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Summary: The study aimed to test molecular methods for the identification of mushrooms. A sequen-
cing analysis of the LROR-LRS region lying within the 28S rDNA was carried out to test the identity of
dried fungi compared with authentically determined samples. Additionally, RPLP-analysis turned out to
be a suitable, fast method to test the identity of dried fungi utilized for commercial or scientific purposes.
Two practical examples, the identification of mushrooms related to Boletus edulis, respectively Xero-
comus chrysenteron, have been chosen to show the efficiency of the applied methods.

Zusammenfassung: Molekulare Methoden wurden auf ihre Eignung zur Identifizierung von Speise-
pilzproben getestet. Durch eine Sequenzanalyse der LROR-LRS Region des 28S Gens innerhalb der IDNA
wurden Trockenpilze auf Identitit zu authentisch bestimmten Vergleichsproben iiberpriift. Die RFLP-
Analyse erwies sich zusitzlich als geeignete, schnelle Methode zur Uberpriifung von Trockenpilzen fiir
kommerzielle oder wissenschaftliche Zwecke. Die Effizienz der verwendeten Methoden wird anhand
zweier Beispiele aus der Praxis, der Identifizierung von Speisepilzen aus dem Verwandtschaftsbereich
von Boletus edulis bzw. Xerocomus chrysenteron aufgezeigt.

Einleitung

Dank der Tatsache, dass sich DNA in Trockenpilzen langere Zeit erhilt (BRUNS et al. 1990), kon-
nen diese mittels moderner molekularer Verfahren auf Identitéit oder Nicht-Identitiit zu authentisch
bestimmten Vergleichsproben iiberpriift werden. Diese Priifverfahren konnen angewendet wer-
den bei der Pilzbestimmung fiir wissenschaftliche und kommerzielle Zwecke. In diesem Beitrag
wird dargestellt, wie fiir den Handel vorgesehene oder vertriebene Trockenpilze, und besonders
auch bislang kaum iiberpriifbares Pilzpulver auf Konformitit mit den Leitsétzen fiir Pilze und Pilz-
erzeugnisse untersucht werden konnen (HAUSER 1999). Anhand zweier aus Ostasien (China) stam-
mender Trockenpilzproben A und B einer Pilzfirma, die um Beantwortung der Frage bat, ob
beide Proben dem Steinpilz (Boletus edulis) zugerechnet werden konnen, sollen die angewandten
Methoden und Ergebnisse aufgezeigt werden. Eine Sequenzanalyse der LROR-LR5-Region des
28S Gens innerhalb der rDNA konnte zur Kldrung dieser Frage beitragen. Zusétzlich wurde ein
einfacheres molekularbiologisches Verfahren etabliert, mithilfe dessen Pilzproben aus dem Ver-
wandtschaftsbereich von Boletus edulis schnell und sicher identifiziert werden konnen.

Anschrift der Autoren: Margit Jarosch und Prof. Dr. Andreas Bresinsky, Institut fir Botanik, Universitat
Regensburg, Universitatsstr. 31, D — 93040 Regensburg
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Material und Methoden

Pilzmaterial

Es wurden jeweils drei verschiedene Fruchtkorper der Probensammlungen A (A-a, -b, -¢) und
B (B-a, -b, -¢) untersucht. Die in Tabelle 1 aufgelisteten Pilzstimme wurden als Vergleichsmate-
rial herangezogen. Folgende Vergleichssequenzen wurden zusitzlich aus GenBank enthommen:

Boletus edulis Bull.: Fr.: AF 050643
Xerocomus chrysenteron (Bull.) Quél.: AF 071537

Isolierung von DNA

Getrocknete Fruchtkorper dienten nach Entfernen der dufleren Schichten mit Hilfe eines Skalpells
als Ausgangsmaterial fiir die DNA-Extraktion. Eine Probenmenge von 50 mg erwies sich als aus-
reichend.

Das verwendete Verfahren richtete sich im Wesentlichen nach LEE & TAYLOR (1990). Die Kon-
zentration und Qualitit der erhaltenen DNA wurde durch Fiarbung mit Ethidiumbromid auf 1%-
igen Agarosegelen abgeschitzt.

DNA -Amplifizierung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die DNA-Amplifizierung wurden folgende Primersequenzen verwendet (vergl. VILGALYS 1992):
LROR:  5-ACC CGC TGA ACT TAA GC-3°
LRS: 5°-TCC TGA GGG AAA CTT CG-3°

Die DNA-Lsungen wurden zwischen 1:1000 und 1:100 verdiinnt. Die Reaktionsansitze ent-
hielten 37 ul verdiinnte DNA und 63 pl Mastermix (47,5 ul HyO bid., 10 ul 10x PCR-Reaktions-
puffer (700 mM Tris-HCI, 200 mM (NH4),SO4, 0,1 % Tween 20, pH 9,0), 3 ul MgCl, (50 mM),
1,5 ul ANTP-Mix (200 uM je dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 50 pmol der Primer LROR und
LR5, sowie 1 U Tag-Polymerase). Die Schritte Denaturierung, Primeranlagerung (Annealing)
und Verlidngerung der Primer durch die Tag-Polymerase (Extension) wurden in zyklischer Folge
37 mal wiederholt. Der Thermocycler (Trio TB1, Biometra) wurde fiir die Amplifizierung des
900 Basen langen Produkts folgendermaflen programmiert: Denaturierung: 94 °C, 1 min; Annea-
ling: 47 °C, 45 sec; Extension: 72 °C, 2 min.

Quantitit und Qualitit der gewonnenen PCR-Produkte wurden auf 1%-igen, mit Ethidiumbro-
mid gefirbten Agarosegelen tiberpriift.

Fiir nachfolgende Cycle-Sequencing-Reaktionen wurden die PCR-Produkte tiber QIAquick Zen-
trifugationsséulchen (Qiagen) nach Angaben des Herstellers gereinigt. Die Aufreinigung der PCR-
Produkte fiir den nachfolgenden Restriktionsverdau erfolgte wie in FISCHER (1995) angegeben.

Sequenzanalyse

Fiir das Cycle Sequencing wurde der ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Perkin Elmer) verwendet. Ein Reaktionsansatz (Endvolumen 11 pl) enthielt 3 pl
gereinigtes PCR Produkt, 8 pmol LROR, bzw. LR5 sowie 2 pl Premix (ABI Prism BigDye Ter-
minator Ready Reaction Kit mit AmpliTag-Polymerase, Perkin Elmer). Der Thermocycler wurde
folgendermafBen programmiert: Denaturierung: 96 °C, 2 min; Annealing: 47 °C (LROR), 49 °C
(LRS5), Extension: 60 °C, 4 min. Die einzelnen Schritte wurden in einer Schleife 25 mal durch-
laufen.
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Tab. 1: Verwendetes Pilzmaterial

Art Stamm Datum Fundort leg. / det.
Boletus edulis?) R74/91 17.10.1991 Bayern Helfer / Reisinger
R380/88 14.09.1988 Bayern Reisinger / Besl
R493/90 22.10.1990 Bayern Reisinger
No 14 1988 Turkei
No 15 1988 Jugoslawien
197/89 China
Boletus pinophilus?) No 4 20.07.1992 Bayern Arnold
42/93 02.08.1993 Bayern Besl
Suillus greville) SgrM2 19.07.1998 Bayern Jarosch
Suillus viscidus?® SaM1 15.07.1998 Bayern Besl
1) Boletus edulis Bull.: Fr.; 2) Boletus pinophilus Pilat & Dermek;

3) Suillus grevillei (Klotzsch: Fr.) Singer; 4 Suillus viscidus (Fr. & Hok) Rauschert

Zur Reinigung der Ansitze vor dem Gellauf wurde die DNA mit 55 ul EtOH (96 %) unter Zusatz
von 2 ul 3 M NaAc (pH 4,6) gefillt und mit 150 ul EtOH (70 %) gewaschen.

Die Polyacrylamid-Gelektrophorese (5,25%-iges Polyacrylamid-Gel, PAGE-Plus, 7 M Urea, Am-
resco) erfolgte mit dem ABI 373 A oder ABI 377 Automated Sequencer (Perkin Elmer).

Auswertung der Sequenzdaten

Gegenlédufige Sequenzen wurden mit SeqEd,Version 1.0.3 (STEIN 1991) revertiert. Das Align-
ment der Sequenzen erfolgte mit dem Programm ClustalX (THOMPSON et al. 1997) und wurde
anschliefend mit MacClade, Version 3 (MADDISON & MADDISON 1992) kontrolliert und bear-
beitet. Aus den Nucleotidsequenzen wurde mit DNA DIST, Phylip 3.5¢ Packet (FELSENSTEIN
1993) eine Distanzmatrix erzeugt. Bei der Berechnung war der Kimura-2-Parameter aktiv. Das
Verhiltnis von Transition zu Transversion wurde mit 2,0 vorgegeben. Das in Abbildung 1 dar-
gestellte Dendrogramm wurde mit NEIGHBOR, Phylip 3.5¢ Packet (FELSENSTEIN 1993) berech-
net. MitClustalX (THOMPSON et al. 1997) wurde eine Bootstrap-Analyse mit 1000 Replikaten
durchgefiihrt.

Restriktionsfragment-Analyse der amplifizierten rDNA-Abschnitte

Es wurden Restriktionsfragment-Analysen der innerhalb des 28S Genes gelegenen LROR-LRS5-
Region durchgefiihrt. 10 pl der gereinigten PCR-Produkte ausgewihlter Arten wurden mit jeweils
8 — 10 U der Restriktionsendonucleasen Hae 111, Hpa I1 und Mbo 1 nach Angaben der Hersteller
verdaut und einer horizontalen Elektrophorese unterzogen.

Die Restriktionsfragmente wurden auf 3,3%igen Agarosegelen elektrophoretisch getrennt. Als
Referenz diente der DNA-Lingenstandard pBR 328 (Weight Marker VI, Boehringer). Die Schnitt-
muster der untersuchten Proben wurden miteinander verglichen.
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Abb. 1: Neighbor-joining Dendrogramm, basierend auf einer Sequenzanalyse der 28S rDNA.
Bootstrapwerte iiber 50 % sind auf den jeweiligen Asten angegeben
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Ergebnisse

Sequenzanalyse zur Identifizierung der Proben A und B

Das durch Sequenzierung eines 900 Basen langen Abschnitts des 28S Gens erhaltene Neighbor-
joining Dendrogramm ist in Abbildung 1 dargestellt. Als Outgroup dienten Suillus grevillei SgrM2
und Suillus viscidus SaM1.

Das Dendrogramm 1@t eine Gliederung in vier Cluster erkennen. Cluster I beinhaltet die Auf-
sammlungen Boletus edulis R74/91, R380/88, R493/90 aus Bayern, die Aufsammlung Boletus
edulis No 15 aus Jugoslawien, sowie die aus GenBank entnommene Sequenz von Boletus edulis
AF 050643. Cluster II beinhaltet zwei Aufsammlungen der eng mit Boletus edulis verwandten
Art Boletus pinophilus (No 4 und 42/93). Cluster I1I enthélt neben den aufgrund makroskopischer
Merkmale zu Boletus edulis gestellten Aufsammlungen aus China (197/84) und der Tiirkei (No
14) die zu identifizierenden Proben B-a, -b und -c. Boletus pinophilus steht den sicher bestimm-
ten Aufsammlungen von Boletus edulis aus Cluster I néher, als die Pilzproben B-a, -b und ¢ aus
Cluster III. Cluster IV beinhaltet neben Xerocomus chrysenteron die Proben A-a, -b und -c. Die
Aufsammlungen A weisen nur geringe Distanzwerte zu Xerocomus chrysenteron auf und stehen
deutlich getrennt von den untersuchten Vertretern aus dem Verwandtschaftskreis von Boletus edu-
lis und B. pinophilus. Diese deutliche Abgrenzung der Proben wird durch eine makroskopische
Betrachtung der Fruchtkorper bereits unterstiitzt. Das getrocknete Material wies eine fiir Boletus
edulis untypische, gelbliche Farbung auf.

RFLP-Analyse — eine schnelle und kostengiinstige Methode zur Artunterscheidung

Das 900 Basen lange Produkt der Primer LROR-LRS der Aufsammlungen Boletus edulis R74/91
(Bayern), B-a, B-b, Boletus cf. edulis 197/89 (China), A-a und A-b wurde mit den Restriktions-
endonucleasen Hae 11, Hpa 11 und Mbo 1 verdaut. Die resultierenden Schnittmuster sind in Ab-
bildung 2 dargestellt.

Die jeweils entstehenden RFLP-Phinotypen sind im Folgenden zusammengefaft:

Hae 111
Phénotyp I Phénotyp II Phénotyp III Phénotyp IV
Boletus edulis R74/91 B-a A-a A-b

B-b

Boletus cf. edulis

197/89 (China)

Durch Verdau mit der Restriktionsendonuclease Hae 111 entstehen vier unterschiedliche RFLP-
Phinotypen. Boletus edulis R74/91, A-a und A-b weisen jeweils eigene Schnittmuster auf. Das
resultierende Schnittmuster ist fiir die Proben B-a, B-b, sowie fiir Boletus cf. edulis 197/89 (Chi-
na) gleich. Das Produkt der Primer LROR-LRS5 wird hier lediglich einmal geschnitten. Es entsteht
ein 720 und ein 220 Basen langes Fragment.
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Hpa 11
Phiinotyp I Phéinotyp II Phénotyp III Phiinotyp IV
Boletus edulis R74/91 B-a A-a A-b

B-b

Boletus cf. edulis

197/89 (China)

Der Verdau des LROR-LR5-Produkts mit Hpa II liefert ebenfalls vier verschiedene RFLP-Phi-
notypen. Wieder sind die Proben A-a und A-b deutlich von Boletus edulis R74/91, als auch von
Boletus cf. edulis 197/89 (China) abgegrenzt.

Mbo 1

Phéinotyp I Phénotyp 11 Phéinotyp 111
Boletus edulis R74/91 A-a A-b

B-a

B-b

Boletus cf. edulis 197/89 (China)

Der Restriktionsverdau mit der Endonuclease Mbo 1 fiihrt zu drei unterschiedlichen Restriktions-
Schnittmustern. Das LROR-LR5-Produkt von Boletus edulis R74/91, Boletus cf. edulis 197/89
(China) und der Proben B-a, B-b wird jeweils zweimal geschnitten. In allen Fillen entstehen drei
Fragmente mit einer Lidnge von 680 Basen, 120 Basen und 100 Basen. Deutlich abweichend
von dieser Gruppe sind die unterschiedlichen RFLP-Phénotypen von A-a und A-b.

Diskussion der Ergebnisse und Ausblick

Das untersuchte Beispiel aus der Praxis zeigt die Leistungsfihigkeit der angewandten Methoden
auf. Die Ergebnisse der RFLP-Analysen lassen sich gut mit dem durch Sequenzanalyse erhaltenen
Dendrogramm in Einklang bringen. Die Probenaufsammlung B 146t sich durch die Enzyme Hae
IT und Hpa IT von Boletus edulis abgrenzen, ist aber in den niheren Verwandtschaftskreis von Bo-
letus edulis und Boletus pinophilus Pilat & Dermek zu stellen. Die Proben A-a und A-b gehoren
verschiedenen Arten an. Keine der untersuchten Aufsammlungen A-a, -b und-c kann jedoch in
den niheren Verwandtschaftskreis von Boletus edulis gestellt werden. Kleinarten aus dem Arten-
komplex rund um den Steinpilz werden erkannt und in ihrem zueinander bestehenden Verwandt-
schaftsgrad gekennzeichnet. Die asiatischen Herkiinfte von Proben, die am Trockenmaterial
makroskopisch und mikroskopisch von typischem Steinpilz aus Europa kaum zu unterscheiden
sind, fallen laut den Ergebnissen der Sequenzierung zwar in die Steinpilzgruppe, sind aber
andererseits wieder von Boletus edulis s. str. (aus Europa) verschiedener als die dem typischen
Steinpilz geniherte Kleinart des Kiefern-Steinpilzes (Boletus pinophilus). Besondere Beachtung
verdient hierbei die Probe aus der Tiirkei, die uns von einem Pilzhéndler als Trockenware zur Ver-
fligung gestellt wurde. Die an Identitit gehende Ahnlichkeit zu Proben aus China iiberrascht
etwas. Zwei Erkldrungsmoglichkeiten kommen hierfiir in Betracht: Die Pilze aus Kleinasien und
Ostasien gehoren zur gleichen, gesamtasiatischen Sippe, oder der Pilz aus der Tiirkei wurde letzt-
lich aus Ostasien bezogen. Die lebensmittelrechtliche Bewertung der ,,Steinpilze aus China“ stellt
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Abb. 2: Verdau des LROR-LRS5 Produktes der angegebenen Proben mit den Restriktionsenzymen Hae 111,
Hpa 11 und Mbo 1

sich wie folgt dar: Die Leitsitze fiir Pilze und Pilzerzeugnisse der Bundesrepublik Deutschland
erlauben die Verwendung des Steinpilzes und seiner néchstverwandten Kleinarten. Die geringe
genetische Distanz der ,,Steinpilze aus China* zu typischem européischem Steinpilz erlaubt es,
die Konformitit mit den Leitsétzen festzustellen. Anders verhilt es sich mit leicht gelblich ein-
gefirbten Proben, die aus China, ebenfalls als Steinpilze, bezogen worden waren. In diesem
Falle wies die makroskopische Beurteilung bereits darauf hin, dass hier keinesfalls Stiicke vom
Steinpilz vorliegen. Diese Einschétzung wurde durch Sequenzierung als auch durch RFLP-Ana-
lysen voll bestitigt. Die dabei festgestellte Nihe zu Xerocomus chrysenteron ist dabei allerdings
nicht so grof3, dass von einer Identitit ausgegangen werden kann. Vielmehr muss angenommen
werden, dass hier ein in den Leitsitzen nicht aufgefiihrter ostasiatischer Rohrling vorliegt.

Das angewandte RFLP-Verfahren als kostengiinstiger Schnelltest ist auch geeignet, die Arten-
zusammensetzung von Pilzpulver zu untersuchen. Die mikroskopische Kontrolle erlaubte bisher
lediglich ungenaue Bewertungen. Steinpilzpulver beispielsweise konnte bislang mikroskopisch
lediglich daraufhin untersucht werden, ob aufler Rohrlingssporen im weitesten Sinne andere Pilz-
sporen auf Fremdanteile hinwiesen. Die einzelnen Rohrlingsarten konnten jedoch anhand von
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Pilzpulver kaum voneinander getrennt werden. Mit Hilfe der RFLP-Analyse kann nunmehr fest-
gestellt werden, ob auler den fiir Boletus edulis typischen Signalen auch andere, auf beigemengte
Fremdkomponenten schlieBen lassende Signale auftreten.
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