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Neue Strategien im praxisnahen Pflanzenschutz —
Molekulare und visuelle online-ldentifikation potentieller Tospovirusvektoren®
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Abstract: New strategies for plant protection services — molecular and visual online-identification
of potential Tospovirus vectors.

A new multivariate Lucid-Key “Pest thrips of the world” is available. The CD-ROM includes a vis-
ual and molecular online-identification system based on restriction fragment length polymorphism
of the ITS1 and ITS2 region. A further addition is an information database of pest thrips. The visual
system is programmed with LuclD 2.1 developer kit. The online-identification is based on a php-
database, which contains DNA-products and fragment lengths after the use of 4 primer pairs and 5
restriction enzymes.
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Die Ordnung der Thysanoptera, die auch als BlasenfuRe oder Fransenfligler bekannt sind, zahlen zu den
bedeutendsten Virusiibertrdgern im Gemise- und Zierpflanzenbau. Die Erforschung ihrer taxonomischen
Stellung, ihrer anatomischen und histologischen Strukturen, ihrer Entwicklung, sowie ihrer genetischen und
molekularen Besonderheiten sind &uferst wichtig. Bei den Thysanoptera sind allein aufgrund des weltweiten
Pflanzentransfers die Angaben von Artenzahlen fir einzelne Lander reine Momentaufnahmen. So gelang es
Frankliniella occidentalis sich innerhalb von 2 Jahrzehnten flachendeckend in Europa auszubreiten (KIRK &
TERRY 2003). Eine schnelle und optimale Anpassung von Identifikationsméglichkeiten wird somit immer
wichtiger, da lokale Bestimmungshilfen nicht mehr ausreichend sind. Die bislang praktizierte Nutzung des
»Senior Expert Services (SES)“ ist biologisch terminiert und sollte durch zukunftsorientierte Projekte abgesi-
chert werden. 2005 war es noch mdglich auf dieser Basis Ceratothripoides claratris (SES: RICHARD ZUR
STRASSEN) zu identifizieren und diese Art als neuen Vektor zu erkennen (PREMACHANDRA et al. 2005). Ob
diese Erkenntnis in einigen Jahren noch schnell und exakt gewonnen werden kann, wird von heutigen Ent-
scheidungstragern zu verantworten sein.

Material und Methoden

Da die Abschnitte 18S, 5,8S und 28S der ribosomalen DNA konserviert sind, konnten geeignete Primer-
paare (01/18J fir ITS1-Region; P1/28Z fir ITS2-Region; 18SMP/28SMP und CS249/CS250 fiur ITS1 und
ITS2) gefunden und die entsprechenden ITS-Regionen amplifiziert werden. Fur die Restriktionsanalysen
erwiesen sich die Restriktionsenzyme Rsal, Haelll, Mspl, Hinfl und Alul als besonders geeignet (Methoden
siehe: MoRiTz et al. 2000, 2002, 2004). Mit Hilfe eines entwickelten Wartungstools fiir die Datenmatrix
wurde eine php-Datenbank erstellt, die zur online-Analyse dient. Gleichzeitig ermdglicht das Wartungstool
die kontinuierliche Eingabe weiterer Arten, Primerpaare und Restriktionsenzyme.

! Die Entwicklung der CD ROM wurde finanziell gefordert vom BMVEL, CSIRO Canberra, Bayer
CropScience Monheim und der Johanna und Fritz Buch Stiftung Hamburg.
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Ergebnisse und Diskussion

Die produzierten Informations- und lIdentifikationssysteme dienen hauptsachlich der Bestimmung von
Schadthripsen einschlieBlich der Tospovirusvektoren. Der hohe Informationsgehalt der benutzten mikrosko-
pischen Abbildungen konnte durch die Nutzung des Softwarepakets Automontage (Syncroscopy, Cambridge)
erreicht werden, da dieses Programm die Montage mehrerer Fokussionsebenen erlaubt (Abb. 1). Das visuelle
Identifikationsprogramm gestattet die Nutzung einer Expertenroute, die eine schnelle und zielgerichtete De-
termination erlaubt. Hochauflésende, farbige Originalgrafiken erlauben eine sichere Auswahl des zutreffen-
den Merkmals, wodurch Schritt fir Schritt die noch mdglichen Arten eingeschrankt werden. Neben den ver-
schiedenen Auspragungen eines Merkmals lassen sich natiirlich auch die trennenden, unterschiedlichen
Merkmalszustande nebeneinander auf dem Screen darstellen. Durch die Nutzung weiterer Programmfeatures,
wie ,,Bingo®, ,,Sets* oder ,,Expert Routes* lassen sich die Identifikationsstrategien optimieren. Nach dem
Erreichen des Speziesnamens lassen sich Informationen zur Biologie, zur Verbreitung, sowie zu umfangrei-
chen Merkmalsauspragungen und zu verwandten Arten abrufen. Eine schematische Darstellung des Thrips-
Habitus erlaubt durch Markieren des Korperteils in der Skizze die Darstellung der originalen Aufnahmen der
gewahlten Regionen. Gleichzeitig ist aus diesem Screen ein direkter Wechsel in den molekularen Key und
wieder zuriick moglich (Abb.2). Ebenfalls lassen sich ahnliche Arten graduiert nach der Ubereinstimmung
abrufen. Mit Hilfe der aktuellen CDROM ist eine online-ldentifikation durch Anwahl unseres Servers
(http://moritz.zoologie.uni-halle.de) mdglich (Passwort notwendig).
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Abb. 1: Lucid Player-Screen, im Expertenmodus erfolgt die Abfrage nach der Chaetotaxis der Vertexregion.
Die Abbildung zeigt verschiedene Auspragungen des Merkmals ,,Ocellar setae | present™.

Unter Verwendung der in MoRITZz (2004) beschriebenen Vorschriften zur Ermittlung des DNA-Produktes
und der FragmentgrdRen bei Einsatz der angegebenen Restriktionsenzyme kénnen dann, die in Tab. 1 als
Beispiel zusammengefassten Werte online eingegeben werden (Abb. 3). Nach Bestatigung erfolgt die Ausga-
be der zutreffenden Art Frankliniella occidentalis.

282



MITT. DTSCH. GES. ALLG. ANGEW. ENT. 15 GIESSEN 2006

ITS1-Region Primerpaar 01/18) | PCR-Produkt rDNA Fragmente (Rsal)
Frankliniella occidentalis 1547 228,244,353,433

Tab. 1: Resultate aus der ITS-RFLP-Analyse fir die online-Eingabe zur Ermittlung der Schaderregerart.

Neben der visuellen Bestimmung hat die Anwendung molekularer Methoden den Vorteil bis in das Eista-
dium hinein, zumindest nach der Katatrepsis zu funktionieren, da zu dieser Zeit bereits gentigend Zellen
mitotisch entstanden sind und die kritische Menge an DNA fiir dieses Verfahren Uberschritten worden ist.
Aufgrund der spezifischen Primerpaare konnte auch gezeigt werden, dass pflanzliche DNA nicht stort und
somit Eier nicht frei, sondern mit Pflanzengewebe analysiert werden kdnnen. Zugleich hat man mit dem
visuellen Tool und den verschiedenen Primerpaaren und verschiedenen Restriktionsenzymen gentigend Kon-
trollvarianten zur Evaluation des Ergebnisses. Die vorliegende CDROM ist als Ergdnzung der VVorgangerver-
sion ,,Pest thrips of the world* (MoRITz 2001) zu verstehen, und baut bereits auf MSDOS produzierten Iden-
tifikations- und Informationssystemen auf (MoRITz & MoUND 1995). Die Nutzung des visuellen Keys erfolgt
mit Hilfe der eingelegten LuclD-CDROM, wahrend der molekulare Key durch Zugriff der Software auf eine
online-Datenbank mdglich ist. Eine weitere wichtige Ergénzung ist die Mdglichkeit das gesamte Programm
in englischer, deutscher oder spanischer Sprache installieren zu kénnen (siehe CBIT: http://lucidcentral.com
oder http://thrips.net). Die Weiterentwicklung des visuellen und molekularen Keys wird kontinuierlich
durchgefhrt, da im Sinne von SMITH (2004) und CRANSTON (2005): ,,As taxonomists we ignore the ability of
computers at our peril: continuing to present such taxonomic information in a non-digital form is a luxury no
longer tolerable™), diese Variante den Konflikt zwischen klassischer Taxonomie und molekularen Fortschritt
meistern wird.

Frankiiniella occidentalis (Pergande, 1895)
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Abb. 2: Lucid Player-Screen, nach Ermittlung der Art kann in der linken Habitusskizze eines Thripses eine
Region mit dem Cursor ausgesucht werden, die dann im rechten Bild als Originalaufnahme gezeigt
wird. Ein Klick auf das Mikrotube-Symbol erlaubt den Wechsel zu den ITS-RFLP Gel-Mustern.
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Please type in the "primer" pair and the "restriction enzyme" that you have used.

Please type in the "length of your PCR-product” and the "fragments"” you get with the
chosen restriction enzyme. (Please separate fragment values by comma: 123, 456,
789)

Primer: 01 - 18] v

Restriction enzyme: |[RSA_I v

Length of PCR-
product: I1547 I

fragments: |228,244,353,433 |

error tolerance: | 10%o v

I start query I

=l
Abb. 3: Ausgefiilltes Eingabefeld (vgl. Tab.1), wie man es nach der Eingabe der Serveradresse erreicht.
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