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Einleitung

Fusarium proliferatum (Abb.1) ist ein bodenblriger Pilz, der
weltweit an Spargel als Mitverursacher der Wurzel- und
Kronenfaule gilt (Abb.2). F. prolferatum zahlt 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 200304 wurde eine natirliche

Kontamination an Spargelstangen 0&sterreichischer Anbau-
gebiete wahrend der Ernteperiode von Mai bis Juni
nachgewiesen [2]. Aus diesen Erntestangen wurden F.
proliferatumlisolate gewonnen, welche mit Hife molekularer
Fingerprint-Techniken auf genetische Heterogenitét untersucht
wurden. Genetisch unterschiedliche F. proliferatumisolate
wurden dann mittels molekularbiologischer Methoden auf eine
maogliche Fumonisin-Bildung untersucht.
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Abb.1: Morphologische Merkmale von Fusarium proliferatum
aufSNA, lichtmikroskopische Aufnahme (400x)

Kontrolle
A: Mikrokanidien in Ketien, B: Mkrdkonidien in Ketten [K] an Sporensuspension:
priméren Konidientéger [KT], C: Polyphialide, D: Mikro- und \eizenkorn:
Makrokonidien Erdsubstrat

Mittels HPLC ermitelte Fumonisin-B,-Gehalte in den Wurzelextrakten von vier
Versuchsvarianten F. proliferatum-infizierter Spamelpflanzen (60 dp) und einer unbehandelten

Inokulation durch Eintauchen der verletzten Wurzeln in Sporensuspersion
Substatinokulaton mittels infiziertem Weizerkomsubstrat bezogen auf 500 ml

Abb.2: Symptome der Wurzel-,Kronen- und Stangelfaule
[1] durch Fusarium proliferatum infizierter Wurzel-
Kronenbereich eirer 1-jatrigen Spamgelpflanze

[2] Stangelfaule veursachtdurch Fusariumsp.

[3] Fusaiumsp.infizierte Spargektange
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Methoden und Ergebnisse

Nach einer Nukleinsduredsolierung und cDNA-Synthese aus
Fusarium  proliferatum-Reinkulturen  erfolgte mit  Hiffe
spezifischer Primer (Abb.3) eine PCR-Amplffizierung von fuml-
und funB-Genabschnitten. Die erhaltenen cDNA-ragmente
wurden sequenziert (Abb.4). In allen untersuchten F.
proliferatumisolaten, die unterschiedlichen genetischen
Gruppen zugeordnet worden waren, lieRen sich diese initialen

essentiellen Enzyme der Fumonisin-Biosynthese und der
Bildung von Fumonisin B; in infizierten Spargeljungpflanzen
konnte fur die F. proliferatum-Isolate 4 und 18 gezeigt werden.
In diesem Pathogenitdistest waren die untersuchten F.
proliferatum-Isolate zur Bildung von Fumonisin B, in z.T. hohen
Konzentrationen  bereits in  Wurzeln von irfizierten
Spargeljungpflanzen féhig (Tab.1). Die Detektion der aktivierten

Gene des Fumonisin-Biosyntheseweges auf DNA-Ebene  fumGene koénnte somit auf eine Kontamination des
nachweisen (Tab.2). Ein Zusammenhang der Expression dieser  untersuchten Pflanzengewebes mit Fumonisin B, hinweisen.
e | Fingerprint- | Nachweis fum?1 Nachwels fuma P~
e Gruppe DNA | RNA DNA | RNA | e T n G
M 24 35 40 2535 40 M r . o
fum?1 (Polyketid-Synthase, 8.1 kb) 4 [+] X X | X | X
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fum8 (Aminoacyl-Transferase, 2.9 kbj 23 Jd x x X * et —
| 42 | c X x x - Sk
ITHH HH + + nicht getestet - = =
t j X . . . aTabe % 501 g
801 bp Tab.2: Nachweis von fum1 und fum8 aufDNA- und RNA-Ebene in Fusarium proliferatum-
Isolaten aus unterschiedlichen genetischen FingerprintGruppen (RAPD-/DAF-PCR) e ok
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Abb.3: A Position der genspezifischen Oligonukleotide innerhalb
der Gene fuml und fum8 (nach Sequerzinformationen aus F. "% *
verticillioides, AF155773), B Fuml- (ca. 525 bp) und fum8&DNA-
Fragment(800 bp) von jeweils dreiF. proliferatum-Isolaten

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

fumBrevers und fum8forward dar)

Abb5: A PCR-Produkte von fiinf F. proliferatum-Isolaten nach
RT-PCR mitfuml-spezifischen Oligonukleotiden ONA- Amplikon
530 bp, cDNA 47 bp), B Fuml- (470 bp) und fum8cDNA-

Fragmente (601 bp) der F. proliferatum-Isolate 4 und 18

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

Ziele zukUnftiger Untersuchungen sind die Sequenzierung
weiterer Bereiche der fuml- und fumB-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 konnte heffen,
Risken einer méglichen toxischen Kontamination mit Fumonisin
B, im Ernteprodukt Spargel zu erkennen.
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