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Innovative Diagnosemethoden zum Nachweis

holzzerstorender Insekten

Innovative diagnostic methods
to detect harmful wood-inhabiting insects

Zusammenfassung

Eine nicht-invasive Diagnose holzzerstdrender Schador-
ganismen ist von grof3er Bedeutung um Eingriffe in kost-
bare Holzprodukte und lebende Baume auf ein Minimum
zu beschranken. Hier stellen wir zwei ganz unterschied-
liche Methoden vor, eine physikalische und eine moleku-
larbiologische, die einen schonenden Nachweis von
Insektenlarven im Holz ermoglichen. Beide Methoden
sind bereits zum Teil erfolgreich zur Analyse des Asiati-
schen Laubholzbockkifers (Anoplophora glabripennis,
ALB) eingesetzt worden und eignen sich als Frithwarnsys-
teme in der Bekdmpfung von Quaranténeschadinsekten.

Ich habe gehart, Gemeinheit!
sie kommen nur in
Quarantidne wenn

sie krank sind...

Karikatur zum Thema Quarantdne von Laubholzbockkéfern. Illustra-
tor: Michael Becker.

Stichworter: Quarantidneschadorganismen,
Anoplophora glabripennis, Friihwarnsysteme,
moderne Diagnoseverfahren

Abstract

Non-invasive diagnosis of harmful wood-inhabiting orga-
nisms is of great importance in order to minimize inter-
ventions in valuable wood products and living trees. Here
we present two methods, an acoustical and a molecular
one, which enable gentle detection of insect larvae in
wood and wood products. In parts, both methods have
been successfully applied for the analysis of the Asian
longhorn beetle (Anoplophora glabripennis, ALB) and
appear suitable as early warning systems in the control of
quarantine insect pests.

Key words: Quarantine pests, Anoplophora glabripennis,
Early warning system, Modern diagnostic tools,
Acoustic emission

Einleitung und Motivation

Der Klimawandel und globalisierte Mérkte fordern die
Verbreitung invasiver Arten wie z.B. des Asiatischen
Laubholzbockkifers (Anoplophora glabripennis MOT-
SCHULSKY; kurz ALB). Trotz internationaler phytosani-
tarer Standards zur Behandlung von Holzverpackungs-
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materialien (IPPC Standard ISPM 15) kommt es bei Mis-
sachtung der Standards regelmif3ig zur Verschleppung
und damit zu einem ungewollten Import xylophager In-
sekten (zumeist im Larvenstadium). Bei klimatischer
Kompatibilitit der Insekten im Importland und geeigne-
ter Wirtspflanzen stellt dies ein hohes wirtschaftliches
Risiko dar (Wu et al., 2017). So ist in Mitteleuropa der
ALB bereits vielfach aufgetreten, was iiber die Jahre in
der Einrichtung von iiber 30 Quarantdnezonen resultier-
te (EFSA et al., 2019; HOLLING, 2015; LEMME, 2017).

Die in Ostasien heimische Bockkéferart steht symbo-
lisch fiir eine Reihe gefahrlicher Quarantdneschadorga-
nismen, die in den letzten beiden Jahrzenten transkonti-
nental verschleppt wurden. Sein immenses Schadpoten-
zial resultiert aus der grol3en Breite potentieller Wirts-
bdume, und aus der Tatsache, dass der Kifer in der Lage
ist, vitale Baume zu besiedeln (EFSA et al., 2019). Der
ALB ist daher seit Verabschiedung einer Delegierten-Ver-
ordnung (EU) 2019/1702 der Kommission vom 1. August
2019 auf einer Liste sogenannter Prioritdrer Schidlinge
veroffentlicht, die dadurch charakterisiert sind, dass

a) sie nicht auf dem Gebiet der Européischen Union oder
nur in einem begrenzten Teil dieses Gebiets, oder nur
selten, unregelméal3ig, isoliert und sporadisch auftre-
ten und

b) ihre potenziellen wirtschaftlichen, 6kologischen oder
sozialen Folgen fiir das Gebiet der Union am schwer-
wiegendsten sind.

Ein amtlich bestétigter Befall dieser Kéferart erfordert
daher das Einschreiten des zustdndigen Pflanzenschutz-
dienstes. Die dann einzuleitenden phytosanitdren Mal3-
nahmen sind im Durchfithrungsbeschluss (EU) 2015/
893 geregelt. Das betrifft zum einen, die Einrichtung
eines sogenannten abgegrenzten Gebietes (Quarantédne-
zone), zum anderen auch die praventive Féllung spezifi-
zierter Baumarten. Dies sind die Gehoélze, in denen der
Kéfer nachweislich in der Lage ist, seinen kompletten
Entwicklungszyklus zu vollziehen. Diese Entwicklung
vom abgelegten Ei, iiber mehrere Larvenstadien und Ver-
puppung, bis zum adulten Kéfer erstreckt sich unter hie-
sigen Klimabedingungen auf bis zu zwei Jahre. Diese
vergleichsweise langen Entwicklungszeitriume erkldren
auch die Gefahren, die entstehen, wenn beispielsweise
phytosanitdr unbehandelte Holzprodukte Bestandteil des
globalisierten Warenhandels sind, in denen sich der
Kéfer entwickeln und diese in neuen Lebensrdumen
unbemerkt verlassen kann.

Um den Import Insekten-befallener Holzgiiter zu un-
terbinden und die Féllung potentieller Wirtsbdume in
ALB-Befallsregionen auf ein Minimum zu beschrénken,
werden daher Methoden benoétigt, die einen zweifelsfrei-
en ALB Befund erméglichen. Ein hiufig angewandtes
Standard-Diagnoseverfahren beruht auf dem PCR- und
Sequenzier-gestiitzten Nachweis von DNA aus Larven
oder anderen Entwicklungsstadien des Insekts (EPPO
PM7/129) (EPPO, 2016). Sind jedoch nur Nagespane
oder Fral3 des ALB an Holzgiitern oder Baumen auffind-
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Abb.1. Schematische Darstellung der Anwendung morphologi-
scher und molekularer Methoden zur Diagnose von ALB und physika-
lischer Messungen zur Bestimmung der Fressaktivitdt von holzbe-
wohnenden Insekten.

bar, liefert die Methode nach EPPO PM7/129 keine ver-
wertbaren Ergebnisse.

In zwei Drittmittel-geférderten Projekten (ANOPLO-
diag und InsectDetect) werden deshalb Methoden entwi-
ckelt und gepriift, die eine Diagnose von Schadorganis-
men in Abwesenheit sichtbarer Insektenstadien gewéhr-
leisten sollen (Abb. 1). Beiden Methoden ist gemeinsam,
dass sie nicht-invasiv sind, also keine groBeren Eingriffe
in den Holzkdrper (sowohl Mobelstiicke und Verpa-
ckungsmaterial, als auch lebende Bdume) erfordern. Ziel
des Forschungsvorhabens InsectDetect ist die Entwick-
lung eines praktikablen Begutachtungs- und Kontrollver-
fahrens, insbesondere fiir Verpackungs- und Nutzholz: Es
soll ermoglicht werden, aktiven Befall durch Larven holz-
zerstorender Insekten festzustellen. Dazu werden zunéchst
sichtbare Befallsmerkmale (z.B. Bohrmehl und Aus-
fluglocher) abgepriift und Verdachtsfille dann durch
eine akustische Messung verifiziert oder ausgeschlossen.
Ein Priifergebnis soll idealerweise bereits nach einigen
Stunden feststehen. Damit konnten Unsicherheiten in
der Begutachtung eines Verdachtsfalls minimiert wer-
den, wenn nicht feststellbar ist, ob Schadinsekten aktiv
sind bzw. welcher Anteil einer Probe aktiv befallen ist.
Zur Feststellung von Befallsmerkmalen kann auf gutach-
terliches Fachwissen zuriickgegriffen werden. Fiir die
Erkennung von ALB-Befall an stehenden Biumen im
Freiland gibt es bereits Schulungsmaterial (LEMME, 2015;
SCHRODER, 2015; EFSA et al., 2019). Zudem sind Autoren
des hier vorliegenden Artikels im Rahmen des ANOPLO-
diag-Projektes gegenwartig an der Verfassung eines mor-
phologischen und molekularbiologischen Diagnosestan-
dards der EPPO (Européische und Mediterrane Pflanzen-
schutzorganisation) der Reihe PM7 beteiligt.
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Projekt InsectDetect — Akustische Detektion von
Larvenaktivititen

Messmethode

Schallemissionen fressender Insektenlarven, z.B. des
Hausbockkafers (Hylotrupes bajulus L.), konnen am Holz
unter giinstigen Umstdnden auch mit dem Ohr in einer
Entfernung von einigen Dezimetern als Luftschall wahr-
genommen werden. Um diese auszuwerten, waren aller-
dings eine ruhige kontrollierte Umgebung, mehrere Sen-
soren und eine Messdauer von einigen Stunden erforder-
lich. Daher ist die Messung von Korperschall mit an einer
Probe fixierten Sensoren und eine automatische Auf-
zeichnung iiber einige Stunden wesentlich aussichts-
reicher. Dazu eignet sich die Schallemissionsanalyse -
gebrauchliche Abkiirzung ist AE fiir acoustic emission. Es
handelt sich um eine vielfach anwendbare akustische
Mess- und Priiftechnik (VALLEN, 2003). Kérperschallemis-
sionen von verschiedenartigen Bauteilen (z. B. Rohrlei-
tungen, Behélter, tragende Konstruktionen) werden mit
Beschleunigungsaufnehmern gemessen und im Zusam-
menhang z.B. mit mechanischen oder thermischen
Belastungen analysiert. In diesem Artikel werden AE-
Messungen an Insekten in Holz présentiert.

Der Zusammenhang zwischen dem Fral3verhalten von
Hausbockkéferlarven und messbaren Korperschallemis-
sionen an Holzproben ist schon linger nachgewiesen
(PALLASKE, 1984). Typisch fiir diese Spezies sind eine
gewisse Periodizitidt bei der Schallemissionsrate sowie
Pausen, wenn das Material bewegt wird, und ein Zusam-
menhang zwischen Materialtemperatur und -feuchte.
Auch im Fraunhofer Institut fiir Holzforschung (WKI)
wurde das Messprinzip bereits vor einigen Jahren erprobt
(PLINKE, 1998). Messungen iiber einige Stunden mit Lar-
ven verschiedener Spezies (CREEMERS, 2015) zeigen, dass
bei Trockenholzinsekten mit Ruheperioden der Larven in
der GréRBenordnung von einigen Minuten bis Stunden zu
rechnen ist. Es besteht auch ein deutlicher Zusammen-
hang zwischen der Holztemperatur und der messbaren
Aktivitat - je nach Spezies beginnt diese erst oberhalb
von etwa 5°C oder 10°C (NOwAKOWSKA et al., 2017). Die-
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ses Vorwissen kann fiir das akustische Priifverfahren
genutzt werden.

Fiir die Analyse und Bewertung einer unbeaufsichtig-
ten Messung ist es wichtig, moglichst nur fiir Larvenakti-
vititen signifikante Signale aufzunehmen. Danach miis-
sen diese registrierten Einzelimpulse (Hits) gefiltert und
auf der Zeitskala dargestellt werden, um iibergeordnete
Muster, zeitliche Haufung, Korrelationen zu Randbedin-
gungen etc. zu erkennen. Einzelheiten des hier eingesetz-
ten Verfahrens, exemplarische Messdaten und Bewer-
tungskriterien sind im Anhang dargestellt. Zur Demons-
tration dient die Probenzusammenstellung in Abb. 2 mit
bekannten, d.h. kiinstlich eingebrachten oder verifizier-
ten Larven. Sie umfasst ein Kantholz mit zwei verschieden
und in unterschiedlicher Entfernung von der Gerdusch-
quelle (Hausbocklarve, Hylotrupes bajulus) angekoppel-
ten Sensoren, eine Kleinprobe mit einer Splintholz-
kéferlarve (Lyctus brunneus) - beide zur Verfiigung gestellt
durch die MPA Eberswalde - und ein Baumscheibenseg-
ment mit Hausbockbefall (Probe von D. Lukowsky, WKI).

Die Messung {iber ca. 28 Stunden ergab in allen Pro-
ben deutliche Aktivititen. Im Einzelnen ergab die quali-
tative Bewertung:

e Aktivitdit im Kantholz mit einer Hausbocklarve erst
nach ca. 3,5 Stunden; Kanal 2 erfasste aufgrund der
Dampfung durch den Abstand zur Quelle und die indi-
rekte Kopplung deutlich weniger Hits

 Aktivitat in der Kleinprobe mit einer Splintholzkéfer-
larve in den ersten 1,5 Stunden und in der letzten
Stunde der Messung

¢ Aktivitat in der Baumscheibe mit vermutlich mehreren
Hausbocklarven, kontinuierliche Signale

Akustische Messungen an ALB-befallenem Holz

Mit gleicher Sensorik und Auswertemethodik wurden
Freilandproben mit vermutetem ALB-Befall im Labor des
JKI, Braunschweig untersucht. Im Juni 2019 wurden sie
hierzu in einem Klimaschrank (konstant ca. 23°C/65 %
r.F.) iiber einen Zeitraum von 148 Stunden gemessen
(Abb. 3).

Abb. 2. Probenzusammenstel-
lung zur Verifikation des Mess-
verfahrens. Kanal 1 (griin): Sensor
seitlich am linken Ende des Kant-
holzes in der Ndhe der Larve
(Hausbock) angeklemmt; Kanal 2
(rot): Sensor in Faserrichtung am
Kantholz ca. 40 cm entfernt mit
Magnethalter gekoppelt; Kanal 3
(gelb): Sensor axial an der Klein-
probe mit Larve (Splintholzkéfer)
angeklemmt; Kanal 4 (blau): Sen-
sor in Faserrichtung an einer
Baumscheibe mit Larve (Haus-
bock) angeklemmt.
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Abb. 3. Messaufbau im Klimaschrank. Freilandprobe aus Ahorn,
Sensoren indirekt mit verschraubten Platten und Magnethaltern ange-
koppelt; Kandle 1 (griin), 2 (rot) und 3 (gelb) radial seitlich, Kanal 4
(blau) in Faserrichtung; die hier gemessene Impulsrate ist in
Abbildung 4 dargestellt.

Aktivitaten lassen sich fiir einen ldngeren Zeitraum
sinnvoll darstellen als Verlauf der iiber die Versuchszeit
gemessenen Impulsrate: Aus der Signalfilterung ergeben
sich fiir eine Einzelaktivitat (Biss der Larve durch eine
unter Spannung stehende Holzfaser) signifikante Einzel-

impulse. In Abb. 4 ist der Verlauf (Anzahl dieser ,Hits“
iiber ein Zeitintervall von 10 sec) wiedergegeben. Auf
allen vier Kandlen zeigten sich kontinuierliche Aktivita-
ten. Am stérksten waren diese in der Grof3enordnung von
100 Hits pro 10 sec in Kanal 2 (rot markiert, mittig auf
der Probe), am schwéchsten, aber immer noch deutlich
in Kanal 4 (blau markiert, axial am Aststumpf) mit einer
Impulsrate um 5 Hits pro 10 sec.

Unter der Annahme, dass die Ankopplung der Senso-
ren ungefahr gleich gut war, legt der Vergleich der Kanile
die Schlussfolgerung nahe, dass sich eine oder mehrere
Larven in der Ndhe dieser Sensoren befanden und bei
den iibrigen Kanélen aufgrund der Schallddmpfung im
Holz geringere Aktivitédten registriert wurden. Aber die
Lokalisierung von Schallquellen in einer Freilandprobe
ist schwierig.

Die bisherigen Testergebnisse und Erfahrungen aus
Versuchen mit Kleinproben, Kantholzern, Freilandpro-
ben (Ankopplung vorzugsweise mit Zwinge, bei rauer
Oberflache oder zu groBer Probe indirekt mit Magnethal-
ter) lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Mit der beschriebenen Sensorkonfiguration kann an
Laborproben mit verifiziertem Besatz durch eine Larve
aktiver Befall sicher erkannt werden. Stérungen durch
Umgebungsgerdausche werden durch den gewdihlten
Frequenzgang der Sensoren weitgehend unterdriickt.

e An Verdachtsproben, die Befallsmerkmale zeigen,
ergeben sich dhnliche Signale, so dass ebenfalls sicher
auf aktiven Befall geschlossen werden kann.

* Die Reichweite von Signalen kann auf Distanzen
(Abstand Larve - Sensor) von bis zu 50 cm abge-
schitzt werden. Dies gilt fiir grofSere Larven (Masse
einige 100 mg) und eine Ubertragung in Faserrichtung
des Holzes. Bei radialem oder tangentialem Schallweg
ist die Reichweite geringer und schwerer abschétzbar.
Auch Kkleinere Larven (z. B. des Splintholzkafers) sind
bei geringeren Reichweiten noch gut nachweisbar.

+ Signale sind oft erst mehrere Stunden nach dem
Anbringen des Sensors messbar, so dass es sich emp-
fiehlt, mindestens 24 Stunden zu messen, um Aktivi-
taten ausschlieBen zu konnen, bevor eine Probe als
befallsfrei eingestuft wird.

 Die Messung ist zerstérungsfrei, wenn die Proben ebene
Flachen aufweisen, an die die Sensoren mit Einhand-

FIN203 Time [h] (4,3 hibin}

M CHAN=1 % CHAN=2 CHAN =3 CHAN =4

Abb. 4. Verlauf der Impulsrate bei einer 148 Stunden dauernden Messung im Klimaschrank. X-Achse: Zeitskala linear, 0 ... 150 Stunden; y-Achse:
Impulsrate (hits pro 10 s), Skalierung logarithmisch o ... 200; Kanile 1(griin), 2 (rot) und 3 (gelb) radial seitlich, Kanal 4 (blau) in Faserrichtung.
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zwingen angekoppelt werden konnen. Fiir eine vollstan-
dig zerstorungsfreie Priifung wie z. B. von Kunstgegen-
stdnden ist das von grofem Interesse. Anderenfalls hat
sich die Ankopplung iiber eine eingeschraubte Stahl-
platte und einen magnetischen Sensorhalter bewéhrt.

* Aus den aufgezeichneten Signalformen sind vermutlich
keine Riickschliisse auf die Spezies moglich, aber wahr-
scheinlich auf die GroRe der Larven. Sehr hiufig zeigen
sich Larvenaktivititen nicht als kontinuierliche Folgen
von Hits, sondern mit Haufungen, die einige Minuten
andauern und nach ldngerer Pause (bis zu einigen Stun-
den) wieder beginnen. Dies gilt besonders, wenn der Be-
fall aus einzelnen oder wenigen grof3en Larven besteht.

Ein direkter Vergleich mit dem Woodworm Detector
(CrEEMERS, 2012), zeitgleich und an denselben Proben,
ist noch im Rahmen weiterer Praxistests vorgesehen. Au-
Berdem ist geplant, die Bewertung der aufgezeichneten
Hits im Hinblick auf eine Entscheidung, auf welchem
Kanal Larvenaktivitdten registriert wurden, zu automati-
sieren. Der Hersteller des AE-Sensorsystems arbeitet an
einer mobilen Version. Damit wére dann ein Einsatz der
Messanlage durch eingewiesenes Personal auch fiir gut-
achterliche Untersuchungen, Messungen im Gebdude
und Uberwachungsbehérden méglich.

Sensitivitdt und Spezifitdt als zwei Grundsdulen der
molekularbiologischen Diagnostik

Es gibt zwei molekularbiologische Ansitze um einen
ALB-Verdacht mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
zu bestatigen (Abb. 5). Beiden Ansidtzen gemeinsam ist,
dass eine bestimmte Region der zu untersuchenden DNA
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amplifiziert wird. Im Fall des ALB verwendet man ein im
Mitochondrien-Genom lokalisiertes Gen, welches die
Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase (COI) codiert.
Beide Anséatze unterscheiden sich aber in der Analyse die-
ses amplifizierten DNA-Abschnitts und der Spezifitét der
verwendeten Primer (FOLMER et al., 1994; BECKER et al.,
2020). Im ersten Ansatz, dem ,DNA-Barcoding“ wird
weniger Wert auf die Spezifitéit der Primer gelegt, da das
PCR-Produkt sequenziert wird und sich die Identitét des
Organismus somit {iber seine artspezifische DNA-Se-
quenz bestimmen ldsst (EPPO PM7/129). Der zweite
Ansatz, die quantitative real-time PCR (qPCR), verzichtet
auf eine Sequenzierung der DNA und interpretiert statt-
dessen die Anwesenheit des PCR-Produktes als Nachweis
des Organismus. Das kann allerdings nur mit Hilfe eines
sehr spezifischen Primerpaares und einer Tagman-Sonde
funktionieren, die eine Amplifikation von DNA anderer
Organismen ausschlief3en. Dies ist Gegenstand der Ent-
wicklung eines EPPO Diagnose Standards im ANOPLO-
diag-Projekt.

Soll ein Schadorganismus wie der ALB mittels PCR-
Produktes eindeutig identifiziert werden, miissen die Pri-
mer ohne Fehlpaarungen zur Ziel-DNA Vorlage passen.
Gleichzeitig sollten sich die Primerbindestellen anderer
Organismen deutlich von denen des Zielorganismus un-
terscheiden, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden.
Dariiber hinaus ist es wichtig eine Hybridisierungstem-
peratur zu wahlen, die so hoch ist, dass der Primer nur
bei perfekter Komplementaritit an die DNA Vorlage bin-
det. Werden diese Voraussetzungen erfiillt, ist es moglich
auch mittels konventioneller PCR und iiber den simplen
Nachweis einer DNA-Bande im Agarosegel einen Schad-
organismus zu diagnostizieren. Die quantitative PCR
eroffnet allerdings die Moglichkeit, Spezifitdt und Sensi-
tivitdt der Diagnose ohne grolle Mehraufwand zu stei-
gern, so dass die millionenfach verdiinnte DNA einer
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Abb. 5.
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qPCR-Plot mit ALB-spezifischen Primern und TagMan-Sonde. Bei den Larven und den Nagespdnen handelt es sich um Material, das aus
befallenen Bdumen der Magdeburger Quarantdnezone gewonnen wurde.
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ALB-Larve noch detektiert werden kann (Abb. 5 links).
Das Projekt ANOPLO-diag hat sich zum Ziel gesetzt,
DNA aus Nagespédnen des Insekts zu extrahieren und
nachzuweisen, um eine nicht-invasive Diagnostik zu ge-
wahrleisten. Unter Verwendung der aus den Nagespéa-
nen extrahierten Gesamt-DNA (inklusive Matrix-DNA,
d.h. Baum- und potentielle Fremd-DNA) konnte der
ALB in zwei Stufen der Verdiinnungsreihe (unverdiinnt
und zehnfach verdiinnt) nachgewiesen werden (Abb. 5
rechts).

Das hier vorgestellte, neu entwickelte qPCR-Protokoll
ist nicht nur sehr sensitiv und spezifisch, sondern darii-
ber hinaus auch sehr robust. Die in Abb. 5 auf der linken
Seite gezeigte Verdiinnungsreihe der Larven-DNA wurde
nach zweitédgiger Lagerung im Kiihlschrank erneut unter-
sucht (Abb. 6 links). Von vier technischen Replikaten der
millionenfachen Verdiinnungsstufe konnten immerhin
drei erneut nachgewiesen werden.

Die Qualitédt der ALB-DNA aus Nagespanen und Fraf3
schwankt mit dem Alter und dem witterungsbedingten
Zersetzungsgrad der Probe. Die Proben A und B in
Abb. 6 rechts stammen aus zwei verschiedenen Fral3gin-
gen desselben Ahornbaumes. Eine 10-fache Verdiinnung
des Probe A enthielt noch immer mehr Ziel-DNA als die un-
verdiinnte Probe B.

TagMan vs SYBR Green - zwei verschiedene qPCR-An-
sdtze mit Vor- und Nachteilen in der ALB-Diagnose

Charakteristisch fiir eine bestimmte Form der qPCR ist die
bereits erwahnte Zielorganismus-spezifische TagMan-
Sonde, ein Oligonukleotid, das an einem Ende einen
Reporter (ein Donor-Fluorochrom) und am anderen

Larve
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Ende einen Quencher (ein Akzeptor-Fluorochrom) tragt.
Die Fluoreszenz des Reporters wird wéihrend der PCR
gemessen. Sie ist zu Beginn sehr gering, weil der Quen-
cher durch seine rdumliche Ndhe zum Reporter dessen
Fluoreszenz unterdriickt. In jedem Zyklus der PCR nimmt
die Fluoreszenz zu, weil die Polymerase den Reporter
freisetzt. Da die Fluoreszenz in jedem Zyklus gemessen
wird, spricht man auch von Echtzeit (real-time)-PCR.
Das Ergebnis einer real-time qPCR ist ein proportional
mit dem PCR-Produkt zunehmendes Fluoreszenzsignal.
Anders als bei der Sequenzierung von DNA (Barcoding-
Ansatz) ist dieses Fluoreszenzsignal kein absolutes
(jederzeit liberpriifbares) Ergebnis, d.h. um die Zuverlés-
sigkeit der Methode gewahrleisten zu konnen, miissen
zusatzlich zu den zu untersuchenden Proben Positiv- und
Negativkontrollen analysiert werden.

Falls bei der Etablierung der Diagnose-Parameter fiir
den Zielorganismus (Primersequenz, Hybridisierungs-
temperatur etc.) keine ausreichende Abgrenzung gegen
andere Organismen moglich ist, kann es passieren, dass
die gPCR zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt, wenn
eine Amplifikation von Nicht-Zielorganismus-DNA in
spdten PCR-Zyklen (bei hohem Ct) erfolgt. In solch
einem Fall kann zwar fiir den Ct-Wert eine Grenze defi-
niert werden (bspw. 35), bis zu der das Ergebnis noch
zuverléssig (ausreichend spezifisch) ist, aber dann ver-
ringert sich zwangslaufig die Sensitivitdt. Ein simples
Beispiel soll dieses Problem veranschaulichen: Es gilt
eine Probe zu diagnostizieren, die aus den Nagespanen
von ALB besteht. Eine qPCR mehrerer Replikate der
Probe wird durchgefiihrt und liefert fiir alle Replikate ei-
nen Ct-Wert von 36. Nun ist es anhand dieses Ct-Wertes

Nagespdne
Amplification Plot
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qPCR-Plot mit ALB-spezifischen Primern und TagMan-Sonde. Links: Beleg der Reproduzierbarkeit der in Abb. 5 (linke Seite) gezeigten

Ergebnisse unter Verwendung der ALB-DNA aus Larvenmaterial. Lediglich eines von vier Replikaten der millionenfachen Verdiinnung konnte
nicht mehr detektiert werden. Rechts: Nachweis von ALB-DNA aus Nagespanen/Fra zweier Proben (A und B) in unterschiedlichen Konzen-

trationen.
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unklar, ob die ALB-DNA in der Probe gering konzentriert
bzw. schon degradiert ist oder es sich um eine falsch posi-
tive Amplifikation der DNA eines anderen Insektes han-
delt.

Unter solchen Umstéinden kann es hilfreich sein, einen
SYBR Green-Ansatz zu verfolgen und anhand von
Schmelzkurven zu bestimmen, ob es sich um den Ziel-
organismus handelt. Es kann sogar von Vorteil sein, die
Hybridisierungstemperatur so niedrig zu wahlen, dass
eine Amplifikation der DNA-Region trotz Fehlpaarungen
zwischen Primer und Primerbindestelle des Template
ermdglicht und somit die DNA anderer Insekten amplifi-
ziert wird (Abb. 7).

In diesem Fall wird keine spezifische TagMan-Sonde
verwendet, sondern ein unspezifisch in alle doppelstran-
gigen DNA-Molekiile interkalierender Farbstoff (z.B.
SYBR Green). Die Schmelzkurve wird anschlieffend
generiert, indem die Temperatur im PCR-Thermocycler
langsam und kontinuierlich erh6ht wird, bis die doppel-
strangige DNA denaturiert wird und den Farbstoff frei-
gibt (Abb. 7B). Der Schmelzpunkt (Tm), der Peak der
Kurve, ist abhéngig von der Linge und Basenpaarzusam-
mensetzung des PCR-Fragments. Unter Verwendung
eines definierten Primerpaars kann der Schmelzpunkt
fiir verschiedene Organismen bestimmt werden (Refe-
renzwerte). Eigene Analysen haben gezeigt, dass der
ALB-spezifische Tm fiir ein ausgewahltes Primerpaar
sehr robust und in Larvenmaterial und Nagespanen (aus

verschiedenen Baumarten) identisch ist (Manuskript in
Vorbereitung). Bei der spateren Analyse einer zu diag-
nostizierenden DNA-Probe kann auf diesen zuvor be-
stimmten Referenzwert zuriickgegriffen werden
(Abb. 8).

Die beiden qPCR-Verfahren haben individuelle Vor-
teile. Wird der TagMan-Ansatz verwendet um ALB nach-
zuweisen, kann eine ALB-Probe in der Regel eindeutig
und hochsensitiv nachgewiesen werden (Abb. 5 und 6).
Unterbleibt das Fluoreszenzsignal, gibt es zwei verschie-
dene Ursachen: Es konnte sich entweder um einen ande-
ren Organismus oder um stark degradierte ALB-DNA
handeln. Im ersteren Fall konnte Entwarnung gegeben
werden, natiirlich nur solange es sich nicht um einen
anderen Quarantdneschadorganismus handelt, im letzte-
ren Fall jedoch nicht. Nur die Diagnose des tatsachlichen
Organismus wiirde Gewissheit verschaffen. Leider kom-
men in einigen Teilen Europas bis zu 20 verschiedene
Insektenarten als Verursacher ALB-dhnlicher Symptome
an Biumen in Frage. Eine Uberpriifung der Probe auf alle
20 Kandidaten mittels 20 verschiedener Taxon-spezifi-
scher Primerpaare wire teuer und aufwendig. Hier konn-
te der SYBR Green-Ansatz und die Kenntnis der verschie-
denen Schmelztemperaturen fiir diese 20 Insektenarten
Abhilfe schaffen (Abb. 7B). Der dadurch bestimmte
wahrscheinlichste Kandidat konnte dann in einer weite-
ren qPCR mit einer spezifischen TagMan-Sonde verifi-
ziert werden (Abb. 9).

Melt Curve
gPCR mit SYBR Green B
(also ohne TagMan-Sonde)
A Amplification Plot
10 ¢
|
.
5
g
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0.000001 ‘ 2 4 6 8 10 12 W OB W NV 2 M M MW NV M ¥ M O 850 no %0 8.0 850 ny L)

Cycle

Abb. 7.

Tm: 8139
Temperature (°C)

DNA-Amplifikation von 20 verschiedenen Insektenarten mit demselben Primerpaar durch eine ausreichend geringe Annealing-Tem-

peratur. A) Amplifikation der DNA wihrend der PCR (ganz links in rot: ALB); B) Schmelzkurven-Analyse nach der PCR
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Melt Curve
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Abb. 8. Definierte = Schmelz-
punkte von ALB- und Aromia
bungii-DNA-Fragmenten aus Lar-
ven-Material unter Einsatz des
neu designten Primerpaares. Bei-
de Arten sind Quarantdne-
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Zusammenfassung und Ausblick

Sowohl das auf akustischen Messungen als auch das auf
der Identifizierung von ALB spezifischen DNA-Abschnit-
ten beruhende Nachweisverfahren, bieten die Méglich-
keit einer zerstorungsfreien und ziigigen Analyse. Je
nach zu untersuchendem Objekt bietet sich entweder die
akustische oder die molekularbiologische Methode, aber
auch eine kombinierte Analyse aus beiden Methoden an
(Tab. 1).

Die akustische Messung hat den Vorteil eine Aussage
zur Vitalitat des Insektes in der untersuchten Holzmatrix
treffen zu konnen; dies ist mittels DNA-Analyse unmog-
lich. Die spezifische Bestimmung der Insektenart ist wie-
derum mittels akustischer Messungen, gemessen an dem
aktuell noch geringen Kenntnisstand von den temporé-
ren Fressmustern der Insektenlarven, ausgeschlossen.

00

0 0.0 a50 “wo @0

schadorganismen in Deutsch-
land.

Tm; T8.01
Temperature (*C)

Werden jedoch die Vorteile beider Methoden miteinan-
der kombiniert, ist es moglich einen aktuellen Befall mit
lebenden Larven zu verifizieren und die Spezies eindeu-
tig zu bestimmen.

Danksagung und Forderhinweis

Beide hier vorgestellten Drittmittelprojekte werden
durch die Fachagentur fiir Nachwachsende Rohstoffe
(FNR) im Rahmen des Waldklimafonds geférdert: Das
Projekt ,InsectDetect — Detektion aktiver Schadinsekten
im Holzhandel“ (http://www.wki.fraunhofer.de/Insect-
Detect) unter dem Forderkennzeichen 22WK412101 und
das Projekt ,,ANOPLO-diag - Diagnose von holzbewoh-
nenden Quarantdneschadorganismen am Beispiel des
Asiatischen Laubholz-bockkéifers (Anoplophora glabri-
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qPCR mit ALB-
spezifischen Primern
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SYBR Green-Ansatz
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¥

L Abgleich mit Referenz-
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verschiedener qPCR-Ansdtze zur
eindeutigen Diagnose von ALB
und anderer holzbewohnender
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ALB

Kenkreter Verdacht »

mittelte Schmelztemperatur fiir
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hohe AT Schmelztemperaturen fiir andere

holzbewohnende Insekten.

Tab. 1. Anwendungsgebiete und Aussagen der in ANOPLO-diag und InsectDetect entwickelten Methoden zur Uberpriifung

eines ALB-Verdachts

molekularbiologisch

physikalisch

Unterschiede
Methode
Primédres Anwendungsgebiet

DNA-Analyse
Lebende Biume

Weiteres Anwendungsgebiet
toter Bdume

Unbedingte Voraussetzung Nagespane/Frafy
Diagnose der Insektenart JA

Bestimmung aktiven Befalls
werden

unabhdngig
Monate bis Jahre

Jahreszeiten

Moglicher Nachweis nach Zeitpunkt
des Befalls

Gemeinsamkeiten
Nachweisgrenze

Eingriff in das Testobjekt
Dauer bis zur Diagnose

Nagespine oder befallene Holzpartien

Vitalitdt des Insekts kann nicht beurteilt

Akustische Messung (Korperschall)

Verpackungs- und Nutzholz, Freiland-
proben

lebende Bdume

Hinweis auf befallene Stelle
NEIN
JA (bei Frafaktivitat)

FraRaktivitdt erforderlich
Nur aktuell

einzelnes Insekt
nicht-invasiv
wenige Stunden

pennis) anhand von Fral3- und Nageriickstdanden“ unter
dem Forderkennzeichen 22010316.

Erkldrung zu Interessenskonflikten der Autoren

Die Autoren erkldren, dass keine Interessenskonflikte
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metern und weiteren Randbedingungen, z.B. einer
mechanischen Last bei der zerstérenden Priifung oder
auch der Materialtemperatur.

AE-Signale konnen durch die in Abb. S1 angegebenen
Parameter charakterisiert werden: Das Signal, d.h. die
vom Sensor gelieferte Spannung, wird registriert, sobald
eine bestimmte Amplitude (,threshold®) iiberschritten

end of hit = last threshold crossing

/—— arrival time
N
( I8

ot

Duration

—Threshold

——

_ l}lﬂ |
'%%&fb@

threshold crossings
| are counted

. —Ph

Abb. S1. Schema und charakte-
s risierende Merkmale eines Im-

Risetime I \

Peak amplitude

pulsverlaufes (Grafik: Vallen Inst-
ruments).
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wird. Ab diesem Zeitpunkt wird der Spannungsverlauf
des ,Hits“ durch einen Transientenrecorder aufgezeich-
net, bis es die Schwelle wieder unterschreitet (,,end of
hit“).

Das Frequenzspektrum innerhalb des Messintervalls
war bei unseren Tests unabhéngig von der Signalquelle
immer sehr dhnlich. Fiir die spatere Auswertung haben
sich deshalb vorerst die Merkmale ,peak amplitude“
(Maximum des Signals) und ,,counts® (Anzahl der Schwell-
wertiiberschreitungen im jeweiligen Messintervall) als
ausreichend und sinnvoll erwiesen.

Sind die Materialeigenschaften wie z. B. die richtungs-
abhéngige Schallgeschwindigkeit gut bekannt, so kon-
nen mit mehreren Sensoren aufgrund der Laufzeitdiffe-
renzen auch Fehlstellen geortet werden. Damit sind viel-
faltige Materialanalysen moglich.

Das Ergebnis einer AE-Messung iiber einen ldngeren
Zeitraum (Minuten bis Tage) sind zunéchst nur die hier
dargestellten Merkmale der registrierten Hits in Form
eines Datensatzes je Hit, der zusammen mit einem Zeit-
stempel in einer SQL-Datenbank gespeichert ist. Mit
heute verfiighbarer Messtechnik werden ausreichende
Datenraten erzielt, um nicht nur die Impulsrate, sondern
auch den Verlauf transienter Signale aufzuzeichnen, Fre-
quenzspektren zu bestimmen und Laufzeitdifferenzen zu
messen. Eine bekannte Einschrédnkung bei Holzpartikel-
werkstoffen und Massivholz ist aber, dass die Schallaus-
breitung je nach Zusammensetzung mit unterschied-
licher Ddmpfung und meistens anisotrop, d. h. mit rich-
tungsabhingigen Geschwindigkeiten verlduft, so dass
auch die Geometrie und Beschaffenheit der Probe bei der
Datenauswertung zu beriicksichtigen ist und moglichst
viele Messkanile vorhanden sein sollten. Eine Ortung
von Schallquellen in Holz ist daher nur unter giinstigen
Bedingungen moglich, z. B. in homogenem Massivholz
mit bekannter Geometrie bei Schallausbreitung in Faser-
richtung. Die AE-Messtechnik kann aber gut zur Mate-
rialpriifung an Holz und Holzwerkstoffen eingesetzt wer-
den und eignet sich auch grundsétzlich dazu, Bauteile
unter Last oder Trocknungsprozesse zu {iberwachen. Die
Impulsrate steigt bei mechanischer Belastung bzw.
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Abb. S2. Messanlage. Von links
nach rechts: Vorverstarker mit
Kabelverbindungen zu den Sen-
soren (nicht im Bild); Magnethal-
ter, Bleistift fiir Hsu-Nielsen-Test,
Kopfhérer; Gehduse fiir Signal-
verarbeitung; Laptop mit Auswer-
tesoftware.

Feuchteédnderungen lange vor erkennbarer Rissbildung
deutlich an.

Beschreibung der Messanlage. Fiir unsere Messungen
wurde eine vierkanalige Messanlage fiir Schallemissions-
signale des Typs AMSY-6 (Vallen Instruments, Icking)
eingesetzt (Abb. S2). Sie besteht aus

» vier Sensoren Typ VS45H (zylindrisches Gehéuse,
Liange und Durchmesser jeweils ca. 22 mm, nutz-
barer Frequenzbereich > 20 kHz, volle Empfindlich-
keit ab ca. 95 KHz), jeweils mit Vorverstarker Typ
AEP5

» einem Tischgehduse mit zwei Einschiiben fiir Signal-
aufbereitung und Transientenrecordern fiir je zwei
Sensoren und Anschluss an einen Laptop unter
Windows mit USB3-Schnittstelle sowie

* einem Softwarepaket u. a. mit dem Modul VisualAE
zur Datenaufnahme und interaktiven grafischen Aus-
wertung

Mit der Software werden die Daten als Hits mit Merk-
malsvektor und Zeitstempel in einer SQL-Datenbank auf-
gezeichnet und konnen schon wéahrend der Messung gra-
fisch aufbereitet und gefiltert werden. Die Bewertung -
z. B. ob Larvenaktivitdten registriert wurden — muss aber
vom Benutzer vorgenommen werden. Zwischen den Vor-
verstdrkern in der Nédhe der Sensoren einerseits und der
iibrigen Hardware (Tischgehiuse, Laptop, Stromversor-
gung) andererseits kann eine lange Kabelverbindung von
mindestens 5 m liegen. Damit sind Messungen auch un-
ter Quarantdnebedingungen (in Insektenkéfigen mit
wiederverschlie@baren und passgenauen Aussparungen
fiir die Kabel) moglich, indem Proben, Sensoren und Vor-
verstarker innerhalb und das {ibrige Equipment aul3er-
halb der Kammer platziert werden.

Die Sensoren sind robuste Stahlzylinder mit einer
Keramikplatte an der empfindlichen Stirnfliche. Es hat
sich erwiesen, dass sie in den meisten Fillen mit handels-
iiblichen verstellbaren Einhandzwingen passender
Grofde (Abb. S3 links) an eine ebene Flache auf der Probe
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angeklemmt werden kénnen. Bei Freilandproben (z. B.
Stammabschnitte mit Rinde) ist eine indirekte Kopplung
mit einem selbst entwickelten Magnethalter (Abb. S3
rechts) eine mogliche Alternative: Mit einer Stahlplatte
ist eine Holzschraube verschweil3t, die nach einer Vor-
bohrung ins Material eingeschraubt werden kann. Der
Sensor wird mit der Stirnflache iiber ein magnetisches
Joch an die Platte angekoppelt. Die Schallleitung ver-
lauft vom Material {iber die Schraube, die Stahlplatte
und die Stirnflache des Sensors, allerdings erfahrungs-
gemal} mit einem Verlust von ca. 30 dB. Beide Methoden
der Kopplung bleiben auch bei einer mehrtidgigen Mes-
sung kraftschliissig. Aufgrund dieser Erfahrungen kann
auch auf ein Koppelmedium (z. B. Vaseline) verzichtet
werden.

Um eine Messkette zur Erfassung von AE-Signalen zu
priifen, wird {iblicherweise ein Hsu-Nielsen-Test einge-
setzt: Eine Bleistiftmine wird auf die Probenoberflache
aufgesetzt und durch Kippen des Stiftes zerbrochen. Das
beim Bruch der Mine entstehende Signal dhnelt physika-
lisch dem Riss einer Holzfaser bzw. dem Biss einer Larve,
es hat aber eine ca. 30 dB hohere Amplitude und kann
gut von Nutz- und Storsignalen unterschieden sowie dem
jeweiligen Messkanal zugeordnet werden. Der HNS-Test
sollte zu Beginn und vor Abschluss einer jeden Messung
ausgefiihrt werden, um sicherzustellen, dass der Sensor
richtig angebracht war.

Die Sensoren wurden gezielt im Hinblick auf eine gute
Trennung von Nutz- und Stoérsignalen ausgewdhlt. Thr
Frequenzgang umfasst einen Bereich von ca. 50 kHz bis
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ca. 300 kHz. Fiir den Menschen horbare Frequenzen lie-
gen unterhalb von 20 kHz, ebenso storender Luftschall
wie z. B. Sprache, Klopfen oder Tiirenschlagen. Korper-
schall, der von fressenden Larven herriihrt, wird vom
menschlichen Ohr als feines Knistern oder Knacken
wahrgenommen. Dabei handelt es sich um Impulse mit
einem grof3en Anteil hoherer Frequenzen, die von den
eingesetzten Sensoren im Gegensatz zu niederfrequen-
ten Storsignalen noch gut erfasst werden. Daher liefert
die hier eingesetzte Sensorik ohne nachtrégliche Signal-
verarbeitung und -filterung praktisch nur fiir Larvenakti-
vitdten typische Nutzsignale und unterscheidet sich von
anderen Ansitzen zur akustischen Detektion von Larven-
aktivitiaten, z. B. (KRAJEWSKI et al., 2020).

Datenauswertung. Grundlage der Datenauswertungen
sind jeweils die Merkmale der detektierten Hits. Bei die-
ser Anwendung der AE-Messtechnik ist es sinnvoll, je Hit
die Amplitude und den Zeitpunkt zu registrieren. In einer
Live-Darstellung der Hits (Abb. S4) als Amplitude iiber
einer kontinuierlichen Zeitskala konnen die Messwerte
direkt beobachtet werden.

Abbildung S5 zeigt eine mit VisualAE erstellte Aufbe-
reitung der Messung fiir die vier Messkandle: Darin sind
nur noch die Hits mit einer Mindestzahl von (in diesem
Beispiel) fiinf Schwellwertdurchgéngen (Counts) beriick-
sichtigt und zusétzlich dargestellt als Verlauf der Impuls-
rate {iber der Achse der Messdauer und als Balkendia-
gramm zum Vergleich der Aktivititen mehrerer Kanéle
iiber die gesamte Messdauer.

Abb. S3. Sensorankopplung mit
Einhandzwinge (links) bzw. Mag-
nethalter (rechts).

Abb. S4. Live-Darstellung  der
Hits wdhrend einer Messung an
einer Freilandprobe. Probe und
Zuordnung der Sensoren wie in
Abb. 3; Zeitintervall eine Stunde,
24 h nach Beginn der Messung.
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Da praktisch nur fiir Larvenaktivititen typische Hits re-
gistriert werden, ist ihre Anzahl das wichtigste Bewer-
tungskriterium, um die Aktivitit der Probe zu beurteilen:
Eine Impulsrate, die iiber die Messzeit dauerhaft oder

auch zeitweise {iber einem Hit pro 10 sec liegt, deutet be-
reits auf Aktivitat hin. Allerdings sind Larven nicht stén-
dig aktiv - wenn Aktivitdt ausgeschlossen werden soll,
sollte die Messzeit moglichst 24 h betragen.

Abb. S5. Aufbereitetes Messergebnis fiir die drei Proben aus Abb. 4 (vgl. farbliche Zuordnung). Oben links: Impulsrate (Hits pro 10's, line-
ar)/Messdauer; oben Mitte: Anzahl der Hits (log.)/Peak-Amplitude; oben rechts: Peak-Amplitude (in dB)/Messdauer; Mitte links: Listing der Merk-
male aller Hits mit mind. fiinf Counts; Mitte rechts: Signalverlauf des letzten Hits; unten links: Kanalnummer, Peak-Amplitude, Anzahl der Counts
des letzten Hits; unten rechts: Gesamtzahlen (logarithmisch) der registrierten Hits im Vergleich aller Kanile.
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