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Swnmary: Gloeophyllum abietinum, G. sepiarium and G. trabeum forma group of brown-rot fungi ('Gill 
polypores '), which are associated with wood decay in buildings. The species have similar occurrence, 
biology, mycelia and fruit bodies. Traditionally, the fungi are differentiated by their basidiomes. However, 
differentiating characteristics may be rare in cases such as if only mycelium is available from attacked wood. 

For reliable species differentiation and isolate identification, the intemal transcribed spacer (ITS) of the 
nuclear ribosomal DNA was amplified by the polymerase chain reaction and sequenced. lsolates from 
decayed wood and from culture co!Jections were investigated. The ITS sequences characteristic of G. abie­
tinum, G. sepiarium and G. trabeum were obtained and deposited in databases. The ITS size ranged from 
625 to 632 bp. Intraspecific variation was low. Results facilitate future identification of respective isolates 
by sequence comparison, even if only vegetative mycelium was present. The ITS data enlarge our collec­
tion of sequences for the characterization of domestic wood decay fungi. 

Finally, growth rate of mycelium, influence of temperature, wood decay capacity and substrate acidifi­
cation were investigated to examine whether these traditional methods provide relevant information. 
Daily radial increment on agar was lower for isolates of G. abietinum (3.8-5.5 mm) than for G. sepiarium 
(6.6--8.3 mm) and G. trabeum (7.1-9.1 mm). Optimum temperature was 25-27.5 °C for G. abietinum, 
27.5-32.5 °C for G. sepiarium and 30-37.5 °C for G. trabeum. Lethal temperature was 40-42.5 °C for 
G. abietinum, but G. sepiarium and G. trabeum survived three weeks at 45 °C. Growth rate on spruce 
wood samples (2.6--5.2 mm/day) and wood weightloss (26.7-47.4 %) were rather similar among the iso­
lates and thus Iess suitable for species differentiation. The three Gloeophyllum species acidified their sub­
strate to a lesser extent than typical brown-rot fungi 

Zusammenf~ung: Zur Charakterisierung und Diagnose der in Gebäuden Holz zerstörenden Blättlinge 
Gloeophyllum abietinum, G. sepiarium und G. trabeum wurde der ITS-Bereich ihrer ribosomalen DNS 
per PCR amplifiziert und sequenziert. Der ITS-Bereich umfaßte 625 bis 632 bp. Die intraspezifische Va­
rianz war gering. Die Sequenzen sind in den Datenbanken niedergelegt. Unbekannte Pilzproben können 
nunmehr anhand ihrer Sequenz über Homologie identifiziert werden. 
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Biologische Untersuchungen zur Charakterisierung und Differenzierung der drei Arten ergaben: Gloeo­
phyllum abietinum wuchs auf Agar deutlich langsamer (3,8-5,5 mm täglicher radialer Zuwachs) als 
G. sepiarium (6,6--8,3 mm) und G. trabeum (7,4-9,1 mm). Die Optimaltemperatur betrug für G. abieti­
num 25-27,5 °C, für G. sepiarium 27,5-32,5 °C und für G. trabeum 30-37,5 °C. Bei G. abietinum lag 
die Letaltemperatur bei 4~2,5 °C; dagegen überlebten G. sepiarium und G. trabeum 3 Wochen bei 
45 °C. Zuwachs auf Holzproben (2,6-5,2 mm/fag) und Holzmasseverlust (26,7-47,4 %) waren jedoch 
wegen intraspezifischer Varianz für eine Artunterscheidung zu ähnlich. Verglichen mit anderen Braun­
fäulepilzen säuerten die drei Gloeophyllum-Arten ihr Substrat weniger stark an. 

Einleitung 

Eine komplexe Gruppe von Basidiomyceten verursacht in Gebäuden Holzzerstörung mit be­

trächtlichem wirtschaftlichem Ausmaß. Im gemäßigten Klima sind dies neben dem häufigsten 

Schadpilz Hausschwamm besonders mehrere Kellerschwämme und Porenhausschwämme. Einen 

nennenswerten Anteil haben auch drei BlättUnge, nämlich Tannenblätt]jng, Gloeophyllum abie­
tinum (Bull.: Fr.) P. Karsten , Zaunblättling, G. sepiarium (Wulf. : Fr.) P. Karsten, und Balken­

blättling, G. trabeum (Pers.: Fr.) Murr. In Häusern im Hamburger Raum wurden 15 verschiedene 

Basidiomyceten gefunden, und eine Literaturauswertung über Holzpilze in Gebäuden ergab insge­
samt etwa 60 Arten, darunter auch Sekundärbesiedler (HucKFELDT 2002). Die drei Blättlinge sind 
wichtige Zerstörer von Holzfenstern und im Dachbereich und finden sich auch an Masten, Pfosten, 

Zäunen, Brücken, Schwellen, Grubenhölzern u.ä. (EATON & HALE 1993; SCHMIDT 1994). Ihre 
sogenannte Hitzestarre (MJR.Ic & WJLLEITNER 1984) und Trockenstarre (THEDEN 1972) befähigt die 

Blättlinge zum Überleben im zeitweilig durch Sonneneinstrahlung erhitzten Fensterholz. 

Großflächige Erhebungen über die Häufigkeit der verschiedenen Gebäudepilze sind selten: In Ka­
lifornien betrug der Anteil von G. trabeum bei Schäden an Holz im Innenbau und in Außenver­

wendung ohne Erdkontakt 19 % und bei G. sepiarium 15 % (WJLCOX & DIETZ 1997). Angaben 
über den Anteil an Gebäudeschäden beruhen jedoch häufig auf Auswertungen gutachtlicher Fest­

stellungen und sind somit räumlich begrenzt (u.a. SCHULTZE-DEWITZ 1985, 1990) oder basieren 
auf Anfragen an staatliche Institute hinsichtlich Pilzidentifizierung, die somit nur das Spektrum 

der nicht durch Laien oder Sachverständige diagnostizierten Befälle widerspiegeln. Derartige Sta­

tistiken zeigen dennoch auch für die Blättlinge beträchtliche regionale Unterschiede: In Däne­

mark lag die Beteiligung von Gloeophyllum spp. von 1946 bis 1983 bei 2 bis 12% (KOCH 1985), 
in Finnland war der Anteil 1978-1988 bei G. sepiarium 1,3 % und bei G. trabeum l,4 % (VIJTA­

NEN & RrrscHKOFF 1991), und in Belgien waren letztere Pilze 1985-1992 zusammen nur mit 0 ,7 % 

Häufigkeit vertreten (GUILLITTE 1992). Im süddeutschen Raum betrug der Anteil von Gloeophyl­
lum spp. 1989-2002 etwa 9 % (GRJMM unveröffentl.). 

Traditionell werden die drei Blättlinge anhand ihrer Fruchtkörper bestimmt (u.a. BREITENBACH & 

KRÄNZLIN 1986; Rvv ARDEN & GILBERTSON 1993). Schwierigkeiten entstehen jedoch, wenn nur 
Mycel aufgefunden wird oder gar nur fau les Holz ohne erkennbare Pilzmerkmale, von dem 

zunächst eine Reinkultur hergestellt werden muss. Wenige oder inkonstante Merkmale des ve­

getativen Mycels sowie die intraspezifische Variabilität (,,Stammvarianz") erschweren die Be­

stimmung nahe verwandter Pilze mit konventionellen Methoden (STALPERS 1978). Bei Fäulnis­

schäden in Gebäuden fordert jedoch in Deutschland DIN 68 800 Teil 4 vor einer Sanierung eine 
eindeutige Artdiagnose. 
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Daher wurden verschiedene molekulare Techniken zur Pilzcharakterisierung bei den Gebäude­

pilzen etabliert (SCHMIDT 2000), nämlich Polymorphismen von zufällig mit der Polymeraseket­

tenreaktion (PCR) vermehrten DNS-Abschnitten ('RAPD') (THEODORE et al. 1995; SCHMIDT & 
MoRETH 1998), Restriktionsfragmentlängenpolymorphismen innerhalb der ribosomalen DNS 

('ARDRA') (SCHMIDT & MoRErH 1999) sowie die PCR mit Pilzart-spezifischen Primem ('PPSP') 

(MORETH & SCHMIDT 2000; SCHMIDT & MüRETH 2000). Die RAPD-Analyse unterscheidet jedoch 

meist auf dem Niveau von Isolaten und ist somit nicht zur Arterkennung geeignet, und ARDRA 

sowie PPSP sind anfällig gegenüber Stammvarianz innerhalb der verwendeten DNS-Region. 

Dagegen erwiesen sich PCR und nachfolgende Sequenzierung des ' intemal transcribed spacer' 

(ITS) der nuklearen ribosomalen DNS (nrDNS) als geeignete Technik zur Charakterisierung und 

Identifizierung einer Pilzart (WHITE et al. 1990; BRUNS et al. 1991), da hierbei die gesamte In­

formation der Nukleotidsequenz zur Verfügung steht und das Ausmaß der Stammvarianzdeut­

lich wird. Für die wichtigen Fäulnispilze in Gebäuden liegen die ITS-Sequenzen vor (SCHMIDT & 

M0RETH 2002a). Häufig handelt es sich um jeweils nahe verwandte Arten, deren Mycel mit klas­

sischen Methoden kaum oder gar nicht differenzierbar ist (STALPERS 1978): Echter Hausschwamm, 

Serpula lacrymans (Wulfen: Fr.) Schroeter apud Cohn, und Wilder Hausschwamm, S. himan­

tioides (Fr.: Fr.) P. Karsten (SCHMIDT & MORETH 2000, WHITE et al. 2001); die drei Keller­

schwämme: Brauner Kellerschwamm, Coniophora puteana (Schum.: Fr.) P. Karsten, Trockener 

Kellerschwarnrn, C. arida (Fr.) P. Karsten, und Olivfarbener Kellerschwarnrn, C. olivacea (Fr.) 

P. Karsten (SCHMIDT et al. 2002); die fünf Porenhausschwämme: Breitsporiger weißer Poren­

schwamm, Antrodia vaillantii (DC.: Fr.) Ryv., Reihige Tramete, Antrodia serialis (Fr.) Donk, 

Schmalsporiger weißer Porenschwarnrn, A. sinuosa (Fr.) P. Karsten, Gelber Porenschwamm, A. 

xantha (Fr.: Fr.) Ryv., und Saftporling, Oligoporus placenta (Fr.) Gilb. & Ryv., sowie auch der 

Eichenporling Donkioporia expansa (Desm.) Kotl . & Pouzar (M0RETH & SCHMIDT 2000; SCHMIDT 

& M0RETH 2002b). Die ITS-Sequenzen des „Amerikanischen Hausschwammes", Meruliporia 

incrassata (Berk. & Curt.) Murr. und der seltenen Hausschwämme, Faltig-weiche Gewebehaut, 

Leucogyrophana mollusca (Fr.) Pouzar, und Gelbrandiger Hausschwamm, L. pinastri (Fr.) Ginns 

& Weres, sind in den Datenbanken niedergelegt (SCHMIDT & MORETH unveröffentl.). ÜH et al. 

(Datenbank unveröffentl.) deponierten bereits die ITS-Sequenz eines Isolates von G. trabeum. 

Die vorliegende Arbeit behandelt zunächst die ITS-Sequenzen jeweils mehrerer Isolate der drei 

Gebäude-Blättlinge. Ziele waren eine molekulare Charakterisierung der Pilzarten, der Erhalt 

einer sicheren Basis zur Identifizierung der Blättlinge, auch wenn nur Mycel vorhanden ist, und 

die Erweiterung unserer Sequenz-Datei der Gebäudepilze (SCHMIDT & MORETH 2002a). Weiterhin 

erfolgten biologische Untersuchungen zur Charakterisierung und Differenzierung der drei Arten 
mittels der konventionellen Merkmale „Wuchsgeschwindigkeit auf Agar und auf Holz", ,,Ab­

hängigkeit des Mycelwachstums von der Temperatur", ,,Intensität der Holzzersetzung" sowie 

,,Substratansäuerung". 

Material und Methoden 

Pilze und Kultivierungsbedingungen: Vier bis sechs Isolate der drei Arten wurden untersucht, 

um die artspezifische ITS-Sequenz aufzufinden. Verwendet wurden Isolate, deren richtige Be­

stimmung angenommen wurde. Sie stammen aus Sammlungen verschiedener Institute (Tabelle 

1, Nr. 183,241 und 243) und sind als Versuchsmaterial nicht in einem Herbar hinterlegt, von 

MUCL (Nr. 258) oder sind meist jüngere eigene Isolierungen von angegriffenem Holz, manchmal 
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mit benachbarten Fruchtkörpern. Die Isolierungen in Gebäuden standen oft im Zusammenhang 
mit vorausgegangenen Wasserschäden. Die Isolate 183 und 241 aus der Hamburger Instituts­
sammlung sind Teststämme für die Europäische Norm EN 113 zur Prüfung der Wirksamkeit von 
Holzschutzmitteln. Die Anzucht der Pilze erfolgte als Obertlächenflüssigkultur in 2% Malzex­
trakt (Oxoid, Basingstoke, Hants, England) für 2 Wochen bei Zimmertemperatur. 

DNS-Isolierung: Eine Pipettenspitze Mycel wurde in ein 1,5 ml-Eppendorfgefäß mit 200 µl 
autoklaviertem Leitungswasser übertragen und die Hyphen einschließlich ihrer Zellkerne me­
chanisch mit einem sterilisierten Plastikpistill, das in das Gefäß passt, mittels eines Laborrührers 
2 min. bei 10.000 Upm „geöffnet". Die erhaltene Suspension wurde für 1 min. zur Inaktivierung 
DNS-abbauender Enzyme gekocht und dann 1 + 4, 1 + 24 und 1 + 124 mit Leitungswasser für 
eine PCR-geeignete DNS-Konzentration verdünnt (SCHMIDT et al. 2002). Eine spezielJe DNS-Rei­
nigung hatte sich als unnötig erwiesen. Diese PCR-Vorbereitung ist für Hyphen von vegetativem 
Mycel und von Fruchtkörpergewebe geeignet. Das Pilzmaterial kann ferner von Reinkulturen 
aber auch direkt von befallenem Holz in Gebäuden stammen, wenn letzteres sichtbare Pilzteile 
aufweist, jedoch nicht oder wenig mit Schimmelpilzen kontaminiert ist oder es möglich ist, keim­
arme Teile aus dem Mycelinneren zu entnehmen. 

PCR-Amplifizierung: Die komplette nrDNS-ITS-Region (ITS I, II und eingeschlossenes 
5.8S rRNS-Gen) wurde mittels der ITS 1/ITS 4-Primerkombination von WHITE et al. (1990) und 
dem 'DyNAzyme II DNA polymerase kit' (Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) gemäß der Pro­
duktinstruktionen in dem PTC-100-Thermocycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) für 
35 Zyklen von 94 °C Denaturierung, 55 °C ' Annealing' und 72 °C 'Extension',jeweils für 1 min., 
amplifiziert. Anfangsdenaturierung bei 94 °C und Schlußextension bei 72 °C erfolgten für 7 min. 

Gelelektrophorese: Die PCR-Produkte wurden mittels horizontaler Elektrophorese in DNA Aga­
rose-Gelen (Biozym, Hess. Oldendorf) in TEE-Puffer mit der ' GNA-200-Kammer' (LKB-Phar­
macia Biotech, Freiburg) kontrolliert. Die Gele wurden mit GelStar (Biozym) gefärbt und die 
DNS-Banden über 312 nm UV mit dem 'DNA BioDocAnalyze-System ' (Biometra, Göttingen) 
dokumentiert (SCHMIDT et al. 2002). 

Sequenzierung und Analyse: Die PCR-Produkte wurden kommerziell gereinigt und jeweils 
beide DNS-Stränge sequenziert (MWG-Biotech, Ebersberg). Meist wurde die komplette ITS­
Sequenz durch Überlappen beider Stränge erhalten. Manchmal mussten die Basenfolgen der 
ITS-Primer solchen Sequenzen zugefügt werden, die an einem oder beiden Enden unvollständig 
waren. Tab. 1 nennt die nrDNS-ITS-Längen der Isolate. Die Sequenzen wurden mit dem 'Clustal W 
multiple alignment program ' einander zugeordnet und manuell endbearbeitet. Mittels einer 
BLAST-Suche in den Datenbanken wurden sie auf mögliche Homologie mit dortigen Sequenzen 
verglichen. Die Sequenzen von je zwei repräsentativen Isolaten je Art sind in den internationalen 
Datenbanken (EMBL, www.ebi.ac.uk/cgi-bin/emblfetch) niedergelegt und die Zugriffsnummern 
in Tab. 1 genannt. 

Mycelwachstum, Temperaturverhalten, Holzabbau und pH-Wert: Der Temperatureinfluss 
auf das Mycelwachstum wurde in 2 % Malzagar-Petrischalen bei 20-45 °C in 2,5 °C-Schritten 
gemessen. Zur Überwindung des Impftraumas der Hyphen wurden die Schalen erst nach 3 Ta­
gen bei Zimmertemperatur in die Brutschränke gegeben. Der radiale Zuwachs wurde zwei- bis 
dreimal wöchentlich mittels Faserschreiber markiert und auf den maximalen täglichen Zuwachs 
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Tab. 1: Untersuchte lsolate mit Kodierung und Herkunft, Länge des nrDNS-ITS-Bereichs und Datenbank­
Zugriffsnummer 

Art lsolatnummer/ Herkunft, lsolierungsjahr, Besonderheiten ITS- Zugriffs-
ursprüngliche Länge nummer 
Kodierung (bp) 

Gloeophyllum 197 Deckenbalken Fichte Leitungswasserschaden 632 
abietinum Ludwigshafen 1997 

241 /Ebw.68 fakultativer Normstamm in EN 113 Eberswalde 632 

254 Deckenbalken Fichte Ludwigshafen 1997 632 AJ420947 

255 Holzverkleidung Fichte Keller Karlsruhe 1998 632 

256 Balken unter Bad Fichte Leitungswasserschaden 632 AJ420948 
Neckarsteinach 1999 

430 Balkonholz Fichte 2001 632 

Gloeophyllum 198 Palisade an Rasenfläche Fichte mit Fruchtkörper 625 AJ344141 
sepiarium Karlsruhe 1994 

201 Palisade Fichte mit Fruchtkörper Karlsruhe 1993 625 

252 Außenbalken Holzhaus Fichte Bruchsal 1998 625 

253 Balken unter Bad Fichte 1989 625 AJ420946 

G/oeophyllum 183/Ebw .1 09 Buchenholzfuß einer Wasserpumpe Eberswalde, 626 AJ420949 
trabeum obligatorischer Normstamm in EN 113 

203 Deckenbalken Fichte Regenschaden 626 
Frankfurt/Main 1993 

243/FPRL 108N = 183, erhalten aus England 626 

257 Dielenholz Fichte St. Blasien 1992 626 

258/MUCL 35053 626 

259 Innenkellertreppe Fichte Lörrach 1999 626 AJ420950 

umgerechnet (Tabelle 2, jeweils obere Zahl in einer Reihe). Als maximale Wüchsigkeit eines Iso­
lates wurde sein Zuwachs bei seiner Optimaltemperatur gewertet. Zum Erkennen des Überlebens 
bei höheren Temperaturen wurden die Kulturen der oberen Temperaturstufen bei Versuchsende 
nach 3 Wochen auffrischen Agar überimpft und nach 2 weiteren Wochen bei Zimmertemperatur 
auf Wachstum überprüft. Gleichsinnige Untersuchungen wurden in Karlsruhe auf 1,7 % Malzagar 
durchgeführt Ueweils untere Zahl). Dort erfolgten ebenfalls Zuwachsmessungen auf Fichten­
holzstäben (20 x 4 x 0,8 cm) in 3L-Erlenmeyerkolben, um dem natürlichen Substrat Holz nahe 
zu kommen. Die Stäbe befanden sich mit ihrem unteren Teil in Wasseragar (0,1 % CaCl2 x 2 H20, 
1 ,5% Agar, pH 5,7 nach Autoklav), waren mit einem Zentimeter-Maßstab markiert, wurden an 
der Kontaktstelle zwischen Holz und Agar beimpft und bei 20-25 °C inkubiert. Der pilzbedingte 
prozentuale Masseverlust wurde an kleinen Fichtenholzklötzchen (20 x 10 x 5 mm) in Petri­
schalen mit Wasseragar nach 6 Monaten bei 20-25 °C erfaßt. Bei Versuchsende wurde der pH­
Wert des Wasseragars direkt neben den Holzproben mit einer Oberflächenelektrode gemessen. 
Alle Ansätze basieren auf bis zu fünf Parallelen. 



T
ab

. 2
: 

W
uc

hs
ge

sc
hw

in
di

gk
ei

t,
 T

em
pe

ra
tu

rv
er

ha
lt

en
 u

nd
 H

o
lz

ab
ba

u 

R
ad

ia
le

r 
Z

u
w

ac
h

s 
in

 m
m

/T
a

g
 b

ei
 °

C
 

Ü
b

er
le

b
en

 v
o

n
 °

c 
Z

u
w

ac
h

s 
A

rt
 

ls
o

la
t 

au
f 

H
o

lz
 

20
 

25
 

.2
7,

5 
3

0
 

32
,5

 
3

5
 

37
,5

 
4

0
 

42
,5

 
45

 
37

,5
 

40
 

42
,5

 
45

 
m

m
/T

ag
 

24
1 

3,
8 

3,
8 

3
,3

 
2

,2
 

0
,8

 
0

,1
 

0 
0 

0 
ja

 
11

 
ne

in
 

ne
in

 

25
4 

4
,0

 
4,

5 
4

,2
 

3
,5

 
2

,7
 

0
,7

 
0

,1
 

0 
0 

ja
 

1 
ne

in
 

ne
in

 
3

,1
 

3
,7

 
3

,9
 

0
,5

 
4

,1
 

G
/o

eo
ph

yl
lu

m
 

25
5 

5,
5 

4
,8

 
4

,8
 

3
,5

 
2

,7
 

1,
5 

1,
0 

0
,5

 
0 

ja
 

ne
in

 
ne

in
 

ne
in

 
a

b
ie

tin
u

m
 

3
,1

 
3

,2
 

2,
6 

0
,7

 
3,

4 

25
6 

5
,0

 
5,

4 
4

,9
 

3
,5

 
2

,5
 

1,
0 

0
,1

 
0 

0 
ja

 
ja

 
ne

in
 

ne
in

 
3,

4 
4

,1
 

3
,5

 
0 

5
,2

 

43
0 

3
,2

 
4,

2 
3

,7
 

0,
4 

19
8 

5
,1

 
6

,1
 

6,
6 

6,
6 

6,
4 

5
,8

 
4,

4 
1,

2 
1,

0 
ja

 
ja

 
ja

 
ja

 
3

,1
 

4,
4 

5,
4 

5
,4

 

20
1 

6,
0 

7,
5 

6
,9

 
6

,9
 

5
,9

 
4

,3
 

2
,2

 
1,

0 
0,

7 
ja

 
ja

 
ja

 
ja

 
G

lo
e

o
p

h
yl

lu
m

 
3,

4 
4

,7
 

6
,8

 
5,

4 
3

,5
 

se
pi

ar
iu

m
 

25
2 

6
,3

 
6,

4 
6

,6
 

8
,3

 
7

,6
 

3
,1

 
1,

7 
1,

3 
1,

2 
ja

 
ja

 
ja

 
ja

 
3

,6
 

4
,8

 
6

,1
 

5
,7

 
3

,7
 

25
3 

6
,6

 
6

,6
 

6
,8

 
7

,3
 

5
,5

 
3

,5
 

2
,2

 
1

,0
 

0
,7

 
ja

 
ja

 
ja

 
ja

 
3

,2
 

4
,2

 
5

,8
 

3,
4 

2
,6

 

18
3 

6
,5

 
7

,8
 

8
,6

 
9

,1
 

8
,3

 
7

,3
 

3
,8

 
1

,5
 

0
,8

 
ja

 
ja

 
ja

 
ja

 

20
3 

6
,5

 
7

,1
 

7
,8

 
8,

5 
8

,2
 

7
,9

 
3

,8
 

2
,0

 
0

,6
 

ja
 

ja
 

ja
 

ja
 

4
,0

 
5

,2
 

7,
4 

8
,6

 
2

,7
 

G
/o

eo
ph

yl
lu

m
 

25
7 

5
,8

 
6

,3
 

6,
4 

6
,5

 
7

,7
 

7,
9 

4
,1

 
1,

7 
0

,7
 

ja
 

ja
 

ja
 

1 
tr

ab
eu

m
 

3
,6

 
4

,9
 

6,
9 

7
,1

 
3

,3
 

25
8 

4
,3

 
5

,3
 

7,
4 

7
,2

 
3

,7
 

25
9 

5
,5

 
6

,5
 

6
,5

 
7,

1 
6

,8
 

6
,5

 
5

,6
 

1,
8 

1,
5 

ja
 

ja
 

ja
 

ja
 

4
,1

 
5,

8 
8

,2
 

9
,0

 
3

,3
 

Le
e

rs
te

lle
: 

ni
ch

t 
un

te
rs

uc
h

t;
 o

be
re

 Z
a

hl
: V

e
rs

uc
he

 in
 H

a
m

b
u

rg
; u

n
te

re
 Z

a
hl

: V
er

su
ch

e 
in

 K
a

rls
ru

h
e;

 f
et

t:
 M

ax
im

um
; 1

 n
u

r e
in

e 
P

a
ra

lle
le

 

M
as

se
ve

rl
u

st
 

vo
n

 H
o

lz
 

%
/6

 M
o

n
at

e 

39
,0

 

43
,4

 

41
,6

 

39
,0

 

42
,0

 

38
,2

 

26
,7

 

35
,3

 

47
,4

 

41
,3

 

30
,5

 

30
,7

 

M
ax

im
al

e 
A

n
sä

u
er

u
n

g
 

p
H

 

3
,0

 

3,
1 

3
,2

 

2
,8

 

3
,4

 

3
,2

 

3
,3

 

3
,3

 

3
,2

 

3
,1

 

3
,1

 

2
,9

 

.... -""
 

0
)
 

!'J
 s:: -< 6 r O

l F5 N
 

0 0 N
 



SCHMIDT, 0 ., K. GRIMM & U. MORETH: Charakterisierung der Gebäude-Blättlinge 14 7 

Ergebnisse und Diskussion 

nrDNS-ITS-Daten 
Die nukleare ribosomale DNS und ihre vielfältigen Untersuchungstechniken haben breite An­

wendung gefunden. Gründe sind, dass sich die ribosomalen Gene und ihre Zwischenabschnitte 

(ITS und 'intergenjc region ' ) innerhalb einer Art gemeinsam entwickeln, nur geringe Sequenz­

abweichungen innerhalb der zahlreichen Kopien einer Art zeigen, jedoch Vergleiche zwischen 

Arten genügend Unterschiede zur Differenzierung aufweisen. Während rue konservativen l 8S- und 

28S-Gene für größere Einheiten, wie Gattungen und Familien, geeignet sind, wird derzeit be­

sonders der ITS-Bereich zur Analyse nahe verwandter Arten untersucht. Ein weiterer Grund für 

die Beliebtheit des ITS ist, dass durch Verwenden der Universalprimer ITS l und ITS4 von WHJTE 

et al. (1990), die sich am Ende des konservativen 18S- und 28S-rRNS-Gens anlagern, in der Regel 

auch die PCR-Amplifizierung des ITS bei bisher nicht untersuchten Organismen möglich ist. 

Grenzen für die Verwendung des ITS wurden diskutiert (u.a. MUIR & ScHLÖlTERER 2000). ITS-Poly­

morphismen mit deutlichen Sequenzabweichungen innerhalb einer Art wurden selten gefunden, 

z.B. bei dem Mykorrhizapilz Hebeloma velutipes (AANEN et al. 2001) und bei den parasitischen 

Armillaria-Arten (P0TYRALSKA et al. 2002). 

Die Tab. 1 nennt rue untersuchten Isolate der drei Blättlinge. Vier bis sechs lsolate pro Art wurden 

bearbeitet, um möglichst sicher zu sein, dass die jeweils artspezifische Sequenz erhalten wurde, 

und um das Ausmaß der intraspezifischen Varianz abschätzen zu können . Die Stammvarianz war 

bei den drei Gloeophyllum-Arten gering und betrug innerhalb einer Art maxjmal drei Nukleotid­

Positionen. Die in der Datenbank EMBL niedergelegten Sequenzen von je zwei repräsentativen 

Isolaten je Art sind mit ihren Zugriffsnummern in Tab. l genannt. Unsere Sequenzen für G. tra­

beum sind nahezu identisch mit derjenigen von OH et al. (Datenbank). 

Die ITS-Länge betrug 632 Basenpaare (bp) bei G. abietinum, 625 bp bei G. sepiarium und 626 bp 

bei G. trabeum. Diese Längen liegen im Bereich derjenigen der bisher untersuchten Hausfäule­

pilze von 636 bis 729 bp: 655 bp Serpula lacrymans, 650 bp S. himantioides, 639 bp Donkiopo­

ria expansa, 668 bp Oligoporus placenta (MORETH & SCHMIDT 2000), 727-729 bp Coniophora 

puteana, 672 bp C. arida, 670-671 bp C. olivacea (SCHMIDT et al. 2002), 654-657 bp Antrodia 

vaillantii, 636-638 bp A. serialis, 657 bp A. sinuosa, 653 bp A. xantha (SCHMIDT & M0RETH 

2002b), 703-706 bp Leucogyrophana mollusca, 734 bp L. pinastri, 654-655 bp Meruliporia in­

crassata (SCHMIDT & MORETH Datenbank unveröffentl.). 

Die bisherigen Untersuchungen an Hausfäulepilzen hatten gezeigt, dass insgesamt etwa 20 % aller 

Isolate Fehlbestimmungen waren und zum Teil sogar anderen Gattungen angehörten. Besondere 

Schwierigkeiten hatten sich bei den jeweils sehr ähnlichen Arten von Coniophora und Antrodia 

aufgezeigt. Bemerkenswert ist, dass innerhalb des vorliegenden Kollektivs von Isolaten der drei 

Gloeophyllum-Arten keine einzige Fehlbestimmung vorlag; diese Pilze waren mit klass ischen 

Methoden bestimmt worden . Hierbei djenten Isolierungen von Rundhölzern im Freien sowie von 

exponierten Fachwerkbalken und der Außenseite von Holzhäusern, wo die Gloeophyllum-Arten 

zur Fruchtkörperbildung neigen, als Vergleich für Abimpfungen aus dem Gebäude-Inneren, wo 

diese Pilze höchstens atypische Dunkelfruchtkörper ausbilden. 

Die erhaltenen Daten runden unsere Sammlung von ITS-Sequenzen der wichtigen Hausfäulepilze 

ab (SCHM IDT & MoRETH 2002a). Das bisher untersuchte und deponierte Kollektiv dürfte hin-
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sichtlich Quantität etwa 80% der Gebäudepilze und qualitativ die wesentlichen Arten umfassen 
(u.a. GUILLITTE 1992). 

Unbekannte Pilzproben können nach PCR-Amplifizierung und Sequenzierung nunmehr über ihre 
nrDNS-ITS-Sequenz mittels einer BLAST-Suche (z.B.: www.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) in 
wenigen Sekunden entweder identifiziert, oder ihre nächste Verwandtschaft genannt bzw. als 
unähnlich mit den bisher deponierten Sequenzen ausgewiesen werden. 

DNS-Sequenzierungen gelten weiterhin derzeit als mit Abstand wichtigstes Werkzeug der „Mole­
kularen Systematik" (SCHMlDT-RHAESA & BARTOLOMAEUS 2001). Für taxonomische Fragestel­
lungen können die ITS-Sequenzen per Internet heruntergeladen und mit denen anderer Pilze ver­
glichen werden (,,Stammbäume"), wie beispielsweise bei Hausfäulepilzen für eine Untersuchung 
zum Vorkommen des Hausschwammes im Freien (WHJTE et al. 2001). 

Wuchsversuche, Temperatur, Holzabbau und Substratansäuerung 
Die Untersuchungen zu Wuchsgeschwindigkeit, Temperaturverhalten, Holzabbauvermögen und 
Säureausscheidung sollten aufzeigen, ob sich die drei Gloeophyllum-Arten mit diesen konven­
tionellen Methoden differenzieren lassen. Wegen der wirtschaftlichen Bedeutung der Blättlinge 
in Gebäuden liegen zahlreiche Literaturbefunde zu ihrer Biologie vor. Arbeiten und Literaturaus­
wertungen zu mehreren Arten mit jeweils verschiedenen Isolaten über Wachstum, Temperatur 
und Holzabbau sind jedoch selten (CocKCR0Fr 1979; EAT0N & HALE 1993). Häufig handelt es 
sich um Einzelbefunde an nur einer Art bzw. nur einem einzigen Isolat, wie oft bei dem EN 
113-Prüfstamm G. trabeum Ebw. 109 (lsolat 183, Tab. 1 ). 

Die Tabelle 2 fasst unsere Ergebnisse zur Wuchsgeschwindigkeit des Mycels auf Agar und Holz, 
zum Temperaturverhalten und Holzabbau sowie zur Säureausscheidung zusammen. Der maxi­
male radiale Mycelzuwachs auf Agar war bei den Isolaten von G. abietinum mit durchschnittlich 
4,7 mm pro Tag deutlich geringer als bei G. sepiarium (7,4 mm) und G. trabeum (8,0 mm). Die 
unabhängig in Karlsruhe durchgeführten Versuche ergaben zwar teils geringfügig niedrige Zu­
wächse, zeigten aber denselben Trend. Unterschiede zwischen verschiedenen Labors trotz prin­
zipiell gleicher Techniken sind häufig und beruhen oft auf methodischen Besonderheiten, hier 
möglicherweise auf geringfügig unterschiedlich konzentriertem Malzextrakt. Im Vergleich mit 
anderen Basidiomyceten in Gebäuden liegt die Wüchsigkeit der drei Gloeophyllum-Arten im Be­
reich des Hausschwammes mit durchschnittlich 4 mm Zuwachs pro Tag bei 19 Isolaten (SEEHANN 
& v.RIEBESELL 1988) und des Kellerschwammes mit im Mittel 7,4 mm bei 27 lsolaten (SCHMIDT 
et al. 2002). Bei KlRK (1973) dagegen wuchsen G. abietinum und G. trabeum mit etwa 5,7 mm 
pro Tag gleich schnell. Andere lsolate von G. trabeum sowie auch G. sepiarium zeigten 2,1 bis 
6, 1 mm tägliches Wachstum (MICALES & HlGHLEY 1986, W AZNY & GREA VES 1984 ). 

Auf dem natürlichen Substrat Holz war die Wuchsgeschwindigkeit insgesamt geringer 
(2,6-5,2 mm/Tag), da hier als Nährstoffe für die Braunfäulepilze die enzymatisch aufwendiger 
abbaubaren Makromoleküle Cellulose und Hemicellulose vorlagen. 

Die Gebäudeblättlinge gelten als wärmetolerant (u.a. ZABEL & M0RRELL 1992). Dies wird u.a. im 
Zusammenhang mit ihrem Vorkommen in durch Sonneneinstrahlung erhitztem Fensterholz ge­
sehen. Als besonders wärmetolerant gi lt G. trabeum, möglicherweise in Beziehung zu seiner Häu­
figkeit in warmen Klimaten (RYVARDEN & GrLBERTS0N 1993). Die Optimaltemperatur betrug 
bei den Isolaten von G. abietinum 25-27,5 °C und lag bei G. sepiarium mit 27,5-32,5 °C sowie 
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besonders bei G. trabeum mit 30-37,5 °C deutlich höher, wobei sich das Isolat 257 mit 37,5 °C 

hervorhob. Die Maximaltemperatur war bei G. abietinum 37,5-42,5 °C und lag bei G. sepiarium 

und G. trabeum oberhalb 45 °C. Auch die Letaltemperatur bei drei Wochen Einwirkung ergab 

G. abietinum mit 40-42,5 °C als relativ sensibel, während G. sepiarium und G. trabeum 3 Wo­

chen bei 45 °C überlebten. Diese Daten wurden nach Überimpfen auf frischen Agar und Kulti­

vierung bei Zimmertemperatur ermittelt, da einige Isolate bei den höheren Temperaturen zwar 

zunächst gewachsen waren, später aber ihre Aktivität einstellten. Bei höherer Temperatur wirkt 

sich nämlich zusätzlich zur Wärme das Austrocknen des Agars hemmend aus. Die erhaltenen Da­

ten lassen sich mit den an zahlreichen lsolaten erlangten Werten von PALMER & PAYNE (1986) 

vergleichen, wo G. sepiarium bei 16 Tagen Einwirkung noch bei 41 °C, nicht bei 46 °C wuchs 

und nur noch wenige Stämme von G. trabeum bei 46 °C und nicht bei 52 °C Wachstum zeigten. 

Die Letalwerte nach Überimpfen auf neuen Agar waren für beide Pilze 52 °C. Für den Norm­

stamm von G. trabeum (lsolat 183) ermittelte WÄLCHLI (1977) als Optimum 31 °C,jedoch unter 

Verwendung größerer Temperaturabstufung. Mit vergleichbarer Zielsetzung durchgeführte Kurz­

zeitversuche zwischen 30 Minuten und 24 Stunden an je einem Isolat von G. sepiarium und G. 

trabeum ergaben: G. sepiarium überlebte 30 min. bei 65 °C, nicht jedoch 70 °C; G. trabeum wi­

derstand l h bei 80 °C, nicht 3 h bei 70 °C (MIRIC & WILLEITNER 1984). XIE et al. (1997) nannten 

für G. sepiarium 1 h bei 60-65 °C als letal. 

Im Hinblick auf das Holzzersetzungsvermögen finden sich zahlreiche Einzelwerte in Arbeiten, 

welche die Wirksamkeit von Holzschutzmitteln behandeln und den Versuchsansatz nach der Norm 

EN 113 durchführen, die unbehandelte Kontrollklötzchen zum Vergleich der Hemmwirkung vor­

sieht (siehe CocKCR0Ff 1979). Bei EN 113 wird als Holz für wässerige Schutzmittel das Splint­

holz von Kiefer verwendet, da sich deren Splint völlig durchtränken läßt. In Anbetracht, dass in 

Deutschland jedoch Fichte das häufigste Bauholz ist, wurden die Abbauversuche für eine größere 

Praxisnähe an Fichtenholzklötzchen durchgeführt. Verwendet wurde handelsübliche Fichte; eine 

Differerenzierung in Splint und Kern erfolgte daher nicht. Die gemittelten Daten für den Holz­

abbau nach sechs Monaten Kultivierung ergaben den geringsten Abbau bei G. sepiarium (35,6 % ), 
mittlere Aktivität bei G. trabeum (37,5 %) und den höchsten Wert bei G. abietinum (40,6 %). Die 

Einzelwerte der erhaltenen Masseverluste reichten bei den vorliegenden lsolaten jedoch von 26,7 

bis 47,4 % und überlappten zwischen den drei Arten, sodass eine Unterscheidung der Arten an­

hand ihres Holzzersetzungsvermögens nicht möglich war. Eine frühe Untersuchung aus dem Jahr 
1930 unterschied bei G. abietinum zwischen 58 % Abbau bei frischen Fichtensplintholzproben, 

30% bei getrocknetem Splint, 47 % bei frischem Kernholz und 24 % bei trockenem Kernholz 

(TuöRNQVIST 1987). Beim Normstarnm von G. trabeum erhielten VllTANEN & RITSCHK0FF (1991) 
in Anlehnung an EN 113 nach 160 Tagen Kultivierung 70 % Masseverlust bei Fichtensplint­

holz und 62 % beim Kernholz. 

Von den zahlreichen pH-Wertmessungen im Agar direkt neben pilzabgebauten Holzproben sind 

in Tab. 2 die minimalen pH-Werte aus der Serie von sechs Folgekulturen zum Holzabbau einge­

tragen. Bei den drei Gloeophyllum-Arten lag diese maximale Substratansäuerung im Bereich von 

nur pH 2,8 bis 3,4. Dies ist für Braunfäulepilze bemerkenswert, da diese Pilzgruppe ihre Substrate 

Holz, Agar oder flüssiges Medium in der Regel stärker ansäuert. Unter gleichen Bedingungen 

zeigten z.B. die Kellerschwarnmarten Coniophora puteana als Mittelwert bei 19 Isolaten pH 2,0, 

im Extrem pH 1,7, und C. arida pH 2,3 (SCHMIDT et al. 2002). Flüssigkulturen wurden von Ser­

pula lacrymans und Antrodia vaillantii bis etwa pH 2,5 angesäuert (SCHMIDT 1995). Ursächlich 

für die Ansäuerung ist die bei Pilzen mengenmäßig als bedeutendste Säure ausgeschiedene Oxal-
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säure. Es besteht die verbreitete Meinung, dass Braunfäulepilze ihr Substrat stärker als Weißfäule­
pilze ansäuern (u .a. RYPACEK 1966). Braunfäulepilze reichem die Säure im Substrat an, Weißfäule­
erreger dagegen decarboxylieren Oxalat mittels Oxalatdecarboxylase zu Formiat und setzen Oxal­
säure ebenfal ls im Zusammenhang mit dem enzymatischen Ligninabbau durch Ligninperoxidase 
und Manganperoxidase um (SHlMADA et al. 1994). Bei Weißfäulepilzen liegen die pH-Werte 
bei Versuchsende daher eher im nur leicht sauren bis sogar alkalischen Bereich. Beispielsweise 
bewirkte der Eichenporling (D. expansa) in Wasseragar neben Fichtenholz pH 3-4 (GRIMM un­
veröffentl.), und in Flüssigkultur ergaben die Speisepilze Shii-take (Lentinula edodes) pH 3,0-3,8, 
Stockschwämmchen (Kuehneromyces mutabilis) pH 5,4, Austernseitling (Pleurotus ostreatus) 
pH 6,0-6,5 und Winterpilz (Flammulina velutipes) pH 7,7 (SCHMIDT & KEBERNIK 1985, 1987) 
sowie der saprophytische Spaltblättling (Schizaphyllum commune) pH 7,5 (SCHMIDT & LIESE 
1978). Eine relativ geringe Säureproduktion bei Braunfäulepilzen wurde jedoch bereits für G. tra­
beum nachgewiesen , indem dieser Pilz 14C-Oxalsäure im Zusammenhang mit CeUuloseabbau zu 
14C02 umsetzte (EsPOJ0 & AG0SIN 1991 ). Im Hinblick auf die relativ geringe Ansäuerung (Tab. 2) 
könnte dieser Mechanismus für alle drei Gloeophyllum-Arten zutreffen. Demzufolge war jedoch 
eine Differenzierung der drei Arten hinsichtlich ihrer Säurebildung nicht möglich. 

Insgesamt ergab sich, dass konventionelle Methoden zur Charakterisierung der drei Gloeophyl­
lum-Arten wertvolle Hinweise liefern. Die molekulare Technik der ITS-Sequenzierung kann 
jedoch erstens nahezu jede beliebige Pilzprobe identifizieren, sofern zum Vergleich die artspe­
zifische Sequenz in einer Datenbank vorliegt, und benötigt zweitens mit PCR, Gelelektrophorese 
und Sequenzierung wenig Zeit. 
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