1 In jeder Zelle ist das gesamte
Erbgut als DNA enthalten. Diese
spezifische Information wird fir die
Analyse bendtigt.

Was sucht Kommissar DNA in der Holzforschung?

Warum Genetische Fingerabdriicke und Verwandschaftstests am Institut Einzug hielten

A. Steitz

Sie schafft Klarheit in so mancher Familienangelegenheiten und kein Krimina-
list — egal ob er reale Verbrecher jagt oder seiner Tatigkeit in den CSl-Labors
dieser Welt nachgeht — kommt ohne sie aus: der DNA-Analyse. An der HFA
kommt sie vor allem im Kampf gegen holzzerstorende Pilze zum Einsatz.

DNA (Deoxyribonucleic acid, oder Des-
oxyribonukleinséure) als Basis des Le-
bens ist in jedem Organismus zu finden,
so auch in holzzerstérenden Pilzen und im
Material (Holz, Mauer, ...), auf dem der Pilz
wachst. Mit der DNA-Analyse ist es mog-
lich aus nur geringem Probenmaterial
(Myzel, Mauerwerk bzw. Holz mit Myzel-
spuren) DNA zu extrahieren, diese zu rei-
nigen und zu vervielfachen, um anschlie-
Rend Pilz-DNA zu detektieren und Schad-
linge wie den Echten Hausschwamm
(Serpula lacrymans) zu identifizieren.

Molekularbiologische Erfassung
von Hausfaule

Die eindeutige systematische Begutach-
tung eines Schadpilzes ist von wirt-
schaftlicher Relevanz, da davon der Sa-
nierungsaufwand fur ein befallenes Ge-
baude abhangig gemacht werden kann.
In der Praxis ist es nicht immer moglich,
vorhandenes Pilzmaterial oder (ber-
wachsene Baustoffe einem Schadpilz
zuzuordnen. Weiters ist eine Bestim-
mung mit traditionellen Methoden wie
die Isolation des Pilzes auf Agarmedien

sehr zeitaufwéandig, so dass sich mit der
DNA-Analyse ein Verfahren anbietet,
das sich der Untersuchung der pilzspezi-
fischen DNA bedient und mit der es
maglich ist, vergleichsweise rasch eine
eindeutige Aussage Uber den Schadpilz
zu gewinnen. Da fur die DNA-Untersu-
chungen nur wenig Probenmaterial not-
wendig ist, stellt sie eine ideale Technik
fur Falle, mit nur wenig Ausgangsmateri-
al dar. Dies kommt vor allem im Bereich
des Denkmalschutzes zum Tragen, da
hier Ublicherweise nur geringe Mengen
von Untersuchungsmaterial entnommen
werden kénnen.

Weitere Vorteile der DNA-Untersuchung
liegen in der hohen Spezifitat und der ab-
soluten Objektivitat der Untersuchung.
Die im Rahmen eines Projektes an der
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2 Ein Ubeltater: Der charakteristische Fruchtkdrper
eines Hausschwamms.

Holzforschung Austria erarbeiteten mo-
lekularbiologischen Nachweismethoden
erfassen vier wichtige Vertreter der
Hausfaule. Der Echte Hausschwamm
(Serpula lacrymans), der Wilde Haus-
schwamm (Serpula himantioides), der
Weile Porenschwamm (Antrodia vail-
lantii) sowie der Braune Kellerschwamm
(Coniophora puteana) kénnen anhand ih-
rer ,genetischen Fingerabdricke” er-
kannt werden.

Sukzession von Mikroorganismen

Mit der DNA-Analyse ist es aber nicht
nur maglich, einen Organismus zu iden-
tifizieren, sondern auch die zeitliche Ab-
folge — die sogenannte Sukzession — ei-
ner Besiedlung von Mikroorganismen zu
untersuchen. Der Vorteil einer moleku-
larbiologischen Untersuchung liegt hier
darin, dass auf den gesamten bestehen-
den DNA-Pool - also auf die DNA aller
Mikroorganismen - eines Lebensrau-
mes zugegriffen werden kann. Es sind
keine dazwischengeschalteten, oft als
,selektionierend” diskutierten Kultur-
techniken notwendig, die die Analyse
verfalschen. Aus diesem DNA-Pool kann
das Auftreten von Bakterien, Pilzen oder
Moderfaule untersucht werden.

An der HFA wurden in einem bereits ab-
geschlossenen Projekt zeitliche Korrela-
tionen zwischen der mikrobieller Suk-
zession und dem Wirkstoffabbau bei
impragnierten Leitungsmasten unter-
sucht. Dabei wurden auch Veranderun-
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3 Ein Tatort: Mauermaterial und uncharakter-
istische Myzelreste fir die DNA-Analyse.

gen in der mikrobiellen Artenvielfalt in-
nerhalb der Bakterien- und Pilzpopulati-
on im angrenzenden Boden mittels einer
speziellen Technik (t-RFLP — Terminal
Fragment Length Polyphormism) beob-
achtet. Mit dieser Technik kann ein ,, ge-
netischer Fingerabdruck” der Bakterien-
und Pilzpopulation im Boden zu einem
bestimmten Zeitpunkt untersucht und
auch mit anderen Zeitpunkten und
Standorten verglichen werden.

Oberflachenbewuchs von Algen,
Pilzen und Bakterien

Auch Aufwuchs auf allen natlrlichen
und technischen Oberflachen kann un-
tersucht werden. So werden auch Fas-
sadenanstriche relativ rasch von Mikro-
organismen besiedelt. Eine optimale
biozide Ausrlstung der Anstrichsyste-
me zu finden und eine Methode zu ent-
wickeln, die eine schnelle Beurteilung
der biologischen Wirksamkeit der Biozi-
de auf der Anstrichoberflache gestattet,
waren Ziele von Untersuchungen. Dabei
konnten mit der Molekularbiologie ge-
eignete Marker fur Bakterien, Blaualgen
(Cyanobakterien) und Algen adaptiert
werden. Mit dieser spezifischen PCR-
Technik kénnen Untersuchungen von
Anstrichsystemen unternommen und
dabei die Proben direkt aus dem Fassa-
denmaterial gezogen werden.

Fruhe Erkennung
Im Rahmen eines derzeit laufenden Pro-

jektes wird beschichtetes modifiziertes
Holz nach Freilandexponierung mit mo-
lekularbiologischen ~ Methoden  auf
Schimmel- und Blauepilze untersucht.

Daflr wurden Marker fir charakteristi-
sche Schadorganismen entwickelt bzw.
modifiziert. Anhand von regelmaRigen
DNA-Untersuchungen der Freilandpro-
ben kann ein Befall bereits zu einem
Zeitpunkt festgestellt werden, an dem
noch keine makroskopischen bzw. mik-
roskopischen Spuren sichtbar sind. Da-
bei ist auch eine Sukzession von Vertre-
tern der Schnittholzblaue Gber Anstrich-
blaue usw. erkennbar. Da in diesem Pro-

bDP Wissen: DNA-Analyse

Fir eine DNA-Analyse werden nur klein-
ste Probenmengen benétigt. Dabei kann
es sich um Pilzmyzel, Mauermaterial, Holz
oder Prozesswasser handeln. Nach dem
Zerkleinern des Materials werden die zu
untersuchenden Zellen mechanisch und
chemisch aufgebrochen und die DNA ex-
trahiert. Die PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) ist das Herzstlick der DNA-Analytik:
Hier werden die DNA-Abschnitte verviel-
faltigt, wobei zwischen einzelnen Grup-
pen von Organismen und Gattungen un-
terschieden werden kann. Diese amplifi-
zierte DNA wird auf ein Gel aufgetragen
und eine elektrische Spannung angelegt.
Diese Spannung trennt die einzelnen Frag-
mente in Banden auf anhand derer die Or-
ganismen detektiert werden konnen. Die
durch diesen Prozess gewonnene und ver-
vielfachte DNA kann auch fir tiefer gehen-
de Fingerprinttechniken — wie z.B. DGGE
oder t-RFLP - verwendet werden.



jekt verschiedene modifizierte Holzer
und Beschichtungssysteme untersucht
werden, sollen die Ergebnisse der Mole-
kularbiologie mitunter als Grundlage zur

Bewertung von
men dienen.

Beschichtungssyste-

Holzlagerung

Die Entwicklung von Mikroorganismen
stellt auch im Bereich der Holzlagerung
nach wie vor eine wichtige Thematik dar.
In einer Auftragsarbeit wurden an ver-
schieden gelagertem Holz DNA-Unter-
suchungen durchgefihrt. Die Beurtei-
lung der Lagerungsmethoden bezlglich
dem Auftreten von Blauepilzen und Bak-
terien stand im Vordergrund dieser Ar-
beit. Hier zeigte sich, dass auch auf die-
sem Gebiet die DNA-Techniken eine
sensitive und rasche Untersuchungs-
maglichkeit darstellen.

Zunehmend finden Fingerprint-Techni-
ken auch im Bereich der Abwasserun-
tersuchungen Anwendung. Der weit
Uberwiegende Teil der Mikroorganismen
auf der Erde lebt in Flocken, Filmen oder
Schlammen. Diese Form der Lebens-
weise, ,Biofilm” genannt, gibt ihnen un-
ter anderem Schutz gegen externe Ein-
flisse wie z.B. auch vor Bioziden.

Mikroorganismen in Biofilmen

Die Entwicklung von Biofilmen in Indust-
rieanlagen wurde mit Hilfe einer Finger-
printtechnik (DGGE — Denaturing gradi-
ent gel electrophoresis) untersucht und

mit korrespondierenden Parametern in
Relation gesetzt. Durch eine weitere
Klonierungstechnik konnten die am Auf-
bau des Biofilms beteiligten Bakterien
identifiziert werden und die Industriean-
lagen nach ihrem Besiedelungsmuster
verglichen werden. Es zeigte sich, dass
die Anlagen je nach Verfahren eigene Bio-
tope darstellten. Diese Biofilme waren
zum Teil aus spezialisierten Organismen,
die miteinander mehr oder weniger ver-
wandt waren, aufgebaut.
Referenzorganismen aus der hauseige-
nen Pilz- und Bakterien-

sammlung, die flr stan-

dardisierte Wirksam-
keitsprifungen einge-

setzt werden, mussen

eine bestimmte Virulenz

und bestimmte Holzab-

bauraten haben, die routinemaldig Uber-
pruft werden. Friher wurden in den
meisten  internationalen  Instituten
Stammsammlungen von Pilzen mittels
ihrer Kolonieform und der Myzelmorpho-
logie mikroskopisch bestimmt. Dabei
kam es haufig zu Verwechslungen und
Fehlern. An der HFA werden als Prifor-
ganismen eingesetzte Pilze mit Hilfe der
DNA-Analyse einer Identitatskontrolle
unterzogen.

Der Fachbereich Molekularbiologie wid-
met sich bereits seit einiger Zeit holz-
schutztechnischen Fragestellungen -
fir ausgewahlte Holzzerstérer konnte
eine eindeutige Nachweismethode ent-
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5 Ergebnis einer DGGE-Untersuchung, das unter
UV-Licht betrachtet wird..

4 Der genetische Fingerabdruck einer
Bakterienpopulation, dessen Genmaterial fur
4 weitere Untersuchungen entnommen wird.

wickelt werden. Weitere Pilze, wie
Blauepilze und Schimmelpilze sollen in
Zukunft noch hinzukommen.

Kundenspezifische Anforderungen

Der bisherige Einsatz der Molekularbio-
logie in holzrelevanten Bereichen zeigte,
dass die DNA-Analyse ein sehr sensiti-
ves Verfahren darstellt, um Mikroorga-
nismen auch frihzeitig an Oberflachen,
in der Erde, in aquatischem Milieu oder
in Biofilmen zu identifizieren. Weiters
wurden PCR-basierende Methoden -
. Fingerprints” wie z.B.:
DGGE und t-RFLP — flr
das Monitoring von mik-
robiellen Gemeinschaf-
ten (Bakterien, Pilze) in
aquatischen Systemen
(natUrliche Wasser, Pro-
zesswasser,...), sowie in Biofilmen, Bo-
den, Fassaden und Holz etabliert. Durch-
geflhrt werden Forschungsprojekte und
kundenspezifische Auftragsarbeiten in
den verschiedensten Bereichen, in de-
nen Mikroorganismen involviert sind.
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