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Versuche zur Fruchtkorperentstehung des
Hausschwammes, Serpula lacrymans, in Reinkultur

Experiments for producing fruit-bodies of the dry rot
fungus, Serpula lacrymans, in culture

Olaf Schmidt und Ute Moreth-Kebernik

Ordinariat fiir Holzbiologie, Universitit Hamburg,
Leuschnerstrasse 91, D-21031 Hamburg

Zusammenfassung. — Einige in der Literatur genannte Einfliisse auf die
Fruchtkorperentstehung von Basidiomyceten unter Reinkulturbedingungen
wurden auf ihre Eignung fiir den Hausschwamm tberpriift, um fiir Untersu-
chungen zur Biologie und damit verbundene Bekampfungsmoglichkeiten des
Pilzes neben der vegetativen auch die fruktifikative Entwicklung zu erfassen.
Die Beeinflussung der Kultivierung, wie Fliissigkultur, unterschiedlich trocke-
ner Agar, Forderung des Gasaustausches sowie feste Unterlagen fiir Frucht-
korper, forderte das Fruchten nicht, ebensowenig wie Nahrmedien, die sich
durch Kohlen- und Stickstoffquellen, Mineralien, Vitamine oder die Anwe-
senheit von Holz unterschieden. Dagegen stimulierte cyclisches Adenosin-
monophosphat. Die beim Hausschwamm induzierbare Fruktifikation als Fol-
ge der Hemmung des vegetativen Wachstums durch erhohte Temperatur
ergab sich weder durch ungiinstige pH-Werte noch den Hemmstoff Me-
thylalanin, jedoch durch Borax sowie Dualkultur mit Pseudomonas fluorescens.

Summary. — To obtain fruit-bodies of the dry rot fungus in artificial cul-
ture for performing biological experiments and in view of its eradication,
factors from literature inducing basidiomata were investigated. Influencing
the cultivation procedure, such as liquid cultures, differently dried agar plates,
increased gas exchange and solid supports for fruiting, did not effect fruiting.
Nor did various media differing in carbon and nitrogen sources, minerals and
vitamins or containing wood. In contrast, cyclic adenosine monophosphate
yielded some fructification. Earlier experiments promoting fruiting of the dry
rot fungus after inhibiting the vegetative growth through elevated tempera-
ture could not be repeated by unfavourable pH-values or the inhibitor
methylalanine, but by borax and interaction with Pseudomonas fluorescens.
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l. Einleitung

Nur wenige holzbewohnende Basidiomyceten fruktifizieren als Reinkultur im
Labor haufig und spontan.

Der Hausschwamm, Serpula lacrymans, gehort als wichtigster holzzer-
storender Pilz in Gebduden Nord- und Zentraleuropas seit den grundlegen-
den Arbeiten von HARTIG (1885) und FALCK (1912) zu den intensiv unter-
suchten Pilzen. Jiingere Darstellungen zu Schadwirkung, Biologie und
Bekédmpfung geben JENNINGS & BRAVERY (1991), SCHMIDT & MORETH-
KEBERNIK (1991a) und SCHMIDT (1993, 1994). Untersuchungen seiner Bio-
logie und sich daraus ergebende Bekampfungsmoglichkeiten umfassen neben
dem vegetativen Wachstum auch die Entstehung von Fruchtkérpern. Somit
steigt das Interesse an Fruchtkorpern in vitro beispielsweise fiir Versuche zur
Sporenkeimung (HEGARTY & al., 1987), zur formalen Genetik (HARMSEN,
1960; SCHMIDT & MORETH-KEBERNIK, 1991b) und zum Holzabbau durch
die unterschiedlichen Kerntypen des Mycels und iiber verschiedene Genera-
tionen (ELLIOTT & al., 1979; SCHMIDT & MORETH-KEBERNIK, 1990) sowie
zu ihrer Schutzmitteltoleranz (SCHMIDT & MORETH-KEBERNIK, 1989).

Hausschwamm-Fruchtkérper wurden vereinzelt bereits 1907 von FALCK
und 1909 von HARDER beobachtet. Haufigeres Fruchten erreichten FALCK
(1912), BADCOCK (1943), VOGEL (1951), ZOBERST (1952) und ZUR LIPPE &
NESEMANN (1959). Mehrere Stamme des Pilzes fruktifizierten nach Kaltereiz
(CYMOREK & HEGARTY, 1986), unter natiirlicher Temperaturschwankung
bei tiberwiegend kiihler Witterung (HEGARTY & SEEHANN, 1987) oder nach
Kultur bei fiir Mycelwachstum ungiinstig hoher Temperatur von 25 °C
(SCHMIDT & MORETH-KEBERNIK, 1991c).

Nachfolgend werden Versuche mit weiteren, zum Teil fiir andere Pilze
genannten Einflussfaktoren beschrieben.

Il. Material und Methode
1. Hausschwamm-Stamme:

Die Anzahl der Stamme von Serpula lacrymans (Wulfen: Fr.) Schroeter apud
Cohn wurde wegen der umfangreichen Kultivierungen auf 8 beschrankt: Aus-
wahlkriterien waren unterschiedliches Alter und Herkunft. BAM 133 wurde
1937 in Berlin und BF 025 1984 in Rothenburg isoliert. Um den moglichen
Einfluss von Kreuzungen zu erfassen, wurden je 2 Stimme ihrer F- und
F,-Generation ausgewdéhlt (SCHMIDT & MORETH-KEBERNIK, 1991b,c),
die hinsichtlich Wuchsverhaltens, Temperatureinflusses, Holzabbaus und
Reaktion auf Bor charakterisiert sind (SCHMIDT & MORETH-KEBERNIK,
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1989,1990, 1991a). Zwei weitere waren frische Isolierungen von Fruchtkorpern
aus Hamburg bzw. Stralsund.

2. Kulturmethoden:

Die Kultivierungen erfolgten mit 1 cm?*Impfstiicken in 9 cm-Einwegpetri-
schalen ohne Nocken auf Malzagar (2%, Oxoid, pH 5) bei 20 °C und 50% rel.
Luftfeuchte. Das zum Fruchten notwendige Licht (SCHMIDT & MORETH-
KEBERNIK, 1991c) wurde tdglich 8 Stunden mit einer Fluora-Pflanzenwuchs-
rohre und einer Gliihbirne gegeben. Abweichende Ansétze sind genannt.

3. Einflussfaktoren:

Bei den Kulturmethoden wurde die Konsistenz des Substrates durch Ver-
wenden von Fliissigmedium (Malzbriihe) verdandert und der Feuchtegehalt
frischer Agarplatten (=100% gesetzt) durch Vortrocknen der Petrischalen bei
40 °C schrittweise auf 90, 75, 65 und 45% reduziert (ermittelt durch Wagung).
Der Gasaustausch zwischen Mycel und Umgebung wurde durch Schalen mit
Nocken gefordert, und als feste Fruchtkérperauflage wurden Objekttrager
neben die Impfstiicke gelegt.

Der Einfluss von Nidhrstoffen, namlich verschiedene C- und N-Quellen und
Konzentrationen sowie Vitamine und Mineralien, wurde mit verschiedenen
Medien untersucht: mit Czapek-Dox (Saccharose sowie auch Glucose bzw.

- Fructose, Maltose oder Starke, je 0,5 bis 1%), mit dem «fruiting medium» nach
CYMOREK & HEGARTY (1986), mit einem Holzmehlmedium aus 30 g Fichten-
spanen (1-2 mm Korngrdosse), 5 g Pepton und 1 g Hefeextrakt/1 sowie mit heiss-
wasserextrahierten Kiefernsplintholzklotzchen (2 cm g X 2 ecmy,,, X 0,5 cmy,, ),
die neben die Impfstiicke auf Agar gelegt wurden. Calcium und Magnesium
wurden einzeln und in Mischungen als CaCl, X 2 H,O und MgSO, X 7 H,O
(je 10 bis 700 mg/l) zu einem Basismedium aus Glucose (1%), Saccharose
(0,5%), Starke (0,3%) und Hefeextrakt (0,1%) gegeben und cyclisches Adenosin-
monophosphat (c-AMP) und Adenosin-3'-monophosphat (AMP) (steril-
filtriert) dem Agar in Locher zugefiihrt.

Zur Hemmung des vegetativen Wachstums wurde Mycel bei ungiinstigen
pH-Werten (Phosphatpuffer, pH-Extreme bis 2,2 bzw. 8,7) 1 Monat bei 20 °C
kultiviert, und zur Stoffwechselhemmung wurden 1, 5 und 7% Methylalanin
sowie 0,1% di-Natriumtetraborat verwendet. Nach Kultur unter Hemm-
einfluss wurde jeweils auf hemmstofffreien Malzagar von pH 5 iiberimpft.

Der Einfluss von Fremdorganismen wurde durch Dualkultur mit Bacillus
subtilis W23 Str.* und Pseudomonas fluorescens DSM 50108 auf Agar aus Malz-
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Pepton (je 1%, pH 6) untersucht. Da auch hier Zuwachshemmung erfolgte,
wurde nach 1 Monat auf frischen Agar tiberimpft.

Fiir Hinweise auf den Mechanismus der durch Temperaturerhéhung aus-
gelosten Fruchtkorperbildung wurde von Malzagarkulturen, die zur Stimu-
lierung bei 25 °C inkubiert waren, Mycel entnommen, mit einem Ultraturrax
in 96% Ethanol oder 0,1 M TRIS (pH 6,1) aufgeschlagen und sterilfiltrierter und
unsteril verwendeter Extrakt in ausgestanzte Agarlocher neben Mycel iiber-
tragen und die Kulturen bei 20 °C inkubiert.

Da meist nur wenige Parallelen eines Ansatzes fruktifizierten, wurden je
Variante und Stamm in der Regel 10 Kulturen angesetzt. Insgesamt basieren
die Ergebnisse auf ca. 11 000 Kulturen.

IIl. Ergebnisse

Als Kontrolle diente bei allen Versuchen Malzagar bei 20 °C und 8 h Licht
pro Tag. Sie erbrachte wahrend des gesamten Zeitraumes von 5 Jahren keinen
reifen Fruchtkorper. Lediglich bei dem Stamm BAM 133 wurde mehrfach ei-
ne Entwicklung beobachtet, die als Primordiumbeginn bezeichnet werden
kann, indem sich im lockeren Hyphengeflecht zundchst ein reinweisses, sei-
denmattes, flaches und dichtes Mycel bildete. Im Falle ausreifender Frucht-
korper (Abb. 1) entwickelte sich darauf das gefaltelte, braunliche Hymenium.

Abbildung 1: Fruchtkdrper (FK) von Serpula
_ . lacrymans in Reinkultur nach Hemmung des
e oy Myecelwachstums.

Bei der grossen Mehrzahl der Versuche entstanden keine Fruchtkorper.
Daher wird auf eine Einzelnennung der Ergebnisse verzichtet, und sie sind in
Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 1: Fruchtkorperbildung beim Hausschwamm

Einfluss Kulturen mit
Fruchtkorpern pro
untersuchte Kulturen

Physikalisch
Flussigkultur -
Feuchtegehalt des Agars 90, 75, 65, 45% -
erhohter Gasaustausch —
inerte Unterlagen —
Nahrstoffe
Czapek-Dox-Medium mit Saccharose =
" mit Glucose oder Fructose -
'mit Maltose oder Starke -
“fruiting medium” -
Holzmehlmedium -
Kiefernsplintholzkl6tzchen -
Calcium und /oder Magnesium -
c-AMP  0,01% 11/140

0,05% 10/40
0,25% 3/160
1% —

AMP 0,25% 1/20
1% 2/20

Vegetative Hemmung
pH-Wert 2,2 bis 8,7 -

Methylalanin -

di-Natriumtetraborat 8/120
Fremdorganismen

Bacillus subtilis -

Pseudomonas fluorescens 42/120

Danach bewirkten die verdnderten physikalischen Faktoren und die Nahr-
stoffvarianten keine Fruchtkorper.

Dagegen ergab c-AMP bei den niedrigen Konzentrationen einige Frucht-
korper und AMP insgesamt drei. Von den Hemmstoffen des vegetativen
Wachstums zeigte Borax geringe Stimulation. Den stdrksten Einfluss hatte
Pseudomonas fluorescens. Wahrend der Dualkultur bei 20 °C entwickelte sich
zunichst kein Fruchtkoérper. Da das Bakterium den Mycelzuwachs hemmte,
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wurde auf frischen Agar tiberimpft, und hiernach fruktifizierte rund */; der
Kulturen bei 20 °C, besonders die Stamme BAM 133 und BF 025.

Die Versuche zur Extraktion und Ubertragung der durch die Behandlung
mit 25 °C gebildeten bzw. aktivierten «Fruchtkorper auslosenden Substanz»
ergaben diese als durch TRIS wirksam auf frische Kulturen iibertragbar, jedoch
nur in 7 von 200 Versuchen.

V. Diskussion

Insgesamt kommen fiir Auslosung und Entwicklung eines Fruchtkorpers ver-
schiedene exogene und endogene Faktoren in Betracht (Ubersicht bei
MANACHERE, 1980; S. lacrymans: HEGARTY, 1991). Exogene Einfliisse sind
Temperatur, Nahrstoffe, Gasphase, Substrat- und Luftfeuchtigkeit, Licht,
Schwerkraft, pH-Wert, Verwundung und biotische Wechselwirkungen. Bei der
endogenen Regulierung wirken genetische Determinanten, Enzyme, Wuchs-
stoffe und Adenosinverbindungen mit.

Uber die physikalischen Kultivierungsbedingungen zur Fruchtkorper-
entstehung von S. lacrymans bestehen unterschiedliche Angaben. In Fliissig-
kultur erhielt HARDER (1909) einen einzigen Fruchtkorper. In der vorliegen-
den Untersuchung ergab Malzbriihe kein Fruchten (Tab. 1), auch nicht, wenn
zur Stimulation eine Vorinkubation bei 25 °C erfolgt war. MEZ (1908) hielt fir
die Entstehung ein Austrocknen der Kulturen fiir wichtig, und nach FALCK
(1913) wirkte sich «ein gewisser Grad von Lufttrockenheit ... aus». Dagegen
betonte VOGEL (1951) die Bedeutung hoher Luftfeuchtigkeit. Die entspre-
chenden Versuche mit unterschiedlich getrocknetem Agar ergaben jedoch kein
Fruchten. Auch die Forderung des Gasaustausches durch Petrischalen mit
Nocken sowie feste Unterlagen aus Glas zur Fruchtkorperauflage waren ohne
Einfluss. Uber die Bedeutung von Licht fiir die Entwicklung normaler Frucht-
korper liegen verschiedene Angaben vor. Laut FALCK (1913) bildeten sich
Fruchtkérper auch im Dunkeln, und ZUR LIPPE & NESEMANN (1959) er-
hielten bei 10 Parallelen drei ausgereifte Fruchtkorper, jedoch férderte Licht.
Nach CYMOREK & HEGARTY (1986) und SCHMIDT & MORETH-KEBER-
NIK (1991c) ist zumindest geringe Lichtzufuhr notig.

Hinsichtlich Nahrstoffe erhielt FALCK (1913) Fruchtkérper mit Malz-
extrakt. HARDER (1909), ZOBERST (1952), ZUR LIPPE & NESEMANN (1959)
und CYMOREK & HEGARTY (1986) verwendeten synthetische Medien un-
terschiedlicher C- und N-Quellen, und BADCOCK (1943) fiigte Buchenholz-
mehl zu. Die hier verwendeten Varianten, einschliesslich Holz, zeigten keine
Auswirkung.
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Nach mechanischem Verwunden des Mycels fruktifizierte Schizophyllum
commune Fr.: Fr. (LEONARD & DICK, 1973). Verwundung erfolgte hier regel-
massig beim Beimpfen.

Als wesentliche innere Bedingung nannte FALCK (1913) eine «Frucht-
reife», womit eine physiologische Erstarkung des Mycels durch hiufiges Uber-
impfen gemeint war. Hier wurde stets mit regelmaéssig tiberimpften Kulturen
gearbeitet. Cymorek & Hegarty (1986) vermuteten einen «fruiting factor», da
nur 22 von 38 Stammen fruktifizierten. Mit dhnlicher Relation fruktifizierten
von den hier im Laufe von 5 Jahren bearbeiteten 23 Stimmen (Kreuzungen
usw. ausgenommen), die zum Teil mit der Sammlung von HEGARTY iden-
tisch sind, insgesamt 15, wobei BAM 133 rel. hdufig und schnell Fruchtkorper
bildete. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die Haufigkeit des
Fruchtens nicht gleichmassig tiber die Zeit erfolgte. Methodische Einfliisse
durch Nahrstoffe, Agar usw. konnen hierbei ausgeschlossen werden. In Ge-
bauden fruchtet der Hausschwamm héaufig im Friihjahr und Herbst; hier zeig-
te sich bei konstant 20 °C und 50% rel. Luftfeuchte kein Einfluss der Jahreszeit.
Ein Hinweis auf den Einfluss der Jahreszeit auf die Pilzaktivitdt liegt jedoch
fiir die beiden anderen haufigen Hausfdaulepilze Coniophora puteana (Schum.:
Fr.) P. Karsten und Tyromyces placenta (Fr.) Ryv. vor, indem sich der Holzabbau
wihrend der Sommer- bzw. Wintermonate trotz gleichen Brutraumklimas
unterschied (HESSE & KIRK, 1994).

Als genetische Faktoren wirkten bei Polyporus ciliatus Fr. (STAHL & ESSER,
1976) und Agrocybe aegerita (Brig.) Fayod (ESSER, 1989) fi-Gene (fruiting in-
itiation) mit, bei S. commune wurde die Bildung einer Fruchtkérper induzie-
renden Substanz (FIS) genetisch kontrolliert (LESLIE & LEONARD, 1979). Bei
einem Tintling vermuteten UNO & ISHIKAWA (1974) c-AMP an der Entste-
hung beteiligt, und bei Lentinula edodes Pegler forderte AMP (OHGA, 1988);
bei S. commune (SCHWALB, 1974) und Agaricus bisporus (Lange) Sing. (WOOD,
1976) induzierte c-AMP nicht. Hier stimulierten die niedrigen Konzentratio-
nen von c-AMP, und AMP ergab 3 Fruchtkorper.

Allgemein wird Fruchten durch Faktoren gefordert, die fiir die vegetative
Entwicklung ungiinstig sind, und schon 1913 folgerte FALCK fiir den Haus-
schwamm: «als solcher Reiz wirkt hier anscheinend jede Hemmung des ve-
getativen Wachstums, welche das fruktifikative noch nicht bzw. nicht in glei-
chem Grade beeintrédchtigt.» Entsprechend fruktifizierte S. lacrymans sowohl
nach Kilte (ZUR LIPPE & NESEMANN, 1959; CYMOREK & HEGARTY, 1986;
HEGARTY & SEEHANN, 1987) als auch Warme von 25 °C, wobei der radiale
Mycelzuwachs in 1 Monat lediglich etwa 2 ¢cm erreichte (SCHMIDT &
MORETH-KEBERNIK, 1991c). Zur Hemmung des vegetativen Wachstums
wurden hier ungtinstige pH-Werte wiahrend der Vorinkubation eingestellt, die
jedoch nicht stimulierten. Als chemische Substanzen wurden Methylalanin,
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das S. lacrymans hemmte (ELLIOTT & WATKINSON, 1989), und das bei der
Schwammesanierung verwendete Borax gewdhlt. Nur die Hemmung durch
Borax induzierte einige Fruchtkorper. Bei den Dualkulturen mit Bakterien
diirfte der Einfluss in antibiotischen Substanzen gelegen haben. Beide
Bakterien hemmten das Mycel, und Pseudomonas fluorescens ergab von allen
Ansédtzen die deutlichste Fruchtkorperférderung.

Die vielen Hundert bei S. lacrymans nicht zur Fruktifikation fiihrenden Kul-
tivierungen zeigen, dass sich die Fruchtkorper ausldsenden Faktoren zwar fiir
einzelne Stimme einiger holzbewohnender Basidiomyceten identifizieren und
beeinflussen, jedoch selten auf andere tlibertragen lassen. Beim Hausschwamm
ist die Hemmung des Mycels durch Temperatur sowie Fremdorganismen
eine Moglichkeit zur Stimulierung unter Reinkulturbedingungen.
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