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Summary: There are over 65 basidiomycetous species, which occur as indoor wood decay fungi in build
ings. Traditional methods like macro- and microscopic investigation had been performed to characterize 
and identify these scientifically interesting and economically important fungi . Molecular methods do not 
depend on the subjective judgment of a human being as it might occur using classical methods, but are 
based on the objective infonnation (molecules) deriving from the target organism. Thus, molecular tech
niques are increasingly used to identify organisms and for taxonomic research. In the 1980s, molecular 
methods were established for wood-inhabiting fungi . Mainly, the fungal proteins and nucleic acids are 
used. The overview comprises methods and results that are related to the house-rot fungi. Among the pro
tein-based techniques, particularly SDS polyacrylarnide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was applied 
to house-rot fungi. Several DNA-based techniques initially duplicate apart ofthe fungal DNA by the pro
cedure of polymerase chain reaction (PCR). Randomly arnplified polymorphic DNA (RAPD)-analysis 
was applied to the Dry rot and the Cellar fungus. The investigation ofthe ribosomal DNA (rDNA) has 
become very popular, because the conserved genes can be used for phyJogenetic analyses of genera, fa
milies, and orders, and the rapidly evolving ITS spacers have become a popular choice for closely relat
ed species. After amplification by PCR, the arnplicons are either restricted by endooucleases providiog 
restriction fragments (RFLPs), which are subsequently separated according to size using gel electro
phoresis, or the DNA sequence is determined (,,sequencing"). The sequences may be also used to design 
species-specific primers for PCR. A data set ofrDNA-ITS sequences of 18 house-rot fungi was obtained 
to be used for diagnosis through sequence comparison and is completed by the l 8S, 28S rDNA, and the 
intergenic spacer (IGS) of some important species. For diagnosis ofhouse-rot fungi, ITS sequencing is 
considered tobe the most powerful molecular tool. Finally, the first MALDI-TOF mass spectrometry 
,,fingerprints" ofBasidiomycetes (Serpula spp., Coniophora spp.) are shown. 

Zusammenfassung: In Gebäuden sind über 65 verschiedene Basidiomyceten nachgewiesen. Zur Cha
rakterisierung und Diagnose dieser wissenschaftlich interessanten und ökonomisch wichtigen Gruppe 
von Pilzen dienten bisher die klassischen Methoden der makro- und mikroskopischen Pilzbestimmung, 
die jedoch die Gefahr subjektiver Irrtümer haben. Seit den 80er Jahren werden daher für die Gebäude
pilze objektive, molekulare Techniken erprobt. Beschrieben, mit Beispielen erläutert und hinsichtlich 
Anwendbarkeit bewertet werden verschiedene Techniken, die auf den Proteinen und Nukleinsäuren der 
Pilze beruhen, wie SOS-PAGE, RAPD-Analyse, RFPL 's, DNS-Sequenzierung und MALDI-TOF
Massenspektrometrie. 
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schaft, Universität Hamburg, Leuschnerstr. 91 , 21021 Hamburg; E-Mail: o.schmidt@holz.uni-hamburg.de 
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Einleitung 

Hausfäulepilze sind in wissenschaftlicher Hinsicht eine interessante Pilzgruppe, da diese etwa 65 
verschiedenen Basidiomyceten (HuCKFELDT & SCHMIDT 2006) systemati eh breit streuen (Dacry
mycetales, Aphyllophorales, Agaricales, Boletales), die Arten sich in ihrer Physiologie, wie dem 
wichtigen Merkmal von Braun- oder Weißfäulepilze, beträchtlich unterscheiden und sich die Pilze 
dennoch an den speziellen Biotop Gebäude angepaßt haben, wie besonder der Echte Haus
schwamm, Se,pula lacrymans (Wulfen: Fr.) Schroeter, oder ihn tolerieren, wie die auch im Freien 
häufig vorkommenden Antrodia- und Coniophora-Arten. Ökonomisch betrachtet bilden Haus
fäulepilze die wichtigste Gruppe der holzbewohnenden Pilze, da sie das Holz am Ende der Ver
arbeitungsfolge ' Forstwirtschaft, Holzernte und Lagerung, Ho lzverarbeitung, Lagerung von 
Schnittware, gegebenenfalls Holzimprägnierung, Holzverwendung innerhalb von Gebäuden· 
schädigen (SCHMIDT 2006). Für die Einschätzung des Schadensausmaßes in einem Gebäude ist 
die Kenntnis ihrer Biologie und für die Sanierung eine exakte Artdiagnose wichtig (DIN 68000), 
da in Abhängigkeit von der Pilzart unterschiedliche Auflagen an die Sanierung gestellt werden. 
Methoden zur Beschreibung und Bestimmung von Hausfäulepilzen, wie die makro- und mikro
skopische Untersuchung von Fruchtkörpern, Mycelien und Strängen (u.a. BREITE BACH & 
KRÄ ZLI 1986, HUCKFELDT&SCHMIDT2006, RYVARDE &GILBERTSON 1993, 1994, SCHMIDT& 
HUCKFELDT 2005, STALPERS 1978), haben jedoch als wesentlichen Nachteil, daß sie von Menschen 
durchgeführt werden, d ie abschließende Benennung eines Pi lzes daher subjektiv ist. Mögliche 
Fehlerquellen sind das Fehlen detaillierter mykologischer Kenntnisse, besonders über die Arten
vielfalt in Gebäuden, das Übersehen wichtiger Pilz- und Befallsmerk:male sowie eine mangelnde 
apparative Ausrüstung zur Untersuchung. 

Dagegen sind molekularbiologische Methoden objektiv, da sie auf den objektiven Informationen 
eines Pilzes beruhen, nämlich seinen Molekülen. Molekulare Techniken werden daher seit den 
80er-Jahren zur Charakterisierung von Holzpilzen erarbeitet. Die meisten Techniken basieren auf 
den Eiweißen und Nukleinsäuren der Pilze. Einige DNS-Verfahren werden bereits zur kommer
ziellen Pilzbestimmung eingesetzt. Der folgende Überblick beschreibt den Kenntnis-Stand über 
die mo leku laren Untersuchungen an Hausfäulepilzen, erläutert die Grundlagen und nennt Vor
und Nachteile der verschiedenen Techniken. 

Methoden auf Grundlage der Proteine 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Bei der SOS-PAGE wird das zelluläre Eiweiß aus einem beliebigen Pilzgewebe (Mycel, Strang, 
Fruchtkörper) extrahiert und mit Mercaptoethanol und Natriumdodecylsu lphat (SOS) denaturiert 
und negativ geladen. Die je Pilzart verschiedenen Proteine werden dann in einem Gel aus Poly
acrylamid mittels Elektrophorese im elektrischen Feld nach ihrer Größe getrennt und durch An
färben , z.B. mit Coomassie-Blau, sichtbar gemacht. Das erhaltene Muster der Eiweißbanden 
unterscheidet verschiedene Pilze, und theoretisch kann eine unbekannte Probe durch Überein
stimmung ihres Musters mit demjenigen eines bereits untersuchten Pilzes be timmt werden. 

Mittels SOS-PAGE wurden einige Hausfäulepilze unter chieden und auch Fehlbestimmungen 
erkannt (SCHMIDT & KEBERNIK 1989, VIGROW et al. 1989). Die Abbildung I zeigt das Banden
Muster verschiedener Pilzkulturen, die alle als Se,pula lacrymans bestimmt waren, und ein davon 
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Abb. 1: SOS-PAGE-Gel mit Mustern von Serpu/a /acrymans ( 1, 2, 4, 5, 6) und S. himantioides (3). 

abweichendes Muster, das später dem Wilden Hausschwamm, S. himantioides (Fr.: Fr.) P. Karsten, 

zugeordnet werden konnte. 

Eine Pilzbestimmung mit SDS-PAGE kann an einem Tag durchgeführt werden, wenn die Probe 
von einer Reinkultur stammt. Jedoch erfordern selbst hergestellte Gele Sorgfalt, damit vergleich

bare Ergebnisse erhalten werden, und Vorsichtsmaßnahmen, da Acrylamid im unpolyrnerisierten 
Zustand als krebserregend gilt. Fertig-Gele sind teuer. Die Technik hat sich für die Grundlagen
forschung bewährt, jedoch keinen praktischen Einsatz zur Pilzdiagnose erreicht. 

immunologische Methoden 

Das biologische Prinzip immunologischer Methoden beruht darauf, daß sich der Organismus 

eines lndividuwns gegen fremdes Eiweiß durch die Bildung von Antikörpern in seinem Blut wehrt. 

Für eine Nutzung de Verfahrens zur Pilzdiagnose werden zunächst Antikörper gewonnen, indem 
Wirbeltieren, wie Mäusen und Kaninchen, Mycel einer bestimmten Pilzart als Antigen injiziert 

wird, die daraufhin Antikörper gegen das Eiweiß bilden. Da entnommene Blut mit den darin ent
haltenen Antikörpern kann dann mit verschiedenen speziellen Techniken zur Identifizierung einer 
unbekannten Probe eingesetzt werden. Stammt eine Probe von derselben Pilzart wie das inji

zierte Antigen, erfolgt als Nachweismöglichkeit beispielsweise eine erkennbare Antigen-Anti

körper-Reaktion, die die Probe als Art identifiziert. Für den Bereich der Hausfäulepilze liegen 
Untersuchungen u.a. an S. /ac,ymans vor (VIGROW et al. 1991 , T0FT 1993). 

Antikörper reagieren jedoch nicht immer spezifisch, sondern zeigen u.U. auch bei Fremd-Orga
nismen eine Reaktion. Dennoch sind allgemeine Vorteile der immunologischen Verfahren, daß 

vor einer Pilzbestimmung von befallenem Holz etc. weder eine Isolierung vorgenommen noch 
eine Reinkultur hergestellt werden müssen und auch der Nachweis von Frühbefall möglich ist, 

bevor schwerere Schäden auftreten (CLAUSE & KAR.TAL 2003). 

Weitere, auf den Proteinen ba ierende Techniken, wie lsozym-Analysen, sind nach unserer Kennt
nis bisher nicht bei Hausfäulepilzen angewendet worden. 
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Methoden auf Grundlage der Nukleinsäuren 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
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Bei vielen Nukleinsäure-Techniken wird die DNS eines Pilzes für genügend Untersuchungsma
terial zunächst mit der PCR vermehrt (amplifiziert). Das Prinzip der PCR besteht darin, daß ein 
Teil der DNS des Genoms durch einen sich wiederholenden, dreistufigen Temperaturzyklus ver
mehrt wird: 1m ersten Schritt wird der DNS-Doppelstrang bei 94 °C in seine beiden Einzelstränge 
gespalten. Dann binden bei etwa 50 °C zwei Primer, künstlich hergestellte DNS-Stücke aus etwa 
20 Nukleotiden,jeweils an die passenden Basenfolge eines der beiden Stränge als Startmoleküle 
für die Neusynthese des jeweils fehlenden Stranges. Schließlich baut eine hitzebeständige Poly
merase bei 72 °C die beiden neuen Einzelstränge auf, indem sie die im Reaktionsgemisch vor
handenen Nukleotide nacheinander mit den Einzelsträngen als Matrize aneinanderreiht. Dadurch 
sind aus einem Doppelstrang zwei identische Stränge geworden. Nach 35 Zyklen sind 1010- 1011 
identische Kopien der Ausgangs-DNS entstanden. 

Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD)-Analyse 

Randomly amplified polymorphic DNA heißt frei übersetzt, daß zufällig (random) mit der PCR 
vermehrte (arnplified) DNS untersucht wird, die beim Vergleich verschiedener Pilz-Proben ein po
lymorphes Muster unterschiedliche DNS-Abschnitte ergibt. Der Zufall ist gewährleistet, weil im 
Gegensatz zur klassischen PCR nur ein einziger Primer für beide Einzelstränge verwendet wird, 
der kurz ( 10 Nukleotide) und von zufälliger Basenfolge ist. Wegen der Kürze des Primers bindet 
er an zahlreichen Stellen der Gesamt-DNS, wodurch bei der PCR mehrere DNS-Abschnitte am
plifiziert werden. Die PCR-Produkte werden dann, häufig in einem Agarose-Gel, nach ihrer Länge 
aufgetrennt. Mittels Ethidiurnbromid oder einem weniger giftigen Derivat wird die DNS schließlich 
durch Fluoreszenz im UV-Licht sichtbar gemacht (siehe Abb. 5 und 7). Ein mitgeführter Standard 
von DNS-Stücken definierter Länge dient zur Längenabschätzung der DNS-Abschnitte. 

Meist unterscheiden sich verschiedene Pilze bei RAPD-Untersuchungen dadurch, daß sie auf dem 
Gel unterschiedlich viele und verschieden lange DNS-Abschnitte zeigen (polymorph). Da die Pri
mer an verschiedene Stellen der DNS einer Probe gebunden haben, ist das erhaltene DNS-Muster 
oft Individuen-spezifisch, das heißt, mit der RAPD-Technik lassen sich verschiedene Stämme einer 
Pilzart unterscheiden. 

Die Abbi ldung 2 zeigt, daß die drei Stämme von S. himantioides mit beiden gewählten Primem 
ein unterschiedliches Bandenmuster aufwiesen (polymorph). Dagegen lieferte S. lacrymans als 
selteneres Ergebnis bei RAPD-Untersuchungen ein homogenes Muster, vermutlich bedingt durch 
die geringe genetische Variabilität dieses Pilzes (s.u.). 

Aus dem Bereich der Hausfäulepilze liegen RAPD-Untersuchungen für den Echten und Wilden 
Hausschwamm sowie den Braunen Kellerschwamm, Coniophora puteana (Schurn.: Fr.) P. Karsten, 
vor (THEODORE et al. 1995, SCHMIDT & MORETH 1998). Die Eignung der RAPD-Technik zum Er
kennen bestimmter Pilzstämme zeigten GöLLER & RUDOLPH (2003) augenfällig mit dem Nach
weis, daß es sich bei dem Stamm Eberswalde 15 von C. puteana, der obligatorischer Prüfpilz in 
der europäischen Holzschutzmittelprüfuorm EN 113 ist, in einigen Prüflabors in Wirklichkeit um 
eine Abimpfung des englischen Prüfstammes FPRL 11 e handelt. Dies ist eine mögliche Erklärung 
für die unterschiedlichen Versuchsergebnisse mit diesem Prüfpilz in verschiedenen Labors. 
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Primer: 
GGACTCCACG 
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Abb. 2: RAPD-Muster verschiedener Stämme von Serpula /acrymans (1-5) und S. himantioides (6-8) mit 
zwei Primem. S = Standard (400-2000 Basenpaare) zur Abschätzung der Längen der einzelnen Banden 
(nach SCHMIDT & MORETH 1998). 

Die RAPD-Technik hat den Vortei l, daß der Experimentator keinerlei Kenntnisse über den Auf
bau der zu untersuchenden DNS benötigt. Wegen der Kürze der Primer besteht jedoch Gefahr 

von Fehlern durch Verunreinigungen mit Schimmelpilzsporen und Bakterien aus der Laborluft 
etc., da sich derart kurze und zufällig ausgewählte Primer an jede DNS anlagern, die dann per 

PCR vermehrt wird. Zur Kontrolle sollte daher stets eine Leerprobe ohne Pilz-DNS geprüft wer
den. Weiterhin ist die Technik wegen ihrer Individuenspezifität, außer z.B. bei S. lacrymans, nicht 

zur Artbestimmung unbekannter Proben geeignet. 

Techniken auf Basis der ribosomalen D S 

Die ribosomale DNS (rDNS) ist seit einigen Jahren das wichtigste genetische Werkzeug zur Cha

rakterisierung und Bestimmung von Organismen sowie zur Ermittlung ihrer verwandtschaftlichen 
Beziehungen (Phylogenie, Molekulare Systematik). 

Die rDNS lenkt (kodiert) den Aufbau der Ribosomen, sie ist daher bei vielen Organismen als 
Untersuchungsobjekt geeignet. Die rDNS kommt weiterhin in zahlreichen Kopien über das Ge
nom verteilt vor, so daß sie experimentell leicht faßbar ist. Sie ist aus verschiedenen Abschnitten 
aufgebaut (Abb. 3) und besteht aus kodierenden Bereichen (Gene), die bei Pilzen und anderen 
Eukaryoten als l 8S-, 5,8S-, 28S- und 5S-rDNS bezeichnet werden. Wegen des universellen 
Vorkommens der Ribosomen sind diese Gene bei verschiedenen Lebewesen ähnlich aufgebaut 

(konservativ). Zwischen den Genen befinden sich „Spacer", nämlich der Internat transcribed 
spacer, ITS I zwischen l 8S und 5,8S und der ITS II zwischen 5,8S und 28S. Der Intergenic spacer 

~ 

18S ITS 1 5,8S ITS II 28S IGSI 5$ IGS II 18S 

1780 bp 
212 bp 

158 bp 
245bp 

3297 bp 
273 bp 

118 bp 
2325 bp 

--
Abb. 3: rDNS-Einheit mit den Genen l 8S, 5,8S, 28S und 5S sowie den Spacem ITS 1, ITS n, IGS I und IGS 
II. Die Angaben in Ba enpaaren bp sind die entsprechenden Längen bei Serpula lacrymans. 
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Pilzprobe-Zellkern- DNS- ribosomale DNS 
l 

2 ITS 1 5,8S ITS II 
ITS4 

3 

ITS 1 = TCGGTAGGTGAACC-..:_T.:::,GC;;G::,::G:.----- PC R ~ GCATATCAATAAGCGGAGGA M Restriktions-
, ------ , Endonuklease 

1 ,; 1 1 ITS 1 • 1 5,85 1 • ITS II 1 /TS 4 1 - Sequenzlerung 

l 

1 ! 

1 

.... •········· Pilz 
+ RFLP's ......... -·· A B C ..... .. •·· 

Pilzspezifische PCR 

4 
LI ,_rs_1 j--j _1r_s_1----;_s_,e__J-_1_rs_ 11 _I I Elektrophorese 

Abb. 4: Molekulare Techniken auf Basis des ITS-rDNS-Bereiches. 1: sich wiederholende rDNS-Einheiten 
auf dem Genom; 2: Teil einer rDNS-Einheit; 3: mittels PCR vermehrter ITS-Bereich; 4: pilzspezifische PCR 
und Elektrophorese. 

(IGS) liegt zwischen der 28S und der J 8S der nächsten rDNS-Einheit und ist oft durch die 5S
rDNS unterbrochen. Da auch nicht-kodierenden Bereiche bei der Mitose verdoppelt werden, 
traten dort im Laufe der Entwicklungsgeschichte durch Mutationen Basenveränderungen auf, 
die sich manifestiert haben. 

Der Aufbau der rDNS aus konservativen Genen und variablen Spacem wird für verschiedene 
Versuchsziele genutzt. Teile des 18S- und 28S-Gens werden häufig für phylogenetische Unter
suchungen höherer Pilzgruppen verwendet, nämlich für Gattungen, Familien und Ordnungen 
(BRESINSKY et al. 1999, JAROSCH & BESL 2001 ). Dagegen ist der ITS in der Regel artspezifisch, 
somit zur Unterscheidung und damit auch zur Bestimmung von Arten geeignet. 

Die Abbi ldung 3 zeigt eine komplette rDNS-Einheit von S. lacrymans. Der Echte Hausschwamm 
gehört somit zu den sehr wenigen Pilzen, von denen die vollständige Sequenz einer rDNS-Ein
heit bekannt ist (siehe Tab. 1 ). 

Zur Untersuchung eines Pilzes wird zunächst der für das jeweilige Ziel ausgewählte Abschnitt 
der rDNS per PCR vermehrt, indem nun Primer eingesetzt werden, deren Andockstelle an der 
rDNS bekannt ist (Abb. 4). Die amplifizierten rDNS-Abschnitte werden dann entweder mittels 
Restriktions-Endonukleasen zerschnitten und die entstandenen DNS-Fragmente in einem Aga
rose-Gel vergleichend untersucht werden (RFLP's). Oder es wird die genaue Abfolge der vier 
Basen des DNS-Abschnittes aufgeklärt (Sequenzierung). Schließlich lassen sich aus diesen Se
quenzdaten spezifische Primer für die Pilz-spezifische PCR ableiten. 
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Restriktions-Fragmentlängen-Polymorphismen (RFLP's) 

Für RFLP-Untersuchungen des ITS-Bereiches wird dieser Abschnitt zunächst per PCR mit den 
Universal-Primem ITS 1 und ITS 4 vermehrt, die an den Enden des konservativen 18S- und 28S
Gens anlagern (Abb. 4). Letzteres hat den großen Vorteil , daß auch der ITS von bisher nicht 
untersuchten Pilzen amplifiziert werden kann, da die Primer bei vielen Organismen passen, die 
spezielle Sequenz des ITS also nicht bekannt sein muß. Das PCR-Produkt wird dann mit Re
striktions-Endonukleasen geschnitten. Von diesen Enzymen gibt es Hunderte, von denen jedes 
seine eigene Erkennungsregion an der DNS hat, eine bestimmte Abfolge von mindestens vier Ba
sen, an denen es die DNS schneidet. Da der Aufbau des ITS meist artspezifisch ist, ergibt jede 
Pilzart bei der folgenden Gel-Elektrophorese ein eigenes Schnittmuster von DNS-Fragmenten, 
verschiedene Arten zeigen unterschiedliche Muster (Polymorphismen), und theoretisch können 
unbekannte Proben durch Mustergleichheit identifiziert werden. 

Aus dem Bereich der Hausfäulepilze unterschieden ZAREMSKJ et al. ( 1999) Coniophora puteana, 
Gloeophyllum trabeum (Pers.: Fr.) Murr. und O/igoporus placenta (Fr.) Gilb. & Ryv. mittels 
ITS-RFLP 's. Ein Schneiden mit dem Enzym TaqI unterschied sieben Arten durch spezifische 
Muster (SCHMIDT & MORETH 1999), das heißt, wichtige Hausfäulepilze lassen sich mittels ITS
RFLP' s unterscheiden (Abb. 5). 

Derzeit wird die Technik zur Identifizierung bzw. zum beabsichtigen Aufbau einer Datenbank 
für Fäulnispilze verwendet (ZAREMSKJ et al. 1999, AoAIR et al. 2002, DLEHL et al. 2004, RABERG 

et al. 2004). Die Methode ist zwar mit je einmal PCR, Restriktion und Elektrophorese schnell und 
relativ billig. Hinsichtlich des Aufbaus einer Datenbank von artspezifischen Fragmentlängen ist 
jedoch unwahrscheinlich, daß für alle in Gebäuden vorkommenden Pilzarten spezifische Muster 
gefunden werden, da der ITS-Bereich nur 600-700 bp lang ist (siehe Abb. 6), so daß der nötigen 
Bandbreite unterschiedlicher Muster Grenzen gesetzt sind. Weiterhin ist die Zahl der möglichen 
Pilz-Arten in einem Gebäude vermutlich größer als die jemals mögliche Fragmentmuster-Daten
bank, so daß ein bisher noch nicht untersuchter Pilz durch sein zufällig gleiches Muster ein fa lsches 
Ergebnis liefert. 

L H C D A 

X 

-
0 G 

.. 400 

300 

200 

s 

Abb. 5: RFLP-Muster von Serpu/a /acrymans (L), S. himantioides (H), Coniophora puteana (C), Donkio
poria expansa (Desm.) Kotl. & Pouzar (D), Antrodia vai//antii (DC.: Fr.) Ryv. (A), O/igoponis p/acenta (0) 
und G/oeophyllum sepiarium (Wulfen: Fr.) P. Karsten (G) nach Schneiden mit der Restriktions-Endonuklease 
Taql. Kultur x später durch Sequenzierung als C. olivacea (Fr.) P. Karsten nachgewiesen. S = Längen
standard (nach SCHMIDT & MORETH 1999). 
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Seqmla lac~ 
Serpula hilMntioides 
Dozidopocia expansa 
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ITS 1•Prtmer 10 
tccgta,ggtg aacctgcggl ~TClTn TCGl-TTC-- llCGlllGTGC TTGTGllGTT (;T-GCTGGCC 
...... .... ..... ..... .. .. .. .. .. .. ........ c ..... - ..... - ...... . 
........ ..... . ... ............. .... c; .. nc; .. --.-.(;.- ------- ... .. T .... .. . 

1'0 
L TCTCTC--Gl c;c;clT(;Tc;cl C(;CTTT---- lT-GGl,-TCT TClCACACCC lCJ.CCTc;Tc;A ACCllCT(;Tl --GGTCTTTC c;GGACCTAT(; 
K ...... --.c; ............... C---- .. - ... - .......... T ................. T.... .. .... .. .. 
D .-.- .. cc; ................ CCGCTC „TCCJ.C ... J. .. . -.---- ----- .... - -.-.- .. - .. CT . -.----- ... --- . -.-

ITS l•hrelch 250 
L TCTT-C-TCJ. T---nc--- -ACAC--T-- GT-llTG--TC TllGJIJIT(;--T -C----J.TTl T(;l-----T- T-ll-TCGT-C T(;CTTCCTCT 
K . ... • ... • .. ....... -----.- .-.- .... - . ....... • T. 
D „AGA.G.GG .c;cG.(; .CTT T •• -. GG.TC •• G.l.CG ... -.-- .. CC. G.GTTT .. . . C- .llCAC.l .T . ll- .. AT .llGll.!;--. 

34 0 
L GTGGllGTTGG c;CTc;J.TUGA TllAC-ll--- lTlTAClllCT TTCJ.GCllCG (;lTCTCTTGG CTCTCGCJ.TC GJ.Tc;llGJ.AC c;cJ.GCGUTT 
K .................. .. ................ ... . ····· ····· .......... . . .. ... . . . . . . .. . . .. . 
D .. --.- ... - -.- .. - . C- .... cc;c.TTT .. .:...:....:...: ............................................ ... . J.. 

430 
L (;C(;J.TJlT(;TJ. J.T(;T(;AJ.TT(; CAGlTTTTCl (;T(;J.lTClTC (;llTCTTTQ J.C(;CJ.CCTTG CGCTCCTTGG TJ.TTCCGIGG J.GClTGCCT(; 
K .......... .. . . ...... . ... ..... . . . . . ...... . . . . .. ..... ......... . ... ......... ... ... . ··· ······· 
D ...... A ................ • J. . . - ..... .... .. ....................... ... .............. . . ... C .... . 

520 
L TTT(;AGT(;TC J.TTlllTTCT ClllCCCClTC lJ.TTT(;TTTT (;lT--T-GTc; c;c;cr-T-GGA TT(;TGGc;GGC TT(;CTGGTGG J.CTCTTc;TTC 
K ....................... ..... .. GJTTTGTTT<; f.GT- -T-GTG ffil.-. - ....... ..... T .. ........... T •. Tc; •. 
D ............ G ............ --- .- .- .ll------ ... CC . T ... T- .. Jl.J. .. ... . -. J.--- . ... --.ll- .. - .. -.- .. -. 

ITS ll•llerelch 610 
L -J.TC------ (;---GCTCCT CTc;AJlATGTA TTAGCJ.llllGG TTc;J.Tc;TGCG ll-CCllG--T -G--TCTCGG T(;Tc;JlTllT- GATCJ.T-C(;T 
K cc; .. ------ . --- . • . • .. .. .. .. • .. . .. .. .. .. .. .. .. .. . • .. .. - . . .. .. .... - .•. 
D GG- . TTTllTl . TC(; .. ...... T ..... c ...... ----- ..... -.-.c TT(;.--.GJ.. c . c;c . .......... .... T .- .• -.J. .. C 
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L -GTCTGAC-G T(;CJ.GT(;TTC CT(;T(;C---- TTAC-J.---!! TQ"-TTGTQi C:AJGJC™1L.ITT-TTGUC CTTTQCCTC lllTCllGGTA 
K -.C ..... - ...•.•••• - ....... ---- .... -.---.... -.C .. -- - ........ G ........ .. .. .............. .. 
D C. - . -.llCQi !GJllf-ffi'?!T -TG-f-ffillf.C .. -.T.ACC ••. TC„A-.. ..AC •••• -. A.C .............. . C-

ITS 4-Prtmer 
L GG-J.TTlCCC c;CT(;JIJICTTA lgcatatc"" t""9Cggagg a. 
K .. - ...... . 
D „c;.c ......................... .......... . 

Abb. 6: Beispiel von ITS-Sequenzen (Se,pula lac,y mans, S. himanlioides, Donkioporia expansa) zum Auf
finden pilzspezifischer Primer. Einfach unterstrichen: 5,8S rDNS; doppelt unterstrichen: spezifische Primer. 

Pilz-spezifische PCR (PSP) 

Auf Grund der Artspezifität des ITS-Bereiches bei den untersuchten Hausfäulepilzen war nahe
liegend, zunächst die Basenfolge des ITS aufzuklären (Sequenzieren) und diese Sequenzen zum 
Auffinden von kurzen DNS-Folgen im ITS zu verwenden, die ausschließlich bei jeweils einer 
einzigen Pilzart vorkommen. Diese DNS-Folgen könnten dann als Pilzart-spezifische Primer ver
wendet werden (Abb. 4). Die folgende PCR würde dann nur ein Produkt ergeben, wenn die DNS 
der Probe zu dem spezifischen Prirner paßt,jedoch nicht bei Zugehörigkeit zu irgendeinem anderen 
Pilz. Die zunächst überzeugende Idee geht aufGARBELLOTO et al. ( 1996) und SCHULZE et al. ( 1997) 
zurück, die spezifische Primer für Heterobasidion annosum (Fr.: Fr.) Bref. und Armillaria ostoyae 
(Romagn.) Herink entwickelten. 

Für Hausfäulepilze wurden bei sieben Arten aus dem ITS II-Bereich spezifische Prirner abgelesen 
und nach Prüfung auf mögliche Kreuzreaktion mit den anderen sechs Pilzen für die PSP ausgewählt 
(MORETH & SCHMIDT 2000, SCHMIDT & MORETH 2000). Die Abbildung 6 erläutert die Vorge
hensweise zum Auffinden spezifischer Primer. Die Punkte in Abb. 6 bedeuten Basen-Gleichheit 
mit der darüber stehenden Sequenz, Pausen sind durch einen Gedankenstrich markiert. Innerhalb 
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--- - ,... --
L H C D A 

s 
Abb. 7: Positive PCR-Reaktion der pilzspezifischen Primer L (Serpu/a lacrymans), H (S. himantioides), 
C (Coniophora puteana), D (Donkioporia expansa) und A (Antrodia vaillantii) mit ihren dazugehörenden 
Pilzstämmen (SCHMIDT 2000). 

des ITS II-Bereiches wurde dann an Stellen mit größtmöglichen Unterschieden zwischen den 
Pilzen eine Folge von 20 Basen als jeweils spezifischer Primer gewählt. 

Für die pilzspezifische PCR werden die spezifischen Primer jeweils mit dem Universalprimer ITS 
1 kombiniert. Jeder Pilz liefert dann ausschließlich mit seinem spezifischen Primer ein PCR-Pro
dukt, mit anderen Primem nicht. Wenn ein unbekannter Pilz mit einem der Primer reagiert, ist er, 
mit der unten genannten Einschränkung, als Art identifiziert. Die Abbildung 7 zeigt ein Gel zur 
PSP-Technik. Zur Veranschaulichung sind jedoch nur die PCR-Produkte nach erfolgter Reaktion 
zwischen spezifischem Primer und der zugehörenden Pilz-DNS aufgetragen und nicht die vielen 
Leerstellen auf dem Gel der nicht-erhaltenen PCR-Produkte mit den jeweils anderen Pilzen. 

Die PSP-Technik ist schnell und theoretisch ein geeignetes molekulares Werkzeug zur Pilzbe
stimmung. Für eine Anwendung muß der ITS-Bereich nicht mit Enzymen geschnitten (RFLP 's) 
werden. Wegen der spezifischen Primer sind Vorsichtmaßnahmen bei der Probenentnahme hin

sichtlich Schimmelpilzverunreinigungen etc. weniger streng, und vor der PCR müssen keine Rein
kulturen hergestellt werden. Die PSP wird in Deutschland bereits zur kommerziellen Diagnostik 
angeboten . Vergleichbar mit den Nachteilen der ITS-FRLP's besteht die wesentliche Ein
schränkung zur Nutzung der PSP in der Praxis vor a llem darin, daß bisher über 65 verschiedene 
Gebäudepilze nachgewiesen sind (HUCKFELDT & Sc HMrDT 2006), jedoch nur für etwa 10 Pilze 
spezifische Primer bekannt sind. Für die diesbezüglich noch nicht untersuchten Pilze dürfte eine 
Primerfindung schwierig sein, da der ITS II-Bereich nur etwa 250 bp wnfaßt (Abb. 6) Auch in 
methodischer Hinsicht wird der PCR-Aufwand groß, da für jeden in Frage kommenden Pilz ein 
eigener PCR-Primer verwendet werden muß. Ferner ist nicht auszuschließen, daß ein Fremdpilz 
durch zufällige Basen-Ähnlichkeit im Primerbereich eine falsche Diagnose liefert. 

Sequenzierung 

Die Aufklärung der Basenfolge eines DNS-Abschnittes (Sequenzierung) vermeidet die Nach
teile von RFLP' s und PSP, da durch die Sequenzierung die gesamte Information e iniger Hundert 

Basen der Ziel-D S zur Verfügung steht (siehe Abb. 6). Genutzt werden können rDNS-Sequenzen 
zur Pilzbestimmung durch Vergleich mit Referenzsequenzen und für phylogenetische Untersu
chungen über verwandtschaftliche Beziehungen zwischen Pilzen (Stammbäume). Die Sequen-
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Tab. 1: Sequenzierte und in Datenbanken deponierte rDNS-Abschnitte von Hausfäulepilzen (ergänzt nach 
MORETH & SCHMIDT 2005). 

18S ITS 1 1 5.8S I ITS II 28S IGSI 5S IGSII 

Serpula lacrymans 3 7 3 3 3 3 
440945 245948 249268 419907 440939 
440946 419908 419909 419910 440940 

440941 

437601 536022 536023 

Serpula himantioides 3 12 3 3 3 2 
440947 245949 419911 440942 
440948 440943 

440944 

437602 536024 536025 

Meruliporia incrassata 2 2 2 2 
419912 419913 

Leucogyrophana mol/usca 6 2 2 2 
419914 419915 

Leucogyrophana pinastri 4 2 2 2 
419916 419917 

Coniophora puteana 1 28 1 2 2 2 
488581 249502 249503 344109 583426 

344110 

Coniophora marmorata 2 4 1 2 2 2 
540306 518879 518880 583427 

Coniophora arida 1 3 
488582 345007 344113 

Coniophora olivacea 1 5 
488905 344112 345009 

Antrodia vaillantii 1 12 1 1 1 
488583 249266 344140 421007 583429 842965 

421008 

Antrodia sinuosa 1 5 
488906 345011 416068 

Antrodia seria/is 8 
344139 345010 

Antrodia xantha 1 6 1 
488584 345012 415569 583430 

O/igoporus placenta 8 
249267 416069 

G/oeophyllum abietinum 2 5 1 
560802 42094 7 420948 583431 

Gloeophyllum sepiarium 2 5 1 
540308 344141 420946 583432 

G/oeophyllum trabeum 6 
420949 420950 

Donkioporia expansa 2 2 1 
540307 249500 249501 583428 

Sequenz bekannt - in Arbeit- 1 - 28: Anzahl sequenzierter Stämme - 6-stellige Zahl = Datenbank-Nummer 
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zierung ist derzeit das wichtigste Werkzeug für die Molekulare Systematik und führt zu taxono
mischen Umstellungen und Namensänderungen von Pilzen. 

Die vielen weltweit ermittelten DNS-Sequenzen werden heutzutage meist in den elektron ischen, 
internationalen Datenbanken deponiert: European Molecular Biology Laboratory, EMBL (www. 
ebi.ac.uk/embl), American GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), DNA Data Bank of 
Japan, DDBJ (www.ddbj.nig.ac.jp). Die drei Banken tauschen ihre Daten untereinander aus, und 
die Sequenzen stehen jedermann zur Verfügung. 

Für Hausfäulepilze wird seit einigen Jahren eine Datensammlung von ITS-Sequenzen aufgebaut 
(SCHMIDT 2003, S HMIDT & MORETH 2002, 2003a;b, SCHMIDT et al. 2002a,b; Tab. 1 ). Unbekannte 
Pilzproben lassen sich oft bereits durch einen einfachen Sequenzvergleich per Auge identifizieren. 
Für einen elektronischen Sequenzvergleich sowie zur Berücksichtigung weiterer, in den Daten
banken enthaltener Sequenzen dient das BLAST-Programm (Basic logical alignment search tool), 
z.B. bei EMBL (www.nlm.nih.gov/blast/Bast.cgi). Die eingegebene Sequenz wird innerhalb we
niger Sekunden hinsichtlich ihrer Ähnlichkeit mit deponierten Sequenzen verglichen, und die 
Übereinstimmungen werden mit abnehmender Ähnlichkeit aufgelistet. 

Mittels ITS-Sequenzvergleich entdeckten HORJSAWA et al. (2004) fälschlich als S. lacrymans 
benannte Stämme, HöGBERG & LAND (2004) bestimmten Porenschwamm- und Hausschwamm
Arten, die aus Fruchtkörpern und von Holz abgeimpft waren, RABERG et al. (2004) bestätigten 
Stämme von C. puteana. Die Tabelle I listet die bisher von uns sequenzierten rDNS-Abschnitte 
von Hausfäulepilzen auf. Die Längen der einzelnen Abschnitte sind für S. lacrymans in Abb. 3 
eingetragen. 

56 

100 

..---- Coniophora arida 

C. olivacea 

C. marmorata 

.__ ___ C. puteana 

.__ ______ Meruliporia incrassata 

100 Serpula himantioides 

S. lacrymans 

,---------Leucogyrophana mollusca 

...__ __________ L. pinastri 

---- 50 Unterschiede 

Abb. 8: Stammbaum der Coniophoraceae in Gebäuden auf Grundlage der ITS-Sequenzen (SCHMIDT 2003). 
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Neben der Pilzbestimmung dienen ITS-Sequenzen zum Aufbau von Stammbäumen. Die Abbil
dung 8 zeigt ein Beispiel aus dem Bereich der Hausfäulepilze, indem die verschiedenen Arten der 
Fami lie der Coniophoraceen nach ihrer Verwandtschaft gruppiert sind. 

Die vier Gattungen bilden jeweils voneinander getrennte Äste, und die jeweiligen Arten sind in
nerhalb ihrer Gattungen gruppiert. 

Derartige ITS-Stammbäume können ebenfalls zur Identifizierung verwendet werden, indem die 
Sequenz des unbekannten Pilzes mit definierten Sequenzen kombiniert wird . Angenommen, im 
Beispiel der Abb. 8 ordnet sich eine unbekannte Probe bei C. puteana ein, ist sie als dieselbe 
Pilzart identifiziert. Auf diese Weise haben WHITE et al.(2001) die Gleichheit eines im Freiland 
(Himalaja) gefundenen Stammes von S. lacrymans mit Stämmen aus Gebäuden gezeigt und so
mit bewiesen, daß der Echte Hausschwamm auch im Freien vorkommt. Bei einer umfangreichen 
phylogenetischen Analyse gruppierten sich Freiland-Stämme von S. Lacrymans aus der Tsche
choslowakei, Indien, Pakistan und Rußland im Stammbaum zusammen mit Gebäude-lsolaten 
(,,Domesticus-Gruppe"), hoben sich aber von Wildstämmen aus Kalifornien (,,Shastensis-Grup
pe") und von S. himantioides ab (K.AusERUD 2004a), woraus ein nordamerikanisches Bindeglied 
zwischen den anthropogenen Stämmen von S. lacrymans und seinem Verwandten im Freiland, 
S. himantioides, vorgeschlagen wurde. 

Die Amplified fragment length polymorphism (AFLP)-Analyse wurde als relativ neue Technik 
für eine populationsbiologische Untersuchung von S. lacrymans angewendet (K.AUSERUD et al. 
2004b). Hiernach waren die europäischen Stämme von S. lacrymans , die fünf somatischen ln
kompatibi litätsgruppen angehören, genetisch sehr homogen. Lediglich fünf von 308 geprüften 
AFLP-Fragmenten waren polymorph, während S. himantioides zu 31 % polymorphe Fragmente 
aufwies. 

Andere jüngere DNS-Techniken, wie die Untersuchung von Mikrosatelliten (Simple sequence 
repeats) und die Herstellung von DNS-Arrays (DNS-Chips), sind unseres Wissens bisher nicht 
für Hausfäulepilze eingesetzt worden. 

MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

Zu den molekularen Techniken ist auch die MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ 
ionization time-of-flight mass spectrometry) zu zählen, da hiermit Biomoleküle, wie Eiweiße und 
Nukleinsäuren, aber auch ganze Zellen untersucht werden. Die Moleküle bzw. Zellen (Hyphen) 
werden in Matrixmoleküle eingebettet, welche die Energie eines Lasers absorbieren. Die Probe 
wird mit Hilfe der Matrix ionisiert, und Matrix sowie Probe werden in die Gasphase übergeführt. 
Die Ionen werden dann im elektrischen Feld beschleunigt, und ihre Flugdauer wird in einem De
tektor gemessen. Nach Eichung des Gerätes mit Molekülen bekannter Masse wird die Flugdauer 
der Proben-Ionen in Masse-Ladungsverhältnisse (rn/z) umgewandelt. Die Abbildung 9 zeigt die 
ersten MALDI-TOF-MS-"Fingerabdrücke" von Basidiomyceten (SCHMIDT & KALLOW 2005). 
Sogar die nahe verwandten Arten S. Lacrymans und S. himantioides sowie C. puteana und C. mar
morata Desm. ließen sich deutlich unterscheiden, so daß derartige Spektren die Basis für eine Dia
gnose durch Vergleich werden könnten. 
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Abb. 9: MALDI-TOF-Massenspektren der Mycelien von jeweils zwei nahe verwandten Serpula- und 
Coniophora-Arten (SCHMIDT & KALLOW 2005). 

Resümee und Ausblick 

Von den bisher etablierten molekularen Techniken zur Bestimmung von Hausfäulepilzen ist die 
Sequenzierung des rDNS-ITS-Bereiches die sicherste Methode. Sie liefert die exakte Abfolge der 
vier Basen über eine Länge von 600-750 bp. Damit unterliegt die erhaltene Information nicht den 
möglichen Fehlerquellen einiger anderer Techniken. Die Methode ist zudem praktikabel, da vor 
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der Sequenzierung lediglich eine einzige PCR und Gelelektrophorese durchgeführt werden müssen. 
Zwar sind Sequenzier-Automaten für kleine Labors unerschwinglich, doch gibt es spezialisierte 
Biotechnologie-Firmen, die einen DNS-Strang von etwa 800 Basen Länge für etwa 10,- Euro se
quenzieren. Nachteilig hierbei ist, daß eine kommerzielle Sequenzierung etwa eine Woche dauert. 
Die ITS-Sequenzierung wird in Deutschland von mindestens einer Firma zur kommerziellen Haus
fäu lepi lz-Diagnose eingesetzt. 

In den laufenden Arbeiten wird bei ausgewählten Pilzen der Intergenic spacer untersucht, der bei 
Basidiomyceten komplett bisher nur von dem Mycorrhizeten Laccaria bicolor (Maire) Orton be
kannt war (MARTIN et al. 1999). Unser derzeitiger Kenntnis-Stand ist in Tabelle I zusammenge
faßt. 
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