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Einleitung

Fusarium proliferatum (Abb.1) ist ein bodenblitiger Pilz, der
weltweit an Spargel als Mitverursacher der Wurzel- und
Kronenfdule gilt (Abb.2). F. proliferatum z&hlt zu den
potentiellen My katoxinbildnern und sy nthetisiert u.a. das Toxin
Fumonisin B;. 2001 konnte in Deutschland erstmals eine
natlrliche Kontamination von Spargelstangen nach der
Stechperiode mit diesem als kanzerogen geltenden My kotoxin
festgestelt werden [1]. Im Jahr 2003/04 wurde eine natirliche

Kontamination an Spargelstangen 0&sterreichischer Anbau-
gebiete wahrend der Ernteperiode von Mai bis Juni
nachgewiesen [2]. Aus diesen Erntestangen wurden F.
proliferatumlsolate gewonnen, welche mit Hiffe molekularer
Fingerprint-Techniken auf genetische Heterogenitd untersucht
wurden. Genetisch unterschiedliche F. proliferatumlsolate
wurden dann mittels molekularbiologischer Methoden auf eine
mogliche Fumonisin-Bildung untersucht.
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Tab.1:
Abb.1: Morphologische Merkmale von Fusarium proliferatum

aufSNA, lichtmikroskopische Aufnahme (400x)

A: Mikokonidien in Ketten, B: Mkrokonidien in Ketten [K] an
primaren Konidientéger [KT], C: Polyphialide, D: Mikro- und
Makrdkonidien

Kontrolle

Erdsubstrat

Mittels HPLC ermitielte Fumonisin-B,-Gehalte in den Wurzelextrakten von vier
Versuchsvarianten F. proliferatum-infizierter Spamgelpflanzen (50 dp) und einer unbehandelten

Sporensuspension: Inokulation durch Eintauchen der verletzten Wurzeln in Sporensuspersion
Weizenkorn: Substatinokulaton mittels infiziertem Weizerkomsubstrat, bezogen auf 500 ml
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Abb.2: Symptome der Wurzel-,Kronen- und Stangelfaule

[1] durch Fusarium proliferatum infizierter Wurzel- und
Kronenbereich eirer 1-jatrigen Spamgelpflanze

[2] Stangelfaule veursachtdurch Fusariumsp.

[3] Fusariumsp.infizierte Spargektange

Methoden und Ergebnisse

Nach einer Nukleins&dure-solierung und cDNA-Sy nthese aus
Fusarium  proliferatum-Reinkulturen  erfolgte mit  Hiffe
spezifischer Primer (Abb.3) eine PCR-Amplifizierung von fumi-
und fumB-Genabschnitten. Die erhatenen cDNA-ragmente
wurden sequenziert (Abb.4). In allen untersuchten F.
proliferatumlsolaten, die unterschiedlichen genetischen
Gruppen zugeordnet worden waren, lieBen sich diese initialen
Gene des Fumonisin-Biosy ntheseweges auf DNA-Ebene
nachweisen (Tab.2). Ein Zusammenhang der Expression dieser

essentiellen Enzyme der Fumonisin-Biosynthese und der
Bildung von Fumonisin B, in infizierten Spargeljungpflanzen
konnte flr die F. proliferatumlsolate 4 und 18 gezeigt werden.
In diesem Pathogenitdtstest waren die untersuchten F.
proliferatumsolate zur Bildung von Fumonisin B, in z.T. hohen
Konzentrationen  bereits in  Wurzeln von irfizierten
Spargeljungpflanzen fahig (Tab.1). Die Detektion der aktivierten
fumGene koénnte somit auf eine Kontamination des
untersuchten Pflanzengewebes mit Fumonisin B, hinweisen.

1solatr | Fingerprint- | Nachwels fum? Nachwels fuma |
' Gruppe DNA | RNA DNA | RNA 4
M 2435 40 25 35 40 M: . o 1
fum?1 (Polyketid-Synthase, 8.1 kb) 4 [+ X X | X | X
H O H & A X x | x 1
i 11 M X X X * -
Pazs d 17 1 X x x i
18 A X X x X -
{umB (Aminoacyl Transferase, 2.9 kb) 23 J L X L N —
CHOHHHF oo : : ' -
* nicht getestet Wb s
X X . § 4Taba - 501 b
m Tab.2: Nachweis von fum1 und fum8 auf DNA- und RNA-Ebene in Fusarium proliferatum- i
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Abb.3: A Position der genspezifischen Oligonukleotide innerhalb
der Gene fum1 und fum8 (nach Sequerzinformationen aus F.
verticillioides, AF155773), B Fum1- (ca. 25 bp) und um8DNA-
Fragment(800 bp) von jeweils drei F. proliferatum-lsolaten

M1 = Marker 1kb Ladder
M2 = Marker 50 bp Ladder

Abb.4: Nukleotidsequerz (oben) und Aminosduresequenz (unten) der fum8-cDNAaus
F.proliferatum (rotmarkierte Berethe stellen die Sequnenzen der spezifischen Primer
fum8revers und fum8forward dar)

Abb5: A PCR-Produkte von fiinf F. proliferatum-lsolaten nach
RT-PCR mit fum1-spezifischen Oligonukleotiden DNA- Amplikon
530 bp, cDNA 470 bp), B Fumi- (470 bp) und fum&cDNA-

Fragmente (601 bp) der F.proliferatunlsolate 4 und 18

M1 = Marker 50 bp Ladder
M2 = Marker 1kb Ladder

Ausblick

Ziele zukUnftiger Untersuchungen sind die Sequenzierung
weiterer Bereiche der fumi- und fumB8-Gene, um ein
spezifisches Verfahren auf PCR-Basis zum direkten Nachweis
dieser essentiellen Gene der Fumonisin-Biosy nthese in vivo an
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infizierten Spargelpflanzen zu etablieren. Dieses kénnte heffen,
Risken einer mdglichen toxischen Kontamination mit Fumonisin
B, im Ernteprodukt Spargel zu erkennen.
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