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Abstract: An introduction into the methods, evaluation procedures, applications and future per-
spectives of DNA analysis in fungal taxonomy is given. The correct drying process of fresh fungi,
the appropriate storage of exsiccata, the recovery of DNA from the samples and its multiplication by
PCR are described. ITS sequences, the alignment, and the construction and interpretation of molec-
ular phylogenetic trees are explained and discussed. The difference between variable and conserva-
tive regions in the DNA, and the criteria for choosing of certain sections of it are commented. The
sequencing of DNA is described shortly and indication of availability of sequences in internet data-
bases is given. Alignment procedures are explained and the processing of the data to molecular phy-
logenetic trees and the different statistical calculating procedures are treated. Some examples for
applications leading to surprising and remarkable results with macromycetes are given. Prospective
possibilities of barcoding are commented and finally the relation of the classical to a new taxonomy
is considered: a fungal taxonomy which includes also DNA data.

Zusammenfassung: Es wird eine Einfiihrung in die Methoden, Auswertungsverfahren, Anwendun-
gen und Zukunfts-Perspektiven von DNA-Analysen in der Pilz-Taxonomie gegeben. Die richtige
Trocknung der Frischpilze, die sachgerechte Aufbewahrung der Exsikkate, die Gewinnung der DNA
aus den Proben und ihre Vermehrung durch die PCR werden beschrieben. ITS-Sequenzen, das
Alignment und der Aufbau sowie die Deutung molekular-phylogenetischer Biume werden erklirt und
besprochen. Der Unterschied zwischen variablen und konservativen Bereichen der DNA und die
Kriterien der Auswahl bestimmter Abschnitte fiir eine Untersuchung werden erldutert. Die Sequen-

' zierung einer DNA wird kurz beschrieben und Hinweise auf die Verfligbarkeit der Sequenzen iiber
Datenbanken im Internet werden gegeben. Das Alignment-Verfahren wird an Beispielen erklirt und
die Verrechnung der Daten zu ,,Molekular-phylogenetischen Bdumen* einschlieBlich der dafiir ein-
gesetzten statistischen Rechenmethoden werden behandelt. Einige Beispiele fiir Anwendungen mit
tiberraschenden und bemerkenswerten Ergebnissen bei Makromyceten werden gegeben. In einem
Ausblick auf die Zukunft werden die Moglichkeiten des Barcoding erliutert und schlieBlich Betrach-
tungen iiber das Verhaltnis der klassischen zu einer neuen, die DNA-Daten einbezichenden Taxonomie
angestellt.
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Einleitung

Ein Blick in einschldgige Fachzeitschriften zeigt sofort den hohen Anteil und Stellenwert der
molekularbiologischen Analyse von DNA-Sequenzen in der taxonomischen Forschung. Die
Methoden wurden zwar meist nicht eigens fiir die Untersuchung von Pilzen entwickelt, lassen
sich aber hier anwenden. So hat auch die Mykologie von den Methoden der DNA-Analyse
profitiert. Viele taxonomische Problemfille, die jahrelang kontrovers diskutiert wurden, sind
inzwischen mit Hilfe der DNA-Analyse geklért worden.

Von dieser Entwicklung ist natiirlich auch die klassische, auf morphologischen und ana-
tomischen Merkmalen beruhende Taxonomie mit ihrer bindren Nomenklatur betroffen. Kann
eine ,,DNA-Taxonomie* moglicherweise die bisherige Systematik erginzen oder gar ersetzen?

In der taxonomischen Forschung leisten traditionsgemil viele ,,Nichtprofis” wichtige Bei-
trage, Berufsmykologen sind in vielen Fillen auf ihre Mitarbeit angewiesen. Darauf hat unlangst
GAMS (2009) in dieser Zeitschrift hingewiesen. Unverzichtbar scheint eine solche Zusammenar-
beit gerade bei DNA-Analysen zu sein. Die molekularbiologischen Untersuchungen im Labor
konnen nur Spezialisten in einer dafiir ausgeriisteten Forschungseinrichtung durchfiihren,
wihrend das Sammeln von Untersuchungsmaterial, d.h. von gut dokumentierten und richtig
konservierten Pilzkollektionen, am besten von Mykologen mit Erfahrung in der Geldndearbeit
geleistet werden kann.

W. Gams hat in seinem Artikel (loc. cit.) einige dieser und viele weitere Aspekte moderner
mykologischer Systematik angesprochen. Fiir viele Mykologen ist es heute schwierig, die mit
molekularbiologischen Methoden erhaltenen Forschungsergebnisse zu verstehen, geschweige
denn richtig zu bewerten. Dieser Beitrag will durch die Erlauterung einiger grundlegender
Methoden und Zusammenhinge dazu beitragen, beim Leser Interesse zu wecken und Ver-
stdndnis fiir die Ergebnisse, Moglichkeiten und Ziele der DNA-Analysen in der Taxonomie
zu vermitteln, ihn aber auch in die Lage versetzen, Ergebnisse bewerten und ggf. auch kritisch
hinterfragen zu konnen.

1. Was ist eine Spezies — eine Art?

Beim Ansprechen von Pilzen im Geldande geht einer Artdiagnose meist keine genaue Ana-
lyse vieler Merkmale voraus. Bei Arten, die wir kennen, erfassen wir zunédchst bestimmte
Merkmalskombinationen und zusatzlich bestimmte Einzelmerkmale, die fuir eine Art charak-
teristisch sind. Kénnen wir eine Aufsammlung nicht benennen, werden fiir eine Diagnose zu-
satzlich mikroskopische Merkmale herangezogen. Alle diese Merkmale beziehen sich auf das
Erscheinungsbild — es sind morphologische bzw. anatomische Merkmale. In der Gelandearbeit
ist nur diese morphologische Definition einer Pilzart praktikabel (morphologisches Artkonzept).
Eine Unterscheidung zwischen einer Art, Unterart, Varietit etc. ist so aber kaum moglich, da
die Gewichtung der Merkmale sehr schwierig zu objektivieren ist. Es ist deshalb auch miiflig
dariiber zu streiten, ob fiir die Trennung von zwei Arten 1, 2 oder sogar 3 Merkmale heran-
gezogen werden miissen — es kommt auf die Qualitdt der Merkmale an.

Préziser lassen sich Arten als Fortpflanzungsgemeinschaft definieren: Individuen einer Art
sind untereinander kreuzbar und produzieren dabei fertile Nachkommen (biologisches Art-
konzept). Leider ist der Umkehrschluss nicht erlaubt, da nicht kreuzbare Individuen nicht not-
wendigerweise zu verschiedenen Arten gehoren. Die Kreuzungsanalyse wird im Labor meist
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mit Einspormycelien durchgefiihrt. Da viele Pilze (z.B. Laccaria-Arten als obligate Mykor-
rhizapilze) bisher nicht oder nur mit sehr groem Aufwand auf Ndhrmedien im Labor kulti-
vierbar sind, braucht auf die Kreuzungsanalyse hier nicht ausfiihrlicher eingegangen zu werden.

Die Diskussion weiterer Artkonzepte wie des ,,Evolutiondren®, des ,,Phylogenetischen
Artkonzepts* u. a. wiirde den Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengen.

Koénnen molekularbiologische Untersuchungen einen Nutzen fiir die Klarung der hier dis-
kutierten Probleme bei der Artdefinition haben und liefern sie moglicherweise objektive Kri-
terien zur Unterscheidung von Arten? Bevor diese Fragen beantwortet werden konnen, ist es
nétig, die Methode der DNA-Analyse kennenzulernen und zu verstehen.

2. Wie werden Pilze fiir die Analyse konserviert?

Das gebriuchlichste Verfahren zur Konservierung von Pilzen ist die Trocknung. Die gesam-
melten Pilze miissen sofort nach der Riickkehr von einer Exkursion mit einem Trockengerit
(Dorrex, Stockli) getrocknet werden. Es bietet sich an, halbierte Pilze zu nehmen, um mit
dem verbleibenden Material eine Beschreibung anfertigen und mikroskopische Untersu-
chungen am Frischpilz machen zu konnen. Folgende Bedingungen sind fiir eine sachgeméfie
Trocknung entscheidend:

1. Nur einwandfreie, nicht verfaulte Fruchtkérper mit Hut, Stiel und Stielbasis verwenden
(das Exsikkat ist DNA-Probe und Herbar-Beleg in einem!).

2. Nicht im Kiihlschrank aufbewahren, sondern innerhalb 24 Stunden nach dem Sammeln mit
der Trocknung beginnen.

3. Ziigig in 12-24 Stunden trocknen bei ca. 60 °C (z. B. Dorrex) oder 40 °C mit Umluft (z. B.
Stockli). Nach unserer Erfahrung fithren zu langsame Behelfsmethoden ohne Dorrgerit
(,,Urlaubstrocknung*‘) zu Fehlschlagen.

4. Bei dickfleischigen Pilzen Nachtrocknung durch Liegenlassen in einem beheizten, trockenen
Zimmer tiber | Woche hinweg.

5. Aufbewahrung der Exsikkate in verschlieBbaren Polyethylen-Tiiten, Papiertiiten oder Kar-
tonkonvoluten (jeweils mit ausfiihrlich beschriftetem Herbaretikett).

6. Lagerung in beheizten, trockenen Raumen, nicht im Keller oder auf Dachboden. Empfeh-
lenswert ist auch die Zugabe eines Trocknungsmittels (Silicagel).

7. Als Pravention gegen Schédlingsbefall ggf. 1 Woche bei -18 °C aufbewahren; Exsikkate dazu
vorher in dicht schlieBender Kunststofftiite unterbringen und darin nach dem Herausnehmen
aus dem Kiihlgerit noch einige Tage ungeoffnet belassen (Vermeidung von Kondenswasser
an den Proben).

Diese Bedingungen miissen eingehalten werden, da sonst die Gefahr besteht, dass eine Probe
mit hohen Kosten analysiert wird und dann keine brauchbaren Ergebnisse liefert. Nur aus
richtig getrockneten und aufbewahrten Proben kann noch viele Jahre spiter die DNA gewon-
nen und fiir die Analyse verwendet werden.

3. Wie wird die DNA aus dem Pilzmaterial gewonnen?

Fiir das Herauslosen der DNA aus den Zellen (Extraktion) wird das trockene Material sehr fein
zerkleinert und dann mit einem bestimmten Volumen einer Extraktionsfliissigkeit versetzt.
Diese Losung ist auf einen definierten pH-Wert eingestellt und enthélt Detergenzien, die die
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Zellmembranen auflosen, die Struktur der Proteine zerstoren und so die DNA aus den Zellen
freisetzen. Der Zellextrakt wird noch gereinigt, bis eine reine DNA-Ldsung vorliegt. Diese
Losung oder die getrocknete DNA kann tiefgefroren aufbewahrt und spéter fiir weitere Un-
tersuchungen eingesetzt werden.

4. Wie ist die DNA aufgebaut?

Die DNA (DeoxyriboNucleic Acid) ist die Erbsubstanz einer Zelle und ist wie eine Doppel-
schraube (Helix) aufgebaut, deren durchlaufende Striange aus sich abwechselnden Zucker-
molekiilen (Z) und Phosphatresten (P) bestehen. Jedes Zuckermolekiil trigt als Seitenkette
eine stickstoffhaltige Base. Ein Molekiil aus jeweils einer Base, einem Zucker und einem
Phosphatrest wird Nucleotid genannt. Es gibt
in der DNA vier verschiedene Basen: Guanin
und Cytosin sowie Adenin und Thymin, also
auch vier verschiedene DNA-Nucleotide. Die
Basen schliefen sich jeweils nur in den Kom-
binationen G—C und A—T iiber chemische
Bindungen (Wasserstoftbriicken) zusammen
und verbinden so die beiden Stringe zur DNA-
Doppelhelix (s. Abb. 1).

Bei den meisten Lebewesen liegt die DNA
in Form mehrerer getrennter Doppelstringe
vor, die wihrend einer Zellteilung als Chro-
mosomen mikroskopisch sichtbar werden. Im
«Human Genom Project» wurde die gesamte
Abfolge der Basen — die Basensequenz — einer
menschlichen DNA bestimmt. Danach umfasst
das nucledre Genom des Menschen, d.h. die in
jedem Zellkern enthaltene DNA, ca. 3 Milliar-
den Nucleotid-Paare, die ein Molekiil von ca.
1,2 m Linge ergeben wiirden (aufgeteilt auf 46
Abb. 1: Schema der DNA-Doppelhelix, A = Chromosomen). Die Genome von Pilzen sind
Adenin, T = Thymin, G = Guanin, C = Cyto- sehr dhnlich wie die menschliche DNA aufge-
sin, Z = Zucker Desoxyribose, P = Phosphat-  baut, die Anzahl und Lénge der Chromosomen
rest, — — — — — = Wasserstoffbriicke. konnen aber sehr verschieden sein.

5. Was versteht man unter variablen und konservativen Bereichen der
DNA?

Die nach dem NCBI (National Center for Biotechnology Information, Stand 31.03.2009) bis-
her einzigen vollstandig erfassten Agaricales-Arten sind die Genome von Coprinopsis cinerea
(= Coprinus cinereus) mit ca. 37,5 und Laccaria bicolor mit 65 Millionen Basenpaaren (1 Mil-
lion Basenpaare = 1 Megabasenpaar = MBp). Fiir taxonomische Fragestellungen sind jedoch
Untersuchungen der gesamten DNA zu zeitaufwéndig und kostspielig. Es miissen deshalb Teil-
Abschnitte der DNA gefunden werden, die besonders geeignet sind. Beim Menschen stellt nur
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etwa 1 % der DNA Erbanlagen (Gene) in dem Sinne dar, dass sie den Aufbau und die Funk-
tionen des Organismus steuern. Deren Basen-Sequenzen sind bei Tieren und beim Menschen
meist recht konservativ, haben sich also auch in langen erdgeschichtlichen Zeitriumen nur re-
lativ wenig verdndert. Die restlichen 99 % sind quasi Gen-leer, ihre Funktion ist heute noch
weitgehend unbekannt. Diese Regionen sind in ihrer Basen-Sequenz meist hoch variabel. Ahn-
lich, wenn auch nicht ganz so extrem, diirften die Verhiltnisse bei Pilzen sein.

Diese Befunde sind bei niherer Betrachtung nicht verwunderlich. Mutationen sind Ande-
rungen der Basensequenz, die durch Fehler bei der Vervielféltigung der DNA wihrend der
Zellteilung, durch Einwirkung von radioaktiven Strahlen, durch mutagene Chemikalien etc.
ausgelost werden konnen. Finden solche Mutationen direkt innerhalb eines Gens statt, hat das
meist negative Auswirkungen: Wenn eine wichtige Funktion davon betroffen ist, stirbt die
Zelle oft ab. Eine solche Mutation wird dadurch nicht an die Nachkommen weitergegeben
und verschwindet sofort wieder. Nicht so in den Gen-leeren DNA-Abschnitten. Da Mutationen
hier keine Storung einer Funktion nach sich ziehen, sterben die betroffenen Zellen nicht ab,
die Anderungen der Basensequenz werden an die Nachkommen weitergegeben und kénnen
so erhalten bleiben.

6. Welche Abschnitte der DNA werden untersucht?

Welche Abschnitte auf der DNA man untersucht, hiingt davon ab, auf welcher taxonomischen
Ebene man arbeitet. Will man Taxa hoherer Rangordnung wie Familien, Ordnungen, Klassen
etc. vergleichen, dann wihlt man eher konservative Regionen der DNA (s. 5.), die aber noch
eine gewisse Variation besitzen miissen. Auf der Ebene der Unterscheidung von Arten und
Gattungen hingegen wiihlt man hoch variable Abschnitte. Wiirde man hier konservative DNA-
Bereiche untersuchen, fainde man kaum Unterschiede, da die Zeitrdume seit der Entstehung
von zwei Arten aus einem gemeinsamen Vorfahren zu kurz sind, um in den konservativen Be-
reichen Variationen entstehen zu lassen. Wiirde man die hochvariablen Bereiche fiir die Ana-
lyse libergeordneter Taxa verwenden, dann kime man kaum zu den gewiinschten Ergebnissen,
da die Sequenzen zu verschieden fiir die Alinierung sind (s. 9.) und nicht mehr verrechnet
werden konnen.

Fiir die Analyse der Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Agaricales wurden von
MATHENY et al. (2006) die Sequenzen der Gene rpb1, rpb1-intron2, rpb2 und die 18S-, 5,8S-
und 28S-Regionen der ribosomalen DNA (rDNA, s.u.) verwendet. rpb1 und rpb2 sind Protein-
codierende Sequenzen, die fiir die Bildung der groBten (rpb1) und der zweitgroBten (rpb2) Un-
tereinheit des Enzyms RNA-Polymerase II verantwortlich sind. Diese DNA-Sequenzen sind
eher konservativ und auf keinen Fall hoch-variabel.

Fiir die Klassifizierung innerhalb der Gattung Cortinarius haben GARNICA et al. (2005) die
Sequenzen der ITS1-5,8S-ITS2-rDNA und der D1-D2-Region der 28S-rDNA (LSU; large sub-
unit der ribosomalen DNA) untersucht. Die Funktion der rDNA ist die Herstellung von ,,ribo-
somaler Ribonucleinsdure” (rRNA). RNAs sind dhnlich aufgebaut wie die DNA, die als
Matrize fiir ihre Synthese dient. rRNA-Molekiile sind Bestandteil der Ribosomen, die fiir die
Eiweiflsynthese in der Zelle sorgen. rRNA wird in groen Mengen benétigt, deshalb gibt es bis
zu 1000 Kopien der rDNA im Zellkern — ein gewisser Vorteil fiir DNA-Analysen der ITS-
Region und der anderen DNA-Abschnitte der rDNA. Die meisten anderen Gene sind nur in 2
Kopien in einem diploiden Zellkern enthalten und deshalb teilweise schwerer zu untersuchen.
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18S rDNA (SSU) 5.85rDNA 28S rDNA (LSU)

ITS1 ITS2

Abb. 2: Aufbau der ribosomalen DNA (vereinfachtes Schema), SSU = Small SubUnit, LSU = Large
SubUnit, ITS = Internal Transcribed Spacer.

Abb. 2 zeigt einen schematisierten Ausschnitt aus der rDNA, es ist hier nur einer der beiden
Strange der Doppelhelix und auch nur eine einzige Kopie der sich vielfach wiederholenden
Sequenz dargestellt. Mit 18S, 5,8S und 28S werden diejenigen Abschnitte bezeichnet, die fiir
die Herstellung von 3 unterschiedlich groBen rRNAs zustidndig sind. Sie enthalten sowohl va-
riable als auch konservative Bereiche.

Wie kommt das zustande? In Abb. 3 ist eine
— == Schleife(loop)  TRNA schematisch als Sekundarstruktur darge-
stellt (unter der Primérstruktur versteht man den
nicht gefalteten, einstrangigen RNA-Faden). In
den doppelstringigen Bereichen dieser Struk-
tur sind die Basen der benachbarten Stringe
/ "\\ durch komplementire Basenpaarung tiber Was-
,} serstoffbriicken miteinander verbunden. Da-
-’ durch bildet sich die Raumstruktur der rRNA
heraus, die fiir ihre ordnungsgemife Funktion
wichtig ist. Treten hier durch Mutationen der
- durch H-Briicken rDNA andere Basen auf, dann kann die Basen-
S verbundene Bereiche  aarung gestort sein und die Struktur der RNA
{ ]

kann sich d@ndern. Dadurch wiederum kann es
bei den Ribosomen zu Funktionsstorungen
Abb. 3: Schematische Darstellung der Sekun-  kommen. Solche Mutationen eliminieren sich
darstruktur einer rRNA mit doppelstringigen  4]50 selbst, d.h. diese Bereiche sind konservativ.
g e’g::r?n]%’gen Belrewhen' H-Briicken =Was- A pders in den Schleifen (loops): Anderungen
SeSTROTe (e RAp 6 haben hier nur einen geringen Einfluss auf die

Raumstruktur und die Funktionstiichtigkeit der
rRNA. Hier kénnen sich Mutationen in Form einer Variation der Basensequenz erhalten, diese
Bereiche sind also variabel. Die Regionen D1-D4 innerhalb der LSU auf der rDNA entsprechen
bestimmten Schleifen der rRNA.

Die hoch variablen ITS-Sequenzen (Internal Transcribed Spacer) der rDNA (vgl. Abb. 2)
sind quasi nur Abstandshalter zwischen den 3 Genen 18S, 5,8S und 28S und haben keine be-
kannte nachhaltige Funktion fiir die Zelle, so dass Mutationen erhalten bleiben. Es entsteht hier
eine grofe genetische Variation, die man fiir taxonomische Zwecke auf Artebene ausnutzt. Da-
riiber hinaus werden heute zusitzlich Protein-codierende DNA-Abschnitte verwendet, wie
z. B. B-Tubulin, Elongation factor 1o und andere. Die Gene der Cytochrom-Oxidasen (COX)
codieren Proteine, die bei allen Organismen mit Zellkern eine zentrale Rolle im Energie-
stoffwechsel der Mitochondrien spielen. Thre DNA ist mitochondrial, recht variabel und erlaubt
die Differenzierung nah verwandter Taxa.
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7. Wie gewinnt man ausreichende Mengen DNA fiir die Analyse?

Man benétigt fiir die Sequenzanalyse grolere Mengen DNA — viel mehr, als in einem DNA-
Extrakt (s. 3.) enthalten ist. Hier war die Technik der DNA-Vermehrung (Amplifikation) durch
die Polymerase Chain Reaction (PCR) ein Meilenstein der Molekulargenetik. Kary Banks
Mullis erhielt dafiir 1993 den Nobelpreis. Mit dieser Technik konnen kleinste Mengen DNA
praktisch beliebig im Reagenzglas vervielfiltigt werden. Ohne die PCR wire die Verwendung
des «Genetischen Fingerabdrucks» in der Verbrechensbekdmpfung zur Ermittlung von Téatern
anhand kleinster DNA-Spuren und auch die Analyse von DNA-Sequenzen in der Taxonomie
nicht moglich. Fiir die Vervielfiltigung der DNA im Reagenzglas wird das Enzym DNA-Po-
lymerase eingesetzt, das auch in lebenden Zellen vor jeder Zellteilung die DNA verdoppelt.
Die Methode ist in Abb. 4 schematisch dargestellt. In einem ersten Schritt wird die zu ver-
mehrende doppelstrangige DNA denaturiert, d.h. durch Hitzebehandlung bei ca. 95 °C in ihre
beiden Einzelstringe zerlegt. Um der Polymerase einen Ansatzpunkt zu bieten, miissen nun
kleine Bereiche der Einzelstrang-DNA wieder doppelstrangig gemacht werden. Als Starter-
molekiil (primer) dient kurze, etwa 20 Basen lange Einzelstrang-DNA, die synthetisch her-

1. DNA-Doppelstrang

5. 2 DNA-Doppelstréange 2. Denaturierung (94°C)
3. Anlagerung der Starter-DNA
an Einzelstrange
3 5’ 3 L 5
5 T 3 5' 7 3'
3 g ERE N RNNERRNNNENRNNNNN NS

4. Neusynthese der DNA
mit DNA-Ponmerase

LLL Starter-DNA

) oNA-Polymerase

Abb. 4: Schema der Polymerase-Kettenreaktion zur Vermehrung spezieller DNA-Ab-
schnitte (vgl. Kap.7).
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gestellt wird und die sich bei 50-55 °C in bestimmten Bereichen an die zu vermehrende DNA
anlagert. Die Anlagerung lauft nach dem Prinzip der ,komplementiren Basenpaarung” ab,
bei der sich nur die Basen A und T sowie G und C paaren konnen. Die Starter-DNA findet ihre
Anlagerungsstelle dort an der Proben-DNA, wo diese genau dieselbe Basensequenz hat. Fiir
eine spezifische Anlagerung sollte die Starter-DNA eine Lange von ca. 20 Nukleotiden haben.
Der Ort der Anlagerung héngt also davon ab, welche Basensequenz man fiir die Starter-DNA
gewahlt hat. Will man die ITS-Sequenzen vermehren, braucht man eine Starter-DNA, die sich
in unmittelbarer Nachbarschaft dieser Sequenzen an die Einzelstringe der Proben-DNA
anlagert. Diese flankierenden Bereiche miissen natiirlich konservativ sein, damit die Starter-
DNA dort auch sicher binden kann.

Fiir die Synthese eines ca. 500-600 Basen umfassenden ITS-Abschnitts benotigt die DNA-
Polymerase 1-2 Minuten. Das Endprodukt der Synthese wird Amplifikat oder Amplikon ge-
nannt. Kettenreaktion wird die Technik genannt, weil gleich im Anschluss an diesen ersten
Vermehrungsschritt das Reaktionsgemisch wieder auf 95 °C erhitzt wird, wobei sich die eben
neu gebildeten Doppelstrange wieder zu Einzelstrangen zerlegen; nach erneuter Abkiihlung
auf 50-55 °C lagert sich wieder die Starter-DNA an und ein neuer Synthesezyklus kann be-
ginnen. Nach 25-40 solcher Zyklen ist der ITS-Abschnitt einer zu untersuchenden Proben-
DNA aus geringsten Ausgangsmengen mehr als millionenfach vermehrt worden. Ein grof3er
Fortschritt war die Entdeckung hitzestabiler Polymerase-Enzyme in Mikroorganismen aus
heiflen Quellen. Seitdem muss nur einmal am Anfang der Kettenreaktion das kostspielige
Enzym zugegeben werden. Der ganze Prozess einer DNA-Vermehrung lduft fiir viele Proben
gleichzeitig in einem sog. Thermocycler automatisch ab und dauert 1-2 Stunden.

Dem aufmerksamen Leser wird auffallen, dass bei dieser Methode die DNA-Polymerase
zu Beginn zwar einen definierten Startpunkt (die Ansatzstelle der Starter-DNA) auf jedem
der beiden Einzelstrange, aber keinen Endpunkt der Synthese vorfindet. Dadurch entstehen im
ersten Synthesezyklus iiberlange Amplifikate, die auch Sequenzen auflerhalb des eigentlich
gewiinschten Bereiches enthalten. Aber schon im 2. Zyklus relativiert sich dieses Problem, da
der 2. Primer direkt am anderen Ende des zu amplifizierenden Bereiches ansetzt; das im ersten
Zyklus tiberschiissige Stiick wird jetzt wegen der Laufrichtung der Polymerase nicht mehr
vermehrt. Ab dem 2. Zyklus entstehen dann also Amplifikate, die in ihrer Lange dem Abstand
der beiden Primer-Bindungsstellen auf dem urspriinglichen DNA-Doppelstrang entsprechen.
In den folgenden Zyklen bilden sich in exponentieller Weise Amplifikate der gewiinschten
Liange. Die liberlangen Amplifikate, die wihrend des gesamten Prozesses weiterhin in geringer
Menge gebildet werden, spielen am Ende keine Rolle, weil die Amplifikate mit der richtigen
Linge in einem enormen Uberschuss vorliegen.

8. Was ist Sequenzierung und welche Ergebnisse bringt sie?

Sequenzieren heifit, die DNA Base fiir Base zu analysieren und so die Basenabfolge — die Se-
quenz — eines DNA-Abschnittes zu bestimmen. Entscheidend war hier die Entwicklung einer
Methode durch Sanger und Mitarbeiter, fiir die Sanger 1980 (zusammen mit Gilbert) den No-
belpreis erhielt. Dieses Verfahren hier im Einzelnen zu beschreiben und zu erkléren, wiirde den
Rahmen des Artikels sprengen. Weiterentwicklungen haben dazu gefiihrt, dass eine Sequen-
zierung heute automatisiert ablaufen kann. Vom Analysengerit wird die Basensequenz eines
DNA-Abschnittes direkt auf einem Computer gespeichert. Die Sequenzen werden tiber das In-
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ternet in speziellen Datenbanken hinterlegt, um sie allgemein verfiigbar zu machen. Fiir Myko-
logen wichtige Datenbanken sind die «GenBank» des NCBI (National Center for Biotechnology
Information) und «UNITE, A molecular database for the identification of fungi», deren In-
ternetadressen mit den genannten Datenbanknamen leicht mit einer Suchmaschine ermittelt
werden kénnen. UNITE ist eine Datenbank, die auf Ektomykorrhiza bildende Asco- und Basi-
diomyceten spezialisiert ist. Neue DNA-Sequenzen sollten von den Autoren spétestens dann
ins Internet gestellt werden, wenn die Daten fiir eine Publikation verwendet wurden. Abb. 5
zeigt zwei Sequenzen von Cortinarius rapaceotomentosus Delaporte & Eyssart., wenn man
diesen Pilznamen bei UNITE aufruft.

Cortinarius rapaceotomentosus Delaporte & Eyssart.
* there may be multiple determinations for specimen, please click UNITE accession number for more info!

UDB002026 | GenBank; DO663406 | TF629 Submitted by Tobias G. Froslev
TCATTATTGAAATAAACCTGATAAGTTGTTGCTGGCTCTCTAGAGAGCATGTGCACGCTTGTCAT
ATA AGACCTGAGTATCTTTCTGAATGCTTTATITANNAGCATTCAGGATTGAGGATTGACTTTG

'I'I'GFCI'CT CCITGTA'ITTCI’CAGGI’CT ATGTTTCTTCATATACCCTAATGTATGTCTATAGAATGTATAATTAATGGGCCTTTGTGCCTA
TAAACCTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAATATTATCAACC
TCTTTTTGGTTGGATGTGGGTTTGCTGGTCTCTTGAGATCAGCTCTCCTTAAATGCATTAGCGGACAACATTTTGCCAACTGTTTATTGG
"I:'GTMTM'ITATCM@OCATTGACTGTGAAGCMGGW CTGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAAATTTCTTTTTT/ A'ITMTGTGG

DNA source: Fungus: Fruitbody

Specimen id: G.Eyssartier 99715

Deposited in: PC, Muséum National d'Histoire Naturelle Herbier Cryptogamique

Country: France

Habitat description: Quercus

Collected by/date: M. Cerutti, 1997-10-13

Determined by: André Bidaud

UDB002027 | GenBank: DO663408 | TF338 Submitted by Tobias G. Freslev

BAGGATCATTATTGAAATAACCTGATAAGTTGTTGCTGGCTCTCTAGAGAGCATGTGCACGCTTGTCATCTTTATATCTTCACCTGTGCA
CCTTTTGTAGACCTGAGTATCTTTCTGAATGCTTTATTTAGCATTCAGGATTGAGGATTGACTTTGTTGTCTCTCCTTGTATTTCTCAGG
TCTATGTTTCTTCATATACCCTAATGTATGTCTATAGAATGTATAATTAATGGGCCTTTGTGCCTATAAACCTATACAACTTTCAGCAAC
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA! WCAGTGAATCAI'CGMMICII TGA

ACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAATATTATCAACCTCTTTTTGGTTGGA!

CTGGTCICITGAGA CAGCTCTCCTTAAATGCATTAGCGGACAACATTTTGCCAACTGTTT/ Aﬂ'GGtGTGAT TTAICTAOGCCA‘ITGA
\GGTTCTGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAAATTTCTTTTTTATTAATGTGGC!

DNA source: Fungus: Fruitbody

Specimen id: TSJ2004-040

Deposited in: C, University of Copenhagen

Country: Sweden

Habitat description: Corylus on very calcareous soil

Collected by/date: Tobias G. Fraslev, T.S. Jeppesen, 2000-09-23

Determined by: Tobias G. Froslev, T.S. Jeppesen

Abb. 5: Screenshot der UNITE-Website bei Aufruf von Cortinarius rapaceotomentosus aus der Daten-
bank; rot markiert: Nicht iibereinstimmende Teile der beiden Rohsequenzen.

9. Was ist ein Alignment?

Gibt es fiir eine Art Sequenzen verschiedener Kollektionen, dann erscheinen diese bei UNITE
untereinander. Dabei fillt auf, dass man z. T. auf den ersten Blick kaum eine Ubereinstimmung
sieht, obwohl man doch erwarten wiirde, dass sich die Sequenzen gleichen oder stark dhneln
sollten. Ein direkter Vergleich dieser «Rohsequenzen» auf Ubereinstimmung bzw. Unter-
schiede ist also visuell nicht moglich. Vor allem Anfang und/oder Ende von Sequenzen sowie
auch deren Langen konnen sich deutlich unterscheiden. Diese Differenzen konnen methodisch
(verschiedene Laboratorien, verdnderte Methoden) oder biologisch bedingt sein. Neben Mu-
tationen, bei denen einzelne Nukleotide ausgetauscht wurden (Substitutionen), kénnen namlich
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auch mehrere Nukleotide umfassende Stiicke eingefiigt worden (Insertionen) oder verloren ge-
gangen sein (Deletionen). Fiir diese eingefiigten oder verlorenen Stiicke der DNA wurde der
tibergreifende Begriff «Indel» geprigt (eine Kurzform von «Insertion/deletion»). Durch das
«Alignment-Verfahren» (deutsch: Alinierung = Angleichung) werden die Langenunterschiede
durch Abschneiden iiberhdangender Enden oder durch Entfernen bzw. Auffiillen von Liicken
ausgeglichen. Man kann fiir das Verfahren spezielle Computer-Programme einsetzen, dies aber
auch «per Hand» visuell am Computerbildschirm durchfiihren oder iiblicherweise beide Me-
thoden kombinieren. Das Ergebnis der Alinierung nennt man «Alignment».

Fiir Abb. 6 wurde das kostenlose Programm MEGA4 eingesetzt, mit dem man nach kurzer
Einarbeitung von ca. 3-4 Stunden sehr leicht umgehen kann (zum Download moge man die
Homepage des Anbieters dieses Freeware-Programms mit der Suchmaschinen-Eingabe
«MEGA4» aufsuchen). Zunichst werden alle zu vergleichenden Sequenzen in je einer Zeile
linksbiindig horizontal untereinander angeordnet (Abb. 6A, zur Vereinfachung hier nur 2 Se-
quenzen). Man sieht, dass die beiden Sequenzen wegen der fehlenden Alinierung kaum Uber-
einstimmungen zeigen. Ganz rechts konnte man nun die unterschiedlichen Langen der
Sequenzen ablesen (in Abb. 6 nicht dargestellt). Die Funktionsweise der Alinierung kann man
sich so vorstellen, dass durch schrittweises Verschieben aller Sequenzen gegeneinander in der
Horizontalen diejenige Position aller Stringe gefunden wird, bei der die Summe aller
Basen-Unterschiede zwischen den Sequenzen ein Minimum erreicht.

Am Ergebnis in Abb. 6B sieht man, dass es bei Cortinarius catharinae Consiglio (1) einen
links tiberhdangenden Bereich gibt (rechte Seite nicht dargestellt). Die tiberhangenden Bereiche
werden im letzten Schritt der Alinierung links (Abb. 6C) und rechts abgeschnitten, so dass jetzt
wieder alle Sequenzen linksbiindig beginnen und beide die gleiche Lange haben. Im Beispiel von
Abb. 6 stimmen nun im dargestellten Ausschnitt alle Basen der beiden Kollektionen iiberein; der
gesamte verglichene Abschnitt ist hier 606 Basen lang (in dieser Lange also nicht dargestellt),
mit einer Differenz an nur einer Position im nicht dargestellten Teil der Sequenzen. GrofBere
Differenzen ergeben sich in den meisten Féllen, wenn man die Sequenzen verschiedener Arten

. catharinae(l)
. catharinae(2)

B e e b i e e e el i e e i e i i e i i i e i i i i i e i i i i e e i i v e e e
C. catharinae(l) EEFEEEEEREERTERE TR ERERTREREETEETRRER TR EREEREREE - - - . - . - - -

¢ cartharinse 2) | NN BNAARERENNNNNRRRRENFNNRARRRR AR RR B

C. catharinae(l)
C. catharinae(2)

D Wl
C. albertii |

I} 1l I | I 1
| REs A C 1“ C A “ 8 SENS 7‘;
c._cacnarinae [ EREEEERENT R R ENOE RN E RN OR TN ARE NN R AT RN NANNTARERTREN

Abb. 6: A — Rohsequenzen von 2 Kollektionen von Cortinarius catharinae; B, C — Sequenzen nach Ali-
nierung, vgl. Text; D — Alignment zwischen C. albertii und C. catharinae (vgl. Kap. 9).
* = iibereinstimmende Basenpaare.

| | [}
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miteinander vergleicht. Abb. 6D zeigt einen Vergleich zwischen Cortinarius albertii Dima,
Freslev & T.S. Jeppesen und C. catharinae Consiglio. Hier sind in dem dargestellten kleinen
Ausschnitt der beiden Sequenzen schon 8 unterschiedliche Basenpaare zu sehen. In den ge-
samten Sequenzen dieser beiden Arten findet man 43 unterschiedliche Basenpaare.

Nach heutigem Stand kann man die Alignment-Verfahren noch nicht als standardisierte
Methode betrachten. Mit der entsprechenden Vorsicht sind daher die nach der Alinierung be-
rechneten Béume (s. 11.) zu interpretieren. Eine gute Einfiihrung in die Alignment-Methoden
findet sich in KNOOP & MULLER (2009).

10. Wie entsteht ein ,,Molekular-phylogenetischer Baum”?

Ein ,,Phylogenetischer Baum* ist eine mathematische Konstruktion, welche die stammesge-
schichtlichen Verwandtschaftsverhaltnisse (Phylogenie) von Lebewesen widerspiegelt (HAE-
SELER & LIEBERS 2003). Ein solcher Baum kann aus verschiedensten Daten konstruiert werden:
Morphologische und/oder dkologische Daten, Aminosdure-Sequenzen von Proteinen oder
DNA-Sequenzen. Im letzteren Fall sind alinierte Sequenzen das Ausgangsmaterial fiir die
Konstruktion des Baumes. Die theoretischen Grundlagen behandelt die von W. Hennig be-
griindete «Phylogenetische Systematik», — heute Kladistik genannt (HENNIG 1982).

Um aus den festgestellten Merkmalszustinden — hier DNA-Sequenzen — mehrerer bis vie-
ler Taxa die evolutionidren Prozesse in der erdgeschichtlichen Vergangenheit mit Computer-
Programmen zu rekonstruieren, stehen dem Bioinformatiker folgende vier hiaufig angewendete
Verfahren zur Verfligung, die beispielsweise in den leicht zugénglichen Programmpaketen
MEGA4, PAUP* und MrBayes enthalten sind: Parsimonie-Analyse, Distanz-Analyse, Maxi-
mum-Likelihood-Analyse und bayesische (bayesianische) Analyse.

Nihere Erlduterungen zu diesen vier Verfahren findet man in der deutschsprachigen Lite-
ratur bei KNOOP & MULLER (2009), die den vier Verfahren jeweils ein umfangreiches Kapitel
widmen. Eine gute, auch fiir den mathematischen Laien einigermalen verstindliche kiirzere
Ubersicht geben HAESELER & LIEBERS (2003). Hier kann nur eine kurze Charakterisierung der
vier Verfahren gegeben werden.

1. Parsimonie-Analyse (oder ,,Maximum-Parsimonie”, MP): Das ,,Parsimonie-Prinzip” be-
sagt, dass die sparsamste, einfachste Losung als beste Erklarung allen anderen vorzuziehen
ist. Bei einem Baum, der auf DNA-Sequenzen basiert, ist nach MP derjenige der plausi-
belste, bei dem die Taxa so im Baum platziert sind, dass die Variabilitéit eines Alignments
durch die geringste Anzahl von Basendnderungen (Substitutionen) erkliart werden kann.
Da fiir jede Position im Alignment alle moglichen Béume berechnet werden, ist diese Me-
thode bei vielen zu vergleichenden Sequenzen sehr aufwéndig und erfordert eine sehr hohe
Rechnerleistung. Schon bei 10 Taxa sind mehr als 1 Million verschiedene Baume moglich.
Wie viele Sequenzen in einem Arbeitsgang verrechnet werden kénnen, hiingt also von der
Leistungsfahigkeit des Computers ab.

2. Distanz-Analyse: Hier wird ein molekular-phylogenetischer Baum aus der Distanz aller
moglichen Sequenzpaare eines Alignments berechnet. Die Distanz ist ein MaB fiir die Ver-
schiedenheit von homologen Sequenzen — im einfachsten Fall gemessen an der Zahl un-
terschiedlicher Basen. Meist werden aber aus diesen realen Werten auf der Basis von Modell-
annahmen zur Evolution abgeleitete Distanzmalle berechnet, um Liicken im Alignment,
Riickmutationen oder die Mutationsrate einzelner Nukleotide zu beriicksichtigen. Bei einer
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groBeren Anzahl zu vergleichender Sequenzen ist es jedoch unméglich, alle nur moglichen
Bédume zu berechnen. Hier wird z.B. das ,,Neighbour Joining” (NJ) angewendet, bei dem
man dhnliche Sequenzen zu Gruppen (Cluster) zusammenfasst und diese Cluster wie Taxa
verrechnet.

3. Maximum-Likelihood (ML): Mit ,,likelihood” wird die Wahrscheinlichkeit bezeichnet, mit
der ein bestimmtes Ergebnis zu beobachten ist. In der Phylogenetik wird unter bestimmten
Annahmen und Modellen der Evolution der Baum mit der hochsten Wahrscheinlichkeit er-
mittelt. Der Vorteil besteht hier darin, dass die unter verschiedenen Annahmen und Model-
len erhaltenen Bdume mit ihren Likelihood-Werten einen Vergleich und eine Bewertung
dieser Annahmen und Modelle selbst ermdglichen. Der Baum mit dem héchsten Likelihood-
Wert spiegelt am ehesten den tatsdchlichen Evolutionsverlauf wider. Allerdings sind die dafiir
notwendigen Berechnungen duferst umfangreich und schrinken die Anwendbarkeit ein.

4. Bayesianische (bayessche) Analyse: Diese Methode geht auf den englischen Theologen
und Mathematiker Thomas Bayes zuriick, nach dem auch das zugehorige Computer-Pro-
gramm ,,MrBayes” benannt ist. Die bayesianische Methode beruht auf der sog. ,,posterior
probability”, einem Prinzip, bei dem die Wahrscheinlichkeit eines Ergebnisses durch schritt-
weise Hinzunahme neuer Informationen abgeschétzt und verbessert wird. Die Zahlen an den
Knoten des resultierenden Baumes stehen fiir die Haufigkeit, mit der ein bestimmter Clade
in den verglichenen Biaumen aufgetreten ist. So bedeutet z.B. die Haufigkeitsangabe 0,95,
dass der betreffende Clade in 95 % der Baume auftrat (zum Begriff Clade s. 11.).

11. In welcher Form werden Biume dargestellt?

Die statistische Auswertung der Daten wird als baumartige Grafik dargestellt, die der besseren
Lesbarkeit halber meist um 90° nach rechts gedreht dargestellt wird. Ein solcher Baum besteht
aus Asten (horizontale Linien) und Verzweigungspunkten (Knoten). An den ,,iuBeren Knoten”
—den Enden der Aste — stehen die untersuchten, lebenden Taxa, deren Morphologie und/oder
ggf. DNA-Sequenz bekannt sind. An den inneren Knoten stellt man sich hypothetische Vor-
fahren der rezenten Taxa vor. Diese Vorfahren sind durch die Aufspaltung in ihren Nach-
kommen aufgegangen. Alle Nachkommen, die an einem Knoten sitzen nennt man ,,Cluster”,
fiir den Spezialfall der an einem duBeren Knoten sitzenden Taxa verwendet man den Begriff
,Clade”. Clades und Cluster sind monophyletisch, d.h. alle darin enthaltenen Taxa lassen sich
auf einen unmittelbaren gemeinsamen Vorfahren zuriickfithren und beide enthalten jeweils
alle Nachfahren des gemeinsamen Vorfahren.

Einen Baum kann man als ,,Kladogramm” oder ,,Phylogramm’ darstellen. Ein Klado-
gramm hat nicht-skalierte, dh. gleichlange Aste, sodass hier keine Riickschliisse auf den Grad
der Verwandtschaft gezogen werden konnen. Es sind hier nur Aussagen iiber die Reihenfolge
der evolutiondren Ereignisse bei der Entstehung der Taxa ableitbar.

Beim Phylogramm hingegen kommt durch die Astldngen die genetische Distanz — z. B. als
Anzahl der Basen-Unterschiede in der Sequenz — zum Ausdruck: je linger die Aste, desto
groBer die Unterschiede und desto geringer die Verwandtschaft der Taxa (Abb.7). Als quan-
titatives Mal fiir die Astldngen befindet sich meist ein Maf3stabsbalken am Phylogramm.

Eine weitere Darstellungsform ist das Dendrogramm, auch als ultrametrischer Stammbaum
bezeichnet. Hier muss aber die Voraussetzung erfiillt sein, dass die Verdnderungsraten der be-
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Abb. 7: Molekular-phylogenetischer Baum aus LSU-Sequenzen berechnet (Quelle: NCBI; s. Kap. 6 und
Abb. 2). Bolbitius reticulatus und Laccaria amethystea wurden als Outgroup-Arten ausgewiihlt. Boots-
trap-Werte (vgl. Kap. 13) ab 50 % deuten hier auf statistisch gesicherte (unterstiitzte, engl. supported) Ver-
zweigungen. Verschiedene Kollektionen derselben Art (hier Cortinarius sulfurinus und Cortinarius
armillatus) fallen erwartungsgemil zusammen. Rozites ist in die Gattung Cortinarius eingebettet (vgl.
Kap. 14). * = Strecke, die auf den waagerechten Linien 5 unterschiedlichen Basen entspricht (auf 1000
Basen bezogen).

trachteten Merkmale bei allen Taxa iiber langere Zeitraume gleich und konstant sind. Bei mor-
phologischen Merkmalsénderungen und auch bei den meisten DNA-Sequenzen ist diese Voraus-
setzung kaum gegeben, bei bestimmten Protein-Sequenzen hingegen schon. Die horizontalen
Achsen eines Dendrogramms stellen damit auch eine Zeitachse dar, an der man nach dem be-
kannten Prinzip der ,,Molekularen Uhr” das Alter der jeweiligen Taxa ermitteln kann.

Normalerweise sollte jeder Baum einen Ursprung — eine Wurzel — besitzen. Dafiir wiihlt
man eine Art oder Artengruppe aus, die stammesgeschichtlich auflerhalb der Gesamtheit der
analysierten Taxa (,,ingroup” = Innengruppe) steht. Die Art(en) an der Wurzel eines Baumes
bezeichnet man als ,,AuBengruppe” (outgroup). Ein Outgroup-Taxon ist so definiert, dass es
sich von den Ingroup-Taxa abspaltete, bevor diese sich voneinander differenzierten. Es sollte
also eindeutig nicht zur Ingroup gehoren, jedoch verwandtschaftlich nicht allzu weit von ihr
entfernt sein. Das liegt daran, dass fiir das Alinieren eine gewisse Ubereinstimmung der Ba-
sensequenzen erforderlich ist.

Ist die Innengruppe eine einzelne Gattung mit ihren verschiedenen Taxa, dann findet man
relativ leicht eine geeignete Auengruppe. Arbeitet man hingegen auf hoheren hierarchischen
Ebenen, dann gestaltet sich die Suche nach einer AuBengruppe viel schwieriger, setzt es doch

© 2010, Deutsche Gesellschaft fir Mykologie



114 Z. MYKOL. 76/1, 2010

erhebliche Vorkenntnisse iiber die mogliche Verwandtschaft der zur Wahl stehenden Taxa
voraus. Will man z.B. die fritheste Verzweigung einer Innengruppe identifizieren, muss man
zunichst alle bekannten bzw. zuginglichen Taxa in die Untersuchung einbeziehen und zu-
sdtzlich eine geeignete Aulengruppe finden.

Auf einen gewurzelten Baum (engl. rooted tree) muss man hingegen verzichten, wenn
sich keine Art findet, die (a) naher mit den untersuchten Taxa verwandt ist und (b) deren Sequenz
mit den iibrigen Sequenzen alinierbar ist. Bei ITS-Sequenzen kann dies leicht passieren, da
die Sequenz von Outgroup-Arten oft so verschieden von der der analysierten Artengruppe ist,
dass die Sequenzen nicht alinierbar sind. Denn eine gewisse Ahnlichkeit der Sequenzen ist
eine Voraussetzung fiir die Alinierung (s. 0.). Ein solcher nicht gewurzelter Baum (engl. un-
rooted tree) gibt zwar genauso wie ein gewurzelter die Verwandtschaft der Taxa untereinan-
der wieder, er zeigt jedoch nicht die Abfolge der evolutionéren Schritte. Um Missverstindnisse
zu vermeiden und falschen Interpretationen vorzubeugen, sollte sich jeder Betrachter zunichst
dariiber klar werden, um welchen Baumtyp es sich handelt.

In Fillen, bei denen von einem Knoten mehr als zwei Aste ausgehen, liegt eine Polytomie
vor. Im Baum entsteht dadurch das Bild einer Gartenharke bzw. eines Kamms. Eine Polytomie
kann einerseits dadurch entstehen, dass eine Verzweigung nicht signifikant, d.h. statistisch nicht
gesichert ist (weiche Polytomie). In einem solchen Fall ist es ehrlicher, statt einer Dichotomie
eine Polytomie darzustellen und zu versuchen, durch Einbeziehung weiterer Taxa die Poly-
tomie aufzulosen. Andererseits kann eine Polytomie auch dadurch entstehen, dass aus einer
Stammart tatsichlich mehr als zwei Taxa hervorgegangen sein kénnten, obwohl dies biolo-
gisch eher unwahrscheinlich ist (harte Polytomie).

12. Was sagt ein phylogenetischer Baum aus?

Allgemein wird davon ausgegangen, dass Taxa, die in einem Baum dicht beieinander stehen,
in den ausgewerteten Merkmalen einander mehr dhneln als solche, die weit voneinander ent-
fernt stehen. Nicht mehr aber auch nicht weniger sagt ein Baum zunichst aus. Weitergehende
Interpretationen und Riickschliisse auf Verwandtschaftsverhdltnisse hiingen in erster Linie
von der Qualitdt der verrechneten Merkmale ab. Werden z. B. nur GroBen, Volumina, Massen
etc. verrechnet, kann man nicht erwarten, dass der resultierende Baum ein phylogenetischer
ist, der die stammesgeschichtlichen Verwandtschaftsbeziehungen widerspiegelt.

KUYPER (1986) hingegen wertete bei 13 Inocybe-Arten 14 morphologische Merkmale aus,
von denen er einige als urspriinglich (primitiv), andere als abgeleitet (hdher entwickelt) ein-
stufte. Mit diesem Ansatz konnte er trotz eines durch die damalige Computerleistung sehr be-
grenzten Versuchsumfangs zu Aussagen iiber die natiirlichen Verwandtschaftsbeziehungen
innerhalb der Gattung kommen, die einige friihere Auffassungen bestitigten, andere aber wi-
derlegten.

Werden DNA-Sequenzen verrechnet, so wird heute oft a priori angenommen, dass die er-
haltenen Baume ,,Phylogenetische Baume* sind. Diese Annahme leitet sich aus der biologi-
schen Rolle der DNA als Triger der Erbinformation her. In der Evolution der Lebewesen
haben sich nach heute allgemein akzeptierter Vorstellung durch Mutation des Erbgutes und
anschlieBende Selektion die jeweils bestangepassten Lebewesen durchgesetzt. Dadurch ist es
zu einer schrittweisen Weiterentwicklung der Organismen gekommen. Diese Schritte sind
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meist klein, manchmal aber auch groB gewesen, genauso wie die zugrunde liegenden Ande-
rungen der Basensequenz der DNA recht unterschiedlich sein konnen.

Der Austausch einzelner Nucleotide/Basen (Substitution) und noch mehr Deletionen und
Insertionen manchmal recht groer DNA-Abschnitte konnen besonders bei variablen DNA-
Regionen (z. B. -DNA) dazu fiihren, dass eine Alinierung nicht mehr ohne weiteres moglich
ist. Das flihrt dann dazu, dass die Verwandtschaft an den vorliegenden Basensequenzen nicht
oder kaum mehr nachweisbar ist, obwohl die miteinander verglichenen DNA-Sequenzen sich
moglicherweise recht nahe stehen.

Unterscheiden sich zwei Sequenzen nur um eine Base, dann muss das nicht heiflen, dass nur
eine einzige Substitution stattgefunden hat. Es kann auch bedeuten, dass an dieser Stelle nach
mehrfacher Substitution und durch Riickmutationen am Ende nur der eine beobachtete Unter-
schied resultiert. Wiirde man einfach nur die beobachteten Unterschiede zdhlen, dann unter-
schéitzte man systematisch die Zahl der tatsichlich stattgefundenen Anderungen. Dieser Umstand
erschwert die Abschitzung der Ahnlichkeit zwischen DNA-Sequenzen und den Riickschluss
auf die Zeit, die fiir diesen evolutiven Prozesses notwendig war. Denn auf der linearen Bezie-
hung zwischen der Anzahl unterschiedlicher Basen und der Zeit, die fiir die Herausbildung die-
ser Differenz erforderlich war, beruhen letztlich alle Rechenmodelle fiir Stammbéume.

Die oben beschriebenen Programme versuchen zwar diese Mingel zu beriicksichtigen, ihr
Erfolg ist aber stark von der Art der zur Verfiigung stehenden Daten abhingig. Irgendein Baum
wird am Ende immer herauskommen, es fragt sich nur, ob er der Wirklichkeit entspricht. Hier
hat das kritische Hinterfragen durch den Forscher anzusetzen. Zur Stiitzung seiner Ergebnisse
sollte er deshalb stets auch Befunde der klassischen Taxonomie heranziehen.

13. Konsensus-Biume und Bootstrapwerte — welcher Baum wird publiziert?

Meist ist es so, dass nach der Verrechnung eines Datensatzes nicht nur ein Baum, sondern
mehrere mogliche Baume mit unterschiedlicher Verzweigung vorliegen. Fiir welchen soll
man sich entscheiden? In solchen Fillen wird ein Konsensusbaum berechnet. Beim strict con-
sensus werden in dem daraus resultierenden Baum nur noch diejenigen Knoten vorkommen,
die bei allen Einzelbdaumen vorhanden waren. Die {ibrigen werden als Polytomie wiederge-
geben, wobei ein polytomer Knoten nicht mehr die phylogenetisch-zeitliche Abfolge darstellt
und einem Kladogramm entspricht.

Eine Information iiber die statistische Sicherheit der einzelnen Clades eines Baumes geben
die Bootstrap-Werte. Diese Werte werden an die betreffenden Knoten geschrieben. Das Ver-
fahren wurde von FELSENSTEIN (1985) erstmals fiir phylogenetische Berechnungen angewendet.
Es beruht darauf, dass aus einem vorhandenen Datensatz viele zuféllige Stichproben gezogen
werden (Spalten des Alignments), die jeweils zu einem Baum verrechnet werden. 1000 Wie-
derholungen sind hier ein iiblicher Wert. Kommt eine bestimmte Verzweigung (Clade/Cluster)
in allen Wiederholungen vor, hat sie einen Bootstrapwert von 100%. Eine solche Verzweigung
ist also in hohem Maf}e vertrauenswiirdig. Der Wert ist eine prozentuale Angabe, wie gut ein-
zelne Verzweigungen des Baumes statistisch abgesichert (= unterstiitzt, engl. supported) sind.
Die Aussagekraft von Bootstrapwerten ist aber noch umstritten. Je hoher der Bootstrapwert,
desto hoher ist die statistische Sicherheit dieses Knotens. Schwierig wird es bei niedrigeren
Werten. Wiirde man hier die bei statistischen Berechnungen iiblichen Vertrauensgrenzen an-
wenden, dann diirfte man nur solche Verzweigungen als ausreichend abgesichert betrachten,
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die Bootstrapwerte von 95-100 % haben. In bestimmten Féllen kann man aber Werte von iiber
65% oder sogar solche, die nur knapp iiber 50 % liegen, noch als signifikant ansehen. Treten
niedrigere Werte von 50 % oder darunter auf, dann besitzt diese Konstellation eher zufilligen
Charakter und man hétte genauso gut eine andere auswihlen konnen. Bedauerlicherweise
werden in den graphischen Darstellungen von molekular-phylogenetischen Béumen hiufig
solche Knoten trotzdem dargestellt, obwohl davon auszugehen ist, dass solche nicht unter-
stiitzten Bereiche eine Folge der fehlenden Moglichkeiten sind, mit Hilfe der jeweils ver-
wendeten DNA-Analysemethode ein schliissiges Schema der Artdifferenzierungsprozesse
aufzustellen. Auf die Wiedergabe solcher Verzweigungen sollte man deshalb verzichten und
sie als Polytomie darstellen (vgl. 10.). Bei Werten zwischen 50 % und 95 % sollte man sich
dessen bewusst sein, dass der dargestellte Baum an diesen Stellen mit einer gewissen Wahr-
scheinlichkeit durchaus auch eine andere Topologie haben konnte. Wiinschenswert wire eine
Baumkonstruktion, die nur unterstiitzte Verzweigungen zeigt. Ein Blick in die Literatur zeigt
aber, dass eine solche Praxis leider nicht durchgéngig eingehalten wird.

Nach wie vor zeigt die moderne DNA-Analyse erhebliche Schwichen auf dem Niveau
der Varietiten, Formen und Rassen. SchlieBlich gibt es kritische Stimmen, die generell in
Zweifel ziehen, ob molekular-phylogenetische Baume die tatsichliche Reihenfolge der frii-
heren Artbildungsprozesse iiberhaupt darstellen konnen. Dies mindert aber nicht den Wert
einer jeden kladistischen Methodik fiir die Taxonomie. Es sollte aber generell mehr auf ge-
wisse Fehlerquellen in der DNA-Analytik geachtet werden.

14. Welche wichtigen Anwendungen und Ergebnisse gibt es?

Von den vielen moglichen Anwendungen, die hier genannt werden konnten, soll hier nur eine
kleine Auswahl besprochen werden. Die Beispiele wurden so ausgewihlt, dass sie fiir My-
kologen, die sich mit Makromyceten beschéftigen, interessant sind.

Sehr bekannt ist der Fall der Aufspaltung der Gattung Coprinus durch REDHEAD et al. (2001).
In der Zeit vor diesen molekularbiologischen Untersuchungen galt diese Gattung als sehr ein-
heitlich. Sie wurde zusammen mit Psathyrella und einigen anderen Gattungen in die Familie
der Coprinaceae gestellt. Dass sich daran etwas dndern konnte, hat jahrzehntelang kein Ta-
Xonom angenommen.

Uberraschenderweise stellte sich jedoch heraus, dass die Kernarten der Gattung C. comatus
und C. sterquilinus in die Néhe von Lepiota und Agaricus zu stellen sind, die zu den Agari-
caceae gehoren. Jetzt erinnerte man sich auch wieder, dass diese beiden Arten sich auch mor-
phologisch von den tibrigen Tintlingen unterscheiden. So haben sie einen Zentralstrang im
Inneren des Stiels, ihnen fehlen Pleurocystiden, und sie zeigen das von den Champignons be-
kannte Roten des Hutfleisches und der Lamellen (CLEMENGON 2003).

Da aber Coprinus comatus die Typusart der Gattung ist, mussten alle iibrigen Tintlings-
arten neu benannt werden. Sie wurden entsprechend den Ergebnissen der DNA-Analysen auf
die drei Gattungen Coprinellus, Coprinopsis und Parasola aufgeteilt, die aus nomenklatori-
schen Griinden jetzt zur Familie Psathyrellaceae gehoren.

In Heft 6, Band 98 (2006) der Zeitschrift Mycologia findet sich eine Reihe von grundle-
genden Arbeiten zur Phylogenie zahlreicher Pilzgruppen. Es handelt sich hierbei um die Dar-
stellung der Ergebnisse der internationalen Forschungs-Initiative ,,Assembling the Fungal
Tree of Life* (http://aftol.org). Die zahlreichen Publikationen zu diesem Projekt finden sich
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unter http://aftol.org/publications.php. Von den vorgeschlagenen Umgruppierungen kénnen
hier nur einige wenige Bespiele erwihnt werden.

So war der Befund, dass Rozites caperatus in molekular-phylogenetischen Baumen in die
Gattung Cortinarius eingebettet ist, mindestens so iiberraschend wie die Ergebnisse bei Co-
prinus. Dieses Ergebnis flihrte dazu, dass Rozites-Arten in Cortinarius umkombiniert wurden
(PEINTNER et al. 2004), obwohl es durch morphologisch-anatomische Merkmale kaum ge-
stiitzt wird. AGERER (2006) weist auf eine Vielzahl von Merkmalen hin, die wiederum fiir ein
Belassen von Rozites in einer separaten Gattung sprechen.

Eine neue natiirliche Klassifizierung innerhalb der Gattung Cortinarius schlagen GARNICA
et al. (2005) vor. Diese Untersuchungen haben auch zu einer Neubewertung von morphologi-
schen, anatomischen und biochemischen Merkmalen gefiihrt.

Wesentliche Beitrige fiir DNA-basierte Artbeschreibungen in der Gattung Cortinarius
Sektion Calochroi haben auch FROSLEV et al. (2006a, b) geliefert. Hier wurde das Merkmal
der KOH-Reaktion auf der Huthaut, dem Knollenrand und der Knollenunterseite als Schliis-
selmerkmal verwendet (siche auch OERTEL et al. 2009). Durch die DNA-Analysen wurde
auch die Konstanz des Merkmals ,,KOH-Reaktion* unterstiitzt.

Ein zentrales Anliegen mykologischer Forschung liegt in einer Zuordnung bestimmter
Fruchtkorperformen (agaricoid, gasteroid, poroid, hydnoid, clavarioid, stereoid, corticioid
etc.) zu den verschiedenen Verwandtschaftsgruppen der Basidiomyceten. Ein Beispiel ist die
Einordnung des stereoiden Chondrostereum purpureum in die Ordnung der Agaricales, wih-
rend die Arten der Gattung Stereum auch weiterhin bei den Russulales anzuschlielen sind
(BINDER et al. 2005).

15. DNA-Barcoding bei Pilzen — Utopie oder realistische Aussicht?

Die Biodiversitit auf der Erde nimmt z. Z. schneller ab, als Taxonomen in der Lage sind sie
zu erfassen. Fiir die meisten Gruppen von Lebensformen gibt es viel zu wenig Spezialisten.
Einen Ausweg aus diesem Dilemma konnte die Methode des DNA-Barcoding bieten.

Hier handelt es sich um eine Methode zur Schnellerfassung und Identifizierung von Arten
an Hand ihrer spezifischen DNA. Eine solche Technik konnte es irgendwann ermoglichen, be-
liebige Entwicklungsstadien (z.B. Haupt- und Nebenfruchtformen) und Erscheinungsformen
(z.B. Fruchtkorper, Mycelien, Mykorrhizen u.a.) von Pilzen zu identifizieren. Einen guten
allgemeinen Uberblick iiber die Methoden und Ziele des DNA-Barcoding geben STEINKE &
BREDE (2006). Die industriellen Strichcodes kennt heute jeder bei seinem téglichen Einkauf.
Jede Ware triagt mit dem Code ihren individuellen Fingerabdruck, der die schnelle Identifi-
zierung mit einem handlichen Scanner ermdglicht. Bei einem Pilz wiirde aus seiner charak-
teristischen DNA-Sequenz quasi ein Strichcode gebildet, der in eine Datenbank eingelesen
schnell den dort hinterlegten Namen des Taxons anzeigt.

Die Vorstellung allerdings, der Taxonom brauche nur mit einem Scanner und einem ver-
bundenen Miniaturrechner durch den Wald zu gehen, ist vollig utopisch. Eine DNA-Extrak-
tion mit nachfolgender Vervielfaltigung durch PCR und die anschlieende Sequenzierung
sind nach wie vor notig und Stand der Technik.

Um das DNA-Barcoding fiir alle Pilze verfligbar zu machen, sollte eine universell ver-
wendbare DNA-Region eingesetzt werden. Die ITS-Region, die bei den bisherigen Bemii-
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hungen um ein Barcoding der Pilze propagiert wurde, eignet sich dafiir nicht durchgingig
und bisher konnte auch keine universell geeignete Region gefunden werden. Sollte das ge-
lingen, dann ist ein DNA-Barcoding bei Pilzen eine realistische Aussicht. Dafiir miissten aber
fiir moglichst viele Sequenzen korrekte Artnamen hinterlegt sein — ein Problem angesichts des
Mangels an Spezialisten.

Viel einfachere Techniken sind schon bei der Gendiagnostik beim Menschen entwickelt
worden, um bestimmte Erbkrankheiten diagnostisch schnell und eindeutig erfassen zu konnen.
Bei der ,Microarray-Technik” wird eine DNA-Probe (méglicherweise reicht spéter einmal ein
Zellextrakt) auf einen speziell priaparierten Chip (auch Gen- oder Biochip genannt) aufgetra-
gen. Gesuchte DNA-Abschnitte reagieren spezifisch mit der priparierten Oberfliche des
Chips, der anschlieBend an den Stellen, die reagiert haben, als Signal ein Fluoreszenzlicht ab-
gibt. Diese Fluoreszenz wird gemessen, das sich daraus ergebende Muster wird erfasst und
verrechnet und damit ggf. vorhandene Gendefekte entdeckt.

Ubertragen auf die Taxonomie wiirde eine solche Technik es jedem Anwender ohne mo-
lekularbiologische Kenntnisse und ohne besonders ausgestattete Laboratorien ermdglichen,
Pilztaxa schnell und eindeutig zu bestimmen. Wegen des hohen Aufwands fiir die Entwicklung
werden solche Methoden wohl kaum in absehbarer Zeit fiir die Pilztaxonomie zur Verfligung
stehen.

16. Ersetzen DNA-Analysen den Taxonomen?

Ein entscheidender Vorteil molekularer gegeniiber klassischen morphologisch-anatomischen
Merkmalen ist, dass auf der molekularen Ebene wesentlich mehr Einzelmerkmale eines Merk-
malskomplexes, z.B. der ITS-Region, zur Verfiigung stehen, die die statistische Auswertung
sehr viel zuverldssiger werden lassen. Die molekularen Merkmale stehen dariiber hinaus auch
dort zur Verfligung, wo morphologisch-anatomische Merkmale ganz oder fast ganz fehlen.

Die eingangs aufgeworfene Frage, ob DNA-Analysen objektive Kriterien fiir eine Art-
Definition liefern konnen, ist damit aber nicht beantwortet. Morphologisch-anatomische Un-
terschiede sind kaum objektivierbar, da in nicht wenigen Fillen die Umwelt einen erheblichen
Einfluss auf die Auspragung der Merkmale ausiibt. Genetisch identische Individuen kénnen
evtl. auch ganz unterschiedlich aussehen. Im Gegensatz dazu sind Unterschiede in der Ba-
sensequenz der DNA zwischen zwei Taxa ein objektives Kriterium dafiir, dass diese Taxa
nicht identisch sind. Sollte dementsprechend dem morphologischen und biologischen (s.o.
2.) ein DNA-basiertes Artkonzept zur Seite gestellt werden? Das Problem liegt hier in der
Bewertung der Differenzen. Unterscheiden sich zwei Taxa durch 1, 2, 3 oder mehr Basen in
der ITS-Region, sind aber makro- und mikroskopisch sowie auch dkologisch nicht zu unter-
scheiden, dann kann man schwerlich von zwei Arten sprechen — es sei denn, man wiirde die
Art lediglich formal an Hand der Basenunterschiede definieren. Und wo soll dann eine Grenze
festgelegt werden? Dabei konnte es leicht passieren, dass einzelne Individuen morphologisch-
anatomisch definierter Arten als eigene Spezies betrachtet werden miissten. Diese Uberle-
gungen zeigen, dass ein nur an Unterschieden der Basensequenz definiertes Artkonzept nicht
praktikabel ist.

Andererseits gibt es durchaus Taxa, deren untersuchte Basensequenzen voéllig identisch
sind, die sich aber morphologisch und 6kologisch deutlich unterscheiden; das ist z.B. bei Cor-
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tinarius atrovirens Kalchbr. und C. ionochlorus Maire der Fall (GARNICA et al. 2005). Man
kann zwar nicht ausschlieen, dass es sich bei diesen beiden Taxa womdoglich nur um eine Art
handelt. Diese Schlussfolgerung ist aber nur gerechtfertigt, wenn die beobachteten Unter-
schiede nicht genetisch, sondern umweltbedingt sind. Wiren die abweichenden Merkmale
aber genetisch bedingt, dann wiirde man unterschiedliche Sequenzen finden, wenn man das
gesamte Genom nach Sequenz-Unterschieden durchsuchte. Die Ubereinstimmung in den zu-
néchst untersuchten Sequenzen wire dann moglicherweise zufillig gewesen.

Daraus ist die Schlussfolgerung zu ziehen, dass DNA-Analysen zwar objektive Ergeb-
nisse, jedoch allein kein eindeutiges Kriterium fiir eine Art liefern konnen. Ob ein Taxon als
Art zu betrachten ist, wird also auch in Zukunft der Taxonom an Hand morphologischer, ana-
tomischer, chemischer, 6kologischer und ggf. an Hand von DNA-Daten zu entscheiden haben.

Mit ihrem Pladoyer fiir eine ,, DNA-Taxonomie” verfolgen TAUTZ et al. (2003) einen etwas
anderen Ansatz, der besonders dem schon erwihnten Mangel an Spezialisten und Forschungs-
kapazititen Rechnung trigt. Nach diesem Konzept sollen die in einer Datenbank hinterlegten
Taxa zunéchst nicht zwingend nach der herkdmmlichen bindren Nomenklatur als Species,
sondern nach einem Nummernsystem benannt werden. Da die DNA-Sequenz die Hauptrefe-
renz fiir ein Taxon ist, entféllt auch das bisherige Problem der stindig wechselnden Namen.
Der Autor, die Beschreibung des Taxons, 6kologische Daten etc. sollen gleichfalls in die Da-
tenbank aufgenommen werden, auch ein schon bekannter oder spiter festgelegter bindrer Art-
name. Als Referenz ist eine DNA-Probe zu hinterlegen, die im Falle bereits beschriebener
Arten moglichst vom Typusbeleg stammen sollte. Es bleibt abzuwarten, ob dieses schliissige
Konzept sich durchsetzen kann.

Die neuen Methoden der DNA-Analyse erdffnen die Moglichkeit, viele bisher ungeldste
Probleme der Taxonomie zu klaren. Wenn Profi- und Amateur-Mykologen / -Taxonomen mit
Molekulargenetikern und Biologen sowie Bioinformatikern zusammenarbeiten, dann konnte
es gelingen, die heute noch vorhandene Biodiversitit der Lebensrdume unserer Erde schnel-
ler als bisher zu erfassen, sie zu erhalten und fiir spatere Generationen nutzbar zu machen.
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