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© Hinweise zur Pflanzengesundheit, LTZ (2016) und v.Wuthenau, LTZ (2013)

AP 3: Netzwerkbildung, o Gefordert durch:
Internet-Datenbank, ogccanieer ) | i cemtnistecun

i i XYY und Landwirtschaft
Kommunikation

A UNIVERSITAT
y aufgrund eines Beschlusses
H OHENHEIM &

des Deutschen Bundestages

AP = Arbeitspaket ALB = Asiatischer Laubholzbockkéfer



SILITITE,
Rt
=

L:llll iy HOHENHEIM

Der Asiatische Laubholzbockkafer (ALB)
als Paradebeispiel

Natirliche Verbreitung: China, Korea

Wirtspflanzen: u.a. Ahorn, Rosskastanie, Weide, Pappel, Birke und
Ulme

Mit Verpackungsholz mehrfach nach Europa eingeschleppt
ALB-Befall in Deutschland erstmals 2004

Larven schadigen durch FraR die physische Stabilitat von Asten und
schranken den Saftfluss ein

Eiablagestellen und Ausbohrlécher sind Eintrittspforten fur Faulepilze
Von der EU als Quarantaneschadorganismus eingestuft

TilgungsmalRnahmen: Baumféllungen und Verbrennung, Monitoring,
Einrichtung von Quarantdnezonen Anoplophora glabripennis
(Motschulsky, 1853)
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Weitere Beispiele fiir temporar oder dauerhaft eingebiirgerte
Bockkaferarten in Europa...

Phoracantha recurva
Phoracantha semipunctata
Callidiellum rufipenne
Acrocinus longimanus
Saperda candida
Neandra brunnea
Xylotrechus chinensis
Phryneta leprosa

... und viele mehr
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> 90% der
eingeschleppten
Organismen sind Insekten

ca. 80% phytophage u. A.
Fruchtfliegen, Mottenschildlause,
Blattminierer, Thrips...

ca. 15% xylophage Insekten

Arten abgefangener Sendungen mit Schadorganismen aus Nicht-EU-L&ndern

Ware 2012 2013 2014
Pflanzmaterial 156 103 106 74 112
Saat. 19 18 18 25 17
iFruchte und Gemiise 1538 1781 1802 1544 1212:
Schnittblumen 252 235 179 144 169
Holz, Rinde 24 32 45

213 240 236

Daten extrahiert aus EUROPHYT (2018)

Nach Schatzungen der US-Landwirtschaftsbehtérde (USDA 2003) stehen etwa 70% der im internationalen
Handel transportierten Waren mit Holzverpackungsmaterial in Verbindung (HAACK et al. 2014).
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... lediglich 50% der eigeschleppten Organismen
werden auf Artniveau bestimmt.

Beispiel Bockkafer — Anzahl der Beanstandungen mit Bockkéferfunden an Verpackungsholz
bei Inspektionen in der Europaischen Union zwischen 1998 und 2013
(n =306)

Monochamus unbekannte
(gesamt 19 %) Cerambycidae
(41%)

Apriona, Batocera
(gesamt 10%)

Anoplophora
(gesamt 26%)

verandert nach Eyre & Haack (2017)
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Laut Meurisse et al. (2019) werden Kafer gegeniber anderen
Insektengruppen deutlich haufiger mit Holz verschleppt.

Speziell im Verpackungsholz-Bereich zahlen Bohr- und Splintholzkafer sowie
Bockké&fer zu den wichtigsten Kafergruppen (Eyre et al. 2018).
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BOSTRICHIDAE
(Bohr-und Splintholzkafer)

> 600 beschriebene Arten
~ 100 Gattungen

8 Unterfamilien

amylophil
uberwiegend xylophag (polyphag)
xerophil
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BOSTRICHIDAE
(Bohr-und Splintholzkafer)

vereinfachte Bestimmungshilfen b
zu ausgewahlten Unterfamilien — i |

Kopf nach unten geneigt
(von oben nicht sichtbar);
Kérper zylindrisch.

Kopf vorgestreckt {von oben sichtbar);
Kérper langlich gestreckt.

I—I

- kostenfreie
Bestimmungshilfe
gedruckt und als pdf

Wangen hinter den Augen deutlich
erkennbar; Korperlange 2 10 mm.
POLYCAONINAE

Wangen hinter den Augen nicht

- geeignet als Arbeitsgrundlage
fur SOPs im Rahmen der it sl
Akkreditierung der Diagnose | . |

Halsschild vorn nicht kugelig-rund,

Halsschild vorn kugelig-rund,
mit Raspelstruktur.

DINODERINAE Bostrichinae

2T mit Zihnchen, Haken, Kerben, Hornern.

Bostrichidae
(Larven)

des 8.

Atemoffnung des 8.
groRer als die Vorhergehenden.
LYCTINAE

Abdominalsegmente auf der
Oberseite mit zwei Falten.
DINODERINAE

Abdominalsegmente auf der

Oberseite mit drei oder vier Falten.

BOSTRICHINAE / POLYCAONINAE

11



CERAMBYCIDAE
(Bockkafer)

ca. 25.000 beschriebene Arten
ca. 4.000 Gattungen

8 Unterfamilien

xylophag, phytophag

monophag, polyphag

ANORY £ &
oft nur in bestimmten Pflanzenbereichen ) 1\%‘”{“‘ ? WL
(Wurzel, Stammbereich, Aste oder Zweige) UL LR A

Larven: in Rinde, zwischen Rinde und Splint, im Holz

Zustand des Substrats spielt eine Rolle
(Nahrstoffgehalt, Feuchtigkeit, Temperatur)
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CERAMBYCIDAE
(Bockkafer)

vereinfachte Bestimmungshilfen
zu ausgewahlten Unterfamilien —

- kostenfreie
Bestimmungshilfe
gedruckt und als pdf

- geeignet als Arbeitsgrundlage
fur SOPs im Rahmen der
Akkreditierung der Diagnose

Bockkafer
(Kéfer)

~
b 4 3 s
PaAANDRAL o
Bockkifer
(Larven)
e
’
Y&’
:

NECYDALIAE

nnnnnnnnnnn
e viliedrie
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Molekulare \\\
Referenzbildung )

Literatur- Referenz-
recherche sammlung

Fotografische
Dokumentation

Datenbank

Bestimmungshilfen
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Literatur

- Gegenbestimmung

- ldentifikation von
Bestimmungsmerkmalen

- Angaben tber Wirtspflanzen und
Verbreitung

- als Referenzbibliothek flr die
Pflanzenschutzdienste

World Catalogue
of Bostrichidae
(Coleoptera)

Jerzy Borowski

Piotr Wegr

16



Fotodokumentation

Panasonic Lumix G81

Olympus M.Zuiko Digital ED
60mm 1: 2.8 Macro

Raynox MSN-202
Makrovorsatzobjektiv

Haltevorrichtung

Fernausloser

/
4

d/;ow Bldget Losung
Ir die Fotao (umentation




Itz ) Lanzwitschaflizhes
) Trckaalogicrentrum
Augustenbzrg

Fotodokumentation

18

—
Dinoderus ocella

Konvertierung aufgenommener Video-
Files (.avi) in Einzelframes (.jpg) und
anschlieRende Erstellung von
Schichtbildaufnahmen. -

Tiefster Punkt (,,scharf”)

Hochster Punkt (,scharf”)

Output
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Fotodokumentation

Apriona sp.
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© Merkblatt fiir die Praxis, WSL (2015)

Vi

Adulter Kafer

© Merkblatt firr die Praxis, WSL (2015)

22

Ca. 2 Jahre

[« ACHTUNG! -

Asiatischer Laubholzbockkéfer (ALB)

3 derAL st ein gefibriicher Quarantaneschiding

S der AL befallt viele Arten von Laubbiumen, 2.8. Ahorn, Pappel, Weide
>

Helfen Sie uns!

Tel.: 449 (0) 7621 4304402 oder -4403 | landwirtschaft @loerrach-landkreis de
@ Vielen Dank fir Ihre Unterstitzung! &

M ok

LORRACH

© Birgit Gessler, UHO (2018)
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Artbestimmung vs. Innerartliche Differenzierung

Morphologische Identifizierung

DNA Barcoding (Cytochomoxidase I, COl)

© Hinweise zur Pflanzengesundheit, LTZ (2016)

Beispiel: [ '||'W (AR Wi Anoplophora glabripennis
im0 NSRRI LSRN §WAyi] CO! Barcoding

MO MO RSB ROIMINE] Ly ctus brunneus LT T O ||\| Individuum 1

-m 0 OO Y SR O wuu COI Barcoding i VH

Ll ‘”l IVSmmER 1 0 Q0 10 O i Anoplophora glabripennis

HIIMHH N0 N R MU Sinoxylon anale H IR0 D000 AR USADERNIRN WO D BRI CO! Barcoding

“”‘”‘””‘“ 10010 AT 0 Hjﬂ COI Barcoding \ R T Y T T mn individuum 2

|| mum I (O e it e

GrofRere Unterschiede/Polymorphismen Kleinere innerartliche Unterschiede von Populationen

Zuordnung der Art »Zuordnung der Herkunft
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Globale Ausbreitung von Anoplophora glabripennis

Der ALB wurde wahrscheinlich mehrfach Gber den globalen Handel mit China und Korea in Nord-Amerika
und Europa eingeschleppt. Die Verbreitungswege und sekundéaren Verschleppungen sind bisher ungeklart.

einheimisch / nativ:

— Ost-Asien (v.a. China, Korea)
Eingeschleppt und invasiv:

— in Nord-Amerika seit 1996

— in Europa seit 2001
— in Deutschland seit 2004

Modifiziert nach © ANOLGL, EPPO Database (2018), England: ALB getilgt seit 2019

» Aufklarung durch Identifizierung der innerartlichen Unterschiede und Populationsstrukturen

1. Mitochondriale Marker (Cytochromoxidase 1 und 2)
2. Genomische Marker/SNPs via Genotype-by-Sequencing (GBS)
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ALB Probenmaterial

. B CH-AG-BK

3 native @ CHFRMA

J @ CH-FRS-BR

Vergleichsproben @ CHZHWT

@ D-BW-HLD

B D-BW-WAR

B DEY-FK

@ D-BY-FKR
D-BY-KEH
D-BY-MI
D-BY-MU

@ D-BY-NEB
D-BY-NKI

@ D-BY-SB

@ D-ST-MB

B [-ANM-O
I-BGL-TE

@ |-CNP-CN
I-FMM-FM

@ I-MIL-CB

B -MIL-VI

B I-TOP-V

<» Germany (D)

A\ Italy (1)

X Switzerland (CH)

Invasive Gebiete 180 europaische ALB Proben, 22 Fundorte
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Versuchsuberblick

QAR »

Sanger-Sequenzierung genomische Marker/SNPs via
mitochondrialer Marker Genotype-by-Sequencing

— Cytochomoxidase | und Il — NextSeq 500
mitochondriales

Genom — COI-Barcoding — 2 x 150 bp paired-end

— Haplotypen-Analyse : — Bestimmung der genetischen Diversitat
— Vergleich mit BOLD- und NCBI- und der Populationsstrukturen
Datenbanken — Verwandtschaftsanalysen

\ — / Effizientere Bekdmpfungsstrategien
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Mitochondriale Marker

Datenlage: gut erforscht, etablierte Marker
Genetische Eigenschaften: konservierte Gene,
hohe Anzahl an Kopien, haploid (maternal)

ALB
mitochondriales
Genom

27
COIl-Barcoding
Molekulare Innerartliche
Artbestimmung Variationen

Barcoding: Artbestimmung mittels der DNA-
Sequenz eines Markergens.

Arthropoden: meist verwendet ~700 bp
grofRer Abschnitt der Cytochromoxidase | (COl)
mit Universal-Primern (Folmer et al. 1994)

Cytochromoxidase /1l

Innerartliche
Variationen

GrolRerer Abschnitt von COIl zusammen mit
Teilen einer weiteren Untereinheit (COII)
Ahnliche Marker haufig in ,Popsets“ von ALB in
NCBI vertreten

Aufdecken von mehr Variationen trotz der
konservierten Eigenschaften
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Genetische Variation
Cytochromoxidase /1l

98

B3FK.2(COI 1)  <fmm—

66FK.1(COIll) h
4HLD.3 (COl 1) h

9HLD.1 (COl 1)
39MBH.1 (COl 1)
24WAR.1(COl 1)
99 33NBB.1(COl 1)
50SB.1(COI )
20KA.1 (COIL 1)

98

78

M WGS ALB contig 12681 parti
85 ‘— B WGS ALB contig 1143 partial

— HE mtALB COIl I

—— 525B.3(COl )
— 9HLD.3 (COI II)
50SB.2(COl 1)

HLD
BW WAR
KA

FK
BY NBB
SB

—_
701 ST MBH

100
525B.1(COl 1)

39MBH.6 (COlI Il)
Weilam Rhein
Karlsruhe 33NBB.2(COl 1)
F:\:K\rcheﬂ 69 - 66FK.2 (COI ) h
HLD.8& (COl II) ‘h

Schénebach 4
Magdeburg Hafen SSL 83FK.3(COl Il h

Hildrizhausen

Baum nach Maximum Likelihood Methode,
T92 Modell, 500 bootstraps, farbige Pfeile
stehen fiur dieselben Individuen

28

Zwei Haplotyp-Gruppen fiar COIl/II
— Kopie ins nukleare Genom (Numts, Nuclear

mitochondrial sequence) am wahrscheinlichsten
— Potentielle Stérung des COI-Barcodings fur den ALB

Weitere Untersuchungen der Numts, verfolgen
unterschiedlicher evolutionarer Hintergriinde

» Testen ob COI-Barcoding bei ALB gestort ist

BLAST der mtALB-COI/ll Sequenz
gegen WGS contigs von ALB (2018)

BLAST mitochondrialer Sequenzen zum Aufsptiren
weiterer Numts im Referenzgenom von ALB
PCRs und Sanger-Sequenzierung von Numts

COl-Barcoding
PCRs und Sanger-Sequenzierung
Auf mehrfache Haplotypen/Individuum Uberprifen
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Untersuchung von
Numts bei ALB

Aasdiath o b adhits ™ d

374-ND2-COX1-2273-like(-)

... und viele mehr

tRNA-GIn
ND2
tRNA-lle
tRNA-Met
tRNA-Trp

tRNA-Cys

LCO-1480

ALBsc1709_Numt3 4 4
mtALB/COX1_ Fwd K
HCO-2198 cons I T T PN TR o Wyrprem
ALBsc158_Numti

coxi 905-ND2-COX1-2925-like

tRNA-Leu
o MIALB/COX2 Rev2

cox2

ALB Mo e e
. - Apbb — ATP8 -
mitochondriales

Genom 3555-COX2-ATP8-3856-like |
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Genotype-by-Sequencing (GBS)

»Efﬁzientes und kostenglinstiges genomweites Marker-Screening nach Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) durch simultane Hochdurchsatz-Sequenzierung und Genotypisierung

(+) sequence tag

Restriction site
/ NN 1
1) Samplel {' } :" } il ! h ! Sequencing Primar 1 8 1 Read 1

° p Barcode i

3 1

RE cut-site —3» Dy

Insert DNA
i L i "

-
Sample2 ;

+—+

reduzierte Reprasentation des Genoms,
Schneiden mit Restriktionsenzym Msl|

3) 2) ‘

[Il Variant Calling der Proben lllumina NextSeq 500

durch Mapping gegen das uEESSSSSNNEE Sequenzierung in hohem
Referenz-Genom von ALB Durchsatz

Modifiziert nach © Elshire et al @ cbsu.tc.cornell.edu
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Genetische Variation und Populationsstruktur von ALB

Genotype-by-Sequencing (GBS)

Bcl2fastq
BWA-MEM
Freebayes

Genotype-by-Sequencing (GBS)
LGC Genomics GmbH Sequenzierung und
Genotypisierung

1) &Probenvorbereitung mit Msl _ :
@éﬁp ~215bp Insert GroRe Populationsgenomische Analysen

Filtern und genetische Diversitat

. VCFtools
Populationsstruktur Bash Script

. europdischer ALB Plink
[llumina NextSeq 500

2 x 150 bp Individuelle Verwandschaftsanalyse

VCFtools

Verwandtschaften Bash Script
europaischer ALB Admixture

3) Mapping gegen ALB-
Referenzgenom und
Genotypisieru ng Veroffentlichung

Vergleich mit nativen ALB (Kooperation)

31
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Genomische Marker via GBS

3 Durchlaufe von GBS mit insgesamt 178 ALB-Proben
— davon 3 CN Vergleichsproben
— davon 2x Interne Kontrolle (D-BY-SB-15-047)

* nur Ortsname, mehrere Fundorte innerhalb maoglich

Filterkombination Anzahl Anzahl Anzahl
(,,1%miss*) SNPs/Marker Individuen | Fundorte*
ALB-Proben insgesamt 10 317 178

10-tausende genomische il 3= PR 9237 38

Marker zur Bestimmung 11 499 71

der innerartlichen

genetischen Diversitat

D-ST-MB 13 193 32
und der Bestimmung der -

Filter: Qualitat, Abdeckung, Allel-Frequenz und fehlende Daten (,miss®)
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Admixture Analyse - Verwandtschaft der ALB Funde in Europa

» Modell-basierte Berechnung individueller Verwandtschaften und die wahrscheinlichste Anzahl der
Subpopulationen (K) aus SNP-Datensatzen.

10 317 SNPs, 178 Individuen, 25 Fundorte, 12 wahrschelnllche Subpopulatlonen (K=12)

Ml

Sachen-Anhalt

Baden- H Bayern H
H (Magdeburg)

Warttemberg 3

Deutschland

— Geringe genetische Diversitdt innerhalb vieler Fundorte (Eounder-Effekt), teilweise auch

benachbarter/nahe gelegener Fundorte
Vielseitige Populationsstrukturen der invasiven europaischen Befallsgebiete und damit hdchst

wahrscheinlich auch eine komplexe Einschleppungs-Geschichte z.B. mehrfache Einschleppung
und sekundéare Verschleppung




FK-Riem-
12016 Kelheim-2016 Miesbach-2019 Murnau-2017 Neubiberg-2014

Feldkirchen-2013 Feldkirchen-2014

Deutschland-Bayern

In Orten wie Miesbach, Murnau, Neubiberg und Schénebach sind einzelne Einschleppungen (oder
Verschleppungen) auf Grund der eindeutigen verwandtschaftlichen Abgrenzung sehr wahrscheinlich
Mdogliche sekundéaren Verschleppungen (z.B. Neukirchen am Inn, oder Kelheim zu anderen
Fundorten) miussen geprift werden

Die ,vermischten” Gruppen zeigen hbéhere genetische Diversitat, was auf eine junge Einschleppung
zum Fund-Zeitpunkt hindeuten kénnte (Abgleich mit nativen Proben erforderlich)

Beispiel zur Anwendung in_der Praxis: 2019 konnte ein Einzelfund aus Pheromon-Fallen in
Schonebach (2018) eindeutig mit friiheren Funden (2015) verwandtschatftlich in Verbindung gebracht
werden, was eine Anpassung der Bekampfungsstrategie erforderlich machte.
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azn

0 LR RO AR A | ndlividuurn 1

[T \ZIIIIWIHIHZIIII]IIHZIHHHH[II]IIIIHIIHI WA Wi Anoplophora glabripennis
i oo oo ey oo e s i C©! Barcoding

Tf |W‘ || Schweiz ]
[ 243 China .]
(111N IIIIII[IW L TR TSI MimwE Anopllophora glabripennis

I

itmwmm o s o i CO! Barcoding
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— Hoch konservierte Region, daher eher — Sehr viele und je nach Filterkombinationen
wenige SNPs auch eher seltenere SNPs

— Gute Datenlage/Vergleichsmoglichkeiten mit — Bisher einzigartiq fur europaische ALB
weltweiten ALB Populationen

— Einfache Handhabung/schnelle Ergebnisse — Bisher hoher Aufwand und Knowhow nétig

— Geringe Aufldsung kann zu verfalschten — Sehr hohe Auflésung kann das Verstandnis
Darstellungen der Verbreitung fihren der Verbreitung nachhaltig verbessern und fir

effizientere Bekdmpfungsstrategien genutzt
werden
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AP 1: Morphologisch-
molekulare ldentifikation
von Verpackungsholzkafern

AP 3: Netzwerkbildung,
Internet-Datenbank,
Kommunikation

AP 2: Etablierung von
Methoden zur innerartlichen
Unterscheidung invasiver
Arten am Beispiel des ALB

© Hinweise zur Pflanzengesundheit, LTZ (2016) und v.Wuthenau, LTZ (2013)
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Datenbank am LTZ, online uilber www.isip.de
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\E v ‘ Merkmal4 1-db_LTZ\PHID-Coleo\BOSTRICHIDAE\Sinoxylon anale - cLTZ (Philipp-Martin Bauer) - Adult - (stack) -DB\4_declivity-01.jpg
- FASTA nsekten-db_LTZ\PHID-Coleo\BOSTRICHIDAE SEQUENZEN\Sinoxylon anale (PCR)\BOS-81-LTZ_Sinoxylon anale_COI-LH.fas
\E X FASTA 1sekten-db_LTZ\PHID-Coleo\BOSTRICHIDAE SEQUENZEN\Sinoxylon anale (PCR)\BOS-82-LTZ_COI-LH_Sinoxylon-anale.fas
- FASTA ologie\_Insekten-db_LTZ\PHID-Coleo\BOSTRICHIDAE SEQUENZEN\Sinoxylon anale (PCR)\L3_COI-LH_Sinoxylon-anale.fas
- db_LTZ\PHID-Coleo\BOSTRICHIDAE PUPPEN\Sinoxylon anale - LTZ (Philipp-Martin Bauer) - Pupa - (stack)\1_dorsal-01.jpg
= db_LTZ\PHID-Coleo\BOSTRICHIDAE PUPPEN\Sinoxylon anale - LTZ (Philipp-Martin Bauer) - Pupa - (stack)\2_lateral-01.jpg
dh_ 1 TAPHID-Caleo\BOSTRICHIDAE PUPPFN\Sinoxvion anale - 1 T7 (Philinn-Martin Rauer) - Puna - (stack)\? lateral-03.ine
| |oatensatz: 14 « 4von25 | » b » Suchen
jammelDatun + GPS - SammelArt - habitatl - habitat2 -  AnPflanze - plantcultid - Speciesid -

— > 2000 Bilder
— 260 Arten (420 Exemplare)
— 70 DNA-Sequenzen

1.jpg
2.jpg
1.jpg
2.jpg

- (stack)\2_lateral-04.jpg
(stack)\3_frontal-01.jpg
(stack)\3_frontal-02.jpg
(stack)\5_ventral-01.jpg
(stack)\5_ventral-02.jpg
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Ausblick: Beantragung von PHID-Coleo Il

Erweiterung der Thematik um holzschadigende Kaferfunde an
lebenden Gehdlzpflanzen-Importen in der Pflanzengesundheit

- Prachtkafer (Buprestidae)

- Borkenkafer (Scolytinae)

Digitale Bestimmung der Kafer mit Smartphone-Bilderkennung
Nutzung von Next Generation Sequencing (NGS)
Populationsgenetische Charakterisierung weiterer Bockkafer-Arten

Chinesischer Laubholzbock Anoplophora chinensis (wiederholte Einschleppung nach Europa)

Asiatischer Moschusbock Aromia bungii (in Bayern, Italien nicht ausrottbar an Pflaume, Pfirsich)
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Besuchen Sie unser Projekt !

PHID-Coleo Homepage

PHID @v Coleo
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Innovationstage 2020 - digital

Fir eine starke Landwirtschaft und sichere Ernihrung
20. und 21. Oktober auf www.innovationstage-digital.de

www.innovationstage-digital.de

www.ble.de/innovationen
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