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Molekulare Identifizierung der Fäulepilze im Holz  
von Stadtbäumen

Molecular identification of rot fungi in the wood of urban trees

von Olaf Schmidt, Oliver Gaiser und Dirk Dujesiefken

Summary

Urban trees are valuable e. g. for the population 
and the climate in urban areas. However, they are 
susceptible to rot fungi. For an assessment of the 
rot development and of possible hazards, a mo-
lecular technique was used to identify the causal 
agents of wood rot in urban trees. Fruit bodies 
of wood decay fungi were sampled from infected 
trees. Thirty-six species were identified by tradi-
tional methods. DNA of fruit bodies was extracted, 
the ITS-rDNA amplified by PCR and the ITS-re-
gion sequenced. Wood samples from ten infected 
urban trees were collected, the entire DNA (tree 
and fungus) extracted from affected wood parts, 
and fungal ITS amplified and sequenced. Fungal 
species identity is detectable by sequence compa-
rison with the data collection from the fruit bo-
dies. The technique has been proven to provide 
sure and rapid identification of causal rot fungi 
within the wood of trees.

Zusammenfassung

Stadtbäume sind wichtig für die Bevölkerung und 
das Stadtklima, sie sind jedoch auch anfällig für 
Fäulepilze. Für die Abschätzung des Fäulnisver-
laufes und für eine Risikobewertung ist ein si-
cheres und rasches Erkennen des Schaderregers 
nötig, auch wenn keine Pilzfruchtkörper vor-
handen sind. Um im befallenen Holz einen Pilz 
bestimmen zu können, wurden zunächst Frucht-
körper gesammelt, mit herkömmlichen Methoden 
36 Pilze bestimmt, ihre DNS extrahiert, der rDNS-
ITS-Bereich mit der PCR vermehrt und sequen-
ziert. Zur Diagnose eines Pilzes im Bauminneren 
wurde aus befallenen Bereichen die gesamte DNS 
(Baum und Pilz) extrahiert, mittels PCR selektiv 
der pilzliche ITS vermehrt und ebenfalls sequen-
ziert. Die Pilzdiagnose erfolgt durch Datenver-
gleich mit den Fruchtkörper-Sequenzen. Die Er-
probung der Technik an 10 Bäumen zeigte ihre 
Eignung zur sicheren und raschen Diagnose eines 
Fäulnispilzes im Holz von Stadtbäumen.

1 Einleitung

Stadtbäume sind u. a. wichtig für die Gesundheit und 
das allgemeine Wohlbefinden der Bevölkerung sowie 
für das Stadtklima, sie sind jedoch auch anfällig für 
Fäulepilze (Abbildung 1; rayner & Boddy 1988; Butin 
1995; lonsdale 1999; schWarze et. al 2004; sinclair & 
lyon 2005). Die Arbeiten zu den Wundreaktionen der 
Bäume (shiGo 1990; dujesiefken & liese 2008) sowie 
über Fäulnis und Schadensanalyse (Matheny & clark 
1944; WeBer & Mattheck 2003) haben die Bedeutung 
eines Fäulnisnachweises und der Identifizierung der 

beteiligten Pilze aufgezeigt. Auch bei Gerichtsverfah-
ren kann die Kenntnis des Schadpilzes wichtig sein. 
Wenn die Stand- oder Bruchsicherheit eines Baumes 
nicht mehr gegeben ist, kann dies zu Sach- und Per-
sonenschäden führen.

Die Bestimmung des holzzerstörenden Pilzes an bzw. 
in einem Baum ist aus mehreren Gründen sinnvoll. 
Für Baumkontrolleure und Sachverständige ist es 
wichtig zu beurteilen, wie schnell sich die Fäule im 
Baum ausbreiten wird. Dies hängt sehr vom Pilz-Wirt-
Verhältnis ab. Die Baumart ist meist problemlos zu 
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beeinträchtigt und somit zum Schaden geführt hat. 
Bei einer Verhandlung ist entscheidend, ob der Scha-
den vorhersehbar war oder nicht. Da Pilze zu unter-
schiedlichen Jahreszeiten Pilzfruchtkörper bilden, 
können bei einer Baumkontrolle im Sommer z. B. 
Fruchtkörper des Schuppigen Porlings, aber nicht 
vom Austernseitling gefunden werden.

Da auch bei umfangreich befallenen Bäumen Frucht-
körper des verursachenden Pilzes häufig nicht vor-
handen sind, soll mit dieser Arbeit eine sichere und 
schnelle Methode zur Pilzdiagnose über eine moleku-
lare Identifizierung erabeitet werden.

Abbildung 1: Stadtbaum nach starker Schädi-
gung mit Braunfäule im Kernholz der Eiche und 
jährlichen Fruchtkörpern des Schwefelporlings 
Laetiporus sulphureus (Foto: T. HUCKFELDT)

Abbildung 2: Fruchtkörper vom Riesenporling 
Meripilus giganteus am Wurzelanlauf einer 
Buche nach Verletzung im Wurzelbereich

Abbildung 3: Fruchtkörper vom Sparrigen 
Schüppling Pholiota squarrosa

bestimmen, die Pilzart hingegen nicht immer einfach 
zu erkennen. Das Pilz-Wirt-Verhältnis spielt auch bei 
der Beurteilung der Verkehrssicherheit, bei den not-
wendigen baumpflegerischen Maßnahmen und bei 
der Einschätzung der verbleibenden Lebenserwartung 
des Baumes eine wichtige Rolle. So ist beispielswei-
se der Befall einer Rot-Buche mit dem Riesenporling 
(Abbildung 2) meist problematischer als der Befall 
mit dem Sparrigen Schüppling (Abbildung 3) (lich-
tenauer et al. 2008). 

Wenn Bäume Sach- oder Personenschäden verursa-
chen, kann es vor Gericht wichtig sein, den holzzer-
störenden Pilz zu ermitteln, der die Verkehrssicherheit 
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2 Stand des Wissens

Traditionell werden Fäulnispilze an Hand ihrer 
Fruchtkörper und weiterer Merkmale bestimmt. 
Fruchtkörper oder Rhizomorphen (Abbildung 4) 
sind jedoch oft nur sporadisch oder bei fortgeschrit-
tenem Befall vorhanden. Bei ihrem Fehlen kann die 
Lokalisierung des Schadens (Wurzel, Stamm, Kro-
nenbereich) Hinweise auf den Schaderreger geben. 
Proben aus dem Bauminneren können über eine of-
fene Wunde (Abbildung 5) als Späne, mit einem Zu-
wachsbohrer bzw. anderen Bohrverfahren (GuGlielMo 
et al. 2010) genommen und daraus der Fäulnispilz 
isoliert, gereinigt (siehe Abbildung 8) und identifi-
ziert werden. Reinkultivierung und Identifizierung 
eines Pilzes brauchen jedoch Zeit, sind recht komplex 
und manchmal unmöglich. Zwar gibt es Bestim-
mungsschlüssel für makro- und mikroskopische so-
wie physiologische Merkmale (noBles 1965; stalpers 
1978; loMBard & chaMuris 1990), doch versagen die 
Schlüssel bei nahe verwandten Arten häufig wegen 
unzureichender Unterschiede zwischen den Pilzen 
(stalpers 1978). Selten, wie bei dem Arten-Komplex 
„Wurzelschwamm, Rotfäule“ durch Heterobasidi­

on annosum s. l., können die in Frage kommenden 
Arten (H. annosum s.s., H. parviporum, H. abieti­
num) durch zeitaufwändige Kreuzungsversuche mit 
definierten Testerstämmen erkannt werden (nieMelä 
& korhonen 1998; asieGBu et al. 2005).

Seit den 1980er-Jahren werden molekulare Techniken 
zur Identifizierung von Pilzen an Bäumen und Holz 
erprobt und verwendet. Auf den Proteinen der Pilze 
beruhende Methoden sind die SDS-PAGE (Sodium do-
decylsulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese; viGroW 
et al. 1991; schMidt & keBernik 1989) und verschie-
dene immunologische Verfahren ( jellison & Goodell 
1988; palfreyMan et al. 1988; clausen 1997), die jedoch 
keine Praxisreife erreichten. Hinsichtlich der DNS der 
Baum- und Holzpilze wurden mehrere Techniken 
erarbeitet: So sind die RAPD-Methode (Random am-
plification of polymorphic DNA) (schulze et al. 1997; 
schMidt & Moreth 1998), die AFLP-Technik (Ampli-
fied fragment length polymorphism) und die Mikro-
satelliten-Analyse (terashiMa et al. 2002; kauserud et 
al. 2007) eher zur Charakterisierung verschiedener 
Stämme innerhalb einer Pilzart geeignet. 

Abbildung 4: Rhizomorphen des Hallimaschs an 
Fraxinus excelsior

Abbildung 5: Inspektion und Probenentnahme 
aus einer großen Wunde an Tilia sp.

Rhizomorphen
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Zur Unterscheidung und Identifizierung von Ar-
ten und Gattungen wird häufig die ribosomale DNS  
(rDNS) und hierbei speziell ihr ITS-Bereich (Internal 
transcribed spacer) verwendet. Mittels so genannter 
PCR-Standard-Primer (Startmoleküle für die Poly-
merasekettenreaktion; u. a. White et al. 1990; Gardes 
& Bruns 1993), die an die DNS vieler Arten passen, 
wurden zahlreiche Baum- und Holzpilze untersucht. 
Der mit der PCR vermehrte ITS-Bereich lässt sich mit 
Enzymen (Restriktionsendonukleasen) zu RFLP’s 
(Restriktions-Fragmentlängen-Polymorphismen) 
zerschneiden und liefert dadurch auf einem Elektro-
phoresegel Pilzart-typische Bandenmuster (schMidt & 
Moreth 1999; zareMski et al. 1999; adair et al. 2002; 
kraBel & hoppe 2009). Verschiedene Methoden nutzen 
die Information der Basenfolge (Sequenz) des ITS-
Bereiches zur Unterscheidung von Pilzen: die SSPP-
Technik (Species-specific priming PCR; GarBelotto et 
al. 1996; schulze & BahnWeG 1998; Moreth & schMidt 
2000; horisaWa et al. 2009; GuGlielMo et al. 2007, 
2010), DNS-Chips (Microarrays; jacoBs et al. 2010) 
sowie die Sequenzierung der gesamten Basenfolge. 
Sowohl SSPP als auch DNS-Chips können jedoch nur 
ein begrenztes Spektrum verschiedener Pilze erfassen.

Für eine sichere Identifizierung der Vielfalt von mög-
lichen Pilzen an Stadtbäumen wurde die Sequenzie-
rung des ITS-Bereiches verwendet, die im Gegensatz zu 
allen anderen DNS-basierenden Bestimmungsmetho-
den als einzige Technik jeden x-beliebigen Pilz identi-
fizieren kann. Die ITS-Sequenzierung wurde und wird 
zunehmend  zur Arterkennung von Baum- und Holz-
pilzen eingesetzt ( johannesson & stenlid 1999; schMidt 
& Moreth 2002; Glaeser & lindner 2010). 

3 Material und Methoden

3.1 Erstellen einer Sammlung von 
 ITS-Sequenzen von Baumpilzen

Für den Aufbau einer eigenen Sammlung von ITS-
Sequenzen von Baumpilzen wurden von befallenen 
Stadtbäumen Fruchtkörper von 36 häufigen und 
auch seltenen Pilzarten gesammelt (Tabelle 1), da die 
DNS-Datenbanken Fehler enthalten können, beson-
ders wenn Sequenzen mit verschiedenen Pilznamen 
oder gar falsch bestimmten Pilzarten verbunden sind.

Die gesammelten Fruchtkörper wurden zunächst 
nach herkömmlichen makro- und mikroskopischen 
Merkmalen identifiziert (BreitenBach & kränzlin 1986; 
ryvarden & GilBertson 1993, 1994; krieGlsteiner 2000; 
jahn et al. 2005). Hinsichtlich der Benennung der Pilze 
wurde der Index Fungorum (www.indexfungorum.
org/Names/Names.asp) benutzt. Für die molekulare 
Identifizierung wurden etwa 20 mg Mycel mit einer 
flambierten Pinzette aseptisch aus dem Inneren der 
aufgebrochenen Fruchtkörper entnommen. Ihre DNS 
wurde in einem sterilen Mörser mit dem DNeasy Plant 
Mini Kit (Qiagen, Hilden) extrahiert. Die 1. und 2. 
Extraktion sowie weitere 1 : 50- und 1 : 2.500-Verdün-
nungen wurden mittels PCR im PTC-100-Thermo-
cycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) mit dem 
Qiagen Taq Core Kit amplifiziert. Der vorwärts-Primer 
18 (CGCTACTACCGATTGAATG) war von der Sequenz 
des 18S rDNS-Gens von Hausfäule-Basidiomyceten 
(Moreth & schMidt 2005) abgelesen worden. Der 
rückwärts-Primer ITS4m ist der geringfügig modifi-
zierte ITS4-Primer (erstes T wegen gleicher Anneal-
ingtemperatur entfernt) von White et al. (1990). 
PCR-Parameter waren eine Anfangsdenaturierung 
von 4 min bei 98 °C, 35 Zyklen von 30 s bei 94 °C zur 
Denaturierung, 30 s bei 52 °C zum Annealing, 1 min 
bei 72 °C zur Extension sowie eine Schluss-Extension 
von 7 min bei 72 °C. 

Aliquote der PCR-Produkte wurden gelelektropho-
retisch in 2 % Agarose-Gelen (DNA Agarose, Biozym, 
Hess. Oldendorf) mit dem Mupid-exU system (Advan-
ce, Tokyo, Japan) untersucht. Die Gele wurden mit 
GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Cambrex, Rockland, 
ME, USA) reagenziert und über UV-Licht fotografiert. 
Zur Sequenzierung geeignete PCR-Produkte wurden 
mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) ge-
reinigt und dann von Eurofins MWG (Ebersberg) in 
beiden Richtungen sequenziert. Die Zugriffsnummern 
der bei EMBL deponierten Sequenzen sind in der Ta-
belle 1 genannt.

3.2 Erproben der molekularen 
 Identifizierungstechnik von Fäule-
 pilzen aus dem Holz von Bäumen

Die Baumproben zur Identifizierung von verursa-
chenden Fäulepilze wurden in verschiedenen deut-
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Tabelle 1: Von Fruchtkörpern auf Stadtbäumen identifizierte Pilze mit Herkunft  
und ITS-Sequenz-Zugriffsnummer

Pilzart Baumart Ort Proben-

nahme

ITS-Zugriffs-

nummer

Armillaria gallica MarxM. & roMaGn. Fagus sylvatica Leer Dez-09 FR686548

Armillaria mellea (vahl) P. kuMM. Quercus robur Rheinsberg Okt-09 FR686549

Daedalea quercina (L.) pers. Quercus robur Perdöl Sep-09 FR686550

Daedaleopsis confragosa (Bolton) J. schröt. Salix alba Schenefeld Dez-09 FR686551

Fomes fomentarius (L.) J. kickx f. Betula sp. Kröpelshagen Sep-09 FR686552

Fomitoporia mediterranea M. fisch. Robinia pseudoacacia Krefeld Mai -10 FR686553

Fomitopsis pinicola (sW.) P. karst. Acer platanoides Hamburg Sep-09 FR686554

Ganoderma australe (fr.) pat. Abies nordmannia Alften Mai -10 FR686555

Ganoderma applanatum (fr.) pat. Tilia sp. Hamburg Okt-09 FR686556

Grifola frondosa (dicks.) Gray Quercus rubra Hamburg Okt-09 FR686557

Gymnopus fusipes (Bull.) Gray Quercus robur Bramsche Dez-09 FR686558

Heterobasidion annosum (fr.) Bref. Picea abies Kröpelshagen Sep-09 FR686559

Hypholoma fasciculare (huds.) P. kuMM. Quercus robur Bramsche Dez-09 FR686560

Hypsizygus ulmarius (Bull.) redhead Ulmus sp. Rheinsberg Okt-09 FR686561

Inonotus hispidus (Bull.) P. karst. Malus sp. Weinstadt Jul-10 FR686562

Inonotus radiatus (soWerBy) P. karst. Alnus glutinosa Reinbek Nov-09 FR686563

Ischnoderma benzoinum (WahlenB.) P. karst. Fagus sylvatica Reinbek Mär-10 FR686564

Kretzschmaria deusta (hoffM.) P. D. M. Martin Tilia sp. Schenefeld Mai-10 FR686565

Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill Quercus robur Perdöl Sep-09 FR686566

Meripilus giganteus (pers.) P. karst. Fagus sylvatica Leer Okt-09 FR686567

Panellus serotinus (pers.) kühner Alnus glutinosa Hamburg Dez-09 FR686568

Perenniporia fraxinea (Bull.) ryvarden Fraxinus sp. Hamburg Nov-09 FR686569

Phaeolus schweinitzii (fr.) pat. Pseudotsuga menziesii Stuttgart Jun-10 FR686570

Phellinus igniarius (L.) quél. Salix alba Hamburg Sep-09 FR686571

Phellinus pomaceus (pers.) Maire Prunus sp. Hamburg Nov-09 FR686572

Phellinus robustus (P. karst.) Bourdot & Galzin Quercus robur Berlin Mär-10 FR686573

Pholiota aurivella (Batsch.) P. kuMM. Tilia sp. Rheinsberg Okt-09 FR686574

Pholiota squarrosa (vahl) P. kuMM. Fagus sylvatica Leer Nov-09 FR686575

Piptoporus betulinus (Bull.) P. karst. Betula pendula Kröpelshagen Sep-09 FR686576

Pleurotus dryinus (pers.) P. kuMM. Malus sp. Hamburg Nov-09 FR686577

Pleurotus ostreatus ( jacq.) P. kuMM. Salix alba Hamburg Apr-10 FR686578

Polyporus squamosus (huds.) fr. Acer platanoides Hamburg Sep-09 FR686579

Pseudoinonotus dryadeus (pers.)
T. WaGner & M. fisch.

Quercus robur Wiesbaden Jun-10 FR686580

Sparassis crispa (Wulfen) fr. Pinus sylvestris Kröpelshagen Okt-09 FR686581

Trametes hirsuta (Wulfen) lloyd Prunus avium Hamburg Mär-10 FR686582

Trametes versicolor (L.) lloyd Quercus robur Kröpelshagen Sep-09 FR686583
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schen Städten und Gemeinden gesammelt (Tabelle 
2). Sie stammen von Ästungen oder Fällungen. Die 
Abbildung 6 zeigt Beispiele.

Die Vorbereitung und Reinigung der Baumproben 
erfolgte nach schMidt (1985): Das Material wurde 
zuerst mit einem Beitel in einem separaten Labor-
bereich entrindet, um die auf der Rinde reichlich 
vorhandene Mikroflora auszuschließen. Dann wurde 
die Holzprobe auf ein autoklaviertes Brett gelegt und 
unter aseptischen Bedingungen die äußeren Oberflä-
chen mit einem flambierten Beitel entfernt, der nach 
jeder Holzberührung erneut desinfiziert wurde. Nach 
jedem Beitelschnitt wurde die verbliebene Probe auf 
eine neue, noch sterile Stelle der Unterlage platziert. 
Die Prozedur wurde solange wiederholt, bis alle sechs 
Außenflächen der Probe zweimal durch Abbeiteln ge-
reinigt waren. Etwa 20 mg kleine Schnipsel wurden 
von der sauberen Probe mit einer sterilen Pinzette 
entnommen. Die Gesamt-DNS (Baum und Pilz) wur-
de, wie oben beschrieben, extrahiert und die Pilz-DNS 
mit dem Primerpaar 18/ITS4m amplifiziert, elektro-
phoretisch untersucht, gereinigt und sequenziert.

Abbildung 6:
Beispiele für Baumproben zur 
Identifizierung des Fäulepilzes:

oben links: Fäulnis durch Kretzschmaria 
deusta in Quercus rubra (Probe 2 in 
Tabelle 2); 
oben rechts: Ganoderma australe in 
Quercus rubra (Probe 3); 
unten links: Trametes hirsuta in 
Prunus avium; 
unten rechts: Pleurotus ostreatus in 
Betula pendula

4 Befunde und Diskussion

4.1 Datensammlung von ITS-Sequenzen 
 von Baumpilzen

Von vielen Pilzen ist die ITS-Sequenz in den Jeder-
mann zugänglichen DNS-Datenbanken, europäische 
EMBL, amerikanische GenBank und japanische DDBJ, 
deponiert und abrufbar. Durch Vergleich der Sequenz 
des unbekannten Pilzes mit denen in den Daten-
banken mit dem Computerprogramm BLAST (Basic 
local alignment search tool) wird der Name der Pilz-
probe erkannt. Die einzige Einschränkung besteht da-
rin, dass bereits eine entsprechende und mit dem rich-
tigen Pilznamen korrelierte Sequenz vorliegen muss.
Auch von den meisten der von uns gefundenen Pilz-
arten war die ITS-Sequenz bereits deponiert, doch 
enthalten die Datenbanken auch Fehler, nach Schät-
zungen bis zu 20 %. So kann eine Sequenz-Anfrage 
per BLAST verschiedene Pilzarten ergeben, sogar aus 
verschiedenen Gattungen. Erstes Ziel unserer Arbeit 
war daher eine Sammlung von ITS-Sequenzen von 
Fruchtkörpern, von denen wir richtige Bestimmung 
annehmen.
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Die ITS-Sequenz wurde als Basis zur Identifizierung 
gewählt, da viele wichtige Baum- und Holzpilze in 
den Datenbanken durch ihre ITS-Sequenz repräsen-
tiert sind; weitere, hier nicht gefundene Baumpilze 
wären dadurch ebenfalls mittels BLAST über die Da-
tenbanken identifizierbar. Die Sequenzen anderer 
DNS-Abschnitte, wie vom �-Tubulin oder von der 
Cytochrome C-Oxidase, sind nur selten deponiert. 
Bei einigen Pilzen kann jedoch auch der ITS-Bereich 
problematisch sein, indem hier eine gewisse intra-
spezifische Variabilität vorkommt. So unterschied 
sich eine weltweite Sammlung von Stämmen des 
Hausschwammes Serpula lacrymans (var. domes­
ticus) von Isolaten aus Kalifornien (var. shastensis; 
kauserud et al. 2004). Andererseits zeigt der ITS bei 
einigen Pilzgruppen nur geringe Artunterschiede:  
Beispielsweise haben die Armillaria-Arten A. bore­
alis, A. cepistipes, A. gallica und A. ostoyae (siehe 
Tabelle 1) sehr ähnliche ITS-Sequenzen, und nur A. 
mellea unterscheidet sich genug zum Ablesen eines 
artspezifischen PCR-Primers (potyralska et al. 2002).

Unsere Identifizierung der Fruchtkörper basierte auf 
mehreren makro- und mikroskopischen Merkmalen. 
Dennoch wurden alle erhaltenen ITS-Sequenzen und 
besonders diejenigen der Pilze aus den komplexen 
Gattungen Armillaria und Ganoderma über BLAST 
kontrolliert. Wenn wir BLAST benutzten, wurde zum 
Vermeiden von Fehlinterpretationen darauf geachtet, 
dass die unbekannte Sequenz Übereinstimmung mit 
Deponierungen verschiedener Arbeitsgruppen hatte. 
Tabelle 1 enthält die Ergebnisse der Pilzidentifizie-
rung auf der Basis von Fruchtkörpern. Die Zugriffs-
nummern der Sequenzen für die Datenbanken sind 
genannt.

Insgesamt wurden 35 Basidiomyceten als Pilze an 
Stadtbäumen identifiziert; unter ihnen befinden sich 
die häufigen und wichtigen Fäuleerreger bei Stadt-
bäumen: Armillaria gallica, A. mellea, Fomes fo­
mentarius, Ganoderma applanatum, G. australe, 
Inonotus hispidus, Laetiporus sulphureus, Meri­
pilus giganteus, Perenniporia fraxinea, Phellinus 
robustus, Pholiota squarrosa, Piptoporus betuli­
nus, Pleurotus ostreatus, Polyporus squamosus, 
Trametes gibbosa und T. versicolor (rayner & Boddy 
1988; ryvarden & GilBertson 1993; Butin 1995; londs-
dale 1999; schMidt 2006; lichtenauer et al. 2008). Der 

Nachweis von Fomitoporia mediterranea (Abbildung 
7) an einer Robinie in Krefeld ist bemerkenswert, da 
dies der nördlichste Fund dieser meist an Weinreben 
gefundenen, eher südlichen Art ist. Der Pilz war als 
Phellinus punctatus (fr.) pilát vermutet worden; 
beide Arten haben morphologisch gleiche Fruchtkör-
per, unterscheiden sich jedoch bei der ITS-Sequenz 
(fischer 2002).

Mittels molekularer Techniken wurden zahlreiche 
Baum- und Forstpilze aus Frankreich, Großbritan-
nien, Italien, der Tschechischen Republik, Schweiz 
und USA bearbeitet (GuiGlielMo et al. 2007) und vier 
Ganoderma-Arten, Perenniporia fraxinea und La­
etiporus sulphureus, sowie Arten der Gattungen Ar­
millaria, Fomitoporia, Hericium, Inocutis, Inono­
tus s.s., Phellinus s.s., Pleurotus, Pseudoinonotus, 
Schizophyllum, Stereum und Trametes beschrieben 
(GuGlielMo et al. 2010). In unserer Sammlung sind 
zudem einige seltenere Baumpilze, wie der Ulmenseit-
ling Hypsizygus ulmarius, enthalten und als Asco-
mycet der Brandkrustenpilz Kretzschmaria deusta, 
den auch GuGlielMo et al. (2010) fanden. Fäulepilze 
im Holz von Stadtbäumen werden derzeit in Dresden 
mit dem Schwergewicht auf der ITS-RFLP-Technik 
untersucht (kraBel & hoppe 2009).

4.2 Eignungsnachweis der verwendeten 
 Isolierungstechnik

Unsere Isolierungstechnik hatte sich in mehreren Ar-
beiten zum Vorkommen von Pilzen und Bakterien im 

Abbildung 7: Fruchtkörper von Fomitoporia 
mediterranea an Robinia pseudoacacia 
‘Umbraculifera’ in Krefeld
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Holz von Bäumen bewährt (schMidt 1985; schMidt et 
al. 2008). Oft lieferte bereits eine einzige kleine Probe 
den darin lebenden Organismus, weil der infizierte 
Bereich zuvor optisch durch Verfärbungen oder Fäul-
nis eingegrenzt werden kann. Wir haben nicht die 
Bohrtechnik eingesetzt, die nach unserer Ansicht eher 
für Routine-Inspektionen zum Erkennen von Früh-
befall geeignet ist. So fanden GuGlielMo et al. (2010), 
dass eine Probennahme mittels Bohren zur Isolierung 
eines Fäulnispilzes umständlich ist, da mehrere Boh-
rungen von verschiedenen Baumseiten mit einem 
langen Bohrgerät (43 cm) nötig waren. Mehrere Pro-
ben pro Baum wären ggf. bei multiplen Infektionen 
(rayner & Boddy 1988; jenninGs & lysek 1999) sinnvoll.

Für die PCR haben wir nicht die Standardprimer ITS1 
und ITS4 von White et al. (1990) verwendet, da be-
fürchtet werden musste, dass diese Primer auch an die 
DNS des entsprechenden Baumes binden. Zwar erga-
ben einige Kontrollen mit Baumproben und den ITS1/
ITS4-Primern, dass dennoch die Pilz-DNS amplifiziert 
wurde, vermutlich weil die Pilz-DNS in dem stark 
befallenen Probenteil stark überwog. Der von Gardes 
und Bruns (1993) vorgeschlagene Primer ITS1F mit 
erhöhter Spezifität für Basidiomyceten wurde wegen 
seines für das Annealing sehr ungünstigen Guanin-
Cytosin-Gehaltes (GC) von nur 38,1 % nicht benutzt. 
Unsere Primer 18 und ITS4m haben beide 47,4 % GC-
Gehalt und 54,5 °C Tm Schmelztemperatur für gute 
Annealing-Bedingungen. Der Primer 18 stammt aus 
den 18S-Sequenzen von Hausfäulepilzen (Moreth & 
schMidt 2005) und bindet 126 Nukleotide aufwärts 
vom ITS1-Primer, so dass die PCR-Extensionszeit auf 1 

Minute ausgedehnt wurde. Insgesamt war die Primer-
kombination 18/ITS4m für die DNS aller in den Ta-
bellen 1 und 2 genannten Pilze geeignet. Die DNS der 
entsprechenden Bäume wurde nicht von ihnen erfasst.

Die Eignung unserer Methode wird durch Tabelle 2 
mit den Befunden zur molekularen Identifizierung 
des Schadpilzes im Holz von Stadtbäumen belegt. Zur 
Kontrolle der Technik stammten die Holzproben von 
Bäumen, deren Schadpilz zuvor über Fruchtkörper 
am befallenen Baum bekannt war. Nur Tilia × inter­
media war ohne jeglichen Hinweis auf den Fäulnis-

Tabelle 2: Identifizierte Fäulnispilze aus Holzproben von Stadtbäumen

Befallener Baum Ort Probennahme Vermuteter Pilz Identifizierter Pilz

Betula pendula Schenefeld März-10 Pleurotus ostreatus Pleurotus ostreatus

Prunus avium Hamburg März-10 Trametes hirsuta Trametes hirsuta

Quercus rubra 1 Hamburg Februar-10 Laetiporus sulphureus Laetiporus sulphureus

Quercus rubra 2 Schenefeld Mai-10 Kretzschmaria deusta Kretzschmaria deusta

Quercus rubra 3 Schenefeld Mai-10 Ganoderma sp. Ganoderma australe

Robinia pseudoacacia Schenefeld Jun-10 Armillaria sp. Armillaria gallica

Salix alba 1 Schenefeld März-10 Ganoderma sp. Ganoderma applanatum

Salix alba 2 Hamburg Mai-10 Pleurotus ostreatus Pleurotus ostreatus

Tilia sp. Hamburg März-10 Ganoderma sp. Ganoderma australe

Tilia × intermedia Speyer Dezember-09 keiner Ganoderma australe

Abbildung 8: Mycel-Reinkultur aus Quercus ru-
bra (Probe 3 in Tabelle 2), mittels ITS-Sequenz 
als Ganoderma australe identifiziert
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pilz. Insgesamt fand unsere Methode alle zuvor ver-
muteten Schadpilze (Tabelle 2).

Zur Untersuchung, ob die identifizierte Pilz-DNS von 
totem oder lebendem Mycel stammt, wurden von den 
Holzproben (Tabelle 2) Mycelabimpfungen und Rein-
kultivierungen (Abbildung 8) durchgeführt. In den 
meisten Fällen wurden Mycelkulturen erhalten, deren 
Makro- und Mikroskopie (z. B. Vorhandensein von 
Schnallen) Basidiomyceten entsprach. Offensichtlich 
waren überwiegend Proben mit aktivem Befall aus 
den Bäumen entnommen worden. Die Reinkulturen 
dienten zudem zur Probensicherung, falls die Dia-
gnose direkt aus der Holzprobe fehlschlägt, um dann 
aus dem Mycel die DNS zu isolieren und zu bestim-
men. Interessehalber wurde auch die zeitaufwändige, 
herkömmliche Diagnostik des Mycels mit einem Be-
stimmungsschlüssel (stalpers 1978) versucht, wobei 
das Vorhandensein von Fruchtkörpern außer Acht 
gelassen wurde; die meisten Arten wurden jedoch erst 
durch die ITS-Sequenzierung erkannt.

Zusammenfassend erwiesen sich unsere Methoden 
der Isolierung und Identifizierung, im Gegensatz zu 
klassischen und anderen molekularen Techniken, als 
praktikable und auch relativ rasche Bestimmungs-
möglichkeit für Fäulnispilze im Holzinneren von 
Bäumen: Probenvorbereitung, DNS-Extraktion, PCR, 
Elektrophorese, Reinigung und zweite Elektrophorese 
lassen sich an zwei Tagen durchführen. Die Sequen-
zierfirma liefert die Ergebnisse per E-Mail nach zwei 
weiteren Tagen. Unsere Vorgehensweise kann somit 
als geeignet für alle Fäulnispilze in Bäumen einge-
stuft werden.
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