Genmanipulierte Bakterien schiitzen Honigbienen vor Viren und Parasiten

Honigbienen sind weltweit durch die Varroamilbe und das von dieser iibertragene
Fliigeldeformationsvirus in ihrer Existenz bedroht. Jetzt ist es gelungen, das symbiontische
Darmbakterium Snodgrassella alvi genetisch so zu verandern, dass es Bienen vor den
beiden Seuchen schiitzt. Dazu wurden S. alvi-Stamme erzeugt, die Doppelstrang-RNA mit
zu speziellen viralen bzw. parasitaren Genen komplementarer Basensequenz produzieren,
die eine Immunabwehr in Virus-infizierten Zellen der Bienen bzw. eine todliche Reaktion
in den Milben induzieren.

Die Honigbiene (Apis mellifera) ist nicht nur bedeutend als Produzent von Honig, sondern
auch extrem wichtig als Bestauber von Kulturpflanzen. Die Honigbiene ist aber bedroht,
denn seit einigen Jahren wird bei Bienenvolkern weltweit verstarkt Massensterben
beobachtet. Als Ursache des Bienensterbens werden unter anderem die Verbreitung der
ektoparasitischen Milbe Varroa destructor und die damit einhergehende Ausbreitung des
Fligeldeformationsvirus verantwortlich gemacht (vgl. NR 8/2012, S. 421). Werden
Bienenstdcke nicht regelmaRig gegen den Milbenbefall behandelt, vermehren sich die
Parasiten ungebremst, was zum Kollaps der Vélker fihren kann. Zur Bekampfung der
Varroamilbe stehen Akarizide (Phosphorsdureester und Pyrethroide), organische Sauren
(Ameisensiure, Milchsdure und Oxalsdure) und dtherische Ole zur Verfiigung. Die meisten
Mittel konnen allerdings nur wahrend der brutfreien Zeit eingesetzt werden. Eine
Behandlung mit Akariziden hat zudem den Nachteil, dass Wachs und Honig mit Riickstanden
der Pestizide belastet sind. Darliber hinaus sind zahlreiche Milbenpopulationen mittlerweile
resistent gegenliber einer Vielzahl von Akarizid-Praparaten.

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein zentraler Bestandteil der korpereigenen antiviralen
Immunabwehr der Honigbiene. Als Folge einer Infektion mit RNA-Viren bilden infizierte
Zellen wahrend der Vervielfaltigung der Viren kurze RNA-Molekiile (siRNA, small interfering
RNA), die zur Erkennung und Zerstorung der fremden RNA dienen. Diese RNAI-
Immunabwehr kann durch orale Gabe oder Injektion von Doppelstrang-RNA (dsRNA) in
Honigbienen induziert werden und wurde schon erfolgreich zur Hemmung der Vermehrung
von RNA-Viren, einschliellich des Fliigeldeformationsvirus, eingesetzt. Honigbienen geben
verabreichte dsRNA auch an ihre eukaryotischen Parasiten weiter, die dann in den
Schadlingen ebenfalls eine RNAi-Antwort auslost. So konnte mithilfe von dsRNA mit
komplementaren Sequenzen zu essentiellen parasitaren Genen die Vermehrung von
Varroamilben und des Einzellers Nosema apis gehemmt werden. Allerdings ist der Einsatz
von dsRNA zur Kontrolle von Bienenkrankheitserregern im Freiland nicht praktikabel, da
dsRNA sehr schnell abgebaut wird.

Damit sich Bienen besser vor Krankheitserregern schiitzen kénnen, haben jetzt Forscher
von der University of Texas in Austin (USA) das symbiontische Darmbakterium Snodgrassella
alvi genetisch manipuliert, so dass es kontinuierlich pathogen-spezifische dsRNA produziert.
Um zu Uberpriifen, ob die gentechnisch-veranderten S. alvi-Bakterien sich im Darm von
Bienen ansiedeln kdnnen, wurden frisch geschliipfte Arbeiterinnen mit S. alvi-Bakterien



inokuliert, die das griin fluoreszierende Protein (GFP) als Indikator exprimieren. Die
gentechnisch-verdnderten S. alvi-Zellen blieben bis zum Ende des Experiments (15 Tage)
lebensfahig und siedelten sich entlang der Darmwand an, wo normalerweise der Symbiont
zu finden ist. AnschlieRend wurde untersucht, ob die gentechnisch veranderten Symbionten
dsRNA in situ bereitstellen kdnnen. Dazu wurden Bienen mit S. alvi-Zellen geimpft, die
dsRNA mit einem Gensequenzabschnitt des GFPs exprimieren. Die GFP-RNA konnte im
Darm, Kopf und in der Himolymphe der Bienen, die die gentechnisch-veranderten
Symbionten beherbergten, nachgewiesen werden. Das Vorkommen der GFP-RNA im Kopf
und in der Himolymphe zeigte, dass dsRNA Uberallhin im Korper der Bienen transportiert
wird. Zudem wurde in Bienen mit den gentechnisch veranderten S. alvi-Bakterien eine
Aktivierung der Gene fiir die RNAi-Immunabwehr festgestellt.

Als nachstes wurde getestet, ob von Symbionten produzierte dsRNA Bienen gegen Viren
und Parasiten schiitzen kann. Dafiir wurden gentechnisch-veranderten S. alvi-Bakterien
hergestellt, die dsRNA gegen Gensequenzen des Fligeldeformationsvirus produzieren. Die
Bienen wurden mit diesen und sieben Tage spater mit dem Fliigeldeformationsvirus
infiziert. Zehn Tage nach der Infektion tberlebten 36,5% mehr Bienen mit den dsRNA
produzierenden Symbionten als Kontroll-Bienen. Ferner wurden S. alvi-Zellen erzeugt, die
dsRNA gegen Sequenzen essentieller Gene der Varroamilbe produzieren. Abermals wurde
die Bienen zuerst mit den gentechnisch-veranderten Bakterien geimpft und flinf Tage spater
mit Varroamilben verseucht. Die Sterblichkeit von Milben, die an Bienen mit diesen
Symbionten parasitierten, war deutlich erhéht. So wurden am zehnten Tag des Versuches
70% weniger Milben an Bienen mit dsRNA produzierenden Symbionten gefunden als an
Kontroll-Bienen. Dieses Ergebnis zeigt, dass Varroamilben, die sich von der Himolymphe der
Bienen erndhren, dsRNA beim Blutsaugen aufnehmen. Die aufgenommene dsRNA 16st
schlieBlich eine RNAi Antwort in den Milben aus, die zum Tod der Parasiten fiihrt.

Ob sich die gentechnisch-verdanderten Symbionten auch (ber ganze Bienenvodlker
ausbreiten kdnnen, miissen weitere Versuche unter Freilandbedingungen zeigen. Denn
bislang wurden individuelle Bienen oral mit den manipulierten Bakterien unter
Laborbedingungen inokuliert. Die Ausbreitung der genmanipulierten Symbionten innerhalb
ganzer Bienenvolker sollte aber prinzipiell moglich sein, denn die natirliche Verbreitung von
S. alvi und anderen symbiontischen Darmbakterien geschieht durch soziale Kontakte der
Bienen im Stock. Zudem konnte in der Studie gezeigt werden, dass gentechnisch veranderte
S. alvi-Stamme zwischen zusammenlebenden Bienen lGbertragen werden.

Sollte sich der Einsatz von gentechnisch-veranderten Symbionten zur Bekdmpfung von
Bienenkrankheitserregern als erfolgversprechend zeigen, konnte im Idealfall eine
Einmalbehandlung ausreichen, um ein Bienenvolk vor der Varroamilbe und dem
Fligeldeformationsvirus zu schiitzen. Darliber hinaus kdnnten beide Seuchen gleichzeitig
mit Symbionten-vermittelter RNAi bekampft werden, was zu synergistischen
pharmakologischen Effekten bei Bienen fiihren kénnte, denn die Varroamilbe ist Ubertrager
des Fliigeldeformationsvirus. Bevor man jedoch das Risiko eingehen kann, genmanipulierte



S. alvi-Stamme ins Freiland zu entlassen, muss sichergestellt sein, dass diese gentechnisch-
veranderten Organismen nicht auf andere Insekten ibertragen werden.
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