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Zusammenfassung

Die Fingerprint-Analyse von flnfundvierzig Fusarium proliferatum Reinkulturen aus
Spargelstangen 6sterreichischer Herkunft zeigte eine Heterogenitat innerhalb des Genoms dieser
Isolate, die sich in vierzehn genetische Gruppen differenzieren lieRen. Eine Korrelation zwischen
Fingerprint-Gruppierung und geographischer Herkunft bzw. Spargelsorte bestand nicht. Essentielle
Gene der Fumonisin-Biosynthese (fum1 und fum8) waren in allen untersuchten F. proliferatum
Isolaten nachweisbar sowie in einzelnen lIsolaten von F. oxysporum, F. redolens und F.
subglutinans aus Spargel sowie aus weiteren Wirtspflanzen wie Mais, Kartoffel, Miscanthus, Raps
und anderen stammten. Diese Isolate gelten somit als potentielle Fumonisin-Bildner. DNA-
Polymorphismen innerhalb der amplifizierten fum1- bzw. fum8-Fragmente von F. proliferatum

Isolaten aus Spargel konnten durch RFLP-Analyse jedoch nicht gezeigt werden.
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Summary

Fingerprint analysis of 45 cultured Fusarium proliferatum isolated from asparagus spears in Austria
revealed genetic diversity of genomes within this species. Isolates were differentiated into fourteen
genetic clusters, but a correlation between geographic origin or asparagus cultivar was not
detectable. In all investigated F. proliferatum isolates originating from asparagus or corn, essential
genes of the fumonisin-biosynthesis cluster were detectable. Furthermore, several isolates
identified as F. oxysporum, F. redolens and F. subglutinans, which were also isolated from potato
plants, Miscanthus, rape and other plants, are also putative fumonisin-producers, due to the
presence of fum1 and fum8 respectively. However, DNA-polymorphisms within the amplified fum-

fragments from F. proliferatum originating from asparagus plants were not detected by RFLP.
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Fusarium oxysporum Schlecht., F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg sowie F. redolens
Wollenw., sind Hauptverursacher der Wurzel-, Stangel-, und Kronenfaule des Spargels (Asparagus
officinalis L.), die als potentielle Fumonisin-Bildner gelten. Untersuchungen zum Vorkommen von
Fumonisin-Biosynthese-Genen und Bildungspotential von Fumonisinen in verschiedenen Isolaten
von F. subglutinans (Wollenw. & Reink.) Nelson et al. ergaben widerspriichliche Ergebnisse (in
Desjardins 2006). Insofern ist es von Interesse, auch die Bedeutung dieser Art bei der Fumonisin-
Bildung an Spargel zu untersuchen. F. proliferatum zahlt neben F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg,
der im Spargelanbau jedoch keine Rolle spielt, zu den bedeutendsten Fumonisin-Produzenten, da
er nicht nur hohe Mengen dieser Mykotoxine bildet (Rheeder et al. 2002), sondern eine weite
geographische Verbreitung besitzt (Leslie et al. 1992), in zunehmendem Malle in
mitteleuropaischen Anbaugebieten von Spargel auftritt (Wong and Jeffries, 2006, Weber et al.
2006, Gossmann et al. 2001) und auch haufig aus latent infizierten Spargelrhizomen isoliert
werden kann (Xu et al. 2006). Die Menge der produzierten Fumonisine ist jedoch innerhalb der F.
proliferatum lsolate unterschiedlich und kann sowohl von geographischer Herkunft, Wirtspflanze
bzw. Umweltbedingungen (Leslie et al. 1992, Moretti et al. 1997) als auch von der genetischen
Variabilitat der Fum-Gene abhangig sein.

Zur Ermittlung der genetischen Grundlagen wurden funfundvierzig F. proliferatum Isolate mittels
RAPD- und DAF-PCR (random amplification of polymorphic DNA- bzw. DNA amplification
fingerprinting-polymerase-chain-reaction) auf DNA-Polymorphismen untersucht. Die Isolate
stammten aus Spargelstangen unterschiedlicher Sorten, die in mehrjahrigen Ertragsanlagen an
funf unterschiedlichen Standorten in Osterreich kultiviert wurden (vergleiche Gomann et al. in
dieser Ausgabe). Weiterhin wurden die initialen Gene der Fumonisin-Biosynthese (fum1 =
Polyketid-Synthase und fum8 = Aminoacyl-Transferase) in Isolaten unterschiedlicher an Spargel
relevanter Fusarium-Arten (F. proliferatum, F. oxysporum, F. redolens, F. subglutinans) mittels
Gen-spezifischer PCR nachgewiesen und mit Referenz-Amplikons aus F. verticillioides verglichen.
Von Waalwijk et al. (2004) bzw. Proctor et al. (2003) ist bekannt, dass Fum1 (2607 aa) bzw. Fum8
(839 aa) von F. verticillioides und F. proliferatum eine vergleichsweise geringe Identitat von 85%
bzw. 77% auf Protein-Ebene aufweisen. Die genetische Heterogenitat der amplifizierten
Genabschnitte wurde mittels Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus-Analyse (PCR-
RFLP) untersucht.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen

Aus Reinkulturen von fiinfundvierzig F. proliferatum Isolaten wurde Gesamt-DNA isoliert. Durch
RAPD-PCR mit zwei unterschiedlichen Primern (Q1, Q6 Firma Roth) sowie durch DAF-PCR mit
drei verschiedenen Primer-Kombinationen (Q11+Q20, Q2+Q6, Q2+Q20, Firma Roth) lieBen sich
insgesamt vierzehn genetische Gruppen differenzieren. Eine Korrelation zwischen Fingerprint-

Gruppierung und geographischer Herkunft bzw. Spargelsorte bestand jedoch nicht. Die Mehrheit



der Isolate war drei Hauptgruppen zuzuordnen (Gruppe A n=10; B n=8; C n=8), so dass eine
Pravalenz von Genotypen innerhalb der F. proliferatum |solate, die Spargelpflanzen infizieren, zu
vermuten ist.

Zehn ausgewahlte F. proliferatum Isolate aus unterschiedlichen Fingerprint-Gruppen wurden
ebenso wie 41 weitere Isolate unterschiedlicher Fusarium-Arten, die aus verschiedenen
Wirtspflanzen isoliert worden waren, auf Nachweisbarkeit essentieller Gene des Fumonisin-

Stoffwechsels (fum1 bzw. fum8) untersucht.

Tabelle 1: Nachweis essentieller Fumonisin-Biosynthesegene (fum1, Polyketidsynthase und fum8,
Aminoacyl-Transferase) in Isolaten unterschiedlicher Fusarium-Arten aus Spargel und anderen

Wirtspflanzen

Fusarium-Art Wirtspflanze untersuchte Isolate Nachweis Fumonisin-
Biosynthese Gen [n
] y [n]
fum1 fum8
F. proliferatum Spargel 23 23 23
Mais 2 2 2
> 25 25 25
F. oxysporum Spargel 4 0 0
Raps 2 1 1
Lupine 1 1 0
Miscanthus 1 1 1
> 8 3 2
F. redolens Spargel 2 1 0
Kartoffeln 3 1 1
Erbse 2 1 1
> 7 3 2
F. subglutinans Spargel 1 1 1
Sorghum 1 0 0
Ribe 1 1 0
Mais 2 1 1
Miscanthus 1 1 1
> 6 4 3
F. verticillioides Sorghum 3 1
Mais 2 1
> 2

Gesamtsumme 51 37 34




Mit spezifischen Primern (fumifor 5 GAGCAATATAGGCTGTTACG , fumirev &’
TCCATCCGAATTTGAAGATGT; fum8for 5 TCTCCTGTTGTCTGCTTTCCA, fum8rev &’
GTAGTGAGAGCATCATAGTATG ) wurden Gen-Fragmente (fum1 = 525 bp; fum8 = 801 bp) aus
Gesamt-DNA Praparationen durch PCR amplifiziert. Der Nachweis der fum-Gene gelang in
Isolaten aller untersuchten Fusarium-Arten (siehe Tabelle 1).

Gene, die in die Biosynthese von Mykotoxinen involviert sind, gelten als Basis fur einen genauen,
empfindlichen und spezifischen Nachweis von Stammen mit Mykotoxin-Bildungspotential
(Konietzny & Greiner, 2003). In mehr als 50 % der untersuchten Isolate war sowohl fum1 als auch
fum8 nachweisbar. In Ubereinstimmung mit Literatur-Befunden sind innerhalb der Species F.
proliferatum offenbar alle Isolate zur Fumonisin-Bildung fahig (Rheeder et al. 2002, Proctor et al.
2002). In den anderen untersuchten Arten, darunter auch F. subglutinans, weisen dagegen
lediglich einzelne Isolate diese Eigenschaft auf (Desjardins 2003, 2006). Damit gehdren diese
Fusarium-Isolate alle zu den potentiellen Fumonisin-Bildnern.

Ob eine genetische Variabilitat auch innerhalb dieser essentiellen Fumonisin-Biosynthesegene
vorliegt, wurde durch PCR-RFLP untersucht. Es wurden Restriktionsenzyme verwendet, die
unterschiedliche Bandenmuster von Referenzsequenzen der Datenbanken erzeugten (fum1: F.
verticillioides Acc. AY495601, F. proliferatum Acc. AY577458, F. oxysporum Acc. AY577457,
fum8: F. verticillioides Acc. AF155773, F. proliferatum Acc. AY577451, F. oxysporum Acc.
AYS577450). Die Restriktionsanalyse von Isolaten unterschiedlicher Fusarium spp. ergab
erwartungsgeman verschiedene Bandenmuster, jedoch waren diese nicht artspezifisch.

Die Restriktion des fum1-Fragmentes von vierzehn F. proliferatum lsolaten aus Spargel und Mais
mit Bsp143l, und Rsal generierte einheitliche Restriktionsmuster, durch den Verdau mit Alul wurde
ein Mais-Isolat als genetisch heterogen identifiziert. Durch Behandlung der fum8 PCR-Fragmente
von neun F. proliferatum Isolaten aus Spargel mit Alul, Bsp143l, BamHI bzw. Rsal konnte keine
genetische Variabilitat detektiert werden, so dass eventuell vorhandene Polymorphismen der Fum-

Gene innerhalb dieser Fusarium-Art nachfolgend durch Sequenzierung untersucht werden sollen.
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