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Entwicklung eines differenzierenden Systems zur
Bestimmung materialschadigender Schimmelpilze

Development of a differentiating system to
determine material-damaging moulds

AUSGANGSSITUATION UND ZIELSTELLUNG

Naturmaterialien wie Leder und Holz wer-
den wahrend Produktionsprozessen, beim
Transport und der Lagerung sowie bei der
Nutzung von Schimmelpilzen befallen, wenn
sie unglinstigen klimatischen Bedingungen
ausgesetzt sind. Dies kann zur Materialscha-
digung sowie zu optischen und gesundheit-
lichen Beeintrachtigungen fihren. Fir die
Schadensbewertung und Planung geeigne-
ter MaRRnahmen zur Beseitigung ist neben
der Ermittlung der Schadensursachen auch
die Kenntnis der auftretenden Pilzarten auf-
grund artspezifischer Auswirkungen wich-
tig. Die Artbestimmung ist ein bedeutender
Zeit- und Kostenfaktor und kann derzeit
ausschlielich durch spezialisierte Labore
mit mikrobiologischer bzw. molekularbio-
logischer Ausstattung erfolgen. Durch ver-
einfachte, auch durch Hersteller oder Gut-
achter anwendbare Bestimmungsverfahren
koénnten sehr gezielte MalRnahmen friihzeitig
eingeleitet werden.

Im Kooperationsprojekt sollte eine kosten-
glinstige und weitgehend automatisier-
bare Methode zur schnellen Bestimmung
materialschadigender und gesundheitsge-
fahrdender Schimmelpilze mit integrierter
Merkmalsdatenbank fir Leder und Holz
erarbeitet werden. Parameter waren da-
bei substratspezifisch ausgepragte physio-
logische und phanotypische Merkmale der
Pilze sowie molekularbiologische Daten. Als
Basis flir das elektronische, synoptische Be-
stimmungssystem sollte eine Datenbank mit
Merkmalen und den dazugehdrigen Auspra-
gungen erarbeitet werden.

INITIAL SITUATION AND OBJECTIVE

Natural materials, such as leather and wood,
are under attack by mould during production
processes, transport and storage as well as
during use if they are exposed to unfavour-
able climatic conditions. This can result in
material damage as well as visual and health
impairments. In addition to determining the
causes of damage, knowledge of the fungal
species that occur due to species-related ef-
fects is important for assessing damage and
planning appropriate measures for their elim-
ination. Species identification is a significant
time and cost factor and can currently only be
carried out by specialised laboratories with
microbiological or molecular biological equip-
ment. Simplified identification procedures
that can also be used by manufacturers or ex-
perts could enable very targeted measures to
be initiated at an early stage.

In the cooperation project, a cost-effective
and largely automatable method for the rapid
determination of material-damaging and
health-threatening moulds with an integrated
characteristics database for leather and wood
was to be worked out. The respective param-
eters were substrate-specific physiological
and phenotypical characteristics of the fungi
as well as molecular biological data. As a ba-
sis for the electronic, synoptic determination
system, a database with characteristics and
corresponding expressions was to be devel-
oped.
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VORGEHENSWEISE

Von folgenden Schimmelpilzarten, die spe-
ziell an Leder und Holz haufig Schaden ver-
ursachen, wurden unter Beriicksichtigung
von jeweils drei Stammen Merkmalsdaten
in Form substratspezifischer physiologischer,
phanotypischer und molekularbiologischer
Merkmale erfasst und dokumentiert:

e Leder: Amorphotheca resinae, Aspergillus
niger, A. versicolor, Penicillium brevicom-
pactum, P. glabrum;

e Holz: Aspergillus glaucus, Aureobasidium
pullulans, Cladosporium cladosporioides;

e Leder und Holz: Alternaria alternata, Peni-
cillium chrysogenum, Trichoderma viride.

Dazu erfolgte die Kultivierung auf gangi-
gen Nahrmedien sowie auf Leder und Holz
unter variablen Temperaturbedingungen.
Die Fotodokumentation der Kolonie- und
Mikrostrukturmerkmale war dabei ein we-
sentlicher Bestandteil. Anhand der variab-
len nrDNA-ITS-Region (Internal transcribed
spacer of nuclear ribosomal DNA) sowie
der proteinkodierenden Genbereiche des
Betatubulin-Gens (benA) und des Elonga-
tionsfaktor-1 Alpha-Gens (TEF1la) wurde die
Artzugehorigkeit der Stamme Uberprift. Alle
Daten wurden in einer Merkmalsdatei als
Excel-file zusammengefiihrt und in eine Da-
tenbank (Matrixstruktur) als Datengrundlage
des Bestimmungssystems eingelesen und
mit einem Glossar und Abbildungen erganzt.

APPROACH

Characteristic data in the form of substrate-
specific physiological, phenotypic and molec-
ular biological characteristics were recorded
and documented for the following mould spe-
cies, which frequently cause damage espe-
cially to leather and wood, considering three
strains each:

e |eather: Amorphotheca resinae, Aspergillus
niger, A. versicolor, Penicillium brevicom-
pactum, P. glabrum;

e wood: Aspergillus glaucus, Aureobasidium
pullulans, Cladosporium cladosporioides;

e leather and wood: Alternaria alternata, Pen-
icillium chrysogenum, Trichoderma viride.

For this purpose, they were cultivated on
common culture media as well as on leather
and wood under variable temperature con-
ditions. Thereby, photo-documentation of
colony and microstructure characteristics
was an essential part. The variable nrDNA-
ITS region (internal transcribed spacer of nu-
clear ribosomal DNA) as well as the protein-
coding gene regions of the beta tubulin gene
(benA) and the elongation factor-1 alpha gene
(TEF1a) were used to verify the species classi-
fication of the strains. All data were compiled
in an spreadsheet and imported into a data-
base (matrix structure) as the data basis for
the identification system and supplemented
with a glossary and illustrations.
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Abb. 1: Auszug aus dem Bestimmungssystem
Fig. 1. Extract from the identification system

ERGEBNISSE

Es wurde ein Bestimmungssystem in seiner
Struktur entwickelt, in dem die Informatio-
nen zu phanotypischen und physiologischen
Merkmalen auf N&dhrmedien, molekular-
biologische Daten sowie Erlauterungen und
Abbildungen im Glossar erfolgreich ver-
knlipft wurden, sodass eine Bestimmung
der Schimmelpilze nach Kultivierung durch-
gefiihrt werden kann. Dagegen ist eine di-
rekte Bestimmung des befallenen Materials
derzeit nur eingeschrankt mit Hilfe solcher
Merkmale moglich, die unabhdngig vom
Ndhrmedium gleichartig ausgeprdgt wer-
den. Das ist artspezifisch und betrifft vor
allem bestimmte mikroskopische Merkmale,
wie z. B. die Art der Sporenbildung sowie
die SporengroRRe und -form. Abb. 1 zeigt die
Grundstruktur der Datenbank und die Artbe-
schreibung am Beispiel von Aureobasidium
pullulans.

Die umfangreichen Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Kultivierung auf unter-
schiedlichen Medien fir eine sichere Art-
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RESULTS

An identification system was developed in
its structure, in which the information on
phenotypic and physiological characteristics
on culture media, molecular biological data
as well as explanations and illustrations in
the glossary were successfully linked, so that
the moulds could be identified after cultiva-
tion. In contrast, direct determination of the
infested material is currently only possible to
a limited extent with the help of such char-
acteristics that are manifested in the same
way regardless of the culture medium. This
is species-related and primarily concerns cer-
tain microscopic features, such as the type of
spore formation and spore size and shape.
Fig. 1 shows the general structure of the data-
base and the species description by example
of Aureobasidium pullulans.

The extensive investigations have shown that
cultivation on different media is necessary
for reliable species identification and that the
characteristic expression of the strains varies
greatly in some cases, as Fig. 2 shows by ex-
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Abb. 2: Beispiele fur die substrat- und stammspezifische Merkmalsauspragung bei Penicillium chrysogenum (14-tagige
Inkubation bei 25 °C auf verschiedenen Nahrmedien)

Fig. 2: Examples for the substrate-specific and strain-specific characteristic expression in Penicillium chrysogenum (14-day

incubation at 25 °C on different culture media)

bestimmung notwendig ist und die Merk-
malsauspragung der Stamme teilweise stark
variiert, wie Abb. 2 am Beispiel von Penicil-
lium chrysogenum zeigt. Diese Variabilitat
wird im Unterschied zu derzeit verfiigbarer
Bestimmungsliteratur auch bei der geplan-
ten Erweiterung der Datenbank und Opti-
mierung des Bestimmungssystems berick-
sichtigt.

ample of Penicillium chrysogenum. In contrast
to currently available identification literature,
this variability will also be taken into account
in the planned expansion of the database and
optimisation of the identification system.
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