Pathogenitat von fumonisinbildenden Fusarium spp. an Spargel (Asparagus officinalis L.)
und Differenzierung zweier essentieller Gene des Fumonisin-Genclusters

Pathogenicity of fumonisin-producing Fusarium spp. on asparagus (Asparagus officinalis L.) and
differentiation of two essential genes of the Fumonisin gene cluster.
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Zusammenfassung

Funf Fusarium spp.-Isolate der Arten F. oxysporum, F. proliferatum und F. redolens wurden in
einem Pathogenitatstest an Spargeljungpflanzen der Sorte ,RAMOS’ getestet. Die Isolate von F.
proliferatum und F. redolens erwiesen sich als hochvirulente Faulniserreger, wahrend F.
oxysporum eine insgesamt schwachere Virulenz zeigte. In Mischproben aus Wurzel- und
Kronenbereichen infizierter Jungpflanzen waren Fumonisin  B-Toxine  nachweisbar.
Untersuchungen mittels linearer Korrelationsanalyse wiesen Zusammenhdnge zwischen den ad
planta ermittelten Fumonisin B;- bzw. Bs-Gehalten und erhobenen Parametern zur Beurteilung der
Virulenz nach. Essentielle Gene der Fumonisin-Biosynthese (fum1 [Polyketidsynthase] und fum8
[Aminoacyltransferase]) waren in allen Pathogenitatstest-Stammen nachweisbar. Zur Ermittlung
der intra- und interspezifischen Heterogenitét dieser Gene wurden entsprechende Fragmente aus
weiteren Fusarium spp.-Isolaten aus Spargel und anderen Nutzpflanzenherkunften differenziert.
Dabei waren Abweichungen beziglich der phylogenetischen Beziehungen nachweisbar, die nach
multi-locus Sequenzanalysen zur Implementierung von phylogenetischen Artkomplexen gefihrt
haben. Eine Diagnose fumonisinbildender Arten der Gattung Fusarium und die Einschatzung der
davon ausgehenden Infektionspotentiale sollte deshalb auf Basis kombinierter Untersuchungen
speziesrelevanter Genabschnitte wie z.B. teffa mit Abschnitten der zur Fumonisin-Biosynthese

essentiellen Gene fum1 und fum8 erfolgen.
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Summary

We tested five Isolates of the Fusarium species Fusarium oxysporum, F. proliferatum and F.
redolens in a pathogenicity assay on asparagus seedlings of the cultivar ‘RAMOS’ in regard to
pathogenicity and virulence. It turned out, that the Isolates of F. proliferatum and F. redolens are
highly virulent putrefactive agents, whereas F. oxysporum overall exhibit a lower virulence. We
detected fumonisin B toxins in all mixed samples of root and crown parts of infected seedlings. Linear
correlation analyses revealed an interrelation of fumonisin B; and Bz concentrations determined ad

planta and investigated virulence parameters. In all isolates of the pathogenicity assay fumonisin



biosynthesis genes (fum1 [polyketide-synthase] and fum8 [aminoacyltransferase]) could be
detected. Intra- and interspecific variability of these genes were determined including
corresponding sequences from further Fusarium spp. isolates from asparagus and other crops. We
found similar clustering by means of phylogenetic analyses of fum genes. However, derived
phylogenetic relations were inconsistent to species complexes, established by multi locus
sequence analysis of other marker genes. Discrimination of fumonisin producing Fusarium spp. in
conjunction with the assessment of possible damages and risks should therefore include combined
analyses of species relevant genes like tefia and the essential genes of the fumonisin

biosynthesis fum1 and fum8.
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Einfihrung

Zahlreiche Pilze der Gattung Fusarium, darunter die als Hauptverursacher der Wurzel-, Stéangel-,
und Kronenfaule des Spargels (Asparagus officinalis L.) geltenden Arten Fusarium oxysporum
SCHLECHT., F. proliferatum (MATSUSHIMA) NIRENBERG sowie F. redolens WOLLENW. sind in der
Lage, Mykotoxine aus der Klasse der Typ B Fumonisine zu bilden und damit neben einer
Ertragsminderung auch eine qualitative Beeintrachtigung des Erntegutes zu verursachen. Deshalb
werden Fusarium spp. neben ihren phytopathogenen Eigenschaften verstarkt auch als potentielle
Toxinkontaminanten von Spargelstangen diskutiert (LOGRIECO et al., 1998; SEEFELDER et al.,
2002). Eine eradikative Bekampfung bodenbdurtiger Fusarium spp. ist in der Anbaupraxis nicht
moglich (ELMER, 2004). Zudem stehen bislang keine Fusarium-resistenten Spargelsorten zur
Verfugung (PONTAROLI et al., 2000). Daher ist die rechtzeitige Erkennung einer Fusarium spp.-
Infektion sowohl zur objektiven Befalls- und Risikoeinschéatzung, als auch zur Vermeidung von
Fusarium spp.-Risikopotentialen in betroffenen Anlagen, ebenso wie in fiir eine Spargelproduktion
vorgesehenen Bdden und Jungpflanzen von grof3er Bedeutung. Hierzu ist neben der Entwicklung
von einfachen molekularen Nachweisverfahren auch eine Einschatzung der durch die
verschiedenen Fusarium-Arten und -Stamme ausgehenden Schad- und Kontaminationspotentiale
notig. Dieses ermdoglicht es, die Wirkung dieser Pilz-Infektionen auf Ertrags- und
Qualitatsparameter als Grundlage fiir eine Risikoabschatzung und ein Risikomanagement zu

nutzen.

Material und Methoden
In einem 81-tdgigen Gewachshausversuch wurden ausgewahlte Isolate der im Fusarium spp.-

Komplex der Wurzel-, Kronen- und Sténgelfaule an Asparagus officinalis L. haufig vorkommenden



Arten F. oxysporum, F. proliferatum und F. redolens auf ihre Pathogenitat an Spargeljungpflanzen
getestet. Hierzu wurden Parameter wie Frisch- und Trockenmasse der unter- wie oberirdischen
Pflanzenorgane sowie Bonitur und Quantifizierung von Symptomen der Wurzel- und
Kronenbereiche in Form von Befallsgraden erhoben und unter Einsatz statistischer Verfahren zur
Ermittlung der Pathogenitat und Virulenz herangezogen. Weiterhin erfasst wurde das Fumonisin-
Bildungsvermdgen dieser Isolate ad planta, lineare Korrelationen zwischen Fumonisin-Gehalten
und Virulenz und das Vorhandensein zweier initialer, essentieller Gene (fum1 [Polyketidsynthase]
und fum8 [Aminoacyltransferase]) des Fumonisin-Biosyntheseweges. Um die Moglichkeiten einer
Artdifferenzierung von Fumonisinbildnern anhand von definierten Abschnitten dieser Gene zu
evaluieren, erfolgte die Ermittlung der inter- und intraspezifischen Sequenzvariabilititen der
untersuchten Genabschnitte von fum1 (~525 bp) und fum8 (~800 bp) einschliellich weiterer
Fusarium spp.-Isolate, die aus Spargel und anderen Nutzpflanzen isoliert worden waren, mittels
direktem Sequenzvergleich sowie bootstrap-gestltzten maximum parsimony-Analysen. Zusatzlich
Zzu den Sequenzen aus eigener Arbeit wurden alle verfligbaren Sequenzen aus der 6ffentlichen

Datenbank NCBI in die Untersuchungen mit einbezogen.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen

Die Isolate von F. proliferatum und F. redolens erwiesen sich an den Versuchspflanzen
insbesondere hinsichtlich der ermittelten Befallsgrade und realisierten Frisch- und Trockenmassen
zum Versuchsabschluss als hochvirulente Faulniserreger, wahrend F. oxysporum hierbei eine
insgesamt schwéachere Virulenz zeigte. Ebenso waren in den Wurzel- und Kronenbereichen aller
infizierten Jungpflanzen Fumonisin B-Toxine (FB,, FB,, FB3) nachweisbar (Abb.1). Die Ergebnisse
nach linearer Korrelationsanalyse zeigten Zusammenhange zwischen den ad planta ermittelten
Fumonisin B;- bzw. Bz-Gehalten und erhobenen Parametern zur Beurteilung der Virulenz auf. In
allen funf Isolaten waren artibergreifend beide zur Fumonisin-Biosynthese essentiellen Gene
nachweisbar. Erstmalig konnten Bereiche dieser Fumonisin-Gene aus F. redolens sequenziert
werden. Gene, die in die Biosynthese von Mykotoxinen involviert sind, gelten als Basis fir einen
genauen, empfindlichen und spezifischen Nachweis von toxigenen Stammen (KONIETZNY &
GREINER, 2003). Der Zusammenhang zwischen der nachgewiesenen Fumonisinbildung ad planta
und dem kumulativem Nachweis der fum1- und fum8-Gene in den Pathogenitatstest-Stammen

bestatigt den methodischen Wert dieses Verfahrens zum Nachweis potenzieller FB-Produzenten.

Die Untersuchungen der fumi1- und fum8-Fragmente zeigten Abweichungen beziglich der
phylogenetischen  Beziehungen  betreffender  Fusarium-Arten, die nach  multi-locus
Sequenzanalysen (R-Tubulin, mtSSU rDNA, 28S rDNA; O’'DONNELL et al.,, 1998), zur
Implementierung von phylogenetischen Artkomplexen gefuhrt haben (O’DONNELL et al, 1998;

PROCTOR et al., 2004). Arten des Gibberella fujikuroi species complex 2 und 3 wurden anhand der



fum1- bzw. fum8-Sequenzen in zwei deutlich divergierende Cluster aufgetrennt, wéhrend
Sequenzen aus Isolaten des Gibberella fujikuroi Artkomplexes 1 und F. oxysporum beiden
Gruppen zugeordnet wurden (Abb.2). Fumonisinbildende Arten der Gattung Fusarium kdnnen
aufgrund der untersuchten fum1- bzw. fum8- Sequenzabschnitte nur eingeschrankt differenziert
bzw. identifiziert werden. Eine Diagnose fumonisinbildender Arten der Gattung Fusarium und die
Einschéatzung der davon ausgehenden Schad- und Kontaminationspotentiale sollte deshalb auf
Basis kombinierter Untersuchungen speziesrelevanter Genabschnitte wie z.B. tef1a (GEISER et al.,

2004) mit Abschnitten der essentiellen Gene fum1 und fum8 des Fumonisin-Genclusters erfolgen.

300 B ]

=

=

T 18

E —

~ 250+

&

= ¥
zo0 1 {1z

4 10

Tm%% mE

[11 [2] [ [2]

Kontrolle F. oxysporum F. redolens F. proliferatum

——— Trockenmasse [g] [ ] FB, [ug/kg T I FB;lHg kg TM]

Abbildung 1: Durchschnittliche Trockenmassen der Versuchspflanzen 81 dpi und ermittelte
Fumonisin B;- und Bs-Gehalte in Wurzel- und Kronenmischproben der einzelnen Varianten.
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Abbildung 2: Phylogramm der fum1-DNA-Fragmente (491 bp) nach maximum parsimony-Analyse
(bootstrap-Einstellung, n = 1000).
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