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A non-destructive method for the identification of Brachycera by DNA barcoding

Frederik Stein, Monika Gotz, Stefan Wagner, Nadine Brasicke

Julius Kuhn-Institut, Institut fir Pflanzenschutz in Gartenbau und Forst, Braunschweig
frederik.stein@julius-kuehn.de

Im Rahmen des BMEL/FNR-Verbundprojektes ,Zukunftsorientiertes Risikomanagement fir
biotische Schadereignisse in Waldern zur Gewahrleistung einer nachhaltigen Waldwirtschaft"
(RiMa-Wald) wurden in einem Teilvorhaben (FKZ: 22019814) u.a. die o©kologischen
Auswirkungen bei der Anwendung von Insektiziden mit Luftfahrzeugen auf die Unterordnung
der Brachycera (Diptera) in Kiefernwéldern untersucht. Als Antagonisten der
KieferngroRschadlinge sind diese Nichtzielorganismen von grofRer Bedeutung. Bei mehreren
Fliegenfamilien kénnen die Larven und die Imagines als Parasitoide oder als Préadatoren
auftreten.

Parallel zur morphologischen Bestimmung der Familien und Arten werden aufgrund der sehr
hohen Individuenzahlen, und der eingeschrankten Verfiigbarkeit an Experten, die Individuen
mit dem DNA-Barcoding molekulargenetisch determiniert. Hierzu wird Ublicherweise zur
maximalen DNA-Ausbeute eine destruktive DNA-Extraktion durchgefiihrt. Es werden
Barcodingregionen (z. B. Cytochrome c¢ oxidase subunit I) sequenziert, die eine
Artbestimmung erlauben, in dem ein Vergleich der Sequenz mit einer Sequenzdatenbank
(z. B. Barcode of Life Datasystem) durchgefuhrt wird. Mit dem Ziel, Referenzexemplare der
Fliegenarten fur die spatere morphologische Determination zu bewahren, ist die Anwendung
einer non-destruktiven oder einer semi-non-destruktiven DNA Extraktion (mittels doppelt
vorhandener Korperteile) Voraussetzung. Zusétzlich kdnnen bestehende Datenliicken durch
die sequenzierten und morphologisch nachbestimmten Arten geschlossen werden.

Bei einer non-destruktiven DNA-Extraktion stellt die Stabilitdt der Flugel eine besondere

Herausforderung dar (CASTALANELLI et al. 2010). Zusétzlich zeigte sich in Vorversuchen, dass

bereits etablierte Verfahren wie von Kim et al. (2013) mit kommerziellen DNA-Extraktionskits,

zu einem Pigmentverlust und dem Ldsen dorsaler Thoraxborsten fihrten. Daher wurde das

Verfahren von IzumiTsu et al. (2012), das auf die Verwendung u. a. von Proteinase verzichtet,

fur Fliegen modifiziert. Mit der entwickelten Methode wurde DNA mit geringem Aufwand aus

Zuchtfliegen (z. B. Lucilia sericata) extrahiert, ohne die morphologischen Merkmale zu

beeintrachtigen. Die non-destruktive DNA-Extraktion soll prospektiv bei der Planung und

Durchfilhrung von  zukiinftigen  Freilandversuchen beriicksichtigt werden. Die

Anwendungsbereiche erstrecken sich u.a. von Biodiversitdtsuntersuchungen in der

Agrarlandschaft bis hin zu Studien zum Umweltverhalten von Pflanzenschutzmitteln.
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