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Befalls umfassen Lasionen an jungen, wachsenden Blattern, Trieben, Knospen und Friichten (Glen
et al. 2007), an Eukalyptus treten aber auch Kimmerwuchs und starke Verzweigung bis zum Ab-
sterben anfalliger Pflanzen auf (Tommerup et al. 2003). Seine natirliche Verbreitung erfolgt Gber
mobile Sporen, die mit Wind, Regen und Insekten verbreitet werden. Eine Verschleppung erfolgt
vor allem durch Baumschulware, aber auch durch anhaftende Sporen an Fahrzeugen, Personen
und Werkzeugen. In Brasilien fiihrte das Auftreten des Pilzes in den 70er Jahren zu Verlusten gan-
zer Eukalyptus-Plantagen. In Australien wird im Falle einer Verbreitung mit einer Veranderung der
Biodiversitat gerechnet. In Deutschland haben Pflanzen aus der Familie Myrtaceae nur eine be-
grenzte Bedeutung als Kiibelpflanzen. In siidlichen Mitgliedsstaaten (z.B. Spanien, Portugal, Frank-
reich und Italien) werden jedoch Pflanzen der Gattung Eukalyptus auf ca. 1,5 Mio. ha zur Zellstoff-
gewinnung angebaut. Fir diese Lander besteht eine Gefahr fiir den Eukalyptusanbau und es kann
bei einer Verschleppung mit erheblichen Schaden, vor allem in Baumschulen und Jungpflanzen-
plantagen, gerechnet werden. Das Julius Kiihn-Institut empfiehlt daher die Ergreifung von Mal3-
nahmen zur Bekdmpfung und zur Abwehr der Gefahr einer Verschleppung entsprechend §4a der
Pflanzenbeschauverordnung, wie die Vernichtung befallener Pflanzen unter Verhinderung der
Freisetzung von Sporen. Die Express-Risikoanalyse einschlie8lich der dem obigen Artikel zugrunde
liegenden Literatur ist zu finden unter:
http://pflanzengesundheit.jki.bund.de/dokumente/upload/76aba_puccinia_psidii_express-
pra.pdf

241 - Zur effizienten Kontrolle von Zitrusimporten auf Schwarzfleckenkrankheit
(CBS) - ein Nachweis mittels Real-time PCR in Deutschland

Toward efficient control of citrus imports due to citrus black spot (CBS) disease — detection by means of
Real-time PCR in Germany

Clovis Douanla-Meli, Jens-Georg Unger

Julius Kihn-Institut, Institut fir nationale und internationale Angelegenheiten der Pflanzengesundheit

Die Problematik der Zitruschwarzfleckenkrankheit (CBS), Erreger Phyllosticta citricarpa (McAlpine)
Van der Aa, ist handelspolititisch von groBer Bedeutung, weil vor einigen Jahren Brasilien und
aktuell Stidafrika ihre umfangreichen Ausfuhren in die EU wegen wiederholtem Befall stoppen
mussten. Aufgrund des Quarantanestatus von CBS werden alle aus Drittlandern eingefiihrten
Zitrussendungen einer Kontrolle unterworfen. Hierzu ist EU-weit eine Real-time PCR (Gent-Pelzer
et al. 2007) anzuwenden, die bereits in vielen Landern angewendet wird. In Deutschland wurde
erst in 2013 dieses Protokoll im JKI Institut flr Pflanzengesundheit etabliert.

Benotigte Materialien: CBS-infizierte Zitrusfriichte bereitgestellt von Pflanzenschutzdiensten der
Bundeslander, erworbene Referenzkultur von P. citricarpa (CBS-KNAW), weitere CBS-infizierten
Proben erhalten durch die Kooperation mit NRC in Wageningen, die Niederlande.

Die Detektionsmethode verwendet eine sequenzspezifische TagMan Fluoreszenzsonde mit FAM
und TAMRA als Reporter bzw. Quencher, und dient alleinig zum qualitativen Nachweis von P.
citricarpa bis zur Nachweisschwelle (Limit of Detection: LoD). Alle Tests wurden in Singleplex
(DNA-Zielregion: ITS) mit PCR-Parametern [95°C 10 min, 40x (95°C 15 sec, 60°C 60 sec)] fiir die
Standardkurve durchgefiihrt. Die Auswertung giiltigen Tests (d.h. NIC u. NAC negativ, PIC u. PACs
positiv) erfolgt bei Schwellenwert (Threshold) = 0.04 und Base Line = Automatisch. Daraufhin
wurden alle Proben mit Gi-Wert unter 40 als positiv bewertet.

Die Protokollverifizierung erfolgte nach EPPO Standard PM 7/98 (EPPO, 2010) mit folgenden Leis-
tungskriterien: Sensitivitat (Se), Spezifitat (Sp), Wiederholbarkeit (Wi) und Reproduzierbarkeit (Re).
Ergebnisse dazu sind unten zusammengefasst (Abbildung 1).
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Abb.1  Amplifikation einer 1:10-Verdiinnungsreihe mit allen Proben als Triplikate gemessen und die er-
rechnete Standardkurve mit Cr-Werten (schnittpunkte der Amplifikationsgraphen mit Schwellenwert).

Se: LoD =0,1 pg DNA

Sp: keine Amplifikation mit 1 ng DNA von anderen Phyllosticta-Arten und den auch aus Zitrus-
frichten isolierten Pilzarten (wie z.B. Alternaria, Penicillium und Colletotrichum)

Wi: 0,5 % Abweichung mit 100 pg DNA

Re: 0.7 % Abweichung mit 100 pg DNA
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242 - Erstauftreten von gebietsfremden Fruchtfliegen an Walnuss im Land
Brandenburg

First detection of invasive fruit flies on walnut in Brandenburg.

Marko Riedel, Nadine Neuenfeldt, Ute Schonfeld, Ulrike Holz
Landesamt fiir Landliche Entwicklung, Landwirtschaft und Flurneuordnung

Seit 2012 wurden an verschiedenen Standorten vermehrt Schaden an Friichten von Walnuss
(Junglans regia) im Bundesland Brandenburg beobachtet. Diese Schaden waren charakterisiert
durch Schwarzfarbungen verursacht durch die FraB3tatigkeit von Fliegenlarven in der unreifen
Schale von Walnussen. Die Symptome wurden zundchst allein der Walnussfruchtfliegenart,
Rhagoletis completa, zugeschrieben. Aus der Zucht der Puppen schliipfte im darauffolgenden Jahr
2013 ein adultes Exemplar, was morphologisch als R. suavis diagnostiziert wurde. Eine Sequenz-
analyse des Cox | Gens (Folmer et al., 1994) bestatigte den morphologischen Befund. Weitere
Proben aus dem Raum stidlich und stidwestlich von Berlin zeigten, dass neben R. suavis auch die
Art R. completa im Gebiet vorkommt. Beide Arten wurden sowohl durch Sequenzierung als auch
morphologisch anhand adulter Tiere aus Zuchten als bestimmt. Vorteil der molekularen Diagnose
ist, dass sie bereits an Larven oder Puppen durchgefiihrt werden kann und daher auf lagwierige
Anzuchten von Lavenstadien verzichtet werden kann.
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