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                 SCHLUSSBERICHT1 

I. Ziele 

1. Aufgabenstellung  

Die Verfügbarkeit von gesundem Saat- und Pflanzgut ist eine Grundvoraussetzung für die ökologische und 

wirtschaftliche Stabilität unserer Wald- und Forstbestände. Neben der Züchtung widerstandsfähiger Pflanzen 

ist die Prävention der Ausbreitung von Krankheitserregern eine unverzichtbare Maßnahme, um die 

Schädigung von Baumbeständen durch biotische Stressoren wie Schadinsekten oder phytopathogene Pilze 

zu vermindern. Dies lässt sich wirkungsvoll durch einen möglichst frühzeitigen Nachweis von Schaderregern, 

also bereits im Samen oder in Jungpflanzen, und dem anschließenden Aussortieren von infiziertem Saat- 

und Pflanzgut realisieren. Um dieses Material großflächig auf den Befall mit Pathogenen prüfen zu können, 

werden effiziente und praxistaugliche Diagnoseverfahren benötigt.  

Daher war es das Ziel dieses Forschungsvorhabens, Schnelltests zur Detektion phytopathogener Pilze in 

forstlichem Saat- und Vermehrungsgut zu entwickeln. Als Nachweismethode wurde das LAMP-Verfahren 

(loop-mediated isothermal amplification) gewählt, das auf der Erkennung pilzspezifischer DNA-Sequenzen 

basiert und herkömmlichen Detektionsmethoden im Hinblick auf Sensitivität, Spezifität, Arbeitsaufwand und 

Kosten überlegen ist. 

Der Fokus dieses Projekts lag auf 3 Schadpilzen, die die Waldkiefer (Pinus sylvestris L.), eine der 

ökonomisch wichtigsten heimischen Baumarten, befallen: Diplodia pinea (DESM.) J.J. KICKX, Fusarium 

circinatum NIRENBERG & O'DONNELL und Lophodermium seditiosum MINTER. Zudem sollte die Verbreitung 

der Pathogene in heimischen Saatguterntebeständen und Jungpflanzen untersucht werden, um das 

Übertragungsrisiko durch Saat- und Pflanzgut zu bewerten. 

Zur Realisierung des Forschungsvorhabens sollte zunächst geeignetes Pilz- und Pflanzenmaterial für die 

LAMP-Test-Entwicklung und ein anschließenden Saatgut- und Jungpflanzenscreening evaluiert, selektiert 

und bereitgestellt werden (AP 1). Danach sollten LAMP-Schnelltests zum Nachweis der phytopathogenen 

Pilze D. pinea, F. circinatum und L. seditiosum etabliert werden (AP 2), wofür das Design und Testen 

geeigneter LAMP-Primer die Grundlage darstellte. Mit diesen neu entwickelten LAMP-Schnelltests sollte die 

Verbreitung der genannten Pathogene in forstlichem Vermehrungsgut (siehe AP 1) untersucht werden (AP 

3). Im letzten Schritt sollte das in diesem Projekt erlangte Wissen über die neu entwickelten Methoden im 

Zuge von Öffentlichkeitsarbeit, beispielsweise in Form von Beiträgen auf Konferenzen und Publikationen in 

Fachzeitschriften, an interessiertes Publikum und potenzielle Anwender und Anwenderinnen herangetragen 

werden (AP 4). 

Alle 4 Arbeitspakete wurden im Projektzeitraum bearbeitet. Es wurden Saatgutproben und Jungpflanzen 

diverser Pinus- und Larix-Arten aus zahlreichen verschiedenen heimischen Herkünften bezogen und für das 

Screening in AP 3 verwendet. Zudem wurde eine umfangreiche Auswahl an Pilzkulturen angelegt, 

beziehungsweise aus eigenen abgeschlossenen Projekten rekultiviert. Diese Pilzkulturen wurden verwendet, 

um Sensitivität und Spezifität der neuen LAMP-Tests zu überprüfen.  

Für die Detektion aller 3 im Projekt eingeschlossenen Kiefernpathogene wurden LAMP-Primer designt und 

getestet. Für den Nachweis von L. seditiosum wurde ein für den Einsatz in der Praxis geeigneter und 

zuverlässiger LAMP-Schnelltest entwickelt. Die Arbeiten an einem LAMP-basierten Nachweis von F. 

circinatum wurden eingestellt, nachdem festgestellt wurde, dass ein solcher Test im Jahr 2020 von Dritten 

publiziert wurde1. Für den Nachweis von D. pinea konnte bisher kein zuverlässiger LAMP-Test entwickelt 

werden. Obwohl im Rahmen dieses Projekts LAMP-Primer entwickelt wurden, die D. pinea nachweisen 

können, sind diese nicht für einen Schnelltest zur Identifizierung des Schaderregers geeignet, da sie 

insbesondere mit nah verwandten Diplodia-Arten Kreuzreaktionen zeigen.  

Das verfügbare Pflanzenmaterial aus AP 1 wurde mit LAMP- und PCR-Tests zur Detektion der Pathogene 

D. pinea, F. circinatum und L. seditiosum untersucht. Während der Quarantäneorganismus F. circinatum in 
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keiner der Proben detektiert wurde, konnte eine weite Verbreitung von L. seditiosum und insbesondere von 

D. pinea in Saat- und Pflanzgut aus heimischen Bezugsquellen nachgewiesen werden. 

Die Ergebnisse dieses Projekts sowie allgemeine Grundlagen und das Potenzial des LAMP-Verfahrens als 

Nachweismethode für Schaderreger wurden auf verschiedenen Konferenzen und in der Universitätslehre an 

ein breites Publikum vermittelt. Zudem wurde ein Artikel in einem praxisnahen Fachmagazin eingereicht, 

dessen Publikation für das 2. Quartal 2025 geplant ist. 

 

2. Stand der Technik 

Die Waldkiefer  

Die Waldkiefer ist eine der Hauptholzarten Eurasiens und hat die Fichte mit einer Waldfläche von 

bundesweit 2,4 Mio ha als häufigste Baumart Deutschlands abgelöst2. Nichtsdestotrotz hat der 

Kiefernbestand in Deutschland während der letzten Jahre abgenommen. In den Jahren von 2012 bis 2022 

schrumpfte er um 41000 ha. Die Gründe hierfür liegen vor allem in den durch den Klimawandel veränderten 

Witterungsverhältnissen. Neben den unmittelbaren Folgen der klimatischen Veränderungen wie durch Hitze, 

Trockenheit oder Stürme bedingte Verluste, werden zudem Schädigungen durch bestimmte biotische 

Faktoren begünstigt. Dies ist durch die klimatisch bedingte Verschiebung der Verbreitungsgebiete 

zahlreicher Pathogene zu begründen. An der Waldkiefer konnten in Deutschland in den letzten Jahren 

zunehmend Beeinträchtigungen durch Schadpilze wie D. pinea oder L. seditiosum beobachtet werden, die 

von den veränderten Temperatur- und Niederschlagsverhältnissen profitieren. Ausgehend von den 

prognostizierten Klimaszenarien der nächsten Jahrzehnte3 wird sich die hiesige Gefährdungslage der 

Waldkiefer zukünftig weiter verschärfen. 

Ausgewählte Schadpilze der Waldkiefer 

D. pinea, Erreger des Diplodia-Triebsterbens, ist ein Wund- und Schwächeparasit, der zunächst auch 

endophytisch in befallenen Bäumen vorkommen kann4,5. Bei Schwächung des infizierten Baumes, 

beispielsweise durch Fraß- oder Trockenstress, geht der Pilz jedoch zu einer pathogenen Lebensweise 

über. Bemerkbar macht sich eine Infektion dann durch verfärbte und schließlich absterbende, einjährige 

Triebe, oft kombiniert mit verstärktem Harzfluss an den Triebspitzen. Weitere Symptome sind 

Rindenschäden, Wipfeldürre und Holzbläue. Im Extremfall kann eine Infektion mit D. pinea zum Absterben 

des gesamten Baumes führen. Betroffen sind vor allem Wald- und Schwarzkiefer (P. sylvestris und Pinus 

nigra J.F. ARNOLD), wobei alle Altersklassen der Bäume durch den Pilz geschädigt werden können. D. pinea 

kann jedoch auch zahlreiche weitere Koniferenarten wie Pseudotsuga sp., Abies sp., Picea sp. und Larix sp. 

infizieren und diesen Bäumen ernstzunehmende Schäden zufügen6. Ursprünglich in wärmeren Regionen 

angesiedelt, wird der Pilz zunehmend auch in Deutschland beobachtet6. Im Jahr 2019 verursachte der Pilz 

bereits massive Schäden an Kiefernbeständen in Brandenburg7. Als Klimaprofiteur, vorteilnehmend von 

milden Wintern, feuchtwarmer Frühjahrswitterung und nachfolgend trockenen Sommern, ist es 

wahrscheinlich, dass D. pinea in Zukunft weiterhin zunehmend wirtschaftliche und ökologische Schäden 

verursachen wird6. Die Verbreitung des Pilzes findet zum einen über aus den Konidienlagern, erkennbar als 

schwarze, kugelige Fruchtkörper, freigesetzte Sporen statt. Zum anderen kann der Schaderreger über 

infiziertes Pflanzenmaterial übertragen werden. Da der Pilz als Endophyt zunächst auch ohne sichtbare 

Symptome in Pflanzenmaterial vorkommen kann, stellt die unbemerkte Verbreitung über Saatgut ein 

ernstzunehmendes Problem dar. Bei einer Untersuchung von heimischem Saatgut der Waldkiefer wurde in 

98 % der Samen mittels PCR ein Befall mit D. pinea nachgewiesen8. Allerdings ist der DNA-basierte 

Nachweis von D. pinea nicht trivial. Die nahe Verwandtschaft zwischen D. pinea und anderen Diplodia-Arten, 

insbesondere Diplodia scrobiculata J. DE WET, SLIPPERS & M.J. WINGF und Diplodia seriata DE NOT, stellt 

dabei ein nicht zu unterschätzendes Problem dar. Ursprünglich wurden die drei genannten Diplodia-Arten als 

eine Art, Sphaeropsis sapinea, angesehen. Im Laufe der Zeit wurde diese Art in 4 verschiedene 

Morphotypen unterteilt9–11, von denen 2 schließlich als D. scrobiculata und D. seriata einen eigenen Artrang 

erhielten12,13. Da diese sich von D. pinea in ihrem Gefährdungspotental für Koniferen unterscheiden, ist es 

bei der Detektion dieser 3 Pilze wichtig, zwischen den Arten differenzieren zu können. 

Der Pilz L. seditiosum ist der Erreger der Kiefernschütte. Neben der Waldkiefer befällt er auch weitere 

Kiefernarten wie Zirbel-Kiefer (Pinus cembra L.), Berg-Kiefer (Pinus mugo TURRA) und Schwarz-Kiefer5. 

Besonders für junge Bäume stellt dieser Schaderreger ein erhebliches Gesundheitsrisiko dar, allerdings 

kann er nach Vorschädigungen durch Fraßereignisse, Dürre- oder Frostschäden auch in älteren Beständen 
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zu Krankheitsausbrüchen führen14. Eine Infektion mit L. seditiosum zeigt sich zunächst lediglich durch gelbe, 

später gelb-braune Infektionsflecken auf den jüngsten Nadeln eines Baumes. Ist eine Nadel stark betroffen, 

verfärbt sie sich braun und wird schließlich verfrüht abgeworfen. Durch den Verlust der photosynthetisch 

aktiven Organe führt die Krankheit daher insbesondere bei jungen Bäumen oft zu erheblichen 

Zuwachsverlusten15. Als Folge der durch die Kiefernschütte verursachten Schwächung sind die Bäume 

außerdem anfälliger für Schäden durch weitere Stressfaktoren, wie etwa Trockenheit oder den Befall mit 

Parasiten. Im Extremfall kann die Krankheit zum Absterben eines Baumes führen. Wie auch D. pinea 

verbreitet sich L. seditiosum zum einen durch Ascosporen, die zwischen Juni und September aus 

Fruchtkörpern, welche sich auf infizierten und abgeworfenen Nadeln der am Boden liegenden Streu 

ausbilden, freigesetzt werden. Zum anderen ist eine Übertragung des Pilzes auf die nachfolgende 

Kieferngeneration über eine Infektion der Samen möglich16. In Deutschland wird dieser Schadpilz 

regelmäßig dokumentiert und trägt erheblich zum schlechten Kronenzustand heimischer Kiefern bei. In 

Brandenburg gehörte er zwischen 1994 und 2000 zu den häufigsten diagnostizierten Pathogenen17, seit 

mehreren Jahren wird er auch im Saarland und in Nordrhein-Westfalen vermehrt beobachtet18,19. Durch den 

Klimawandel bedingte höhere Temperaturen und erhöhte Luftfeuchtigkeit begünstigen den Ausbruch der 

Kiefernschütte20, weshalb sich auch die Bedrohungslage durch L. seditiosum zunehmend verschärfen wird 

und die Entwicklung geeigneter Präventionsmaßnahmen besonders gefragt ist. 

Das aktuell gefährlichste Pilzpathogen im Kiefernanbau ist der Quarantäneorganismus F. circinatum, der 

den Pechkrebs der Kiefer verursacht. Obwohl der Schaderreger fast ausschließlich Kiefer-Arten befällt, 

wurden bereits auch Infektionen an Douglasien beobachtet21. F. circinatum gefährdet Bäume jeden Alters, ist 

aber als Wundparasit vornehmlich an vorgeschädigten Bäumen zu finden22. Zu den Symptomen gehören, 

wie auch bei D. pinea und L. seditiosum, Schädigungen der Baumkrone, die hier das Absterben von Trieben 

oder sogar gesamten Kronenteilen umfassen. Daneben kommt es zum namensgebenden Rindenkrebs, 

starkem Harzfluss, Wurzelfäule sowie Welkeerscheinungen und schlussendlich oft zum Absterben des 

gesamten Baumes. Auch dieser Pilz kann sich sowohl über Sporen als auch über infiziertes 

Pflanzenmaterial inklusive Samen verbreiten23. Es wird vermutet, dass F. circinatum ursprünglich aus 

Nordamerika stammt, wo er zum ersten Mal entdeckt wurde22. Inzwischen hat sich der Pilz jedoch weltweit 

verbreitet. Auch Europa ist betroffen, wobei er dabei bisher nur in Spanien, Portugal, Italien und Frankreich 

nachgewiesen wurde22. Allerdings profitiert auch dieser Pilz vom Klimawandel24, weswegen eine 

Vergrößerung seines Verbreitungsgebiets trotz der Eindämmungsmaßnahmen wie Handelsbeschränkungen 

oder der Einrichtung von Befallszonen sehr wahrscheinlich ist. Daher ist die Entwicklung und Verfügbarkeit 

geeigneter Nachweismethoden auch für diesen Pilz unerlässlich für den heimischen Pflanzenschutz. 

Nachweisverfahren zu Pathogendetektion 

Klassischerweise werden phytopathogene Pilze anhand morphologischer Merkmale bestimmt. Diese 

Identifikationsmethode ist jedoch zeit- und kostenintensiv. Die Pilze müssen zunächst vom Probenmaterial in 

eine Reinkultur überführt und anschließend mikroskopisch untersucht werden. Um die Schaderreger anhand 

morphologischer Merkmale sicher bestimmen zu können, sind umfangreiche taxonomische Kenntnisse 

erforderlich. Ein breitflächiges und standardisiertes Screening von Saat- und Pflanzgut ist daher mit dieser 

Methode nicht umzusetzen. 

Mittlerweile werden aus diesem Grund stattdessen molekularbiologische Nachweisverfahren, die auf der 

Erkennung und Vervielfältigung pathogenspezifischer DNA-Abschnitte basieren, eingesetzt. Diese Verfahren 

zeichnen sich insgesamt durch eine hohe Sensitivität, Spezifität und somit durch eine große Zuverlässigkeit 

aus und ermöglichen einen weitaus höheren Probendurchsatz als die klassische taxonomische Bestimmung 

anhand der Morphologie von Pilzkulturen. Eine Methode, die häufig für den DNA-basierten Nachweis von 

phytopathogenen Schaderregern eingesetzt wird, ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Auch für die in 

diesem Projekt bearbeiteten Pathogene D. pinea25, F. circinatum26 und L. seditiosum14 sind PCR-

Nachweisverfahren etabliert.  Doch auch ein PCR-Test ist nur bedingt für einen flächendeckenden Einsatz 

als Screeningverfahren geeignet. Für die Durchführung werden sowohl eine teure Laborausstattung als auch 

fachliche Expertise im Bereich der Molekularbiologie benötigt. 

Eine weniger kostenintensive und simpler durchzuführende DNA-basierte Nachweismethode ist die LAMP. 

Bei diesem Verfahren werden 4 bis 6 Primer verwendet, die 6 bis 8 pilzspezifische DNA-Regionen binden 

und als Startpunkte für die DNA-Amplifikation, realisiert durch eine  thermostabile DNA-Polymerase mit 

hoher  Strangverdrängungsaktivität, dienen27,28. Durch die vergleichsweise große Anzahl an DNA-Regionen, 

die für eine erfolgreiche Vervielfältigung des Erbguts erkannt werden müssen, erlaubt das LAMP-Verfahren 

eine hohe Spezifität und damit einhergehend eine hohe Zuverlässigkeit. Für die Durchführung wird im 
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Gegensatz zur PCR kein spezielles Laborequipment benötigt, da die Reaktion bei gleichbleibender 

Temperatur abläuft, die beispielsweise mithilfe eines einfachen Wasserbads erreicht und gehalten werden 

kann. Das Testergebnis kann mittels simpler Methoden wie etwa anhand eines Farbumschlags oder des 

Leuchtens der Reaktionslösung unter UV-Licht abgelesen werden, was ebenfalls ohne spezielle 

Laborausstattung einfach umsetzbar ist29. LAMP-Tests sind somit aufgrund ihres geringen Arbeits-, Kosten- 

und Zeitaufwands bestens für einen großflächigen Einsatz in Forstbetrieben, bei Saatgutlieferanten und in 

Baumschulen nutzbar. Erste LAMP-Testkits zur Detektion von Schadpilzen wie Chalara fraxinea T. 

KOWALSKI, dem Erreger des Eschentriebsterbens, oder Dothistroma septosporum (DOROG.) M. MORELET, der 

die Nadelbräune verursacht, sind bereits auf dem Markt verfügbar30. Vom Antragsteller wurden im Rahmen 

des Projektes „TreeLAMP“ (FNR, FKZ 22026416) bereits erfolgreich LAMP-Protokolle für die Detektion der 

Rostigen Douglasienschütte, hervorgerufen durch den Pilz Rhabdocline pseudotsugae SYD., sowie für die 

durch Nothophaeocryptopus gaeumannii (T. ROHDE) VIDEIRA, C. NAKASH., U. BRAUN & CROUS verursachte 

Rußige Douglasienschütte etabliert31,32. 

Neben der Wahl einer geeigneten Methode zum DNA-basierten Nachweis von Schadpilzen ist die Auswahl 

der für die Artidentifizierung genutzten DNA-Sequenz ausschlaggebend für den Erfolg eines Tests zum 

Pathogennachweis. Zur Differenzierung zwischen verschiedenen Pilzarten hat sich der Bereich der internal 

transcribed spacer (ITS) bewährt33. Die ITS sind Regionen der ribosomalen DNA (rDNA), die zwar 

transkribiert, aber anschließend aus der RNA entfernt werden und somit nicht Teil der finalen ribosomalen 

RNA (rRNA) sind. Es gibt 2 verschiedene ITS-Regionen, die jeweils zwischen der 18S und der 5,8S rRNA 

(ITS1) beziehungsweise zwischen der 5,8S und der 28S rRNA (ITS2) liegen. Da die rDNA, und somit auch 

die ITS, in zahlreichen Kopien im Genom vorkommt und Mutationen in den ITS-Sequenzen aufgrund des 

fehlenden Selektionsdrucks vergleichsweise häufig sind, eignen sich die ITS bestens zur genetischen 

Unterscheidung von Pilzen34. Ein weiterer DNA-Bereich, der für diesen Zweck genutzt wird, ist die 

mitochondrial small subunit (mtSSU) rDNA. Auch dieser DNA-Bereich zeichnet sich durch eine im Vergleich 

zu nukleärer SSU rDNA hohe Mutationsrate aus 35. Die mtSSU-Region wurde beispielsweise bereits genutzt, 

um zwischen den Diplodia-Arten D. pinea, D. scrobiculata und D. seriata zu unterscheiden36,37. 

 

3. Zusammenarbeit mit anderen Stellen 

Das Projekt ist Einzelvorhaben und eine Zusammenarbeit mit Dritten war daher nicht vorgesehen. Sämtliche 

Recherche- und Etablierungsarbeiten für die Entwicklung der LAMP-Tests sowie das Screening des 

Pflanzenmaterials per LAMP und PCR wurden durch die Professur für Forstbotanik der TU Dresden 

durchgeführt. 

Mit dem Amt für Waldgenetik (AWG, Teisendorf) gab es allerdings eine Zusammenarbeit, in deren Rahmen 

ein Schwarzkiefer-Herkunftsversuch in der Nähe von Vilseck (Bayern) beprobt und auf einen Befall mit D. 

pinea getestet wurde. Zusätzlich wurden 4 weitere Saatgutherkünfte der Schwarzkiefer aus Frankreich und 

der Türkei in das Screening in AP 4 mit einbezogen (vermerkt unter „Lieferant“ in Tabelle 1).  

Außerdem stellte Frau Dr. Langer von der Nordwestdeutschen Forstlichen Versuchsanstalt (NW-FVA, 

Göttingen) verschiedene Kulturen von Diplodia spp. und L. seditiosum für die Etablierung der LAMP-Assays 

zur Verfügung (vermerkt unter „Bezugsquelle“ in Tabelle 3) und unterstützte das Vorhaben bei der 

morphologischen Charakterisierung der Referenzkulturen vom Westerdijk Fungal Biodiversity Institute.  

II. Ergebnisse 

1. Erzielte Ergebnisse 

AP 1 Evaluierung, Selektion und Bereitstellung von Pilz- und Pflanzenmaterial 

Pflanzenmaterial: 

Zur Umsetzung dieses Projekts wurden insgesamt 26 Saatgutlieferungen aus Deutschland verwendet (siehe 

Tabelle 1). 19 dieser Lieferungen umfassten die Kiefernarten P. sylvestris (Waldkiefer), P. nigra 

(Schwarzkiefer), Pinus contorta DOUGL. EX LOUD. (Küstenkiefer) und P. mugo (Bergkiefer). Das P. sylvestris-

Saatgut stammte aus 9 der 23 bundesweiten forstlichen Herkunftsgebiete der Waldkiefer, das P. nigra-

Material deckte beide deutschen Herkunftsgebiete dieser Baumart ab. Außerdem standen 4 weitere 

Saatgutlieferungen der Schwarzkiefer zur Verfügung, die aus Frankreich und der Türkei stammen. 
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Zusätzlich zu dem Kiefernmaterial wurden 7 Saatgutlieferungen der beiden Lärchenarten Larix decidua MILL. 

(Europäische Lärche) und Larix kaempferi [LAMB.] CARRIÈRE, (Japanische Lärche) in die Untersuchungen mit 

einbezogen. Grund dafür ist, dass verschiedene Schaderreger der Kiefer, wie beispielsweise D. pinea, auch 

Larix-Arten befallen können6 und diese in Deutschland ebenfalls weit verbreitet und wirtschaftlich relevant 

sind2. Die Samen für L. decidua stammte aus 3 der 7 deutschen Herkunftsgebiete der Europäischen Lärche, 

während nur eine Herkunft der japanischen Lärche betrachtet wurde. 

Neben dem Saatgut wurden 67 Jungpflanzen als Ausgangsmaterial für das Screeningverfahren genutzt 

(siehe Tabelle 2). 24 der Pflanzen waren Wald- beziehungsweise Schwarzkiefern aus je 3 und einem 

Saatgutrevier. Die restlichen 43 Pflanzen waren wiederum Europäische Lärchen aus 5 unterschiedlichen 

Revieren. 
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Tabelle 1: Übersicht der verfügbaren Saatgutprovenienzen. Für jede Saatgutlieferung sind Baumart, Herkunftsgebiet, Reifejahr, Saatgutprüfstelle, Lieferant und die 

internen Labornummern der Saatgutlieferung sowie für die einzelnen Keimpflanzen angegeben. 

Baumart Saatgutprüfstelle Lieferant Reifejahr Herkunft Labornr. 

Saatgut 

Labornr. 

Keimpflanzen 

Pinus sylvestris 

L. 

Landesbezirken Wald 

und Holz NRW 

Zentrum für Wald- und Holzwirtschaft 

Zentrale Saatgutvermarktung 

Landesbezirken Wald und Holz NRW 

Oberleiber 2a 

59821 Arnsberg 

2021 851 01 

Nordsee-Küstenraum und 

Rheinwestfälische Bucht 

17399 17533-17562 

Pinus sylvestris 

L. 

Waldsieversdorf 

Eberswalde Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Landeszentrale Wald Sachs.-Anhalt 

Betreuungsforstamt Annaburg 

2013 851 03 

Heide, Altmarkt 

17405 17713-17742 

Pinus sylvestris 

L. 

Waldsieversdorf 

Eberswalde 

Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2014 851 03 

Heide, Altmarkt 

17401 17593-17622 

Pinus sylvestris 

L. 

k.A. Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2016 851 03 

Heide, Altmarkt 

17400 17563-17592 

Pinus sylvestris 

L. 

Waldsieversdorf 

Eberswalde Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Landeszentrale Wald Sachs.-Anhalt 

Betreuungsforstamt Annaburg 

2016 851 03 

Heide, Altmarkt 

17408 17803-17832 

Pinus sylvestris 

L. 

Waldsieversdorf 

Eberswalde Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Landeszentrale Wald Sachs.-Anhalt 

Betreuungsforstamt Annaburg 

2018 851 04 

Mittel- und Ostdt. Tiefland 

17407 17773-17802 

Pinus sylvestris 

L. 

SPS 05 

FSB Oerrel 

29633 Munster 

Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2021 851 05 

Westdt. Bergland 

kolline Stufe 

17402 17623-17652 

Pinus sylvestris 

L. 

SPS 05 

FSB Oerrel 

29633 Munster 

Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2016 851 05 

Westdt. Bergland 

kolline Stufe 

17404 17683-17712 
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Pinus sylvestris 

L. 

SPS 05 

FSB Oerrel 

29633 Munster 

Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2021 851 05 

Westdt. Bergland 

kolline Stufe 

17985 18400 – 18429 

Pinus sylvestris 

L. 

Waldsieversdorf 

Eberswalde Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Landeszentrale Wald Sachs.-Anhalt 

Betreuungsforstamt Annaburg 

2020 851 06 

Westdt. Bergland 

montage Stufe 

17410 17863-17892 

Pinus sylvestris 

L. 

Graupa Sachsenforst Staatsdarre Flöha 

Augustusburger Str. 87 

09557 Flöha 

2019 851 10 

Erzgebirge 

kolline Stufe 

17395 17413-17442 

Pinus sylvestris 

L. 

Graupa Sachsenforst Staatsdarre Flöha 

Augustusburger Str. 87 

09557 Flöha 

2020 851 11 

Erzgebirge 

montane Stufe 

18085 19000 – 19029 

Pinus sylvestris 

L. 

SPS 04 Baden-Württembergische 

Staatsklenge Nagold 

Calwer Str. 10 

72202 Nagold 

2021 851 14 

Neckarland und 

Fränkische Platte 

17982 17993 – 18022 

Pinus sylvestris 

L. 

k.A. Baden-Württembergische 

Staatsklenge Nagold 

Calwer Str. 10 

72202 Nagold 

2022 851 21 

Alpenvorland 

17983 18023 – 18052 

Pinus nigra 

ARNOLD 

Landesbezirken Wald 

und Holz NRW 

Zentrum für Wald- und Holzwirtschaft 

Zentrale Saatgutvermarktung 

Landesbezirken Wald und Holz NRW 

Oberleiber 2a 

59821 Arnsberg 

2021 847 01 

Norddt. Tiefland 

17398 17503-17532 

Pinus nigra 

ARNOLD 

Waldsieversdorf 

Eberswalde Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Landeszentrale Wald Sachs.-Anhalt 

Betreuungsforstamt Annaburg 

2019 847 02 

Übriges Bundesgebiet 

17406 17743-17772 

Pinus nigra 

ARNOLD 

k.A. Sachsenforst Staatsdarre Flöha 

Augustusburger Str. 87 

09557 Flöha 

2021 847 02 

Übriges Bundesgebiet 

17397 17473-17502 

Larix decidua 

MILL. 

SPS 05 

FSB Oerrel 

29633 Munster 

Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2019 837 01 

Norddt. Tiefland 

17986 18430 – 18459 
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Larix decidua 

MILL. 

SPS 05 

FSB Oerrel 

29633 Munster 

Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2019 837 03 

West- und Süddt. Hügel- 

und Bergland 

17987 18460 – 18489 

Larix decidua 

MILL. 

 
Baden-Württembergische 

Staatsklenge Nagold 

Calwer Str. 10 

72202 Nagold 

2022 837 03 

West- und Süddt. Hügel- 

und Bergland 

17984 18053 – 18082 

Larix decidua 

MILL. 

Graupa Sachsenforst Staatsdarre Flöha 

Augustusburger Str. 87 

09557 Flöha 

2019 837 04 

Südostdt. Hügel- und 

Bergland 

17396 17443-17472 

Larix decidua 

MILL. 

Graupa Sachsenforst Staatsdarre Flöha 

Augustusburger Str. 87 

09557 Flöha 

2019 837 04 

Südostdt. Hügel- und 

Bergland 

18083 18940 – 18969 

Larix decidua 

MILL. 

Graupa Sachsenforst Staatsdarre Flöha 

Augustusburger Str. 87 

09557 Flöha 

2022 837 04 

Südostdt. Hügel- und 

Bergland 

18084 18970 – 18998 

Larix kaempferi  

CARRIÈRE 

SPS 05 

FSB Oerrel 

29633 Munster 

Niedersächsische Landesforsten 

FSB Oerrel 

Forstweg 5 

29633 Muster-Oerrel 

2019 839 01 

Norddt. Tiefland 

17403 17653-17682 

Pinus contorta 

DOUGLAS EX 

LOUDON 

Waldsieversdorf 

Eberswalde Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Landeszentrale Wald Sachs.-Anhalt 

Betreuungsforstamt Annaburg 

1984 k.A. 17411 17893-17922 

Pinus mugo 

TURRA 

Waldsieversdorf 

Eberswalde Chaussee 3 

15377 Waldsieversdorf 

Landeszentrale Wald Sachs.-Anhalt 

Betreuungsforstamt Annaburg 

1984 k.A. 17409 17833-17862 

Pinus nigra  

J.F.ARNOLD 

k.A. Bayrisches Amt für Waldgenetik 2021 Türkei 19108 19322-19351 
19352-19381 

 

Pinus nigra 

calabrica 

(LOUDON) 

C.K.SCHNEID. 

k.A. Bayrisches Amt für Waldgenetik 2020 Frankreich 19109 19142-19171  
19232-19251 

 

Pinus nigra 

corsicana 

k.A. Bayrisches Amt für Waldgenetik 2021 Frankreich 19110 19172-19201  
19262-19291 
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(LOUDON) HYL. 

Pinus nigra 

corsicana 

(LOUDON) HYL. 

k.A. Bayrisches Amt für Waldgenetik 2021 Frankreich 19111 19202-19231 
19292-19320 

 



Schlussbericht 

10 
 

 

Tabelle 2: Übersicht der verfügbaren Jungpflanzenprovenienzen. Für jede Jungpflanzenlieferung sind Baumart, Herkunftsgebiet, Lieferjahr, Lieferant, Art des 

Ausgangsmaterials, die Anzahl der bezogenen Jungpflanzen und die jeweiligen internen Labornummern angegeben. 

Baumart Lieferjahr Alter in 

Jahren 

Herkunft Ausgangsmaterial Anzahl 

Jungpflanzen 

Labornr. Jungpflanzen 

Pinus 

sylvestris L. 

2023 2 851 02 

Mecklenburg 

Samenplantage 3 19033 – 19035 

Pinus 

sylvestris L. 

2023 3 851 14 

Neckarland und 

Fränkische Platte 

Samenplantage 11 18780 – 18790 

Pinus 

sylvestris L. 

2023 2 851 21 

Alpenvorland 

Erntebestand 2 19036; 19037 

Pinus nigra 

austriaca 

2023 3 847 02 

Übriges 

Bundesgebiet 

Erntebestand 8  18770 – 18775; 18777; 18778 

Larix decidua 

Mill. 

2023 2 837 01 

Norddt. Tiefland 

Samenplantage 8 18721 – 18723; 18725 – 18729 

Larix decidua 

Mill. 

2023 2 837 02 

Mittel- und Ostdt. 

Tief- und 

Hügelland 

Samenplantage 7 18730; 18731; 18734 – 18737; 

18739 

Larix decidua 

Mill. 

2023 2 837 03 

West- und Süddt. 

Hügel- und 

Bergland 

Samenplantage 9 18740 – 18742; 18744 – 18749 

Larix decidua 

Mill. 

2023 2 837 04 

Südostdt. Hügel- 

und Bergland 

Erntebestand 10 18750 – 18759 

Larix decidua 

Mill. 

2023 2 837 05 

Alpen, 

submontane Stufe 

Erntebestand 9 18760; 18762 – 18769 
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Pilzkulturen: 

Zur Beurteilung der Funktionalität und Spezifität der etablierten LAMP-Assays wurden diverse Pilzkulturen 

vom Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Utrecht, Niederlande) und dem Leibniz-Institut DSMZ - 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig) bezogen, beziehungsweise von 

Frau Dr. Langer von der Nordwestdeutschen Forstlichen Versuchsanstalt zur Verfügung gestellt (siehe 

Tabelle 3). 

Diese Kulturen umfassen zum einen Material der Pilze, für deren Detektion in diesem Projekt LAMP-Tests 

entwickelt werden sollten. Dabei standen 32 Kulturen von D. pinea sowie 7 L. seditiosum-Kulturen zur 

Verfügung. Für F. circinatum konnten keine lebenden Kulturen bezogen werden, weshalb stattdessen DNA-

Isolate aus entsprechenden Pilzkulturen verwendet wurden. Zusätzlich dazu wurden Kulturen der mit D. 

pinea nahe verwandten Arten D. seriata, D. scrobiculata, Diplodia corticola A.J.L. PHILLIPS, A. ALVES & J. 

LUQUE, Diplodia mutila (FRIES) MONTAGNE, Diplodia fraxini (FRIES) und Botryosphaeria dothidea (MOUGEOT) 

CESATI & DE NOTARIS sowie ein DNA-Extrakt einer mit F. circinatum eng verwandten Pilzart, Fusarium 

fujikuroi NIRENBERG, zur Beurteilung der Spezifität der LAMP-Tests in die Untersuchungen mit einbezogen. 

Zum selben Zweck wurden außerdem über 50 Isolate verschiedener endophytischer Pilze aus dem 

Forschungsvorhaben „TreeLAMP“ (FNR, FKZ 22026416) auf ihre Lebensfähigkeit geprüft. Davon konnten 

30 Isolate von 19 verschiedenen Pilzen erfolgreich wieder in Kultur genommen werden (siehe Tabelle 3). Die 

Pilze wurden zwar ursprünglich aus Douglasiennadeln isoliert, sind aber ubiquitär und können daher auch im 

aktuellen Vorhaben mit einem Fokus auf Schaderreger der Waldkiefer genutzt werden. 

Tabelle 3: Übersicht der verfügbaren Pilzkuturen. Für jede Pilzart sind, soweit bekannt, Herkunftsgebiet, 

Bezugsstelle und die jeweiligen internen Labornummern angegeben. 

Pilz Bezugsquelle Herkunft Labornummern 

Diplodia pinea  

(DESM.) J.J. KICKX 

Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute 

USA; Chile; Australien; 

Südafrika; Frankreich; 

Portugal; Niederlande 

17967 – 17970; 17972; 

17974; 17976; 17977 

Diplodia pinea  

(DESM.) J.J. KICKX 

NW-FVA Deutschland 19038- 19061 

Diplodia seriata  

DE NOT 

Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute 

USA 17971 

DSMZ unbekannt 17981 

Diplodia scrobiculata  

J. DE WET, SLIPPERS & 

M.J. WINGF 

Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute 

USA; Italien; Südafrika 17973; 17975; 17979 

Diplodia corticola  
A.J.L. PHILLIPS, A. 
ALVES & J. LUQUE 

NW-FVA  19086; 19087 

Diplodia mutila  

(FRIES) MONTAGNE 

NW-FVA  19088; 19089 

Diplodia fraxini  

FRIES 

NW-FVA  19090; 19091 

Botryosphaeria 

dothidea  

(MOUGEOT) CESATI & DE 

NOTARIS 

NW-FVA  19092; 19093 

Lophodermium 

seditiosum  

Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute 

Schweden 17978 
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MINTER DSMZ Deutschland 17980 

NW-FVA Deutschland 19062-19066 

Fusarium circinatum 

 NIRENBERG & 

O'DONNELL (DNA) 

Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute 

USA; Spanien 17988 – 17990 

Fusarium fujikuroi  

NIRENBERG (DNA) 

DSMZ Japan 17991 

Rhabdocline parkeri  

SHERWOOD, STONE & 

CARROLL 

Eigene Kultur Deutschland 9781; 9799; 12123; 

12124 

Pestalotiopsis sp. Eigene Kultur Deutschland 9782 

Cladosporium sp. Eigene Kultur Deutschland 9783 

Anthostomella pinea  

CROUS 

Eigene Kultur Deutschland 9784 

Diaporthe sp. ? Eigene Kultur Deutschland 9785 

Desmazierella acicola  

LIBERT 

Eigene Kultur Deutschland 9786 

Phaeocryptopus 

gaeumannii  

(ROHDE) VIDEIRA, 

NAKASH., BRAUN & 

CROUS 

Eigene Kultur Deutschland 9787; 9788; 12101 –

12103 

Pestalotiopsis sp. Eigene Kultur Deutschland 9789 – 9791 

Preussia sp. Eigene Kultur Deutschland 9792; 9793 

Nemania serpens  

(PERS.) GRAY 

Eigene Kultur Deutschland 9794 

 unbekannt Eigene Kultur Deutschland 9795 

Phoma macrostoma  

(MONT.) CHEN & CAI 

Eigene Kultur Deutschland 9796 

Peziza arvernensis  

BOUDIER 

Eigene Kultur Deutschland 9797 

Sordariomycetes sp. Eigene Kultur Deutschland 9798 

Penicillium 

corylophilum  

DIERCKX 

Eigene Kultur Deutschland 12100 

Nothophaeocryptopus 

gaeumannii  

(ROHDE) VIDEIRA, 

NAKASH., BRAUN & 

CROUS 

Eigene Kultur Deutschland 12104 

Dothideomycetes Eigene Kultur Deutschland 12105 
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Helminthosporium 

velutinum  

LINK 

Eigene Kultur Deutschland 12106 

Lophiostoma corticola  

(FUCKEL) LIEW, APTROOT 

& HYDE 

Eigene Kultur Deutschland 12107; 12113 

Sordariomycetes Eigene Kultur Deutschland 12108 

Pezicula sporulosa  

VERKLEY 

Eigene Kultur Deutschland 12109; 12110 

Diaporthe sp. Eigene Kultur Deutschland 12111 

Fungal sp. Eigene Kultur Deutschland 12112 

Xylariaceae sp. Eigene Kultur Deutschland 12114 

Tuber species / 

Corynespora 

cassiicola / 

Angustimassarina sp. / 

Liphiostomataceae sp. 

Eigene Kultur Deutschland 12115 

Xantoparmelia Eigene Kultur Deutschland 12116 

Dothideomycetes Eigene Kultur Deutschland 12117 

Eurotiomycedes Eigene Kultur Deutschland 12118 

Preussia sp. / 

Ascomycota sp. 

Eigene Kultur Deutschland 12119 

Uncultured 

Basidiomycota 

Eigene Kultur Deutschland 12120 

Laetisaria lichenicola  

DIEDERICH, LAWREY & 

BROECK 

Eigene Kultur Deutschland 12121 

Dothideomycetes Eigene Kultur Deutschland 12122 

 

Zusätzlich zu den Pilzkulturen wurden für die Etablierung der LAMP-Primer synthetische DNA-Fragmente 

der Pilze F. circinatum, D. pinea und L. seditiosum als Positivkontrollen genutzt (siehe Tabelle 4). Grundlage 

für das Design dieser synthetischen DNA-Fragmente bildeten aus Nukleotid-Datenbanken bezogene 

Sequenzen der ITS1- und ITS2-Bereiche der rDNA der jeweiligen Pilze. Für F. circinatum standen dabei 89 

Sequenzen, für D. pinea 456 Sequenzen und für L. seditiosum 32 Sequenzen in den Datenbanken zur 

Verfügung. Diese Sequenzinformationen wurden getrennt für jede Art in einem Alignment zusammengefasst. 

Anschließend wurde mit dem Programm „Clustal Omega“ eine repräsentative Konsensus-Sequenz des 

Target-Bereichs der jeweiligen Pathogene erstellt. Die so erstellten Konsensus-Sequenzen wurden durch 

den Dienstleister Eurofins Genomics Germany GmbH (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. 

Zudem wurden synthetische DNA-Fragmente der mtSSU-Sequenzen von D. pinea, D. seriata und D. 

scrobiculata, ebenfalls von Eurofins Genomics Germany GmbH hergestellt, genutzt. Dafür wurden 

Sequenzinformationen aus der NCBI-Datenbank verwendet (D. pinea: AF051636.1; D. 

scrobiculata: AF051637.1; D. seriata: DQ023299.1). 

 

Tabelle 4: Sequenzen der synthetischen DNA-Fragmente. 

Pilz DNA- Sequenz synthetisches Fragment (5’-3’) 
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Region 

Fusarium 

circinatum 

ITS TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGA

GGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAAT

TGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCG

CCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA

TAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG

AAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA

ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC

ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGG

ACTCGCGAGTTAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAG

CTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCC

ACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA

TACCCGCTGAACTTAAGCATAT 

Lophodermium 

seditiosum 

ITS GGCGCGCTAGTCTCCCCTGCGAGGCGACACGCTCAATGTGCGGAGAG

CCCTAACCATAGGCAATCCGCAGTCCCTACCCGGGATTCAGAGACTCA

ATGAGCGTGGGTTCAGCGCAGCTGAGCTTGAGATAGAGCCCGTCCCTG

CCGGCCACGGCGGGGAGTCAACGGAACCTGCGGAAGGATCATTATAG

AATACACGCGCCGCGAGGTGCTATTCTCACCCTTTGTTTACCACACTCA

GTTGCCTTGGCGCACAGCGCCAGCGGATTGAAACTCCTGAATCATTGC

TGTCTGAGTACTATTCAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT

TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG

CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGG

TATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCT

GCTTGGTGTTGGGCTCGCCTTCGTCACGAAGGCCTGCCTCAAAATCAG

TGGCGGCCGCCGTCCGACCTTCAGCGCAGTAATGCTCGTCGCTGGTAG

GGAAGGACAGCAGGTGCCGTCAGCACAACCCCCACACACAAGGTTGAC

CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG 

Diplodia pinea  

 

ITS TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAA

GGATCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGAATCTCCCACCCTTTGT

GAACATACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCTTTGCCGCGAGGAGGCCCTC

GCGGGCCCCCCCGCGCGCTTTCCGCCAGAGGACCTTCAAACTCCAGTC

AGTAAACGTCGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACA

ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA

AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA

TTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTAC

AACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCGCCGTCCTCTCTGCGGACGC

GCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAA

TACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCT

GAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC

TTAAGCATATCAATA 

mtSSU  GATGATGGCTCTGATTGAACGCTATCCTAGTGCTTGACACATGCTAATC

GAACGTCTAATTTCATTAGAAATAATTTAGTTAGAAGTGGTGTACAGGTG

AGTAAATGATATTATGGCTACCTTGGAGTAAGGGACATTAAAATCCCTTA

TATATCAAACTATGCTTTGTATTAAAAGAAATTTATTTTCGCTCCTAGATG

GAAATTAATATCTCGGACAGGTAGTAGTTAAGGTAATGGCTTAACTAGCT

TATGTCCGTAGTCGAGACTGAGAGGTCGATCGATCACATTGGGTCTGAA

AAAACCCCAATACGTATAGTACAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGCC

TAACGGCTGAACCAGCAACTTGGGGGAATGGATATATATATTAGAGATA

ATATATAGTACCGACTTTGTCGGATAAAGTTCTAGATAGAATAATGATAA

TGACAATTTTCTATCTATATGTCTTGACCAAATCTTGTGCCAGCAGTCGC

GGCAACACAAGGGAGACTAGTGTTATTCATCTTTATTAGGTTTAAAGGG

TACCTAGACGGTATATCATGCCCCAAAAGGGAACGGATATACCAGAGTT

TTATGTGAGAGGCAATATAGTACTATTGGTGTAGAGATAAAATTCATTGA

TACCTCTAGGCACGGGTAACGGCGAAGGCAATCCTCTATGTAAAAACTG

ACGTTGAGGGACGAAGGCTCGGGTGCGAATAGGATTAGATACCCTAGT
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AGTCCGGGCAGACAATTATGAATGTCATAGATTAGAAATATTTGGTCTAT

AAATGAAAGTGTAAGCATTCCACCTCAAGAGTAAGGCGGCAACGTTGGA

ACTGAAATCATTAGACCGTTTCTGAAACCAGTAGTGAAGTATGTTATTTA

ATTCGAT GATCCGC 

Diplodia 

scrobiculata 

mtSSU  GATGATGGCTCTGATTGAACGCTATCCTAGTGCTTGACACATGCTAATC

GAACGTCTAATTTCATTAGAAATAATTTAGTTAGAAGTGGTGTACAGGTG

AGTAAATGATATTATGGCTACCTTGGAGTAAGGGACATTAAAATCCCTTA

TATATCAAACTAATGTTTGCATTAAAAGAAATTTATTTTCGCTCCTAGATG

GAAATTAATATCTCGGACAGGTAGTAGTTAAGGTAATGGCTTAACTAGCT

TATGTCCGTAGTTCGAGACTGAGAGGTCGATCGATCACATTGGGTCTGA

AAAAACCCCAATACGTATAGTACAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGC

CTAACGGCTGAACCAGCAACTTGGGGGAATGGATATATATATTAGAGAT

AATATATAGTACCGACTTTGTCGGATAAAGTTCTAGATAGAATAATGATA

ATGACAATTTTCTATCTATATGTCTTGACCAAATCTTGTGCCAGCAGTCG

CGGCAACACAAGGGAGACTAGTGTTATTCATCTTTATTAGGTTTAAAGG

GTACCTAGACGGTATATCATGCCCCAAAAGGGAACGGATATACTAGAGT

TTTATGTGAGAGGCAAATATAGTACTATTGGTGTAGAGATAAAATTCATT

GATACCTCTAGGCACGGGTAACGGCGAAGGCAATCCTCTATGTAAAAAC

TGACGTTGAGGGACGAAGGCTCGGGTAGCGAATAGGATTAGATACCCT

AGTAGTCCGGGCAGACAATTATGAATGTCATAGATTAGAAATATTTGGTC

TATAAATGAAAGTGTAAGCATTCCACCTCAAGAGTAAGGCGGCAACGTT

GGAACTGAAATCATTAGACCGTTTCTGAAACCAGTAGTGAAGTATGTTAT

TTAATTCGATGATCCGC 

Diplodia seriata mtSSU  CGTCTATTTCATTAGAAATAATTTAGTTAGAAGTGGTGTACAGGTGAGTA

AATGATATTATGGCTACCTTGGAGTAAGGGACATTAAAATCCCTTATAAA

TCAATCTAAGCTTTGTATTAAAGAAATTTATTTTCGCTCCTAGATGGAAAT

TAATATCTCGGACAGGTAGTAGTTAAGGTAATGGCTTAACTAGCTTATGT

CCGTAGTCGAGACTGAGAGGTCGATCGATCACATTGGGTCTGAAAAAA

CCCCAATACGTATAGTACAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGCCTAAC

GGCTGAACCAGCAACTTGGGGGAATGGATATCTATATTAGAGCTAATAT

ATAGTACCGACTTTGTCGGATAAAGTTCTAGATAGAATAATGATAATGAC

AATTTTCTATCTATATGTCTTGACCAAATCTTGTGCCAGCAGTCGCGGCA

ACACAAGGGAGACTAGTGTTATTCATCTTTATTAGGTTTAAAGGGTACCT

AGACGGTATATCATGCCCCAAAAGGGAACGGATATACTAGAGTTTTATG

TGAGAGGCAAATATAGTACTATTGGTGTAGAGATAAAATTCATTGATACC

TCTAGGCACGGGTAACGGCGAAGGCAATCCTCTATGTAAAAACTGACGT

TGAGGGACGAAGGCTCGGGTAGCGAATAGGATTAGATACCCTAGTAGT

CCGGGCAGACAATTATGAATGTCATAGATTAGAAATATTTGGTCTAT 

 

AP 2 Entwicklung eines LAMP-Schnelltests zum Nachweis pathogener Pilze der Kiefer 

Lophodermium seditiosum: 

Für das Design der LAMP-Primer zur Identifizierung von L. seditiosum wurde die Software PrimerExplorer 

V5 (Eiken Chemical Co., Ltd; Tokyo, Japan) verwendet. Die in AP 1 erstellte Konsensus-Sequenz der ITS-

Region wurde dabei als angestrebte Binding-Site für die Primer genutzt. Insgesamt wurden 12 Primer 

designt (siehe Tabelle 5). 4 dieser Primer waren FIP-/BIP-Primer, wobei pro Primertyp je eine Variante mit 

und eine Variante ohne T-Spacer vorlag. Neben diesen und den beiden F3- und B3-Primern wurden zudem 

3 Loop-Primerpaare erstellt, um die Reaktionsrate und -geschwindigkeit zu optimieren. Die 12 Primer 

wurden in 8 verschiedenen Kombinationen als Primersets getestet (siehe Tabelle 6).  

Tabelle 5: Sequenzen der zur Detektion von L. seditiosum designten LAMP-Primer mit ITS-Region als 

angestrebter Binding-Site. 

Primername  Primertyp Sequenz (5’-3’) 

Lop2-F3 F3 GCCTGTTCGAGCGTCATT 
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Lop2-B3 B3 ATCCCTACCTGATCCGAGG 

Lop2-FIP FIP CCACTGATTTTGAGGCAGGCCTCCTCAAGCTCTGCTTGGTG 

Lop2-BIP BIP GTCCGACCTTCAGCGCAGTAATTGTGTGTGGGGGTTGTG 

Lop2-FIP-T FIP CCACTGATTTTGAGGCAGGCCTTTTCCTCAAGCTCTGCTTGGTG 

Lop2-BIP-T BIP GTCCGACCTTCAGCGCAGTAATTTTTGTGTGTGGGGGTTGTG 

Lop2-LF39 LF GACGAAGGCGAGCCCAA 

Lop2-LB39 LB CTCGTCGCTGGTAGGGAAG 

Lop2-LF166 LF TGACGAAGGCGAGCCCA 

Lop2-LB166 LB TAGGGAAGGACAGCAGGTGC 

Lop2-LF189 LF TCGTGACGAAGGCGAGC 

Lop2-LB189 LB GAAGGACAGCAGGTGCCGTC 

 

Tabelle 6: Zur Detektion von L. seditiosum getestete LAMP-Primersets. Kreuze kennzeichnen in den 

jeweiligen Primersets genutze Primer(-Paare). 

Primerset Lop2-

FIP/BIP 

Lop2-FIP-

T/BIP-T 

Lop2-

F3/B3 

Lop2-

LF/LB39 

Lop2-

LF/LB166 

Lop2-

LF/LB189 

Lop 2-1 X  X    

Lop 2-2  X X    

Lop 2-3 X  X X   

Lop 2-4  X X X   

Lop 2-5 X  X  X  

Lop 2-6  X X  X  

Lop 2-7 X  X   X 

Lop 2-8  X X   X 

 

Die Tests zur Funktionalität der verschiedenen Primersets wurden mit dem synthetischen DNA-Fragment 

von L. seditiosum durchgeführt (siehe Tabelle 4). Im initialen Testdurchlauf wurden alle 8 Primersets auf die 

Reaktionszeit und -ausbeute geprüft. Durch alle 8 Sets wurden Amplifikationsprodukte synthetisiert, wobei 

allerdings deutliche Unterschiede in Reaktionszeit und -ausbeute beobachtet wurden. Die Primersets Lop 2-

4 und Lop 2-6 erzielten die besten Resultate. Bei beiden Sets kamen die FIP-/BIP-Primer mit T-Spacer und 

ein Loop-Primerpaar zum Einsatz. Die beiden genannten Primersets wurden im Anschluss für weitere Test- 

und Optimierungsschritte verwendet. Zunächst wurden verschiedene Reaktionstemperaturen geprüft, wobei 

die Reaktion bei beiden Primersets bei 67 °C die besten Ergebnisse lieferte. Beim Vergleich der 

Funktionalität der Assays beim Einsatz unterschiedlicher Primerkonzentrationsverhältnisse (FIP/BIP:F3/B3: 

LF/LB  mit 4:1:2 bzw. 8:1:2) schnitt jeweils der Reaktionsansatz mit einem Mischungsverhältnis von FIP/BIP: 

F3/B3:LF/LB mit 4:1:2 besser ab. Des Weiteren wurde festgestellt, dass beim Einsatz von 5 μl statt 7,5 μl 

Primermix in 25 μl Reaktionsvolumen zuverlässigere Ergebnisse erzielt werden können. Zudem wurde 

getestet, ob der Zusatz von Betain oder bovinem Serumalbumin die Performance der Reaktionen 

verbessert, was jedoch nicht der Fall war. Schließlich wurde die Konzentration der verwendeten Primer von 

1 μM auf 10 μM erhöht, wodurch die Reaktionsgeschwindigkeit für beide Primersets wesentlich verbessert 

werden konnte. Allerdings wies das Primerset Lop 2-4 dadurch ein deutlich höheres Risiko für unspezifische 

Amplifikationen auf, weswegen nachfolgend nur noch das Primerset Lop 2-6 betrachtet wurde. Für das nun 

feststehende finale Protokoll unter Verwendung der Lop 6-2-Primer (siehe Tabelle 7 und Tabelle 8) wurden 

Sensitivität und Spezifität untersucht. Zur Bestimmung der Sensitivität des Tests kam eine 

Verdünnungsreihe mit dem synthetischen L. seditiosum-Fragment zum Einsatz. Die so festgestellte 

Nachweisgrenze lag bei 1 fg/μl DNA. Zum Überprüfen der Spezifität wurde der LAMP-Test mit dem Erbgut 
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von 23 von L. seditiosum artverschiedenen Pilzkulturen (siehe Tabelle 3; Labornummern 9781-9799, 12108, 

12111, 12113, 12118) durchgeführt. Keiner dieser Pilze führte dabei zu einem positiven Testergebnis. Im 

Gegensatz dazu konnten alle 5 getesteten L. seditiosum-Kulturen (siehe Tabelle 3; Labornummern 19062-

19066) nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde die Funktionalität bei Beimischung von Pinus-DNA 

überprüft. Sowohl das synthetische DNA-Fragment als auch aus L. seditiosum-Kulturen gewonnene DNA 

konnte nachgewiesen werden, wenn Pinus-DNA beigemischt wurde. Der etablierte LAMP-Test zum 

Nachweis des Kiefernschütteerrregers wurde somit als für den Einsatz in der Praxis geeignet bewertet und 

für das Screening von Saatgut und Jungpflanzen (AP 3) verwendet.  

 

Tabelle 7: Zusammensetzung des LAMP-Primer-Mixes des finalen Protokolls zur Detektion von 

Lophodermium seditiosum. 

Primer Konzentration 

[µM] 

Verhältnis 1 Probe 

[µl] 

Lop2-FIP-T 10,0 4 2,00 

Lop2-BIP-T 10,0 4 2,00 

Lop2-F3 10,0 1 0,50 

Lop2-B3 10,0 1 0,50 

Lop2-LF166 10,0 2 1,00 

Lop2-LB166 10,0 2 1,00 

Tabelle 8: Reaktionsmix des finalen Protokolls zur Detektion von Lophodermium seditiosum unter 

Verwendung des Isothermal Master Mix (ISO-001; OptiGene Ltd.) bei einer Ampflifikationsdauer von 30 min 

bei 67 °C und einer Scanzeit von 10s. 

 

 

 

 

 

   

 

Fusarium circinatum: 

Analog zum Vorgehen beim Primerdesign für den LAMP-Tests zum Nachweis von L. seditiosum wurde das 

LAMP-Primerdesign für den Test zur Identifizierung von F. circinatum mit der Software PrimerExplorer V5 

(Eiken Chemical Co., Ltd; Tokyo, Japan) durchgeführt. Es wurde die in AP 1 vorgestellte ITS-Konsensus-

Sequenz der Pilz-DNA als Zielsequenz für die Primer verwendet. Insgesamt wurden ein F3/B3-Primerpaar, 2 

FIP/BIP-Primerpaare, eines davon mit T-Spacern, und 3 Loop-Primerpaare erstellt und in 8 Kombinationen 

getestet (siehe Tabelle 9 und Tabelle 10). 

 

Tabelle 9: Sequenzen der zur Detektion von F. circinatum designten LAMP-Primer mit ITS-Region als 

angestrebter Binding-Site. 

Primername  Primertyp Sequenz (5’-3’) 

Gib3-F3 F3 CAGTATTCTGGCGGGCATG 

Gib3-B3 B3 ACCTGATCCGAGGTCAACAT 

Gib3-FIP FIP TGGGGAACGCGATTTAACTCGCGAGCGTCATTTCAACCCTCA 

Gib3-BIP BIP CGGTCACGTCGAGCTTCCATAGAGTTGGGGTTTAACGGCG 

Gib3-FIP-T FIP TGGGGAACGCGATTTAACTCGCTTTTGAGCGTCATTTCAACCCTCA 

Gib3-BIP-T BIP CGGTCACGTCGAGCTTCCATAGTTTTAGTTGGGGTTTAACGGCG 

Gib3-LF47 LF CCCAACACCAAGCTGGGCT 

Ansatz 1 Probe 

[µl] 

H₂O 2,00 

Isothermal Master Mix  15,00 

LAMP-Primer-Mix 7,00 

DNA-Template 1,00 

Σ 25,00 
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Gib3-LB47 LB ACCCTCGTTACTGGTAATCGTC 

Gib3-LF88 LF TCCCAACACCAAGCTGGGC 

Gib3-LB88 LB GTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCG 

Gib3-LF176 LF GTCCCAACACCAAGCTGGG 

Gib3-LB176 LB AAACCCTCGTTACTGGTAATCGTC 

 

Tabelle 10: Zur Detektion von F. circinatum getestete LAMP-Primersets. Kreuze kennzeichnen in den 

jeweiligen Primersets genutze Primer(-Paare). 

Primerset Gib3-

FIP/BIP 

Gib3-FIP-

T/BIP-T 

Gib3-F3/B3 Gib3-

LF/LB47 

Gib3-

LF/LB88 

Gib3-

LF/LB176 

Gib3-1 X  X    

Gib3-2  X X    

Gib3-3 X  X X   

Gib3-4  X X X   

Gib3-5 X  X  X  

Gib3-6  X X  X  

Gib3-7 X  X   X 

Gib3-8  X X   X 

 

Für diese 8 Primerkombinationen wurden ebenfalls Tests bezüglich der idealen Reaktionstemperatur, 

Primerkonzentrationen, Primerkonzentrations- und -mischungsverhältnisse durchgeführt.  

Die Untersuchungen zur Entwicklung eines LAMP-basierten Tests zur Detektion von F. circinatum wurden 

jedoch eingestellt, da Stehlíková et al. im Jahr 2020 ein LAMP-Verfahren zum Nachweis dieses Pilzes 

publizierten1. Als Zielregion für die DNA-Amplifikation nutzten die Autoren das Translation Elongation Factor 

1-alpha-Gen (TEF1α). Die Funktionalität des in diesem Paper vorgestellten cLAMP-Verfahrens wurde 

überprüft, indem der Test mit DNA-Extrakten von 3 F. circinatum-Kulturen und einer F. fujiikoroi-Kultur 

durchgeführt wurde (siehe Tabelle 3; Labornummern 17988-17990, 17991). Die 3 DNA-Proben von F. 

circinatum führten dabei wie erwartet zu einem positiven und die F. fujiikoroi-DNA zu einem negativen 

Testergebnis. Von Stehlíková et al. (2020) wurden Kreuzreaktion mit Fusarium temperatum SCAUFL. & 

MUNAUT beschrieben. Dies konnte im Rahmen dieses Projekts jedoch nicht überprüft werden, da Kulturen 

oder DNA von F. temperatum nicht zur Verfügung standen. Allerdings schätzten die Autoren das Risiko 

falsch-positiver Ergebnisse bei der Untersuchung von Kiefernmaterial als gering ein, da F. temperatum 

bisher ausschließlich an Mais beschrieben wurde. Daher wurde der von Stehlíková et al. entwickelte cLAMP-

Test für das Screening in AP 3 genutzt.  

Der in der gleichen Publikation vorgestellte qLAMP-Test zur Detektion von F. circinatum wurde ebenfalls mit 

den DNA-Extrakten der F. circinatum- und F. fujiikoroi-Kulturen getestet. Hier zeigten die F. circinatum-

Proben allerdings nur schwache oder nicht reproduzierbare positive Testergebnisse auf, während mit der F. 

fujiikoroi-DNA einzelne, vermutlich unspezifische Amplifikationen erzielt wurden. Aus diesem Grund kam der 

qLAMP-Test beim Screening in diesem Projekt nicht zum Einsatz. 

 

Diplodia pinea: 

Auch für den Nachweis von D. pinea wurden zunächst LAMP-Primer mit der ITS-Konsensus-Sequenz der 

Pilz-DNA (siehe AP 1) mithilfe der Software PrimerExplorer V5 (Eiken Chemical Co., Ltd; Tokyo, Japan) 

designt. Dabei wurden 2 Primergruppen, Sph5 und Sph8, erstellt, die innerhalb des ITS2 unterschiedliche 

Sequenzabschnitte amplifizieren. Pro Primergruppe wurden je ein F3/B3-Primerpaar, 2 FIP/BIP-

Primerpaare, je eines davon mit T-Spacern, und 2 Loop-Primerpaare beziehungsweise ein Loop-Forward- 

und 2 Loop-Backward-Primer erstellt und in jeweils 6 verschiedenen Kombinationen getestet (siehe Tabelle 

11, Tabelle 12 und Tabelle 13).  
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Tabelle 11: Sequenzen der zur Detektion von D. pinea designten LAMP-Primer mit ITS-Region bzw. mtSSU-

Region als angestrebter Binding-Site. 

Primername  Zielse-

quenz 

Primer-

typ 

Sequenz (5’-3’) 

Sph5-F3 ITS F3 TGCCTGTTCGAGCGTCAT 

Sph5-B3 ITS B3 TCCGAGGTCAACCTTGAGAA 

Sph5-FIP ITS FIP GTCTTTAAGGCGCGTCCGCATACAACCCTCAAGCTCTGCT 

Sph5-BIP ITS BIP GGCTGTTCAGCCCTCAAGCGGTTCAGAAGGTTCGTCCGG 

Sph5-FIP-T ITS FIP GTCTTTAAGGCGCGTCCGCATTTTTACAACCCTCAAGCTCTGCT 

Sph5-BIP-T ITS BIP GGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTTTTGTTCAGAAGGTTCGTCCGG 

Sph5-LF4 ITS LF ACGGCGCCCAATACCA 

Sph5-LB4 ITS LB AGTAGAATACACCTCGCTTTGGAG 

Sph5-LF80 ITS LF AGAGGACGGCGCCCAATA 

Sph5-LB80 ITS LB GAATACACCTCGCTTTGGAGC  
  

 

Sph8-F3 ITS F3 GAGCGTCATTACAACCCTCA 

Sph8-B3 ITS B3 TCAGCGGGTATCCCTACC 

Sph8-FIP ITS FIP CCACCGCCGAGGTCTTTAAGGGCTCTGCTTGGTATTGGGC 

Sph8-BIP ITS BIP AATACACCTCGCTTTGGAGCGGTCCGAGGTCAACCTTGAGAA 

Sph8-FIP-T ITS FIP CCACCGCCGAGGTCTTTAAGGTTTTGCTCTGCTTGGTATTGGGC 

Sph8-BIP-T ITS BIP AATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTTTTCCGAGGTCAACCTTGAGAA 

Sph8-LF ITS LF CCGTCCTCTCTGCGGACGC 

Sph8-LB1 ITS LB CGCCGGACGAACCTTCT 

Sph8-LB10 ITS LB CCGGACGAACCTTCTGAACT  
  

 

Dsap25-F3 mtSSU F3 GGAGTAAGGGACATTAAAATCC 

Dsap25-B3 mtSSU B3 AATATTCCTCACTGCTGTACT 

Dsap25-FIP mtSSU FIP CCTTAACTACTACCTGTCCGAGATA-TGCTTTGTATTAAAAGAAAT 

Dsap25-BIP mtSSU BIP TGGCTTAACTAGCTTATGTCCGT-TATTGGGGTTTTTTCAGACC 

Dsap25-FIP-

4T 

mtSSU FIP CCTTAACTACTACCTGTCCGAGATA-TTTT-

TGCTTTGTATTAAAAGAAAT 

Dsap25-

BIP-4T 

mtSSU BIP TGGCTTAACTAGCTTATGTCCGT-TTTT-

TATTGGGGTTTTTTCAGACC 

Dsap25-

LB20 

mtSSU LB CTGAGAGGTCGATCGATCACA 

Dsap25-LB7 mtSSU LB GAGACTGAGAGGTCGATCGATCACA 

    

Dsap310-F3 mtSSU F3 GGAGTAAGGGACATTAAAATCC 

Dsap310-B3 mtSSU B3 CAATATTCCTCACTGCTGTACT 

Dsap310-

FIP 

mtSSU FIP CCTTAACTACTACCTGTCCGAGAT-ACTATGCTTTGTATTAAAAG 

Dsap310-

BIP 

mtSSU BIP TGGCTTAACTAGCTTATGTCCGT-TTTCAGACCCAATGTGATCG 

Dsap310-

FIP-4T 

mtSSU FIP CCTTAACTACTACCTGTCCGAGAT-TTTT-

ACTATGCTTTGTATTAAAAG 

Dsap310-

BIP-4T 

mtSSU BIP TGGCTTAACTAGCTTATGTCCGT-TTTT-

TTTCAGACCCAATGTGATCG 

Dsap310-

LB2 

mtSSU LB AGTCGAGACTGAGAGGTCGAT 
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Tabelle 12: Zur Detektion von D. pinea getestete Sph5-Primersets. Kreuze kennzeichnen in den jeweiligen 

Primersets genutze Primer(-Paare). 

Primerset Sph5-

FIP/BIP 

Sph5-FIP-

T/BIP-T 

Sph5-

F3/B3 

Sph5-

LF/LB4 

Sph5-

LF/LB80 

Sph5-1 X  X   

Sph5-2  X X   

Sph5-3 X  X X  

Sph5-4  X X X  

Sph5-5 X  X  X 

Sph5-6  X X  X 

 

Tabelle 13: Zur Detektion von D. pinea getestete Sph8-Primersets. Kreuze kennzeichnen in den jeweiligen 

Primersets genutze Primer(-Paare). 

Primerset Sph8-

FIP/BIP 

Sph8-FIP-

T/BIP-T 

Sph8-

F3/B3 

Sph8-

LF/LB1 

Sph8-

LF/LB10 

Sph8-1 X  X   

Sph8-2  X X   

Sph8-3 X  X X  

Sph8-4  X X X  

Sph8-5 X  X  X 

Sph8-6  X X  X 

 

Mit diesen insgesamt 12 Primerkombinationen wurden analog zu den Etablierungsarbeiten für den Nachweis 

von L. seditiosum und F. circinatum Tests bezüglich der idealen Reaktionstemperatur, 

Primerkonzentrationen, Primerkonzentrations- und -mischungsverhältnisse durchgeführt. Für diese 

Untersuchungen wurde das synthetisch hergestellte ITS-DNA-Fragment (siehe AP 1) als Positivkontrolle 

verwendet. 4 der Primersets (Sph5-3, Sph5-5, Sph8-3, Sph8-5) zeigten dabei vielversprechende 

Ergebnisse. Diese 4 Tests wurden daher mit 44 von D. pinea verschiedenen Pilz-DNA-Isolaten (siehe 

Tabelle 3; Labornummern 9781-9799, 12100-12124) auf ihre Spezifität überprüft. Die beiden Sets Sph8-3 

und Sph8-5 führten dabei wiederholt zu unspezifischen DNA-Amplifikationen, weswegen diese Primersets 

als für einen Schnelltest nicht geeignet verworfen wurden. Die verbleibenden Sets Sph5-3 und Sph5-5, die 

bei keinem der oben genannten Pilz-DNA-Isolaten zu positiven Testergebnissen führten, wurden nun auf 

eventuelle Kreuzreaktionen mit den D. pinea nahe verwandten Arten D. corticola, D. mutila, D. fraxini und B. 

dothidea untersucht (siehe Tabelle 3; Labornummern 19086-19093). Der Test wurde zunächst mit Sph5-5 

durchgeführt. Dieses Primerset führte bei allen DNA-Isolaten oben genannter Pilze, mit Ausnahme der DNA 

einer von zwei getesteten D. corticola-Kulturen, zu positiven Testergebnissen. Da beide Primersets sich nur 

in den Loop-Primern unterscheiden ist davon auszugehen, dass auch Sph5-3 unspezifische Reaktionen mit 

diesen Pilzen zeigt. Aus diesem Grund sind auch diese Primersets nicht für den Einsatz in einem 

Schnelltestverfahren zur Detektion von D. pinea geeignet. 

Daher wurden 2 weitere Gruppen von LAMP-Primern zur Detektion von D. pinea designt und getestet. Für 

die neuen Primer war nicht die ITS-Region, sondern der Bereich der mtSSU rDNA die angestrebte Binding-

Site. Beide Primergruppen bestanden jeweils aus einem F3/B3-Primerpaar und 2 FIP/BIP-Primerpaaren, 

wovon je ein Paar T-Spacer besaß. Die Primergruppe Dsap25 beinhaltete außerdem 2, die Gruppe Dsap310 

einen Loop-Backward-Primer (siehe Tabelle 11). Somit konnten für Dsap25 6 und für Dsap310 4 

verschiedene Primerkombinationen getestet werden (siehe Tabelle 14 und Tabelle 15). 
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Tabelle 14: Zur Detektion von D. pinea getestete Dsap25-Primersets. Kreuze kennzeichnen in den 

jeweiligen Primersets genutze Primer(-Paare). 

Primerset Dsap25-

FIP/BIP 

Dsap25-

FIP-T/BIP-T 

Dsap25-

F3/B3 

Dsap25-

LB20 

Dsap25- 

LB7 

Dsap25-1 X  X   

Dsap25-2  X X   

Dsap25-3 X  X X  

Dsap25-4 X  X  X 

Dsap25-5  X X X  

Dsap25-6 X  X  X 

 

Tabelle 15: Zur Detektion von D. pinea getestete Dsap310-Primersets. Kreuze kennzeichnen in den 

jeweiligen Primersets genutze Primer(-Paare). 

Primerset Dsap310-

FIP/BIP 

Dsap310-

FIP-T/BIP-T 

Dsap310-

F3/B3 

Dsap310-

LB2 

Dsap310-1 X  X  

Dsap310-2  X X  

Dsap310-3 X  X X 

Dsap310-4  X X X 

 

Wie bei den anderen Primersets auch, wurden die Dsap25- und Dsap310-Sets zunächst auf ihre allgemeine 

Funktionalität hin untersucht. Dafür wurde nicht nur das synthetische mtSSU-Fragment von D. pinea als 

Positivkontrolle genutzt, sondern auch Proben mit den synthetischen mtSSU-Fragmenten von D. seriata und 

D. scrobiculata mitgeführt. Fand eine DNA-Amplifikation statt, führte dabei nahezu immer nicht nur die D. 

pinea-Positivkontrolle, sondern auch die Proben der anderen beiden mtSSU-Fragmente zu einem positiven 

Ergebnis. Nichtsdestotrotz wurden mit 2 vielversprechenden Primersets, Dsap25-4 und Dsap310-4, Tests 

zur idealen Reaktionstemperatur, Primerkonzentrationen sowie Primerkonzentrations- und -

mischungsverhältnissen vorgenommen. Anschließend wurden mit DNA-Isolaten von jeweils 2 D. corticola-, 

D. mutila-, D. fraxini- und B. dothidea-Kulturen (siehe Tabelle 3; Labornummern 19086-19093) Tests zu 

potenziellen Keuzreaktionen durchgeführt. Bis auf das DNA-Isolat einer D. corticola-Kultur führten alle dieser 

DNA-Isolate zu einem positiven Testergebnis. Aus diesem Grund wurden weitere Etablierungsarbeiten mit 

diesen Primersets eingestellt. 

 

AP 3 Untersuchung zur Verbreitung ausgewählter Pathogene in forstlichem Vermehrungsgut 

Um die Verbreitung der phytopathogenen Pilze, vorwiegend in heimischen Gebieten, zu bewerten, wurde 

das im AP1 gelistete Pflanzenmaterial (Tabelle 1 und Tabelle 2) mittels LAMP- und PCR-Tests untersucht.  

Um die dafür benötigte DNA zu gewinnen, wurde das Saatgut (Tabelle 1) nach 24 h Wässern zunächst nach 

Provenienzen getrennt in Anzuchtschalen zum Keimen gebracht. Anschließend wurden die Keimpflanzen 

mit einer Größe von etwa 5 cm geerntet und nachfolgend bis zum Zeitpunkt der DNA-Extraktion bei -25 °C 

gelagert. Pro Saatgutlieferung wurden je 30 Pflanzen für die DNA-Extraktion verwendet.  

Für das Material der 4 Lieferungen aus Frankreich und der Türkei wurde mit je 30 der Samen wie oben 

beschrieben verfahren. Je 30 weitere Samen wurden nach dem Wässern mittels einer 2-minütigen 

Behandlung in 2 % NaOCl oberflächendesinfiziert und erst im Anschluss in die Anzuchtschalen überführt. 

Mit dieser Vorgehensweise sollte untersucht werden, ob die Entfernung eventuell vorhandenen infektiösen 

Materials von der Samenoberfläche Auswirkungen auf den Anteil infizierter Jungpflanzen nach der Keimung 

zeigt. 
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Die DNA aus Jung- und Keimpflanzen wurde unter Verwendung des mit innuPREP Plant DNA-Kits 

(Innuscreen GmbH, Ref.: 845-KS-1060250) isoliert, nachdem das in flüssigem Stickstoff tiefgefrorene 

Pflanzenmaterial in einer Schwingmühle zerkleinert wurde. 

Zum Teil wurden keine Einzelproben, sondern Poolproben mit der DNA von je 5 Pflanzen für die 

Screeningtests verwendet. Trat bei einer Poolprobe ein positives Testergebnis auf, wurde das Protokoll im 

Anschluss mit den jeweiligen DNA-Einzelproben wiederholt.  

Die Ergebnisse des Screenings sind in Tabelle 20 und Tabelle 21 gelistet. 

 

Lophodermium seditiosum: 

Die DNA-Isolate der in AP1 gelisteten Saatgutlieferungen und Jungpflanzen wurden mit dem in diesem 

Projekt etabliertem LAMP-Assay (siehe AP 2) auf den Befall mit L. seditiosum überprüft. 

Daneben wurden die Proben zusätzlich mit einem von Stenström und Ihrmark (2005) publizierten PCR-Test 

zur Detektion von L. seditiosum untersucht14. Dieser Test beruht ebenfalls auf der Erkennung und 

Vervielfältigung von DNA-Sequenzen in der ITS-Region des Pilzes und wurde als Vergleich für den neu 

entwickelten LAMP-Test genutzt. 

Tabelle 16: Zur Detektion von Lophodermium seditiosum verwendete PCR-Primer14.  

Primername Primertyp DNA-Sequenz (5’-3’) 

Ls11 Forward CACCCTTTGTTTACCACACTCA 

Ls12 Reverse CGGCACCTGCTGTCCTTC 

 

In den untersuchten Saatgutlieferungen wurde mithilfe des von Stenström und Ihrmark (2005) entwickelten 

PCR-Tests kein Befall durch L. seditiosum nachgewiesen. Das in diesem Projekt etablierte LAMP-Assay 

wies den Pilz jedoch in 3 der Saatgutlieferungen von P. sylvestris nach (21,4 %; Saatgutnummern 17985, 

18085 und 17982). Von den jeweils 30 getesteten Keimpflanzen dieser Lieferungen zeigten je 15, 1 

beziehungsweise 6 Individuen positive Testergebnisse. Die Ursache der 

ausbleibenden positiven Testergebnisse im Zuge der PCR-Analysen ist mit hoher Wahrscheinlichkeit die 

bereits erwähnte geringere Sensitivität dieser Methode im Vergleich zum neu entwickelten LAMP-Test. 

Bei der Untersuchung der Jungpflanzen wiesen sowohl der LAMP- als auch der PCR-Test L. seditiosum 

übereinstimmend in 10 der 20 Kiefernpflanzen (50 %) nach. Allerdings zeigte eine weitere Jungkiefer ein 

positives PCR-Ergebnis, während per LAMP-Test für diese Probe kein Befall mit L. seditiosum festgestellt 

wurde. Im Zuge der PCR müssen im Gegensatz zum hier etablierten LAMP-Test nur 2 statt 8 Zielsequenzen 

im Pilzerbgut erkannt werden, was aufgrund der resultierenden geringeren Spezifität zu einem falsch-

positiven Testergebnis im PCR-Verfahren geführt haben könnte. 

 

Fusarium circinatum: 

Für das Screening auf einen Befall durch F. circinatum wurde der von Stehlíková et al. (2020) entwickelte 

cLAMP-Test genutzt1. Zudem kam auch ein qPCR-Test von Luchi et al. (2018) zum Einsatz26, der wie der 

cLAMP-Test auch auf der Erkennung und Vervielfältigung der TEF1α-Sequenz der DNA beruht. Als 

Positivkontrolle diente bei beiden Testverfahren eine Mischung der 3 verfügbaren DNA-Isolate aus F. 

circinatum-Kulturen in einer Verdünnung von 1:100. 

Tabelle 17: Zur Detektion von Fusarium circinatum verwendete LAMP-Primer 1. 

Primername Primertyp DNA-Sequenz (5’-3’) 

Fctef F3 F3 CATTGAGAAGTTCGAGAAGGT 

Fctef B3 B3 TGTCGAATGATTAGTGACTGC 

Fctef FIP FIP TTGGTCTCGAGCGGGGTATTTGCCCATCGATTCTCC 

Fctef BIP BIP GAGCGATGCGCGTTTCTGTTAACACGTGACGATGCG 

Fctef LF FLP GGCACGTTTCGAGTCGTA 

Fctef LB BLP CCTCCCATTGCCACAACT 

 



Schlussbericht 

23 
 

Tabelle 18: Zur Detektion von Fusarium circinatum verwendete qPCR-Primer und -Sonde26. 

Primername Primertyp DNA-Sequenz (5’-3’) 

Fcrc-F Forward CGAGCGATGCGCGTTT 

Fcrc-R Reverse ACGTGACGATGCGCTCAGT 

Fcrc-Pr Sonde FAM-CCCTCCCATTGCCAC-MGBNFQ 

 

Sämtliche Jungpflanzen zeigten beim Screening per cLAMP negative Ergebnisse. Beim Screening der 

Keimpflanzen aus den Saatgutlieferungen kam es bei einer der 30 untersuchten Keimpflanzen einer 

Lieferung von P. sylvestris-Samen (Labornummer 17773 aus Saatgutlieferung 17407) wiederholt zu 

uneindeutigen Ergebnissen beim cLAMP-Test. Alle anderen Saatgutherkünfte zeigten eindeutig negative 

Testresultate. Um die Keimpflanze 17773 sicher auf einen eventuellen Befall mit F. circinatum zu 

untersuchen, wurde mit dieser DNA-Probe der von Luchi et al. (2018) publizierte qPCR-Test durchgeführt. 

Mittels dieses Tests wurde für 17773 keine Infektion durch den Quarantäneorganismus nachgewiesen. 

Somit ist für das in diesem Projekt untersuchte Pflanzenmaterial ein Befall mit F. circinatum auszuschließen. 

 

Diplodia pinea: 

Zum Nachweis von D. pinea, D. scrobiculata und D. seriata im zur Verfügung stehenden Pflanzenmaterial 

wurden 3 PCRs verwendet, die von Smith & Stanosz (2006) etabliert wurden25. Für alle 3 PCRs wird der 

gleiche Reverse-Primer verwendet, während sich die Forward-Primer zum Nachweis der verschiedenen 

Pilzarten unterscheiden (siehe Tabelle 19). Als Erkennungssequenz für diese Tests dient jeweils die mtSSU-

Sequenz der rDNA der 3 Pilzarten. Für die Positivkontrollen wurden daher die synthetischen mtSSU-

Sequenzen von D. pinea, D. scrobiculata und D. seriata (siehe Tabelle 4) verwendet. Nach der PCR wurden 

die Proben per Fragmentlängenanalyse beziehungsweise Gelelektrophorese auf eventuell entstandene 

Amplifikationsprodukte geprüft. 

Zusätzlich zu diesen PCRs war es ursprünglich geplant, die verschiedenen Diplodia-Arten mittels High-

Resolution Melting Analyse (HRMA) nach Luchi et al. (2011) nachzuweisen37. Mittels dieses Verfahrens soll 

basierend auf unterschiedlichen Schmelztemperaturen der Amplifikationsprodukte einer PCR zwischen D. 

pinea, D. scrobiculata und D. seriata differenziert werden können. Dieser Test erwies sich in unseren 

Untersuchungen allerdings als so unzuverlässig, dass er nicht für das Screening verwendet wurde. 

 

Tabelle 19: Zur Detektion von D. pinea, D. scrobiculata und D. seriata verwendete PCR-Primer25.  

Primername Primertyp Nachweis von DNA-Sequenz (5’-3’) 

BotR Reverse D. pinea/  

D. scrobiculata/ 

D. seriata 

GCTTACACTTTCATTTATAGACC 

DpF Forward D. pinea CTTATATATCAAACTATGCTTTGTA 

DsF Forward D. scrobiculata CTTATATATCAAACTAATGTTTGCA 

BObF Forward D. seriata CTTATAAATCAATCTAAGCTTTGTA 

 

Beim Screening der Jungpflanzen wurden weder D. scrobiculata noch D. seriata per PCR detektiert. Der Pilz 

D. pinea hingegen wurde in einer Schwarzkiefer (5 % der Kiefernpflanzen) nachgewiesen, während die 

restlichen 66 Jungpflanzen auch bei diesem PCR-Test negative Resultate zeigten.  

Bei der Untersuchung des Saatguts wurden D. scrobiculata und D. seriata jeweils in 2 Kiefernsaatgutproben 

nachgewiesen. In den verbleibenden 21 Kiefern- und den 7 Lärchenproben wurden diese beiden Pilze nicht 

detektiert. Im Gegensatz dazu wurde D. pinea in 19 der 23 Kiefernsaatgutherkünfte (82,6 %) identifiziert. 

Dabei waren bis zu 90% der untersuchten Keimpflanzen je Herkunft befallen. Auch im Lärchensaatgut war 

D. pinea in der Mehrzahl der Lieferungen enthalten. In 5 der 7 Proben (71 %) wurde dieser Schaderreger 

nachgewiesen, wobei hier von den je 30 getesteten Keimpflanzen pro Herkunft maximal 23% infiziert waren. 

Der Vergleich zwischen oberflächeninfizierten und unbehandelten Samen zeigte keine eindeutigen 

Ergebnisse. Nur 2 der 4 Saatgutprovenienzen (Labornummern 19110 und 19111), für die die Auswirkungen 
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der Desinfektion untersucht wurden wiesen einen Befall mit D. pinea auf. Von den insgesamt 60 

untersuchten Samen der Herkunft 19110 zeigte nur eine unbehandelte Probe ein positives Testergebnis. 

Von den Samen der Herkunft 19111 wurde der Pilz ebenfalls in einem der 30 unbehandelten Samen 

nachgewiesen. Allerdings wiesen auch 3 der 30 oberflächendesinfizierten Samen dieser Saatgutherkunft 

eine Infektion mit D. pinea auf. Daher kann aus diesen Daten keine Aussage zur eventuellen Eindämmung 

der Verbreitung des Pilzes durch eine derartige Saatgutbehandlung abgeleitet werden. 

 

Die Ergebnisse dieses Screenings zeigen die weite Verbreitung der Pathogene L. seditiosum und 

insbesondere von D. pinea in heimischem Saat- und Pflanzgut. Damit wird Notwendigkeit eines 

Schnelltestverfahrens, das für den breitflächigen Einsatz geeignet ist, um infiziertes Vermehrungsgut vor 

dem Ausbringen zu detektieren, nachdrücklich bestätigt. 
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Tabelle 20: Screeningergebnisse der Saatgutlieferungen. 
 

Labor-Nr. Diplodia PCR  Lophodermium 

seditiosum (Anzahl 

positiv von n=30) 

Fusarium circinatum (Anzahl 

positiv von n=30) 

Baumart Samen Keim-

pflanzen 

D. 

scrobicu-

lata 

0 = neg. 

1 = pos. 

D. seriata 

0 = neg. 

1 = pos. 

D. pinea 

(Anzahl 

positiv von 

n=30) 

D. pinea 

Positiv-

rate in 

% 

PCR LAMP LAMP qPCR 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17399 17533-

17562 

0 1 21 70,0 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17405 17713-

17742 

0 1 27  90,0 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17401 17593-

17622 

0 0 7 23,3 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17400 17563-

17592 

0 0 11 36,7 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17408 17803-

17832 

0 0 3 10,0 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17407 17773-

17802 

0 0 6 20,0 0 0 1 0 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17402 17623-

17652 

0 0 21 70,0 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17404 17683-

17712 

0 0 14 46,7 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

17985 18400 – 

18429 

0 0 4 13,3 0 15 0 - 
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L. 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17410 17863-

17892 

1 0 14 46,7 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17395 17413-

17442 

0 0 0 0,0 0 0 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

18085 19000 – 

19029 

0 0 0 0,0 0 1 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17982 17993 – 

18022 

0 0 2 6,7 0 6 0 - 

Pinus 

sylvestris 

L. 

17983 18023 – 

18052 

0 0 1 3,3 0 0 0 - 

Pinus 

nigra 

Arnold 

17398 17503-

17532 

0 0 12 40,0 0 0 0 - 

Pinus 

nigra 

Arnold 

17406 17743-

17772 

0 0 10 33,3 0 0 0 - 

Pinus 

nigra 

Arnold 

17397 17473-

17502 

0 0 9 30,0 0 0 0 - 

Larix 

decidua 

Mill. 

17986 18430 – 

18459 

0 0 0 0,0 0 0 0 - 

Larix 

decidua 

Mill. 

17987 18460 – 

18489 

0 0 1 3,3 0 0 0 - 

Larix 

decidua 

Mill. 

17984 18053 – 

18082 

0 0 0 0,0 0 0 0 - 

Larix 17396 17443- 0 0 7 23,3 0 0 0 - 
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decidua 

Mill. 

17472 

Larix 

decidua 

Mill. 

18083 18940 – 

18969 

0 0 1 3,3 0 0 0 - 

Larix 

decidua 

Mill. 

18084 18970 – 

18998 

0 0 1 3,3 0 0 0 - 

Larix 

kaempferi 

17403 17653-

17682 

0 0 1 3,3 0 0 0 - 

Pinus 

contorta 

17411 17893-

17922 

0 0 4 13,3 0 0 0 - 

Pinus 

mugo 

17409 17833-

17862 

1 0 5 16,7 0 0 0 - 

Pinus 

nigra 

19108 

u.b. 

19322-

19351 

0 0 0 0 0 0 0 - 

 
19108 

des. 

19352-

19381 

0 0 0 0 0 0 0 - 

Pinus 

nigra 

calabrica 

19109 

u.b. 

19142-

19171 

0 0 0 0 0 0 0 - 

 
19109 

des. 

19232-

19251 

0 0 0 0 0 0 0 - 

Pinus 

nigra 

corsicana 

19110 

u.b. 

19172-

19201 

0 0 0 0 0 0 0 - 

 
19110 

des. 

19262-

19291 

0 0 1 3,33333

333 

0 0 0 - 

Pinus 

nigra 

corsicana 

19111 

u.b. 

19202-

19231 

0 0 3 10 0 0 0 - 

 
19111 

des. 

19292-

19320 

0 0 1 3,33333

333 

0 0 0 - 
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Tabelle 21: Screeningergebnisse der Jungbäume. 0 steht dabei für ein negatives, 1 für ein positives Testergebnis. 
 

 Diplodia PCR  Lophodermium 

seditiosum 

Fusarium 

circinatum 

Baumart Probennr. D. pinea D. 

scrobicu-

lata 

D. seriata PCR LAMP LAMP 

Larix 

decidua 

18721 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18722 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18723 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18725 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18726 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18727 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18728 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18729 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18730 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18731 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18734 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18735 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18736 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18737 0 0 0 0 0 0 

Larix 18739 0 0 0 0 0 0 
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decidua 

Larix 

decidua 

18740 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18741 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18742 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18744 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18745 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18746 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18747 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18748 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18749 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18750 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18751 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18752 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18753 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18754 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18755 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18756 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18757 0 0 0 0 0 0 
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Larix 

decidua 

18758 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18759 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18760 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18762 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18763 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18764 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18765 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18766 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18767 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18768 0 0 0 0 0 0 

Larix 

decidua 

18769 0 0 0 0 0 0 

Pinus 
nigra  

18770 1 0 0 0 0 0 

Pinus 
nigra  

18771 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

nigra  

18772 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

nigra  

18773 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

nigra  

18774 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

nigra  

18775 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

nigra  

18777 0 0 0 1 1 0 
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Pinus 

nigra  

18778 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

sylvestris 

18780 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18781 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18782 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18783 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18784 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18785 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18786 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18787 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18788 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18789 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

18790 0 0 0 0 0 0 

Pinus 

sylvestris 

19033 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

sylvestris 

19034 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

sylvestris 

19035 0 0 0 1 0 0 

Pinus 

sylvestris 

19036 0 0 0 1 1 0 

Pinus 

sylvestris 

19037 0 0 0 1 1 0 
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AP 4 Öffentlichkeitsarbeit 

Ziel der Öffentlichkeitsarbeit dieses Forschungsprojekts war es, ein möglichst breites Publikum inklusive 

Vertreterinnen und Vertreter der Forstverwaltung, der Forstlichen Versuchsanstalten und der forstlichen 

Praxis anzusprechen. Der Grund hierfür ist der enge Bezug des Projektziels zur forstlichen Praxis. Das 

Publikum sollte für das Thema der Gefahren durch pathogene Pilze sensibilisiert und über das LAMP-

Verfahren als günstiges und wirkungsvolles Screeninginstrument aufgeklärt werden. Durch den Austausch 

mit potenziellen Anwenderinnen und Anwendern der im Projekt entwickelten und etablierten LAMP-Tests 

konnte außerdem der Bedarf und das Interesse an LAMP-basierten Testverfahren als simple und 

zuverlässige Nachweismethode für forstliche Schaderreger bestätigt werden. 

Zudem sollten Studierende der Forstwissenschaften über das Thema der molekulargenetisch gestützten 

Forsthygiene informiert werden. Zu diesem Zweck wurde in den Masterstudiengängen Forstwissenschaften 

und Tropical Forestry eine praxisorientierte Lehrveranstaltung zu den Themen Saatgut- und 

Pflanzengesundheit sowie dem Einsatz molekulargenetischer Methoden, unter anderem zum Nachweis von 

Pathogenen, angeboten. Des Weiteren wurden im Rahmen des Forschungsvorhabens SeedProtect 

Abschlussarbeiten von 3 Studierenden der TU Dresden und der Hochschule Mittweida betreut: 

• Msc.-Arbeit: „Analyse von Sequenzvariationen innerhalb pathogener Arten der Gattung Diplodia“ 

Charleen M. Lode 

• Msc.-Arbeit: „Untersuchung zum Auftreten pathogener Pilze der Gattung Fusarium und Diplodia in 

deutschen Saatguterntebeständen mittels Oxford Nanopore-Sequenzierung“  

Benjamin Rosenberg 

• Bsc.-Arbeit: „Untersuchung zur Keimfähigkeit verschiedener Herkünfte der Wald- und Schwarzkiefer“ 

Clara Lindner 

Um sowohl Forschende im Bereich der Forstgenetik als auch die oben genannten Vertreterinnen und 

Vertreter der Forstverwaltung, der Forstlichen Versuchsanstalten und der forstlichen Praxis zu erreichen, 

wurden das allgemeine Potenzial des LAMP-Verfahrens in Bezug auf den Nachweis von 

pflanzenschädigenden Organismen sowie Ziele und Ergebnisse von SeedProtect im Speziellen auf 

verschiedenen Fachtagungen vorgestellt: 

• Morgenstern, K.; Polster, J.-U.; Krabel, D. (2022): Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP): 

Eine einfache und kostengünstige Methode zum DNA-basierten Nachweis von phytopathogenen 

Pilzen in forstlichem Pflanzenmaterial. 7. Tagung der Sektion Forstgenetik/Forstpflanzenzüchtung 

„Beiträge von Forstpflanzenzüchtung und Forstgenetik für den Wald von Morgen“, Ahrensburg 

12.09.-14.09.2022. 

• Morgenstern, K.; Polster, J.-U.; Krabel, D. (2022): Phytopathogene Pilze in der forstlichen 

Pflanzenzucht – Entwicklung von Schnelltests zur Qualitätssicherung bei der 

Forstpflanzenproduktion und Bereitstellung von leistungsstarkem Saat- und Pflanzgut. 

Waldklimafonds-Kongress 2022, Göttingen 11.-12.10.2022 

• Morgenstern, K.; Polster, J.-U.; Lode, C.-M; Krabel, D. (2023): Diplodia-Triebsterben – Untersuchung 

zur Verbreitung von Diplodia ssp. in deutschen Saatguterntebeständen der Wald- und 

Schwarzkiefer. Forstwissenschaftliche Tagung 2023 „Wald- und Holzforschung zwischen 

Klimawandel, Bioökonomie und gesellschaftlichen Umbrüchen“, Dresden 11.09.-13.09.2023 

• Liedel, K.; Morgenstern, K.; Lode, C.-M.; Schuldt, B. Schnelltest zur Erkennung von Lophodermium 

seditiosum in forstlichem Saatgut – Etablierung einer Loop-mediated isothermal AMPlification 

(LAMP) zur Pathogendetektion. 8. Tagung der Sektion Forstgenetik/Forstpflanzenzüchtung „Wald 

der Zukunft – Beitrag von Forstgenetik und Forstpflanzenzüchtung“, Freiburg 11.-13.09.2024 

Neben diesen Vorträgen und Posterpräsentationen auf Tagungen wurde das Projekt im Rahmen des 

Forstgenetischen Kolloquiums „GENial – Den Bäumen auf der Spur“ am 22.02.2022 in Tharandt und bei 

dem WKF-Themennachmittag am 11.04.2024 zum Thema „Forstpflanzenzüchtung: Wälder fit machen für 

den Klimawandel“ präsentiert.  

Insbesondere durch persönliche Gespräche und Diskussionen mit den Teilnehmenden dieser 

Veranstaltungen ist festzustellen, dass die Problematik von Saatgut als potenzielle Verbreitungsquelle von 

Pathogenen zunehmend ins öffentliche Bewusstsein rückt. Vor allem Beschäftigte der Forstlichen 
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Versuchsanstalten sowie Saatgutprüfstellen und Baumschulen zeigten besonderes Interesse an der LAMP-

Technik als einfaches, sensitives und kostengünstiges Nachweisverfahren. 

Um ein noch breiteres Publikum, beispielsweise auch Waldbesitzende oder forstlich Interessierte, zu 

erreichen, wurde im September 2024 ein Artikel mit Ergebnissen aus dem Projekt unter dem Titel „Dem Pilz 

auf der Spur: neuer Schnelltest zur Detektion des Kiefernschütte-Erregers“ bei der Forst-Zeitschrift AFZ-

DerWald eingereicht. Die Publikation in diesem Magazin ist im 2. Quartal 2025 geplant. 

2. Verwertung 

Mit der Durchführung dieses Forschungsprojekts wurde der Standort Tharandt der TU Dresden in seiner 

Bedeutung als molekularbiologisches Forschungszentrum im Bereich der Forstwissenschaften gefestigt. 

Innerhalb von Deutschland hat die Professur für Forstbotanik der TU Dresden dadurch eine führende 

Stellung im Bereich der Entwicklung forstlich relevanter LAMP-Detektionsverfahren erlangt.  

Die in diesem Projekt erreichten Forschungsergebnisse wurden auf verschiedenen Fachkonferenzen 

vorgestellt und in den entsprechenden Tagungsbänden publiziert. Anhand des Feedbacks auf diesen 

Veranstaltungen wurde deutlich, dass die Detektion von Pathogenen via LAMP auf großes Interesse stößt 

und die Entwicklung entsprechender Schnelltests zum Nachweis weiterer forstlicher Schaderreger somit 

einen vielversprechenden Ausgangspunkt für weitere Forschungsprojekte darstellt.  

Neben anderen Forschenden wurden auch Vertreterinnen und Vertreter aus der forstlichen Praxis für das 

Thema der LAMP als Nachweismethode für Krankheitserreger sensibilisiert und über die neu erlangten 

Erkenntnisse informiert. Dies geschah zum einen auf oben genannten Konferenzen, zum anderen auch bei 

Veranstaltungen, die auf diese Publikumsgruppe zugeschnitten waren, wie beispielsweise einem WKF-

Themennachmittag. Bei den Veranstaltungen wurde von dieser Personengruppe ein starker Bedarf an 

einfach umzusetzenden und kostengünstigen Screeningmethoden kommuniziert. Zusätzlich wurde ein 

Artikel über den in diesem Projekt etablierten LAMP-Schnelltest zur Detektion von L. seditiosum in AFZ-

DerWald eingereicht. Über eine Publikation in diesem Magazin kann das Zielpublikum für den 

Wissenstransfer noch einmal erweitert werden. 

Daneben fand über Lehrveranstaltungen und die Betreuung von Abschlussarbeiten im Rahmen dieses 

Projektes eine Sensibilisierung des wissenschaftlichen Nachwuchses und zukünftiger 

entscheidungstragender Personen in Hinblick auf innovative, molekularbiologische Methoden zur 

Verbesserung der Waldhygiene statt. 

Aufbauend auf den Erkenntnissen aus diesem Projekt können die Arbeiten an einem LAMP-Test zur 

Detektion von D. pinea fortgeführt werden. Basierend auf den Ergebnissen der Masterarbeit von Frau Lode 

könnte der TEF1-Locus als vielversprechende Bindungssequenz für neue LAMP-Primer dienen, da sich 

diese Sequenz zwischen den nah verwandten Arten D. pinea, D. scrobiculata und D. seriata unterscheidet. 

Somit könnten Kreuzreaktionen des LAMP-Tests mit anderen Diplodia-Arten verhindert werden. 

Der hier etablierte LAMP-Test zur Detektion von L. seditiosum besitzt das Potenzial für eine wirtschaftliche 

Vermarktung. Der nächste Schritt, um dieses Ziel umzusetzen, wäre das Testen von simplen Systemen zum 

Ablesen des Reaktionsergebnisses wie dem Leuchten einer Probe unter UV-Licht oder dem Ausfällen von 

Niederschlag, um den Einsatz in Einrichtungen ohne Laborausstattung zu ermöglichen. 

3. Erkenntnisse von Dritten 

Von Stehlíková et al. (2020) wurden für den Erreger F. circinatum LAMP-Primer publiziert (siehe Ergebnisse 

AP 2)1. Etabliert wurden jeweils ein konventionelles LAMP-Assay (cLAMP) sowie ein quantitatives LAMP-

Assay (qLAMP). Zielregion für die DNA-Amplifikation dieser Assays ist der TEF1α-Locus. Stehlíková et al. 

ermittelten eine Nachweisgrenze von 0,5 pg/μl DNA für die Tests, beschrieben aber auch eine Kreuzreaktion 

des cLAMP-Assays mit F. subglutinans. 

4. Veröffentlichungen 

• Morgenstern K., Polster J.-U., Krabel D. (2023). Loop-Mediated Isothermal Amplification 

(LAMP). Eine einfache und kostengünstige Methode zum DNA-basierten Nachweis von 

phytopathogenen Pilzen in forstlichem Pflanzenmaterial. In: M. Liesebach (Hrsg.) Thünen 

Report 105: Beiträge von Forstpflanzenzüchtung und Forstgenetik für den Wald von Morgen. 

7. Tagung der Sektion Forstgenetik/Forstpflanzenzüchtung vom 12. bis 14. September 2022 
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in Ahrensburg: Tagungsband. Braunschweig: Johann Heinrich von Thünen-Institut, 16-21, 

https://doi.org/10.3220/REP1681451577000. 

• Morgenstern K., Polster J.-U., Lode C. M.; Krabel D. (2023). Diplodia-Triebsterben – 

Untersuchung zur Verbreitung von Diplodia spp. in deutschen Saatguterntebeständen der 

Wald- und Schwarzkiefer. Forstwissenschaftliche Tagung „Wald- und Holzforschung zwischen 

Klimawandel, Bioökonomie und gesellschaftlichen Umbrüchen“, Dresden 11.09.-13.09.2023. 

• Beitrag im Tagungsband der 8. Sektionstagung Forstgenetik / Forstpflanzenzüchtung 

(ausstehend) 

• AFZ-derWald: Dem Pilz auf der Spur: neuer Schnelltest zur Detektion des Kiefernschütte-

Erregers (ausstehend) 
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1. Beitrag zu den förderpolitischen Zielen 

Das Forschungsvorhaben SeedProtect leistet einen wertvollen Beitrag für die Verbesserung des 
Qualitätsmanagements in der Forstproduktion und im Vertrieb von herkunftsgesichertem Vermehrungsgut 
entsprechend des Forstlichen Vermehrungsgutgesetzes (FoVG). 

Die Verfügbarkeit und Bereitstellung qualitativ hochwertigen Saatguts ist eine Grundvorraussetzung für den 
Erhalt und die Neubegründung anpassungsfähiger und somit klimatoleranter Wälder.  Dieses Projekt liefert für 
den breitflächigen Einsatz geeignete Werkzeuge, mit dem Saatgut auf einen Befall mit phytopathogenen 
Pilzen, die in heimischen Gebieten vom Klimawandel profitieren, geprüft werden kann. Durch die konsequente 
Nutzung dieser hier vorgestellten Werkzeuge kann die Verbreitung der Schadpilze maßgeblich eingedämmt 
werden, womit sowohl bestehende als auch zukünftig geschaffene Wälder durch die Förderung ihrer Vitalität 
und Stabilität nachhaltig geschützt werden. Der in diesem Projekt entwickelte Schnelltest zur Detektion von 
Lophodermium seditiosum MINTER, einem Schädling der Waldkiefer (Pinus sylvestris L.), kann hohe 
Ausfallraten bei der Pflanzung dieser Baumart mindern. Da die Waldkiefer mittlerweile die in heimischen 
Wäldern häufigste Baumart darstellt1, ist der Schutz dieser Bäume ökologisch und ökonomisch besonders 
relevant. Holz der Waldkiefer ist ein wirtschaftlich bedeutender Rohstoff. Durch die Minderung der Ausfallraten 
bei der Produktion dieses Holzes, und somit der Senkung der Produktionskosten, kann die 
Wettbewerbsfähigkeit der heimischen Wirtschaft in diesem Bereich entscheidend verbessert werden. 

2. Erzielte Ergebnisse 

Zur Umsetzung dieses Projekts wurden 30 Saatgutlieferungen, davon 26 aus verschiedenen heimischen 

Provenienzen, verwendet. Das Saatgut umfasste die Arten Pinus sylvestris L. (Waldkiefer), Pinus nigra 

J.F.ARNOLD (Schwarzkiefer), Pinus contorta DOUGL. EX LOUD. (Küstenkiefer), Pinus mugo TURRA (Bergkiefer), 

Larix decidua MILL. (Europäische Lärche) und Larix kaempferi [LAMB.] CARRIÈRE, (Japanische Lärche). Von 

Wald- und Schwarzkiefer sowie von der Europäischen Lärche wurden zudem insgesamt 67 Jungpflanzen in 

die Untersuchungen mit einbezogen. 

Das im Projekt verwendete Pilzmaterial stammte vom Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Utrecht, 

Niederlande), dem Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

(Braunschweig) und der Nordwestdeutschen Forstlichen Versuchsanstalt mit Frau Dr. Langer als 

Ansprechpartnerin sowie aus laboreigenen Pilzkulturbeständen aus vorangegangenen Projekten. Unter 

diesen Pilzkulturen waren die 3 hauptsächlich betrachteten Schadpilze Diplodia pinea (DESM.) J.J. KICKX, 

Fusarium circinatum NIRENBERG & O'DONNELL und L. seditiosum sowie nah verwandte Arten vertreten. Neben 

den Pilzen wurden außerdem synthetisch hergestellte Fragmente bestimmter Pilz-DNA-Sequenzen für die 

Etablierung der Schnelltests zur Detektion von D. pinea, F. circinatum und L. seditiosum verwendet. 

 
1  Siehe auch MERKBLATT ZUM ABSCHLUSSBERICHT 

 Das Berichtsblatt ist bei Verbundvorhaben für jedes Teilvorhaben separat zu erstellen. 
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Zum Nachweis von L. seditiosum wurde ein für den Einsatz in der Praxis geeigneter LAMP-Schnelltest 

entwickelt. Die Nachweisgrenze des neu entwickelten Tests lag bei 1 fg/μl DNA, Kreuzreaktionen mit anderen 

Pilzarten konnten nicht nachgewiesen werden. 

Auch zur Etablierung von LAMP-Schnelltests zur Detektion von D. pinea und F. circinatum wurden die nötigen 

Arbeiten inklusive Sequenz-Recherche, Primerentwicklung und dem Testen dieser Primer auf ihre Eignung 

zur Verwendung für LAMP-Schnelltests durchgeführt. Die Etablierungsarbeiten für diese beiden Tests wurden 

jedoch nicht abgeschlossen, da für den Nachweis von F. circinatum im Jahr 2020 von Dritten ein LAMP-

Analyseverfahren publiziert wurde2 und bei Verwendung der untersuchten Primersets zur Detektion von D. 

pinea stets Kreuzreaktionen mit anderen Pilzarten zu verzeichnen waren. Ansätze für weitere 

Forschungsarbeiten für einen LAMP-basierten Nachweis von D. pinea sind im Abschlussbericht unter Punkt II 

2. und in diesem Berichtsblatt unter 3.4. aufgeführt. 

Das zur Verfügung stehende Pflanzenmaterial wurde mittels LAMP- und PCR-Tests auf den Befall mit F. 

circinatum, L. seditiosum, D. pinea sowie den mit D. pinea nahe verwandten Arten Diplodia seriata DE NOT 

und Diplodia scrobiculata J. DE WET, SLIPPERS &M.J. WINGF untersucht. Dafür wurde zunächst DNA aus den 

zur Verfügung stehendem Saatgut und Jungpflanzen isoliert. Für das Screening auf eine Infektion mit F. 

circinatum wurde der oben erwähnte von Dritten publizierte LAMP-Test2 sowie ein ebenfalls bereits publizierter 

PCR-Test3 verwendet. Dieser Schadpilz wurde im untersuchten Probenmaterial nicht nachgewiesen. Zur 

Detektion von L. seditiosum wurde der in diesem Projekt etablierte LAMP-Schnelltest verwendet. Vergleichend 

wurden alle Proben zudem mit einem PCR-Test4 zum Nachweil des Kiefernschütteerregers untersucht. In den 

Saatgutlieferungen wurde mithilfe des PCR-Tests kein Befall mit L. seditiosum festgestellt. Das LAMP-Assay 

wies den Pilz jedoch in 3 der Saatgutlieferungen von P. sylvestris nach.  Bei der Untersuchung der 

Jungpflanzen wiesen sowohl der LAMP- als auch der PCR-Test L. seditiosum übereinstimmend in 10 der 20 

Kiefernpflanzen nach. Allerdings zeigte eine weitere Jungkiefer ein positives PCR-Ergebnis, während für diese 

Probe per LAMP-Test kein Befall mit L. seditiosum festgestellt wurde. 

Zum Nachweis der 3 Diplodia-Arten D. pinea, D. scrobiculata und D. seriata wurden 3 PCRs verwendet, die 

von Smith & Stanosz (2006) etabliert wurden5. Beim Screening der Jungpflanzen wurden weder D. 

scrobiculata noch D. seriata per PCR detektiert. Der Pilz D. pinea hingegen wurde in einer Schwarzkiefer 

nachgewiesen, während die restlichen 66 Jungpflanzen auch bei diesem PCR-Test negative Resultate 

erhielten. Bei der Untersuchung des Saatguts wurden D. scrobiculata und D. seriata jeweils in 2 

Kiefernsaatgutproben nachgewiesen. In den verbleibenden 21 Kiefern- und den 7 Lärchenproben wurden 

diese beiden Pilze nicht detektiert. Im Gegensatz dazu wurde D. pinea in 19 der 23 Kiefernsaatgutherkünfte 

identifiziert. Auch im Lärchensaatgut war D. pinea in der Mehrzahl der Lieferungen enthalten.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieses Screenings eine weite Verbreitung der Pathogene L. 

seditiosum und D. pinea in heimischem Kiefernsaat- und -pflanzgut während der Quarantäneerreger F. 

circinatum nicht detektiert wurde. 

Das Forschungsvorhaben und die erzielten Ergebnisse sowie das Potenzial des LAMP-Verfahrens in Bezug 

auf den Nachweis von pflanzenschädigenden Organismen wurden auf 4 Fachtagungen vorgestellt. Auf diesen 

Veranstaltungen konnten sowohl Forschende als auch Vertreterinnen und Vertreter der forstlichen Praxis 

erreicht werden. Zusätzlich wurde das Projekt auf zwei weiteren Informationsveranstaltungen präsentiert, die 

sich an ein breiteres Publikum, beispielsweise auch an Waldbesitzende oder forstlich Interessierte, richteten. 

Daneben wurde ein Artikel mit den Projektergebnissen bei der Forst-Zeitschrift AFZ-DerWald eingereicht, 

dessen Publikation im 2. Quartal 2025 geplant ist. 

In den Masterstudiengängen Forstwissenschaften und Tropical Forestry der TU Dresden wurde eine 

praxisorientierte Lehrveranstaltung angeboten, in deren Rahmen die Studierenden über das Thema der 

molekulargenetisch gestützten Forsthygiene informiert wurden. Des Weiteren wurden Abschlussarbeiten von 

3 Studierenden der TU Dresden und der Hochschule Mittweida betreut. 

 

3. Fortschreibung des Verwertungsplans 

3.1. Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte 
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3.2. Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont)  

Der hier etablierte LAMP-Test zur Detektion von L. seditiosum besitzt das Potenzial für eine wirtschaftliche 
Vermarktung. Der nächste Schritt, um dieses Ziel umzusetzen, ist das Testen von simplen Systemen zum 
Ablesen des Reaktionsergebnisses wie dem Leuchten einer Probe unter UV-Licht oder dem Ausfällen von 
Niederschlag, um den Einsatz in Einrichtungen ohne umfassende Laborausstattung zu ermöglichen. 

3.3. Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont)  

 

3.4. Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfähigkeit  

Aufbauend auf den Erkenntnissen aus diesem Projekt können die Arbeiten an einem LAMP-Test zur Detektion 
von D. pinea fortgeführt werden. Basierend auf den Ergebnissen der im Rahmen dieses Projekts angefertigten 
Masterarbeit von Frau Lode, könnte der TEF1-Locus als vielversprechende Bindungssequenz für neue LAMP-
Primer dienen, da sich diese Sequenz zwischen den nah verwandten Arten D. pinea, D. scrobiculata und D. 
seriata unterscheidet. Somit könnten Kreuzreaktionen des LAMP-Tests mit anderen Diplodia-Arten verhindert 
werden. 

Zudem wäre es denkbar, weitere Sequenzdaten verschiedener Diplodia-Arten zu erstellen, um mögliche 
Unterschiede in potenziellen Primerbindungsregionen zu identifizieren. 

 

4. Arbeiten, die zu keiner Lösung geführt haben 

Die bisherigen Entwicklungsarbeiten zur Etablierung von LAMP-Tests zur Detektion von F. circinatum und D. 
pinea führten noch nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen. Für beide Tests wurden LAMP-Primer entwickelt 
und getestet. 

Die Arbeiten an einem Schnelltest zur Detektion von F. circinatum wurden jedoch abgebrochen, da von 
Stehlíková et al. (2020) bereits LAMP-Assays zum Nachweis des Erregers LAMP-Primer publiziert wurden2. 

Beim Nachweis von D. pinea bestand die Schwierigkeit im wiederholten Auftreten von Kreuzreaktionen beim 
Einsatz der getesteten Primer, insbesondere mit nah verwandten Arten. Wie unter 3.4. ausgeführt, wurden im 
Rahmen des Projekts jedoch vielversprechende Lösungsansätze für nachfolgende Forschungsarbeiten 
gefunden. 

5. Präsentationsmöglichkeiten für mögliche Nutzer 

Die Projektergebnisse sowie das LAMP-Verfahren als günstiges und wirkungsvolles Screeninginstrument 

wurden während der Projektlaufzeit auf verschiedenen Tagungen und Konferenzen vorgestellt: 

• Morgenstern, K.; Polster, J.-U.; Krabel, D. (2022): Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP): Eine 

einfache und kostengünstige Methode zum DNA-basierten Nachweis von phytopathogenen Pilzen in 

forstlichem Pflanzenmaterial. 7. Tagung der Sektion Forstgenetik/Forstpflanzenzüchtung „Beiträge 

von Forstpflanzenzüchtung und Forstgenetik für den Wald von Morgen“, Ahrensburg 12.09.-

14.09.2022. 

• Morgenstern, K.; Polster, J.-U.; Krabel, D. (2022): Phytopathogene Pilze in der forstlichen Pflanzenzucht 

– Entwicklung von Schnelltests zur Qualitätssicherung bei der Forstpflanzenproduktion und 

Bereitstellung von leistungsstarkem Saat- und Pflanzgut. Waldklimafonds-Kongress 2022, Göttingen 

11.-12.10.2022 

• Morgenstern, K.; Polster, J.-U.; Lode, C.-M; Krabel, D. (2023): Diplodia-Triebsterben – Untersuchung 

zur Verbreitung von Diplodia ssp. in deutschen Saatguterntebeständen der Wald- und Schwarzkiefer. 

Forstwissenschaftliche Tagung 2023 „Wald- und Holzforschung zwischen Klimawandel, Bioökonomie 

und gesellschaftlichen Umbrüchen“, Dresden 11.09.-13.09.2023 

• Liedel, K.; Morgenstern, K.; Lode, C.-M.; Schuldt, B. Schnelltest zur Erkennung von Lophodermium 

seditiosum in forstlichem Saatgut – Etablierung einer Loop-mediated isothermal AMPlification (LAMP) 

zur Pathogendetektion. 8. Tagung der Sektion Forstgenetik/Forstpflanzenzüchtung „Wald der Zukunft 

– Beitrag von Forstgenetik und Forstpflanzenzüchtung“, Freiburg 11.-13.09.2024 

Neben diesen Vorträgen und Posterpräsentationen auf Tagungen wurde das Projekt im Rahmen des 

Forstgenetischen Kolloquiums „GENial – Den Bäumen auf der Spur“ am 22.02.2022 in Tharandt und bei dem 

WKF-Themennachmittag am 11.04.2024 zum Thema „Forstpflanzenzüchtung: Wälder fit machen für den 

Klimawandel“ präsentiert.  
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Veröffentlichungen, in denen Projektergebnisse präsentiert werden, sind zum einen in den Tagungsbänden 

oben genannter Veranstaltungen zu finden. Zum anderen wurde im September 2024 ein Artikel mit 

Ergebnissen aus dem Projekt bei der Forst-Zeitschrift AFZ-DerWald eingereicht. Die Publikation in diesem 

Magazin ist im 2. Quartal 2025 geplant. 

• Morgenstern K., Polster J.-U., Krabel D. (2023). Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP). Eine 

einfache und kostengünstige Methode zum DNA-basierten Nachweis von phytopathogenen Pilzen in 

forstlichem Pflanzenmaterial. In: M. Liesebach (Hrsg.) Thünen Report 105: Beiträge von 

Forstpflanzenzüchtung und Forstgenetik für den Wald von Morgen. 7. Tagung der Sektion 

Forstgenetik/Forstpflanzenzüchtung vom 12. bis 14. September 2022 in Ahrensburg: Tagungsband. 

Braunschweig: Johann Heinrich von Thünen-Institut, 16-21, 

https://doi.org/10.3220/REP1681451577000. 

• Morgenstern K., Polster J.-U., Lode C. M.; Krabel D. (2023). Diplodia-Triebsterben – Untersuchung zur 

Verbreitung von Diplodia spp. in deutschen Saatguterntebeständen der Wald- und Schwarzkiefer. 

Forstwissenschaftliche Tagung „Wald- und Holzforschung zwischen Klimawandel, Bioökonomie und 

gesellschaftlichen Umbrüchen“, Dresden 11.09.-13.09.2023. 

• Beitrag im Tagungsband der 8. Sektionstagung Forstgenetik / Forstpflanzenzüchtung (ausstehend) 

• AFZ-derWald: Dem Pilz auf der Spur: neuer Schnelltest zur Detektion des Kiefernschütte-Erregers 

(ausstehend) 

Auch zukünftige Anwenderinnen und Anwender haben die Möglichkeit zur Präsentation des Verfahrens der 

LAMP-Schnelltests. Wie durch den persönlichen Austausch auf den im Rahmen der Projektlaufzeit besuchten 

Konferenzen und Tagungen beobachtet, besteht insbesondere bei Beschäftigten der Forstlichen 

Versuchsanstalten sowie Saatgutprüfstellen und Baumschulen erhebliches Interesse an der LAMP-Technik 

als einfaches, sensitives und kostengünstiges Nachweisverfahren. Praxisnahe Konferenzen und Messen 

bieten somit eine hervorragende Möglichkeit, um ein aufgeschlossenes Publikum zu erreichen. 

 

6. Ausgaben- und Zeitplanung 

Die Projektlaufzeit wurde aufgrund personeller Umstrukturierungen kostenneutral um vier Monate bis zum 

31.01.2025 verlängert. Die Stelle der wissenschaftlichen Mitarbeiterin, die zum 01.12.2024 ausgeschieden ist, 

blieb bis zum Ende der Projektlaufzeit unbesetzt. Dadurch entstand ein Finanzüberschuss in Höhe von 

32.052,39 Euro, der bereits an den Mittelgeber zurückgeführt wurde.  
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Berichtsblatt - Kurzfassung des Vorhabens 1 

Zuwendungsempfänger: 

TU Dresden; Institut für Forstbotanik und 

Forstzoologie; 

AG Molekulare Gehölzphysiologie 

Förderkennzeichen: 

2220WK06X4 

Thema: 

Phytopathogene Pilze in der forstlichen Pflanzenzucht – Entwicklung von Schnelltests zur 
Qualitätssicherung bei der Forstpflanzenproduktion und Bereitstellung von leistungsstarkem Saat- und 
Pflanzgut (SeedProtect) 

 

Laufzeit des Vorhabens: 

01.10.2021 - 31.01.2025 

 

Projektbeschreibung:  

 

Die Verfügbarkeit von gesundem Saat- und Pflanzgut ist eine Grundvoraussetzung für die ökologische und 
wirtschaftliche Stabilität unserer Wald- und Forstbestände. Dabei ist die Vorbeugung der Ausbreitung von 
Krankheitserregern ein unverzichtbares Mittel, um die Schädigung von Baumbeständen durch biotische 
Stressoren wie Schadinsekten oder phytopathogene Pilze zu vermindern. Dies lässt sich wirkungsvoll durch 
einen möglichst frühzeitigen Nachweis von Schaderregern und dem anschließenden Aussortieren von 
infiziertem Saat- und Pflanzgut realisieren. Um dieses Material großflächig auf den Befall mit Pathogenen 
prüfen zu können, werden effiziente und praxistaugliche Diagnoseverfahren benötigt. Daher war es das Ziel 
dieses Vorhabens, Schnelltests zur Detektion phytopathogener Pilze in forstlichem Saat- und 
Vermehrungsgut zu entwickeln. Als Nachweismethode wurde das LAMP-Verfahren (loop-mediated 
isothermal amplification) gewählt, das auf der Erkennung pilzspezifischer DNA-Sequenzen basiert und 
herkömmlichen Detektionsmethoden im Hinblick auf Sensitivität, Spezifität, Arbeitsaufwand und Kosten 
überlegen ist. 

Der Fokus dieses Projekts lag auf 3 Schadpilzen, die die Waldkiefer (Pinus sylvestris L.), eine der 
ökonomisch wichtigsten heimischen Baumarten, befallen: Diplodia pinea (DESM.) J.J. KICKX, Erreger des 
Diplodia-Triebsterbens, Lophodermium seditiosum MINTER, der die Kiefernschütte verursacht, und das 
aktuell gefährlichste Pilzpathogen im Kiefernanbau, der Quarantäneorganismus und Ursache des 
Pechkrebses der Kiefer Fusarium circinatum NIRENBERG & O'DONNELL. 

Die Auswahl der Pathogene erfolgte anhand der forstwirtschaftlichen Bedeutung der Wirtspflanze als 
häufigste heimische Baumart1 sowie dem aktuellen und prognostiziertem zukünftigen Schadpotenzial der 
Pilze. 

Zur Realisierung des Forschungsvorhabens sollte geeignetes Pilz- und Pflanzenmaterial für die LAMP-Test-
Entwicklung und ein anschließenden Saatgut- und Jungpflanzenscreening evaluiert und bereitgestellt 
werden. Danach sollten LAMP-Schnelltests zum Nachweis der phytopathogenen Pilze D. pinea, F. 
circinatum und L. seditiosum etabliert werden. Mit diesen neu entwickelten LAMP-Schnelltests sollte 
anschließend eine Untersuchung der Verbreitung der genannten Pathogene in forstlichem Vermehrungsgut 
erfolgen.  

 

Projektergebnisse:  

Zur Umsetzung des Projekts wurde zunächst Pflanzen- und Pilzmaterial bezogen. Dieses umfasste 30 

Saatgutlieferungen sowie 67 Jungpflanzen verschiedener Kiefer- und Lärchenarten, jeweils aus mehreren 

heimischen Saatgutrevieren.   

Neben Kulturen und DNA-Material von D. pinea, L. seditiosum und F. circinatum wurden weitere Pilzarten, 

unter anderem mit den genannten Schaderregern nah verwandte Arten, in die Untersuchungen mit 

einbezogen. Zum Etablieren der LAMP-Tests wurden außerdem synthetische DNA-Fragmente des Erbguts 

der 3 genannten Pilze verwendet. 

Anschließend wurden verschiedene LAMP-Protokolle zur Detektion von D. pinea, L. seditiosum und F. 
circinatum entworfen und getestet. Zum Nachweis von L. seditiosum wurde ein optimierter LAMP-Schnelltest 
entwickelt, der eine hohe Sensitivität und Spezifität besitzt und hervorragend zum Einsatz in der forstlichen 
Praxis geeignet ist. Die Arbeiten an Tests zum Nachweis von D. pinea und F. circinatum wurden jedoch 

 
1  Das Berichtsblatt ist bei Verbundvorhaben für jedes Teilvorhaben separat zu erstellen. 
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eingestellt, da die Spezifität der Tests unzureichend war, beziehungsweise entsprechende LAMP-Tests 
bereits von Dritten publiziert wurden2. 

Im Anschluss wurde das zur Verfügung stehende Pflanzenmaterial mit dem neu entwickelten LAMP-Test zur 
Detektion von L. seditiosum sowie schon publizierten PCR- und LAMP-Tests zum Nachweis der 3 im Projekt 
betrachteten Pilze untersucht. 

Die Ergebnisse dieses Screenings zeigen die weite Verbreitung der Pathogene L. seditiosum und D. pinea in 

heimischem Saat- und Pflanzgut. Damit wird Notwendigkeit eines Schnelltestverfahrens, das für den 

breitflächigen Einsatz geeignet ist, um infiziertes Vermehrungsgut vor dem Ausbringen zu detektieren, 

nachdrücklich bestätigt. Der Quarantäneschädling F. circinatum wurde jedoch in keiner der hier untersuchten 

Proben nachgewiesen. 

Ergebnisse dieses Projekts wurden auf verschiedenen Tagungen und Informationsveranstaltungen 

präsentiert. 

 

Literatur 

1. Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft (BMEL). Der Wald in Deutschland - 
Ausgewählte Ergebnisse Der Vierten Bundeswaldinventur. Bundesministerium für Ernährung und 
Landwirtschaft (BMEL); 2024. 

2. Stehlíková D, Luchi N, Aglietti C, Pepori AL, Diez JJ, Santini A. Real-time loop-mediated isothermal 
amplification assay for rapid detection of Fusarium circinatum. Biotechniques. 2020;69(1):11-17. 
doi:10.2144/BTN-2019-0168 
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Short Project Description 1 

Beneficiary: 

TU Dresden; Institut für Forstbotanik und 

Forstzoologie; 

AG Molekulare Gehölzphysiologie 

Project number: 

2220WK06X4 

Project title: 

Phytopathogenic fungi in forest plant breeding - development of rapid tests for quality assurance in forest 
plant production and provision of high-performance seed and planting material (SeedProtect) 

Project : 

01.10.2021 - 31.01.2025 

 

Project objective:  

The availability of healthy seeds and planting material is a basic prerequisite for the ecological and economic 
stability of our forests and woodland stands. Preventing the spread of pathogens is necessary to minimise 
the damage to tree populations caused by biotic stressors such as insect pests or phytopathogenic fungi. 
This can be effectively realised by detecting pathogens as early as possible and then sorting out infected 
seeds and planting material. In order to be able to test respective plant material for pathogen infestation on a 
large scale, efficient and practicable diagnostic methods are required. The aim of this research project was 
therefore to develop rapid tests for the detection of phytopathogenic fungi in seeds and propagation material 
used for forestry. The LAMP (loop-mediated isothermal amplification) method was chosen as method of 
detection. It is based on the recognition of fungus-specific DNA sequences and is superior to conventional 
detection methods in terms of sensitivity, specificity, labour and cost. 

The focus of this project was on 3 pest fungi that harm Scots pine (Pinus sylvestris L.), one of the most 
economically important German tree species. These are Diplodia pinea (DESM.) J.J. KICKX, causing Diplodia 
tip blight, Lophodermium seditiosum MINTER and the currently most dangerous fungal pathogen in pine 
cultivation, the quarantine organism and cause of pitch canker of pine Fusarium circinatum NIRENBERG & 

O'DONNELL. 

These pathogens were selected based on the importance of the host plant as the most common German 
tree species1 and the current and predicted future damage caused by the fungi. 

In order to realise this project, suitable fungal and plant material for the development of LAMP tests and the 
subsequent screening of seeds and young plants was first to be evaluated and obtained. Subsequently, 
LAMP rapid tests for the detection of the phytopathogenic fungi D. pinea, F. circinatum and L. seditiosum 
were to be established. These newly developed LAMP rapid tests were to be used to analyse the spread of 
these pathogens in seeds and planting material used in forestry. 

 

Project results:  

To realise the project, plant and fungi material was procured. This comprised 30 seed deliveries as well as 
67 young plants of various pine and larch species, each from several German provenances. 

In addition to fungal cultures and DNA of D. pinea, L. seditiosum and F. circinatum, other fungal species, 
including species closely related to the aforementioned pathogens, were included in the investigations. To 
establish the LAMP tests, synthetic DNA fragments of DNA sequences of the 3 fungi mentioned were used.  

Different LAMP protocols for the detection of D. pinea, L. seditiosum and F. circinatum were designed and 
tested. An optimised LAMP rapid test was developed for the detection of L. seditiosum, which has a high 
sensitivity and specificity and is ideally suited for use in forestry practice. However, work on tests for the 
detection of D. pinea and F. circinatum was discontinued as the specificity of the tests was insufficient or 
equivalent LAMP tests were already published by third parties2. 

Subsequently, the available plant material was analysed using the newly developed LAMP test for the 
detection of L. seditiosum as well as previously published PCR and LAMP tests for detecting the 3 fungi 
examined in the project. 

The results of this screening show the widespread distribution of the pathogens L. seditiosum and D. pinea 
in German seeds and planting material. This strongly confirms the need for a rapid test method that is 
suitable for the widespread use to detect infected propagation material before it is planted. However, the 
quarantine pest F. circinatum was not detected in any of the samples analysed here. 

The results of this project were presented at various conferences and informational events. 

 

 



Berichtsblatt (Kurzfassung/Short Description) 

4 
 

Literature  

 

1. Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft (BMEL). Der Wald in Deutschland - 
Ausgewählte Ergebnisse Der Vierten Bundeswaldinventur. Bundesministerium für Ernährung und 
Landwirtschaft (BMEL); 2024. 

2. Stehlíková D, Luchi N, Aglietti C, Pepori AL, Diez JJ, Santini A. Real-time loop-mediated isothermal 
amplification assay for rapid detection of Fusarium circinatum. Biotechniques. 2020;69(1):11-17. 
doi:10.2144/BTN-2019-0168 

  


	SeedProtect_Schlussbericht_1a_Titelblatt
	SeedProtect_Schlussbericht_1b
	SeedProtect_Schlussbericht_2_Erfolgskontrollbericht
	SeedProtect_Schlussbericht_3_Berichtsblatt

