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Eintauchen in die Sprache der Pilze
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Fungi produce a wide variety of volatile organic compounds (VOCs),
chemical cues with central roles in mediating interspecific inter-
actions. Here we present a platform consisting of 14 cuvettes and

2 types of mass spectrometers, that allows for the first time auto-
mated, real-time analysis of various microbial VOCs. We used this plat-
form to comprehensively analyze the VOCs of 43 fungal species. The
further computational analyses reveal fundamental links between
VOCs and ecological functions of fungi.
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B Pilze sind Schliisselkomponenten in ter-
restrischen Okosystemen und nehmen
wesentliche Funktionen in globalen biogeo-
chemischen Kreisldaufen ein [1]. Die vielfalti-
gen Beziehungen, die sie zu Pflanzen, Mikro-
ben und anderen Organismen eingehen,
beeinflussen die 6kologischen Funktionen
von Pilzen [1, 2]. Um solche Beziehungen zu

initiieren und zu regulieren, nutzen Pilze
verschiedene Metabolite, darunter fliichtige
organische Verbindungen (volatile organic
compounds, VOCs). VOCs sind Verbindungen
auf Kohlenstoffbasis, die aufgrund ihrer
Fliichtigkeit in der Lage sind, durch die
Atmosphédre und im Boden zu diffundieren

[3].
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A Abb. 1: Flichtige Muster von Pilzen sind individuell wie Fingerabdriicke und kénnen als Bio-
marker fiir Pilze verwendet werden. Reinkulturen von Pilzen emittieren charakteristische kom-
plexe Muster an VOCs, die einzigartig sind. Die Muster und das Mischungsverhaltnis der einzelnen
Verbindungen kénnen in einen Barcode /Fingerabdruck tbersetzt werden. Unter Anwendung von
maschinellem Lernen kénnen daraus Biomarker identifiziert werden [5], die es ermdglichen, die
Zugehorigkeit einer Art zu einer Nische oder Lebensform vorherzusagen. Die hier dargestellte
Methode ist nicht auf Pilze beschrénkt. Sie erdffnet vielféltige Anwendungsmaoglichkeiten in der
Grundlagenforschung, Lebensmittelherstellung und Uberwachung wie auch im Gesundheits-

bereich und der Innenraumiiberwachung.

Pilze - eine unerforschte Quelle
fiir flichtige Metabolite

Pilzaromen sind zwar bekannte kulinarische
Bestandteile vieler Speisen, doch der Wissen-
schaft wurde erst im letzten Jahrzehnt Klar,
welch riesige, unerforschte Quelle pilzliche
VOCs darstellen [2]. Neben ihrer Verwen-
dung bei der Artbestimmung, bei der Uber-
wachung von Schimmelbelastung in Rau-
men, beim Kochen und in Lebensmitteln wie
Kaése sind Pilzaromen von entscheidender
Bedeutung fiir die Biologie verschiedener
Okosysteme. Pilzliche VOCs konnen in ande-
ren Arten Verdnderungen in Wachstum,
Fortpflanzung und Abwehr auslésen und
dariiber hinaus als Lockmittel fiir andere
Organismen wirken [2, 3]. Aufgrund dieser
kommunikationsdhnlichen Eigenschaften
werden VOCs manchmal auch als Sprache
der Pilze bezeichnet.

Herausforderung: chemische
Kommunikation von Pilzen

Die ganzheitliche Erfassung von VOC-Profi-
len ist eine Voraussetzung, um die Mechanis-
men der durch pilzliche VOCs vermittelten
Kommunikation aufzuklédren. Bisher wurden
jedoch nur wenige Pilzarten systematisch
untersucht [2, 4]. Da wir in unserer For-
schungsgruppe tiber die notwendige Ausriis-
tung und das Wissen verfiigen, haben wir
uns der Herausforderung gestellt, die fliich-
tigen Fingerabdriicke verschiedener Pilzar-
ten zu entziffern (Abb. 1). Unser Ziel war es,
ein Hochdurchsatz(HTP)-System zu ent-
wickeln, das die Echtzeitanalyse einer gro-
Ben Anzahl von pilzlichen (wie auch mikro-
biellen) Proben gleichzeitig ermdglicht.

Automatisierte Plattform screent
pilzliche und mikrobielle Diifte

Die Arbeiten begannen mit dem Aufbau einer
VOC-Screening-Plattform, die eine sequen-
zielle Echtzeitmessung von Proben ermog-
licht. Die Plattform besteht aus einem automa-
tisierten Kiivettensystem und zwei Arten von
Massenspektrometrie (Abb. 2). Die beiden
massenspektrometrischen Methoden, Proto-
nentransferreaktion-Flugzeit-Massenspektro-
metrie (PTR-ToF-MS) und Gaschromatogra-
phie-Massenspektrometrie (GC-MS) wéhlten
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wir, da sie sich gut erganzen [5]. Zunachst
werden die VOC-Emissionen mit dem PTR-
ToF-MS gemessen. Dieses MS ermoglicht
Echtzeitmessungen, um zeitliche Dynamiken
mit sehr niedriger Nachweisgrenze zu
erfassen. Das Online-MS erkennt besonders
polare, niedermolekulare Verbindungen
(Abb. 2A). Eine Ventilsteuerung (Abb. 2A)
erlaubt das sequenzielle Vermessen der VOCs
aus den Kiivetten liber einen beliebigen Zeit-
raum, im dargestellten Beispiel iber 48 Stun-
den. Nach Abschluss der Online-Analysen
werden die VOCs in der Gasphase der Kiivet-
ten mithilfe einer passiven Probennahme-
technik basierend auf den Adsorptionseigen-
schaften von Polydimethylsiloxan weiter
gesammelt (Abb. 2A). Diese Proben werden
dann durch GC-MS offline analysiert [5].

Der Vorteil von GC-MS gegeniiber PTR-
ToF-MS besteht darin, dass Isomere mit
unterschiedlichen Massen tiber das Masse-
zu-Ladungs-Verhéltnis (m/z) getrennt wer-
den kénnen (Abb. 2B). Uber den Vergleich
von Molekiilmassen und Fragmentmustern
mit Spektrenbibliotheken konnen Verbin-
dungen wie Sesquiterpene identifiziert wer-
den, die eine hohe Isomerenvielfalt aufwei-
sen. Bei der nicht zielgerichteten PTR-ToF-
MS-Methode hingegen besteht die groBe
Herausforderung vor allem in der Identifizie-
rung der detektierten Massen [4, 5]. Hierbei
helfen Veroffentlichungen sowie die mVOC-
Datenbank [6], um Summenformeln zu
bestimmen und bestimmte VOCs anhand
ihrer charakteristischen m/z zu identifizie-
ren.

Auswahl der Pilzarten

Um umfassende und valide Aussagen zu pilz-
lichen VOC-Mustern treffen zu konnen,
haben wir reprasentative Pilzarten aus den
drei Stammen Ascomycota, Basidiomycota
und Zygomycota ausgewahlt. Wir achteten
auch darauf, verschiedene o¢kologische
Nischen (wie Nahrungsbeziehungen, Lebens-
stil, Substratnutzung und Wirtsarten) mit
unserer Auswahl an Pilzen abzudecken [4].
Unsere Pilzauswahl umfasste solche Arten
wie die Pflanzensymbionten Porphyrwulst-
ling und Zweifarbiger Lacktrichterling, die
Pflanzenpathogene Sparriger Schiippling
und Schwarzschimmel sowie verschiedene
zersetzende Pilze, wie Penicillium-Arten. Frii-
here Studien zeigten, dass die VOC-Emission
von Pilzen von verschiedenen Umweltbedin-
gungen abhangt, wie dem Entwicklungssta-
dium und der Nahrstoffverfiigharkeit [3, 5].
Um diese Einfliisse im vorliegenden Ver-
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*  Gut geeignet fiir niedermolekulare
und polare VOCs
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*  Keine Akkumulationszeit

* Identifizierung nur fiir eindeutige
Massen (m*)

*  Keine klare Klassifizierung der
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* Keine Trennung von Isomeren
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Datenbanken (z.B. NIST-, Wiley-
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und niedermolekularen VOCs an
géngige Absorptionsmaterialien

A Abb. 2: Systematische Analyse von VOC-Mustern von Pilzen. A, Schema eines Mehrfachkiivet-
tensystems gekoppelt mit Online- und Offline-Massenspektrometrie (Protonentransferreaktion-
Flugzeit-Massenspektrometer (PTR-ToF-MS) und Gaschromatographie-Massenspektrometer
(GC-MS)) [5]. Die Fotos zeigen den Aufbau der Anlage im Brutschrank, KulturgefaBe mit Polydi-
methylsiloxan-Passivsammlern (PDMS), die liber Magnete an der Innenseite der Deckel ange-
bracht sind, und Fotos der beiden Massenspektrometer. Zur Online-Messung von VOCs wird das
Kiivettensystem mit synthetischer, VOC-freier Luft durchstromt. Die VOCs jeder Kiivette werden
sequenziell durch PTR-ToF-MS gemessen. Die Luft am Auslass wird erwdrmt, um Kondensation in
den Leitungen zu vermeiden. Nach den Online-Messungen werden die VOCs in PDMS gesammelt
und mit dem GC-MS offline gemessen. B, Vor- und Nachteile der beiden Messsysteme.

gleich zu minimieren, kultivierten wir die 43
ausgewahlten Pilzspezies in einem fiir alle
geeigneten Pilzmedium und fiihrten die VOC-
Messungen unter konstanten und kontrol-
lierten Umweltbedingungen durch. Insge-
samt konnten wir mithilfe der beiden mas-
senspektrometrischen Methoden 224 ver-
schiedene VOCs aus elf Stoffgruppen nach-
weisen (Abb. 3). Mit 90 Verbindungen stel-
len die Terpenoide die groBte Stoffgruppe
dar, gefolgt von Carbonylen und Benzoiden
mit jeweils 40 bzw. 25 VOCs.

VOCs - die Sprache der Pilze

Um 6kologische und funktionsbasierte Mus-
ter aus den Emissionsprofilen abzuleiten,
mussten wir multivariante statistische Ver-
fahren anwenden. Es zeigte sich, dass die
Lebensweise von Pilzen und die Nahrungs-
beziehungen durch ihre VOC-Muster charak-
terisiert werden konnen [4]. Die Berechnung
der phanotypischen Integration ergab, dass,
Pilze — dhnlich wie Pflanzen — spezifische
VOC-Muster emittieren, die als chemical com-
munication displays (CCDs) bezeichnet wer-
den. Somit konnen je nach Erndhrungsart
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A Abb. 3: Uberblick iiber die strukturelle Vielfalt an VOCs, die im Rahmen unserer Studie [4] mit-
hilfe der beiden massenspektrometrischen Verfahren gemessen wurden. Je Stoffgruppe ist die
Struktur eines typischen VOCs abgebildet. Die Zahlen in den Tortenstiicken geben die Anzahl der
VOCs in der jeweiligen Stoffgruppe an. Die Gesamtliste umfasst 224 Verbindungen und ist iber
den Link https://osf.io/bva2q/ (Tabellen 2 und 3) einsehbar.

entweder einzelne VOCs oder komplexere
Muster eine wichtige Rolle bei Interaktionen
spielen [4]. In einer solchen ,Sprache” bildet
ein VOC einen Buchstaben im universellen
fliichtigen , Alphabet, aus dem einzelne Pil-
ze ,Worter“ — die CCDs - bilden, die fiir ihre
Kommunikation mit anderen Organismen
verwendet werden konnen. Diese Kommuni-
kation im Boden wird manchmal als ,unter-
irdisches drahtloses Internet“ bezeichnet [7].
Das kabelgebundene Internet wére in diesem
Fall das Netzwerk aus Mycorrhizahyphen.

Im Reich der Pilze noch viele VOCs
vermutet

Um Biomarker fiir die 6kologische Funktio-
nen zu identifizieren, entwickelten wir ver-
schiedene maschinelle Lernalgorithmen.
Hierbei kamen drei Modelle zum Einsatz, um
potenzielle Verzerrungen effektiv zu vermei-
den. Jedes Modell ergab schlieBlich eine Lis-
te von VOCs, die einer Teilmenge der Varia-
blen (Pradiktoren) entsprechen. Die endgiil-
tigen Modelle trainierten wir dann mit dieser
Teilmenge, um die Signifikanz der endgiilti-
gen Pradiktoren zu bestimmen und die
Genauigkeit fiir das Modell zu ermitteln. Um
potenzielle falsch-positive Biomarker zu
minimieren, wahlten wir nur VOCs aus, die
in allen drei Modellen als Biomarker identi-
fiziert wurden. Mit dieser Analyse konnten
wir zeigen, dass bestimmte VOC-Muster die

Lebensweise der Pilze, die Substratnutzung
und sogar die Art des Wirts — Baum oder
krautige Pflanze - vorhersagen konnen [4].

Mit unseren Ergebnissen kratzen wir
jedoch nur an der Oberflache der enormen
Vielfalt an pilzlichen und anderen mikro-
biellen VOCs (Abb. 3). Das aufgebaute Mess-
system und die ersten Datensatze dienen als
Voraussetzung, um einen noch tieferen Ein-
blick in die Welt der Pilzgeriiche zu gewin-
nen (Abb. 1). Zukiinftig sollen VOC-Studien
in biochemische, genetische und 6kologische
Ansatze integriert werden, um neue Ein-
blicke in die auf VOCs basierenden Inter-
aktionen von Pilzen und auch in die Evolu-
tion von Pilzen zu gewinnen. Unsere Platt-
form bietet einen Eckpfeiler, auf dem wir
aufbauen konnen, um die interspezifische
chemische Kommunikation zu verstehen,
aber eventuell auch um neue wirtschaftlich
und gesellschaftlich wichtige chemische Ver-
bindungen zu identifizieren.
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