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« Transkription und Translation

Antisense strand RNA polymerase

CTGACGGATCAGCCGCAAG GGAATTGGCGACATAA
GACUGCCUAGUCGGCGUU /
RNA Transcript
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Transkription und Translation
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* RNA Interferenz

a Normal RNA, no silencing

b Aberrant RNA, de novo silencing

siRNAs weisen eine Lange von 21-23
Nukleotiden auf. miRNA hat hingegen
eine Lange von 18-25 Nukleotiden. (Je
nach Quelle variieren die Angaben)
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RNA Interferenz — Ein naturlicher Mechanismus der Virusabwehr

DNA virus or RNA virus

.

ii RISC Ioadm

lEnlry

lRepllcauon or transcription

TN N Viral RNA/DNA

@

RNA sbcmgr’l’ranslalml repression  RNA-directed DNA methylation

(PTGS)

(TGS)

>

Gong et al., 2022 (https://doi.org/10.1007/s44154-022-00057-y)

Schematische Darstellung des pflanzlichen RNAi-Wegs, der durch
eine Virusinfektion aktiviert wird. Bei der Replikation von RNA-Viren
entstehen dsRNA-Zwischenprodukte. Sie dienen als Ausldser flr das
posttranskriptionale Gen-Silencing (PTGS). Die Infektion mit DNA-
Viren induziert auch die RNA-gesteuerte DNA-Methylierung (RdDM),
die an der Modifizierung von DNA und/oder Histonen beteiligt ist, was
zu transkriptionellem Gen-Silencing (TGS) fuhrt
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HOSTS AND SYMPT! 'OT, A VIRUS DISEASE

Baulcombe (2002) Nature 431

Erholung von Tabakpflanzen, die mit
dem Tabak-Ringspot-Virus infiziert sind.
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RNA Interferenz

SiRNA pathway (a) miRNA pathway (b)
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Notredam et al., 2022

siRNAs und miRNAs unterscheiden sich in
ihrem Ursprung und in ihrer Funktion. Beide
zeigen eine weitgehende Sequenzspezifitat.

EMNA degradation or blocked translation
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* RNA Interferenz

a. growth and development b. biotic and abiotic stress
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Die biologische Rolle von IncRNAs und
mMiRNAs und ihr Zusammenspiel bei
Pflanzenwachstum und -entwicklung sowie
biotischem und abiotischem Stress.

Meng et al., 2021 (https://doi.org/10.1016/j.csbj.2021.04.062)
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RNAIi im Pflanzenschutz

Speichel
Verdauung
Fruchtbarkeit
Embryoentwicklung
Entgiftung
(Insektizidresistenz)
Nervenleitung

Ziele fur den Einsatz von RNAI bei Pathogenen/Schadinsekten
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dsRNA-Cy3 Parafilm

Jain et al., 2022 (https://doi.org/10.1038/s41477-
022-01152-8)

Adult whiteflies
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Artificial diet-mediated uptake of dsRNA



« RNAI im Pflanzenschutz

Host indiced gene silencing (HIGS) und Spray induced gene silencing (SIGS) wirken gegen ein breites Spektrum

an Pathogenen auf unterschiedlichsten Nutzpflanzen (Haupt- und Sonderkulturen).
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Dalakouras et al. Plant Physiology (2020)
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« RNAI im Pflanzenschutz bei Insekten

nature
biotechnology

Control of coleopteran insect pests through
RNA interference

James A Baum!, Thierry Bogaert?, William Clinton!, Gregory R Heck', Pascale Feldmann?, Oliver Ilagan',
Scott Johnson!, Geert Plaetinck?, Tichafa Munyikwa', Michael Pleau!, Ty Vaughn' & James Roberts'?

Non-transgenic corn

Transgenic corn

Diabrotica virgifera virgifera
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nature
biotechnology

Silencing a cotton bollworm P450 monooxygenase
gene by plant-mediated RNAIi impairs larval
tolerance of gossypol

Ying-Bo Mao'?, Wen-Juan Cai'?, Jia-Wei Wang"?, Gao-Jie Hong"?, Xiao-Yuan Tao'?, Ling-Jian Wang’,
Yong-Ping Huang' & Xiao-Ya Chen'

Helicoverpa armigera

Von Gyorgy Csoka, Hungary Forest Research Institute, Bugwood.org - This
image is Image Number 5371126 at Insect Images, a source for
entomological images operated by The Bugwood Network at the University
of Georgia and the USDA Forest Service., CC BY 3.0 us,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=6615449

Von Siga - Eigenes Werk, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/in
dex.php?curid=42148414
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« RNAI im Pflanzenschutz bei Insekten ‘A
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;_‘g dsRNA L26 und Kontrollen mit leerem Vektor (ev) und
e Ay o Wildtyp (wt) gefittert und durften sich anschlieBend auf wt
s . po vermehren. Der shp-Transkriptlevel wurde in sieben
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« RNAI im Pflanzenschutz bei Insekten

Die Formulierung von dsRNA u.a. durch das Binden an Nanopartikel |asst dsRNA auf Blattoberflachen
anhaften und schitzt vor Abbau. Dariiber hinaus kdnnen bereits auftretende Resistenzen bei Insekten durch
die Umgehung des Verdauungstraktes und das Durchdringen der Cuticula umgangen werden.

%U%% Applikationswege und Verabreichungsformen (z.B. Bindung an Nanopartikel) von

Factor hpRNA SRNA  dsRNA . .
* Optimum length/size  pyogenous (dsRNAs/siRNAs/hpRNAs) RNAi auslosenden RNAs.

* Optimum concentration

« Spraying > Nanotechnology- = dsRNA kann an designte, nicht-toxische, abbaubare,
. 1 1 . actor . . e
Hicter vx o e e geschichtete Doppelhydroxid (LDH) Ton-Nanoblatter
Sr;l;:izl: - * Dropping \/ nanoparticles — deli\{ery gebunden werden (Tonpartikel).
* Spreading * Surfactants technique
* Mechanical * Polysaccharides
inoculation Leaf »Naked delivery
Application methods Bud Delivery techniques
Petiole
e Fmor. CMV2b-dsRNA CMV2b-dsRNA-LDH dsRNA aebund D Ihvdroxid
. ok Organ-.sp_eCIﬁc Days post application Days post application S ge unden an Oppe y roxi
th:;‘:n AT Aoty + - 1.5 1 2 1 5 10 20 3 (dsRNA-LDH) Ton-Nanoblatter wird gegen
- i
Abbau als Folge von RNAsen und
Plant cellular uptake and RNAi machinery Umwelteinflissen QESCh Utzt. Hierdurch
. . .. ergibt sich ein lang anhaltender Schutz, u.a.
Das PR and Sherif SM, Frontiers in Plant Science ; :
(2020) doi: 10.3389/fpls.2020.00946 gegen Cucumber mosaic virus (CMV) am

Beispiel von Augenbohne (Vigna
unguiculata). dsRNA ohne Bindung an
Nanopartikel wird nach kurzer Zeit abgebaut
und schitzt nicht mehr gegen Virusbefall.

Mitter et al., Nature Plants (2020) doi: 10.1038/nplants.2016.207
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 RNAIi im Pflanzenschutz — praktische Anwendung

2030 Targets for sustainable food production

Reduce by 50% the
overall use and risk
of chemical
pesticides and
reduce use by 50%
of more hazardous
pesticides

Reduce nutrient
losses by at least 50%
while ensuring no
deterioration in soil
fertility; this will
reduce use of
fertilisers by at least
20 %

Reduce sales of
antimicrobials for
farmed animals
by 50%

Als Konsequenz werden Wirkstoffe
vom Markt genommen (Zulassung
lauft aus). Resistenzen gegen
Insektizide erschweren den Einsatz
verbliebener Mittel.

Achieve at least 25% of
the EU’s agricultural land
under organic farming
and a significant increase
in organic aquaculture

- Quelle: European Commission
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 RNAIi im Pflanzenschutz — praktische Anwendung

Vor- und Nachteile der jeweiligen Applikationsformen

Neuartige nicht chemische, risikoarme und natirliche
Dauerhafte Wirkstoffe (Biopestizide), die sich in eine Integrierte
Wirkung Schadlingsbekampfung einfligen.

Biopestizid

Allgemein wird angenommen:

Kurze

Haltbarkeit el Spitinem

Hoch spezifisch

() Anpassbar FE VT
\7 ) Umwelteinfluss Biologisch
ii i N abbaubar
\P w Abb: BioRender.com
o dsRNA
Eff(-?!(tl}clltat schwierig In der Natur
varier anpassbar vorkommend
Kombinierbar
k mit anderen
Formulierung AL Wirkstoffen
(transgen) und Nitzlingen
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 RNAIi im Pflanzenschutz — praktische Anwendung

Environmental /_\ ﬁ
dsRNA /

Pollinators consuming
treated pollen

Expositionspfade von Ziel- und Nichtzielorganismen

® 0® gegeniiber extern applizierter dsRNA. Die Anwendung von
® /\ dsRNA fuhrt zum Vorhandensein von dsRNA auf/in der
) g&ﬁﬂﬁw& Parasite infect Pflanze und im Okosystem. Zielinsekten (Schidlinge) und
insect ~ dsRNA causes Nichtzielin.sekten (z. B. I.3estéuber) kénnen durch direkten
/,ﬁ B "~ adverse effects Kontakt mit dsRNA auf/in der Pflanze (Fressen und/oder
e (lethal and nonethal) - p\,t78n) oder wihrend der dsRNA-Anwendung (topisch)

Pest insects Pest insects exponiert werden. AuRerdem kénnen natirliche Feinde
topically exposed  consuming l (Rauber und Parasitoide) des Schadlings mit der dsRNA in
(uptaki;?gfgis:gmn % Weated plants Reductich Beruhrung kommen, wenn sie sich von dem Schadling
inseit%%é%?:;{;on ernahren.Andere nitzliche Organisrpen wie Bodenzersetzer
j‘: und Wasserorganismen konnen im Okosystem mit dsRNA in

Soil and aquatic Beriihrung kommen.
organisms exposed to Predator
dsRNA consumes
‘\/\ insect
De Schutter et al., Frontiers in Plant Science (2020)
https://doi.org/10.3389/finsc.2021.818037

ecosystem
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RNAI im Pflanzenschutz — praktische Anwendung

Technical grade material
= tested in mammalia and
non-target organism

n USA Biochemical | Pr&i‘t’g; fgr";%'sttéon Carriers*: formulation
pesticide mammalian toxicity and nct)n-_targlget otrgar_\lsm
irritation oxicology testing

Pesticide regulation 40 CFR 158 o
* Product formulation impact
Ml Extra data for externally
applied product

barriers to and uptake of the
dsRNA
= Approval of the active
s compound
@ Europe mmm Chemical pesticide Possible waivers or
I 2djustments to risk
Approval of the PPP assessment might be

Regulation (EC) No 1107/2009

decided

Risk and environmental
fate of the active

Ledprona (Greenlight
Bioscience) steht in den USA fiir
die Kontrolle von Kartoffelkafern

vor der Zulassung

Agricultural and veterinary
chemicals code act, 1994

Wichtig innerhalb der EU ist, wie dsRNA selbst hergestellt wird, ob hierbei ein GVO basierter Ansatz verwendet
und die die aktive Substanz im Anschluss gereinigt wird, oder ob dsRNA chemisch synthetisiert wird.

o Aistralia Agricultural compound
chemical product
Assessment of the De Schutter et al., Frontiers in Plant Science (2020)
formulation https://doi.org/10.3389/finsc.2021.818037
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Aline Koch!, Georg Petschenka’

Exogene Anwendung von RNA zur umweltfreundlichen Bekampfung von
Schadinsekten
Exogenous application of RNA for the eco-friendly control of insect pests
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