem Zellen die Aktivitat von Genen regulieren. RNAI
ein Mechanismus der posttranskriptionellen Geninaktivierung in Eukaryoten und dient Pflanzen vor allen als
natirlicher Abwehrmechanismus gegen Viren und Transposons. RNAI ist nicht nur gegen Viren einsetzbar,
sondern auch gegen Pilze und Insekten denkbar. Verfiigt eine Pflanze liber ein bestimmtes dsRNA-Fragment, das
genau zu der mRNA eines Schadlings passt, wird die mRNA des Schadlings ,neutralisiert”. Auf dsRNA-basierende
Pestizide stellen daher fiir die Schadlingsbekampfung eine interessante Alternative zu chemischen Pestiziden dar.
Sie wirken aulerst spezifisch, schadigen bevorzugt Ziel-Schadlinge und verschonen Nicht-Ziel-Organismen, und
reichern sich anders als chemische Pflanzenschutzmittel nicht in der Natur und Umwelt an. Es finden keine
Resistenzbildungen statt, nur wenn sich in Schadlingen die Sequenz der Zielgene durch spontane Mutationen
verandert, konnten dsRNA-Pestizide nicht mehr wirken. DsRNA-Pestizide unterliegen nicht der
Gentechnikgesetzgebung, allerdings sind dennoch Fragen zur biologischen Sicherheit zu klaren, da die dsRNA
auch auf im Boden lebende, potentiell noch unbekannte Organismen trifft. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Analysen zur dsRNA-Anwendung gegen den Schwammspinner stellen einen ersten, vielversprechenden Schritt
zur Entwicklung einer vollig neuen Methodik der Schadlingsbekdampfung dar. Aber noch sind offene praktische
Fragen wie Art der Zielgene, Formulierung der dsRNA zum Schutz gegen endogene Nukleasen und die
effizienteste Methode der dsRNA-Ausbringung zu beantworten.
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