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Teil I: Kurzbericht

1. Urspriungliche Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer Stand

Dauerkulturen wie der Obst- und Weinbau sind durch den globalen Handel, Tourismus und
Klimawandel in ihrer Pflanzengesundheit stetig durch die potentielle Einschleppung von Qua-
rantaneschadorganismen (QP) als auch die Ausbreitung regulierter Nichtquarantdéneschador-
ganismen (RNQP) geféhrdet. Phytoplasmosen wie Flavescence dorée (FD) und Apfeltrieb-
sucht (AP) oder Bakterien wie Xylella fastidiosa (Xf) werden von Zikaden (FD, Xf) bzw. Psylli-
den (AP) Ubertragen, wahrend wirtschaftlich wichtige Viruskrankheiten wie Grapevine Leafroll
Disease (GLRD) und Little Cherry Disease (LChD) von Schmierlausen verbreitet werden. Mo-
nitoringmaflnahmen zum Vorkommen der QP und RNQP beruhen zurzeit auf aufwendigen
visuellen Erhebungen von Krankheitssymptomen und der Uberwachung des Auftretens asso-
Ziierter Vektoren. Um Befallsherde friihzeitig zu diagnostizieren ist eine Intensivierung befalls-
unabhangiger Monitoringaktivitaten notwendig. Dies erfordert weniger arbeitsintensive aber
dennoch zuverlassige Methoden. Ziel des Forschungsvorhabens war daher die Entwicklung
eines innovativen molekularen Nachweisverfahrens zur effizienten Uberwachung des Auftre-
tens von Vektoren und der assoziierten Pathogene. Daneben sollte eine Internet-Plattform

entwickelt werden, die die Verwaltung, Analyse und Kommunikation dieser Daten erméglicht.

Molekulares Barcoding ist bereits eine gangige Methode, welches u.a. zur Untersuchung der
Biodiversitat von Arthropoden herangezogen wird. Fur die im Vorhaben relevanten Insekten-
Gruppen liegen jedoch im Vergleich zu anderen Arthropoden-Gruppen wenig publizierte Bar-
codes vor, die als Referenz zur Identifikation auf Art-Niveau genutzt werden kdnnen. Der
Nachweis von Viren und Phytoplasmen mittels RNA Sequenzierung ist grundsétzlich maglich.
Inwieweit dieser aus Insekten-Massenfangen erfolgen kann, ist nicht bekannt. Die Internet-

Plattform kann technologisch auf die am JKI etablierten MapViewer-Technologie anknupfen.

2. Ablauf des Vorhabens

Im Zuge des Vorhabens wurde fir die drei Vektor-Gruppen eine geeignete Massenfangtechnik
erarbeitet, welche mdglichst effizient Vektoren erfasst. Fir die einzelnen Arten wurden mor-
phologisch gesicherte molekulare Barcodes zur Identifikation generiert, welche als Datenbank
fur die Entwicklung einer high throughput sequencing (HTS)-Strategie dienten. Hierfir wurden
fur die Vektor-Gruppen sowohl verschiedene genetische Marker als auch Primer hinsichtlich
ihrer Eignung gepruft. Die Monitoring-Daten wurden zur Validierung der HTS-Methodik genutzt

und in die entwickelte Internet-Plattform eingepflegt, um deren Anwendung zu optimieren.

Das HTS-Verfahren sollte zu einem Routine-Nachweisverfahren der Vektoren und ihrer asso-
ziierten Pathogene weiterentwickelt werden. Es wurde angestrebt einheitlich nach der Me-

thode der RNA-Sequenzierung vorzugehen, welche primér dem Nachweis von Viren dient. Da



die RNA aufgrund der Handhabung der Insekten-Féange zu rasch degradierte, konzentrierte
sich das Vorhaben zunachst auf die Vektor-Gruppe der Zikaden und Psylliden, da die von
ihnen tUbertragenen Bakterien/ Phytoplasmen auf DNA Ebene nachweisbar sind, welche eine
hohere Stabilitat aufweist. Eine Detektion der Pathogene erfolgte Uber 16S Sequenzierung.

Eine Web-Plattform wurde entwickelt, welche im Front-End mit dem Vue-Framework ausge-
stattet wurde. Fur die Darstellung von Karten auf der Website wurde die JavaScript-Bibliothek
OpenLayers verwendet. Das Back-End basierte auf dem NodeJS-Framework Express, nutzt
aber auch verschiedene Webdienste, die in Python geschrieben wurden. Geo-Daten wurden
hauptséachlich aus einer PostGIS/PostgreSQL- und einer Oracle Spatial-Datenbank bezogen.

3. Wesentliche Ergebnisse sowie ggf. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Fur die drei Vektor-Gruppen sind unterschiedliche Massenfang-Techniken anzustreben. Bei
der Fang-Technik mit dem Laubsauger (fir Zikaden) wurden die grof3ten Beifange an Arthro-
poden generiert im Vergleich zum Klopfschirm (fir Psylliden) und dem manuellen Absammeln
am Holz (fir Schmierlausen). Die Gruppe der Zikaden bot dabei die gro3te Diversitat an Arten
und potentiellen Vektoren. Fur alle drei Gruppen konnte eine geeignete Methode zur Generie-

rung der molekularen Barcodes gefunden werden.

Der Nachweis von Vektoren mittels HTS ist im Vergleich zur morphologischen Bestimmung
weniger zeitintensiv. Dabei sank jedoch mit erhéhten Beifang an Arthropoden die Wahrschein-
lichkeit der Detektion einzelner Arten. Die HTS-Methodik bot den Vorteil, dass Gattungen, die
taxonomisch z.T. nicht eindeutig zuzuordnen oder visuell erfassbar waren, bis auf Art-Niveau
bestimmt werden konnten. Der HTS-Nachweis der Psylliden war kongruent zu der morpholo-
gischen Bestimmung. Dies ist primér darauf zurtickzufiihren, dass hier weniger Arten auftraten
als bei den Zikaden und keine Beifange generiert wurden. Der simultane Nachweis der Patho-
gene aus den Insektenproben konnte nur bedingt etabliert werden, da der sequenzierte 16S
DNA-Abschnitt nur eine Bestimmung auf Gattungslevel ermdglichte. Positive Befunde kdnnten

jedoch im Nachgang mittels spezifischer Methoden genauer Gberprift werden.

Die Funktionalitaten der entwickelten Web-basierte Datenplattform ,DiVaS* (Diversitat in Ag-
rarsystemen) wurden in Zusammenarbeit mit den Projektpartnern definiert. Ein wichtiges
Merkmal war die Integration von Schnittstellen zu anderen relevanten Datenbanken zur Veri-
fizierung von Artnamen. Visualisierungswerkzeuge wurden entwickelt, um Nachweise und A-
bundanzen von Organismen in Diagrammen und dynamischen Karten zu visualisieren. Satel-
litendaten wurden integriert. Exportmoglichkeiten unterstreichen den offenen Charakter der
Plattform. Fir die Identifikation risikobehafteter Standorte wurden Weingarten nahe Erlen, wel-

che als Zwischenwirte von FD gelten, identifiziert und in der Plattform visualisiert.



Teil Il: Eingehende Darstellung

1. Im Rahmen des Vorhabens durchgefihrten Arbeiten, Vergleich zur urspriinglichen

Vorhabenbeschreibung

Durch einen neuartigen Ansatz zur Erhebung und Auswertung von Monitoringdaten sollte im
Zuge des Vorhabens die Uberwachung von Vektoren sowie die mit ihnen assoziierten QP und
RNQP zuverlassiger und effizienter gestaltet werden. Seitens der drei Projektpartner (P1-3)
wurden die nachfolgend aufgefiihrten Arbeiten durchgefuhrt:

1.1. JKI, Institut fir Pflanzenschutz in Obst- und Weinbau, Siebeldingen (P1)

Fur die drei Vektor-Gruppen (Zikaden, Psylliden und Schmierlause) sollte von P1 eine effizi-
ente Massenfang-Technik erarbeitet werden, welche ein mdglichst hohes Spektrum an vor-
handenen potentiellen und bekannten Vektoren der QP und RNQP widergespiegelt. Da fir
diese Gruppen, im Vergleich zu anderen Arthropoden, wenig publizierte molekulare Referenz-
Sequenzen zur Identifikation auf Art-Niveau zur Verfigung stehen, zielte P1 an diese zu ge-
nerieren. Die Barcodes sollen P2 als verlassliche Datenbank zur Entwicklung der HTS-Me-
thode zur Verfigung stehen. Die von P1 generierten Monitoringdaten sollen in die von P3
entwickelte Web-Plattform eingepflegt werden, sodass hier die Anwendung evaluiert werden

kann. Dartber hinaus sollen sie P2 zur Validierung der HTS-Methodik zur Verfligung stehen.

1.1.1. Evaluierung geeigneter Vektor-Massenfangtechniken

Fur das Monitoring der Vektoren wurden gezielt Standorte ausgewahlt, von denen ein Vor-
kommen zumindest einer Arthropoden-Art, welche als bestatigter oder potentieller Vektor einer
QP oder RNQP gilt, oder auch der Pathogene selbst, bekannt sind. Im Zuge des Vorhabens
wurden 38 Kulturflaichen beprobt, darunter 22 Weinberge (u. U. betroffen von Xf, FD, BN
und/oder GLRD), 9 Kirschanlagen (u. U. betroffen von Xf und/oder LCD) und 7 Apfelanlagen
(u. U. betroffen von AP). Teilweise wurde an den Standorten eine zweifache Beprobung vor-
genommen, um entweder i) ein mdglichst hohes Mal3 an adulten Arthropoden zu erfassen,
welche im Vergleich zu juvenilen Stadien gesichert morphologisch identifiziert werden kénnen
oder (ii) die Rolle des Beifangs genauer zu evaluieren. Fir jede Vektor-Gruppe wurden zwei
gangige Fangtechniken gegentbergestellt. Betreffend der Psylliden und Schmierlause wurde
die Laubwand der Kulturpflanze beprobt, da sich die Arten an der Kulturpflanze entwickeln. Im
Falle der Zikaden wurde eine Beprobung in unterschiedlichen Strata (Boden und Laubwand)
vorgenommen, da sich die Arten tGberwiegend in der Bodenvegetation entwickeln und auf die

Kulturpflanze abwandern.

Fur Zikaden erwies sich eine Beprobung mit dem Laubsauger (54 Arten) als effizienter als mit
dem Streifnetz (46 Arten), da hier mehr Arten abgebildet wurden. Darliber hinaus wurden mehr

Arten und Individuen in der Bodenvegetation aufgefunden als in der Laubwand. Fur Psylliden
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wurde der Klopfschirm dem Laubsauger vorgezogen, wohingegen bei Schmierlausen die Blatt-
waschmethode gegeniber dem manuellen Absammeln am Holz eine héhere Effizienz betref-
fend der Abundanzen aufwies. Fur die Entwicklung der HTS-Methode muss jedoch auf das
manuelle Absammeln zurtickgegriffen werden, da bei der Blattwaschmethode wahrend des
Verarbeitungsprozesses der Blatter die Schmierlause vom vorzeitigen Abbau der RNA, welche
zum Nachweis der Viren (GVLD) essentiell ist, betroffen sind.

Da die drei Vektor-Gruppen jahreszeitlich getrennt bzw. an unterschiedlichen Kulturen auftre-
ten, stellt die variable Massenfangtechnik kein Hindernis zur Entwicklung der HTS dar. Die
Zikadenfange, bei welchen im Gegensatz zu den anderen Gruppen ein hohes Mal3 an Beifan-
gen generiert wurde, sollten P2 ermdglichen die Bedeutung des Beifangs als Verdinnungs-

faktor wahrend der HTS naher zu ermessen.

1.1.2. Taxonomische Bearbeitung der Insekten-Massenfange

Insekten-Massenfange, welche mit dem Laubsauger (Zikaden), Klopfschirm (Psylliden) oder
aus dem manuellen Absammeln (Schmierlause) generiert wurden, wurden hinsichtlich der re-
levanten Vektor-Gruppen taxonomisch identifiziert und P2 zur weiteren Bearbeitung und Ent-
wicklung einer HTS-Methodik zur Verfigung gestellt. Die Massenfange der optionalen Fang-
methoden (Streifnetz fir Zikaden, Blattwaschung fur Schmierlause und Laubsauger fur Psylli-
den) dienen P1 zur Generierung einer Datenbank fiir Referenz-Barcode-Sequenzen zur mo-

lekularen Identifikation der Arten.

Bei Zikaden und Psylliden erfolgte eine Bestimmung auf Artniveau mittels Praparation des
mannlichen Genital-Apparates unter Verwendung der Schllissel von Biedermann & Niedin-
ghaus (2004) und Ossiannilsson (1992). Deren taxonomische Bearbeitung konnte vollstéandig
abgeschlossen werden. Im Falle der Schmierlause war eine morphologische Bestimmung der
Adulten nur bedingt Uber die Erstellung mikroskopischer Dauerpraparate méglich, da Giberwie-
gend Jungtiere vorgefunden wurden. Das Zeitfenster, in dem adulte Schmierlause in der Ve-
getation auftreten, ist eng und geht einher mit einem dichten Bewuchs der Laubwand. In dieser
sind die Tiere nur mit der Blattwaschmethode effizient aufzufinden, welche fir das HTS auf-
grund des raschen Abbaus der RNA ungeeignet ist. Dariliber hinaus sind bei den Schmierlau-
sen einige Arten morphologisch nicht unterscheidbar, sodass hier nur anhand eines moleku-

larbiologischen Abgleiches mit der Datenbank NCBI identifiziert wurde.

Im Rahmen des Vorhabens wurden lUber alle Fangmethoden 15.868 adulte Insekten gefangen
und morphologisch-taxonomisch eingruppiert, darunter 13.455 Zikaden (84,8%), 1.732 Psylli-
den (10,9%) und 681 Schmierlause (4,3%). Die Gruppe der Zikaden (66 Arten) bot im Rahmen
unserer Untersuchungen, im Vergleich zu Psylliden (11 Arten) und Schmierlausen (5 Arten),

die grofite Arten-Diversitat, wodurch ihr bei der Entwicklung der HTS die gréf3te Bedeutung



zukam. 13 weitere Zikaden-Arten wurden aus Vorhabens-lUbergreifenden Monitoringmaf3nah-
men hinzugezogen. Innerhalb der relevanten Gruppen sind 22 Zikaden- (relevant fur Xf, FD
und BN), 2 Psylliden- (relevant fur AP: Cacopsylla picta und Cacopsylla melanoneura) und 5
Schmierlaus-Arten (relevant fir GLRD: Phenacoccus aceris, Heliococcus bohemicus, Pulvi-
naria vitis, Parthenolecanium corni und P. persicae), als bestatigte/ potentielle Vektoren einer
QP und RNQP anzusehen. Beziiglich der Zikaden besitzen 5 Arten Relevanz fur ‘Flavescence
dorée’, 12 Arten fur ‘Bois noir und 5 Arten fur ,Xylella fastidiosa’.

1.1.3. Generierung von DNA-Barcodesequenzen fir das HTS

Nach dem Vergleich gangiger DNA-Extraktion-Methoden (CTAB, Blood & Tissue DNA-Extrak-
tions-Kit und TNES) erwies sich die CTAB-Methode als die am besten geeignete. Sie lieferte
sowohl einen zufriedenstellenden DNA-Gehalt als auch —Qualitat und konnte auf alle Gruppen
angewandt werden. Einzelne Arten wurden aufgrund ihrer geringen Verflgbarkeit mit der
nicht-destruktiven Methode des Blood & Tissue DNA-Extraktions-Kit bearbeitet, um Rickstell-

proben zur Sicherstellung der morphologischen Identifikation zu bewahren.

Je nach Insekten-Taxon kann es fir das DNA-Barcoding notwendig sein unterschiedliche Pri-
mer-Kombinationen zur Amplifikation des Gens oder auch einen abweichenden Genabschnitt
anzuwenden. Im Falle von Zikaden konnte zur genetischen Charakterisierung das Cytochrome
c oxidase subunit | (COIl)-Fragment amplifiziert werden, welches an den Standard PM 7/129
(2) (EPPO 2016) mit dem Primerpaar LCO1490/ HCO2198 (658 bp) angelehnt ist. Das aufge-
reinigte PCR-Amplifikat morphologisch gesicherter Exemplare wurde zur Sequenzierung an
ein externes Labor (MicroSynth) Ubermittelt. Die Ubermittelten Sequenzen wurden anhand der
Software ,CLC-Workbench* ausgewertet und P2 als gesicherte Referenz-Barcode-Sequenzen

in einer generierten Teil-Datenbank fir das HTS zur Verfiigung gestellt.

Bei den Psylliden konnte ebenfalls das COIl-Fragment zur Charakterisierung herangezogen
werden. Allerdings lieferten das Primerpaar CPF4/ CPR4 (659 bp) nach Kang et al. (2012) als
auch die adaptierte Kombination C1-J1709/ HCO2198 nach Cho et al. (2020) sicherere Amp-
lifikate als EPPO (2016). Die Primer CPF4/ CPR4 sind jedoch vorzuziehen, da ein langeres

Fragment mehr Sicherheit bei der genetischen Identifikation gewahrleistet.

Fur die Gruppe der Schmierlause mussten neben COI optionale Genregionen (28S, 18S) zur
Identifikation der Arten hinzugezogen werden, da das COI- Fragment entweder nicht verlass-
lich amplifiziert wurde oder eine eindeutige Zuordnung in der NCBI-Datenbank nicht méglich
war. Zwar konnte ein Grof3teil der Schmierlause mittels der COI-Primer MFCO1/MRCOL1 (379
bp) nach modifizierter Methode von Puig et al. (2021) charakterisiert werden. Jedoch wurden
zur Sicherung des Ergebnisses, v.a. in Bezug auf das Fehlen eines morphologischen Abglei-

ches der Schmierlause, die Genregionen 28S und 18S nach der Methode von Sethusa et al.



(2014) adaptiert amplifiziert, mit den Primern s3660/28b (min. 505 bp) und 2660/18S-B (min.
524 bp). Somit wurden fur jede Art 3 Referenz-Sequenzen generiert.

Es konnten Referenz-Sequenzen fur 70 der 79 (Zikaden), 9 der 11 (Psylliden) bzw. 5 der 5
(Schmierlause) identifizierten Arten zur Verfliigung gestellt werden. Von einigen Arten konnten
aufgrund ihres geringen Vorkommens, gepaart mit einer schlechten Qualitat der extrahierten
DNA, keine liickenlosen Referenz-Sequenzen generiert werden.

1.2.  JKI, Institut fir Pflanzenschutz in Obst- und Weinbau, Dossenheim (P2)

Ziel von P2 war die Etablierung eines HTS Workflow, der sowohl die Identifikation unterschied-
licher Vektoren als auch den Nachweis assoziierter Pathogene ermdglicht. Um alle im Projekt
fokussierten Vektoren und Pathogene einzuschlieBen, wurde zunachst versucht eine RNA-
basierte Analysemethode zu entwickeln. Dies scheiterte daran, dass die gefangenen Insekten
wahrend der morphologischen Bestimmung sowie des Transfers von P1 zu P2 nur bedingt
gekihlt gelagert werden konnten, sodass ein Grof3teil der RNA degradierte. Aufgrund dessen
war es notwendig flr die Validierung auf eine DNA-basierte Analysemethode umzusteigen. Da
Schmierlause auf das Vorhandensein von phytopathogenen Viren basierend auf RNA Uber-
pruft werden sollten, wurden diese Proben zunachst zurlickgestellt, sodass der Fokus des
Vorhabens, entgegen der urspriinglichen Planung, auf der Analyse der Zikaden- und Psylli-
denfange lag. Im Vorhaben wurden sowohl kiinstlich generierte Fange von Zikaden und Psyl-
liden als auch die realen Fange aus dem Projekt hinsichtlich des Vektorvorkommens mit der
neu entwickelten Methode analysiert. Erste Sequenzierergebnisse zum Pathogennachweis
wurden ebenfalls erzeugt. Eine RNA-basierte Analyse der Schmierlausproben wirde die Ent-
wicklung einer sowohl molekularbiologisch als auch bioinformatisch stark abweichenden Me-
thodik erfordern. Dies war im Rahmen der Projektlaufzeit nicht mehr realisierbar. Der nachfol-
gende Bericht bezieht sich somit primar auf die Entwicklung einer Methodik zum Nachweis
von Zikaden und Psyllidenarten mittels HTS.

1.2.1. Extraktion und Sequenzierung der Insektenfange

Die Extraktion der Zikaden- und Psylliden- Massenfange erfolgten mittels einer CTAB basier-
ten Methodik. Hierfir wurden die Insektenproben zunéchst zu feinem Pulver verarbeitet, von
welchem lediglich 10-20 mg fir die Extraktion eingesetzt wurden. In einem separaten Experi-
ment wurde gezeigt, dass dies ausreichend ist und die Extraktion mehrerer Teilproben aus
dem gleichen Insektenpulver die Anzahl der Arten, die mittels HTS identifiziert werden kénnen,
nicht erhoht. Die Zikaden wurden, wie von AP1 beschrieben, mittels eines Laubsaugers ge-
fangen und anschlie3end in drei Gruppen sortiert an P2 tibergeben: a) Zikaden, die morpho-
logisch auf Artlevel bestimmt werden konnten, b) Zikaden, bei denen eine Bestimmung auf

Artlevel nicht méglich war (z.B. Nymphen, hier wurde die hochste mdgliche taxonomische Ein-



teilung angegeben) und c) Beifang (ohne morphologische Bestimmung, alle Arthropoden au-
Rer Zikaden). Der Beifang stellt dabei eine Art Verdinnungsfaktor dar. Da der Beifang haufig
auch gréRere Arthropoden enthalt, die das Gewicht des Beifangs und somit den Verdinnungs-
faktor erhéhen, wurde der Beifang ab Juni 2022 durch P2 zusatzlich in ,kleinen® (Tiere < 1cm)
und ,grof’en” (Tiere >1cm) Beifang aufgeteilt. Jede dieser drei bzw. vier Gruppen wurde durch
P2 separat auf Filterpapier getrocknet, fotografiert und gewogen, um die Massenverhéltnisse
der einzelnen Gruppen eines Laubsaugerfangs zueinander zu dokumentieren. Alle Gruppen
eines Laubsaugerfangs wurden getrennt voneinander mit der zuvor etablierten CTAB Methode
extrahiert. Die Konzentration der Extrakte wurde anschlielend mittels Nanodrop ermittelt und
es wurden Mischproben fir die Sequenzierung erstellt. Dazu wurden einzelne Gruppen eines
Laubsaugerfangs so miteinander gemischt, dass die DNA Konzentration der jeweiligen Grup-
pen in der finalen Mischung den prozentualen Gewichtsanteil dieser Gruppe am Massenfang
wiederspiegelt. Von einem Standort wurden verschiedene Mischungen erstellt und jeweils alle
Replikate mit einbezogen. Auf diese Weise sollte ermittelt werden, welche Rolle der Beifang
als Verduinnungsfaktor spielt. Im spateren Verlauf des Projekts wurden zuséatzlich tatsachliche
unsortierte Massenfange analysiert, bei welchen die Arthropoden zwar zur morphologischen
Bestimmung sortiert, aber anschlieBend wieder vermischt und gemeinsam extrahiert wurden.

Hier fand die Vermischung also auf Tier- und nicht auf DNA-Ebene statt.

Fur die Psylliden konnte keine Massenfangmethodik etabliert werden, welche Beifange produ-
ziert (siehe P1). Somit stehen P2 lediglich die Proben der auf Artlevel bestimmten Psylliden
sowie unbestimmten Psylliden (keine Bestimmung auf Artlevel méglich; Angabe der héchsten
taxonomischen Einordnung) zur Verfigung. Diese wurden getrennt voneinander extrahiert und

vor der Sequenzierung auf DNA-Ebene wieder vermischt.

Fur alle Proben aus dem Projekt wurden COI-Amplicon-Sequenzdaten generiert. Zusatzlich
wurden fir einige Proben 16S-Amplicon Sequenzdaten erzeugt.

1.2.2. Etablierung eines Workflows zur Analyse der Sequenzierdaten in RStudio

Bei der Sequenzierung wurden, nach Amplifikation eines Abschnitts des COI Gens, Illlumina
MiSeq PE250 Reads generiert (AllGenetics & Biology SL). Diese wurden anschlieBend mittels
VSEARCH (Rognes et al., 2016) unter Verwendung von RStudio getrimmt, gemerged, gefiltert,
derepliziert und denoised, um ZOTUs (Zero-radius Operative Taxonomic Units) zu erstellen.
Die Readanzahlen wurden normalisiert (Relative Abundance und Total Sum Scaling) und un-
terrepréasentierte ZOTUs (<0,005%; Bokulich & Mills 2013) wurden von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Zur Artidentifikation wurden die ZOTUs mit einer im Projekt erstellten Daten-
bank (siehe 1.2.3) mittels NCBI Custom Blast abgeglichen. AnschlieRend wurden die Ergeb-

nisse auf >98% Sequenziibereinstimmung gefiltert und der Konsensus aus den ersten drei



Blast-Ergebnissen wurde ermittelt. Die normalisierten Reads von ZOTUs der gleichen Art wur-
den aufsummiert, um die finale Ergebnistabelle zu erhalten. Anschliel3end erfolgte ein auto-
matisierter Abgleich mit den Ergebnissen der morphologischen Bestimmung (P1). Die Ergeb-
nisse wurden in die Kategorien ,morphologisch und mit HTS identifiziert®, ,ausschlief3lich mor-
phologisch bestimmt® sowie ,ausschlieRlich mittels HTS-Analyse identifiziert* eingeteilt und

anschliel3end ausgezahilt.

1.2.3. Erstellung neuer Datenbanken zum Nachweis von Zikaden und Psylliden

Zur Verwendung von Datenbanken fir Custom Blast in RStudio ist eine bestimmte Formatie-
rung dieser Datenbanken notwendig. Aus 6ffentlich verfigbaren und von P1 generierten Re-
ferenzsequenzen wurden, nach Qualitatsfilterung, fir den Nachweis von Zikaden und Psylli-
den zunéachst jeweils drei Teil-Datenbanken erstellt (Tab. 1), welche anschlielBend zu je einer
Datenbank fur Zikaden und Psylliden zusammengefligt wurden. Dabei wurden Referenzse-
guenzen, die in Arthame sowie Sequenz exakt Ubereinstimmten, entfernt. Dadurch konnten
die Datenbanken um 33% auf 19.934 Sequenzen fur Zikaden und um 48% auf 1.985 Sequen-
zen fir Psylliden reduziert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass 6ffentlich abgelegte Bar-
code-Sequenzen sehr viele Duplikate enthalten. Die finale Zikaden-Datenbank enthalt 2.829
verschiedene Arten aus 1027 Gattungen und 25 Familien, die finale Psylliden-Datenbank 367
verschiedene Arten aus 95 Gattungen und 6 Familien.

Tabelle 1: Generierte Datenbanken zur molekularen Identifikation von Zikaden und Psylliden

mittels HTS (*Barcode of Life Database Systems (Ratnasingham & Hebert 2007; 2German
Barcode of Life: https://gbol.bolgermany.de/en/german-barcode-of-life-2/)

Name der Datenbank Quelle  Verwendete Sequenzen S_equenzanzahl
in Datenbank
BOLD_ZikadenFam goLp: Eintrage zu Zikadenfamilien 25.046
der Ordnung Hemiptera
é GBOL_Auchenorrhyncha GBOL?  Eintrage zu Auchenorrhyncha 4.805
£ ow_S Zikaden P1 Alle 98
N BOLD +
Zikaden_final GBOL+ Duplikate entfernt 19.934
P1
BOLD_PsyllidenFam poLp  Eintrage zur Uberfamilie 3.510
Psylloidea
S GBOL_Psylliden GBOL Elntrage zur Uberfamilie 303
je) Psylloidea
o OW_S_Psylliden P1 Alle 21
a BOLD +
Psylliden_final GBOL+ Duplikate entfernt 1.985
P1




1.2.4. Identifikation von Zikaden und Psylliden mittels HTS
1.2.41. Kunstliche generierte Massenfange

Um kinstliche Zikaden-Massenfange mit definierter Zusammensetzung zu erstellen, wurden
DNA-Extrakte 29 morphologisch bestimmter und mittels Barcoding-PCR uberprufter Einzel-
tiere von P1 zur Verfigung gestellt. Diese Extrakte wurden von P2 im gleichen Mengenver-
haltnis gepoolt. Zusatzlich wurde mit den Einzel-Extrakten eine Verdinnungsreihe erstellt und
aus den Extraktionen unterschiedlicher Verdiinnungsstufen wurden zur Untersuchung des De-
tektionslimits drei verschiedene Mischproben aus jeweils 21 Arten erzeugt. Mit der entwickel-
ten HTS Methode konnten 28 der 29 morphologisch bestimmten sowie vier zuséatzliche Arten
nachgewiesen werden. Bei der Analyse der verdinnten kinstlichen Massenfangproben zeigte

sich, dass bis zu einer Verdinnung von 0,01 ng/ul 90% der Arten identifiziert werden konnten.

Um den Einfluss des Beifangs als Verdinnungsfaktor zu ermitteln, wurde auf3erdem ein wei-
terer kiinstlicher Zikadenfang, bestehend aus 9 Zikadenarten, generiert und vor der Extraktion
mit Pulver der griinen Reiswanze Nezara viridula vermischt. Dabei wurden verschiedene Ver-
dunnungsstufen abgebildet (100% Zikaden, 50% Zikaden + 50% N. viridula, 25% Zikaden +
75% N. viridula, 10% Zikaden + 90% N. viridula). Die bioinformatische Analyse zeigte, dass

alle neun Zikadenarten in jeder Probe erfolgreich nachgewiesen werden konnten.

Auch fur Psylliden wurden kiinstliche Massenfangproben erstellt. Daftir wurde DNA von 9 ver-
schiedenen Psyllidenarten verwendet. Alle Arten wurden mit HTS identifiziert und es wurde
keine zusatzliche Art gefunden. In einem zweiten Experiment wurden 7 Psyllidenarten in ver-
schiedenen Stufen bis 1:1000 verdinnt. Alle Arten konnten in allen Verdiinnungsstufen erfolg-

reich mittels HTS nachgewiesen werden und es wurden keine zusatzlichen Arten identifiziert.

1.2.4.2. Reale Massenfange

Im Berichtszeitraum wurden 87 Zikadenmischproben bestehend entweder aus a) bestimmten
Zikaden, b) bestimmten Zikaden und kleinem Beifang (Tiere < 1cm) oder c) bestimmten Zika-
den und gesamtem Beifang sequenziert. Die Ergebnisse zeigen, dass in Proben der Kategorie
a) im Durchschnitt 87,2% der morphologisch bestimmten Zikadenarten mit HTS nachgewiesen
werden konnten, in Proben der Kategorie b) durchschnittlich 79,8% und in Proben der Kate-
gorie ¢) durchschnittlich 73,4%. Somit zeigt sich deutlich, dass der Beifang als Verdiinnungs-
faktor eine Rolle spielt. Die Differenz zu der Liste der morphologisch bestimmten Arten wird
durch viele Faktoren beeinflusst, wie (i) morphologische Fehlbestimmung, (ii)) dem Verlust ei-
nes Tieres wahrend der Probenbearbeitung, (iii) PCR-Bias, (iv) der geringen Anzahl einzelner
Arten in der Mischprobe, (v) falsch hinterlegten Referenzsequenzen fir einzelne Arten oder
(vi) bioinformatische Probleme. Mittels HTS wurden einige Zikadenarten identifiziert, die durch

morphologische Bestimmung nicht gefunden wurden. Die Quote dieser zusatzlichen Arten war
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in den Proben mit Beifang leicht erhdht, was darauf schlieRen lasst, dass einige Zikaden (Nym-
phen <1mm) beim Sortieren der Massenfange tbersehen wurden und im Beifang verblieben
sind. Hier bietet die neu entwickelte HTS Methode einen Vorteil, da diese identifiziert werden
konnen. Die in den reinen Zikadenproben mit HTS zusétzlich gefundenen Arten kénnen so-
wohl auf Fehler in der Datenbank oder bioinformatische Probleme als auch auf morphologi-
sche Fehlbestimmung zuriickzufiihren sein. Betrachtet man die komplexe Zusammensetzung
der Proben und die vielen Faktoren, die Einfluss auf das Ergebnis nehmen, handelt es sich
insgesamt jedoch um vielversprechende Ergebnisse.

Im Falle der Psylliden wurden, aufgrund geringer Individuenanzahl und Diversitat einiger
Féange, nicht alle verfugbaren Proben mittels HTS analysiert. Insgesamt wurden 15 Proben
sequenziert, 9 Proben bestanden ausschlieB3lich aus bestimmten Psylliden und sechs Proben
aus bestimmten sowie unbestimmten Psylliden. In 14/15 Proben wurden alle morphologisch
bestimmten Psyllidenarten mit HTS erfolgreich identifiziert. AuRerdem wurden insgesamt drei
zusatzliche Arten gefunden. Da sich viele Psyllidenarten morphologisch sehr dhnlich sind, sind
diese zusatzlichen Arten wahrscheinlich auf morphologische Fehlbestimmung zuriickzufih-
ren, wobei bioinformatische Fehler auch nicht ausgeschlossen werden kénnen. Insgesamt

handelt es sich hierbei um ein positiv zu beurteilendes Resultat.

1.2.5. Nachweis von Pathogenen aus Insektenmassenfangen

Teilziel des Vorhabens war die simultane Detektion der Vektoren mit inren assoziierten Patho-
genen. Fur den Pathogennachweis wurden 16S Amplicon-Sequenzierdaten der V3-V4 Region
des 16S Gens von 26 Zikaden-Massenfangen und 9 Psylliden-Massenféangen erzeugt. Zusétz-
lich wurden kinstliche Zikaden- bzw. Psyllidenmischproben in verschiedenen Verdiinnungs-
stufen mit DNA sicher mit Candidatus Phytoplasma solani, Candidatus Phytoplasma vitis so-
wie Xylella fastidiosa und/ oder Candidatus Phytoplasma mali infizierter Tiere bzw. Pflanzen
versetzt. Das amplifizierte 16S-Fragment ist 465 bp lang. Im Laufe des Projekts stellte sich
heraus, dass die Lange des amplifizierten Fragments nicht ausreichend fir eine sichere Art-
bestimmung ist und somit lediglich eine Bestimmung auf Gattungslevel mdglich ist. Fur eine
sichere Artbestimmung ist voraussichtlich die Sequenzierung des gesamten 16S Gens, z.B.
mittels MinlON Sequenzierung notwendig. Die Durchfihrung dieser Methodik war im zeitlichen

und finanziellen Rahmen des Projekts nicht mehr maglich.

Zur Erstellung einer 16S Datenbank wurden alle Eintrdge zu den Familien Xanthomonad-
aceae, Pseudomonadaceae und Enterobacteriaceae sowie der Gattung Candidatus Phyto-
plasma bei SILVA (Quast et al., 2013) heruntergeladen, da diese Familien/ Gattungen die
meisten relevanten phytopathogenen Bakterien einschlieRen. Die heruntergeladenen Refe-

renzsequenzen wurden beziglich ihrer Qualitat gefiltert und Duplikate wurden entfernt. Die
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fertige Datenbank enthalt 332.000 Eintrage. Mit Hilfe dieser Datenbank konnte in den gespik-
ten Proben unter Verwendung des gleichen bioinformatischen Workflows, wie in 1.2.2. be-
schrieben, Candidatus Phytoplasma passend zu den entsprechenden Verdinnungsstufen
nachgewiesen werden. Ein eindeutiger Nachweis von Xylella sp. war jedoch nicht moglich.
Dies konnte sowohl an der DNA Qualitat der zum Spiken verwendeten Probe als auch an der

bioinformatischen Auswertung liegen.

In den 26 analysierten Zikadenproben, welche sowohl Proben mit als auch ohne Beifang ein-
schlie3en, wurden insgesamt 25 verschiedene Bakteriengattungen nachgewiesen. Dabei wa-
ren Candidatus Phytoplasma, Cronobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas
und Xanthomonas am haufigsten vertreten. In den analysierten Psyllidenproben waren ledig-
lich die Gattungen Candidatus Phytoplasma und Pseudomonas nachweisbar. Zu beachten ist
hierbei jedoch, dass die Psyllidenproben im Vergleich zu den Zikadenproben mit Beifang eine

deutlich geringere Arthropodendiversitat aufweisen.

Um zu untersuchen, ob die Zikaden- oder Psyllidenproben relevante Candidatus Phytoplasma
Arten wie Candidatus Phytoplasma solani, Candidatus Phytoplasma mali oder Candidatus
phytoplasma vitis enthalten, ist entweder die Sequenzierung eines langeren Abschnitts des
16S Gens notwendig oder es musste in den entsprechenden Proben eine Nachtestung mittels

spezifischer PCR erfolgen.

1.3.  JKI, Institut fur Strategien und Folgenabschétzung, Kleinmachnow (P3)

Ziele von P3 waren die Entwicklung einer offenen, Web-basierten Datenhaltungsplattform fr
die Zusammenfassung der anfallenden Monitoringdaten zu QPs und RNQPs als auch die Ana-
lyse und Darstellung risikobehafteter Standorte innerhalb dieser Plattform.

1.3.1. Entwicklung der Web-basierten Datenhaltungsplattform

Um das erstgenannte Ziel zu erreichen, wurde im Vorhaben die Web-basierten Datenhaltungs-
plattform ,DiVaS* entwickelt und in Betrieb genommen (Auszug von DiVaS in Abb. 1). Die
Definition der Funktionalitaten und Durchfiihrung der Tests erfolgte in enger Rickkopplung mit
P1 und P2. Die Begriffe als auch die Anwendung selbst und deren Funktionalitdten wurde in

einem Nutzerhandbuch dokumentiert.

Hervorzuheben ist die Verwendung von Schnittstellen zu anderen offenen und projektrelevan-
ten Datenbanken. Zum Beispiel kdnnen Nutzende Namen von Arten oder héheren taxonomi-
schen Einheiten mittels der Datenbank der European and Mediterranean Plant Protection Or-
ganization (EPPO) oder mittels maschineller Schnittstellen zu anderen Datenbanken verifizie-
ren. Fir letzteres wurde der Webdienst GFBio Terminology Service implementiert. Zusatzlich
werden taxonomische Klassifikationen der Nutzer gespeichert, was ebenfalls eine aggregierte

Darstellung und Analyse unterstitzt.
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Abbildung 1: Darstellung der DiVaS Benutzeroberflache zur Analyse der eingegebenen Daten

(Reiter Datenlibersicht)

Fur die explorative Analyse der Monitoringdaten wurde ein Visualisierungstool geschaffen, das
Nachweise und Abundanzen von Organismen als Saulendiagramm darstellt. Die Séulendia-
gramme kdénnen vom Nutzer individuell angepasst werden, z. B. nach Zeitrdumen, Kulturen,
selektierten Organismen, Nachweis- oder Abundanzdaten. Karten-Visualisierungen und Dia-
gramme lassen sich parallel anzeigen und reagieren dynamisch auf Filter-Anweisungen. Die
Karten-Visualisierungen wurden erweitert und optisch optimiert. Weitere WMS-Dienste, wie
Satellitendaten des Copernicus Sentinel-2 wurden integriert. Dartiber hinaus kdnnen Rebfla-
chen nach ATKIS-Basis-DLM visualisiert werden. Die Exportmdglichkeiten zu Datenaus-
tausch auch Uber standardisierte Web Feature Services (WFS) wurden realisiert. Damit wird

die Anwendung dem Anspruch einer offenen Datenplattform gerecht.

1.3.2. Analyse und Darstellung risikobehafteter Standorte

Ein weiteres Ziel von P3 bestand in der Analyse und Darstellung risikobehafteter Standorte,
definiert als Weingarten in der naheren Umgebung von Erlen, welche nachweislich Trager von
Phytoplasmen sind und zu einer Ausbreitung von FD beitragen kdnnen. In einem ersten Schritt
wurde eine deutschlandweit umsetzbare Methode implementiert, die ausgehend von Wasser-
lAufen des ATKIS-Basis-DLM potentielle Erlenstandorte auf einen Radius von 20 m zum Ge-

wasser identifiziert. Als Proxy fur Erlenstandorte dienten die ATKIS Objekte:

. 43003 Gehdlz

. 54001 Vegetationsmerkmal BWS1021, Baumbestand Laubholz
. 54001 Vegetationsmerkmal BWS1100, Hecke

. 54001 Vegetationsmerkmal BWS1210, Baumreihe, Laubholz
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. 54001 Vegetationsmerkmal BWS1250, Geholz
. 54001 Vegetationsmerkmal BWS1260, Gebiisch

Ausgehend von diesen potentiellen Erlenstandorten wurden deutschlandweit alle Weinberge
identifiziert, die sich in einer Zone mit Radius 100 m und 500 m um diese Standorte befinden.
Diese Weinberge wurden farblich gekennzeichnet und als Hintergrund-Kartenebene in der
Webanwendung von Vectoscreen hinterlegt.

In der letzten Phase des Vorhabens wurde zusatzlich untersucht, in welcher Weise die sehr
konservative Annahme zu potentiellen Erlenstandorten durch die Einbeziehung von Ferner-
kundungsdaten (LiIDAR-Punktwolken, digitale OrthoLuftbilder (DOP)) verbessert werden kann.
Hierflr fand zunachst ein Austausch mit der RLP AgroScience in Rheinland-Pfalz statt, die
Vorarbeiten zur Erlenstandorterkennung durchgefiihrt haben. Hierfiir wurde eine Literatur-
recherche zu Methoden der Einzelbaumsegmentierung, Einzelbaumklassifikation und zu Trai-
ningsdaten durchgefihrt. Prinzipiell stehen fiir die Einzelbaumsegmentierung auf Basis von
LiDAR-Punktwolken mehrere Algorithmen zur Verfliigung, die sich in punktwolkenbasierte und
rasterbasierte Algorithmen unterteilen lassen. Fir diese Studie wurde der Region-Growing-
Algorithmus von Dalponte & Coomes (2016) in der R-Implementierung angewendet. Erste Er-
gebnisse zeigen eine gute Abgrenzung zwischen Einzelbdumen worauf eine Einzelbaumklas-

sifikation aufsetzen kann (Abb. 2).

Abbildung 2. Punktwolke mit Baumkronen als 3D-Ansicht (links). Baumkronensegmentierung
nach Dalponte & Coomes (2016, rechts).

2. Die wichtigsten Positionen des zahlenméaRigen Nachweises

Zu den wichtigsten Positionen zahlt hierbei die Vergabe an Dritte. Die zur Verfligung gestellten
Mittel wurden fir die Sequenzierung der Proben aus dem Projekt verwenden und an ein ex-
ternes Labor Ubergeben. Dabei mussten zunachst verschiedene Firmen hinsichtlich der Qua-
litat der gelieferten Daten sowie der Wirtschaftlichkeit Gberprift werden. Alle weiteren Proben

wurden zur Vergleichbarkeit bei einer einheitlichen Firma sequenziert.
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Die Sachmittel, die ebenfalls zu den wichtigsten Ausgaben zéhlten, setzen sich hauptsachlich
aus Verbrauchsmaterialen fur die Nukleinsdure-Extraktion, PCR, Gelelektrophorese und Se-
quenzierung einzelner PCR-Produkte fur das Barcoding zusammen. Hinzu kamen Kosten fur

den Expressversand der gekuhlten Proben fur die Sequenzierung.

Die Mittel fur Wissenschaftliche Hilfskrafte wurden zur Unterstiitzung bei der Probenahme der
Insekten im Freiland, deren taxonomische Bestimmung als auch der DNA Extraktion aufge-
wandt. Daneben wurden die Reisemittel zur Vorstellung des Projekts auf nationalen und inter-
nationalen Tagungen genutzt. Fir die Arbeiten zur Entwicklung der Datenhaltungsplattform

wurden Uberwiegend Personalkosten eingesetzt.

3. Die Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit

Durch den Klimawandel, die Globaliserung als auch den Tourismus ist zunehmend eine Ein-
schleppung neuer Vektoren und Krankheiten zu erwarten. Insbesondere Flavescence dorée
und Xylella fastidiosa stellen ein hohes Risiko dar, da sie in den angrenzenden Landern schon
verstarkt auftreten und, bei einem Nachweis in Deutschland, den Einsatz von Insektiziden in
Dauerkulturen maf3geblich steigern bzw. in Reben erst mit sich bringen wirden. Zur Vermei-
dung der Einschleppung und Etablierung dieser Pathogene ist die Entwicklung neuer effizien-
ter Nachweismethoden essentiell. Hierfiir waren die im Vorhaben durchgefiihrten Vorarbeiten
notwendig. Es musste geprift werden, inwieweit die HTS-Methode die morphologische Be-
stimmung widerspiegelt und welche Rolle der Beifang bei einer objektiven Probenahme ein-
nimmt. Dabei war insbesondere die Sequenzierung von mehreren Teilproben (Zikaden, Zika-
den + Beifang klein und Zikaden + Beifang grol3), ein Extraktionsmethoden-Vergleich sowie
die Sequenzierung von Duplikaten notwendig.

Durch das Vorhaben wurde die Anwendung ,DivAS* entwickelt, welche die strukturierte Spei-
cherung, Pflege, Visualisierung und Analyse von Monitoring-Daten des JKI unterstitzt. Die
Anwendung ist daher ein zentrales Element fiir das JKI-Forschungsdatenmanagement. Daten
kénnen Uber dokumentierte Schnittstellen ,OpenAPI* mit anderen Anwendungen ausge-
tauscht werden, um redundante Datenerhebung zu vermeiden. Fir die Analyse und Darstel-
lung risikobehafteter Standorte wurden Fernerkundungsmethoden in Kombination mit Refe-
renzdaten untersucht, um eine maglichst automatisierte Ableitung der Lokationen zu ermdgli-
chen. Die Untersuchungen sind notwendig und angemessen, da sie sich auch auf andere Kiri-

terien (Habitate) Gbertragen lassen.

4. Der voraussichtliche Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die entwickelte HTS Methodik zum Nachweis von Psylliden aus Klopftrichter-Fangen sowie

von Zikaden aus unsortierten Massenfangen mittels Laubsauger kann, unter der Verwendung

15



der im Vorhaben erstellten Datenbanken sowie der bioinformatischen Skripte, bereits erfolg-
reich angewendet werden. Fir die Probenahme der Insekten im Freiland empfiehlt es sich
jedoch, grol3e Tiere des Beifangs automatisiert mittels Sieb zu entfernen, wie dies fur das
Pflanzenmaterial schon umgesetzt wurde. Ein Nachteil ist die bisherige Dauer der Bearbeitung
wahrend der Sequenzierung (ca. 2 Monate zwischen Probenversand und Ergebnis). Die im
Vorhaben generierten Barcodes zum sicheren molekularen Nachweis der Einzeltiere kbnnen

in ihrer jetzigen Form auf 6ffentlich zugangliche Datenbanken eingestellt werden.

Betreffend des Nachweises der Pathogene mussten zum eindeutigen Nachweis zukunftig lan-
gerer DNA Sticke sequenziert werden, um zu prifen, ob eine Klassifizierung auf Artniveau
und nicht nur auf Gattungsebene mdglich ist. Die Sensitivitat misste in diesem Zuge evaluiert
werden, um Nachweisgrenzen abschatzen zu kénnen. Erste Spike-Versuche, in denen nach-

weislich infizierte Tiere einem Insekten-Gemisch zugegeben wurden, waren vielversprechend.

Die Vectoscreen-Anwendung ,DivAS* wurde als offene und generische Applikation zur Spei-
cherung, Pflege, Visualisierung und Analyse von Monitoring-Daten entwickelt. Fur die zweite
Phase des Projektes “Digitale Informations-System Quarantdne-Schaderreger” (DISQS) ware
es denkbar, dass die Informationen zwischen den Landeranwendungen (lUber das Informati-
onssystem fur die integrierte Pflanzenproduktion - ISIP) und dem Bund (tUber JKI) Uber DivAS
realisiert werden kann. Prinzipiell konnte DivAS auch als Monitoringwerkzeug fir Landeran-

wendungen weiterentwickelt werden.

5. Wahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen Fort-

schritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Im Projekt DISQS werden von JKI- Institut flr nationale und internationale Angelegenheiten
der Pflanzengesundheit (AG) und ISIP eine Datenbank entwickelt, die alle erhebungsrelevan-
ten Informationen zu geregelten Schadorganismen beinhaltet, und als Grundlage fiir die Pla-
nung der Erhebungen in den Bundeslandern dienen soll. Der Kontakt zu JKI-AG wurde aufge-
nommen, um sich Uber die Synergien und Alleinstellungsmerkmale der Vectoscreen-Anwen-
dung ,DivAS* auszutauschen. Als Ergebnis des Austauschs wurde festgehalten, dass die An-
wendungen nicht in Konkurrenz zueinanderstehen, sondern sich in der Funktionalitat ergan-
zen konnen. Mit AG wurde ein weiterer Austausch verabredet, um die Unterstiitzung AG-in-

terner Ablaufe durch die Vectoscreen-Anwendung zu beraten.

6. Erfolgte oder geplante Vertffentlichungen der Ergebnisse nach Nr. 5 der NABF

Markheiser A, Biancu S, Minges N, et al. (2024). High-throughput monitoring of Auchenorrhyn-
cha as an approach for a simultaneous detection of vectors and quarantine pests in

viticulture In: Eveillard S & Foissac X (eds.): Proceedings of the 6" European Bois noir
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workshop and 1% International Pro-Acecogy conference — Towards the prophylactic

and agroecological control of grapevine yellows, Bordeaux. 14-16" May 2024, 42-43.

Markheiser A, Biancu S, Minges N, et al. (2024). High-throughput monitoring as an approach
for an early detection of quarantine pests in viticulture. In: Armengol R, Campos Herrera
R, Eichmeier A, et al. (eds.): IOBC/WPRS conference - working group Integrated Pro-
tection in Viticulture, Logréiio, La Rioja, 3"-5" Oct 2024, Abstracts book, 16.

Seinsche C, Zikeli K, Markheiser A, et al. (2023). Entwicklung einer innovativen HTS-basierten
Nachweismethode fur Vektoren und mit ihnen assoziierten Pathogenen in Obst- und
Weinbau. In Julius Kihn-Institut (ed.), 63. Deutsche Pflanzenschutztagung: Pflanzen-
schutz morgen - Transformation durch Wissenschaft; 26. bis 29. September 2023, -
Kurzfassungen der Vortrage und Poster. doi: 10.5073/20230803-074309-0

Markheiser A, Biancu S, Minges N, et al. (2023). Effiziente Monitoringstrategie zum Nachweis
der Vektoren von Quarantaneschadlingen im Obst- und Weinbau. In Julius Kiihn-Insti-
tut (ed.), 63. Deutsche Pflanzenschutztagung: Pflanzenschutz morgen - Transforma-
tion durch Wissenschaft; 26. bis 29. September 2023, - Kurzfassungen der Vortrage
und Poster. doi: 10.5073/20230803-074309-0

Pingel M, de Kock A, Seinsche C, et al. (2023). Vektormonitoring im Obst- und Weinbau — Use
case fir die Webbasierte Datenhaltungsplattform DivAS. In Julius Kihn-Institut (ed.),
63. Deutsche Pflanzenschutztagung: Pflanzenschutz morgen - Transformation durch
Wissenschatft; 26. bis 29. September 2023, - Kurzfassungen der Vortrdge und Poster.
doi: 10.5073/20230803-074309-0

Seinsche C, Zikeli K, Markheiser A, et al. (2023). Vector monitoring of quarantine pests and
regulated non-quarantine pests in Fruit crops and viticulture. In Jelkmann W, Bertaccini
A, Candresse T, et al. (ed.), 25th International Conference on Virus and other graft
transmittable diseases of Fruit Crops — Let's keep our fruits healthy, Wageningen, 9-
13 July 2023, Book of Abstracts,

Hoffmann C, Herrbach E, Fuchs R, et al. (2022). Bericht vom Fachgesprach zur Rolle von
Schild- und Schmierlausen als Virusvektoren im Weinbau am Oberrhein — Manage-
ment und Beratungsempfehlung, Journal fur Kulturpflanzen, 74 (07-08). 185-191. doi:
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