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1 Personal, Vorbereitung und Durchfilhrung des Monitorings

1.1  Zusammensetzung der AG Feinbestimmung

Dr. Doreen Werner (Dipl. Biologin/ Projektleiterin)
Leibniz-Zentrum fir Agrarlandschaftsforschung (ZALF)
Senckenberg Deutsches Entomologisches Institut
Eberswalder Chaussee 90

15734 Mlncheberg

Dr. Shahin Navai (Dipl. Biologin),
Humboldt-Universitat zu Berlin
Museum fir Naturkunde

Abt. Zoologie/ Entomologie
Invalidenstr. 42

10115 Berlin

Marie Landsberg (Studentin)

Leibniz-Zentrum flr Agrarlandschaftsforschung (ZALF)
Eberswalder Chaussee 74

15734 Mlncheberg

Mathes Landsberg (Student)

Leibniz-Zentrum fir Agrarlandschaftsforschung (ZALF)
Eberswalder Chaussee 74

15734 Mincheberg

Kathrin Lehmann (Dipl. Biologin)
Humboldt-Universitat zu Berlin
Institut fir Biologie

Zytogenetik

Chausseestr. 117

10115 Berlin

Katja Neven (Studentin)

Leibniz-Zentrum fir Agrarlandschaftsforschung (ZALF)
Senckenberg Deutsches Entomologisches Institut
Eberswalder Chaussee 90

15734 Mlncheberg
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1.2 Direkte Kooperationspartner der AG Feinbestimmung im Gesamtprojekt
des Forschungsvorhabens ,,Entomologische Untersuchungen zur
Bekampfung der Blauzungenkrankheit“ - national

Dr. H.-J. Batza, BMELV Bonn
Frau S. Zenk, Frau K. Deeg, BLE Bonn

AG Prof. Dr. H. Mehlhorn, H.-Heine-Universitat Disseldorf
AG Prof. Dr. C. Bauer, Justus-Liebig-Universitat Giessen
AG Prof. Dr. E. Kiel, Ossietzky-Universitat Oldenburg

AG Prof. Dr. G. Schaub, Ruhr Universitat Bochum

AG Dr. B. Bauer, Freie Universitat Berlin,

AG Dr. M. Geier, Universitat Regensburg

AG Dr. G. Liebisch, Burgwedel

Dr. F. Conraths, Inst. f. Epidemiologie, FLI Wusterhausen

Dr. C. Staubach, Frau P. Kranz, Inst. f. Epidemiologie, FLI Wusterhausen
Dr. B. Hoffmann, Dr. M. Beer, Inst. f. Virusdiagnostik; FLI Riems

Dr. H. Kampen, Inst. f. Infektionsmedizin; FLI Riems

1.3 Direkte Kooperationspartner der AG Feinbestimmung im Gesamtprojekt
des Forschungsvorhabens ,,Entomologische Untersuchungen zur
Bekampfung der Blauzungenkrankheit® - international

Prof. M. Baylis, University of Liverpool, UK

Dr. T. Balenghien, Centre de Coopération Internationale, Montpellier, France

Dr. J. Boorman, Institut for Epidemiology, Animal Health Institute Pirbright , UK
Dr. S. Carpenther, Institut for Epidemiology, Animal Health Institute Pirbright , UK
Dr. C. Cétre-Sossah, Centre de Coopération Internationale, Montpellier, France
Dr. J.-C. Delécolle, Université Louis Pasteur, Strasbourg, France

E. Danison, Institut for Epidemiology, Animal Health Institute Pirbright , UK

Dr. G. de Deken, Institute of Tropical Medicine, Department of Animal Health,
Belgium

Dr. C. Garros, Centre de Coopération Internationale, Montpellier, France

Dr. B. Mathieu, Université Louis Pasteur, Strasbourg, France

Prof. Dr. P. Mellor, Institut for Epidemiology, Animal Health Institute Pirbright , UK
Dr. M. Miranda, Universidad de las Islas Baleares, Palma de Mallorca, Spain

Dr. R. Meiswinkel, Entomologist at Plantenziektenkundige Dienst, Netherlands
Dr. S. Nielsen, Roskilde University, Danemark

Dr. N. Pages, CReSA, Bellaterra (Barcelona), Spain

Dr. F. Schaffner, University of Zurich, Switzerland

P. Sehnal, Naturhistorisches Museum Wien, Osterreich

Dr. R. Vénail, Centre de Coopération Internationale, Montpellier, France

Dr. A. Wilson, Institut for Epidemiology, Animal Health Institute Pirbright , UK
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1.4 Schulungen der anderen Projektteilnehmer im Forschungsprojekt zur
Absicherung der Grobbestimmung

08.-09.03.2007
15.-16.03.2007
18.03.2007

11.-12.10.2007

Universitat Oldenburg (AG Kiel)

Universitat Giessen (AG Bauer)

Universitat Disseldorf (AG Mehlhorn, AG Liebisch,
AG Geier, AG Schaub, AG Berlin)

Universitat Bochum (Projektteilnehmer aller AG’s)
(Feinbestimmungsfragen im Culicoides Komplex)

1.5 Teilnahme an Weiterbildungsveranstaltungen/ Nationalen und
Internationalen fachlichen Austauschen/ Ergebnisdarlegungen

29.03.2007

07.04.-14.04.2007
02.05.2007

15.06.-17.06.2007
18.01.- 19.01.2008
10.06.2008

20.06.- 22.06.2008
09.07.- 11.07.2008
01.10.- 04.10.2008
12.12.- 14.12.2008

09.12.- 11.12.2008
01.02.- 07.02.2009
06.04.- 10.04.2009
09.03.- 14.03.2009
16.03.- 21.03.2009
06.04.- 10.04.2009
19.04.- 26.04.2009
12.08.- 22.08.2009
12.10.- 14.10.2009
19.10.- 21.10.2009
12.11.- 15.11.2009
18.11.- 22.11.2009
23.11.- 28.11.2009
01.12.- 06.12.2009
09.12.- 12.12.2009
14.12.- 18.12.2009
28.01.- 30.01.2010
01.02.- 03.02.2010
03.05.- 08.05.2010
31.05.2010

Landwirtschaftskammer NRW, Bonn, Deutschland
Animal Health Institute Pirbright , UK

Universitat Bonn, Deutschland

Tagung AK Diptera, Knillwald (Hessen), Deutschland
Universitat Bonn, Institut fir Parasitologie, Deutschland
FLI Wusterhausen, Deutschland

Tagung AK Diptera, Wehlen (Sachsen), Deutschland
Fachtagung Parasitologie, Celle, Deutschland
Tropenmedizinisches Institut, Hamburg, Deutschland
European Mosquito Control Association, Speyer,
Deutschland

Medreonet Meeting, Gulianova, ltalien

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

Universitat Giessen, Institut fir Parasitologie, Deutschland
European Mosquito Control Association, Turin, Italien
Medreonet, Strasbourg, Frankreich

Universitat Giessen, Institut fir Parasitologie, Deutschland
Animal Health Institute Pirbright, UK

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

Universitat Giessen, Institut fir Parasitologie, Deutschland
FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

Naturhistorisches Museum Wien, Osterreich

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

Medreonet Meeting, Lissabon, Portugal

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

Medreonet Meeting, Tunis, Tunesien

FLI Riems, Greifswald, Deutschland
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1.6 Teilnahme an den Arbeitstreffen mit anderen Projektteilnehmern

23.01.2007
12.02.2007
23.02.2007
18.03.2007

03.04.2007
06.06.2007
18.09.2007
11.10.- 12.10.2007
23.04.- 24.04.2008
17.07.2008
23.09.2008
01.02.- 07.02.2009
06.04.- 10.04.2009
10.06.2008
12.08.- 22.08.2009
12.10.- 14.10.2009
19.10.- 21.10.2009
12.11.- 15.11.2009
23.11.- 28.11.2009
09.12.- 12.12.2009
14.12.- 18.12.2009
28.01.- 30.01.2010
01.02.- 03.02.2010
31.05.2010

Bonn, BMELV, Deutschland

Berlin, Institut flr Parasitologie FU, Deutschland

Bonn, BMELV, Deutschland

Dusseldorf, Institut fir Zoomorphologie, Zellbiologie und
Parasitologie, H. Heine-Universitat, Deutschland

FLI Wusterhausen, Institut fir Epidemiologie, Deutschland
Celle, DVG-Tagung Parasitologie, Deutschland

Bonn, BMELV, Deutschland

Bochum, Ruhr-Universitat, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

Universitat Giessen, Institut fir Parasitologie, Deutschland
FLI Wusterhausen, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

Universitat Giessen, Institut fir Parasitologie, Deutschland
FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland

FLI Riems, Greifswald, Deutschland
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2 Allgemeine Betrachtung zur Familie Ceratopogonidae
(nach Werner & Kampen 2008)

Die Gnitzen (Fam. Ceratopogonidae; englisch: biting midges, amerikanisch: no-see-
ums; deutsch regional auch: Gnitten) gehdren zu den wissenschaftlich am wenigsten
untersuchten Dipterenfamilien Europas, obwohl sie sehr weit verbreitet sind und an
vielen Standorten, z. B. in Strandndhe und Mooren, in hoher Dichte auftreten. Ein
Massenauftreten der Micken kann sowohl die Land- und Forstwirtschaft, als auch
den Tourismus stark behindern oder sogar zum Erliegen bringen, da der Aufenthalt
im Freien in dieser Zeit kaum mdglich ist. Bedingt wird ein solcher Zustand durch die
extrem starke Entwicklung der praimaginalen Stadien in den entsprechenden
Lebensraumen und Bruthabitaten. Die Anzahl der Gnitzen-Larven kann nach
Angaben von Boorman (1993) tiber 10.000 pro Quadratmeter Bodenflache liegen.

Neben der Belastigung von Mensch und Tier und der daraus resultierenden
wirtschaftlichen Bedeutung spielen diverse Arten bzw. Artenkomplexe der Gnitzen
eine bedeutende human- und veterindrmedizinische Rolle. Wahrend sich die
Méannchen ausschlieBlich von zuckerhaltigen Pflanzensaften erndhren (als
bevorzugte Wirtspflanzen gelten Umbelliferen), sind die Weibchen zahlreicher Arten
darliber hinaus hamatophag. Sie bendtigen vor oder nach der Begattung eine
Blutmahlzeit, damit es zur Eireifung kommt. Blutsaugende Arten kénnen gefiirchtete
Lastlinge und Plageerreger sein, auch wenn die Lebensdauer der adulten Tiere
kaum mehr als 2 bis 3 Wochen betragt und ihr Aktionsradius, von passiver
Verdriftung abgesehen, nur eine kurze Distanz umfasst.

In tropischen Regionen kommt einigen Ceratopogoniden-Arten eine umfangreiche
Okonomische Bedeutung zu, da sie eine wichtige Rolle bei der Bestaubung von
Pflanzen Ubernehmen.

2.1 Systematische Stellung

Die zweifligligen Insekten wurden bereits von Aristoteles unter dem Namen Diptera
zusammengefasst. Diese Bezeichnung wurde 1758 in das von Linnaeus aufgestellte
zoologische System (bernommen und kennzeichnet auch noch heute die
Insektenordnung der Fliegen und Miuicken, zu denen auch die Familie
Ceratopogonidae gehort. Die monophyletische Stellung der Dipteren wird durch die
Reduktion des zweiten Flligelpaares zu den so genannten Halteren
(Schwingkdlbchen) begriindet.

Von den nahe verwandten Zuckmicken (Fam. Chironomidae) und Dunkelmicken
(Fam. Thaumaleidae) unterscheiden sich die Ceratopogoniden durch ihre
Lebensweise und ihre Morphologie, vor allem durch das Vorhandensein stechend-
saugender Mundwerkzeuge, die Auspragung der Fligeladerung und der Genitalien
sowie die Gestaltung der Beine.
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Der lateinische Familienname ,Ceratopogonidae® fir Gnitzen oder Bartmucken leitet

sich von der lateinischen Bezeichnung ,Ceratopogon® ab, die von Meigen (1803) zur

Beschreibung einer ihrer artenreichsten Gattungen benutzt wurde. Bei den
Ceratopogoniden handelt es sich um eine kleine, relativ einheitlich gestaltete Familie
innerhalb der Dipteren, die weltweit (mit Ausnahme der Arktis und Antarktis)
verbreitet ist und ungefahr 5.500 valide Artnamen in 5 Unterfamilien und 125
Gattungen umfasst (Borkent 2006).

Stamm Arthropoda (GliederfuBer)
Abteilung Mandibulata (Mandibeltrager)
Unterstamm Tracheata (Tracheentrager)
Klasse Insecta (Insekten)

Ordnung Diptera (Zweifllgler)
Unterordnung Nematocera (Micken)
Familie Ceratopogonidae (Gnitzen)

Die fir das Gebiet der Bundesrepublik Deutschland nachgewiesene Anzahl der
Ceratopogoniden-Arten betragt nach Havelka & Aguilar (1999) 332. Es ist jedoch
davon auszugehen, dass nach einer flichendeckenden Bearbeitung vernachlassigter
Regionen zahlreiche weitere Arten hinzukommen.

2.1.1 Gattungsubersicht der in Deutschland bisher nachgewiesenen
Ceratopogonidae

Gattungstibersicht innerhalb der Unterfamilien der Ceratopogonidae fur Deutschland
(nach Havelka & Aguilar 1999):

Unterfamilie Palpomyiinae Unterfamilie Dasyheleinae
Bezzia Kieffer, 1899 Dashyelea Kieffer, 1911
Clinohelea Kieffer, 1917
Macropeza Meigen, 1818

Mallochohelea Wirth, 1962 Unterfamilie Forcipomyiinae
Neurohelea Kieffer, 1925 Atrichopogon Kieffer, 1906
Nilobezzia Kieffer, 1921 Forcipomyia Meigen, 1818

Palpomyia Meigen, 1818
Probezzia Kieffer, 1906
Sphaeromias Curtis, 1829

Unterfamilie Ceratopogoninae
Alluaudomyia Kieffer, 1913
Brachypogon Kieffer, 1899
Ceratoculicoides Wirth & Ratanaworabhan, 1971
Ceratopogon Meigen, 1803
Culicoides Latreille, 1809
Monohelea Kieffer, 1917
Serromyia Meigen, 1818
Stilobezzia Kieffer, 1911
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2.2 Morphologie und allgemeine Familiencharakteristik

Gnitzen sind kleine, 0,5 bis 3 mm lange, gedrungene Dipteren mit kurzen Beinen
(Abb. 1), die oft mit Kriebelmlicken (Fam. Simuliidae) oder Zuckmicken (Fam.
Chironomidae) verwechselt werden. Die adulten Micken sind meist in dunklen,
schwarzen bis grauen Tdnen gefarbt. Die relativ breiten Flligel sind im Gegensatz zu
den Simuliiden oder Chironomiden oft behaart oder milchig getriibt und mehr oder
weniger gefleckt. Sie werden in Ruhehaltung dachziegelartig Ubereinander gelegt
(Abb. 3). Die Mlcken zeichnen sich weiterhin durch das Vorhandensein von 13 bis
15-gliedrigen Flhlern aus, die bei den méannlichen Micken gefiedert sind.

Abb. 1: saugende Weibchen (C. nubeculosus) am Menschen (Foto: Werner,
Pirbright, UK, Koloniematerial)

2.2.1 Taxonomische Merkmale zur Familiendiagnose

Zur ldentifizierung der Familie dienen die im Folgenden gelisteten Charakteristika.
Sie werden auch zur morphologischen Einteilung in die drei sehr &hnlichen
Unterfamilien Forcipomyiinae, Dasyheleinae und Ceratopogoninae herangezogen.

Familien-ldentifizierung adulter Ceratopogonidae

Kopf

Augen

Getrennt oder an Mittellinie zusammenstoBend, gewdhnlich nackt, manchmal mit
feiner Bestdaubung, Facetten von gleicher GréBe, Ozellen auf Erhéhungen in
Antennenhdhe moglich.
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Antennen
13 bis 15 Glieder, Sexualdimorphismus - Weibchen mit 5 verlangerten Basisgliedern
sowie mit verschieden gestalteten distalen Gliedern / Mannchen mit stark
vergréBertem Pedicellus, der das Johnstonsche Organ tragt, Glieder 1 bis 8
gewdhnlich mit quirlig angeordneten Borsten gefiedert, 3 oder 4 der Basisglieder
verlangert.

Mundwerkzeuge

Proboscis ungeféahr so lang wie der Kopf, Palpen etwas langer und 5-gliedrig, Glied 1
bis 2 oft schwach ausgebildet, Glied 3 mit sensorischem Organ, Glied 4 und 5
verschmolzen.

Der Saugapparat der hamatophagen Weibchen besteht aus einer steifen Oberlippe
(Labrum), sageartigen Mandibeln, Unterkiefer und Hypopharynx. Der Saugapparat
aller Mannchen und nicht blutsaugender Weibchen besitzt eine weiche, flexible
Oberlippe und reduzierte Mundwerkzeuge.

Thorax

Mesonotum mit einem Paar prascutaler Gruben in der Nahe des Vorderrandes,
Farbung manchmal mit Musterung oder Flecken, anepisternische Spalte breit,
Postnotum ohne longitudinale Gliederung.

Fligel

Breit, Membrane hyalin, selten rauchfarben, Mikrotrichien haufig, vordere Adern
(Costalader, Subcostalader, Radialaderung) kraftig, hintere Adern schwach
ausgepragt, Spitze teils gerundet, Analloben selten vorhanden, Calypter nicht
gefranst, bei einigen Gattungen mit charakteristischen Mustern, dunklen oder hellen
Flecken oder Schatten; Mikrotrichien manchmal dicht und flachendeckend,
gelegentlich fehlend.

Aderung: charakterisiert durch die starke Ausbildung der Radialaderung (R) dicht
neben der Costalader (C) und dem Eintreffen in den Flligelrand vor der Fllgelspitze,
oft in der Nahe oder vor dem Mittelpunkt verschmelzend (Abb. 4), R1 und RS
gewdhnlich kurz, RS verzweigt sich in R2+3 und R4+5; R2+3 verlauft vorwarts und
verschmilzt wieder mit R1 um die Flugelzelle r1 zu bilden; R4+5 verschmilzt weiter
oberhalb mit C und formt dadurch r2+3; beide Fligelzellen kénnen manchmal durch
Verschmelzungen der Aderung verloren gehen, Verschmelzungsader r-m vorhanden
und stark ausgebildet, hintere Aderung schwach ausgepragt; falls Medialadern M1
und M2 hinter Verbindungsader r-m verschmolzen, dann Gabelung zwischen M1 und
M2 gestielt; falls M1 und M2 vor der Verbindungsader r-m verschmolzen, dann
Gabelung zwischen M1 und M2 ungestielt; M2 manchmal nur basal angedeutet oder
fehlend, Verbindungsader m-cu fehlend, Cubitalgabelung gut entwickelt, hintere
Cubitalader (CuP) und Analader (A) schwach ausgebildet, falsche Ader oft in
Fligelzelle m2, manchmal auch in m1.

Beine

Klauen einfach ausgebildet, nicht vergréBert, Empodien gut entwickelt und in der
Unterfamilie  Forcipomyiinae verzweigt, schmal ausgebildet innerhalb der
Dasyheleinae und Ceratopogoninae; bei pradatorisch lebenden Arten ein oder mehr
Beinpaare als Raubbeine umgebildet, hierbei Femur verdickt und Klauen vergrdBert.
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Abdomen (ohne Berticksichtigung der Genitalien)

Bestehend aus 10 Segmenten, Segment 2 bis 7 mit Dornen, Segment 1 manchmal
reduziert, Tergite 1 und 2 manchmal verschmolzen. Zum Studium der Genitalien ist
Spezialliteratur erforderlich.

2.3 Entwicklungszyklus

Wie alle Dipteren durchlaufen die Gnitzen einen holometabolen Entwicklungszyklus
(Abb. 2). Die 0,15 bis 0,30 mm groBen Eier, die oval bis lang gestreckt sind und in
ihrer Ausbildung in den einzelnen Unterfamilien und Gattungen stark variieren,
werden artspezifisch teils an Land, teils am Ufer von Gewassern oder im Wasser
selbst abgelegt. Die Eiablage kann einzeln erfolgen, wie etwa innerhalb der Gattung
Culicoides, oder als in Gallerte gehlllte Rosetten, Haufen oder Bander in kleineren
bis umfangreichen Eipaketen mit bis zu 250 Eiern. Forcipomyiinae-Eier sind oft
schwarz, glanzend und von einer gallertigen Substanz umgeben. Im Hochsommer
sind sie haufig als dunkler bis schwarzer Laich auf Algen oder flottierenden Pflanzen
in FlieBgewéassern zu beobachten. Die Eier der Gattung Dasyhelea sind ebenfalls mit
einer gallertigen Substanz (berzogen, aber hufeisenférmig ausgebildet.
Langgestreckte, bananenférmige Eier in lockeren Gruppen mit einer diinnen, aber
formenreichen Eischale findet man innerhalb der Ceratopogoninae. Die terrestrisch
lebenden Arten dieser Unterfamilie legen ihre Eier auf dem Erdboden, auf Pflanzen
oder an bzw. unter Substanzen in Gewassernahe ab. Die Ausbildung von Eischniren
ist méglich (z. B. Gattungen Probezzia, Dicrobezzia). Bei manchen Arten fliegt das
Weibchen zur Eiablage mit der aus dem Hinterleib hdngenden Eischnur dicht Gber
die Wasseroberflache. Kommt die Schnur mit der Oberflache in Berlhrung, reiBt sie
ab und taucht in das Wasser ein. Dort haften die Eier an submersen Strukturen fest.
Bei anderen Arten werden die Eischnire in der Luft abgestoBen und schweben zur
Wasseroberflache.

Abb. 2: Entwicklungszyklus der Gattung Culicoides (nach Werner & Kampen 2008)
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Wie bei Simuliiden konnte auch fir Gnitzen eine Eiablage unter Wasser festgestellt
werden. Dazu kriechen die Gnitzen-Weibchen an einem Pflanzenstengel bis etwa 1
cm unter den Wasserspiegel. Mit Hilfe des Auftriebs einer Luftblase, die sich unter
den Fligeln befindet, gelangen die Tiere wieder an die Wasseroberflache.

Bereits die schlipfenden Erstlarven haben eine voll sklerotisierte Kopfkapsel mit
stark ausgebildeten Mandibeln, die am distalen Ende gezahnt sind. Zwischen Kopf
und Thorax befindet sich ein kurzer Kragen. Drei thorakale und neun abdominale
Segmente sind klar definiert. Der Kopf kann hypognath bis prognath ausgebildet
sein. Prothorakale, thorakale oder hintere Fortsdtze kdnnen vorhanden sein und
erinnern, je nach Anordnung und Ausbildung, an die Larven von Phlebotomus
Rondani (Fam. Psychodidae) oder Chironomus Meigen (Fam. Chironomidae). Die
Mucken durchlaufen weitere drei Larvenstadien, die schlieBlich, in Abhangigkeit von
Art und Nahrungsangebot, eine Lange von ca. 4 bis 6 mm erreichen. Die
Uberwinterung der meisten Arten findet, wie bei vielen anderen Insektenfamilien
auch, im vierten Larvenstadium statt, da in diesem Stadium die Fress- und
Wachstumsphase leicht verkurzt oder verlangert werden kann.

Die 2 bis 4 mm langen Puppen sind in allen Gattungen der Familie &hnlich
ausgebildet. Sie weisen einen kompakten Bau auf, sind gelb-braun bis schwarz
gefarbt und mit kurzen prothorakalen Hérnchen am Kopfende versehen. Puppen
aquatischer Formen flottieren im Ruhezustand oft in Ansammlungen an der
Wasseroberflache. Verpuppungsbereite Larven terrestrischer Formen wandern in
trockenere Bereiche, um sich dort zu verpuppen. Sie befinden sich dann einzeln in
der N&he der Entwicklungshabitate der Larven in vor Austrocknung geschitzten
Bereichen.

Die adulten Miicken halten sich nach dem Schlupf ebenfalls in der Nahe der larvalen
Entwicklungshabitate auf. An definierten Landmarkierungen, wie Baumen, Blschen
und exponierter Ufervegetation, sind die Mannchen vieler Arten in Schwarmen zu
finden. Zur Partnerfindung senden die Weibchen Pheromone aus, die besonders bei
jungfraulichen Weibchen anziehend und paarungsinduzierend auf die Mannchen
wirken. Die Kopulation findet im Flug statt. Sie kann ein- oder mehrmalig vollzogen
werden (Linley & Adams 1972).

Weibchen verschiedener Arten innerhalb der Gattungen Culicoides und Leptoconops
sind autogen und produzieren die ersten Eipakete ohne vorherige Blutmahlzeit. Far
das Einleiten jedes weiteren Eireifungszyklus ist jedoch die Aufnahme von Blut
erforderlich. Diese Strategie spielt bei der Erhaltung der Population eine
entscheidende Rolle, wenn keine potentiellen Wirte zur Blutaufnahme zur Verfligung
stehen.

2.4 Lebensraum und Vorkommen

Charakteristisch fur die Gnitzen ist der ausschlieBliche Aufenthalt ihrer
Entwicklungsstadien in Gewassern oder feuchten Biotopen, von denen sich auch die
adulten Micken nach dem Schlupf selten weit entfernen. Die Entwicklung ist stark
abhangig von den lokalen Umweltfaktoren und den Anspriichen der jeweiligen Arten.
Bevorzugte larvale Entwicklungshabitate mancher Arten sind Meeressaume,
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Salzquellen und stark Uberdiingte Lebensrdume. Andere Arten vollziehen ihre
Entwicklung in diversen feuchten Biotopen, insbesondere in Schlamm, feuchter
rottender Vegetation, moderndem Laub und Holz, faulenden Frichten, Pilzen,
Tierdung und Gille (Abb. 3), Kompost, Humus und Moosen. Aquatische Biotope, wie
Moore und Simpfe (Abb. 4), Ufer- und Uberflutungsbereiche von Flissen (Abb. 5),
Graben, Bache, Seen sowie kleinere Wasseransammlungen unterschiedlichster Art,
wie z. B. Baumhdéhlen (Abb. 6), Krabbenl6cher und Pfltzen, sind weitere wichtige
Brutplatze. Huminstoffreiche, saure Wasser von Hochmooren (Kampen et al. 2007;
Werner unveroffentlicht), salzreiche Brackwasser von tidenbeeinflussten Flisse und
die Gezeitenzone (Havelka 1976, 1978) komplettieren die Liste der Brutplatze.

Abb. 3: Bruthabitat: Tierdung Abb. 4: Bruthabitat: Moore und
und Glle Sumpfe
(Foto: Werner 2006) (Foto: Bellstedt 2004)

Abb. 5: Bruthabitat: Ufer- und Abb. 6: Bruthabitat: Baumstumpf
Uberflutungsbereiche von Flissen (Foto: Kampen 2003)
(Foto: Werner 2006)

Die Entwicklungshabitate der in Deutschland nachgewiesenen mammalophilen
Gnitzen sind bisher nicht umfassend erforscht. Temporare Schadherde einzelner
Regionen sollten unter Bericksichtigung der natirlichen Gegebenheiten kritisch
erfasst werden, um die Ausbildung von permanenten Herden oder
Massenpopulationen einschatzen zu kénnen. Bestimmte Arten zeigen auch eine
ausgepragte saisonale Abhéangigkeit der Generationen im Jahresverlauf.
Anderungen im Vorkommen der einzelnen Arten kénnen sich aus der globalen
Klimaveranderung mit dem Verschleppen bzw. Einwandern von Arten (Mellor 2004)
und/oder der Renaturierung ausgewahlter Feuchtgebiete ergeben.
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Die Praimaginalstadien der einzelnen Arten sind ebenfalls ungenigend bearbeitet
und z. T. sogar unbekannt. Durch die F&higkeit der Gnitzen, nahezu alle
Feuchtbiotope zu besiedeln, ergeben sich erhebliche Schwierigkeiten hinsichtlich
einer flachendeckenden Erfassung und wissenschaftlichen Bearbeitung der
Entwicklungsstadien. Spezielle methodische Kenntnisse sind fiir die Aufsammlungen
von Larven und Puppen erforderlich.

Nach der larvalen Lebensweise lassen sich grob drei Gruppen von Ceratopogoniden
unterteilen, die sich auch morphologisch unterscheiden. In einer Gruppe werden die
aquatischen Formen mit den lastigen Culicoides-Arten zusammengefasst.

Die langen, schlanken Larven mit dem schmalen Kopfsegment verfligen Uber eine
apneustische Atmung, d. h. Atmungsorgane fehlen und die Atmung erfolgt Gber die
Haut. Sie sind gute Schwimmer, bewegen sich im Wasser schlangelnd vorwarts und
erndhren sich rauberisch von kleinen wasserlebenden Wirbellosen, insbesondere
den Larven anderer Mickenarten.

2.5 Ceratopogonidae als Vektoren

Ceratopogoniden sind in tropischen und subtropischen Regionen Vektoren fir Viren,
Protozoen und Filarien. Von ca. 1.300 Culicoides-Arten weltweit (Borkent & Wirth
1997) sind ca. 96% obligate Blutsauger an Saugetieren (einschlieBlich des
Menschen) und Végeln (Meiswinkel et al. 1994). Ungefahr 50 Culicoides-Arten sind
Ubertrager von Krankheitserregern. Wahrend der Mensch flr die meisten
Krankheitserreger nicht empfanglich ist bzw. nicht an den Infektionen erkrankt,
stellen die durch Ceratopogoniden Ubertragenen Erkrankungen in der Tierhaltung
und -zucht, vor allem bei Schafen, Rindern und Pferden, ein signifikantes Problem
dar, da sie z. T. mit hoher Morbiditat und Mortalitat einhergehen konnen. Eine
Ubersicht ist in Tab. 1 gegeben.

2.5.1 Viren

Das Spektrum der bisher aus Culicoides isolierten Viren ist beachtlich. Neben dem
Virus der Blauzungenkrankheit wurden z. B. die Erreger der d’Aquilar-Krankheit, der
Afrikanischen Pferdesterbe, des bovinen Ephemeralfiebers, die equinen
Enzephalitisviren, das Rifttal-Virus sowie diverse Viren aus den Rabies-, Simbu-,
Palyam-, Bunya-, Ganjam- und Congo-Gruppen nachgewiesen. Innerhalb der Bunya-
Gruppe sind fiir die Ubertragung des Akabane- und Oropouche-Virus die Arten der
Gattungen Culex und Aedes epidemiologisch von Bedeutung. Nur fir das
Oropouche-Virus wurde bisher eine Ubertragung auf den Menschen durch Gnitzen
nachgewiesen.

Eine Auswahl der wichtigsten von Ceratopogoniden Ubertragenen Krankheitserreger
gibt Tabelle 3 wieder. Detailliertere Aufstellungen finden sich in Linley et al. (1983),
Linley (1985), Hull et al. (1989) und Boorman (1993).
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2.5.2 Nematoden

Einige Culicoides-Arten besitzen in den tropischen Regionen Afrikas und
Zentralamerikas durch die Ubertragung von Filarien (Nematoda: Filarioidea) groBe
epidemiologische Bedeutung. Mansonella perstans (Yorke & Mapleston 1926)
[friher Dipetalonema], die beim Menschen aber in der Regel keine Symptomatik
verursach, wird von den Mlcken Ubertragen. Weiterhin sind sie Zwischenwirte fir die
Onchocerca-Arten: O. gutturosa Neumann, 1910, O. gibsoni (Cleland & Johnston,
1910), O. cervicalis Railliet & Henry, 1910, O. cebei Galliard, 1937 (= O. sweetae), O.
reticulata Diesing, 1841. Weiterhin werden wahrscheinlich O. dukei Bain, Bussieras
& Amegee, 1976 und O. denkei Bain, Vassiliades & Delbove, 1982 (Crosskey 1990),
sowie zwei weitere Mansonella-Arten: Mansonella streptocerca Macfie & Corson,
1922 und Mansonella (friher Dipetalonema) ozzardi Manson, 1897 Ubertragen. Sie
parasitieren in Végeln, Affen, Waschbaren, Rindern, Pferden und Biiffeln (Crosskey
1990, Anderson 2000, Shelley & Coscaron 2001).

Innerhalb der Gattung Forcipomyia kénnen Arten der beiden Untergattungen
Lasiohelea und Dacnoforcipomyia ebenfalls Onchocerca-Filarien Ubertragen. Ottley
& Moorhouse (1980) wiesen die Ubertragung von O. gibsoni auf Weidetiere und
Pechuman & Wirth (1961) von Icosiella neglecta (Diesing, 1851) auf Frésche nach.
O. cervicalis ist vermutlich ein durch die Gattung Forcipomyia Ubertragener
Wurmparasit von Pferden (Ottley et al. 1983).

2.5.3 Protozoen

Auf den Menschen werden durch Ceratopogoniden keine Protozoen Ubertragen.
Vertreter der Gattung Culicoides Ubertragen jedoch verschiedene, einzellige
Blutparasiten (z. B. Arten von Haemoproteus, Parahaemoproteus, Hepatocystis und
Nycteria sowie Trypanosomen) auf Vogel (Valkiinas et al. 2002, Mullens et al. 2006,
Garnham et al. 1961, Olsen 1974) und gewinnen dadurch 6konomische Bedeutung.
In Japan werden auBerdem Protozoen der Gattung Leucocytozoon (L. caulleryi
Mathis & Leger, 1909) (Apicomplexa: Plasmodiidae) von Culicoides auf Hausgefligel
Ubertragen (Akiba 1960, Yu et al. 2000). Culicoides adersi Ingram & Macfie, 1923
Ubertragt Hepatocystis kochi (Levaditi & Schoen, 1932) in Ostafrika auf Affen
(Garnham et al. 1961).
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Krankheitsuibertragung durch

Ceratopogoniden

Mensch

Erreger Wirt Geografische Verbreitung
Viren
Rifttal-Virus Wiederkauer, Kamele, Afrika und angrenzende Regionen

Oropouche-Virus Mensch Siidamerika

Blauzungenvirus Wiederkauer Neue Welt, Afrika, Asien, Australien,
Sid- und Mitteleuropa

Afrikanische Pferdesterbe-Virus [ Equiden Afrika, Mittelmeerraum

Akabane-Virus

Rind, Schaf, Ziege, Pferd

Afrika, mittl. Osten, Sldostasien,
Australien

Equine Enzephalitis-Viren
(WEEV, EEEV, VEEV)

Pferd

Neue Welt

Epizootisches hamorrhagisches
Fieber-Virus

Rind, Wildwiederkauer

USA, mittlerer Osten, Afrika, Asien

Bovines Ephemeralfieber-Virus | Rind mittlerer Osten, Afrika, Australasien,
Japan

Palyam-Virus Serogruppe Rind, Schaf Afrika, Australien, Asien

Protozoen

Trypanosoma spec. Vc?gel weltweit

Haemoproteus spec. Vogel

Hepatocystis kochi Affen Ostafrika

Hepatocystis brayi . N?ger Siidostasien

Leukocytozoon caulleryi Vogel

Filarien

Mansonella perstans, Affen, Mensch Afrika, Stidamerika, Karibik

M. ozzardi,

M.streptocerca

Onchocerca gutturosa, Rind Afrika, Mitteleuropa

O. gibsoni

Onchocerca reticulata, Equiden Nordamerika, Australien, Asien

O.cervicalis

Tab. 1: Wichtige durch Ceratopogoniden aus der Gattung Culicoides tbertragene

Krankheitserreger (Auswahl)
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2.6 Wirte parasitischer Ceratopogonidae

Die Wirtsspezies der blutsaugenden Gnitzen sind nicht umfassend bekannt. Nur
relativ. wenige Ceratopogoniden-Arten sind auf Warmblilter spezialisiert. Hierzu
gehdéren die meisten Arten der Gattung Culicoides und einige Arten der Gattung
Forcipomyia, in manchen zoogeografischen Regionen auch Arten der Gattungen
Lasiohelea und Leptoconops. Die Gnitzen beschranken sich aber nicht nur auf
Menschen und Végel, sondern akzeptieren z. T. auch andere warmblitige
Wirbeltiere, zu denen neben Weidetieren, wie Rinder, Pferde, Ziegen und Schafe,
auch Antilopenarten, wie z. B. Blassbocke, Hirsche, Rehe, Waschbaren sowie
Nager zahlen (Glukhova 1989). Uber die Pathogenitat der von Gnitzen Gbertragenen
Krankheitserreger fiir diese Wirbeltiere und tber deren Rolle als Reservoirwirte fur
die Erreger ist fast nichts bekannt.

Die Weibchen der meisten parasitischen Gnitzen-Arten saugen jedoch an
Kaltblitern, z. B. Fréschen oder Regenwilrmern. Manche Gnitzen-Arten sind
aufgrund ihrer Korpergestalt und geringen GréBe sogar dazu befahigt, sich an
andere Insekten anzuklammern und an diesen als stationdre Ektoparasiten zu leben.
Bisher wurden Vertreter z. B. an lebenden Zuckmicken (Fam. Chironomidae),
Eintagsfliegen  (Ord.  Ephemeroptera),  Netzfliglern  (Ord.  Neuroptera),
Schmetterlingen (Ord. Lepidoptera) und Libellen (Ord. Odonata) sowie an
verschiedenen toten Arthropoden-Arten beobachtet (Wirth 1956; Downes & Wirth
1981). Forcipomyia-Arten saugen auBerdem die Hamolymphe von Arten der Gattung
Chrysopa (Florfliege Fam. Chrysopidae) und Atrichopogon (Olkéfer Fam. Meloidae).
Von Olkafern werden Ceratopogoniden durch den verstrémten Cantharidin-Duft
angelockt (Frenzel 1993). Einige weitere Gnitzen-Arten haben sich auf Stechmicken
(Fam. Culicidae) spezialisiert, denen sie das von Vertebraten aufgenommene Blut
aus dem Verdauungstrakt entnehmen (Delécolle 1985).

Die Wirtswahl mit nachfolgender Blutaufnahme wird artspezifisch durch biotische
Faktoren sowie durch eine Reihe weiterer, abiotischer Faktoren beeinflusst. Die
Wirtsfindung erfolgt hauptsachlich auf olfaktorischem Weg. Indizien fir die Anlockung
tber Duftstoffe sind das massenhafte Auftreten von Culicoides-Weibchen auf Arum-
Bliten (Drummond et al. 1991, Drummond et al. 2003). Das verdickte Ende der
Keule strdmt einen nach Harn riechenden ,Duft® aus, den viele kleine nachtaktive
Insekten, vor allem Ceratopogoniden, betérend finden. Das helle Hochblatt, welches
in der Dammerung und Dunkelheit recht auffallig ist, trdgt ebenfalls zur Anlockung
bei. SchlieBlich fihrt die Verbrennung von Starke in der Keule der Blite zu einer
betrachtlichen Produktion von Warme, was auf die Gnitzen anlockend wirkt (Frenzel
1993). Duftstoffe, wie Octinol, Phenole, Amine und Cantharidine, scheinen als
Attraktantien bei der Nahrungssuche, bei der Schwarmbildung der Mannchen und
beim Kopulationsverhalten eine wesentliche Rolle zu spielen (Frenzel & Dettner
1994).

Wie bei den Kriebelmicken (Fam. Simuliidae) wird bei den Gnitzen auch eine
optische Orientierung fir die Wirtsfindung diskutiert. Diverse Untersuchungen (z. B.
Olbrich 1987) weisen darauf hin, dass groBe und dunkle Weidetiere bzw. Attrappen
bevorzugt angeflogen werden. Einen nachweislichen Einfluss auf die Wirtsfindung
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haben auch bestimmte Habitateigenschaften wie z. B. Form, Geruch,
Witterungsbedingungen sowie Wirtscharakteristika wie die physiologischen
Eigenschaften der Micken selbst. Hierbei sind das Alter der Micke, der
Erndhrungszustand, Parasitenbefall und die Paarungsbereitschaft ausschlaggebend.

2.7 Schadwirkung beim Menschen

Hinsichtlich ihrer medizinischen und veterinarmedizinischen Bedeutung als Lastlinge
und Plageerreger stehen Gnitzen den Stechmicken (Fam. Culicidae), den
Kriebelmlcken (Fam. Simuliidae), den Bremsen (Fam. Tabanidae) sowie den Echten
Fliegen (Fam. Muscidae) und den Goldfliegen (Fam. Calliphoridae) nicht nach.

Unter einer Gnitzenplage versteht man den Massenbefall von Menschen und/oder
Tieren beim Schwarmen wahrend der Kopulationszeit oder deren gezieltes
Aufsuchen zur Aufnahme einer Blutmahlzeit. Der kurze Rissel der Gnitzenweibchen
besitzt kraftige, klingenférmige Stechborsten und &hnelt dem der Simuliiden. Beide
Familien gehéren zur Gruppe der ,pool feeder® unter den hamatophagen
Arthropoden, da sie mit ihren groben Mundwerkzeugen die Haut aufraspeln und
BlutgefaBe beschadigen, wobei stark blutende Wunden

entstehen kdnnen. Die Blutaufnahme dauert meist einige Minuten, wobei die Gnitzen
mehrfach einstechen. Oft ist ein austretender Blutstropfen zu beobachten aus dem
die Micken das Blut auflecken. Wird eine Nervenendigung getroffen, kann der
Stechakt sehr schmerzhaft sein. In den meisten Fallen flhrt er zu starken
Hautreaktionen an der Einstichstelle mit Knotchenbildung, schmerzhaften
Erythemen, Quaddel- und Odembildung sowie weiteren allergischen Reaktionen.
Juckreiz und Quaddelbildung treten fast immer auf. Oftmals bilden sich nach dem
Stechakt wenige Millimeter groBe, mit serdéser Flussigkeit geflllte Blasen. Da diese
Reaktionen auch von Simuliiden durch die Aufnahme der Blutmahlzeit hervorgerufen
werden koénnen, kann das in der Stichdiagnostik zu Verwechslung der
Ceratopogonidenstiche mit  Simuliidenstichen  fliihren. Wie bei anderen
Arthropodenstichen auch, kdnnen sekundaren Reaktionen stark von mechanischen
Einwirkungen, wie Kratzen und Reiben an der Einstichstelle, und dem Immunstatus
des Betroffenen abhangig sein (Werner, unveréffentlicht). Den Medizinern ist eine
konkrete nosologische Zuordnung der Stichreaktionen oft nicht méglich.

DUnnhautige, kapillarreiche Koérperpartien im Bauch- und Kopfbereich, z. B. in der
Augenregion, an der Stirn und dem Bereich unterhalb des Haaransatzes, sowie an
den Ohren und Halspartien sind préaferierte Stichstellen beim Menschen. Weitere
Einstichbereiche lassen sich oft an den Extremitaten v. a. am Rand der Bekleidung
und am Kragen bzw. Halsausschnitt finden.

Die Stechaktivitdt der Muicken ist artabhangig und wird durch abiotische
Umweltfaktoren beeinflusst. Obwohl viele Gnitzen tag- oder nachtaktiv sind,
bevorzugen die meisten Arten die Dammerungsstunden am Morgen und Abend
sowie die ersten Nachtstunden.
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2.8 Schadwirkung beim Weidetier

Bei einem massenhaften Auftreten und Anflug von Gnitzen kommt es zu mehr oder
weniger starken Abwehrbewegungen bis hin zu groBer Unruhe unter Weidetieren.
Dies ist auch der Fall, wenn Gnitzen in Stallungen einfliegen. Dort halten sie sich oft
in groBer Anzahl im Fensterbereich auf. Bei Weidetieren bevorzugen sie zur
Blutaufnahme ausgewahlte kapillarreiche Kérperregionen am Bauch, Ricken und
Kopf (insbesondere Augenregion, Hals und Stirn). Die befallenen Kérperregionen der
Wirtstiere  weisen  nadelstichartige  Blutungen in  der Haut oder im
Unterhautbindegewebe auf. Diese Einstiche haben die Form von kleinen, runden, bis
ca. 3 mm groBen Blutpunkten (Petechien). Charakteristische Einstichstellen sind in
den Abbildungen 15 am Euter eines Rindes und in Abb. 16 am Skrotum eines
Schafes dargestellt. An der betreffenden Korperstelle tritt wenige Minuten nach dem
Stich starker Juckreiz auf und es bildet sich ein Odem. Subkutane Odeme sind
haufig am Kehlgang, am Triel, in der Bauch-, Euter, Skrotal- oder Vulvaregion zu
finden. An den Einstichstellen bilden sich blutverschmierte und verkrustete
Hautflachen in unterschiedlicher GréBe. Allgemeine Symptome treten meist sofort
auf: Nervositat, Mattigkeit, Fressunlust und Gleichgewichtsstérungen. Des Weiteren
kann es zu Temperaturerhbhungen, Entzindungen der Einstichstellen,
Hautirritationen und starken Einblutungen ins Unterhautbindegewebe kommen.

Die unter der Bezeichnung ,Sommerekzem*® (sweet itch, kasen disease) bekannte
Dermatitis bei Pferden ist in vielen Regionen der erde auf eine
Uberempfindlichkeitsreaktion gegeniiber Culicoides-Stichen zuriickzufilhren. Die
durch das toxische Speicheldriisensekret der Micken ausgelést wird (Langner
2005). Allergische Reaktionen in Form einer Dermatitis sind ebenfalls von Schafen
und Rindern bekannt. Diese werden nach Boorman (1993) mdglicherweise durch
Anflige von Arten des Culicoides obsoletus-Komplexes verursacht.

2.9 BTV Serotype 8 Epidemiologie 2006 ff. in Europa
(nach Werner & Kampen 2008; Kampen & Werner 2010)

Die erstmals im August 2006 in Deutschland nachgewiesene Blauzungenkrankheit
(bluetongue disease, catarrhal fever of sheep, Maulkrankheit) ist eine nicht
kontagi6se Viruserkrankung domestizierter und wild lebender Wiederkauer, die nach
dem bisherigen Kenntnisstand akut, seuchenhaft und saisongebunden verlauft. Unter
natdrlichen Bedingungen erfolgt die Ubertragung des Virus durch Gnitzen der
Gattung Culicoides. Die in Endemiegebieten im Mittelmeerraum fir die
Virusverbreitung verantwortlich gemachte Spezies Culicoides imicola Kieffer, 1913
wurde ndrdlich der Alpen bisher nicht nachgewiesen. Diese Art ist der weltweit
wichtigste Vektor der Blauzungenkrankheit (BTD) und der Afrikanischen Pferdepest.
Es handelt sich um eine Warme liebende Gnitzen-Art, die urspringlich in Afrika und
Sldostasien beheimatet war. In Europa wurde sie erstmals 1982 in Sidspanien
nachgewiesen (Mellor et al. 1983). Ihr Verbreitungsgebiet umfasst heute weite Teile
des Mittelmeerraumes (Ourse et al. 2005). Culicoides imicola scheint sehr
anpassungsfahig zu sein, benétigt aber definierte klimatische Minimalbedingungen,
um sich in einer Region etablieren zu kénnen. So kann sie den Winter offenbar nur
Uberleben, wenn die durchschnittlichen Tageshdchsttemperaturen in den kéltesten
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Monaten mindestens 12,5 °C erreichen (Sellers & Mellor 1993). Da die
entsprechende Isotherme wéahrend der letzten vollstandigen Klimanormalperiode
(1961 bis 1990) Deutschland von West nach Ost etwa in H6he von Hannover und
Berlin querte (Hendrickx et al. 1998), wird eine voranschreitende Ausbreitung von C.
imicola nach Norden beflrchtet.

Die ersten Ausbriiche der BTV Serotyp 8 Epidemiologie in Europa wurden in Belgien,
Holland, Deutschland, Frankreich registriert, etwas spater folgte Luxemburg. Ende
2006 waren bereits Gber 2000 Weidetier-Betriebe betroffen (Tab. 2). In Tabelle 4 sind
die registrierten Ausbrtiche in Europa von 2006 bis 2009 im Zusammenhang zur
Transmissionsperiode des Virus gegenibergestellt. Die Gegenlberstellung zeigt
deutlich, dass die BTD Epidemie explodierte in der zweiten Ubertragungsperiode,
was in der Anzahl der Ausbriiche und der geografischen Ausbreitung deutlich wird.
Als Reaktion auf diese alarmierende Situation, arbeiteten verschiedene
pharmazeutische Firmen mit Hochdruck an der Bereitstellung des Impfstoffes gegen
BTV-8. Im Mai 2008 startete die Impfkampagne in Deutschland mit dem getesteten
Impfstoff (EMEA 2009, Gethmann et al. 2009, Bruckner et al. 2009). Wahrend das
Immunisierungsprogramm im Vergleich zu den Ausbriche der vorangegangenen
Periode (Mai 2008-April 2009) eine generelle Reduktion der Ausbriiche hervorrief,
mussten einige Lander wie z.B. Frankreich, die keine umfassende Impfkampagne
gestartet hatten, ein kontinuierliches Ansteigen der BTD Ausbrlche verzeichnen.

Der endgultige Einfluss des Immunisierungsprogramms war 2009 spurbar. Nur noch
wenige Ausbrliche wurden in sechs Landern registriert.

Land Mai 2006 — Mai 2007 — Mai 2008 — Mai 2009 —
April 2007 April 2008 April 2009 April 2010
Belgien 695 6,870 47 0
Danemark 0 0 15 0
Germany 1,077 22,650 3,216 9
Griechenland 0 0 3 0
England (UK) 0 124 11 0
Frankreich 21 20,930 28,832 46
Italien 0 4 61 10
Luxembourg 8 1,312 21 0
Niederlande 474 5,779 78 0
Norwegen 0 0 3 0
Osterreich 0 0 21 2
Spanien 0 12 23 0
Sweden 0 0 30 0
Schweiz 0 7 70 7
Tschechische 0 1 10 2
Republik
Total 2,275 57,662 32,441 76
Tab.2: BTV-8 Ausbriiche in Europa; Quelle: EC-ADNS,

http://eubtnet.izs.it/btnet/reports/EpidemiologicalSituation.html
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FOr den Ausbruch 2006 in Mitteleuropa (Belgien, Holland, Deutschland, Frankreich,
Luxemburg) und das weitere Schadgeschehen 2007 (Belgien, Holland, Deutschland,
Frankreich, Luxemburg, GroBbritannien, Danemark, Schweiz) werden vor allem die
Arten des C. obsoletus-Gruppe sowie méglicherweise die des C. pulicaris-Gruppe als
Vektoren vermutet. Die tatsachliche Vektorkompetenz dieser Arten fir das
Blauzungenvirus (BTV) war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht belegt. Der
vollstandige Ubertragungszyklus konnte bisher noch nicht im Labor nachgewiesen
werden, jedoch tragen die vorliegenden Projektergebnisse der Isolation des BTV aus
Freilandfangen der Gnitzen wesentlich zur Klarung der Virusitbertragung und der
Vektorkompetenz einzelner Arten bei.

Vertreter der C. obsoletus-Gruppe sowie des C. pulicaris-Gruppe zeigten sie sich in
Infektionsversuchen empfanglich (Goffredo et al. 2004, Carpenter et al. 2006).

Flr das Schadgeschehen in Deutschland verweisen Mehlhorn et al. (2007) auf C.
obsoletus und C. pulicaris, jedoch missen diese Ergebnisse mit Vorbehalt
interpretiert werden (vgl. 4.3.1 Nomenklatur). FOr die Ubertragung in den
Niederlanden wird auch C. dewulfi in Betracht gezogen (Meiswinkel et al. 2007). Als
weitere mdgliche Vektoren fur die Blauzungenkrankheit werden unter weitere Arten
der Gattung Culicoides verdachtigt (MacLachlan et al. 2004, Mellor et al. 1980, Nolan
et al. 2004, Samal et al. 1987, Tanya et al. 1992, Wilson et al. 2005).

3 Entomologisches Monitoring

3.1 Durchfiihrung des Entomologischen Monitorings

Die Durchfiihrung des Entomologischen Monitorings in Deutschland erfolgte geman
dem vereinbarten Studienprotokoll vom 23.04.2007 im Zeitraum vom 31.03.2007 bis
31.05.2008. Detailierte Angaben zum Ablauf sowie der Ergebnisse liegen im
AbschluBbericht zum Projekt 08HS044 ,Entomologische Untersuchungen zur
Bekampfung der Blauzungenkrankheit” vor.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zur Feinbestimmung des Gnitzenmaterials
basieren hauptsachlich auf den im Monitoring gewonnenen Daten. Zusatzliche
Fange wurden in den Bundeslandern Brandenburg, Hessen, Mecklenburg-
Vorpommern, Nordrhein-Westfalen, Sachsen sowie Thiringen realisiert.

3.2 Teilnehmende Betriebe und Fallenstandorte

Vor Projektbeginn wurden die Restriktions- und Beobachtungszone in Deutschlands
in 90 geographische Einheiten eingeteilt (Studienprotokoll vom 28.03.2007), die
jeweils einen Landkreis oder mehrere Landkreise umfassten und eine GréBe von ca.
1.300 — 2.800 km? abdeckten. In jedem dieser geographischen Einheiten wurde auf
freiwilliger Basis der Betriebsinhaber ein Rinder haltender Betrieb flr das Monitoring
ausgewabhlt. Alle Betriebe waren bis zum Projektbeginn am 31.03.2007 frei von BTV.
Die geographischen Daten sind unter 4.2. in den Tab. 3 und 4 gelistet.Auf jedem
Betrieb wurden eine BG-Sentinel-UV-Lichtfalle (Fa. Biogents GmbH, Regensburg)
sowie eine Wetterstation (Hobo Pro TH/Temp, Typ H08-032-08, Fa. Prosorb,
Gottenheim) gemaB Vorhabe des Studienprotokolls in der Nahe des Stallgebaudes
installiert.
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3.3 Allgemeine Fangmethodik und Wetterdatensammlung

Alle teilnehmenden Landwirte wurden vor Projektbeginn von den jeweils betreuenden
Arbeitsgruppen aufgesucht und im persénlichen Gesprach in die Benutzung der
Fallen und die Handhabung der Fange eingewiesen. Sie erhielten das notwendige
Equipment (Alkohol, VersandgefédBe, Versandtaschen etc.), eine bebilderte
Anweisung zum Betrieb der Fallen und zur weiteren Probenbehandlung sowie die
Kopie des Fallenhandbuches der Firma BIOGENTS.

Als Fixationsmedium fur gefangene Gnitzen wurde mit Petrolether vergallter 70-75
%iger Alkohol (Ethanol 642 MEK) oder Isopropanol verwendet. Diese beeinflussen
nach einem Vorversuch die Stabilitat der Culicoides-RNA/-DNA nicht negativ (Bericht
Dr. B. Hoffmann, FLI Riems vom 6.5.2007). Als Fixationsmedium bzw.
Aufbewahrungsmedium fir gefangene Gnitzen wurde mit Methylethylketon vergallter
70-75 %iger Alkohol (Ethanol 642 MEK) oder Isopropanol verwendet.

Jede Lichtfalle wurde von den AG am Anfang jeden Monats meist fiir 7 Nachte (1./2.
— 7./8. Tag) aktiviert. Wenn eine Lichtfalle in der einen oder anderen Nacht versagte,
wurde die Nacht an die jeweilige Fangperiode angehangt, um einen siebentagigen
Fangzeitraum zu gewahrleisten. Die Lichtfallen wurden in der ersten Fangperiode
(30.3.-7.4.2007) nur an deren Ende einmal (,Wochenfangprobe®), mit Beginn der
zweiten Fangperiode (Mai 2007) bis zum Studierende aber wéahrend der
Fangperioden taglich (,Tagesfangproben®) geleert.

3.4 Material

Nach Absprache und Einweisung der einzelnen AGs wurden aus den jeweiligen
Lichtfallenfangen des Entomologischen Monitorings sowie zusatzlicher Standorte in
dem restlichen Gebiet Deutschlands die Micken innerhalb der Gattung Culicoides
auf Arten-Komplex Ebene vorsortiert. Dabei wurden flr die Grobsortierung folgende
Zuordnungen bericksichtigt:

Culicoides pulicaris Gruppe
Culicoides obsoletus Gruppe
Gattung Culicoides ,Rest"

Die SO vorsortierten Micken gingen durch den festgelegten
Untersuchungsschwerpunkt des Virusnachweises in den Gnitzen direkt ans FLI. 10%
des Materials wurde zur Feinbestimmung an das Deutsche Entomologische Institut
gesandt. Hier wurden die einzelnen Mdicken der Feinbestimmung, d.h. der
Zuordnung auf Artniveau unterzogen. Zur Artbestimmung wurden neben den
Weibchen auch die Mannchen bericksichtigt.
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4 Methodik
4.1 Differenzierung des Materials - Grobbestimmung

4.1.1 Bestimmungsvorlage zur Grobdifferenzierung in den Arbeitsgruppen

Zu Beginn des Entomologischen Monitorings wurden den einzelnen Arbeitsgruppen
eine taxonomische Einweisung und Bestimmungsliteratur zur VerflUgung gestellt.
Aufgrund der mangelnden Bestimmungsliteratur in dieser Gruppe wurde ein Skript
angefertigt, welches mit Hilfe von Datenmaterial aus dem Institute of Animal Health in
Pirbright erstellt wurde. Die Grundlage zur morphologischen Bearbeitung bildete
vorrangig die Literatur von Kremer, Delecolle und Havelka sowie umfangreichen
russischen Sekundéarliteratur u.a. von Glukhova und Remm. Die Grobbestimmung
erfolgte hauptsachlich auf Grundlage der Fliigelmuster.

41.1.2 Fligelmuster C. pulicaris Gruppe

Abb. 7: Fligelmuster C. pulicaris Abb. 8: Fligelmuster C. punctatus

41.1.3 Fligelmuster C. obsoletus Gruppe

Abb. 9: Fligelmuster C. obsoletus Abb. 10: Fligelmuster C. chiopterus

0.2

Abb. 11: Fligelmuster C. scoticus
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4114 Fligelmuster C. dewulfi
(zu C. obsoletus Gruppe)

Abb. 12: Fligelmuster C. dewulfi

4.2 Differenzierung des Materials - Artbestimmung

FUr das entomologische Monitoring war die Bearbeitung der RUckstellproben der
Gnitzen eine wesentliche Voraussetzung, um konkrete Aussagen zur Vektorrolle der
in Frage kommenden Arten und aussagekraftige Rickschlisse auf Artniveau auf
BTV positive Micken zu treffen.

Far die klassische taxonomische Bearbeitung war es notwendig, die Micken ca. 24h
zu mazerieren, um Muskelanteile und Fettgewebe zu eliminieren. Dieser
Arbeitsschritt beinhaltet, dass jede einzelne Micke im Labor unter dem Binokular
den Probenréhrchen entnommen, in separate, etikettierte GefaBe Uberfihrt und fir
24 h in Phenolakohol gelagert werden musste. Die so aufbereiteten Micken wurden
prapariert d.h. die zur Bestimmung morphologisch relevanten Strukturen (Genitalien,
Palpen, Beinreihen, Antennen, Fligel) wurden vom Habitus der Miicke getrennt und
auf einem Objekttrager in Phenolkanadabalsam eingebettet. Diese Praparation ist
besonders zeitaufwandig, da sich die fur die Bestimmung wichtigen Merkmale an
verschiedenen Korperteilen befinden (z.T. Thorax mit Fliigeln, Abdomen, Kopf) und
nicht aus jeder Perspektive und nur bei starkerer VergréBerung zu erkennen sind.

Von jeder Micke mussten die fir die Bestimmung relevanten Kérperteile einzeln in
bestimmter Position und in definierten Bereichen des Objekttragers in bestimmten
Positionen ausgerichtet werden. Dieses Vorgehen ist die Voraussetzung dafir, dass
die Merkmale bei starker VergréBerung erkannt und verglichen werden kénnen. Die
einheitliche Handhabung sichert bei der Bearbeitung umfangreicherer Mengen die
Vergleichbarkeit aus der gleichen Perspektive. Die Ausrichtung der in Kanadabalsam
unter dem Binokular eingebetteten Kdérperteile der Micken auf dem Objekttrager
muss i.d.R. unter dem Mikroskop kontrolliert werden.

FOr die dauerhafte Aufbewahrung ist die Trocknung der Praparate in einem
Trockenschrank in Abhangigkeit der Temperatur und Luftfeuchtigkeit Gber 1-2 Tage
notwendig. Die kontinuierliche Austrocknung bedingt den blasenfreien Einbettungs-
und Harteprozess.
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4.2.1 Genitalien (Mannchen) der haufigsten Culicoides- Arten

;
G

Abb. 13: Genital Mannchen Abb. 14: Genital Mannchen
C. pulicaris C. punctatus

Abb. 15: Genital Mannchen Abb. 16: Genital Mannchen
C. obsoletus C. chiopterus

Abb. 17: Genital Mannchen Abb. 18: Genital Mannchen
C. scoticus C. dewulfi
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4.2.2 Antennenauspragung der haufigsten Culicoides — Arten
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Abb. 19:
Antenne
C. pulicaris
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Abb. 21:
Antenne
C. obsoletus
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Abb. 20:
Antenne
C. punctatus
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Abb. 22: Abb. 23:
Antenne Antenne
C. chiopterus C. scoticus
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Abb. 24:
Antenne
C. dewulfi
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4.2.3 Palpenausbildung der haufigsten Culicoides - Arten
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Abb. 25:
Palpen
C. pulicaris
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Abb. 27:
Palpen
C. obsoletus
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Abb. 26:
Palpen
C. punctatus

Abb. 28:
Palpen
C. chiopterus
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Abb. 29:
Palpen
C. scoticus
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Abb. 30:
Palpen
C. dewulfi
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4.2.4 Spermathekenausbildung der haufigsten Culicoides-Arten
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Abb. 31: Spermathek C. pulicaris

0.0

Abb. 32: Spermathek
C. obsoletus
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Abb. 34: Spermathek
C. scoticus
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Abb. 33: Spermathek
C. chiopterus
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Abb. 35: Spermathek
C. dewulfi
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4.3 Herstellung von Dauerpraparaten

Flr die taxonomische Bearbeitung ist es notwendig, die Micken in Dauerpraparaten
fr eine Feindiagnose aufzubereiten. Hierflir werden die Tiere ca. 24h mazeriert, um
Muskelanteile und Fettgewebe zu eliminieren.

Die so aufgehellten Micken werden prapariert, d.h. die zur Bestimmung
morphologisch relevanten Strukturen vom Habitus der Micke getrennt und dann
jeweils auf Objekttragern in Phenol-Kanadabalsam eingebettet. Unerlasslich sind
hierbei die Feinpraparation einer Beinreihe, der Antennen, Palpen, Fligel und
Genitalien der Tiere, wo die fur die Artidentifizierung wichtigen Merkmale zu finden
sind.

Der Arbeitsschritt der Praparation umfasst zunéachst die Umbettung jedes einzelnen
Tieres in ein PraparationsgefaB oder auf einen flr die Praparation geeigneten
Objekttrager. Jede einzelne Micke muss dabei unter dem Binokular in normierter
Form prapariert werden. Diese Praparation ist besonders zeitaufwandig, da sich die
an verschiedenen Koérperteilen befinden (z.T. Thorax mit Fligeln, Abdomen, Kopf)
und nicht aus jeder Perspektive und nur bei starker VergréBerung zu erkennen sind.

Von jeder Micke missen deshalb die flr die Bestimmung relevanten Korperteile
einzeln in bestimmter Position ausgerichtet werden. Dieses Vorgehen ist die
Voraussetzung daflir, dass die Merkmale bei starker VergréBerung erkannt und
verglichen werden koénnen. Die einheitliche Positionierung sichert bei der
Bearbeitung umfangreicherer Mengen die Vergleichbarkeit aus der gleichen
Perspektive. Die Ausrichtung der in Kanadabalsam unter dem Binokular
eingebetteten Korperteile der Miicken auf dem Objekttrager muss i.d.R. unter dem
Mikroskop kontrolliert werden.

FOr die dauerhafte Aufbewahrung ist die Trocknung der Préparate in einem
Trockenschrank in Abhangigkeit der Temperatur und Luftfeuchtigkeit Gber 1-2 Tage
notwendig. Die kontinuierliche Austrocknung bedingt den blasenfreien Einbettungs-
und Harteprozess.

4.4 Molekularbiologische Differenzierung

Um eine sichere und effektive Unterscheidung von Culicoides-Arten zu
gewahrleisten, ist neben der konventionellen morphologischen, aber manchmal
subjektiven Untersuchung eine alternative objektivere Methode notwendig. Aus
diesem Grund ist die Entwicklung einer PCR-basierenden Methode wiinschenswert,
mit der Culicoides-Arten mit hoher Spezifitdt und geringem Zeitaufwand identifiziert
werden kénnen. An anderen Insektengruppen (insbesondere Stechmicken — Fam.
Culicidae) wurden solche PCR-Testsysteme zur Artidentifizierung bereits friihzeitig
und erfolgreich etabliert (z.B. Scott et al. 1993, Proft et al. 1999, Koekemoor et al.
2002).
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4.4.1 DNA Aufbereitung

Die DNA-Isolation erfolgte nach einem Standard-Protokoll, wobei die Miicken einzeln
in Lysispuffer eingefroren, homogenisiert und nach nochmaliger Zugabe von
Lysispuffer zur Auflésung der Zellmembran inkubiert wurden. Durch die Zugabe von
Kaliumacetat wurden die stérenden Proteine ausgefallt und durch mehrfaches
Zentrifugieren entfernt. Die erhaltene DNA wurde mit Natriumchlorid und Isopropanol
gefallt, nochmals gewaschen, sedimentiert und getrocknet. Das Sediment wurde in
Tris-EDTA resuspendiert und ein Aliquot der gewonnenen Lésung elektrophoretisch
aufgetrennt, um Quantitat und Qualitat der DNA fUr weitere Schritte zu prifen.

Die gewonnene DNA wurde per PCR selektiv vervielfaltigt. Nach Abschluss der
Reaktion wurde die amplifizierte DNA wiederum zur Kontrolle auf ein Agarosegel
aufgetragen. Erfolgreich amplifiziete DNA wurde vor der weiteren Verwendung
mittels eines kommerziell erhaltlichen Kits aufgereinigt.

4.4.2 Grundlagen und Voraussetzungen der COIl Nutzung

Interspezifische Polymorphismen in bestimmten DNA-Bereichen der einheimischen
Gntzen sollen zur Artidentifizierung genutzt werden. Als Zielregion wurde daher mit
der mitochondriellen Cytochrom Oxidase Untereinheit | (COI) eine Sequenz im
Genom der Gnitzen ausgewahlt, die schon bei anderen Insektengruppen gute
Ergebnisse lieferte. Sie ist interspezifisch relativ variabel, intraspezifisch aber relativ
konserviert (Caterino et al. 2000). Die mitochondrielle DNA (mtDNA) wird maternal
vererbt und somit ausschlieBlich von der Mutter an die Nachkommen weitergegeben.
Da keine Rekombination mit vaterlicher Erbsubstanz stattfindet, treten auch keine
unerwarteten Sequenzpolymorphismen auf. Lediglich kleine Veranderungen der
DNA, verursacht durch externe Einflisse, wie z.B. Replikationsfehler, kénnen
passieren.

Die COl nimmt als Molekll der Atmungskette zwar eine wichtige Rolle im
Organismus ein, verfligt aber aufgrund einer relativ hohen Mutationsrate trotzdem
tber eine ausreichende interspezifische Nukleotidvariabilitat, um
Artdifferenzierungen vornehmen zu kdnnen (Lunt et al. 1996). Die mtDNA von zwei
Individuen derselben Art unterscheidet sich wesentlich weniger als die mtDNA von
Individuen unterschiedlicher Arten. Aus diesem Grund wird die COIl u.a. auch far
taxonomische  Untersuchungen durch  Barcoding verwendet. Horizontaler
Gentransfer, eine Ubertragung von Genen auBerhalb der geschlechtlichen
Fortpflanzung und Uber Artgrenzen hinweg, kann allerdings das Ergebnis verfélschen
(Hurst & Jiggins 2005).

COl ist ein sehr nitzlicher Marker, aber nicht unfehlbar. Zum Beispiel liefern maternal
vererbte Gene keine Information Uber eine mdglich Hybridisierung oder Intragression
(= EinfUhrung bestimmter genetischer Eigenschaften aus fremdem Erbgut durch
wiederholte Rilckkreuzung von Hybriden mit deren Elternarten), was bei evolutiv
jungeren Arten problematisch sein kann, sofern sie sich hinsichtlich ihrer
Nukleotidsequenz noch nicht ausreichend unterscheiden.

31

Stand: 20.06.2010



Forschungsvorhaben 2808 HS007 - Endbericht Leibniz-Zentrum fiir Agrarlandschaftsforschung (ZALF) e.V.

Eine Integration von mtDNA in das nukledre Genom kann ebenfalls vorkommen
(,mitochondriale Pseudogene®) und die Interpretation von Ergebnissen beeinflussen,
da solche integrierten mtDNA-Regionen bei der Verwendung konservierter Primern
nichtsdestoweniger zusammen mit den eigentlichen mitochondrialen Regionen
amplifiziert werden kénnen.

Abb. 36: Cytochromoxidase Untereinheit | (aus Steinke & Brede 2006)

4.4.3 Grundlagen und Voraussetzungen der ITS Nutzung

Aufgrund der Unsicherheiten bei der Nutzung der COI-Region soll fir die geplante
taxonomische Aufarbeitung der einheimischen Culicoides-Arten der Internal
Transcribed Spacer 2 (ITS2) der ribosomalen DNA (rDNA) als weitere Sequenz
analysiert werden.

In Eukaryonten besteht die rDNA aus hunderten von sich tandemartig
wiederholenden Gengruppen (Repeats), welche sich aus kodierenden (5,8S, 18S
und 28S-rDNA) und nicht-kodierenden Abschnitten zusammensetzen (Abb. 37). Die
nicht-kodierenden, die so genannten Spacer, trennen die Repeats voneinander und
die innerhalb eines Repeat in jeweils gleicher Reihenfolge zu finden Gene fir die
18S-, 5,8S- und 28S rRNA. So finden sich zwei relativ variable ITS zwischen den
konservierten Genabschnitten fir die ribosomalen Untereinheiten, darunter die ITS2-
Region, die die 5.8S und die 28S rDNA einer Transkriptionseinheit trennt.
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ETS 18S ITS 58 |TS 285

Abb. 37: Aufbau der Transkriptionseinheiten und deren tandemartige Anordnung

Wie die COI-Region ist auch die ITS2-Region bereits bei anderen Insektengruppen
gut untersucht und wird im Bereich der Taxonomie und der Artdifferenzierung haufig
genutzt (z.B. Depaquit et al. 2000, Thanwisai et al. 2006, Dassanayake et al. 2008).

4.4.4 Multiplex PCR

FiOr die Trennung der Zwillingsarten des C. obsoletus-Komplexes (trotz aktueller
Ergebnisse zur Phylogenie (Schwenkenbecher et al. 2008) unter Einbeziehung von
C. dewulfi) und des C. pulicaris-Komplexes ist die Entwicklung einer konventionellen
Multiplex-PCR geplant. In der in Abb. 38 dargestellten Médglichkeit handelt es sich
eine Variante, in der einer von mehreren speziespezifischen Forward-Primern mit
einem universellen Reverse-Primer kombiniert zur DNA-Amplifikation flhrt.

Bei der Multiplex-PCR sollten die spezifischen Amplifikate der einzelnen Arten
unterschiedliche Langen aufweisen, um die visuelle Artdifferenzierung nach
Auftrennung der PCR-Produkte mittels Elektrophorese zu erleichternt. Die Spezies
kbnnen an der Laufdistanz, die sich aus der Lange der Amplifikate ergibt,
unterschieden werden. Da noch unklar ist, ob diese Herangehensweise fir beide
Komplexe in einem gemeinsamen Ansatz realisierbar ist, wird zunachst von einer
Multiplex-PCR pro Komplex ausgegangen.

— universell
onA-region 1 |, ;oo -

Spezies 1 ‘
Spezies 2 -

Spezies 3 -

Abb. 38: Modelldarstellung einer Multiplex-PCR

Die speziesspezifischen Primer mulssen auf ihre Spezifitdt getestet werden. Sie
dirfen nur mit homologer, nicht aber mit heterologer DNA hybridisieren.
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Ebensowenig darf es zu intermolekularen Hybridisierungen (Primer-Dimer-Bildung)
oder zu intramolekularen Hybridisierung (Loop-Bildung) kommen. Die entwickelten
Primer und PCR-Tests sollen deshalb in Blindversuchen an morphologisch
vorbestimmtem frischem Freilandmaterial evaluiert und optimiert werden.

Far die nicht zu den C. obsoletus- und C. pulicaris-Komplexen gehérenden
Culicoides-Arten sollen ebenfalls speziesspezifische Primer konstruiert werden, die
(zusammen mit den Primern der Komplexarten) in einer Real-Time Multiplex-PCR
zur Artidentifizierung Anwendung finden kdénnen. Mit einer Real-Time-PCR kann die
Quantitat der amplifizierten Matrize direkt abgelesen werden (Freeman et al. 1999).
Zu diesem Zweck werden Flurophore (fluoreszierende Molekule), welche endstandig
an sequenzspezifische Oligonukleotide gekoppelt sind, als Detektionshilfsmittel fir
die Amplifikationsmenge eingesetzt. Die Fluoreszenz wird wahrend des PCR-Zyklus
gemessen. Sie nimmt proportional zur Menge der PCR-Produkte zu. Mit einer
solchen Kopplung von qualitativer und quantitativer Erfassung der Proben kénnte
eine morphologische Vorbestimmung des Materials entfallen. Fir beide PCR-
Verfahren wird getestet, ob eine herkdmmliche DNA-Extraktion zur Amplifikation der
speziesspezifischen DNA-Fragmente erforderlich ist oder ob ein zeit- und
arbeitssparendes grobes Zerkleinern der Gnitzen mit anschlieBendem kurzem
Aufkochen, méglicherweise einer zusatzlichen Inkubation mit Proteinase, ausreicht.

Die im Rahmen der Entwicklung der PCR-Tests gewonnenen COI- und ITS2-
Sequenzdaten sollen auBerdem flr phylogenetische Untersuchungen innerhalb der
Gattung Culicoides genutzt werden. Die Verwandtschaftsverhaltnisse sollen
analysiert und auf der Grundlage der DNA-Sequenzen phylogenetische
Stammbaume erstellt werden. Die phylogenetische Analyse wird mit Hilfe spezieller
Computerprogramme (z.B. CodonCodeAligner, SeqScanner etc.) erfolgen. Die
morphologische Bestimmung dient als Standard fir die Spezifitit der zu
konstruierenden Primer.

44.41 Material flir die Multiplex-Methode

Von den im Zuge des entomologischen Monitorings gesammelten und bis zum
Artniveau bestimmten Gnitzen wurden bisher folgende 31 Culicoides-Spezies
molekularbiologisch bearbeitet:

C. chiopterus

C. obsoletus s.s. C. obsoletus Gruppe
C. scoticus

C. dewulfi

C. fagineus )

C. grisescens
C. impunctatus
C. lupicaris (=delta) C. pulicaris Gruppe
C. newsteadi

C. pulicaris s.s.

C. punctatus J

34

Stand: 20.06.2010



Forschungsvorhaben 2808 HS007 - Endbericht Leibniz-Zentrum fiir Agrarlandschaftsforschung (ZALF) e.V.

C. achrayi

C. albicans

C. brunnicans

C. circumscriptus
C. clastrieri

C. fasciipennis
C. festivipennis
C. fuscillatus

C. griseidorsum
C. halophilus

C. maritimus

C. pictipennis

C. puncticollis

C. poperinghensis
C. riethi

C. salinarius

C. simulator

C. stigma

C. truncorum

C. vexans

Aus den einzelnen Individuen jeder Art wurde die DNA entweder mittels des DNeasy
Blood & Tissue Kits von Qiagen (Supplementary Protocol: Purification of total DNA
from insects using disposable microtube pestles) oder des innuPREP DNA Mini Kits
von Analytik Jena (Protocol 1: DNA isolation from tissue samples) extrahiert. Vor der
Homogenisierung der Gnitzen wurden Kopf und Fligel sowie bei Mannchen die
Genitalien zur Aufoewahrung abprépariert, um eine spater eventuell notwendige
morphologische Uberprifung zu ermdéglichen.

4.4.4.2 Primer fur COI- und ITS2 Region

Far die Amplifikation der COI- bzw. ITS2-Region wurden zunéachst folgende
konservierte Primer benutzt:
COI-Region (nach Dallas et al. 2003):

C1-J-1718: 5-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGT-3’
C1-N-2191: 5-CAGGTAAAATTAAAATATAAACTTCTGG-3’

(Amplifikatlange ca. 523 bp)
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ND2 Col coll

C1-N-2191 (J

C1-J-1718

Abb. 39: Position der Dallas-Primer in der COI-Region

ITS2-Region (nach Gomulski et al. 2006):

5,8SF: 5-GATGAAGACCGCAGCAAACT-3’
28SR: 5-ATTTGGGGGTAGTCACACAT-3’

(Amplifikatlange je nach Spezies zwischen ca. 390 und 440 bp)

Ein Reaktionsansatz setzte sich in der Regel folgendermafBen zusammen:

Template DNA 1-5pl (abhéangig vom Elutionsvolumen der extrahierten
DNA)

10x Puffer 5ul

Forward-Primer (10uM) 2l

Reverse-Primer (10uM) 2ul

dNTP Mix (10mM) 1ul

MgClz (25mM) 1ul

Tag-Polymerase (5U/ul) 0,25ul

Aqua bidest. ad 50ul

4.5 Virusdiagnostik bei Einzelindividuen

4.5.1 Gnitzenlagerung und Gnitzenvereinzelung

Von allen Gnitzen die im Rahmen des entomologischen Monitorings 2007/2008 zur
Untersuchung auf BTV-Genom an das NRL-BT verbracht wurden, wurden
Rlckstellproben aufbewahrt. Diese Restproben machen etwa 2-3 % der
eingesandten Gesamtgnitzen aus. Die Lagerung dieser Gnitzen erfolgte in 70%igen
Ethanol bei 4 °C.

FOr die Untersuchung von Einzelgnitzen wurden diese in 2ml EppendorfgefaBe
separiert und bis zur weiteren Bearbeitung in 70%igen Ethanol gelagert.
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4.5.2 Homogenisierung und Nukleinsaureextraktion

Nach Entfernen des Ethanols wurde zu jeder Gnitze im 2 ml Eppendorf-GefaR
Lysispuffer sowie 3 Stahlkugeln (Durchmesser 3mm) gegeben. Die Homogenisierung
der Gnitzen erfolgte am TissuelLyser (Qiagen) bei 30 Hz fir 2 Minuten. Nach kurzen
Abzentrifugieren erfolgte die weitere Nukleinsaureextraction mittels Virus 96 Kit
(Macherey-Nagel) auf einer automatisierten Plattform (Hamilton Starlet) oder durch
gleichwertige Verfahren.

4.5.3 Real-time PCR Assays

Zum Nachweis des BTV-Genoms in den Einzelgnitzen wurde eine etablierte Pan-
BTV-real-time RT-PCR verwendet (Toussiant et al., 2007), die auch durch das CRL-
BT empfohlen wird. Zum Nachweis der erfolgreichen Extraktion und Amplifikation
wurde eine interne Kontrolle (IC) im Duplex-Assay co-amplifiziert. Bei dieser Pan-
Culicoides-IC handelt es sich um ein Fragment der ITS1 und ITS2 —Region (rDNA
internal transcribed spacer 1 and 2). Nahere Informationen zu dieser duplex real-time
RT-PCR finden sich bei Hoffmann et al. (2009).

4.5.4 Genetische Identifikation und Sequenzierung

Die genetische Identifikation der Einzelgnitzen erfolgte Uber die Sequenzierung des
Pan-Culicoides-IC-Fragments. Dazu wurde das Fragment in einem 2%igem
Agarose-Gel getrennt und mittels Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt. Das
Fragment wurde dann in einer Sequenzierungsreaktion (BigDye Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit) als Template eingesetzt und mittels SigmaSpin Post-reaction
clean-up columns aufgereinigt. Die Generierung der Sequenzdaten erfolgte am
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems). Zur Editierung der Sequenzdaten
wurde die Sequence Scanner V1.0 Software (Applied-Biosystems) verwendet. Die
erhaltenen optimierten FASTA-Sequenz-Daten wurden fir den Sequenzabgleich im
BLASTn-Programm eingesetzt.

4.5.5 Auswahl der zu analysierenden Gnitzenproben

Auffallend bei der Analyse von Poolproben im Rahmen des entomologischen
Monitorings 2007/2008 (Hoffmann et al., 2009) waren die doch teilweise deutlichen
Unterschiede in der BTV-Genom-Préavalenz in Abhangigkeit von dem Zeitpunkt des
Gnitzenfanges und der Lokalisation der verwendeten Fallen. In Fallen, die in
Ostlichen und nérdlichen Gebieten der Bundesrepublik platziert wurden, konnte nur
sehr selten ein positiver BTV-Nachweis geflihrt werden. Gleiches galt fir die Fange
im Frahjahr/Sommer und ab Dezember 2007 (vgl. Abb. 40). Die meisten positiven
BTV-Nachweise konnten in einer Einsendung von Gnitzen aus Rheinland-Pfalz im
Oktober 2007 festgestellt werden (BH306/07). Hier waren fast 18% aller
untersuchten Gnitzen-Pools BTV-8 positiv. Darlber hinaus konnten in dieser
Einsendung auch viele BTV-positiven Pools identifiziert werden, welche eine
deutliche BT-Virusgenomlast aufwiesen (vgl. Abb. 41).
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Von 45 Gnitzenpools die einen CT-Wert kleiner als 30 aufwiesen (hohe bis mittlere
Virusgenomlast), waren 24 Gnitzenpools der Einsendung BH306/07 zu zuordnen.
Gleichzeitig kann festgestellt werden, dass dieser Gnitzen-Fang zu einem Zeitpunkt
und in einer Region durchgeflhrt wurde, in dem die Blauzungenkrankheit massiv
aufgetreten ist und sich ausgebreitet hat. Somit decken sich klinische und
epidemiologische Daten des BTV-Ausbruches in diesem Gebiet mit den Ergebnissen
der BTV-PCR-Untersuchungen der gesammelten Gnitzen. Basierend auf diesen
Daten wurde entschieden, flir die Untersuchung von Einzelgnitzen die Restbestéande
der Einsendung BH306/07 zu verwenden. Die Einsendung zur Virusdiagnostik
umfasste ca. 80 000 Gnitzen, von denen ca. 97-98% im Rahmen der Studien des
entomologischen Monitorings 2007/2008 auf BTV mittels Pool-PCR untersucht
wurden. Die restlichen ca. 2500 Gnitzen dienten als Rickhalte und wurden einzeln
analysiert.

5 Ergebnisse

5.1  Anmerkungen/ Erganzungen Probennahme

Die Bearbeitung der Probenflache in NRW konnte nur in sehr begrenztem Umfang
durchgefihrt werden. Zur Absicherung und weiteren Probengewinnung wurden
daher in NRW zwei zusatzliche Fallen des Typs BG-Sentinel-UV-Lichtfalle (Fa.
Biogents GmbH, Regensburg) aufgestellt, die bei der vorliegenden Auswertung
Berucksichtigung finden. Die Fallenleerung erfolgte taglich Uber den gesamten
Beprobungszeitraum des Entomologischen Monitorings.

e NRW: Schafherde, Inh. Sabine Menzer, Blichel 3, 53797 Lohmar.
e NRW: Kuhherde, Inh. Peter Bonn, Bachstr. 136, 52355 Birgel/ Diren.

Erganzende Daten wurden wahrend des Entomologischen Monitorings und wahrend
der Projektlaufzeit des vorliegenden Forschungsvorhabens in den restlichen
Bundeslandern wie folgt erhoben:

TH: NSG Vessertal, Museum Gotha

TH: Kuhherde, limtal, Museum Gotha

BRB: Kuhherde, Fam. Abromeit, Kiehnwerder, 15324 Letschin

BRB: Kuhherde, Fam. Schulz, Gilstebieser Loose, 16259 Neulewin
BRB: Kuhherde, Fam. Hendrichs, 14641 Paulinenaue

Sachsen: Schafherde, Fam. Weisbach, 01445 Radebeul

Sachsen: Kuhherde, Fam. Weisbach, 01877 Rammenau

MV: Kuhherde, Fam Kréher, Am Sandberg 24, 18519 Sundhagen-Horst

5.2 Fallendaten/ geografische Koordinaten

In den Tabelle 3 und 4 sind die Koordinaten der Fallenstandorte aus dem
Entomologischen Monitoring und aus den zusatzlichen Erfassungsgebieten gelistet.
Sie stellen nach abschlieBender Bearbeitung aller Proben die Grundlage far die
Erstellung der Verbreitungskarten in der hierflr geplanten Publikation.
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Gaus-Kriger 3.Streifen

Dezimalkoordinaten

Grad Minuten Sekunden

GRUPPE | TRAP_CODE Rechtswert | Hochwert X Wert Y Wert Lange/Longitude | Breite/Latitude
1 |NRW KLE 3317040 5733615| 6,3519444| 51,7069444| 06°21'07"E 51°42'25" N
1| NRW ME 3352230 5679980 | 6,8830556| 51,2355556| 06°52'59"E 51°14' 08" N
1| NRW VIE 3312231 5691807 | 6,3047222| 51,3300000| 06°18' 17"E 51°19'48" N
1| NRW WES 3343159 5725652 | 6,7330556| 51,6433333| 06°43'59"E 51°38'36" N
1| NRW AC 3300857 | 5630264 | 6,1755556| 50,7736111| 06°10'32"E 50°46' 25" N
1| NRW BM 3325021 5653492 | 6,5066667 | 50,9900000| 06°30'24"E 50°59'24" N
1| NRW HS 3304250 5653091 | 6,2113889| 50,9797222| 06°12'41"E 50°58' 47" N
1| NRW GL 3362154 | 5664212| 7,0311111| 51,0963889| 07°01'52"E 51°05'47" N
1| NRW SU 3367767 | 5609803 | 7,1308333| 50,6088889| 07°07'51"E 50°36' 32" N
1| NRW BOR 3341680 5744102 | 6,7033333| 51,8086111| 06°42'12"E 51°48'31"N
1| NRW COE 3369899 5749322 | 7,1102778| 51,8627778| 07°06'37"E 51°51'46" N
1|NRW ST 3414081 5777307 | 7,7444444| 521227778 | 07°44'40"E 52°07' 22" N
1| NRW WAF 3431790 5753168 | 8,0077778| 51,9083333| 08°00'28"E 51°54' 30" N
1 |NRW HX 3501952 5736014 | 9,0272222| 51,7583333| 09°01'38"E 51°45' 30" N
1| NRW Ml 3495374| 5798110| 8,9311111| 52,3163889| 08°55'52"E 52°18' 59" N
1| NRW HSK 3478744 | 5694583 | 8,6936111| 51,3855556| 08°41'37"E 51°23'08" N
1 |NRW MK 3395534 | 5668775| 7,5061111| 51,1444444| 07°30'22"E 51°08'40" N
1| NRW SI 3447613 5653116 | 8,2525000| 51,0108333| 08°15'09"E 51°00' 39" N
2|STWB 3757167 | 5749904 | 12,7295000| 51,8240000| 12°43'46"E 51°49'26" N
2| ST BTF 3743556 5725470|12,5154000| 51,6109000| 12°30'55"E 51°36'39" N
2 [ NI OHA 3612830 5720867 [ 10,6278000| 51,6109000| 10°37'40"E 51°36'39" N
2 |NINI 3517285 5813384 | 9,2532000| 52,4534000| 09°15'12"E 52°27'12" N
2 | NI SFA 3527091 5845967 | 9,4001000| 52,7458000| 09°24'00"E 52°44' 45" N
2 | NI ROW 3505287 | 5899679 9,0781000| 53,2291000| 09°04'41"E 53°13'45" N
2| NI PE 3585482 5805538 [ 10,2542000| 52,3765000| 10°15'15"E 52°22'35" N
2| NIWOB 3617261 5805323 [ 10,7206000| 52,3687000| 10°43'14"E 52°22' 07" N
2| ST OK 3639368 5814072 | 11,0486000| 52,4421000| 11°02'55"E 52°26'32" N
2 |NIUE 3615199 5857832 | 10,7086000| 52,8408000| 10°42'31"E 52°50' 27" N
2| ST SDLA 3688456 5868608 [ 11,8009000| 52,9169000| 11°48'03"E 52°55' 01" N
2| ST SDLB 3686618 5869996 | 11,7744000| 52,9300000| 11°46'28"E 52°55'48" N
2|BB PR 3662165 5888917 | 11,4206000| 53,1078000| 11°25'14"E 53°06'28" N
2[NILG 3642029 5896731 |11,1236000| 53,1837000| 11°07'25"E 53°11'01" N
2| MV LWL 3662066 5917218 11,4335000| 53,3619000| 11°26'01"E 53°21'43"N
3 [ NI HI 3556363 5790546 | 9,8241667 | 52,2455556 | 09°49'27"E 52°14'44" N
3[NIH 3552816 5786952 | 9,7716667| 52,2136111| 09°46'18"E 52°12'49" N
3|[NICE 3571559 5824625 | 10,0538889 | 52,5500000| 10°03'14"E 52°32'60" N
3| NI SHG 3503769 5793844 | 9,0541667| 52,2780556| 09°03'15"E 52°16'41" N
4 |HE KB 3501991 5699230 | 9,0275861| 51,4277139| 09°01° 39“E 51925'39“ N
4 |HE KS 3526078 5694016 | 9,3735167 | 51,3802528 | 09°22’ 24“E 51°22 48“N
4 |HE HR 3550629 5667209 | 9,7223306| 51,1376611| 09°43 20" E 51°08 15“N
4|HE FD 3544368 5601236 | 9,6249139| 50,5451806| 09°37 29“E 50°32" 42“N
4 |HE LM 3455241 5584917 | 8,3694472| 50,3984472| 08°22' 10“E 50°23 54“N
4 |HE Gl 3491888 5599694 | 8,8845444 | 50,5329417| 08°53’ 04“E 50°31’ 58“N
4 |HE RUD 3427546 5564942 | 7,9838222| 50,2161444| 07°59 01“E 50°12’ 58“N
4 |HE DA 3471008 5516599 | 8,5963861 | 49,7852556| 08°35 46“E 49°47° 06“N
4 |HE ERB 3502828 5501291 | 9,0381250| 49,6483139| 09°02' 17“E 49°38 53" N
4 |HE FB 3482385 5562067 | 8,7522750| 50,1944722| 08°45 08*E 50°11’ 40“N
5| NI AUR 3383864 | 5921047 | 7,2524920| 53,4083490| 07°15'09"E 53°24' 30" N
5| NIWST 3426983 5888043 | 7,9083220| 53,1195740| 07°54'30"E 53°07'10" N
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GRUPPE | TRAP_CODE Rechtswert | Hochwert X Wert Y Wert Lange/Longitude | Breite/Latitude
5| NI BRA 3467640 5892057 | 8,5151490| 53,1596570| 08°30'55"E 53°09' 35" N
5| NI NOH 3382553 5796195| 7,2777550| 52,2866500| 07°16'40"E 52°17'12" N
5|NI CLP 3418741 5840697 | 7,7970800| 52,6930260| 07°47'49"E 52°41' 35" N
5| NI DH 3490698 5838129 | 8,8614150| 52,6759650| 08°51'41"E 52°40'33" N
5|NI VEC 3451603 5827687 | 8,2849760| 52,5800550| 08°17'06"E 52°34' 48" N
5|NIOS 3442708 5771713 | 8,1633060| 52,0762140| 08°09'48"E 52°04' 34" N
5| NI OHZ 3492335 5902109 | 8,8840980| 53,2509080| 08°53'03"E 53°15'03" N
5| NI CUX 3472384 | 5957838 8,5802910| 53,7509620| 08°34'49"E 53°45'03" N
5[NISTD 3522899 5951627 | 9,3456040| 53,6953890| 09°20'44"E 53°41"43" N
5| NI EL 3381766 5882821 | 7,2351360| 53,0645690| 07°14'06"E 53°03'52" N
5|HB HB 3466878 5898711 | 8,5030670| 53,2193980| 08°30'11"E 53°13'10" N
5|HH HH 3581526 5924320 | 10,2259120 | 53,4442400| 10°13'33"E 53°26'39" N
5|SH OD 3591168 5949120 | 10,3782060 | 53,6654270| 10°22'42"E 53°39'56" N
5|SHIZ 3540376 5962922 | 9,6116540| 53,7958090| 09°36'42"E 53°47' 45" N
6 |BW HD 3472512 5488827 | 8,6192167| 49,5356333| 08°37'09"E 49°32' 08" N
6 | BW OG 3426025 5393015| 7,9946000| 48,6703500| 07°59'40"E 48°40'13" N
6 | BW WN 3546071 5424058 | 9,6280000| 48,9521667 | 09°37'40"E 48°57' 07" N
6| BW LB 3505519 5412905| 9,0741833| 48,8535667| 09°04'27"E 48°51'12" N
6 | BW BL 3498563 5359570 | 8,9795833| 48,3739667| 08°58'46"E 48°22' 26" N
6 |BY AB 3506460 5531966 | 9,0889333| 49,9240833| 09°05'20"E 49°55'26" N
6|BY WU 3554283 5508929 | 9,7516500| 49,7145500| 09°45'05"E 49°42' 52" N
6| BY NES 3604764 | 5573864)10,4691333| 50,2915000| 10°28'08"E 50°17'29" N
6|BY SW 3588636 5532917 (10,2333667 | 49,9261000| 10°14'00"E 49°55' 33" N
7 | RPDUW 3434638 5486669 | 8,0963889 | 49,5133333( 08°05 47" E 49°30° 48" N
7 | RPTR 3330022 5498544 | 6,6475000| 49,5997222( 06°38 51" E 49°35" 59" N
7 | RPAK 3403325 5621268 | 7,6300000| 50,7188889| 07°37 48"E 50°43° 08" N
7 | RPKUS 3395770 5497441 | 7,5569444 | 49,6047222( 07°33 25" E 49°36° 17" N
7 | RPGER 3450127 | 5441985 8,3158333| 49,1130556| 08°18 57"E 49°06° 47" N
7 | RPDAUN 3327880 5569859 | 6,5861111| 50,2397222( 06°35 10" E 50°14" 23" N
7 | RPRHK 3403582 5541089 | 7,6541667| 49,9983333| 07°39"15"E 49°59" 54" N
7 | RPMYK 3385901 5573180 | 7,3980556| 50,2836111| 07°23"53"E 50°17° 01" N
7 | RPAW 3357467 | 5603611 | 6,9877778| 50,5508333| 06°59 16" E 50°33° 03" N
7 | RPAZ 3457457 | 5515517 | 8,4083333| 49,7747222| 08°24 30" E 49°46° 29" N
7 | SLMW 3332980 5487537 | 6,6930556| 49,5016667| 06°41°35"E 49°30° 06" N
7 | SLWEN 3356842 5498389 | 7,0183333| 49,6052778| 07°01°06"E 49°36° 19" N
8| TH EIF 3583174 | 5695421 |10,1938000| 51,3874000| 10°11'38"E 51°23"15"N
8| TH UHK 3602577 | 5677489|10,4673000| 51,2231000| 10°28'02"E 51°13'23" N
8| TH WBK 3584315 5611908 [ 10,1908000| 50,6367000| 10°11'27"E 50°38'12" N
8 | TH KHK 3614910 5687233 | 10,6469000| 51,3083000| 10°38'49"E 51°18'30" N
8| THSD 3650572 5665291 | 11,1488000| 51,1029000| 11°08'56"E 51°06'10" N

Tabelle 3: Koordinaten der Fallen des Entomologischen Monitorings (BRB —
Brandenburg, BW — Bayern, BW — Baden-W(rttemberg, MV — Mecklenburg-
Vorpommern, HH — Hansestadt Hamburg, HB — Hansestadt Bremen, HE — Hessen,
RP — Rheinland-Pfalz, SH — Schleswig Holstein, ST — Sachsen-Anhalt)

Stand: 20.06.2010
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Gaus-Kriiger 3.Streifen

Dezimalkoordinaten

Grad Minuten Sekunden

GRUPPE | Falle Rechtswert | Hochwert X _Wert Y Wert Lange/Longitude | Breite/Latitude
A[NRW | 3379457 | 5639587 | 7,2869444| 50,8802778| 07°17'13"E 50°52' 49" N
B|NRW II 3319389| 5628121| 6,4397222| 50,7616667| 06°26' 23" E 50°45'42" N
C | Thiringen | 3627775| 5608643 |10,8050540| 50,6006730| 10°48'18"E 50°36' 02" N
D [ Thiiringen I 3644081 5625847 |11,0419460 | 50,7514450| 11°02'31"E 50°45' 05" N
E [BRB | KW 3858727 | 5846158 |14,3007660| 52,6309790| 14°18'03"E 52°37' 52" N
F |BRB Il GB 3857897 | 5860559 |14,3041990| 52,7603990| 14°18 15"E 52°45'37" N
G |BRB Il PA 3750263 | 5844066 |12,7008820| 52,6730510| 12°42'03"E 52°40'23" N
H | Sachsen | RB 3825425| 5672847 |13,6474230| 51,0994260| 13°38'51"E 51°05'58" N

| | Sachsen Il RA 3859133 | 5681347 |14,1352840| 51,1554470| 14°08' 07" E 51°09' 20" N
KMV | 3774507 | 6007473|13,2004810| 54,1259340| 13°12'02"E 54°07'33" N

Tabelle 4: Koordinaten der Fallen der zuséatzlichen Beprobungsgebiete

Stand: 20.06.2010
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5.3 Probleme in der Taxonomische Terminologie

Die Charakterisierung der Arten oder die Vielfalt der Arten (Biodiversitat) innerhalb
eines Prozesses, Lebensraumes oder geographischen Gebietes scheint
unabdingbar. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind Uber eine Million Insekten formell
beschrieben, die mehr oder weniger gut in einem taxonomischen Kontext und
phylogenetischem System angeordnet sind. Die Variabilitdt innerhalb der
Morphologie und der Verhaltensbiologie ist besonders bei blutsaugenden Insekten
als Schwierigkeit erkannt worden und die Handhabung dieses Ph&nomens
konfrontiert Taxonomen verschiedenster Gruppen mit unterschiedlichsten
Problemen. Fir die Kommunikation auf angewandter Ebene ist es daher von
enormer Bedeutung aus jedem Ordnungssystem die gegebene Informationen zurtick
zu gewinnen und nachvollziehen zu kénnen. Aus diesem Grund werden bestimmte
Zielorganismen oftmals gruppiert.

Die Taxonomie ist eine Theorie, eine Methode oder ein Messinstrument, um Objekte
eines gewissen Bereichs zu bestimmten oder nach ausgewahlten Kriterien zu
klassifizieren, d.h. sie in bestimmte Kategorien oder Klassen (Taxa) einzuordnen. In
der Zoologie wird die Taxonomie im Allgemeinen fir die Beschreibung, die
Namensvergabe und Klassifikation von Organismen in der hierarchische
Klassifikation verwendet.

Im vorliegenden AbschluBbericht zum durchgefiihrten Projekt kann nicht die
umfassende taxonomische Theorie fir eine Einarbeitung die momentan glltige
Klassifikation der Gnitzen wiedergegeben werden, jedoch sollen kurz die wichtigsten
Punkte dargelegt werden, die besonders in Europa Schwierigkeiten in der
Bearbeitung verursachen.

Das Wissen um die taxonomischen und morphologischen Zusammenhange ist u.a.
von der allgemeinen Kenntnis Gber das biologische und 6kologische Wissen der
Ceratopogonidae abhangig. Aufgrund ihrer human-, veterindrmedizinischen und
6konomischen Bedeutung wurden weltweit intensive Studien an dieser Familie
durchgefiihrt, so dass man auf ein gutes Grundlagenwissen jedoch auch z.B.
aufgrund der Schwierigkeiten in der Bestimmbarkeit Gber eine ungeheure Menge an
Veroffentlichungen verfligt, die einer grindlichen Prifung bedirfen. In der von
Borkent (2009) verdffentlichten Ubersicht der Ceratopogoniden der Welt sind mehr
als 5800 Arten gelistet, von denen zahlreiche Arten in ihrer Identitdt und Synonymie
noch zu prifen sind. Die bisherige Differenzierung der Arten geht fast ausschlieBlich
auf die Methoden der klassischen Taxonomie zurlick, die strukturelle d.h.
morphologische Besonderheiten zur Abgrenzung der Arten benutzt.

Vertreter der Gattung Culicoides innerhalb der Gnitzen (Diptera: Ceratopogonidae)
sind Vektoren bedeutender Krankheiten, die Wild- und Haustiere betreffen. Die Arbeit
mit Vektoren setzt eine klare Identifizierung auf Artniveau voraus.
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5.3.1 Nomenklatur

Die Nomenklatur ist die Komponente in der Taxonomie, die nicht wissenschaftlich ist,
jedoch eine wesentliche Grundlage fir die Arbeit mit den Vektoren mit
wissenschaftlichen Namen und deren Vergleichbarkeit.

Die Klassifizierung der Arten der Gattung Culicoides ist problematisch. Die
Zuordnung der Arten und Untergattungen ist unzufriedenstellend, da vor allem
zahlreiche Arten inkorrekt platziert sind. Die jingste Diskussion in dieser Hinsicht ist
bspw. die Einordnung von C. dewulfi (Meiswinkel 2004). Als Resultat dieses
Zustandes bevorzugen zahlreiche Autoren die Bezeichnung von Artengruppen in
ihrem Wissenschaftsgebiet.

Die Arten der Untergattung Avaritia Fox, flir die C. obsoletus (Meigen) als
Untergenotype, and die der Untergattung Culicoides Latreille, fir die C. pulicaris
(Linnaeus) als Untergenotyp designiert wurde, variieren stark und sind ausschlieBlich
aufgrund ihrer morphologischen Ahnlichkeiten gruppiert worden. Die Interpretation
der Verwandschaftsverhéltnisse ist umstritten. Das generelle Problem dieser
Gruppierungen ist bekannt, die Benutzung von Untergattungen fraglich und eine
Lésung nicht absehbar. Trotzdem muss eine Plattform geschaffen werden, mit deren
Hilfe eine Kommunikation zwischen den Wissenschaftsbereichen mdglich ist. Die
Tendenz, Artengruppem oder Untergruppen oder Artenkomplexen zu benennen,
erfolgt oftmals ohne einen Bezug zur Untergattung und verstarkt dadurch die
Verwirrung innerhalb der Taxonomie der Gattung Culicoides (Campbell & Pelhem-
Clinton 1960, Glick 1990, ltoua & Cornet 1986, Jamnback & Wirth 1963, Khamala &
Kettle 1971; Mellor 2004, Meiswinkel 2004).

Bedauerlicherweise warden taxonomische Gesichtspunkte bezlglich der Gattung in
Routineuntersuchungen nicht berlcksichtigt. Fir die Bestimmung des Material wird
aus Zeitgriinden auf die Praparation der Mlicken im Dauerpraparat verzichtet und nur
eine grobe Zuordnung des Materials anhand der Fligelmuster vorgenommen. Die
meisten Europaischen Arbeitsgruppen benutzen den Terminus Culicoides obsoletus
Gruppe und C. pulicaris Gruppe und setzen diese falschlicherweise der Untergattung
Avaritia und Culicoides gleich. Natlrlich ist diese Herangehensweise aus
taxonomischer Sicht nicht korrekt, auch wenn die Untergattung Culicoides eine
eindeutige paraphyletische Untergattung darstellt (Perrin et al. 2006), die einige
Artenkomplexe beherrbergt. Die taxonomische Bearbeitung der Untergattungen
Avaritia, Monoculicoides und Silvaticulicoides wird durch sehr limitierte Studien
representiert, jedoch scheinen diese Gruppen monophyletisch zu sein (Perrin et al.
2006).

Ebenso findet man in der Literatur beschriebene Arten der Untergattung Avaritia, die
als C. obsoletus Gruppe (Kremer 1965; Liu et al. 1993) oder C. chiopterus Gruppe
(Khalaf 1954) zusammengefasst werden. Eine vergleichbare Situation ist fur die C.
pulicaris Gruppe, welche eindeutig eine klare und sinnvolle Zusammenfassung aller
“Untergruppen” (C. pulicaris Gruppe, C. impunctatus Gruppe und C. grisescens
Gruppe) innerhalb der Gattung Culicoides darstellt.
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Die inkorrekte Benutzung der Artenbezeichnung z.B. flr C. obsoletus (Mehlhorn et
al. 2007, Mellor 2004), fur C. scoticus und fur C. dewulfi (Liebisch & Liebisch 2007)
sowie fur C. pulicaris (Mellor 2004, Liebisch et al. 2008, Kiehl et al. 2009) lasst die
Determination der Arten und ihre Zuordnung in Artenkomplexe mehr oder weniger
fraglich erscheinen. Sie erschwert die weitere Arbeit der Nutzer. Bowman (2005)
beschreibt dieses Phdnomen als “lumping” — eine Tendenz, weniger taxonomische
Aufteilungen zu haben. Es wird als ein Tool frei verflgbarer internationaler politischer
Instrumnente angesehen, der in fast allen verfigbaren Artenlisten erscheint oder
wenn ein Taxon als Indikatororganismus mit Umwelteinfluss oder &konomischer
Bedeutung erkannt wird.

Bei all diesen Betrachtungen ist es keine Frage, die Mannchen zu determinieren. lhre
Zuordnung ist véllig unumstritten. Die minimale Anzahl der morphologischen
Merkmale sowie die intra- und interspezifische Variation verhindert die korrekte
Zuordnung der Weibchen z.B. des Obsoletus Komplexes in den meisten Fallen.

5.3.2 Taxonomische Merkmale

Morphologie: Fir die Beschreibung der Arten bedient man sich der Beurteilung
morphologischer Strukturen zur Abgrenzung von anderen Arten anhand Kklar
definierter Unterschiede. Grenzen sind durch Mikrostrukturen gegeben.

Werkzeuge hierflr sind genadelte, konservierte oder praparierte Exemplare aus
musealen Sammlungen und Aufsammlungen. Okologische und geografische Details
sowie Faunenstrukturen kénnen zur Abgrenzung ebenfalls hilfreiche Hinweise liefern.

Wie fir viele andere Gruppen von Dipteren ist auch fir Gnitzen, insbesondere
innerhalb der Gattung Culicoides und der Unterfamilie Forcipomyiinae, die
Ausbildung von Komplexarten oder Zwillingsarten charakteristisch. Solche
isomorphen Arten sind nur unter Einbindung zytotaxonomischer, biochemischer oder
molekularbiologischer Techniken trennbar. Es ist allgemein akzeptiert, dass sie nach
der klassischen Definition Arten sind, die sich hinsichtlich ihrer Charakteristika, wie
Einnischung ins Okosystem, Wirtsspezifitat, Pathogenitat und Vektoreigenschaften
unterscheiden kdnnen. Aus diesem Grund erlangt die Einbindung ,moderner”
Differenzierungsmethoden immer umfangreichere Bedeutung.

Zytotaxonomie: Im Gegensatz zu anderen Dipterenfamilien, in denen man neben
der morphologischen Betrachtung auch die Beurteilung der Riesenchromosomen fir
die Beschreibung und Abgrenzung der Arten benutzen kann, indem man die
Bandmuster vergleicht und fixierte Inversionen im Zusammenhang morphologischer
Merkmale beschreibt, kann man innerhal der Familie Ceratiopogonidae diese
Methode nicht benutzen.

Molekularbiologie: Molekularbiologische Studien innerhalb Imicola Komplexes
(Sebastiani et al. 2001; Linton et al. 2002) kénnen benutzt werden, um den Status
der validen Arten mit guten morphologischen Merkmalen abzusichern. Der Vorteil
dieser Methode liegt in der Mdglichkeit, Bestimmungsschlissel die morphologisch
und/ oder molekularbiologisch benutzbar sind, zur Verfigung zu stellen. Die Nutzung
dieser Bestimmungswerke von Nicht-Taxonomen ist ein ungeheurer Vorteil, um die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus verschiedenen Forschungsansétzen zu
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gewahrleisten. Im Gegensatz zum Imicola Komplex kénnen die Arten des Obsoletus
Komplexes und des Pulicaris Komplexes bisher noch nicht auf die gleiche Weise
aufgearbeitet und Bestimmungsschlissel zur Verfligung gestellt werden.

5.3.3 Internationale Aktivitaten/ Medreonet

Im Rahmen von Medreonet, einer von der EU gegrindeten Koordination-
gemeinschaft zur Erfassung von Culicoides-Ubertragenen Infektionskrankheiten wie
Blauzungenkrankheit (Bluetongue), Afrikanische Pferdesterbe (African Horse
Sickness) und Epizootische Hamorrhagie der Hirsche (Epizootic Haemorragic
Disease), wurde die Problematik der aktuellen taxonomischen Lage mit den Partner
des Programmes diskutiert.

5.3.3.1 Teilnehmer Medreonet

Durch den wissenschaftlichen Austausch mit den Projektpartnern wurde die
Erstellung einer Arbeit mdglich, die die aktuelle taxonomische Situation widerspiegelt
und durch eine Empfehlung zur einheitlichen Nutzung der taxonomischen Termini
eine Grundlage zur Verfugung stellen wird, den Wissenschaftsaustausch zu
verbessern. Die Richtlinien wurden in Abstimmung mit folgenden Spezialisten
zusammengestellt:

Algeria: Mouloud Djerbal (INMV-Tizi Ouz)

Austria: Peter Sehnal (Natural History Museum Vienna)

Belgium: Gill De Deken, Redgi De Deken (Prince Leopold Institute of Tropical
Medicine, Department of Animal Health)

Bulgaria: Georgi Georgiev (NVDRI, Sofia)

Danmark:  Rene Bgdger, Carsten Kirkeby (DTU, )

France: Thomas Balenghien, Claire Garros, Catherine Cétre-Sossah, Héléne
Guis (CIRAD, Monpellier);
Jean-Claude Delécolle, Bruno Mathieu (Université Strasbourg);

Germany : Helge Kampen (Friedrich-Loeffler-Institut, Federal Research Institute for
Animal Health);
Doreen Werner (Senckenberg Deutsches Entomologisches Institut)

Greece: Michael Papatakis (CVAI, Athens, Greece)

Italy: Maria Goffredo, Armando Giovaninni (IZS), Carla Ippoliti (IZSA)

Morocco:  Youssef Lhor (IAV)

Netherland: Piet Van Rijn (..., Lelystad)

Portugal: Isabel Fonseca, Rita Amador (DGV), Filipa Baptista, Fernando Boinas
(FMV),
Spain: Miguel Miranda, Nonito Pagés, Javier Lucientes; Jordi Casal (CreSa),

Sarto i Monteys
Switzerland: Francis Schaffner (University of Zurich)
Turkey: Nahit Yazicioglu; Sirin G. Cizmeci (ECVC), Arife Ertturk (CVCRI)

Tunesia: Soufien Sgahier; Salah Hammami (IRVT)
UK: Simon Carpenter, Eric Denison, Anthony Wilson, Philip Mellor (1AH,
Pirbright),

Matthew Baylis, Georgette Kluiters (Liverpool)
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5.3.3.2 Ergebnisse Taxonomie Medreonet

Die Ergebnisse der taxonomischen Bearbeitung/ Richtlinien/ Beschlisse werden in
folgender Arbeit zusammen gefasst und die Verdffentlichung dieser ist wie folgt in
Vorbereitung:

Werner, D.; Delécolle, J.-C., Garros, C.; Mathieu, B.; Miranda, M.A.; Schaffner,

F.; Venter, G.; Kampen, H.: Taxonomic problems in Culicoides research —
considerations and recommendations by an EU bluetongue vector expert
group. — Zootaxa. In Prep.

5.3.4

Die folgende Ubersicht prasentiert einen aktuellen Arbeitsstatus (Stand: Mai 2010,

Ubersicht nomenklatorische Termini

Medreonet Meeting Tunis, Ziel der Drucklegung: 2010)

Unter- Artenkomplex | Artengruppe | Arten Zoogeo- Mittel- Mittel- BTV
gattung graphische | meer- europa | Aufnahme-
Region raum Mdoglichkeit
Avaritia Fox, | Chiopterus Obsoletus C. chiopterus PA X X X?
1955
Obsoletus C. abchazicus PA
Obsoletus Obsoletus C. montanus PA X
Obsoletus Obsoletus C. filicinus PA X
Obsoletus Obsoletus C. PA X
gornostaevae
Obsoletus C. PA X
glushchenkoae
Obsoletus Obsoletus C. obsoletus PA X X X2
Obsoletus Obsoletus C. scoticus PA X X X2
Obsoletus Obsoletus C. sinanoensis PA X
Obsoletus Obsoletus C. sanguisuga PA X
Grahamii C. actoni AU/ AE/ OR X' 2
Imicola Imicola C. bolitinos AE X2
Imicola Imicola C. brevitarsis AU/ OR X' 2
Imicola C. brosseti AE
Imicola C. fulvus AU/ AE/ OR G
Imicola Imicola C. imicola AE/ OR/ PA X X2
Imicola Imicola C. kwagga AE
Imicola Imicola C. loxodontis AE
Imicola C. miombo AE/ Medag.
Reg./ OR/
PA
Imicola Imicola C. nudipalpis AE/ OR XZ
Imicola Imicola C. pseudopalli- AE/ OR
dipennis (?Yemen)
Imicola Imicola C. truttifrutti AE
Orientalis Orientalis C. brosseti AE
Orientalis Orientalis C. dubitatus AE
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Unter- Artenkomplex | Artengruppe | Arten Zoogeogra- | Mittel- Mittel- BTV
gattung phische meer- europa | Aufnahme-
Region raum Mdoglichkeit
Orientalis Orientalis C. dumdumi OR
Orientalis Orientalis C. OR
flavipunctatus
Orientalis Orientalis C. fulvus OR/ AU
Orientalis Orientalis C. hui OR
Orientalis Orientalis C. jacobsoni OR/ AU
Orientalis Orientalis C. obscurus OR
Orientalis Orientalis C. orientalis OR X2
Orientalis Orientalis C. tainanus OR
Orientalis Orientalis C. trifasciellus AE
Pusillus Pusillus C. pusillus NO X?
Suzukii C. wadai AU X"2
Gulbenkiani | Gulbenkiani | C. brevipalpis OR X2
Gulbenkiani Gulbenkiani | C. gulbenkiani AE X'
C. tororoensis AE X2
C. dewulfi PA X X X2
Culicoides C. almeidae PA X
Latreille,
1809
Impunctatus | C. deltus PA X
Fagineus C. fagineus PA X
? Fagineus C. flavipulicaris PA X
C. flavus PA X
Pulicaris Grisescens | C. grisescens PA X X?
Pulicaris Impunctatus | C. impunctatus PA X X" 2
Newsteadi Pulicaris C. newsteadi PA X X X?
Pulicaris Pulicaris C. pulicaris PA X X X?
?77 Pulicaris C. punctatus PA X X X?
C. subfagineus PA X
C. magnus AE X'
Silvati- C. achrayi PA X X" 2
culicoides
Glukhova,
1977
C. fascipennis PA X
C. PA X
ostroushkoae
C. pallidicornis PA X X X'
C. picturatus PA X
C. PA X
subfasciipennis
Beltranmyia C. nivosus AE
Vargas,
1953
C. PA X X
circumscriptus
C. desertorum PA X
C. homochrous PA X X
C. leucostictus PA X
C. PA X X
manchuriensis
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Unter- Artenkomplex | Artengruppe | Arten Zoogeogra- | Mittel- Mittel- BTV
gattung phische meer- europa | Aufnahme-
Region raum Mdoglichkeit
C. salinarius PA X
C. PA/NE X
sphagnumensis
Haemato- C. stellifer NE X?
myidium
Goeldi,
1905
Hoffma-nia | Guttatus Guttatus C. insignis NO X?
Fox, 1948
C. filarifer NO
Milnei C. milnei AE X" 2
Peregrinus C. peregrinus OR X?
277 C. zuluensis AE X'
Remmia C. enderleini AE X'
Glukhova,
1977
C. nevilli AE
C. oxystoma OR X?
C. schultzei AE
unknown X?
Meijer- C. leucostictus Madag. X" 2
ehelea region
Wirth &
Hubert,
1961
Oecacta C. albicans PA X
Poey, 1853
C. PA X
azerbajdzhanic
us
C. brunnicans PA X X'
C. clintoni PA X
C. corsicus PA X
C. longipennis PA X X
C. sahariensis PA X
C. santonicus PA X X
C. PA X X
semimaculatus
C. sergenti PA X X
C. truncorum PA X
C. vexans PA X
C. pycnostictus AE X" 2
Furens C. furens NO X?
Monoculi- C. cornutus AE
coides
Khalaf,
1954
C. bedfordi AE X'
C. helveticus PA X
C. huambensis AE X'
C. expectator X" 2
C. longicollis PA X
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Unter- Artenkomplex | Artengruppe | Arten Zoogeogra- | Mittel- Mittel- BTV
gattung phische meer- europa | Aufnahme-
Region raum Mdoglichkeit
Nubeculosus C. nubeculosus PA X X X
C. parroti PA X X
Nubeculosus C. puncticollis PA X X
C. riethi PA ? X X'
C. stigma PA X X
C. AE
onderstepoorte
nsis
Variipennis C. occidentalis NO XZ
Variipennis C. sonorensis NO X" 2
Variipennis C. variipennis NO X'
C. lahillei NO X
C. NO X?
crepuscularis
C. debilipalpis NO X?
C. NO X?
haematopotus
Wirthomyia Festivipenni | C. clastrieri PA X
Vargas, S
1973
Festivipenni | C. festivipennis PA X X X'
s
unplaced C. trilineatus NO

Tab. 5: Auflistung der Culicoides Arten der Untergattungen Avaritia, Culicoides und
Monoculicoides der Palaearktischen Region sowie der Palaearktischen Arten
anderer Untergattungen, welche die Mdglichkeit aufweisen das Blauzungenvirus
aufzunehmen. Die Zuordnung in Arten-Gruppen/ -Komplexen unter Berlicksichtigung
folgender Literaturdaten:

Becker et al. (2010), Bellis et al. (1994), Blackburn et al. (1985), Boorman & Van
Harten (2002), Braverman et al. (1981), Caracappa et al. (2003), Doyle (1992),
Carpenter et al. (2009), Glukhova (1989), Greiner et al. (1985), Greiner & Gibbs
(1992), Hoffmann et al. (2009), Jennings & Mellor (1988), Kramer et al. (1985),
Lopez et al. (1992), Meiswinkel (1991, 1992, 1998, 2004), Meiswinkel et al. (2004),
Mellor et al. (1984, 2000), Mellor & Pitzolis (1979), Mo et al. (1994), Mullen &
Anderson (1998), Muller et al. (1982), Nolan et al. (2007), Pages et al. (2009),
Paweska & Venter (2004), Savini et al. (2005), Sukarsih et al. (1996), Tabachnick
(1996), Tabachnick & Holbrook (1992), Vanbinst et al. (2009), Venter et al. (1998,
2008), Venter & Meiswinkel (1994), Walker & Davies (1971), Wittman et al. (2002).
Zoogeographische Regionen (AE — Aethiopis, NO — Neotropis, PA — Palaearctis, OR
— Orientalis)

Vektor Kompetenz X' — Labordaten; X? - Felddaten
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5.4 Morphologische Daten

5.4.1 Gattung Culicoides

Die Gattung Culicoides umfasst weltweit 1400 beschriebene Arten, von denen 96%
obligate Blutsauger an Saugetieren sind (Mellor et al. 2000).

5411 Artenspektrum der Gattung Culicoides in Europa

Die Taxonomy und Systematik der Arten innerhalb der Gattung Culicoides sind sehr
verwirrend. Das spiegelt sich in der Zuordnung in zahlreiche Untergattungen wieder.
Eine umfangreiche Anzahl von Arten steht in ungeklarter Verwandtschaftsanalyse
zueinander. Es miussten zahlreiche Untergattungen zum Gattungsstatus erhoben
werden, und manche wie z.B. Paradasyhelea vom Gattungsstatus in den
Untergattungsstatus. Umfangreiche Arbeiten auf diesem Gebiet sind daher dringend
notwendig.

Die far Europa relevanten Arten sind in der folgenden Tabelle 6 gelistet.

Untergattung Avaritia

C. (Avaritia) abchazicus Zavaroff 1964

C. (Avatritia) chiopterus (Meigen, 1830)

C. (Avaritia) dewulfi Goetghebuer, 1936

C. (Avaritia) imicola Kieffer, 1913

C. (Avaritia) montanus Shakirzjanova, 1962

C. (Avaritia) obsoletus (Meigen, 1818)

C. (Avaritia) scoticus Downes & Kettle, 1952
Untergattung Beltranmyia

C. (Beltranmyia) circumscriptus Kieffer, 1918

C. (Beltranmyia) salinarius Kieffer, 1914

C. (Beltranmyia) sphagnumensis Williams, 1955
Untergattung Culicoides

C. (Culicoides) deltus Edwards, 1939

C. (Culicoides) fagineus Edwards, 1939

C. (Culicoides) flavipulicaris Dzhafarov, 1964

C. (Culicoides) grisescens Edwards, 1939

C. (Culicoides) impunctatus Goetghebuer, 1920
C. (Culicoides) lupicaris Downes & Kettle, 1952
C. (Culicoides) newsteadi Austen, 1921

C. (Culicoides) pulicaris (Linné, 1758)

C. (Culicoides) punctatus (Meigen, 1804)

C. (Culicoides) subfagineus Delécolle & Ortega, 1998
Untergattung Monoculicoides

C. (Monoculicoides) helveticus Callot, Kremer & Déduit, 1962
C. (Monoculicoides) nubeculosus Meigen, 1830
C. (Monoculicoides) parroti Kieffer, 1922

C. (Monoculicoides) puncticollis (Becker, 1903)
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C. (Monoculicoides) riethi Kieffer, 1914

C. (Monoculicoides) stigma Meigen, 1818

Untergattung Pontoculicoides

C. (Pontoculicoides) tauricus Gutsevich, 1959

Untergattung Silvaticulicoides

C. (Silvaticulicoides) achrayi Kettle & Lawson, 1955

C. (Silvaticulicoides) fascipennis (Staeger, 1839)

C. (Silvaticulicoides) pallidicornis Kieffer, 1919

C. (Silvaticulicoides) picturatus Kremer & Déduit, 1961

C. (Silvaticulicoides) subfasciipennis Kieffer, 1919
Untergattung Synhelea

C. (Synhelea) corsicus Kremer, Leberre & Beaucournu-S., 1971
C. (Synhelea) semimaculatus Clastrier, 1958

Untergattung Wirthomyia

C. (Wirthomyia) cameroni Campbell & Pelham Cl., 1960

C. (Wirthomyia) minutissimus (Zetterstedt, 1855)

C. (Wirthomyia) reconditus Campbell & Pelham-Clinton, 1960
C. (Wirthomyia) riouxi Callot & Kremer, 1961

C. (Wirthomyia) segnis Campbell & Pelham-Clinton, 1960

Leibniz-Zentrum fiir Agrarlandschaftsforschung (ZALF) e.V.

Ungeklarte Zuordnung

C. cataneii Clastrier, 1957

C. duddingstoni Kettle & Lawson, 1955
C. gejgelensis Dzhafarov, 1964

C. alazanicus Dzhafarov, 1961
C. simulator Edwards, 1939
C. vidourlensis Callot, Kremer, Molet & Bach, 1968

C. jumineri Callot & Kremer, 1969
C. kurensis Dzhafarov, 1960

C. heteroclitus Kremer & Callot, 1965

C. jurensis Callot, Kremer & Déduit, 1962
C. kibunensis Tokunaga, 1937

C. paradisionensis Boorman, 1988

C. riebi Delécolle, Mathieu & Baldet, 2005

C. begueti Clastrier, 1957
C. haranti Rioux, Descous & Pech, 1959

C. brunnicans Edwards, 1939
C. santonicus Callot, Kremer, Rault & Bach, 1968

C. albicans Winnertz, 1852
C. vexans Staeger, 1839
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9]

. caucoliberensis Callot, Kremer, Rioux & Descous, 1967
C. submaritimus Dzhafarov, 1962

. maritimus Kieffer, 1924

. maritimus paucisensillatus Callot, Kremer & Rioux, 1963

9]

9]

. griseidorsum Kieffer, 1918

. pictipennis (Staeger, 1839)

. poperinghensis Goetghebuer, 1953
. univittatus Vimmer, 1932

ISRISRISHIS)

. clastrieri Callot, Kremer & Déduit, 1962
. festivipennis Kieffer, 1914

. paolae Boorman, 1996

. Shaklawensis Khalaf, 1961

SRISHISEIS)

. dendriticus Boorman, 1976

. derisor Callot & Kremer, 1965

. dzhafarovi Remm, 1967

. furcillatus Callot, Kremer & Paradis, 1962
. malevillei Kremer & Coluzzi, 1971

ISRISHISRISRIS

. indistinctus Khalaf, 1961
. odiatus Austen, 1921

10

C. longipennis Khalaf, 1957
C.sahariensis Kieffer, 1923

C. clintoni Boorman, 1984
C. truncorum Edwards, 1939

C. comosioculatus Tokunaga, 1956

C. heliophilus Edwards, 1921

C. albihalteratus Goetghebuer, 1935

Tab. 6: Arten der Gattung Culicoides im europaischen Faunengebiet

5.4.1.2 Artenspektrum der Gattung Culicoides in Deutschland

Eine vergleichende Darstellung der Culicoides-Arten wird im Rahmen von
MEDREONET vorbereitet. Deutschland wird mit seinen Ergebnissen aus dem
Entomologischen Monitoring an dieser Arbeit beteiligt. Die Koordinatoren sind: J.C.
Delecolle, B. Mathieu und C. Garros.

In der folgenden Tabelle 7 sind die Daten von Frankreich als Vergleich gelistet.
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France

Germany

Species name

C. (Avaritia) abchazicus Zavaroff 1964

C. (Avaritia) chiopterus (Meigen, 1830)

C. (Avaritia) dewulfi Goetghebuer, 1936

C. (Avaritia) imicola Kieffer, 1913

C. (Avaritia) montanus Shakirzjanova, 1962

C. (Avaritia) obsoletus (Meigen, 1818)

C. (Avaritia) scoticus Downes & Kettle, 1952

C. (Beltranmyia) circumscriptus Kieffer, 1918

C. (Beltranmyia) salinarius Kieffer, 1914

C. (Beltranmyia) sphagnumensis Williams, 1955

C. (Culicoides) deltus Edwards, 1939

C. (Culicoides) fagineus Edwards, 1939

XX [X |IX [X |IX [X

C. (Culicoides) flavipulicaris Dzhafarov, 1964

C. (Culicoides) grisescens Edwards, 1939

C. (Culicoides) impunctatus Goetghebuer, 1920

C. (Culicoides) lupicaris Downes & Kettle, 1952

C. (Culicoides) newsteadi Austen, 1921

C. (Culicoides) pulicaris (Linné, 1758)

C. (Culicoides) punctatus (Meigen, 1804)

XX [X |X [X [X

C. (Culicoides) subfagineus Delécolle & Ortega, 1998

XXX XX XX X XX XX [X X X [ X [X [X X [X |X

C. (Monoculicoides) helveticus Callot, Kremer & Déduit, 1962

C. (Monoculicoides) nubeculosus Meigen, 1830

x

C. (Monoculicoides) parroti Kieffer, 1922

>

X |X X

C. (Monoculicoides) puncticollis (Becker, 1903)

X -
Erstnachweis

C. (Monoculicoides) riethi Kieffer, 1914

X

C. (Monoculicoides) stigma Meigen, 1818

X

C. (Pontoculicoides) tauricus Gutsevich, 1959

C. (Silvaticulicoides) achrayi Kettle & Lawson, 1955

C. (Silvaticulicoides) fascipennis (Staeger, 1839)

C. (Silvaticulicoides) pallidicornis Kieffer, 1919

XX [X |X [X | X |X

X |X X

C. (Silvaticulicoides) picturatus Kremer & Déduit, 1961

X -
Erstnachweis

C. (Silvaticulicoides) subfasciipennis Kieffer, 1919

X

C. (Synhelea) corsicus Kremer, Leberre & Beaucournu-S., 1971

C. (Synhelea) semimaculatus Clastrier, 1958

C. (Wirthomyia) cameroni Campbell & Pelham Cl., 1960

?X

C. (Wirthomyia) minutissimus (Zetterstedt, 1855)

C. (Wirthomyia) reconditus Campbell & Pelham-Clinton, 1960

C. (Wirthomyia) riouxi Callot & Kremer, 1961

C. (Wirthomyia) segnis Campbell & Pelham-Clinton, 1960

XX [X X [X [X X [X |X

C. cataneii Clastrier, 1957

C. duddingstoni Kettle & Lawson, 1955

X | X

C. gejgelensis Dzhafarov, 1964
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C. alazanicus Dzhafarov, 1961 X X
C. simulator Edwards, 1939 X X
C. vidourlensis Callot, Kremer, Molet & Bach, 1968 X
C. jumineri Callot & Kremer, 1969 X
C. kurensis Dzhafarov, 1960 X
C. heteroclitus Kremer & Callot, 1965 X
C. jurensis Callot, Kremer & Déduit, 1962 X X
C. kibunensis Tokunaga, 1937 X
C. paradisionensis Boorman, 1988 X
C. riebi Delécolle, Mathieu & Baldet, 2005 X
C. begueti Clastrier, 1957 X
C. haranti Rioux, Descous & Pech, 1959 X
C. brunnicans Edwards, 1939 X X
C. santonicus Callot, Kremer, Rault & Bach, 1968 X
C. albicans Winnertz, 1852
C. vexans Staeger, 1839 X X
C. caucoliberensis Callot, Kremer, Rioux & Descous, 1967 X
C. submaritimus Dzhafarov, 1962 X
C. maritimus Kieffer, 1924 X X
C. maritimus paucisensillatus Callot, Kremer & Rioux, 1963 X

X -
C. griseidorsum Kieffer, 1918 X Erstnachweis
C. pictipennis (Staeger, 1839) X X
C. poperinghensis Goetghebuer, 1953 X X
C. univittatus Vimmer, 1932 X
C. clastrieri Callot, Kremer & Déduit, 1962 X X
C. festivipennis Kieffer, 1914 X X
C. paolae Boorman, 1996 X
C. shaklawensis Khalaf, 1961 X
C. dendriticus Boorman, 1976 X
C. derisor Callot & Kremer, 1965 X
C. dzhafarovi Remm, 1967 X
C. furcillatus Callot, Kremer & Paradis, 1962 X X
C. malevillei Kremer & Coluzzi, 1971 X
C. indistinctus Khalaf, 1961 X
C. odiatus Austen, 1921 X
C. longipennis Khalaf, 1957 X
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C.sahariensis Kieffer, 1923 X

C. clintoni Boorman, 1984 X X
C. truncorum Edwards, 1939

C. comosioculatus Tokunaga, 1956 X X
C. heliophilus Edwards, 1921 X X
C. albihalteratus Goetghebuer, 1935 X

C. manchuriensis Tokunaga, 1941 X
C. longicollis Glukhova, 1971 X
C. saevus Kieffer, 1922 X
C. seifadinei Dzhafarov, 1958

C. slovacus Orszagh, 1969 X
C. pumilus (Winnertz, 1852) X
C. pseudoheliphilus Callot & Kremer, 1961 X
C. semimaculatus Clastrier, 1958 X

Tab. 7: Liste der bisher fir Deutschland nachgewiesenen Culicoides-Arten im
Vergleich zu Frankreich (Quelle: Daten Entomologisches Monitoring, Arbeiten
Havelka, Material im DEI oder Museum Karlsruhe)

5.4.1.3 Artenspektrum der Gattung Culicoides im Entomologischen
Monitoring

Von den Uber 1,5 Millionen gesammelten Culicoides konnten 83,3% der Obsoletus-
Gruppe, 13,5% der Pulicaris-Gruppe und 0,1% dem Nubeculosus-Komplex
zugeordnet werden. Aus diesen drei Gruppen sind bisher die potenziellen Vektoren
fur die Ubertragung des BTV fir Mitteleuropa bekannt. Ein Anteil von 0,3% des
Materials waren Culicoides-Arten, die keinem dieser drei Gruppen zugeordnet
werden konnten, 2,8% konnten nicht auf Gruppen- oder Artniveau bestimmt werden.

Die Gnitzenzahlen, ihre Hoéchstwerte und ihr jahreszeitlicher Verlauf variierten
zwischen den einzelnen Fallenstandorten beachtlich, wobei geographische Einfllisse
eine wesentliche Rolle spielen. Die gréBten Individuenzahlen konnten im Juli und
August 2008 festgestellt werden. Ab Oktober sanken sowohl die
Gesamtindividuenzahl als auch die Culicoides-Zahlen betrachtlich. Die Ergebnisse
zu dieser Untersuchung sind ausfihrlich im AbschluBbericht zum Forschungsprojekt
06HS041 bzw. in den Publikationen der einzelnen Arbeitsgruppen dargestellt — vgl.
Kiel et al. 2009, Vorsprach et al. 2009, Mehlhorn et al. 2009, Conraths et al. 2009,
Clausen et al. 2009, Werner et al. in prep.)

55
Stand: 20.06.2010



Forschungsvorhaben 2808 HS007 - Endbericht Leibniz-Zentrum fiir Agrarlandschaftsforschung (ZALF) e.V.

5.4.2 Verteilung der Arten

Die Vergleichsproben der Untersuchungsflachen wurden It. Arbeitsplan bearbeitet.
Die Gnitzenzahlen, ihre Hbéchstwerte und ihr jahreszeitlicher Verlauf variierten
zwischen den einzelnen Fallenstandorten beachtlich, wobei geographische Einfllisse
eine wesentliche Rolle spielen.

Die mittels morphologischer Kriterien durchgefliihrte Feinbestimmung der in den 93
bzw. zuséatzlichen 10 Lichtfallen in der Nahe von Rinderbetrieben gefangenen
Gnitzen ergab — neben zahlreichen Arten der Gattung Forcipomyia — im
Entomologischen Monitoring eine Liste von 28 Culicoides-Arten (Tab. 6).

Die morphologische Bestimmung des bearbeiteten Materials im Entomologischen
Monitoring ergab folgendes Artenspektrum (Nomenklatur verandert nach: Borkent
2008, Havelka & Aguilar 1999):

Subfamilie Ceratopogonidae Newman, 1834
Genus Culicoides Latreille, 1809

Subgenus Avaritia Fox, 1955
chiopterus (Meigen), 1830
(dewulfi Goetghebuer, 1935)
obsoletus (Meigen), 1818
scoticus Downes and Kettle, 1952

Subgenus Beltranmyia Vargas, 1953
circumscriptus Kieffer, 1918

Subgenus Culicoides Latreille, 1809
fagineus Edwards, 1939

grisescens Edwards, 1939
impunctatus Goethghebuer, 1920
lupicaris Downes & Kettle, 1952
newsteady Austen, 1921

pulicaris (Linnaeus, 1758)
punctatus (Meigen, 1804)

Subgenus Monoculicoides Khalaf, 1954
nubeculosus (Meigen, 1830)

? syn. zu puncticollis Goetghebuer, 1912:
parroti Kieffer, 1922
riethi Kieffer, 1914
stigma (Meigen, 1818)

Subgenus Silvaticulicoides Glukhova, 1977
achrayi Kettle & Lawson, 1955
subfascipennis Kieffer, 1919
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Subgenus Wirthomyia Vargas, 1973
albicans (Winnertz, 1852)

brunnicans Edwards, 1939

clastrieri Callot, Kremer & Deduit 1962
festivipennis Kieffer, 1914
poperinghensis Goetghebuer, 1953
simulator Edwards 1939

vexans (Staeger, 1839)

fragliche Nachweise — Vgl. mit Typenmaterial notwendig (steht vor Drucklegung der
Ergebnisse noch aus):

griseidorsum Kieffer, 1918 — RP AZ 09/2007; HE Gl 08/ 2007
fascipennis (Staeger, 1839) — NI SHG 07/2007; HE GI 08/ 2007
lucorum (Meigen), 1818 — HE RUD 08/2007 (Atrichopogon — kein Vektor!)

5.4.2.1 Verteilung der Arten auf die Bundeslander

Die Artverteilung innerhalb der Bundeslander erscheint auf den ersten Blick sehr
homogen, wobei die potentiellen Vektoren der Obsoletus Gruppe [C. chiopterus (1);
C. dewulfi (2); C. obsoletus (3); C. scoticus (4)] bzw. der Pulicaris Gruppe [C.
pulicaris (11); C. punctatus (12)] sehr haufig vertreten waren.

Zahlreiche weitere Arten wie C. newsteady (10), C. circumscriptus (5), C.
nubeculosus (13) und C. festivipennis (22) sind ebenfalls sehr haufig vertreten und
verteilt.

Um jedoch auch flr die Verbreitung der weiteren Arten (6. fagineus; 7. grisescens; 8.
impunctatus; 9. lupicaris; 14. parroti; 15. riethi; 16. stigma; 17. achrayi; 18.
subfascipennis; 19. albicans; 20. brunnicans; 21. clastrieri; 23. poperinghensis; 24.
simulator;, 25. truncorum; 26. vexans) Aussagen treffen zu kdnnen, sind die
Verteilung auf das Fallenniveau notwendig.
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Artenspektrum

Bundesland 2 3 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 | 14 [ 15| 16 | 17 [ 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26
Baden-

W rtemberg + + + + + + + + + +

Bayern + + + + + + + + +

Brandenburg + + +

Bremen + + + + + + + + +

Hamburg + + + + + + + +

Hessen + + + + + + + + + + + + + + +
Mecklenburg/

Vorpommern + + + + +

Niedersachsen + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Nordrhen-

Westfalen + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Rheinland-

Pfalz + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Saarland + + + + + + + +

Schleswig-

Holstein + + + + + + + + + + +

Sachsen-

Anhalt + + + + + + + +
Thiringen + + + + + + + + + + + + + +

Tab. 7: Artverteilung auf die untersuchten Bundeslander (1. chiopterus; 2. dewulfi; 3. obsoletus; 4. scoticus; 5. circumscriptus; 6. fagineus;
7. grisescens; 8. impunctatus; 9. lupicaris; 10. newsteady; 11. pulicaris; 12. punctatus; 13. nubeculosus; 14. parroti; 15. riethi; 16. stigma,;

17. achrayi;, 18. subfascipennis; 19. albicans; 20. brunnicans; 21. clastrieri; 22. festivipennis; 23. poperinghensis; 24. simulator; 25.
truncorum; 26. vexans)
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5.4.2.2 Verteilung der Arten auf die Fallen im Entomologischen Monitoring

In den Tabellen 8 und 9 sind die Verteilung der einzelnen Artnachweise gelistet. Es
wird deutlich, dass die Arten der Obsoletus Gruppe (1. chiopterus; 2. dewulfi; 3.
obsoletus; 4. scoticus) und der Pulicaris Gruppe (11. pulicaris; 12. punctatus) im
gesamten Untersuchungsgebiet flachendeckend vorkommen.

Arten wie z.B. C. newsteady (10); C. nubeculosus (13), C. albicans (19) und C.
festivipennis (22) sind ebenfalls sehr gemein vertreten und weit verbreitet in
Deutschland nachweisbar.

Die weiteren Nachweise innerhalb der Gattung Culicoides umfassen folgende Arten:
C. circumscriptus (5); C. fagineus (6); C. grisescens (7); C. impunctatus (8); C.
lupicaris (9); C. parroti (14); C. riethi (15); C. stigma (16); C. achrayi (17); C.
subfascipennis (18); C. brunnicans (20); C. clastrieri (21); C. poperinghensis (23); C.
simulator (24); C. truncorum (25); C. vexans (26).
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Artenspektrum

Q
)

TRAP-CODE

11

12

13 14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

NRW KLE

NRW ME

NRW VIE

NRW WES

NRW AC

NRW BM

NRW HS

NRW GL(GM)

NRW SU

NRW BOR

NRW COE

NRW ST

NRW WAF

NRW HX

NRW MI

NRW HSK

NRW MK

NRW SI

ST WB

ST BTF

NI OHA

NI NI

+ |+ [+ |+

NI SFA

+

NI ROW

+

NI PE

NI WOB

+
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Artenspektrum
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Artenspektrum

Gr. | TRAP-CODE 1 2 3 4 6 7 8 9 10 [ 11 12 | 13 14 | 15 16 17 [ 18 | 19 | 20 | 21 [ 22 | 23 | 24 | 25 | 26
5|SHIZ + + + + + + + + + + +
6| BW HD + + + + +
6| BW OG + + + + + + +
6| BW WN + + + + + + + +
6| BWLB + + + + +
6| BW BL + + + + + + +
6|BY AB + + +
6|BY WU + +
6| BY NES + + + + + +
6|BY SW + + + +
7 | RPDUW + + + + + + + + +
7| RPTR + + + + + + + + + + + +
7 | RPAK + + + + + + + + +
7 | RPKUS + + + + + + + +
7| RPGER + + + + + +
7| RPDAUN + + + + + + + + + + + +
7 | RPRHK + + + + + + + + + + + + +
7 | RPMYK + + + + + + + + + +
7| RPAW + + + + + + + + + + + + + + + +
7| RPAZ + + + + + + + + + + + +
7| SLMW + + + + + + + +
7| SLWEN + + + + + +
8 | TH EIF + + + + + + + +
8 | TH UHK + + + + + + + + + +
8| TH WBK + + + + +
8 | TH KHK + + + + + + + + +
8| TH SD + + + + + + + +

Tab. 8: Artverteilung auf die untersuchten Fallen im Untersuchungsgebiet (1. chiopterus; 2. dewulfi; 3. obsoletus; 4. scoticus; 5. circumscriptus; 6. fagineus; 7. grisescens;

8. impunctatus; 9. lupicaris; 10. newsteady; 11. pulicaris; 12. punctatus; 13. nubeculosus; 14. parroti; 15. riethi; 16. stigma; 17. achrayi; 18. subfascipennis; 19. albicans;

20. brunnicans; 21. clastrieri; 22. festivipennis; 23. poperinghensis; 24. simulator; 25. truncorum; 26. vexans)
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Artenspekirum
Gr. | TRAP-CODE 1 2 3 4 5 6 7 8 10 | 11 |12 | 183 | 14 [ 15 [ 16 [ 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 [ 25 | 26
A | Menzer + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
B | Bonn + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
C [ Thiringen | + + + + + + + + + + + + + +
D [ Thiringen Il + + + + + + + + + + + + + + + + +
E [BRB | KW + + + + + + + + + + +
F|BRB Il GB + + + + + + + + + + + + + + + + +
G | BRB Il PA + + + + + + + + + + + + +
H|Sachsen IRB | + + + + + + + + + + + + + + +
Sachsen I
| RA + + + + + + + + + + + + + +
K{MV I + + + + + + + + + + + + + + + +

Tab. 9: Artverteilung auf die untersuchten zusétzlichen Fallen im restlichen Gebiet Deutschlands (1. chiopterus; 2. dewulfi; 3. obsoletus; 4. scoticus; 5. circumscriptus; 6.

fagineus; 7. grisescens; 8. impunctatus; 9. lupicaris; 10. newsteady; 11. pulicaris; 12. punctatus; 13. nubeculosus; 14. parroti; 15. riethi; 16. stigma; 17. achrayi; 18.

subfascipennis; 19. albicans; 20. brunnicans; 21. clastrieri; 22. festivipennis; 23. poperinghensis; 24. simulator; 25. truncorum; 26. vexans)

Stand: 20.06.2010

63




Forschungsvorhaben 2808 HS007 - Endbericht Leibniz-Zentrum fiir Agrarlandschaftsforschung (ZALF) e.V.

5.4.3 Molekularbiologische Analysen und Virusdiagnostik

Lt. Studienprotokoll wurden die morphologisch vorbestimmten Gnitzenarten fir die
weiterfiihrenden Arbeiten im Rahmen der molekularbiologischen Identifizierung und
der Virusdiagnostik auf Einzelindividuenniveau zur Verfligung gestellt.

Die Ergebnisse werden in den folgenden Kapiteln dargestellt.

5.5 Molekularbiologische Bestimmung

Da die Amplifikation mit den von Dallas et al. (2003) publizierten Primern haufig nicht
bei allen Gnitzen-Arten zu kraftigen und sauberen Banden und damit zu problemlos
sequenzierbaren PCR-Produkten fihrte (Abb. 41), wurde zun&chst versucht mit
verschiedenen anderen Primern (LCO-S-1490/HCO-N-2198 aus Folmer et al. 1994
und UEA2/UEA8 aus Lunt et al. 1996), welche auBerhalb der COI-Region
hybridisieren und deren Amplifikate den interessierenden Bereich einschlieBen,
dieses Problem zu umgehen. Auch dieser Ansatz fihrte letztendlich zu keinem
zufriedenstellenden Ergebnis.

1000 bp

500 bp

Abb. 41: Gelelektrophorese von PCR-Produkten mit Primern nach Dallas et al.
(2003) (COI) und Gomulski et al. (2006) (ITS2): Spuren 1+8: GeneRuler 100bp Plus
DNA Ladder (Fermentas); Spur 2: C. obsoletus COl; Spur 3: C. pulicaris COl; Spur 4:
C. punctatus COIl; Spur 5: C. obsoletus ITS2; Spur 6: C. pulicaris 1TS2; Spur 7: C.
punctatus ITS2.
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5.5.1 Entwicklung von Primern der COIl Region

Es wurden daher unter Zuhilfenahme von Daten aus der GenBank folgende weitere
Primer fir die COI-Region von C. chiopterus, C. impunctatus, C. scoticus und C.
dewulfi konstruiert:

C. chiopterus (Amplifikatldnge ca. 430bp):
C1-J-chio: 5-CTGATATAGCCTTTTCCACG-3’
C1-N-chio: 5-TGTTGGTAAAGAATAGGGTC-3

C. impunctatus (Amplifikatlange ca. 420bp):
C1-J-impct: 5-ATATAGCATTTCCCCG-3*
C1-N-impct: 5'-GGTATAAAATGGGATCTCC-3

C. scoticus (Amplifikatlange ca. 440bp):

C1-J-sco: 5-ATACTAGGTGCCCCAGATATAGC-3
C1-N-sco: 5-GTTGGTAAAGAATGGGGTCAC-3
C. dewulfi (Amplifikatlange ca. 420bp):

C1-J-dew: 5-CCGACATAGCATTCCCTC-3
C1-N-dew: 5-ATAAGATTGGGTCACCTCC-3

Die Primer hybridisieren innerhalb der amplifizierten Region der Primer C1-J-1718
und C1-N-2191 (Abb. 42).

COl

|_,c1-J-1718 c1-N-2191(_|

(1-J)-dew C1-N-dew

C1-J-impct (1:N-i|11|)cl
C1-J)-sco ‘(1-N-5(0
C3-4chie C3-N-chie

Abb. 42: Position der neu generierten spezifischen Primer flr C. scoticus, C. dewulfi,
C. chiopterus und C. impunctatus in der COI-Region

Far C. scoticus, C. dewulfi, C. chiopterus und C. impunctatus konnten nun bessere
Daten erhalten werden, sowohl hinsichtlich PCR (Abb. 43) als auch Sequenzierung.
Trotzdem war diese Lésung noch nicht befriedigend, da durch die Amplifikation eines
kirzeren COI-Abschnittes Teile des urspringlichen 523bp-COIl-Amplifikats nicht
erfasst wurden und damit Informationen fir die Entwicklung der speziesspezifischen
Primer fehlten.
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1000 bp

500 bp

Abb. 43: Gelelektrophorese von PCR-Produkien mit den neu generierten
spezifischen Primern: Spuren 1+10: GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
(Fermentas); Spuren 2+3: C. chiopterus; Spuren 4+5: C. scoticus; Spuren 6+7: C.
dewulfi; Spuren 8+9: C. impunctatus

5.5.2 Sequenzierung der PCR Produkte

Flr die anschlieBende Sequenzierung wurden die PCR-Produkte aufgereinigt. Bei
diffusen Banden bzw. Hintergrundschmier im Agarosegel wurde das gewlnschte
Fragment aus dem Gel extrahiert (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Bei
sauberen Banden erfolgte eine Aufreinigung aus dem Reaktionsansatz (MinElute
PCR Purification Kit, Qiagen). Die zurickgewonnene DNA wurde schlieBlich mit 20ul
Puffer eluiert, das Eluat nochmals mittels Gelelektrophorese Uberprift und mitsamt
Primern zur Sequenzierung abgegeben.

Nachfolgend ist eine Ubersicht (iber die Anzahl der aktuell vorliegenden brauchbaren
Sequenzen der verschiedenen Gnitzenspezies fir die beiden DNA-Regionen
gegeben. Erfasst wurden sowohl beidseitig sequenzierte DNA-Fragmente als auch
solche, die bislang nur aus einer Richtung sequenziert wurden.
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CO1 ITS2
C. achrayi +++ (4) + (3)
C. albicans +++ (8) + (6)
C. brunnicans + (2)
C. chiopterus +++ (12) ++ (8)
C. circumscriptus +++ (8) ++ (9)
C. clastrieri +++ (5) (2)
C. deltus ++ (2)
C. dewulfi ++ (6) + (3)
C. fagineus
C. festivipennis ++ (5) + (2)
C. flavipulicaris ++ (3)
C. griseidorsum ++ (2)
C. grisescens ++ (5) ++ (5)
C. halophilus +++ (1)
C. imicola +++ (5) (1)
C. impunctatus +++ (4) ++(3)
C. lupicaris-delta ++ (3+2)
C. newsteadi ++ (7) ++ (1)
C. obsoletus s.1. (3) (1)
C. obsoletus s.s. (1) ++ + (32)
C. poperinghensis
C. pulicaris ++ (10) + (11)
C. punctatus ++ (23) +++ (20)
C. puncticollis +(2) +(2)
C. riethi (1) (1)
C. salinarius + (1)
C. scoticus +++ (5) ++ (7)
C. simulator +++ (1)
C. stigma 1) (1)
C. truncorum + (1)
C. vexans +++ (1)

Tab. 10: Listung der Sequenzen der jeweiligen Arten fir die COI- und die ITS2-
Region; die blau markierten Culicoides-Arten gehdren zur Obsoletus-Gruppe, die rot
unterlegten zur Pulicaris-Gruppe. Die Zahlen in Klammern stellen die Anzahl der
Sequenzen dar, die Zeichen davor bewerten deren Qualitat (+, ++ oder +++).

5.5.3 Molekularbiologische Differenzierung - Arbeitsstand

Die molekularbiologischen Arbeiten zur Entwicklung einer Multiplex- und Real Time-
PCR zur Identifizierung einheimischer Culicoides-Arten (Diptera: Ceratopogonidae)
werden im Rahmen eines Einzelforschungsprojektes (2809HS010), welches noch bis
zum 31.12.2010 geférdert wird, fortgeflihrt. Daher kénnen die hier vorgestellten
Ergebnisse nur den Status eines Zwischenberichtes haben.
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Das Ziel der Arbeiten war die Auswertung von ca. 10 Sequenzen pro Spezies. Die
bisherige Datenlage gibt einen umfangreicheren Pool flr gemeine Arten und deren
Analysen. Jedoch werden flir seltenere Arten in Ermangelung an Einzeltieren diese
Pools nicht erreichbar sein. In diesen Fallen werden alle verflgbaren Daten
ausgewertet.

Die vorhanden COI-Sequenzen wurden mit BLAST hinsichtlich ihrer Identitat geprift,
bearbeitet und innerhalb der Spezies miteinander verglichen. Sofern méglich wurden
in der GenBank vorhandene Daten erganzend hinzugezogen. Dort sind ca. 340 COI-
Sequenzen flr Culicoides-Arten verfliigbar. Neben hier nicht bearbeiteten Spezies
befinden sich darunter Daten fUr Arten des C. obsoletus-Komplexes, C. dewulfi, C.
impunctatus, C. pulicaris und C. punctatus. Allerdings sind die Daten in der GenBank
mit Vorsicht zu betrachten, da man nicht immer von einer korrekten morphologischen
Zuordnung der dort verdffentlichten Arten ausgehen kann.

Dank neu Uberarbeiteter, degenerierter Primer (urspriinglich von Dallas et al. (2003)
publiziert, von Bernd Hoffmann, FLI Riems, modifiziert) konnten bessere Ergebnisse
hinsichtlich der Amplifikation der COI-Region erzielt werden. Allerdings erwiesen sich
diese Primer nicht optimal fir alle Culicoides-Arten. Die Erfahrung, dass offenbar
keine COI-Primer gefunden werden kénnen, die bei allen Gnitzenarten gute PCR-
Produkte erbringen, wurde mttlerweile von anderen Arbeitsgruppen bestatigt
(KAMPEN, FLI; GARROS, CIRAD, persdnl. Mitteilungen). Insbesondere C. obsoletus
s.s. stellte sich als problematisch heraus. Die Amplifikation der entsprechenden
Proben muss daher mit einer anderen Primer-Kombination ergénzt werden. Auch fir
C. fagineus werden noch weitere Sequenzen bendtigt. Von den seltenen Arten
werden so viele Individuen wie verflgbar bearbeitet. Es muss noch entschieden
werden, flr welche Arten (neben denen der C. obsoletus- und C. pulicaris-Komplexe)
spezifische Primer entwickelt werden sollen.

Die Sequenzierungsergebnisse der Amplifikate der ITS2-Region konnten deutlich
verbessert werden. Eine zu hohe DNA-Konzentration wirkte sich negativ auf die
Sequenzierung aus. Da die Konzentration bei den ITS2-PCR-Produkten betrachtlich
schwankte und via Gelelektrophorese nicht exakt genug abgeschatzt werden konnte,
musste eine andere Bestimmungsmadglichkeit gefunden werden. Es ergab sich die
Méglichkeit einer Mitbenutzung des NanoDrops (NanoDrop ND 1000, Peglab) einer
anderen Arbeitsgruppe im Institut fir Biologie der HU Berlin. Mit dessen Hilfe kann
der DNA-Gehalt der ITS2-Proben zuverldssig ermittelt werden. Die Proben wurden
im Anschluss, sofern nétig, verdiinnt, so dass die fiir die Sequenzierung notwendige
Menge nicht Uberschritten wurde. Dies fihrte zu einer deutlichen Verbesserung der
Sequenzqualitdt der ITS2-Proben. Dennoch traten weiterhin Doppelpeaks in den
Elektropherogrammen auf, die sich bei der forward- und reverse-Sequenzierung an
den gleichen Stellen befanden und unabhéngig von der Art der Aufreinigung der
Proben (Gelextraktion oder direkte Aufreinigung aus der PCR) und der eingesetzten
DNA-Konzentration waren.

Auch die vorhandenen ITS2-Sequenzen wurden mit BLAST Uberprift, die Proben
intraspezifisch verglichen und, falls méglich, mit GenBank-Daten erganzt. Fir die
ITS2-Region sind im Gegensatz zu COI deutlich weniger Vergleichsmdglichkeiten
verfagbar.

68

Stand: 20.06.2010



Forschungsvorhaben 2808 HS007 - Endbericht Leibniz-Zentrum fiir Agrarlandschaftsforschung (ZALF) e.V.

Es gibt ungefahr 140 ITS2-Sequenzen von Culicoides-Arten in der GenBank, wovon
einige allerdings die zu analysierende Region nur partiell abdecken. Benétigt werden
derzeit noch weitere Proben bzw. ITS2-Sequenzen folgender, zu den Komplexen
gehdrender Arten: C. fagineus, C. impunctatus, C. lupicaris-delta und C. newsteadi.

C. imicola und C. flavipulicaris wurden nicht in Deutschland gefangen, aber
freundlicherweise von einer spanischen Arbeitsgruppe zur Verfligung gestellt. Sie
sollen lediglich als Vergleich in die phylogenetischen Untersuchungen einflieBen. Die
bereits vorhandenen Proben dieser Arten (plus die vorhandenen GenBank-Daten)
sind daher ausreichend.

5.5.4 Entwicklung der speziesspezifischen Primer

Die gewonnenen COl-Daten sollen als Grundlage fir die Entwicklung
speziespezifischer Primer dienen. Zu diesem Zweck ist zunachst aus allen
Alignments innerhalb einer Art die jeweilige Konsensussequenz zu ermitteln. Dies
geschieht mittels geeigneter Computerprogramme. AnschlieBend werden die
Konsensussequenzen der verschiedenen Arten miteinander verglichen. Auf diese
Weise kénnen konservierte und nichtkonservierte Bereiche identifiziert werden.
Konserviert bedeutet, dass diese Information zwischen den Spezies nahezu
unverdndert ist und die Sequenzen in diesen Bereichen groBe Ahnlichkeiten
aufweisen. Ein spezieller, nur fir eine Spezies funktionierender Primer sollte daher in
einem nichtkonservierten DNA-Abschnitt liegen, da sich die Spezies dort
voneinander unterscheiden und so gewahrleistet werden kann, dass die
komplementare Bindung von Primer und DNA sowie die PCR-Amplifikation wirklich
nur bei der gewinschten Art stattfinden.

5.5.5 Medreonet — molekularbiologische Ringtests

Die Ausbreitung der Blauzungenkrankheit in Europa und die damit einhergehende
Notwendigkeit zur Klarung der Vektorenfrage machte es erforderlich, die
teiinehmenden  EU-Staaten auf einen vergleichbaren Stand in  der
Vektorenbestimmung zu bringen. Die Arbeitsgruppe sowie das FLI nahmen
erfolgreich an zwei Ringtests teil, die vom CIRAD, Frankreich, organisiert wurden
und die der Standardisierung der Gnitzen-Bestimmung dienen sollten. Die
vorliegenden Arbeiten bestétigten die Eignung der etablierten Methode fir die
molekularbiologische Bestimmung. Probleme und Licken wurden konstruktiv mit den
anderen teilnehmenden Institutionen diskutiert und minimiert. Die Ergebnisse dieser
Studie werden im EU-Rahmen in Kirze unter: http:/medreonet.cirad.fr/ verfagbar
sein.
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5.6 Virusnachweis einheimischer Culicoides

Neben der morphologischen Grob- und Feindifferenzierung der Fange des
entomolgischen Monitorings war ein Schwerpunkt der Arbeit der Nachweis von BTV-
Genom. Hierzu wurden die meisten der gesammelten Gnitzen zum Nationalen
Referenzlabor fir Blauzungenkrankheit (NRL-BT) am Friedrich-Loeffler-Institut (FLI)
auf der Insel Riems versandt.

5.6.1 Virusnachweis im Entomologischen Monitoring (Pool-Nachweis)

Hier wurden aus den eingesandten Gnitzen Pools von bis zu 50 Tieren hergestellt.
Nach Extraktion der Gesamt-RNA wurden die Pools auf das Vorkommen von BTV-8-
Genom mittels real-time RT-PCR analysiert. Insgesamt wurden 24 513 Pools auf das
Vorkommen von BTV-8 untersucht. Bei 585 Pools (2,4%) konnte ein positiver BTV-8-
Genomnachweis geflhrt werden (siehe Abb. 44). Allerdings war eine genetische
Charakterisierung der positiven Pools aufgrund der Multi-Spezies-Zusammensetzung
nur bedingt méglich (Hoffmann et al. 2009).

50 4 27 2
0 0 0

‘ ‘ 2 m ‘ =9
f«‘é’sfs’*‘jff&a@@fff?

Abb. 40: Monatlicher Nachweis von BTV-8 in Gnitzen aus dem entomologischen Monitoring
2007/2008

0

5.6.2 Virusnachweis in Einzelindividuen

Um Aussagen treffen zu kénnen, welche Arten als Vektoren im Rahmen des
Geschehens der Blauzungenkrankheit in Frage kommen, ist der Virusnachweis im
Einzelindividuum notwendig. Nur so lassen sich der positive BTV-Genomnachweis
und die genetische Identifizierung der Art sicher durchfihren. Da die umfassende
Einzeluntersuchung von Gnitzen aufgrund der teilweisen geringen BTV-Pravalenz
nicht kostengunstig ist, wurden durch die oben genannten Pooluntersuchungen
Gnitzenfange identifiziert, die eine erhdhte BTV-Pravalenz aufwiesen. Gleichzeitig
wurde bei diesen Analysen ein kleiner Rest flir mdgliche Nachuntersuchungen
zurlickgehalten.
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Das Ziel der hier vorgestellten Studie war, ausgehend von den bei der Untersuchung
von Poolproben gemachten Erfahrungen, die Identifizierung von Fangen mit hoher
BTV-Pravalenz, die Extraktion der Gesamt-RNA fir jede Einzelgnitze aus
vorhandenen Restbestanden, sowie der individuelle BTV-Genomnachweis mittels
real-time RT-PCR. Darlber hinaus sollten die identifizierten BTV-positive
Einzelgnitzen genetisch charakterisiert und typisiert werden.

350
20 286
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Ct 20-25 Ct25-30 Ct 30-35 Ct 3540

Abb. 41: Virusgenomlast in BTV-8-positiven Gnitzen-Pools des entomologischen Monitoring
2007/2008

Nach Aufteilung der Restgnitzen zeigte sich, dass 2600 Einzelgnitzen der
Einsendung BH306/07 fir die Untersuchungen noch zur Verfligung standen. Diese
Gnitze wurden in 2ml EppendorfgefaBe einzeln Uberfihrt und homogenisiert. Die
extrahierte RNA wurde in einer Pan-BTV real-time RT-PCR eingesetzt. Von
positiven Proben wurde die real-time RT-PCR wiederholt. Proben wurden nur dann
als sicher positiv gewertet, wenn beide unabhangigen PCR-Laufe ein positives
Resultat erbrachten. Die Ct-Werte beider PCR-Laufe wurden gemittelt.

Im Ergebnis der Untersuchungen kann festgehalten werden, dass 285 Einzelgnitzen
in beiden PCR-Laufen positiv reagierten. Somit konnten bei 10,96% der 2600
untersuchten Einzelgnitzen ein sicherer BTV-Genom-Nachweis geflhrt werden. 3
Einzelgnitzen (1,05% der positiven Gnitzen) zeigten einen mittleren Ct-Wert unter 30
und 50 weitere Gnitzen lieferten noch einen Ct-Wert unter 35 (17,54% der positiven
Gnitzen). Genaue Angaben zu den Ct-Werten der BTV-real-time RT-PCR sind in
Tabelle 11 gelistet.
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5.6.2.1 Genetische Charakterisierung von BTV-positiven Einzelgnitzen

Basierend auf den ermittelten BTV-Genomlasten erfolgte die Auswahl der zur
genetischen Charakterisierung vorgesehenen Einzelgnitzen. Fur alle Gnitzen
(insgesamt 53), die einen Ct-Wert <35 in der BTV-real-time PCR aufwiesen, wurde
eine genetische Charakterisierung angestrebt. Dazu wurde das jeweilige Pan-
Culicoides-IC-Fragment aufgereinigt und sequenziert. Die héchste Homologie der
ermittelten Sequenzen wurde mittels BLASTn-Suche definiert. Fir 40 der 53 wurde
eine auswertbare Sequenz generiert. In der BLASTn-Search zeigte sich, dass 31
Gnitzen die héchste Sequenzhomologie zu C. scoticus-Sequenzen der GenBank
aufwiesen. Weitere sieben Gnitzen konnten der Art C. obsoletus s.s. zugeordnet
werden. Jeweils eine Gnitze zeigte die hdchste Sequenzverwandtschaft zu einem
Vertreter der Art C. dewulfi und der Art C. lupicaris. Fir 13 BTV-positive Gnitzen
konnte entweder kein Pan-Culicoides-IC-Fragment erzeugt werden oder die
Sequenzierung der Gnitzen-DNA erbrachte keine auswertbaren Resultate. Die
genauen Ergebnisse der bisherigen genetischen Charakterisierung sind in Tabelle 11
dargestellt.
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Mittlere Ct-Wert der BT V-real- Ergebnis der genelischen
Einsendungs-Nr. Gnitzen-Nr. time RT-PCR Charakterisierung
BH 306-07 12-114 29,01 C. obsoletus s.s.
BH 306-07 9-7 29,21 C. scoticus
BH 306-07 12-419 29,69 C. scoticus
BH 306-07 12-37 30,6 C. scoticus
BH 306-07 1-7 31,29 C. scoticus
BH 306-07 1-42 32,11 C. scoticus
BH 306-07 1-8 32,2 C. scoticus
BH 306-07 1-85 32,54 C. scoticus
BH 306-07 1-23 32,65 C. scoticus
BH 306-07 1-12 32,75 C. scoticus
BH 306-07 2-340 32,84 C. scoticus
BH 306-07 32-17 33,12 C. scoticus
BH 306-07 1-62 33,16 C. scoticus
BH 306-07 1-22 33,25 nicht auswertbar
BH 306-07 1-48 33,26 C. scoticus
BH 306-07 1-57 33,28 C. scoticus
BH 306-07 1-50 33,33 C. scoticus
BH 306-07 1-73 33,34 C. obsoletus s.s.
BH 306-07 1-46 33,37 C. scoticus
BH 306-07 1-41 33,4 C. scoticus
BH 306-07 2-332 33,42 C. obsoletus s.s.
BH 306-07 18-265 33,45 C. scoticus
BH 306-07 1-18 33,63 C. scoticus
BH 306-07 12-484 33,65 C. obsoletus s.s.
BH 306-07 12-53 33,67 C. scoticus
BH 306-07 1-15 33,78 C. scoticus
BH 306-07 1-4 33,85 C. scoticus
BH 306-07 1-45 33,88 C. scoticus
BH 306-07 12-212 33,92 C. obsoletus s.s.
BH 306-07 30-3 33,93 C. lupicaris
BH 306-07 32-8 34,03 C. scoticus
BH 306-07 2-520 34,07 C. scoticus
BH 306-07 2-73 34,08 C. scoticus
BH 306-07 1-32 34,1 C. scoticus
BH 306-07 12-35 34,13 C. scoticus
BH 306-07 1-89 34,17 nicht auswertbar
BH 306-07 1-69 34,24 C. scoticus
BH 306-07 2-184 34,25 C. obsoletus s.s.
BH 306-07 29-31 34,25 C. dewulfi
BH 306-07 1-55 34,31 nicht auswertbar
BH 306-07 29-11 34,34 nicht auswertbar
BH 306-07 29-76 34,47 C. scoticus
BH 306-07 30-17 34,51 nicht auswertbar
BH 306-07 29-20 34,52 nicht auswertbar
BH 306-07 1-40 34,6 C. scoticus
BH 306-07 30-6 34,68 nicht auswertbar
BH 306-07 2-127 34,77 nicht auswertbar
BH 306-07 29-38 34,79 nicht auswertbar
BH 306-07 12-38 34,82 nicht auswertbar
BH 306-07 29-87 34,85 nicht auswertbar
BH 306-07 12-401 34,89 nicht auswertbar
BH 306-07 12-51 34,96 C. obsoletus s.s.
BH 306-07 29-64 34,97 nicht auswertbar

Tabelle 11: Ergebnisse der Pan-BTV-real-time RT-PCR und der genetischen
Charakterisierung von 53 Gnitzen mit der héchsten Virusgenomlast
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5.6.2.2 Diskussion der Ergebnisse

Basierend auf den BTV-real-time RT-PCR-Resultaten des entomologischen
Monitorings 2007/2008 (Hoffmann et al. 2009) wurde die Einsendung BH306/07 aus
Rheinland-Pfalz als die Einsendung mit der héchsten BTV-Pravalenz identifiziert. Die
Rlckhalteproben von 2600 Gnitzen wurden einzeln auf BTV analysiert. Hierbei
wurde bei 285 Einzelgnitzen BTV-Genom sicher festgestellt.

Bei 73 Gnitzen konnte ein mittlerer Ct-Wert unter 35 gefunden werden. Bei diesen
Gnitzen mit der hdochsten BTV-Genomlast wurde mittels Sequenzierung des Pan-
Culicoides-IC-Fragmentes die genetische Charakterisierung angestrebt. Bei 60
Proben konnte eine auswertbare Sequenz flir einen Sequenzabgleich mittels
BLASTnN generiert werden.

Die Sequenzen von 31 Gnitzen waren zu Sequenzen der Art C. scoticus homolog, 7
zu C. obsoletus und je eine Gnitze zeigte die héchste Homologie zu Gnitzen der
Arten C. dewulfi und C. lupicaris. Das Ergebnis zeigt, dass sicher nicht nur eine
Gnitzenart fur die Infektion und fulminante Verbreitung von BTV-8 im Jahre 2007
verantwortlich war.

Allerdings kénnte das Ergebnis auch darauf hin deuten, dass C. scoticus im BTV-8-
Ausbruchsgeschehen eine besondere Bedeutung zukommt. Ergebnisse von
Infektionsversuchen mit BTV-8 mit verschiedenen Gnitzenarten deuten ebenfalls
darauf hin, dass C. scoticus ein hochkompetenter Vektor in Nord- und Mitteleuropa
sein kdnnte (Carpenter et al. 2008) Weitere Untersuchungen sind notwendig um die
in dieser Studie bisher generierten Daten zu verifizieren.

Durch Sequenzierung alternativer Genabschnitte (z.B Cytochrom Oxidase Unit 1)
muss das Ergebnis der oben genannten genetischen Charakterisierung auf Basis
von ITS2 bestatigt werden. Diese alternative Sequenzierungsstrategie kann auch
helfen, flr die Gnitzen, fur die bisher keine verwertbare Sequenz erzielt wurde, eine
genetische Charakterisierung durchfiihren zu kénnen.

Die bei Hoffmann et al. (2009) gemachten genetischen Charakterisierungen der
BTV-positiven Pools basierte auf einer Spezies-spezifischen PCR nach Nolan et al.
(2007). Hier wurde vor allem C. obsoletus s.s. als wahrscheinlicher kompetenter
Vektor identifiziert. Leider hat sich bei unseren Arbeiten und auch nachfolgenden
internationalen Ringtesten (Medreonet) zur genetischen Charakterisierung von
Gnitzen des C. obsoletus-Komplexes herausgestellt, dass gerade die Methode nach
Nolan et al. (2007) nicht geeignet ist, die genetische Identifikation von Gnitzen der
Art C. scoticus zu ermdglichen. Somit stehen die hier gemachten Erkenntnisse nicht
im Widerspruch zu den bereits zuvor gemachten Analysen der Poolproben.
Alternative, besser validierte PCR-Verfahren zur genetischen Identifizierung von
Gnitzen stehen zur Verfigung (Mathieu et al., 2007) und sollten genutzt werden, um
die genetische Charakterisierung der BTV-positiven Einzelgnitzen weiter zu
verifizieren.

Fir die weitere Einschatzung des gehéauften Auftretens von C. scoticus in den BTV-
positiven Gnitzen ist es unerlasslich, den Anteil von C. scoticus in der untersuchten
Gesamtpopulation zu ermitteln.
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Damit soll geklart werden, ob es eine Uberreprasentation von C. scoticus in BTV-
positiven Gnitzen gibt oder ob der Anteil von C. scoticus Uber die gesamte
analysierte Population sehr hoch war und dadurch der hohe Anteil von C. scoticus
bei den BTV-positiven Gnitzen begriindbar ware. Um diese Frage zu klaren, sind
genetische Charakterisierungen von BTV-negativen Gnitzen durchzufihren. Dies
kann einerseits durch die Sequenzierung einer reprasentativen Zahl von BTV-
negativen Gnitzen erfolgen.

Alternativ und einfacher umsetzbar wére die Anwendung der spezies-spezifischen
PCR nach Mathieu et al. (2007).

Sollte sich in weiteren Experimenten herausstellen, dass C. scoticus in der Gruppe
der BTV-positiven Gnitzen der Einsendung 306/07 Uberreprasentiert ist, waren
entsprechende vergleichende Untersuchungen mit anderen Gnitzenfangen aus
anderen Gebieten und Zeitpunkten sinnvoll. Nur so lassen sich allgemeingultige
Aussagen zur Vektorkompetenz flr BTV ableiten. Fir diese Studien liegen weitere
Ruckstellproben (z.B. aus Hessen) zur Untersuchung bereit.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass in einer sehr umfangreichen Analyse
von Einzelgnitzen aus einem BTV-Ausbruchsgebiet sehr erfolgreich BTV-8-positive
Gnitzen identifiziert und teilweise genetisch charakterisiert wurden. Es konnten
verschieden Gnitzenarten als mdgliche kompetente Vektoren identifiziert werden,
z.B. C. achrayi, die bisher nicht als potentieller Vektor galt. Im Rahmen der
genetischen Charakterisierung wurden verstarkt Sequenzen von C. scoticus im
Rahmen der nachgewiesen, was auf eine dominante Rolle der Art im
Ubertragungsgeschehen hinweisen kdnnte. Weitere Analysen sind notwendig um
das Ergebnis zu bestatigen und die Bedeutung einschatzen zu kénnen.

6 Abschlussbetrachtung
(nach Kampen & Werner 2010)

Mit wenigen Ausnahmen fanden Vektor-assoziierte Erkrankungen in Mittel- und
Nordeuropa lange Zeit wenig Beachtung. Seit den Ausbriichen der
Blauzungenkrankheit (BTD) 2006 im westlichen Mitteleuropa und des Chikungunya-
Fiebers 2007 in Italien hat sich diese Einstellung geandert. Eher als Folge der
fortschreitenden Globalisierung als aufgrund von Klimaveranderungen ist mittlerweile
auch Mittel- und Nordeuropa dem Risiko der Einschleppung und Etablierung von
neuartigen Krankheitserregern und -tbertrdgern ausgesetzt. Die BTD trat als erste
‘exotische’ Krankheit auf: sie breitete sich nicht langsam von Endemiegebieten her
aus, sondern kam plétzlich tber eine unbekannte Eintrittspforte. Obwohl einheimi-
sche Gnitzenarten schon zuvor in Sldeuropa als Vektoren des Blauzungenvirus
(BTV) verdachtigt wurden, hatte in Europa niemand ernsthaft mit einem Ausbruch
der BTD nérdlich der Verbreitungsgrenze von C. imicola gerechnet. Als die Seuche
ausbrach, waren die zustandigen Behdérden vollig unvorbereitet, zumal weder Daten
uber die mutmaBlichen Vektoren, noch Gnitzenspezialisten verfliigbar waren.
Nachdem im primdren Ausbruchsgebiet am Ende des Jahres 2006 ca. 2000
Viehhaltungsbetriebe befallen waren, gelang es dem Virus offenbar zu Uberwintern
und sich 2007 in alle Richtungen auszubreiten, was bis Frihjahr 2008 zu fast 60000
Ausbrichen in zehn europaischen Staaten flhrte.
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Die dann beginnenden Impfkampagnen gegen den Virusserotyp 8 flhrten in der
dritten Ubertragungsperiode (Mai 2008 bis April 2009) zu einem signifikanten
Rlckgang in der Anzahl der betroffenen Bauernhéfe. Ab Mai 2009 wurden nur noch
vergleichsweise wenige BTV-8-Falle aus insgesamt sechs europédischen Landern
gemeldet. Wahrend das weitere Schicksal von BTV-8 in Europa abzuwarten bleibt,
scheint der Serotyp 1 nach Norden zu wandern. Im Jahr 2008 wurden Infektionen in
etwa 4900 Betrieben Frankreichs festgestellt. Aus verschiedenen entomologischen
Monitoring-Programmen inzwischen vorliegende Daten deuten auf Arten der C.
obsoletus- und C. pulicaris-Komplexe sowie einige andere Ceratopogoniden-Arten
als wahrscheinliche Vektoren des BTV in Mitteleuropa hin.

Die aus der BTD-Epidemie zu ziehende Lehre ist einmal mehr, dass prophylaktische
MaBnahmen langfristig besser sind als reine Reaktion, da jene die Reaktion be-
trachtlich unterstitzen und erleichtern kénnen: fiir einen Schutz vor neu auftretenden
Vektor-assoziierten Krankheiten bzw. den adaquaten Umgang mit ihnen sind die
Uberwachung der einheimischen Fauna hamatophager Arthropoden, die
Identifizierung potenzieller Vektoren und Kenntnisse zu ihrer Biologie, die Ausbildung
von medizinischen Entomologen und Vektorbiologen sowie eine bessere Kontrolle
importierter Guter und Tiere auf Krankheitserreger und Ubertragerarthropoden
essenzielle Voraussetzungen.

Gerade anthropogen bedingte Umweltverdnderungen beeinflussen zunehmend die
nattrlichen ékologischen Gleichgewichte und schrénken die Biodiversitat ein. Neben
dem Verlust der Artenvielfalt sind neu eingeschleppte Arten (einschlieBlich
potenzielle Vektoren) sowie verbesserte Ausbreitungsbedingungen flr indigene
Spezies bzw. Vektoren immer wieder zu erwarten. Klimafaktoren spielen hierbei eine
Schlisselrolle. Im Fall von BTD sind jedoch die Vektoren der einheimischen Arten,
von denen Basisdaten weitgehend fehlen, ein typisches Beispiel fir den Einfluss auf
die Entwicklung eines Krankheitsgeschehens. Die Unvorhersagbarkeit von
Krankheitsausbrichen und Epidemien wird durch unser mangelndes Wissen auf
diesem Gebiet nicht gestltzt.
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