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Toepassingen van moleculaire technieken bij 

entomologisch onderzoek, waaraan ? 

     Waarom 

 Bollenmijten/Stromijten schade aan gewas/overdracht virussen 

 Bamboemijten  schade aan gewas 

 Bladluizen                    overdracht virussen 

 Perenbladvlooien  overdracht fytoplasma’s 

 Cicaden   overdracht fytoplasma’s 

 

 Roofmijten   predator, biologische gewasbescherming 

 



Toepassingen van moleculaire technieken bij 

entomologisch onderzoek, waarom ? 

 Soortherkenning is vaak lastig: kennis van taxonomen is altijd nodig. 
 

 Voor morfologische identificatie moeten vaak mannelijke en vrouwelijke 
exemplaren gebruikt worden. 
 

 Identificeren op larven en eitjes is niet mogelijk. 
 

 Ondersteunen de taxonomie en fylogenetische analyses. 
 

 Snelle toetsen voor diagnostische doeleinden. 
 

 (Bestuderen van epidemiologie) 



Toepassingen van moleculaire technieken bij 

entomologisch onderzoek, hoe ? 

 Bepalen de genetische gegevens van beschikbare soorten (goed 
morfologisch gedetermineerd). DNA isoleren, PCR met generieke primers- 
targetgen (COI, COII, COIII, NADH, ITS, 16S…), sequencen. 

 

 Bestuderen de genetische verschillen tussen de soorten. BLAST search 
(vergelijken met sequenties in de Genbank), alignment sequenties, 
fylogenetische boom. 

 

 Ontwikkelen detectie primers voor verschillende soorten gebaseerd op de 
verschillen in de sequenties. Toepassen op DNA van eitjes en larven. Q-
PCR (Kwantitatieve PCR)  



Phytoseiidae, morfologie 

 Swirskii, Montdorensis, Limonicus, Fallacis, Californicus, Andersoni 



Phytoseiidae, taxonomie (1) GenBank 

 Amblyseiinae  
 Amblyseius  

• Amblyseius alpinus  
• Amblyseius andersoni  
• Amblyseius eharai  
• Amblyseius orientalis  
• Amblyseius tsugawai  
• Amblyseius sp. APGD-2010 

 Euseius  
• Euseius concordis  
• Euseius finlandicus  
• Euseius nicholsi  
• Euseius ovalis  
• Euseius stipulatus  

 Iphiseius  
• Iphiseius degenerans 

 Kampimodromus  
• Kampimodromus aberrans  
• Kampimodromus corylosus  

 

• Kampimodromus ericinus  
• Kampimodromus hmiminai  
• Kampimodromus langei 

 Neoseiulus  
• Neoseiulus barkeri  
• Neoseiulus californicus  
• Neoseiulus cucumeris  
• Neoseiulus fallacis  
• Neoseiulus reductus  
• Neoseiulus womersleyi 

 Phytoseiulus  
• Phytoseiulus fragariae  
• Phytoseiulus longipes  
• Phytoseiulus macropilis  
• Phytoseiulus persimilis 

 Typhlodromalus  
• Typhlodromalus deleoni  
• Typhlodromalus limonicus 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=425251&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=99210&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=588079&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=714357&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=911334&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=911335&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=702693&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=704000&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=704000&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=704000&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=84383&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=84384&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=111580&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=702746&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=588080&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=645129&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=193552&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=193553&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=425255&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=425259&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=425259&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=425259&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=425260&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=425261&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=425262&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=425263&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=84381&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=573039&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=84382&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=193551&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=84385&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=756255&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=322050&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=44413&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=645004&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=645126&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=645005&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=44414&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=814854&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=689472&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=814874&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock


Phytoseiidae, taxonomie (2) GenBank 

 Typhlodrominae  

 Metaseiulus  

• Metaseiulus occidentalis  

 Neoseiulella  

• Neoseiulella aceri  

• Neoseiulella litoralis  

• Neoseiulella tiliarum 

 Typhlodromus  

• Typhlodromus pyri 

 Typhlodromips  

 Typhlodromips montdorensis  

 Typhlodromips swirskii 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=425253&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=34637&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=34638&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=891385&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=891386&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=891388&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=891390&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=84386&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=84387&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=756256&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=756257&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=759916&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock


Phytoseiidae,  
Identificatie & karakterisatie & detectie 

 DNA isolatie uit roofmijten (1-5 individuelen) 

 Karakterisatie van het ITS-gebied met algemene primers en sequentie 
analyse (BLASTn search) 

 Ontwerp van specifieke PCR- toetsen voor detectie van verschillende 
soorten 

 



PCR, Polymerase Chain Reaction 

 



Gelektroforese 

 



Identificatie (1) 
PCR resultaten met roofmijt-algemene primers 

 3:    Amblyseius andersoni 
 11:  Neoseiulus californicus 
 21:  Neoseiulus fallacis 
 48 en 50: Amblyseius andersoni ? 
 M: 100bp ladder; N. cucumeris en A. swirskii enz. later geanalyseerd 



Identificatie (2) 
Sequentie bepaling, BLAST search analyse 



Identificatie (3) 
Identificatie van isolaat nr. 11 en 21 via sequentie analyse 

isolaat nr. 11 isolaat nr. 21 

N. californicus >99% 97% 

N. fallacis 96% >99% 

N. cucumersis 87% 87% 

Iphiseius degenerans  85% 86% 

Euseius finlandicus  85% 85% 

Phytoseiulus persimilis  85% 85% 

Euseius concordis  82% 82% 



Identificatie (4) 
Identificatie van isolaat nr. 11:  N. californicus 



Identificatie (5) 
Identificatie van isolaat nr. 3 (48,50) en SW via sequentie analyse 

isolaat nr. 3, (48,50) isolaat SW 

N. californicus 91% 87% 

N. fallacis 90% 87% 

N. cucumersis 89% 87% 

Iphiseius degenerans  88% 85% 

Euseius finlandicus  88% 85% 

Phytoseiulus persimilis  86% 84% 

Euseius concordis  84% 82% 

 Sequenties van 3 ( A. andersoni )  en 48 en 50 zijn identiek 

 SW: A. swirskii  



Karakterisatie (1), ITS sequentie bepaling 
 
 
 

 Amblyseius alpinus  
 Amblyseius andersoni 
 Euseius ovalis  
 Neoseiulus barkeri  
 Neoseiulus reductus  
 Typhlodromalus limonicus 
 Typhlodromips montdorensis  
 Typhlodromips swirskii 

 
 
 

 



Karakterisatie (2), verwantschapsanalyse 



Detectie (1) 
Sequenties alignment, specifieke primers ontwerpen 



Detectie (2) 
Detectieprimers voor A. andersoni en A. swirskii 

 1, 2, 3 : A. andersoni 

 4, 5, 6 : N. californicus, N. fallacis, N. cucumeris 

 7: A. swirskii , 8: Water (Neg.C), M: 100bp ladder.  



De mogelijkheden 

 Ontwikkelen van specifieke primers voor andere soorten en 
toepassen bij verschillende experimenten. 

 (Nieuwe) soorten karakteriseren via andere technieken (RAPD) 
of sequenties van andere genen analyseren (i.v.m isolaten 
karakterisatie). 

 Ontwikkelen van kwantitatieve PCR (Real-time PCR) i.v.m 
kwaliteit controle (verontreinigingen).  

 



Kwantitatieve PCR (Real-time PCR) (1) 

Principe 

 

 



Kwantitatieve PCR (Real-time PCR) (2)  

Voorbeeld 1 



Kwantitatieve PCR (Real-time PCR) (3) 

Voorbeeld 2 

 

Toepassing voor kwantificeren van mijten ? 



Vragen? 



Bollenmijten/Stromijten,  

  

 Bollenmijten 
 Rhizoglyphus echinopus, Tulpen 
 Rhizoglyphus robini,  Lelie 
 Rhizoglyphus spp. Narcis/ Arisaema  

 Stromijten 
 Tyrophagus spp., T. putrescentiae…? 
 (T. longior,)  
 (T. neisewanderi,) 

 Tulpengalmijt                      
 Aceria tulipae  
 Aceria tosichella (wheat curl mite) 

 

 Toetsontwikkeling voor specifiek detectie 

  



Rhizoglyphus spp. 



Tyrophagus spp. 



Bamboemijten,   

 Stigmaeopsis celarius (BM1) 

 Stigmaeopsis nanjingensis (BM2) 

 

 Schizotetranychus bambusae 

 Schizotetranychus approximatus 

 


