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Bestimmung von Hausfaulepilzen mittels
DNA-Analyse

A. Steitz




Einleitung
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»chemoheterotrophe Lebewesen
Energie und C aus org. Molekilen

»daher keine Pflanzen

»keine Tiere, da Pilze vakuolisierte Zellen
mit einer Wand aus Chitin besitzen

»selbstandiges Taxon

»>wichtige Funktion als Destruent in
Stoffkreislaufen in der Natur
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Einleitung
Holz verfarbende Pilze > abiotische Faktoren

- kiinstliche Holztrocknung
- Einwirken von Eisensalzldsungen

> biotische Faktoren

- Schimmel
- Blauepilze (Verblauung)
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Einleitung ,biotische* Verblauung
Holz verfarbende Pilze

» Stammbholzblaue

» Schnittholzblaue

» Anstrichblaue
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» Stammholzblaue
Einleitung ;

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfalle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

Ceratocystis-Arten, Leptographium
lundbergii und Discola pinicola




» Schnittholzblaue
Einleitung

Holz verfarbende Pilze

Cladosporium-Arten und Alléntophoma
nematospora
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» Anstrichblaue
Einleitung
Holz verfarbende Pilze
Holz zerstbrende Pilze
Hausfaule
ONORM B 3802-3
Schadensfalle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

74

Aureobasidium pullulans und Sclerophoma
pityophila
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Einleitung
Holz verfarbende Pilze

Holz zerstorende Pilze - aqusreichend hohe Holzfeuchtigkeit > 20 %

notwendige Umweltbedingungen:

- Uber langere Perioden
- Temperaturen zwischen 3° C und 38° C

pilzspezifische Enzymsysteme:

- Lignin, Hemicellulosen und Cellulose
e Welildfaule

- Cellulose und Hemicellulose
— Moderfaule
— Braunfaule
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Einleitung Abbau von Lignin, Hemicellulosen und
Holz verfarbende Pilze Cellulose
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule
ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

Welildfaule
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Einleitung Abbau von Cellulose und

Holz verfarbende Pilze Hemicellulosen
Holz zerstorende Pilze

-

Moderfaule
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Einleitung Abbau von Cellulose und

Holz verfarbende Pilze Hemicellulosen
Holz zerstorende Pilze |

Braunfaule
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Einleitung
Holz verfarbende Pilze einige haufig beobachtete Hausfaulepilze:
Holz zerstdrende Pilze
Hausfaule

» Echter Hausschwamm (Serpula
lacrimans)

» Brauner Kellerschwamm (Coniophora
puteana)

» Porenschwamme (Poria sp.)

» Blattlinge (Gloeophyllum sp.)

» Ausgebreiteter Hausporling (Donkiopora

expansa)
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Porenschwamm-Gruppe und
wellder Porenschwamm

Oberflachenmyecel

Fruchtkorper
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Blattlinge (Gloephyllum sp.)

Fruchtkorper

Innenfaule
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Brauner Kellerschwamm (Coniophora p |
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Oberflachenmycel Fruchtkérper
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Echter Hausschwamm

Oberflachenmycel

Fruchtkorper




Echter Hausschwamm

Strangmycel kann

holzfreie Bereiche

(Mauer, Fugen,...)

tberwachsen und

In trockene Etagen
gelangen




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
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Bekampfungsmalinahmen gegen
Pilz- und Insektenbefall

Feststellung des Schadorganismus
und Bestimmung des
Befallumfanges

Im Zweifelsfall ist wie bei einem
Befall durch den Echten
Hausschwamm vorzugehen
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Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfalle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

Alle - auch die nicht geschadigten - Holzteile sind
mindestens 1,5 m Uber den erkennbaren Befall hinaus
ZU entfernen.
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Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

Schadensfalle
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Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse

Ansehen, Angreifen, Anbeilen
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Einleitung
Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze

Hausfaule

ONORM B 3802-3 X
Schadensfalle I —
Schadensanalyse | |

Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

Endoskopie
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Einleitung
Holz verfarbende Pilze i
Holz zerstdrende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfalle e
Schadensanalyse Fruchtkorper
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

- e

Stra'ngmycel
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Einleitung
Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule
ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung '_

Basidiosporen

Myceldiagnostik
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Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

Aderning

Thymine

Guanine

Cyfozine

. CETTXETERY. 1o iF




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
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Techniken auf der Grundlage der

Eiwellde

» SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE)

» Immunologische Verfahren




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
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Techniken auf der Grundlage der

Nukleinsauren

» RAPD
» RFLP

» Sequenzierung
> PSP




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie

DNA-EXxtraktion

Aufbrechen der Zelle

l

Lyse

l

Reinigung der DNA

l

Fallung der DNA

l

Elution

l

fur die PCR einsetzbare
DNA
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Einleitung
Holz verfarbende Pilze Genbereiche, die untersucht werden
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule
ONORM B 3802—3 major rtRMA transcri pt 3% RMA gene
. el A

Schadensfalle / 7
Schadensanalyse Ry vl
Molekularbiologie Sl s
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Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
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PCR = Vervielfachung eines
ausgewahlten DNA-Abschnittes

Primer zur Definition der Startstellen

Polymearase Chain Reaction (PCR)
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Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie

F =

Auftrennung der DNA
mit Gelelektrophorese




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstdorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfalle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
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Untersuchung von ,Randomly
amplified polymorphic DNA"
(RAPD)

Unter Verwendung nur eines Primers (10 bp)
werden mit der PCR zufallige verschiedene
DNA-Abschnitte vermehrt. Die Pilzarten
unterscheiden sich durch ihre Fingerprints




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung
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Untersuchung von Restriktions-
Fragment-Langen-
Polymorphismen (RFLP)

i v R i
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-

Verwendung universeller Primer mit anschliel3endem
Restriktionsverdau, in dem Restriktionsenzyme die
DNA in Fragmente schneiden und ein
charakteristisches Muster (Fingerprint) sichtbar wird.
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Einleitung

Holz verfarbende Pilze Untersuchung der Sequenz der
Holz zerstorende Pilze rDNA (Sequenzierunq)
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfalle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode

< foo.
1 10 20 30 40 50 60 70 80 30 100 110 120 130

113 HHGTHRGYRRRRRGRATCAGCGCCCGACCTCCARCCCTTTGTTGT TARRACTACCTTGT TGCT TTGGCGGEACCGCTCGETCT-~CGRAGCCGCTEGGEAT---TCGTC-CCAGGCGAGCGCCCGCCAGAG
314 NYAGGHEGARGANTCGCGGCCCARCCTCCCACCCTT--==GTCTCTATACACCTGT TGCTTTGGCGGECCCACC GEEGCCACCTGGTCGCCEGGEGACGCACGTE TCCGGGCCCGCGLCOGCCGARG
315 AYANKAKGAGGRCGGGCTGGAACC TCTCGGGETTACAGCCTTGCTGAR-~TTATTCA=-~CCCTTGTCTTTTGCGTA-CTTCTTRTTT: -CCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGG
316 ATNTGASSHCGRR-TCTAACCAC-CGGGATGTTCATARCCCTTTG-=TTGTCCG--=ACTCTGTTGCCTCCGGEGCGACCC-=TG: -LCTT--CG66C66666C TCCRRGTRG
Consensus  ..............dat..gag. Cg..cTe.alCl cboggggTtacaacaacceTet ..  TT.E.Ce. . cl.ctgt goctelppe.Cg.c. . gutb. . CoTt. oglbegebieel . Co.cgagh

Gually caloreading —

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

113 TTRAARCCARRCTCTTGTTATTTAACCGGTCGTCTGAGTTARART-TT ARARCTTTCAACARCGGATCTCTTGGTTCTCE GCAGCGARATGL

314 CGCTCTGTGAACCC TGTC ACT-GTGAARATTGTCARARCTTTCAACARTGGATCTCTTGGT TCCGGCATCGATGAAGARCGCAGCGARATGCGATARGTAATGTGAA

315 ACARRCATARACCTTTTGTAR--TT--GCARTCAGCGTCAGTARCRAARTTARTAATTACARCTTTCAACARCGGATCTCTTGGT TCTGECATCGATGRAGARCGCAGLGARATGCGATARGTAGTGTGRA
ACACTTCARACTCTTGCGTARCTTT--GCAGTCTGAGTARRCTT-RATTARTARATTARARCT TTTRAACARCGGATCTCTTGET TCTGECATCGATGRAGARCGCAGCGARATGCGATARGTARTGTGRA

. 316
S e U e n Z | e ru n Consenus il T e Terert
261 2N 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 388

113 TTGCAGAATTCAGTGARTCATCGARTCTTTGARCGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGEGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACTCARGCTAT

314 TTGCAGAATTCCGTGARTCATCGARTCTTTGARCGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGEECATGCCTRTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCARGCACGELTTGTG

315 TTGCAGAATTCAGTGARTCATCGARTCTTTGARCGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCARAGEGCATGCCTETTCGRGCGTCATTTGTACCCTCARGLTTTGLTTGGTGT TRGGCGTCTTG

316 TTGCAGARTTCAGTGARTCATCGARTCTTTGARCGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGEGCATGCCTETTCGAGCGTCATTTCACCACTCARGCCTCECTTGGTATTGGGCAACGCEGTCCRCT
Consensus  TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGARTCTTTGARCGCACATTGCGCCCoeTOREATTCCgagGGRCATRCCTATELGAGCGTCATTLcacCaCTCAAGCLELZELESEL . EEYBET, .CuBuuranss

Alignment




Einleitung

Holz verfarbende Pilze PCR mit pilzspezifischen oder
Holz zerstorende Pilze artspezifischen Primer (PSP)
Hausfaule —— Ja/ nein-Aussage
ONORM B 3802-3 nein  ja

Schadensfalle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung
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Pilzbeschreibung:

Hautiges Oberflachen-
mycel auf Mauerwerk

Echter
Hausschwamm ?

Nr. Primer

L1 + Kontr.

L2 - Kontr.

L3 Serp.lacr.
L4 Serp.him.
L5 Con.put.
L6 Antr.vaill.
L7 100bp-M.




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung

L1

L2

L3 L4
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" FORSCHUNG

aalti A U S TRI A

Pilzbeschreibung:

Wattiges Oberflachen-
mycel auf Holz

Echter
Hausschwamm ?

Nr.

Primer

L1
L2
L3
L4
LS
L6
L7

Antr.vaill.
Con.put.
Serp.lacr.
Serp.him.
100bp-M.
- Kontr.

+ Kontr.




Einleitung

Holz verfarbende Pilze
Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfélle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode
Zusammenfassung
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Pilzbeschreibung:

feines Pilzmycel an der
Deckenunterseite;
Strangmycel oberhalb
der Putzschicht

Echter
Hausschwamm ?

Nr.

Primer

L1
L2
L3
L4
LS
L6

Serp.lacr.
Serp.lacr.
Serp.him.
Con.put.
Antr.vaill.
100bp-M.

-/+ Kontrolle
nichtabgebildet




Einleitung
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Holz verfarbende Pilze Leistungsfahigkeit der Methode

Holz zerstorende Pilze v von der Morphologie des Ausgangsmaterial

Hausfaule
ONORM B 3802-3
Schadensfalle
Schadensanalyse
Molekularbiologie
Methode

unabhangig

v auch mit nur wenig Ausgangsmaterial ist
eine Analyse moglich (z.B. Denkmalschutz)

v keine Reinkulturen erforderlich
v" schnelles Ergebnis
v' Methode mit hoher Spezifitat
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Einleitung > Bauschadensanalyse:
Holz verfarbende Pilze

Holz zerstorende Pilze
Hausfaule

ONORM B 3802-3
Schadensfalle » makroskopische Pilzbestimmung

Schadensanalyse Standort und Klimabedingungen
Molekularbiologie

Methode
Zusammenfassung

Ansehen - Angreifen - Anbeilen (direkte Methode)

bautechnische Endoskopie (indirekte Methode)

Fruchtkorper, Mycelien

> mikroskopische Pilzbestimmunq

» DNA-Analyse




