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Das biotechnologische Verfahren «Bio-
incising» beruht auf dem kontrollierten
Einsatz des Weissfaulepilzes Physi-
sporinus vitreus, der durch den Abbau
der verschlossenen Hoftlipfel (Tori) die
Permeabilitdt von Fichten- und Tan-
nenkernholz erhéht. Die erhdhte Per-
meabilitdt des Kernholzes verbessert
deutlich die Aufnahmefahigkeit, Ver-
teilung und Eindringtiefe von Holz-
schutzmitteln und anderen Holzverede-
lungssubstanzen. Fir einen effizienten
und optimierten biotechnologischen
Einsatz von Physisporinus vitreus wer-
den in einer Kooperation zwischen der
Empa in St. Gallen und der ETH Zirich
erstmalig das Hyphenwachstum und
die Effekte von P. vitreus im Fichten-
holz mit diversen Visualisierungstech-
niken intensiv untersucht und fur die
Entwicklung eines Pilzwachstumsmo-
dells genutzt. Durch Kombinieren von
experimentellen Daten und Computer-
simulationen l&sst sich der biotechno-
logische Einsatz von P. vitreus weiter
optimieren.
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Visualisierung und Modellierung des Bioincising Pilzes

Physisporinus vitreus

Aufgrund der Tatsache, dass die
nattrliche Dauerhaftigkeit von Fichten-
und Tannenholz sehr begrenzt ist, wird fiir
zahlreiche Einsatzbereiche ein chemi-
scher Holzschutz vor Holz zerstérenden
oder verfarbenden Pilzen nétig. Ausser-
dem gibt es zunehmend Bestrebungen,
ausgewahlte Holzeigenschaften mit spe-
ziellen Oberflachenveredelungen bzw.
Oberflachenmodifizierungen gezielt zu
verbessern. Allerdings sind beide Holz-
arten nur sehr schwer mit Holzschutzmit-
teln und anderen Holzveredelungssub-
stanzen imprégnierbar. Sobald Luft in die
Tracheiden eintritt — sei es durch eine Ver-
letzung oder eben im Zuge des Trock-
nens von geerntetem Holz —, legt sich der
verdickte Teil (Torus) der TUpfelmembran
(Margo) gegen die Offnung in der Zell-
wand (Porus) und verschliesst diese irre-
versibel. In der Vergangenheit wurden
diverse mechanische Perforationsverfah-
ren entwickelt, die eine bessere und tiefe-
re Verteilung von Holzschutzmitteln bewir-
ken [1].

Das Incising-Verfahren ist der Vor-
laufer des Bioincisings. Wird beim Inci-

sing auf mechanischem Wege durch Bohr-
und Schlitzperforation senkrecht zur Faser-
richtung die Permeabilitdt des Holzes
erhéht, geschieht dies beim Bioincising
mit Hilfe des Weissfaulepilzes Physispori-
nus vitreus. Die Hyphen des Pilzes I6sen
dabei enzymatisch die im Kernholz ver-
schlossene Margo der Hoftlipfel auf. Die
dadurch verbesserte Aufnahme verschie-
dener Holzmodifikationssubstanzen wurde
in einer umfassenden Studie bestatigt [2].
Eine weitere Anwendung des Pilzes ist
die Produktion von hochwertigem Geigen-
klangholz, das sich durch enge Jahrringe
auszeichnet, die besonders durch kaltes
Klima in Hochlagen hervorgerufen wer-
den [3]. Mit neu entwickelten Visualisie-
rungstechniken in Kombination mit einem
Pilzwachstumsmodell [4] ist es moglich,
einen tieferen Einblick in das komplexe
System Pilz-Holz zu bekommen und wich-
tige Schliisselprozesse zu identifizieren,
die es erlauben, den biotechnologischen
Einsatz von P. vitreus zu optimieren [5].
Im Folgenden werden einige dieser Tech-
niken mit ihren Vor- und Nachteilen sowie
das Pilzwachstumsmodell ndher erlautert.

Hoftupfel

Schematische Darstellung des Besiedlungsmusters von Physisporinus vitreus im

Fichtenkernholz.
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Environmental Scanning Electron
Microscopy

ESEM (Environmental Scanning
Electron Microscopy) ist eine spezielle
Variante der klassischen REM-Mikrosko-
pie, die sich durch héheren Druck (schwa-
cheres Vakuum) und héhere Luftfeuchtig-
keit auszeichnet. Lebende Proben werden
daher nicht so stark ausgetrocknet wie
im REM. ESEM-Aufnahmen des Pilzes
zeigen jedoch, dass das Hyphennetzwerk
von P. vitreus unter diesen Bedingungen
kollabiert und abstirbt. Dreidimensionale
Rekonstruktionen sind nicht méglich, da
nur die Oberflache einer Probe abgescannt
wird. FUr die klassische Lichtmikroskopie
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wurden Holzdinnschnitte (10 x 5 x 0,03
mm) aus mit P. vitreus inkubierten Holz-
kérpern mit einem Schlittenmikrotom von
jeder der drei Orientierungen (radial, tan-
gential, longitudinal) hergestellt und die
Pilzhyphen mit Lactophenolblau ange-
farbt. Mosaike von 1,5 mm2 werden mit
Hilfe einer Software (AxioVision) zusam-
mengesetzt. Bis zur Dicke von ca. 30 pm
sind unter einem Lichtmikroskop Struktu-
ren erkennbar. Eine dreidimensionale

Bildgebung ist aber auch mit dieser kon-
ventionellen Methode nicht méglich, da
alle Bildebenen auf eine Ebene projiziert
werden, was zu unscharfen Aufnahmen
fuhrt.
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Nachweis von Physisporinus vitreus auf einer ESEM-Aufnahme (a), Holzprobekdrper,
der mit Physisporinus vitreus inkubiert wurde (b), Mosaikaufnahmen (LM) des Diinnschnitts
aus dem Probekérper (b) und fertige Rekonstruktion der 2D-Mosaike, Hyphen (blau) (c).
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Konfokale
Laserscanning-Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie dage-
gen bietet einige Vorteile im Vergleich zur
klassischen Lichtmikroskopie, wie Kontrol-
le der Tiefenscharfe und Reduktion von
Hintergrundinformationen ausserhalb der
Fokusebene (die sonst zu einer Verzer-
rung des Bildes fiihren) sowie die Mog-
lichkeit, seriell optische Schnitte von Pro-
ben zu sammeln [6]. Diinnschnitte wurden
wie jene fur die Lichtmikroskopie ange-
fertigt, jedoch mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff (Alexa Fluor 633 + WGA) gefarbt,
das Uber Agglutinin spezifisch Chitinbe-
standteile der pilzlichen Zellwand anfarbt
[7]. Die Anregungen von Holz und Pilz-
hyphen kann gleichzeitig stattfinden, so-
fern die Anregungs- und Emissionswel-
lenlangen sich nicht Uberlappen. Holz
wird daher bei 405 nm (UV-Diodenlaser)
angeregt und die mit Alexa Fluor geférb-
ten Hyphen bei 632 nm (HeNe-Laser).

Die emittierte Fluoreszenz von
Holz und Pilz wird mit einem Photodetek-
tor aufgefangen und davon rasterartig
Punkt fur Punkt ein Bild aufgezeichnet.
Da ein Voxel eine physikalische Aus-
dehnung von 1,464844 x 1,464844 x
1,790948 pm in x-, y- und z-Richtung
besitzt, ist eine schwache Elongation in
z-Richtung im fertigen Tomogramm zu
beobachten, die jedoch softwareméssig
korrigiert werden kann. Ein z-Stapel be-
sitzt eine maximale x-, y-Ausdehnung
von 1,5 mm2 (1024 px x 1,464844) und in
z-Richtung von 150 pm. Mosaike von z-
Stapeln kénnen zusammengesetzt wer-
den (XuvTools) und Berechnungen wie
der Biomasse, Hyphenausdehnung, Ver-
zweigung mit Imaris durchgefiihrt werden.
Allerdings sind Zellschdden aufgrund der
breiten Autofluoreszenz des Holzes nicht
immer klar erkenntlich und die Bildbear-
beitungszeiten (image processing) stei-
gen exponentiell mit der Anzahl von z-
Stapeln.
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LR-Schnitt: Holzfluoreszenz (griin), Hyphen (weiss) (a), nach Segmentierung fertige

3D-Struktur des Hyphengeflechts (b).

Synchrotron-Tomographie

Die Synchrotron Lichtquelle TOM-
CAT befindet sich am PSI. Ihr Licht liefert
ein 2,9 T superbeugender Magnet mit
einer kritischen Energie von 11,1 keV. In
der Standardkonfiguration beherbergt die
TOMCAT-Endstation den Strahlenkondi-
tionierungsblock, den Probenmanipulator
sowie ein Mikroskop. Der Standarddetek-
tor bietet ein Blickfeld von 0,75 mm2 bis
12,1 mm2 mit einer Voxel-Auflésung von
0,37 pm bis 5,92 pm [8]. In geringer Auf-
I6sung lassen sich Probekdrper mit Ab-
messungen von 2,5 x 2,5 x 10 mm und in
hoher Auflésung mit Abmessungen von
0,4 x 0,4 x 10 mm tomographieren. Tomo-
gramme wurden entweder im Phasenkon-
trast oder im Absorptionsmodus durch-
gefliihrt. Im Phasenkontrast sind Details
etwas schéarfer abgebildet und in der
héchsten Auflésung lassen sich alle rele-
vanten Holzdetails darstellen, wie etwa
einfache Tipfel. Da die Hyphen wie auch
die Holzstrukturen anhand ihrer Dichte
durch entsprechende Grauwerte im resul-
tierenden Tomogramm repréasentiert wer-
den, ist somit eine Segmentierung von
Hyphengewebe allenfalls aufgrund ana-
tomischer Merkmale mdglich. Im Vergleich
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zur konfokalen Mikroskopie scheinen auch
dinne, einzelne Hyphen aufgrund ihrer
geringen Roéntgendichte schlecht abge-
bildet zu werden.

Modellierung des Pilzwachstums

Die Ergebnisse der Visualisierung
bilden die Grundlage des nachfolgend
skizzierten Pilzwachstumsmodells. Inspi-
riert durch den selektiven Abbau der Hof-
tupfel im Anfangsstadium des Wachstums
von P. vitreus im Fichtenkernholz wird ein
Tlpfel-zu-Tupfel-Wachstum des Pilzes

vorgeschlagen. Dabei wird im Modell die
komplexe dreidimensionale Holzstruktur
lediglich durch die Tlpfel repréasentiert
und somit stark vereinfacht. Die Tupfel
sind die Verbindungen zwischen den
Poren im Holz (Tracheiden und Holzstrah-
len) und als die Hauptwachstumspfade
des Pilzes bekannt. Das Myzel des Pilzes
wird durch ein Netzwerk von Knoten und
Verbindungen gebildet. Die Position der
Knoten ist dabei an die Position der Tlp-
fel gebunden. Alle Modellgréssen wie z.B.
die Nahrungsmenge und die Polarisierung
der Pilzhyphen sind auf den Knoten und
auf den Tipfel definiert. Die Dynamik des
Pilzwachstums wird modelliert, indem Pro-
zesse wie Nahrungsabbau, Nahrungs-
transport und Hyphenwachstum auf dem
Pilznetzwerk durchgefiihrt werden.

Zu Beginn einer Simulation sind
alle Tupfel verschlossen. Durch das
Wachstum des Pilzes werden die Tipfel
abgebaut und dem Pilz Nahrung zuge-
fUhrt. Dabei nehmen wir an, dass der Pilz
eine gewisse Nahrungsmenge bendétigt,
um durch einem aspirierten und lignifizier-
ten TUpfel von einer Tracheide zur ndchs-
ten zu wachsen. Wir stellen fest, dass
sich der Pilz das Substrat schrittweise er-
schliesst — es wechseln sich also Phasen
von schnellem und langsamem Pilzwachs-

Synchrotron-Tomographie erlaubt die Quantifizierung von Zellwandschaden (a) und
eine Identifizierung moglicher Hyphen, die sich aufgrund des geringen Kontrastes nicht
automatisch segmentieren lassen (b).
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Schematische Tipfelverteilung und Hyphennetzwerk (a), Simulation der Penetration
von Hyphen in Holzprobekorper (b) und Eindringtiefe der Hyphen in Abhédngigkeit von

verschiedenen Wasseraktivitdtswerten (c).

tum ab [4]. In Kombination mit den Labor-
experimenten kdnnen nun Messgréssen
wie z.B. die Eindringtiefe des Pilzes ins
Holz n&her untersucht und optimiert wer-
den.

Fazit

Mit den Synchrotron Réntgenstrah-
len (TOMCAT) lassen sich die Einwirkun-
gen des Pilzes auf das Holz hervorragend
visualisieren (Paraview) und mit speziel-
len Matlab-Skripten automatisiert auswer-
ten. Die konfokale Mikroskopie dagegen
erlaubt die Visualisierung des Hyphen-
netzwerkes weitestgehend in vivo sowie
Berechnungen der Biomasse, Verzwei-
gung, Geschwindigkeit mit einer geeig-
neten Visualisierungssoftware (Imaris).
Beide Methoden zusammen ergeben ein
Werkzeug, mit dem das Pilzwachstums-
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modell sich verfeinern lasst. In einem riick-
koppelnden Prozess kdnnen die Ergeb-
nisse aus den Computersimulationen des
Modells zu einer weiteren Optimierung
der Prozessbedingungen fiihren. In einem
weiteren Schritt sollen Echtzeitaufnahmen
mit transgenen selbstfluoreszierenden
P. vitreus-Isolaten durchgefiihrt werden.
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