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Maarten de Kock (epidemiologie virussen en fytoplasma’s)
Suzanne Lommen (entomologie)
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‘/lek en zeer’ door Insecten

Waarorm

= Bollenmijten/Stromijten schade aan gewas

= Bamboemijten schade aan gewas

= Bladluizen overdracht virussen

= Miten overdracht virussen

= Perenbladvlooien overdracht fytoplasma’s

= Cicaden overdracht fytoplasma’s

= Roofmijten predator, biologische gewasbescherming
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‘/lek en zeer’ door Insecten

= Bollenmijten/Stromijten )
= Bamboemijten _ | |
= Bladluizen Entomologische kennis nodig:
. e herkenning
= Miten . | * levenscyclus
= Perenbladvlooien e biologische en chemische vijanden
= Cicaden  betrokkenheid als vector

= Roofmijten
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Toepassingen van moleculaire technieken bj
entomologisch onderzoek, waarom?

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

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

= |dentificeren op larven en eitjes is niet mogelijk.
= Ondersteunen de taxonomie en fylogenetische analyses.
= Snelle toetsen voor diagnostische doeleinden.

= (Bestuderen van epidemiologie)
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Toepassingen van moleculaire technieken bj
entomologisch onderzoek, foe?

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

= Bestuderen de genetische verschillen tussen de soorten. BLAST search
(vergeliken 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.
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Bladluizen . Stiiger, Lemmers, De Kock, Piron
Veel voorkomende soorten in tulpenvelden

Aphis spp.

Aphis fabae groep

Myzus persicae

Sitobion avenae
Acyrthosiphon pisum
Rhopalosiphum padi
Macrosiphum euphorbiae
en...andere 37 soorten

moleculaire karakterisatie te complex E=
wel... virusdetectie in bladluis (r/sk assessment)
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BO”enmijten/Stromijten, Coniin, Vink, Lommen, Pham

= Bollenmijten
o Rhizoglyphus echinopus, Tulpen
o Rhizoglyphus robini, [elie
o FRhizoglyphus spp. Narcis/ Arisaema
= Stromijten
e [yrophagus spp., I. putrescentiae...?
o (7. longior,)
e (]. neisewanderi,)
= [ulpengalmijt
o Aceria tulipae
e Aceria tosichella (wheat curl mite)

= Toetsontwikkeling voor specifiek detectie

PRAKTIJKONDERZOEK

PLANT & OMGEVING

Uiy WAGENINGE N [EH




Bamboem |] ten, de Biok, viervergen, van Kuik, Pham

m  Stigmaeopsis celarius (BM1)
m Stigmaeopsis nanjingensis (BM2)

m  Schizotetranychus bambusae
m  Schizotetranychus approximatus

Phylogram

Scluzotetranychus asparagi
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RO Ofm ||te N / f; 67/77/7J/ P /7J/ZL osellgae ), van der Linden, Ramakers, Pham

Neoseiulus californicus, V. cucumeris, V. fallacis ; (A.)

Amblyseius (N.) andersoni, Typhlodromips (A.) (N.) swirski,
A. (N.) alpinus, M. (A.) barkeri, N. (A.) reductus
Euseius ovalis, Typhlodromips montdorensis, T. imonicus

ITS-sequencing ondersteunt taxonomie
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Roofmijten ( family Phytoseiidae )

Detectieprimers voor N. andersoni en N. swirskir

- Amblyseins barkeri

iphiseius degenerans
+ Euseius finlandicus
o Euseins concordis
o Metaseinlus occidentalis
- Neosefulus cucumeris
a Typhlodromus pyri

o Phytoseiulus persimilis

» Neoseiulus californicus

+ Neosetulus fallacis

o Neoseiulus swirskii

o Meoseinlus andersomi
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Otior. /U/ﬂ chus . Hellingman, Gkotsi, Elberse, Pham
In Nederland

m  Several Ofiorhynchus spp., 1: Otiorhynchus sulcatus, 2: O. singularis,
3: O. crataegi, 4: O. aurifer, 5: O. armadillo and 6: O. salicicola (source
5, 6. T. Hejjerman).
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Otiorhynchus in Nederland
Detectietoetsen voor verschillende soorten

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

O.aurifer2
O.armadillel
O.armadilleo2

21 AN

= Alignment of nucleotide sequences of (partial) COll gene for several
Otiorhynchus species. O. cribicolis and O. vaucheri are not yet reported in

The Netherlands. Underlined nucleotides indicate O.salicicola specific
sequence.
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Perenbladvlooien, vectoren van fytoplasma in peer

1 23 456 .CM

m Pear Decline fytoplasma
e (Q-organisme
e Afsterven van bomen

U1 LALLM

m  Cacopsylla pyri (Linnaeus)
m  Cacopsylla pyricola (Forster) aaanes
m  Cacopsylla pyrisuga (Forster)

= Moleculaire detectie en identificatie
m  Aisk assessment. detectie van fytoplasma in vector
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Cicaden . Lemmers, De Kock, Pham , Chen

= Aster Yellows fytoplasma
e zeer brede waardplantenreeks
e verspreiding door cicaden

e recent schade in hyacint, muscari,
hortensia, primula

= Weinig/geen kennis beschikbaar over
e primaire infectiebron
e welke cicade(n) is/zijn de vector
e cicadenpopulatie dynamica in NL.

= Participatie in EU-COST actie
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Cicaden . Lemmers, De Kock, Pham , Chen
Sommigen zijn vectoren van fytoplasma’s

m  Dalbulus maidis
(Dalbulus elimatus)
Macrosteles quaadrilineatus ; JIC

Empoasca decipiens (1, 2)
Arthaldeus pascuellus
Eurhadina pulchella
Zyginidia scutellaris

Eupteryx aurata (4, 5)
Eupteryx urticae

m  Macrosteles sexnotatus (13, 14)
m  Macrosteles ossiannilssoni (9, 10)
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Empoasca decipiens, 1&2
COI sequentie analyse

ITITCITIA
ITITICITIR

m fmpoasca decipiens (eiwit sequentie)

VYLDWSACWYNIKMLIRVELAQPGAFFNNDQMYNVIVTSHAFIMIFFMVMPIMIGGF GNWLLPLMIGAPDMAFPRLNNM
SFWLLIPSLFLLTLSSFVEVGAGTGWTVYPPLSSNIAHSGSSVDLAIF SLHLAGISSILGAVNFITTVFNMRCIGMTFDKIP
LFVWSVLITAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNLNTSFFDPSGGGDPILYQHLFWFFGHQKV

PRAKTIJKONDERZOEK

PLANT & OMGEVING

Uiy WAGENINGE N [EH




Eupteryx aurata, 4&5
COlI (eiwit) sequentie analyse

FIWLL PIL
SE MW LL PIM

VJDLATEF 3LHLG

IFSLH+
TIF S LHMA

LEWFF=H E
LFWFFGHLE 214

= 4 en b zin 2 verschillende Eupteryx species. De Eupteryx groep is moeilijk te
determineren zonder de mannetjes te analyseren. £. urticae of andere spp.
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Eupteryx Spp. (19 soorten geregistreerd in NL)
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Macrosteles ossiannilssoni, 9&10; sexnotatus, 13&14
COl sequentie analyse

m 13 lijkt meer op 9 en 10 dan op 14; 13 is M. ossiannilssoni
= 10 is niet 100% identiek aan 9 en 13, is misschien een andere M. spp.?

m  Macrosteles spp. is moellijk te determineren zonder de mannetjes te analyseren.
Het is moeiljk om de cicaden uit de ljmplaten te determineren.
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Macrosteles ossiannilssoni, 9&10; sexnotatus (13)&14
COl sequentie analyse

Phylogram

Ci8F
RCCi8R
Ci14F
RCCi14R

Ci9F
Ci13F

Ci10F

RCCIMO0R

m  Ci8is Zyginidia scutellaris, als Outgroup
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C|Caden, Lemmers, De Kock, Pham , Chen

Empoasca decipens komt het hele jaar voor.

Andere £Empoasca spp. (Empoasca papayae en E. decedens) zijn beschreven als
vector van fytoplasma .

m  £fmpoasca decipens 1s moleculair gekarakteriseerd.

m  Macrosteles spp. (Macrosteles ossiannilssoni, M.sexnotatus) zijn morfologisch
gedetecteerd.

Diverse Macrosteles spp. zijn beschreven als vector van fytoplasma.
Herhaling van morfologische/moleculaire identificatie is nodig.

Eupteryx aurata is morfologisch gedetecteerd.

Of Eupteryx spp. vector van fytoplasma is is onbekend. Idem voor Arthaldeus
pascuellus, Eurhadina pulchella, Zyginidia scutellaris.

= Herhaling van morfologische/moleculaire identificatie van Eupteryx auratais nodig.
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Samenvatting

m  Moleculaire diagnostiek van insecten ondersteunt:
e Determinatie en taxonomie
e Detectie van specifieke organismen

e Detectie van pathogeen in vector (risk assessment en epidemiologie)
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Samenwerking ?

= Samenwerking PPO en P.P. Chen 2010 (?)
e Ondersteuning determinatie van cicaden t.b.v. fytoplasma-onderzoek
(ook t.b.v moleculaire karakterisatie)

e T[raining in basisdeterminatie cicaden
e Onder de zelfde condities als in 2009 (?)

= Op welk gebied kan PPO werkzaamheden LNV-PD ondersteunen?
o Wantsen?

e Buxus moth
o
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