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Neue Impulse im integrierten Pflanzenschutz

Neue RNA-basierte Techniken -
ein Paradigmenwechsel im Pflanzenschutz

Von Dr. Aline Koch und Prof. Dr. Karl-Heinz Kogel,
Institut fir Phytopathologie und Angewandte Zoologie der Justus-Liebig-Universitat GieBen

Pflanzen sind permanent von unzahligen pathogenen Mikro-
organismen umgeben, die weltweit Ernteverluste von 30-50
Mrd. USD jahrlich verursachen [1]. Neben konventionellen
PflanzenschutzmaBnahmen, wie dem Einsatz chemischer Pflan-
zenschutzmittel, sind alternative Kontrollstrategien erforder-
lich. Im Sinne eines ,integrierten Pflanzenschutzes” werden
heutzutage gezielt biotechnologische Strategien zur nachhal-
tigen und umweltschonenden Kontrolle von Krankheitserre-
gern und Schadinsekten in der Produktion von Kulturpflanzen
entwickelt. Kernziele sind die Sicherung der Ertrdge sowie der
Verbraucher- und Umweltschutz. Mittels innovativer SchlUssel-
technologien, wie der Nutzung der RNA-Interferenz-Technik
(RNA), sollen neue Impulse im integrierten Pflanzenschutz ge-
schaffen werden.

Potenzielle Nutzung der RNAi-Strategie in der Agrarwirtschaft

RNAI stellt einen konservierten Mechanismus zur Genregulation
dar, welcher ubiquitar in allen Eukaryonten an verschiedensten
Prozessen beteiligt ist. Dabei wird dieser regulatorische Prozess
von kleinen, nicht kodierenden RNAs {(small non-coding RNAs;
ncRNAs) gesteuert. In Pflanzen ist RNAI in eine Vielzahl von bio-
logischen Prozessen involviert, welche durch duBere Einflusse,
wie abiotischen und biotischen Stress, beeinflusst werden [2].
Das RNAi-vermittelte post-transkriptionelle ,gene silencing”
(PTGS) beginnt mit einer initialen Prozessierung respektive Spal-
tung eines doppelstréangigen Vorlaufer-dsRNA-Molekdls in klei-
ne, 21-23 Nukleotide (nt) kurze siRNA-Duplets durch ein RNAse-
Il-dhnliches [3] (Abb. 1). Das PTGS verlauft im Zytoplasma der
Zelle, wo die doppelstrangigen siRNAs in einen ,RNA-induced
silencing complex” (RISC) inkorporiert werden. Dieser Multi-
enzym-Komplex beinhaltet ein als ,Argonaut” bezeichnetes
Protein, welches sowohl Gber eine RNA-Binde-Domane als auch
tber eine endonukleolytische Aktivitat verfigt [4]. In einer ATP-
abhéngigen Reaktion wird die siRNA durch RISC entwunden,

woraus ein als ,sense” und ein als ,antisense” bezeichneter
Strang hervorgehen. Wahrend der , sense”-Strang, der sequenz-
identisch mit der zelleigenen mRNA ist, degradiert wird, bleibt
der ,antisense”-Strang an den RISC gebunden und kann nun via
komplementarer Basenpaarung spezifisch an endogene Ziel-
Transkripte binden und diese degradieren.

Obwohl die exakte physiologische Bedeutung des RNAi-Phano-
mens zum Teil noch unklar ist, sind die biotechnologischen An-
wendungsgebiete fir RNAI extrem vielseitig und reichen von
der Aufklarung von Genfunktionen durch den gezielten ,knock-
down" von Genen tber den Einsatz in der industriellen Biotech-
nologie bis hin zur Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten in
der Medizin. DarUber hinaus birgt die RNAi-Technologie grof3es
Potenzial in der Entwicklung neuer, innovativer Strategien im
Pflanzenschutz. Es wird postuliert, dass sich die RNA-,,silencing”'-
Maschinerie zum Schutz vor viralen Infektionen und dem muta-
genen Potenzial beweglicher genetischer Elemente, wie Trans-
posons, evolutionar herausgebildet hat [5]. Dieses ,natlrliche”
Ph&nomen versucht man sich bei der Kontrolle von agronomisch
relevanten Pathogenen und Schadorganismen (Schadlingen)
nutzbar zu machen. Zum Beispiel konnen durch exogene Ap-
plikation, Fiitterung oder Injektion von dsRNAs die Zielgene in
Insekten [6], Nematoden [7] und Pilzen [8] inaktiviert werden.
Die biotechnologische Erstellung von Pflanzen, welche diejeni-
gen spezifischen dsRNAs in planta exprimieren, die letztlich zur
Geninaktivierung im Zielorganismus flhren, wird als ,, host-in-
duced gene silencing” (HIGS) bezeichnet (Abb. 1). Diese Techno-
logie stellt eine vielversprechende Alternative zum konventio-
nellen Pflanzenschutz dar, da sie sich hochselektiv fiir den Ziel-
organismus konzipieren lasst. Der Erfolg der RNAi wird durch
die zahlreichen Studien reflektiert, welche die Effektivitat die-
ser Technologie gegen verschiedenste Krankheitserreger und
Schadorganismen, wie Viren, parasitdre Pflanzen, Nematoden,
Insekten und Pilze, unter Beweis stellen [9].
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Plant cell Abb. 1: Prinzip des ,host-induced gene silencing” (HIGS)
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HIGS zur Kontrolle des Getreidepilzes Fusarium graminearum

Der Ascomycet Fusarium graminearum (Fg), einer der pro-
minentesten Vertreter der Gattung Fusarium, gilt als einer der
relevantesten Schaderreger in der Landwirtschaft und ist ur-
sachlich fur eine Vielzahl schwerwiegender Pflanzenkrank-
heiten im Getreideanbau, welche zumeist unter dem Begriff
+Ahrenfusariosen” zusammengefasst werden. Er rangiert unter
den Top Ten der ,cereal killers” weltweit, mit immensen globa-
len agrarékonomischen Auswirkungen auf das Erntegut Korn
und die damit verbundene Industrie respektive die weltweite
Nahrungs- und Futtermittelproduktion, Zusatzlich zu den Ernte-
verlusten sind auch Qualitatsverluste zu beklagen. Diese wer-
den durch die Kontamination mit Mykotoxinen hervorgerufen,
welche der Pilz wahrend der Pathogenese, vermutlich als eine
Art Virulenzfaktor, bildet. Die Bildung der Toxine Trichothecene
(u. a. Deoxynivalenol (DON) und Nivalenol (NIV}) und Zearale-
non (ZEA) stellt eine ernst zu nehmende Gefahr fur die Gesund-
heit von Mensch und Tier dar. Die MaBnahmen zur Bekampfung
von Fusarium im Pflanzenschutz belaufen sich derzeit auf pflan-
zenbauliche Eingriffe, chemische Bekampfung, d. h. Applika-
tion von Fungiziden (protektiv und kurativ) sowie Resistenz-
ziichtungen. Momentan gilt die Applikation von systemisch wir-
kenden Azol-Fungiziden, wie den Sterol-Demethylierungs-In-
hibitoren (DMI), als eine der gangigsten MaBnahmen zur Be-
kdmpfung von Fg. DMI-Fungizide hemmen die Ergosterolbio-
synthese des Pilzes, genauer das Enzym Cytochrom P450
Lanosterol C-14a-Demethylase (CYP51). Die Funktion des CYP51
ist essenziell fur die Ergosterolbiosynthese und garantiert Sta-
bilitat, Integritat sowie Fluiditat der pilzlichen Zellmembran. In
Ermangelung geeigneter Alternativen wurden die DMI seit ih-
rer Entdeckung (1973) und Markteinfihrung (1976) extensiv ge-
nutzt. Somit ist es kaum verwunderlich, dass im Laufe der Zeit
einige pflanzenpathogene Pilze DMI-Insensitivitaten entwickelt
haben. Die Identifizierung DMI-resistenter Fg-lsolate in den ver-
gangenen Jahren [10] macht die Notwendigkeit alternativer
Kontrollstrategien deutlich. Im Rahmen eines Forschungsvorha-
bens gelang es erstmals, eine solche alternative Kontrollstrate-
gie von Fg via HIGS zu etablieren [11]. Fusarium graminearum
besitzt drei paraloge CYP57-Gene, ausgewiesen als CYP51A,
CYP51B und CYP51C, welche alle unterschiedliche Sensitivitaten
gegentber DMis aufweisen und als funktionell divers beschrie-
ben werden [12]. Basierend auf der funktionalen Diversifika-
tion wurden stabil transgene Pflanzen hergestellt, welche eine
fur alle drei FgCYP51-Gene partiell komplementiren chiméren
dsRNA exprimieren [11]. Anhand von Infektionsversuchen konn-
te dargelegt werden, dass die in-planta-Expression dieser spezi-
fischen dsRNA die Resistenz von Arabidopsis thaliana und Gers-
te (Hordeum vulgare) gegenlber der Fg-Infektion bedingte

(Abb. 2).
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Abb. 2: Resistenzbeobachtungen in Arab.'dopﬂs und Gerste [11]

In diesem Zusammenhang konnte die Prozessierung der dsRNA
durch Detektion entsprechender siRNAs in Fg-infizierten sowie
nicht infizierten Arabidopsis-Pflanzen gezeigt werden. Die ma-
kroskopischen Resistenzbeobachtungen lieBen sich auch auf mi-
kroskopischer Ebene darstellen. So blieb das Pilzwachstum auf
Fg-infizierten, transgenen Arabidopsis- sowie Gersteblattern
lokal auf den Ort der Inokulation beschrankt [11]. Diese Ergeb-
nisse demonstrieren hinsichtlich der enormen Resistenzerfolge
in Arabidopsis und Gerste gegentiber Fg, welch revolutiondren
Einfluss das HIGS-Prinzip auf bestehende sowie zuklnftige
Pflanzenschutzstrategien nehmen kénnte. Gleichwoh! sind wei-
tere Studien erforderlich, welche das Potenzial der RNAi-Tech-
nik zur Reduktion des Einsatzes von Azolfungiziden in der Land-
wirtschaft herausstellen.

Schlussfolgerungen

Obwohl der , proof of concept” bereits erbracht wurde, ist die
Umsetzung der Forschungsergebnisse in die Praxis weiterhin
problematisch. Bis heute wird die gentechnische Modifikation
von Nutzpflanzen von einer breiten mitteleuropéischen Offent-
lichkeit als bedenkliche Vorgehensweise abgelehnt. Dennoch
gewinnen das Know-how solch innovativer Schliisseltechnolo-
gien und der damit verbundene Zuwachs von Kernkompeten-
zen zunehmend an Praxisrelevanz, vor allem im Hinblick auf die
sukzessive ansteigende Zahl von Resistenzen einiger Krankheits-
erreger gegeniiber zugelassenen Wirkstoffen,

Ein wesentlicher Vorteil der RNAi-Technologie besteht darin,
dass sie hochselektiv einsetzbar ist. Dadurch wird das Risiko von
Schadigungen sogenannter Nichtzielorganismen (,off-tar-
gets”), wie dem Menschen oder Nitzlingen (Bienen etc.), im
Vergleich zu konventionellen oder organisch-dynamischen Ver-
fahren nochmals erheblich minimiert. Schon wegen des letztge-
nannten Umweltschutzaspektes ist es ein prioritares Ziel der
Wissenschaft, die neue Technologie fortzuentwickeln und ihre
Praxistauglichkeit zu Uberprifen.

Literatur

1. Cook, J.: Towards cropping systems that enhance productivity and sustainability.
- Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Ame-
rica, 103 (20086), p. 18389-18394

2. Baulcombe, D.: RNA silencing in plants. — Nature 431 (2004), p. 356-363

3. Bernstein, E.,, A. A, Caudy, $. M. Hammond and G. J. Hannon: Role for a biden-
tate ribonuclease in the initiation step of RNA interference. - Nature 409 (2001),
p. 363-366

4, Fagard, M., 5. Boutet, J. B. Morel, C. Bellini and H. Vaucheret: AGO1, QDE-2,
and RDE-1 are related proteins required for post-transcriptional gene silencing in
plants, quelling in fungi, and RNA interference in animals. - Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 97 (2000} 21, p.
11650-11654

5. Voinnet, O.: Induction and suppression of RNA silencing: insights from viral in-
fections. — Nat. Rev. Genet. 6 (2005) 3, p. 206-220

6. Zhang, H., H. C. Li and X. X. Miao: Feasibility, limitation and possible solutions
of RNAi-based technaology for insect pest control. - Insect science (2012), DOI;
10.1111/j.1744-7917.2012.01513.x

7. Lilley, C. J,, L. J. Davies and P. E. Urwin: RNA interference in plant parasitic ne-
matodes: a summary of the current status. - Parasitology 39 (2012) 5, p. 630-640

8. Nunes, C. C, and R. A. Dean: Host-induced gene silencing: a tool for understan-
ding fungal host interaction and for developing novel disease control strategies.
- Mol. Plant Pathol. 13 (2011) 5, p. 519-529

9. Koch, A, and K.-H, Kogel: New wind in the sails: improving the agronomic value
of crop plants through RNAi-mediated gene silencing. — Plant Biotechnology Jour-
nal (2014), DOI: 10.1111/pbi.12226

10. Yin, C., X. Chen, X. Wang, Q. Han, Z. Kang and S. H. Hulbert: Generation and
analysis of expression sequence tags from haustoria of the wheat stripe rust fun-
gus Puccinia striiformis f. sp. Tritici. — BMC Genomics (2009), DOI: 10.1186/1471-
2164-10-626

11. Koch, A, N. Kumar, L. Weber, H. Keller, J. Imani and K.-H. Kogel: Host-induced
gene silencing of cytochrome P450 lanosterol C14a-demethylase-encoding genes
confers strong resistance to Fusarium spec. - Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America (2013), DOI; 10.1073/pnas. 1306373110

12. Fan, J., M. Urban, J. E, Parker, H. C, Brewer, S. L. Kelly, K. E. Hammond-Kosack,
B. A. Fraaije, X. Liu and H. J. Cools: Characterization of the stercl 14a-demethylases
of Fusarium graminearum identifies a novel genus-specific CYP57 function. - New
Phytol. (2013), DOI: 10.1111/nph.12193

2 Mdihle + Mischfutter - 151. Jahrgang - Heft 24 - 18. Dezember 2014

bl



