Workshop im Rahmen der 63. Pflanzenschutztagung in Géttingen 2023:
Bestimmung von nicht-heimischen Kafern an Importholzproben
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PHID-Coleo II:
Bestimmung von nicht-heimischen Kafern an Importholzproben

Zielsetzung :
« wichtige Arten im Bereich der Pflanzengesundheit erkennen

» Hilfestellung zur selbststandigen Diagnose

Inhalt der Schulung :

* Nutzung von Bestimmungsschltsseln bzw. vereinfachten Bestimmungshilfen
» Mikroskopie von Demo-Material

» Vergleich von Holzproben mit Schadbildern

« Hinweise zu molekularen Analysen von Insektenproben

Fotos: O. Zimmermann, LTZ
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PHID-Coleo II:
Bestimmung von nicht-heimischen Kafern an Importholzproben

Kurze Vorstellung des BMEL-Projektes PHID-Coleo
Dr. Olaf Zimmermann, LTZ Augustenberg

Die Importholzproblematik und die wichtigsten Kaferfamilien am Holz
Dr. Olaf Zimmermann, LTZ

Praktischer Teil mit Bestimmungsubungen - Insektenpraparaten und Holz.
Bjorn Lutsch & Dr. Olaf Zimmermann, LTZ Augustenberg

Molekularbiologische Analysen von Insekten - Probenqualitat und Probenlagerung.
Iris Haussermann, Universitat Hohenheim
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Molekularbiologische Analysen von Insekten -
Probenqualitat und Probenlagerung

Iris Haussermann, Universitat Hohenheim
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Molekularbiologie in der Pflanzengesundheit

Pravention — Haufigkeit und Anzahl der Individuen
— Ursprungspopulationen

LoE1liliFA[STVale]d — Schnelle Identifizierung der Art
Monitoring

— Entwicklung neuer Anwendungen (z.B. eDNA, innerartliche
Unterschiede, nicht-invasive Probennahme, etc.)

LA —  Evaluierung der Eindammungs- und TilgungsmaflRnahmen
Einddmmung
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Molekularbiologische Methoden

o=l | — DNA-Marker zur ldentifizierung/Charakterisierung mittels
Methoden PCR (z.B. COI-Barcoding) oder qPCR
— LAMP (=‘loop-mediated isothermal amplification’)

o=l -8 | — Sanger Sequenzierung von PCR Produkten

SRl | — Amplikon Sequenzierung mittels lllumina-Sequenzierung
(z.B. beim Metabarcoding)

— Genomsequenzierung (WGS= ‘whole genome sequencing’)

— Partielle Genomsequenzierung (GBS='Genotype-by-sequencing’,
RADseq='restriction site associated sequencing’)

— Transkriptomsequenzierung (RNAseq)

— Illumina, PacBio, Nanopore

Sequenzierung

vZunehmender Informationsgehalt
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Anforderungen an Probenqualitat und Lagerung

PCR-basierte Lagerung getrocknet bei Raumtemperatur

Methoden - PCR limitiert moglich fur kurze Zeit
- Stark limitierte Lagerdauer, DNA degradiert

Lagerung fixiert in Ethanol bei Raumtemperatur

BEAREECUCE (| - PCR (v.a. mtDNA) méglich
SEONErACle] (| - | imitierte Lagerdauer (Monate), DNA degradiert

Lagerung bei -20°C (schockgefroren)
- PCR und Sequenzierung mit HMW (=‘high molecular weight’) DNA

Sequenzierung
- Langere Lagerung (>10 Jahre)

Lagerung bei -80°C (schockgefroren)
Sequenzierungen mit (U)HMW (=‘(ultra) high molecular weight)

DNA und RNA maoglich
- Langere Lagerung (Jahrzehnte)

v Steigende Anforderung
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Anforderungen an Probenqualitat und Lagerung
: : M 1 2 345 M1 2 3 45

PCR-basierte 3000 bp | Lagerung
Methoden 1200bp W ~ getrocknet
500 bp bei RT
300 bp - |
100 bp == - '
PCR-basierte
hochmolekulare DNA degradierte DNA

Sequenzierung

Lagerung fixiert in |
Ethanol bei /'\
Raumtemperatur IR\
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Lagerung bei -20°C
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Methodendurchflihrung und Auswertung

PCR-basierte
Methoden

PCR-basierte
Sequenzierung

Sequenzierung

Nachweis von Aromia bungii aus
Frald mit LAMP (Rizzo et al. 2021)
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Nachweis von Anoplophora

700 bp—B-ccccsccssas glabripennis mit COI-Barcoding
(Primer aus Folmer et al. 1994)

Steigende Anforderung (und Kosten)

vZunehmender Output und Verwertbarkeit der Daten
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Methodendurchflihrung und Auswertung

20 ) m
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Sequenzierung el

sehr gute Qualitat

Sanger-Seq

sehr schlechte Qualitat
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vZunehmender Output und Verwertbarkeit der Daten
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Rapide Methodenentwicklung

- Einfach, schnell, ginstig
- Leichte Auswertung

Instruments for Sanger

Sequencing and Fragment
Analysis by Capillar ' ’
Electyrophoyresisp : i | Focused power on the

MiSeq System

Hlumina

Klrzere Sequenzen

- Anwendungsmaglichkeiten

Pacbio o= i [ | - Zukunftsmarkt

Nanopore DNA sequencing devices

MiniC sequencing on GridiON and PromethiON. MinlON Starter Packs are available from just $1,000 providing low-cost access
|
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INTRODUCTION TO PACBIO SEQUENCING SYSTEMS

Nanopore

Lange Sequenzen
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