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Fusarien als SchadpilzeFusarien als SchadpilzeFusarien als SchadpilzeFusarien als SchadpilzeFusarien als Schadpilze
Fusarien zählen zu den wichtigsten
pflanzenpathogenen Pilzen weltweit und
verursachen jährlich nicht unbeträchtli-
che Ernteeinbußen bei Kulturpflanzen
wie z.B. Getreide, Mais, Reis, Zucker-
rohr, Hirse, Baumwolle, Datteln, Legu-
minosen und Kartoffeln.

In Österreich liegt die Hauptschadwir-
kung bei Mais und verschiedenen Ge-
treidesorten aber auch Leguminosen,
Kartoffel und einige Zierpflanzen sind
oft massiv betroffen (RUEGG et al.
1992, ADLER 1993).

Der gravierendste Schaden entsteht bei
Befall von Pflanzenmaterial durch Fu-
sarien nicht durch eine Ertragsminde-
rung, sondern durch eine oft starke Kon-
tamination der Ernte mit Fusarium To-
xinen.

Diese Toxine werden häufig nur von be-
stimmten Spezies oder klonalen Popu-
lationen gebildet (e.g. THRANE, 1989;
LEW, 1995, TALBOT et al., 1996) und
daher lässt sich durch eine genaue Be-
stimmung der Art oftmals eine Vorher-
sage des zu erwartenden Mycotoxin-
spektrums treffen.

Auf morphologischem Weg ist dies so-
wohl ein zeitraubendes wie auch oftmals
fehlerbehaftetes Unterfangen, da einer-
seits ein Kultivierungsschritt notwendig
ist und andererseits die so angezüchte-
ten Stämme oft sehr rasch degenerieren.

Die zwei von uns entwickelten und hier
vorgestellten molekular-taxonomischen
Schnellnachweismethoden erweisen
sich als vielversprechende Alternativen
mit großem Potential für einen Einsatz
in der Routineanalytik. Deren erfolgrei-
che Anwendung wird an entsprechenden
Beispielen demonstriert.
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Mit dem Verfahren der DGGE (DDDDDenatu-
rierenden GGGGGradienten GGGGGel EEEEElektropho-
rese) ist es möglich, kleinste Sequenz-
unterschiede innerhalb von exakt gleich
langen DNA-Fragmenten beruhend auf
deren unterschiedlichen Schmelzverhal-
ten während einer Elektrophorese inner-
halb eines chemischen Gradienten nach-
zuweisen. Besonders leistungsfähig er-
scheint diese Methode, da selbst einzel-
ne konservierte Basenaustausche nach-
gewiesen werden können (e.g. FARN-
LEITNER et al. 2000 A, B).  In der prä-
sentierten Studie wurde diese Methode
angewendet, um unabhängig von morpho-
logischen Merkmalen ein Unterschei-
dungssystem aller wesentlichen Vertreter
der beiden Fusarium Sektionen Sporotri-
chiella und Discolor zu entwickeln.
Zu diesem Zweck wurde auf eine für die
Diskriminierung von Fusarium auf Spe-

zies Niveau geeignete DNA Sequenz, das
ß-Tubulingen, zurückgegriffen. Um ein
für eine DGGE Analyse geeignetes Frag-
ment zu erhalten, wurden die beiden Pri-
mer innerhalb des ß-Tubulinstrukturgens
so gesetzt, daß der hoch variable Bereich
eines Introns in der PCR (Polymerase
Ketten Reaktion) mitamplifiziert wird.
Die Auswahl wurde basierend auf den
DNA-Sequenzen der Sequenzdatenbank
(GeneBank; Typenstämme: F. venena-
tum, 25413, IMI 1542212; F. robustum,
13392, FRC R-5821; F. tumidum, 13394,
FRC R5823; F. sambucinum, 22187,
BBA64226; F. poae, 13714, FRC T-503;
F. sporotrichioides, 13440, FRC T-
521[O´DONNELL et al 1997]) und 105
Sequenzen aus eigenen Isolaten (F. poae,
F. kyushuense, F. sporotrichioides and
F. pulverosum) getroffen. In der DGGE-
Analyse konnte deutlich gezeigt werden,

daß eine klare Unterscheidung aller in
die Studie miteinbezogenen Fusarium
Stämme auf Artenniveau getroffen wer-
den kann (vgl. Abbildung 1) und daß dies

Abbildung 1: Beispiel einer DGGE mit unterschiedlichen Fusarium Spezies.Beispiel einer DGGE mit unterschiedlichen Fusarium Spezies.Beispiel einer DGGE mit unterschiedlichen Fusarium Spezies.Beispiel einer DGGE mit unterschiedlichen Fusarium Spezies.Beispiel einer DGGE mit unterschiedlichen Fusarium Spezies.
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auch bei Mischproben (sowohl unter-
schiedlicher Fusarien Stämme als auch
mit Pflanzen-DNA) möglich ist.

System des amplifizie-System des amplifizie-System des amplifizie-System des amplifizie-System des amplifizie-
rungsresistenten Basen-rungsresistenten Basen-rungsresistenten Basen-rungsresistenten Basen-rungsresistenten Basen-
austausches (ARMS PCR)austausches (ARMS PCR)austausches (ARMS PCR)austausches (ARMS PCR)austausches (ARMS PCR)
Die Methode der ARMS PCR (AAAAAmplifi-
cation RRRRRefractory MMMMMutation SSSSSystem) er-
möglicht es in einem Multiplexansatz
mehrere Fusarium-Spezies gleichzeitig
zu detektieren. Auch für diese Nach-
weismethode werden kurze Abschnitte
des ß-Tubulingens als Templat DNA her-
angezogen und die PCR wird in ein und
dem selben Ansatz mit mehreren Pri-
mern gleichzeitig gestartet.

Ein verwendetes Primerpaar ist dabei
generell für Fusarien spezifisch und
stellt somit eine reaktionsinterne Posi-
tivkontrolle für das generelle Vorhan-
densein von Fusarien dar. Alle weiteren

Primer sind so gesetzt, daß sie jeweils
nur für eine bestimmte Spezies zu einer
positiven Reaktion führen. Dies wird
dadurch erreicht, daß die letzte Base am
3´ Ende der jeweiligen Primer typisch
und damit einzigartig in der Basenab-
folge des gewählten Templates ist. Mit
dieser Methode ließen sich derzeit bis
zu 5 Fusarium Spezies innerhalb einer
Reaktion gleichzeitig detektieren.
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