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The scientist does not study nature because it is useful; he studies it because he delights in it,
and he delights in it because it is beautiful. If nature were not beautiful, it would not be worth
knowing, and if nature were not worth knowing, life would not be worth living.

Jules Henri Poincaré
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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Fusarium-Biologie

1.1.1 Systematik und Artbestimmung

Fusarium gehort genauso wie z.B. auch Aspergillus und Penicillium zu den Schimmelpilzen.
Diese filamentosen Pilze bilden, systematisch gesehen, eine sehr heterogene Gruppe und
werden in unterschiedliche Abteilungen eingeordnet. Fiir viele Fusarien ist bisher noch keine
Hauptfruchtform (Teleomorph) bekannt, von daher werden sie zu den Deuteromyceten
(= Fungi imperfecti) gezdhlt. Die teleomorphen Formen gehéren dagegen zu den
Ascomyceten (Hoffmann et al., 1994). Die Gattung Fusarium wurde von Heinrich Friedrich
Link im Jahr 1809 eingefiihrt — wie viele Arten genau dazu gehoren, ist jedoch umstritten.
Laut Leslie und Summerell (2006) sind es zwischen neun und iiber 1.000. Diese stark
schwankende Anzahl liegt darin begriindet, dass es unterschiedliche Spezieskonzepte und
darin wiederum unterschiedliche taxonomische Stromungen gibt. Eine Art kann u.a. dadurch
definiert werden, dass sie sich durch typische morphologische Merkmale von einer anderen
unterscheidet (morphologische Spezies), sich mit anderen Mitgliedern derselben Art kreuzen
lasst (biologische Spezies) oder auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriickgeht
(phylogenetische Spezies). Es gibt bisher keinen Konsens dariiber, welches Konzept bei
Fusarium angewendet werden sollte. Daher ist die Kenntnis der einzelnen Theorien wichtig
fiir die Interpretation von Forschungsergebnissen zum Vorkommen von unterschiedlichen
Fusarium spp. in Kulturpflanzen.

Das morphologische Spezieskonzept bildet das Riickgrat der Fusarium-Taxonomie. Die
morphologische Artdifferenzierung beruht in der Theorie auf wenigen, dafiir aber leicht
voneinander zu unterscheidenden Merkmalen. Dazu zéhlen u.a. GréBe, Form, Art der Apikal-
und Fullzelle sowie die Septenanzahl der Makrokonidien. Weitere Sporenformen (sofern

vorhanden) wie Mikrokonidien, Mesokonidien, Chlamydosporen und Ascosporen genauso
1



1. Einleitung

wie die Pigmentierung des Myzels konnen als zusétzliche Anhaltspunkte dienen. All diese
Merkmale weisen eine natiirliche Variation auf. Je nachdem, wie viel Gewicht auf die
Konstanz einzelner Merkmale gelegt wird, kann eine unterschiedliche Anzahl an Arten
definiert werden. Nelson et al. (1994) teilen daher die Fusarium-Taxonomen in ,,Lumpers” (to
lump: engl. Klumpen bilden), ,,Splitters” (to splitt: engl. spalten) und ,,Moderates” (moderate:
engl. gemiBigt) ein (Tabelle 1, S. 3). Wollenweber und Reinking waren die Ersten, die ein
einheitliches Spezieskonzept fiir die Gattung Fusarium aufstellten. Alle weiteren Konzepte
beruhen auf ihrem 1935 erschienenen Standardwerk ,,Die Fusarien”. In diesem werden die
tiber 1.000 unterschiedlichen Artbezeichnungen 16 Sektionen zugeordnet, welche insgesamt
65 Arten, 55 Varietdten und 22 Formen enthalten. Snyder und Hansen (1940, 1941, 1945), die
,ultimate lumpers” (Nelson et al. 1994), kombinierten diese zu nur neun Arten. Eine
Einteilung, die bis in 1980er Jahre weit verbreitet war, ermdglichte sie doch eine sehr
einfache Bestimmung. Die moderne Fusarium Taxonomie lehnt das Spezieskonzept nach
Snyder und Hansen jedoch als zu verallgemeinernd ab. Allein die von Snyder und Hansen
beschriebene Art F. roseum besteht nach Gerlach und Nirenberg (1982) bzw. Nelson et al.
(1993) aus mindestens 14 morphologisch zu unterscheidenden Fusarium spp., darunter auch
F. graminearum. Auch F. oxysporum und F. solani, die ebenfalls von Snyder und Hansen
definiert wurden, bestehen aus heutiger Sicht aus mehreren unterschiedlichen Arten. Eine
Aufspaltung anhand der Sporenmorphologie, wie bei F. roseum, ist jedoch nicht moglich.
F. oxysporum wurde daher schon sehr frith auf Grund des sehr weiten Wirtsspektrums in
formae speciales (f. sp.) eingeteilt (Snyder und Hansen, 1940). Snyder (1981) definiert diese
folgendermallen: ,,The species epithet tells what a fungus is; the forma specialis, what it
does”. Das heifit, eine forma specialis ist theoretisch nur an einer bestimmten Pflanzenart oder
einer Pflanzengruppe pathogen. Auflerdem wurde Rassenbildung beobachtet (Gordon und

Martyn, 1997).



1. Einleitung

Das biologische Spezieskonzept definiert dagegen eine Art als eine Gruppe von Organismen,
die, zumindest theoretisch, miteinander kreuzbar sind und einen gemeinsamen Genpool teilen
oder teilen konnten (Leslie und Summerell, 2006). Dieses Konzept kann nur mit einigen
Schwierigkeiten auf die Gattung Fusarium angewendet werden. Zum einen gibt es viele
,wArten”, die keine sexuelle Reproduktion zeigen und nur in anamorpher Form vorkommen
(siehe Kapitel 1.1.2 Uberdauerung, Vermehrung und Verbreitung), zum anderen gibt es nur
eine sehr begrenzte Anzahl an fertilen Stimmen, die als weiblicher Elter verwendet werden

konnen (Leslie und Summerell, 2006).

Tabelle 1: Spezieskonzepte in der Gattung Fusarium. Je nachdem, welche Philosophie hinter
dem Konzept steht, werden die Fusarium-Taxonomen als , Lumpers”, ,Splitters” oder
,Moderates” bezeichnet. Die absolute Anzahl der postulierten Spezies ist dabei nicht
entscheidend (nach Nelson et al., 1994).

,Lumpers” ,,Moderates” L»oplitters”
Snyder und Hansen Gordon Wollenweber und Reinking
1940er — USA 1952 — Kanada 1935 — Deutschland
9 Arten 26 Arten 65 Arten
Messiaen und Cassini Booth Raillo
1968 — Frankreich 1971 — England 1950 — Russland
9 Arten 44 Arten 55 Arten
Matuo Nelson, Toussoun und Marasas Bilai
1972 — Japan 1983 — USA 1955 — Russland
10 Arten 30 Arten 26 Arten
Joffe
1974 —Israel
33 Arten
Gerlach
1982 — Deutschland
78 Arten

Derzeit wird die Fusarium Taxonomie mit Hilfe molekularer, phylogenetischer Methoden neu
geordnet. Das phylogenetische Spezieskonzept beruht auf der Annahme, dass alle
Angehorigen einer Art einen gemeinsamen Vorfahren haben, also monophyletisch sind

(Leslie und Summerell, 2006). Molekulargenetische Untersuchungen von F. oxysporum
3



1. Einleitung

haben jedoch gezeigt, dass es selbst innerhalb einer forma specialis polyphyletische
Urspriinge gibt (O’Donnell et al., 1998). Daher werden F. oxysporum und auch F. solani
mittlerweile als Spezieskomplexe bezeichnet (Kistler, 1997; Zhang et al., 2006). Dies gilt
auch fur F. graminearum. Bei Snyder und Hansen war F. graminearum noch nicht mal eine
eigenstindige Art — nach phylogenetischer Untersuchung der DNA-Sequenzen von 13
Einzelkopie-Genen enthdlt der F. graminearum-Spezieskomplex dagegen mindestens 11
Arten: F. acaciae-mearnsii, F. asiaticum, F. austroamericanum, F. boothii, F. brasilicum,
F. cortaderiae, F. gerlachii, F.graminearum, F. meridionale, F.mesoamericanum und
F.vorosii (Starkey et al., 2007). Diese Einteilung hat sich jedoch in der praktischen
Phytomedizin (noch) nicht durchgesetzt. Zum einen lassen sich die einzelnen Arten der
Spezieskomplexe nur durch aufwendige molekulargenetische Untersuchungen voneinander
unterscheiden, zum anderen, wie im Falle von F. oxysporum und F. solani, gibt es noch keine
offizielle Nomenklatur fiir evtl. neue Arten. Von daher wird auch in der vorliegenden Arbeit
keine weitere Unterteilung von F. graminearum, F. oxysporum und F. solani vorgenommen.

Auch bei der Artbestimmung von im Feld isolierten Fusarium spp. gibt es unterschiedliche
Ansidtze. Die morphologische Artdifferenzierung beruht auf der mikroskopischen
Unterscheidung von typischen Sporenmerkmalen und dem Vergleich mit entsprechender
Bestimmungsliteratur (u.a. Gerlach und Nirenberg, 1982; Nelson et al., 1983; Leslie und
Summerell, 2006). Fiir eine Grobeinteilung eignet sich auBerdem die Pigmentierung des
Myzels (Summerell et al., 2003). Problematisch dabei ist, dass Fusarien in Kultur zur
Degeneration und Mutation neigen und eine hohe Variabilitit aufweisen (Leslie und
Summerell, 2006). Zudem sind die Unterschiede manchmal so graduell, dass eine
Artdifferenzierung nur mit sehr viel Erfahrung sicher durchzufiihren ist. Biologische
Verfahren beinhalten die Durchfilhrung von Testkreuzungen bei Arten mit bekannter
sexueller Reproduktion und die Einteilung in sogenannte ,,Vegetative Compatibility Groups”

(VCG) (Leslie und Summerell, 2006). Moderne, molekulargenetische Verfahren
4



1. Einleitung

beschleunigen die Artidentifizierung und ermdéglichen es, auch schwer zu differenzierende
oder schlecht sporulierende Isolate zu bestimmen. Diese Methoden beruhen auf dem
Nachweis von Variabilitdt im pilzlichen Erbgut. Fiir die Artdifferenzierung werden
Abschnitte der DNA mittels PCR vervielfiltigt und sequenziert. Dafiir eignet sich z.B. der
, Translation Elongation Factor 1 alpha” (zef1). Das hierfiir kodierende Gen ist intraspezifisch
gut konserviert, zeigt aber im Bereich der Introns interspezifisch gentigend Polymorphismen
um Spezies voneinander zu unterscheiden (Kristensen et al., 2005; Nitschke et al., 2009).
Auch andere genetische Marker wie z.B. RFLPs oder RAPDs konnen fiir eine Unterscheidung
verwendet werden, letztere sind zumeist aber nur schlecht reproduzierbar (Jones et al., 1997;

Leslie und Summerell, 2006).

1.1.2 Uberdauerung, Vermehrung und Verbreitung

Fusarien kommen ubiquitdr in Béden aller Kontinente auBler der Antarktis vor (Windels
1992). Zudem werden sie aus Luft, unter- und oberirdischen Pflanzenteilen sowie anderem
organischen Material isoliert. Die Verbreitung reicht von der Arktis {iber die temperierten
Breiten bis zu den Tropen (Burgess, 1981). Fusarium spp. sind bemerkenswert
anpassungsfihig und koénnen sogar in lebensfeindlichen Umgebungen wie Wiisten (Joffe und
Palti, 1977) und Salzbdden (Mandeel, 2006) tiberdauern.

Neben den typischen bananen- oder spindelférmigen Makrokonidien bilden Fusarien, je nach
Art und Umweltbedingungen, zusidtzlich auch Mikro- und Mesokonidien sowie
Chlamydosporen aus. Die Chlamydosporen sind die wichtigsten Uberdauerungsorgane in der
Gattung Fusarium. Durch ihre verdickte Zellwand konnen sie auch ungiinstige Bedingungen
langfristig tolerieren. Es wurde gezeigt, dass Chlamydosporen von F. culmorum mehr als 8 2
Jahre im Boden tiberdauern, wihrend Chlamydosporen von F. graminearum nur bis maximal

5% Jahre nachverfolgt werden konnten. Letztere reagieren empfindlicher auf hohe

5



1. Einleitung

Temperaturen und Trockenheit (Sitton und Cook, 1981). Chlamydosporen von F. oxysporum
waren dagegen sogar nach 17 Jahren Kultur in Erdrohrchen noch keimfiahig und zeigten bei
Inokulation keinen Riickgang der Pathogenitdt (McKeen und Wensley, 1961). Dariiber hinaus
konnen Fusarien auch als Myzel an Ernteriickstdnden tiberdauern. Die daraus entstehenden
Makro- und (falls vorhanden) Mikrokonidien sind aber anfilliger gegeniiber Konkurrenz von
anderen Mikroorganismen, Naihrstoffdefiziten und wechselnden Umweltbedingungen
(Khonga und Sutton, 1988).

Die Vermehrung verlduft in erster Linie asexuell iiber die unterschiedlichen Konidienformen.
Fusarium spp., die sexuelle Reproduktion betreiben, gehoren in ihrem teleomorphen Stadium
den Gattungen Albonectria, Haematonectria oder Gibberella an (Tabelle 2, S. 7). In der Natur
werden teleomorphe Stadien und die damit verbundene Perithecien-Bildung jedoch nur selten
beobachtet. Die meisten der in Tabelle 2 erwédhnten Arten zeigen dieses Verhalten nur im
Labor unter bestimmten Bedingungen (Leslie und Summerell, 2006). Eine grole Ausnahme
ist F. graminearum/G. zeae. Von dieser Art ist bekannt, dass sie auch auf Ernteriickstinden
Perithecien bildet. Zudem kommen innerhalb eines Feldes und selbst auf einzelnen Ahren
unterschiedliche VCGs vor, was auf sexuelle Reproduktion hindeutet (Miedaner, 1997). Fiir
viele Fusarien, darunter auch so bekannte Arten wie F. culmorum und F. oxysporum, ist bis
heute noch keine teleomorphe Form bekannt. Somatische Rekombination {iber Heterokariosis,
Parasexualitidt, Mutationen, Gendrift, Genfluss und Selektion kénnen bei diesen Arten fiir
einen gewissen genetischen Austausch zwischen Stimmen und Populationen sorgen
(Miedaner, 1997). Laut Artikel 59.1 des International Code of Botanical Nomenclature
(ICBN, McNeill, 2006) sollen Pilze, wenn eine teleomorphe Form bekannt ist, grundsitzlich
mit dem Namen der teleomorphen Form benannt werden. Ausnahmen sind jedoch
ausdriicklich erlaubt, z.B. wenn Arten nur unter kiinstlichen Kulturbedingungen sexuelle

Reproduktion zeigen. Da dies auBler F. graminearum fast alle erwédhnten Arten betrifft,



1. Einleitung

Tabelle 2: Gegeniiberstellung von Fusarium-Anamorphen mit den entsprechenden
teleomorphen Bezeichnungen (Nelson et al., 1994; Leslie und Summerell, 2006).

Fusarium spp. Teleomorph

F. decemcellulare Albonectria rigidiuscula

F. solani Haematonectria haematococca
Gibberella Spezies

F. acuminatum G. acuminata

F. avenaceum G. avenacea

F. circinatum G. circinata

F. equiseti G. intricans

F. fujikuroi G. fujikuroi

F. graminearum G. zeae

F. konzum G. konza

F. lateritium G. baccata

F. lateritium var. buxi G. buxi

F. nygamai G. nygamai

F. proliferatum G. intermedia

F. pseudograminearum G. coronicola

F. sacchari G. sacchari

F. sambucinum G. pulicaris

F. subglutinans G. subglutinans

F. thapsinum G. thapsina

F. torulosum G. pulicaris var. minor

F. tricinctum G. tricincta

F. tumidum G. tumida

F. udum G. indica

F. verticillioides G. moniliformis

F. xylarioides G. xylarioides
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werden der Ubersichtlichkeit halber im vorliegenden Text grundsitzlich die anamorphen
Bezeichnungen verwendet, auller wenn auf sexuelle Stadien Bezug genommen wird.

Die Verbreitungsmechanismen von Fusarien unterscheiden sich in Abhdngigkeit von ihrer
Lebensweise und Vermehrungsart. Burgess (1981) unterscheidet dabei bodenbiirtige,
luftbiirtige sowie héufig in Béden vorkommende Fusarien mit effizienten Verbreitungs-
mechanismen, die ihnen auch eine Verbreitung iiber grofere Distanzen erlauben. Die
Mehrheit der Fusarium spp. befinden sich im Boden oder kolonisieren Pflanzenteile sowie
pflanzliche (Ernte-) Reste an der Bodenoberfldche oder in Bodennéhe. Laut Burgess schlieft
diese Definition eine Hohe von bis zu einem Meter iiber der Bodenoberfliche mit ein. Daher
schligt er vor, solche Arten nicht als ,,soil-borne” sondern vielmehr als ,,soil-based” zu
bezeichnen (Burgess, 1981). Die Verbreitung dieser Arten verlduft wuv.a. {ber
Hyphenwachstum im Boden und auf organischer Substanz sowie Regenverbreitung von
Konidien. Gregory et al. (1959) haben im Labor die Regenverbreitung nachgestellt: Ein
Tropfen (@ 5 mm), der in eine Sporensuspension (1,6 x 10’ Sporen/ml, 0,1 mm tief) fiel,
produzierte mehr als 5.200 Tropfen, von denen wiederum mehr als 2.000 Sporen enthielten,
die eine Hohe von 75 cm erreichen konnten. Die Mehrzahl der sporentragenden Tropfen
gelangte aber nur in eine Hohe von 10 bis 20 cm. Das heiflt, der Transport von boden-
stimmigen Fusarien durch Regen lauft vor allem iiber die Blattetagen. Trifft Regen auf
Sporenmassen, z.B. auf Ernteriickstdnden, ist neben der direkten Regenverbreitung iiber die
Blattetagen zusdtzlich auch mit passiver Windverbreitung zu rechnen. Es gibt zudem
Veroffentlichungen, die tiber die Windverbreitung von boden-stimmigen Fusarien in Staub,
der z.B. bei ErntemafBnahmen entsteht, zum Teil {iber hunderte Kilometer berichten (Burgess,
1981). Das heifit, boden-stammig ist nicht ortstreu, auch diese Fusarien konnen iiber Wind
verbreitet werden. Die Effektivitit der Verbreitungsformen boden-stimmiger Fusarien wird
dadurch unterstrichen, dass F. culmorum bis vor ca. 20 Jahren die hdufigste im

Zusammenhang mit FHB vorkommende Art in Nordeuropa war (Waalwijk et al., 2003).
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Luftbiirtige Fusarien besiedeln vor allem oberirdische Pflanzenteile. Diese Arten haben meist
eine teleomorphe Form. Die in den Perithecien gebildeten Ascosporen werden mit hohem
Druck entlassen und konnen so iiber grofere Distanzen aktiv und passiv verbreitet werden als
die asexuellen Konidien. Im Feld wurde dies aber in erster Linie fiir G. zeae/F. graminearum
beobachtet. Alle anderen in Tabelle 2 erwdhnten Arten bilden, wie schon beschrieben, zu-

meist nur unter Laborbedingungen Perithecien aus (Leslie und Summerell, 2006).

1.1.3 Pathogene, Saprobionten, Endophyten — Uberlebensstrategien von
Fusarium spp.

Die Lebensformen von Fusarium spp. variieren sehr stark: neben phytopathogenen Isolaten
gibt es auch Human- und Tierpathogene sowie Endophyten und Saprobionten. In der
Landwirtschaft haben phytopathogene Fusarium spp. eine grofle wirtschaftliche Bedeutung,
da sie in allen wichtigen Kulturpflanzen zu Ertrags- und Qualititseinbullen fithren konnen
(siehe Kapitel 1.3 Fusarium als Pathogen in landwirtschaftlichen Kulturpflanzen). Pathogene
Isolate konnen aber auch gezielt eingesetzt werden: so dient ein entomopathogener
F. solani Stamm im Rahmen des biologischen Pflanzenschutzes der Kontrolle der ,,Sugar
Beet Root Maggot” (Tetanops myopaeformis) (Majumdar et al., 2008). Bei Mensch und Tier
konnen Fusarien einerseits direkt durch lokale oder systemische Infektionen (Fusariosen),
andererseits aber ebenso durch die gebildeten Mykotoxine (Mykotoxikosen) zu
Gesundheitsschédden fiithren. Fusariosen werden vor allem durch F. solani, F. oxysporum und
F. verticillioides ausgelost. Systemische Infektionen kommen fast ausschlieBlich bei Patienten
mit geschwichtem Immunsystem vor (Nelson et al., 1994; Rebell, 1981), lokale Infektionen
wie z. B. Fusarium Keratitis konnen dagegen auch Patienten mit intaktem Immunsystem
betreffen. Bei falscher Behandlung kann es hier bis zur Erblindung kommen. In 2005/2006
wurde in den USA eine Héaufung dieser Erkrankung im Zusammenhang mit Kontaktlinsen

und einer bestimmten Benetzungslosung festgestellt. Bei 34% der Patienten war eine
9
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Hornhauttransplantation notwendig. Haupterreger waren Mitglieder des F. solani
Spezieskomplexes (Chang et al., 2006), welche auch ubiquitdr im Boden und in Pflanzen
vorkommen. Das heif}t, es muss dementsprechend vorsichtig bei der Arbeit im Labor und im
Gewiéchshaus mit Fusarien umgegangen werden.

Die meisten der in Boden vorkommenden Fusarien sind saprotroph und iibernehmen eine
wichtige Funktion im Okosystem indem sie organisches Material abbauen (Domsch et al.,
1980). Durch Verletzung oder vorangegangene Primérinfektion konnen Saprobionten aber
auch in Kulturpflanzen eindringen und zu F&ulen fithren. Dariiber hinaus ist auch die
symptomlose Kolonisierung von Pflanzen beschrieben. Mikroorganismen, die aus gesunden
Pflanzen isoliert werden, werden als Endophyten bezeichnet (Petrini, 1991). Dabei bezieht
sich die Einordnung jedoch nur auf den Zeitpunkt der Isolation. Ein Endophyt kann aber auch
ein latentes Pathogen sein, d.h. wenn die Pflanze durch &uBere Einflisse (z.B.
Néhrstoffmangel, Seneszenz) geschwécht wird, kann sich auch ein Endophyt zum Pathogen
entwickeln und Krankheitssymptome verursachen (Schulz und Boyle, 2005). Ein Beispiel
dafiir ist F. verticillioides, zum einen ein bekanntes Pathogen im Maisanbau, das fiir hohe
Ertragsausfille verantwortlich ist, zum anderen wurde aber auch eine symptomlose
Kolonisierung von endophytischen Stammen in Maispflanzen beobachtet (Kuldau und Yates,
2000). Endophytische Besiedlung von Pflanzen ist bisher noch kaum untersucht, muss aber
im Hinblick auf die Ursachenfindung von Pflanzenkrankheiten ebenfalls bedacht werden.
Nicht jedes Fusarium Isolat aus einer erkrankten Pflanze muss auch die Ursache der
Symptome sein. Vielmehr kann es sich dabei auch um einen Endophyten oder einen
Saprobionten handeln. Auf eine mogliche Kontamination mit Mykotoxinen hat die
didaktische Einteilung in Pathogen, Saprobiont oder Endophyt allerdings keinen Einfluss:

auch Endophyten konnen zur Kontamination des Ernteguts beitragen (Bacon et al., 2008).
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1.2 Mykotoxine

Mykotoxine sind sekundére Stoffwechselprodukte, die von unterschiedlichen Schimmelpilzen
gebildet werden und nach oraler, inhalativer oder dermaler Exposition zu Gesundheitsschidden
bei Mensch und Tier fithren. Bis heute sind 300 bis 400 unterschiedliche Substanzen als
Mykotoxine klassifiziert worden (Bennett, 1987; Bennett und Klich, 2003). Eine Verbindung
zwischen Vergiftungen bei Mensch und Tier und Mykotoxinen ist meist nur schwer
nachzuweisen. Zum einen treten die Symptome nicht immer direkt nach Exposition auf und
zum anderen fehlen oftmals einfache Nachweismethoden. Die negative Wirkung von
Mykotoxinen auf den Organismus ist zwar schon seit dem Mittelalter bekannt (Ergotismus
durch Mutterkornalkaloide), die gezielte Mykotoxin-Forschung setzte jedoch erst in der
zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts ein. Dabei standen zunéchst Aspergillus Toxine im
Vordergrund. 1960 starben in GroBbritannien mehr als 100.000 Truthahn- und Entenkiiken an
der sogenannten ,,Turkey X Disease” (Bennett und Klich, 2003). Die Ursache war die
Verfiitterung von mit Aspergillus flavus kontaminiertem Erdnussschrot (Lancaster et al.,
1961). Aspergillus spp. produzieren unter anderem Aflatoxine, Cyclopiazonsidure (CPA) und
Ochratoxin A. Wihrend Aflatoxine hochkanzerogen und stark leberschiddigend sind, fiihrt
CPA zu Nekrosen in den inneren Organen. Ochratoxin A ist vor allem nephrotoxisch, zudem
ist eine leberschddigende und immunsuppressive Wirkung beschrieben. Dariiber hinaus wird
es als fruchtschidigend und potentiell kanzerogen eingeordnet. Dieses Toxin wird nicht nur
von Aspergillus spp. sondern auch von Penicillium verrucosum gebildet (Bennett und Klich,
2003; Frisvad et al., 2006). Einige Mykotoxine, darunter Aflatoxine aber auch Fusarium
Mykotoxine, werden aufgrund ihrer z.T. sehr hohen akuten Toxizitdt als chemische

Kampfstoffe klassifiziert (Madsen, 2001).

11



1. Einleitung

1.2.1 Fusarium Mykotoxine

Fusarium spp. konnen viele unterschiedliche Toxine produzieren, an dieser Stelle wird daher
nur auf die wichtigsten Gruppen eingegangen. Dies sind die in der EU zum Teil mit
Grenzwerten versehenen Trichothecene, Fumonisine und Zearalenon sowie die sogenannten
»emerging mycotoxins” (Jestoi, 2008), die Cyclohexadepsipeptide (Beauvericin, Enniatine)
und Moniliformin. Fiir eine Ubersicht iiber weitere Fusarium Mykotoxine wird an dieser

Stelle auf Desjardins (2006), Jestoi (2008) und Marasas et al. (1984) verwiesen.

Trichothecene

Trichothecene sind Sesquiterpenoide, die von mehreren Pilzgattungen produziert werden,
darunter neben Fusarium auch andere Phytopathogene wie Cryptomela, Cylindrocarpon,
Dendrodochium, Hypocrea, Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma und
Trichothecium (Bennett und Klich, 2003; Desjardins, 2006). Insgesamt sind {iber 170
unterschiedliche Verbindungen bekannt (Grove, 1993). Die Biosynthese von Trichothecenen
ist im Gegensatz zu vielen anderen Mykotoxinen gut untersucht, wird an dieser Stelle jedoch
nur kurz angesprochen. Eine ausfiihrliche Darstellung findet sich u.a. bei Desjardins et al.
(1993), Desjardins (2006) und Kimura et al. (2007). Trichothecene werden je nach
chemischer Struktur in Gruppen eingeteilt. Die fiir die Landwirtschaft bedeutendsten
Verbindungen sind dabei die Typ B Trichothecene Deoxynivalenol (DON) und Nivalenol
(NIV) sowie deren acetylierte Derivate 3-Acetyldeoxynivalenol (3-ADON), 15-
Acetyldeoxynivalenol (15-ADON) und Fusarenon X (FUS X, syn. 4-Acetylnivalenol) sowie
die Typ A Trichothecene T-2 Toxin, HT-2 Toxin, Monoacetoxyscirpenol (MAS) und
Diacetoxyscirpenol (DAS). B-Trichothecene besitzen eine Carbonyl-Gruppe am C-8,
wiéhrend diese bei A-Trichothecenen fehlt. Die meisten Fusarien produzieren entweder A-

oder B-Trichothecene. Es gibt jedoch Ausnahmen. So ist z.B. fiir F. equiseti die
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Parallelproduktion von NIV, FUS X und A-Trichothecenen beschrieben (Langseth et al.,
1999).

NIV wird als evolutiondrer Vorldufer von DON angesehen. Die Biosynthese unterscheidet
sich vor allem in einem Gen: bei DON-Produzenten ist die 7ril/3-Hydroxylase durch zwei
Deletionen funktionsunfihig (Desjardins, 2006). Bis vor kurzem ging man davon aus, dass
Isolate von F. graminearum und F. culmorum entweder nur DON oder nur NIV sowie deren
acetylierte Derivate bilden kénnen. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass DON und
NIV auch parallel produziert werden kénnen (Sugiura et al., 1990), dabei ist ein Toxin
dominant wéihrend das andere nur bis zu 1% von dessen Konzentration ausmacht (Burlakoti et
al., 2008; Desjardins et al., 2004; Kim et al., 2003). Ungeachtet dieser Co-Produktion werden
F. graminearum und F. culmorum in Chemotypen eingeteilt. 3-ADON- (produzieren DON
und 3-ADON), 15-ADON- (produzieren DON und 15-ADON) und NIV-Chemotypen
(produzieren NIV und acetylierte Derivate) werden zudem geographischen Regionen
zugeordnet. NIV-Chemotypen wurden in Afrika, Asien und Europa gefunden, wihrend DON-
Chemotypen weltweit verbreitet sind (Desjardins et al., 2000; Gang et al., 1998; Lee et al.,
2002; Jennings et al., 2004).

Trichothecene wirken in hohen Dosen immunsuppressiv und greifen in die Proteinbiosynthese
ein (Bennett und Klich, 2003). Mehrere Human- und Animaltoxikosen sind in der Literatur
beschrieben und im Nachhinein durch Fiitterungsexperimente oder direkte Verabreichung der
Reinsubstanz wissenschaftlich bestitigt worden. Am bekanntesten ist die ,,Alimentary toxic
aleukia” (ATA), die in Russland und Zentralasien in den 30er und 40er Jahren des letzten
Jahrhunderts auftrat. Krankheitsanzeichen waren bei leichten Vergiftungen Ubelkeit,
Erbrechen und Durchfall sowie Verdnderungen des Blutbildes. In schweren Féllen kam es zu
Hautausschldgen und Nekrosen im Gastrointestinaltrakt sowie anderen inneren Organen, oft
mit fatalem Ausgang. Als Ursache wurde T-2 Toxin in mit F. sporotrichioides und F. poae

kontaminiertem Getreide bestimmt (Desjardins, 2006). ,,Akakabi-byo” dagegen wird auf die
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Kontamination von Getreide mit F. graminearum und F. kyushuense sowie unterschiedliche
B-Trichothecene (DON, NIV und acetylierte Derivate) zuriickgefiihrt. In der Literatur wird
das sporadische Auftreten in Japan, Russland, China und Korea von 1890 bis Ende der 50er
Jahre des letzten Jahrhunderts beschrieben. Die Symptome dhneln denen der ATA, zusitzlich
sind auch Kopfschmerzen sowie zentralnervose Storungen beschrieben (Desjardins, 2006). In
der Tiererndhrung reagieren Schweine besonders empfindlich auf DON. Schon eine
Konzentration von 1 — 2 mg/kg DON im Futter fiihrt bei Schweinen zur Verringerung der
Futteraufnahme, wihrend diese bei hoheren Konzentrationen ganz eingestellt wird (,,Swine
feed refusal”) und es zu Verdnderungen an den inneren Organen und des Blutbildes kommt

(Pestka, 2007).

Tabelle 3: Vergleich der akuten Toxizitdt einiger A- und B-Trichothecene nach
intraperitonealer Verabreichung (nach Forsell und Pestka, 1985; Miller et al. 2001).

Mykotoxin Maus-LDsy (mg/kg)
A-Trichothecene

T-2 Toxin 5,2

DAS 23

B-Trichothecene

NIV 4,1
FUS X 3,4
DON 70
3-ADON 34
15-ADON 14

Die Toxizitdt anderer Trichothecene ist weitaus hoher als die von DON (Tabelle 3), trotzdem

gelten derzeit nur fir DON EU-weite Grenzwerte in Getreide, das zur menschlichen
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Erndhrung bestimmt ist. In unverarbeitetem Getreide auller Hartweizen, Hafer und Mais
diirfen maximal 1.250 pg/kg enthalten sein, wihrend unverarbeiteter Hartweizen, Hafer und
Mais bis zu 1.750 pg/kg DON enthalten diirfen (Anonymus, 2005). Die Beschrinkung
weiterer Trichothecene (T-2, HT-2) in Getreideprodukten fiir die menschliche Erndhrung ist
im Gesprich (Anonymus, 2005). Fir Futtermittel gibt es derzeit noch keine rechtlich
bindenden Grenzwerte. Hier hat sich die EU zunichst auf unverbindliche Richtwerte fiir DON
geeinigt, die nicht lberschritten werden sollten. Fiir Futtermittelausgangserzeugnisse aus
Getreide (auBer Mais) und Mais sind dies 8.000 bzw. 12.000 pg/kg. Ergidnzungs- und
Alleinfuttermittel fiir Schweine einerseits, Kilber, Limmer und Ziegenldimmer sowie alle
anderen Tierarten sollten 900, 2.000 und 5.000 pg/kg DON nicht iibersteigen (Anonymus,

2006a).

Zearalenon

Zearalenon ist ein makrozyklisches Lacton der Resorcinolsdure. ZEA wird u.a. von
F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis und F. equiseti produziert (Desjardins, 2006). Fiir
die Synthese von ZEA werden sehr hohe Zuckerkonzentrationen benétigt (Karlovsky, 2008).
Zearalenon ist zudem so gut wie unloslich in Wasser (Hidy et al., 1977) und wird auch nach
der Verarbeitung in prozessierten Lebens- und Futtermitteln gefunden. Die Gehalte variieren
dabei zwischen wenigen Mikrogramm bis hin zu Maximalwerten von 276 mg/kg in Tierfutter
(Fink-Gremmels und Malekinejad, 2007).

Zearalenon besitzt eine sehr niedrige akute Toxizitdt. Selbst nach oraler Verabreichung von
15.000 mg/kg Korpergewicht konnte bei Hithnerkiiken kein LDs( bestimmt werden (Chi et al.,
1980). Dieses Mykotoxin bindet kompetitiv an die Ostrogenrezeptoren und greift so in das
Hormonsystem ein (Zinedine et al., 2007). Auch hier reagieren Schweine besonders
empfindlich. Die Folgen des Konsums von ZEA-belasteten Futtermitteln sind u.a.

Verdnderungen an den Genitalorganen, Fruchtbarkeitsstorungen, geringere Wurfgrofen,
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verringertes Ferkelgewicht und eine erhohte Zahl an Aborten (Fink-Gremmels und
Malekinejad, 2007; Morgavi und Riley, 2007). Gefliigel gilt als wenig empfindlich, trotzdem
konnte auch bei Truthithnern durch Fiitterung mit ZEA-belasteten Futtermitteln (800 pg tiber
14 Tage) Hyperdstrogenismus ausgelost werden (Olsen et al., 1986). Auch bei Wiederkéuern
gibt es gegenldufige Studien, zwar konnen die Mikroben im Rumen zur Detoxifizierung
beitragen, es wurden aber auch verringerte Fertilitit und Verdnderungen an den
Genitalorganen beobachten (Fink-Gremmels und Malekinejad, 2007).

Die EU hat, ebenso wie fiir DON, bisher nur rechtlich nicht-bindende Richtwerte fiir die
Tiererndhrung herausgegeben (Anonymus, 2006a). Fiir Futtermittelausgangserzeugnisse aus
Getreide und Mais werden Richtwerte von 2.000 bzw. 3.000 ug/kg empfohlen. Richtwerte fiir
Erginzungs- und Alleinfuttermittel fiir Ferkel und Jungsauen, Sauen und Mastschweine sowie
Kilber, Milchkiihe, Schafe und Ziegen betragen 100, 250 bzw. 500 pg/kg. Unverarbeitetes
Getreide bzw. unverarbeiteter Mais, die fiir die menschliche Erndhrung bestimmt sind, diirfen

nicht mehr als 100 pg/kg enthalten (Anonymus, 2005).

Fumonisine

Fumonisine (FUM) sind Sphingosinanaloga. Sphingosine spielen eine wichtige Rolle bei der
Zellkommunikation und Signaltransduktion (Futerman und Hannun, 2004). Die toxische bzw.
kanzerogene Wirkung von FUM lasst sich daher erkldren. Es scheint eine Trennung zwischen
FUM- und Trichothecen-Produzenten zu geben. Eine Co-Produktion wurde noch nicht
beobachtet (Desjardins, 2006). Das hiufigste in der Natur vorkommende Fumonisin ist
Fumonisin B; (FB,), andere FUM der B-Reihe (FB,, FB;, FB,) treten auf, sind aber weniger
biologisch aktiv (Desjardins, 2006). Sie werden von unterschiedlichen Fusarium spp.
gebildet, darunter die hdufig in Mais vorkommenden Arten F. verticillioides und
F. proliferatum, aber z.B. auch von F. redolens. Auch fir Alternaria alternata f. sp.

lycopersici wurde FB;-, FB,- und FBs-Produktion in vitro beschrieben (Abbas et al., 1995;
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Marasas et al., 2001; Rheeder et al., 2002). Dariiber hinaus wurden weitere Fumonisinanaloga
bei anderen Fusarium spp. gefunden (Rheeder et al., 2002).

FUM greifen auf Grund ihrer Struktur in den Sphingolipid-Stoffwechsel ein und waren im
Tierversuch hepatotoxisch und kanzerogen. Beim Menschen wird ein Zusammenhang mit
Tumoren der Speiserdhre vermutet (Bennett und Klich, 2003). Bei Schweinen kommt es nach
Aufnahme von mit F. verticillioides oder F. proliferatum kontaminiertem Futter zu
Lungenddemen (,,Swine Pulmonary Edema”). Die Symptome werden auch nach oraler
Aufnahme der Reinsubstanz FB, ausgelost (Desjardins, 2006). Noch empfindlicher reagieren
Pferde auf FUM. Bei diesen kommt es zu einer letal verlaufenden Gehirnerkrankung, zur
sogenannten Equinen Leukoencephalomalazie. Die Erkrankung trat u.a. in den USA, in
Mittel- und Siidamerika, China, Agypten und Spanien auf. Erkrankte Tiere sind lethargisch
oder nervos, zeigen unkoordinierte Bewegungen, Zittern, Krimpfe und Lihmungen. Es
werden Verdnderungen der weillen Gehirnsubstanz beobachtet. Allein in Zentral-Illinois
starben 1934/35 iiber 5.000 Pferde an der Erkrankung, die oft schon 2-3 Tage nach
Erstauftreten der Symptome fatal verlduft. Als Ursache wurde mit F. verticillioides
kontaminierter Mais vermutet. Spater wurde der Zusammenhang zwischen kontaminiertem
Futter und Leukoencephalomalazie sowohl durch Verfiitterung von kiinstlich infiziertem Mais
als auch durch Verabreichung von FB; als Reinsubstanz bestitigt (Desjardins, 2006).

Fiir Fumonisine gibt es bisher nur Grenz- bzw. Richtwerte fiir Mais. Unverarbeiteter Mais,
der fiir die menschliche Erndhrung bestimmt ist, darf derzeit 4.000 ng/kg nicht tiberschreiten
(Anonymus, 2007). Fiir Futtermittelausgangserzeugnisse gelten 60.000 ng/kg, fiir
Ergidnzungs- und Alleinfuttermittel fiir Schweine, Pferde, Kaninchen und Heimtiere
5.000 pg/kg, fur Fische 10.000 pg/kg, Gefliigel, Kilber (< 4 Monate), Lidmmer und
Ziegenlammer 20.000 pg/kg sowie fiir Wiederkduer (> 4 Monate) und Nerze 50.000 pg/kg als
Richtwert (Anonymus, 2006a). Diese Werte beziehen sich auf FB; und FB, sowohl einzeln

als auch in der Summe.
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Cyclohexadepsipeptide

Enniatine (ENNI) und Beauvericin (BEAU) gehoren zu den Cyclohexadepsipeptiden. Hohe
Konzentrationen dieser komplexen Verbindungen wurden vor allem in skandinavischem
Getreide gefunden (Jestoi, 2008). Dies wird mit dem Auftreten von F. avenaceum in
Verbindung gebracht (Uhlig et al., 2007). Aber auch in anderen Lindern werden ENNI und
BEAU mittlerweile haufig detektiert (Jestoi, 2008).

BEAU- und ENNI-Produktion wurde u.a. auch bei F. sambucinum Isolaten nachgewiesen, die
in vorangegangenen Untersuchungen hohe Gehalte an DAS, Neosolaniol und T-2 Toxin
gezeigt haben (Logrieco et al., 1998). Im Gegensatz zu FUM werden BEAU und ENNI also
durchaus auch von Trichothecen-Produzenten gebildet.

Die in vivo Toxizitdt von ENNI und BEAU ist bisher wenig untersucht, die meisten Daten
wurden mit in vitro Versuchen gewonnen. Die akute Toxizitdt scheint relativ niedrig zu sein.
ENNI und BEAU sind jedoch lipophil, Bioakkumulation und chronische Toxizitét sind daher
theoretisch moglich (Jestoi, 2008). Aufgrund ihrer ionophoren Eigenschaften stoéren
Cyclohexadepsipeptide das Kationen-Anionen-Verhiltnis. Durch Anstieg der intrazelluldren
Ca”*"-Konzentration kommt es zur Apoptose. Zudem wurde eine Inhibierung der Acyl-
CoA:Cholesterol Acyltransferase (ACAT) durch BEAU beobachtet (Jestoi, 2008). Dieses
Enzym katalysiert die Veresterung von Cholesterin und Fettsduren zu Cholesterinestern
(Chang et al., 2009). BEAU und ENNI wirken antimikrobiell, insektizid und anthelminthisch
(Jestoi, 2008). BEAU sorgt zudem durch Chemosensitivierung dafiir, dass Antibiotika
(Tetracycline) besser wirken und daher geringere Dosen verabreicht werden miissen. Bei

ENNI ist eine antikanzerogene Wirkung in der Diskussion (Dornetshuber et al., 2007).

Moniliformin

Moniliformin (MON) wurde bisher nur bei Fusarium spp. gefunden, darunter sowohl

Trichothecen- als auch Nicht-Trichothecen-Produzenten (Desjardins, 2006). Im Vergleich zu
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anderen Mykotoxinen ist es sehr einfach aufgebaut und leicht wasserloslich. MON wird
weltweit in Nahrungs- und Futtermitteln gefunden. In Europa wird MON héufig mit
F. subglutinans und F. proliferatum in Mais oder mit F. avenaceum in Weizen in Verbindung
gebracht (Jestoi, 2008; Uhlig et al., 2007).

Genau wie BEAU und ENNI ist auch MON hinsichtlich seiner Wirkung noch wenig
untersucht. MON hemmt Thiaminpyrophosphat-abhingige Enzyme, drunter u.a. die
Pyruvatdehydrogenase, die a-Ketoglutaratdehydrogenase und die Pyruvatdecarboxylase, und
greift damit an entscheidenden Stellen in den Stoffwechsel ein (Jestoi, 2008). Die in vitro
Toxizitét ist weitaus geringer als die beobachtete Toxizitdt in vivo (Jestoi et al., 2009). Eine
mogliche Beteiligung am Auftreten der ,Keshan Disease”, einer in China verbreiteten
Herzerkrankung, wird vermutet, konnte aber bisher noch nicht bestitigt werden (Desjardins,
2006). Wihrend Schweine auf DON und ZEA besonders empfindlich reagieren, ist bei MON
die Toxizitdt fir Gefliigel weitaus hoher als fiir andere Tierarten (Allen et al., 1981,
Burmeister et al., 1979; Kriek et al., 1977). Beobachtet wurden u.a. eine immunsuppressive
Wirkung bei Broilern und Truthdhnen, Muskelschwiche, Herzmuskelschwiche,
Gewichtsverlust sowie Organverdnderungen an Nieren, Herz und Lungen (Jestoi, 2008). Bei
oraler Aufnahme natiirlich kontaminierten Materials ist die Toxizitdt geringer als nach
intravendser oder intraperitonealer Verabreichung der Reinsubstanz, was auf einen

natiirlichen Exkretions- oder Detoxifizierungsmechanismus hindeuten konnte (Jestoi, 2008).

1.3 Fusarium als Pathogen in landwirtschaftlichen Kulturpflanzen

Fusarium spp. infizieren alle wichtigen Kulturpflanzen und kénnen zu Ertragsverlusten
filhren, zudem kann es durch die begleitende Kontamination mit Mpykotoxinen zu
Vergiftungen bei Mensch und Tier kommen. Die wirtschaftlich bedeutendsten Krankheiten

sind ,,Fusarium Head Blight” in Weizen (sieche unten), Kolben- und Stingelfiule in Mais,
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verursacht uv.a. durch F. graminearum, F. culmorum, F. verticillioides, F. subglutinans und
F. proliferatum (Munkvold, 2003; Bottalico et al., 1989), die ,,Bakanae Disease” in Reis
durch F. fujikuroi (Sun und Snyder, 1981), ,Fusarium Wilt” in Baumwolle durch
F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Smith et al., 1981) und ,,Fusarium Set and Stem Rot” durch
F. verticillioides in Zuckerrohr (Croft, 2000). Der Infektionsweg unterscheidet sich je nach
Wirtspflanze. Bei den typischen boden-stimmigen Mitgliedern des F. oxysporum-
Spezieskomplexes lduft die Infektion meist nach dem folgenden Schema ab: nach dem
Auskeinem der Chlamydosporen oder der Konidien kommt es zundchst zur Erkennung der
Wurzel durch unbekannte Signalstoffe, darauf folgen Anlagerung und Einwachsen in das
Wurzelgewebe und schlieBlich Hyphenwachstum im Xylem (Di Pietro et al., 2003). Das
generelle, ,,most vexing problem” (Toussoun, 1981) bei Fusarium-bedingten Krankheiten ist
das Fehlen von addquaten Bekdmpfungsmoglichkeiten. Der Einsatz von Fungiziden kann bei
der Infektion oberirdischer Pflanzenteile (z.B. FHB) helfen, Ertragsverluste zu verringern.
Eine vollstindige Befalls- und Mykotoxinfreiheit ist aber nicht zu erwarten (Mezterhazy,
2003b; Parry et al., 1995; Pirgozliev et al., 2003). Bei anderen Krankheiten wie z.B. der
Stangelfdule in Mais oder der Infektion mit Welkeerregern iiber die Wurzeln gibt es dagegen
keine Moglichkeit der Kontrolle mit chemischen Pflanzenschutzmitteln (Nyvall, 1999). Dies
liegt u.a. daran, dass es keine effektiven Formulierungen gibt, eine Applikationen in grofer
Bodentiefe technisch nur schwer moglich ist und, wenn doch, mit erheblichen
Umweltbelastungen einhergehen wiirde. Inwieweit biologische Methoden wie der Einsatz von
Trichoderma oder apathogenen Fusarium Stimmen (Alabouvette et al., 2009) auch im
Ackerbau zur grof3flachigen Kontrolle von bodenbiirtigen Fusarium Infektionen geeignet
sind, muss noch untersucht werden. Aufgrund der langen Persistenz im Boden hilft daher
manchmal nur der Anbau von resistenten Sorten, falls vorhanden, eine sehr weite Fruchtfolge

oder das Ausweichen auf andere Kulturen.
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1.3.1 Fusarium Head Blight in Weizen

Wirtschaftliche Bedeutung

Fusarium Head Blight (FHB) bzw. die partielle Taubihrigkeit ist eine der wichtigsten
Krankheiten von Weizen weltweit. Es kommt zur Verringerung des Kornertrags, zum
Auftreten von verschrumpelten und verfirbten Kérnern sowie zur Kontamination des Korns
mit Mykotoxinen. Reduzierte Keimfdhigkeit und schlechtere Backeigenschaften
beeintrachtigen die Vermarktung zusitzlich (Bechtel et al., 1985; McMullen et al., 1997).
Nach vorangegangener FHB-Epidemie im Jahr 1993 war der Weizenertrag im Norden
Minnesotas, USA, im Vergleich zum Vorjahr um 50% reduziert. Amerikaweit werden die
Verluste durch FHB in Weizen und Gerste wihrend der 90er Jahren des letzten Jahrhunderts

auf tiber 3.000.000.000 US-Dollar geschétzt (Windels, 2000).

Beteiligte Fusarium spp.

Insgesamt 17 unterschiedliche Fusarium spp. wurden von befallenen Ahren isoliert (Bottalico
und Perrone, 2002; Parry et al., 1995). Nicht alle davon verursachen jedoch nach kiinstlicher
Inokulation auch die typischen Symptome (Stack und McMullen, 1985; Wilcoxson et al.,
1988). Trotzdem werden alle diese Arten zum sogenannten FHB-Komplex zusammengefasst.
Weltweit gesehen ist F. graminearum der Haupterreger von FHB. Allerdings gibt es
geographische und annuelle Unterschiede, z.B. ist F. avenaceum die dominante Art in
Skandinavien (Uhlig et al., 2007). In Norddeutschland und den Niederlanden war bis vor
einigen Jahren noch F. culmorum die Art, die am héiufigsten von erkranktem Weizen isoliert
wurde. Mittlerweile wird aber auch in diesen Regionen in erster Linie F. graminearum
gefunden, was u.a. auf den verstdrkten Maisanbau und den Klimawandel zuriickgefiihrt wird
(Schliiter et al., 2006; Waalwijk et al., 2003). Die Witterung vor Anthese kann namlich das
Artspektrum beeinflussen. F. poae wird eher nach trocken-warmer Witterung isoliert,

wihrend F. graminearum etwas hohere Feuchtigkeitsanspriiche hat. F. avenaceum und
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F. culmorum infizieren Weizen dagegen verstdrkt bei kiihl-feuchter Witterung (Xu et al.,

2008).

Infektion und Symptome

Die Witterung vor Blithbeginn kann nicht nur das Fusarium Artspektrum beeinflussen,
sondern auch die Menge des Inokulums und seine Verbreitung sowie Pilzwachstum,
Mykotoxinproduktion und Pathogenitdt (Doohan et al., 2003). Bei FHB handelt es sich um
eine Ahreninfektion. Kurz nach Anthese ist Weizen besonders anfillig, allerdings ist eine
Infektion auch noch bis zur Teigreife moglich (Edwards, 2004; McMullen et al., 1997; Stack,
2003). Ascosporen von F. graminearum/G. zeae werden liber Wind (,,air dispersal”) und
Regen (,rain-splash dispersal”) verbreitet (Paul et al., 2004). Fiir alle Fusarien ohne
teleomorphe Form ist der Transport durch Regen iiber die Blattetagen die wichtigste
Transportform (Parry et al., 1995). Windverbreitung ist aber, wie oben erwéhnt (Kapitel 1.1.2
Uberdauerung, Vermehrung und Verbreitung), nicht ausschlieBlich auf Ascosporen
beschrankt. In Sporenwolken iiber Weizenfeldern wurden ebenso, wenn auch in weitaus
geringerem Male, Konidien anderer Fusarium spp. gefunden (Fernando et al., 2000).

Infektionsstrukturen und Ausbreitung von Fusarium spp. in der Ahre wurden u.a.
lichtmikroskopisch und mit Hilfe von CLSM und Transmissionselektronenmikroskopie
untersucht (Bushnell et al., 2003; Jansen et al., 2005; Kang und Buchenauer, 2000).
Entscheidende Faktoren fiir den Befallsverlauf sind Temperatur und Feuchtigkeit nach der
Landung der Sporen auf der Ahre. Gerade bei hoher Luftfeuchtigkeit in Verbindung mit
Regenereignissen und hoheren Temperaturen muss mit Starkbefall gerechnet werden. Die
ersten Symptome treten bei optimalen Bedingungen bereits 2 — 4 Tage nach Infektion auf.
Diese sind zunichst auf einzelne Ahrchen beschriankt, die braune oder rot-braune Flecken,
evtl. mit ausgebleichtem Zentrum, auf Vorspelze (Palea), Deckspelze (Lemma) oder den

Hiillspelzen (Glumae) aufweisen. Die Flecken breiten sich iiber das gesamte Ahrchen aus, das
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Abbildung 1: Infektionsverlauf von FHB. Die Konidien keimen zunéchst auf der Oberfléche
von Antheren und Spelzen (A). Symptome von F. graminearum nach (B) 7 dpi, (C) 14 dpi,
(D) 21 dpi. Systemische Ausbreitung von (E) F. graminearum und (F) F. cerealis iiber die
Spindel (14 dpi) (Photos D. Christ).
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darauthin braun oder ausgebleicht erscheint (Abbildung 1, S. 23). Der Pilz kann iiber die
Spindel in anderen Ahrchen wachsen, dies ist vor allem bei F. graminearum und F. culmorum
untersucht worden (Bushnell et al., 2003; Kang und Buchenauer, 2000). Zudem kann es zur
vorzeitigen Seneszenz der Bereiche oberhalb des infizierten Ahrchens kommen. In diesen

Bereichen werden entweder gar keine oder hochstens noch Schrumpfkoérner ausgebildet.

Bedeutung von ackerbaulichen Faktoren

Fruchtfolge, Sortenwahl, Bodenbearbeitung und der Einsatz von Fungiziden spielen eine
wichtige Rolle bei der Kontrolle von FHB (Edwards, 2004). Ernteriickstinde an der

Bodenoberfldche (Abbildung 2) sind die wichtigste Inokulumquelle (Khonga und Sutton,

1988; Meier et al., 2001).

Abbildung 2: Ernteriickstinde nach (A) Weizen und (B) Mais (Photos D. Christ).
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Vor allem Maisstroh hat sich als optimales Substrat fiir die Ascosporenproduktion von
G. zeae erwiesen (Stack, 2003). Im Vergleich zu Weizen oder Gerste sind das Infektionsrisiko
und die Mykotoxinbelastung von Weizen nach Vorfrucht Mais signifikant erhoht (Dill-Macky
und Jones, 2000; Teich und Hamilton, 1985). Die Zuckerriibe wird im Hinblick auf ihre
Fruchtfolgewirkung oftmals als ,,Nicht-Wirtspflanze” oder ,,Gesundfrucht” bezeichnet. In der
Empfehlung der Europdischen Kommission 2006/583/EC vom 17.08.2006 werden explizit
Kartoffeln, Zuckerriibe, Klee, Alfalfa oder Gemiise als alternative Fruchtfolgeglieder zur
Verringerung des Infektionspotentials genannt (Anonymus, 2006b). Allerdings gibt es neuere
Beobachtungen, die einen verstiarkten Fusarium Befall bzw. erhohte Mykotoxingehalte im
Weizen nicht nur nach Vorfrucht Mais oder Weizen, sondern auch nach Vorfrucht Zuckerriibe
zeigen (Hecker et al., 2009; Lienemann, 2002; Obst et al., 1997; Weinert et al., 2007).

Das verstarkte Auftreten von FHB in den letzten Jahren wird u.a. mit dem zunehmenden
Verzicht auf wendende Bodenbearbeitung in Verbindung gebracht (McMullen et al., 1997).
Dill-Macky und Jones (2000) fanden signifikante Unterschiede in Befallshdufigkeit und
Befallsstarke nach dem Pfliigen im Vergleich zum Grubbern oder zur Direktsaat. Der Ertrag
in gepfliigten Parzellen lag 10% hoher, wihrend der DON-Gehalt von Weizen nach Vorfrucht
Mais signifikant niedriger war (Dill-Macky und Jones, 2000). Unter optimalen
Befallsbedingungen hat die Bodenbearbeitung jedoch keinen Einfluss, die wichtigste
Malinahme bei der Kontrolle von FHB ist daher die Sortenwahl (Miller et al., 1998).

Die Ziichtung resistenter Sorten lduft sowohl tiiber konventionelle als auch {iber
markergestiitzter Selektion. QTLs fiir FHB-Resistenz wurden bisher auf allen Chromosomen
auller 7D gefunden (Buerstmayr et al., 2009). Es gibt eine groBe genetische Variation fiir
FHB-Resistenz im Weizen-Genpool, vor allem in Japan, China und Brasilien werden
hochresistente Genotypen gefunden (Mesterhdzy, 2003a). Die Ziichtung wird allerdings
dadurch kompliziert, dass so viele unterschiedliche Fusarium spp. an FHB beteiligt sind. Fast

alle Studien wurden mit F. graminearum oder F. culmorum durchgefiihrt, doch auch
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innerhalb dieser Arten wurde eine hohe umweltbedingte Variation der Aggressivitit detektiert
(Mesterhazy, 2003a). Dementsprechend wird empfohlen, mehrere unterschiedliche Isolate
entweder einzeln oder in Mischungen fiir die kiinstliche Inokulation bei Resistenzscreenings
zu verwenden (van Euwijk et al., 1995).

Es wurden bisher vier unterschiedliche genetische Resistenzmechanismen beschrieben: 1.
Resistenz gegen das Eindringen des Pilzes (Typ-I Resistenz), 2. Resistenz gegen die
systemische Ausbreitung des Pilzes tiber die Spindel (Typ-II Resistenz), 3. Resistenz gegen
die Korninfektion und 4. Resistenz gegeniiber DON-Akkumulation oder die Féhigkeit, DON
zu detoxifizieren (Mesterhdzy, 2003a; Miedaner et al., 2003). Dariiber hinaus spielen auch
phénotypische Eigenschaften eine Rolle: gestauchte (< 70 cm) sowie begrannte Genotypen
zeigen eine verstirkte Neigung zu FHB (Miedaner, 1997).

Der Einsatz von Triazol-Fungiziden kann zusétzlich zu den oben erwdhnten Maflnahmen
helfen, die FHB-Befallsstirke und den DON-Gehalt des Getreides verringern. Andere
Wirkstoffe hingegen haben entweder keine direkte Wirkung gegen Fusarium spp. oder fithren
z.B. durch Ausschaltung natiirlicher Konkurrenten im Feld zu einer Steigerung von

Befallsstirke und Mykotoxingehalt (Edwards, 2004; Mesterhdzy, 2003b).

1.3.2 Fusarium in Zuckerriiben

Auch wenn, wie im vorangegangenen Abschnitt geschildert, Zuckerriiben selbst von
offiziellen Stellen wie der Europdischen Kommission als ,,Nicht-Wirtspflanzen™ bezeichnet
werden, konnen diese in allen Entwicklungsstadien und wéhrend der Lagerung von
unterschiedlichen Fusarium spp. befallen werden. Das Ausmall der Schiden und die
Bedeutung von Fusarium in Zuckerriiben konnen jedoch nicht allgemein bewertet werden. In
den USA sind fast alle Anbaugebiete mehr oder weniger stark von ,,Fusarium Yellows” oder

,,Fusarium Root Rot” betroffen, hier kommt es zu erheblichen Verlusten im Riiben- und
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Weillzuckerertrag (Hanson und Jacobsen, 2009), wéihrend diese Krankheiten in Europa bisher
noch nicht aufgetreten sind. Im Folgenden werden die einzelnen Symptomkomplexe néher

beschrieben.

wFusarium Yellows”

Bereits im Jahr 1931 wurde eine zunichst halbseitige Vergilbung, die spiter zur Welke und
Nekrose des gesamten Blattapparates fiihrt, beschrieben (Stewart, 1931). Typisch fiir diese als
,Fusarium Yellows” bezeichnete Krankheit ist, dass &duBlerlich nur Blattsymptome zu
erkennen sind, wéhrend der Riibenkorper selbst gesund erscheint. Erst wenn die Riibe
aufgeschnitten wird, zeigen sich grduliche Verfarbungen und Nekrosen entlang der
Leitgefdfe. Befallene Pflanzen im Bestand fallen zundchst dadurch auf, dass sie wéhrend der
Mittagshitze Welkesymptome zeigen und zum Teil einen gestauchten Habitus aufweisen
(Hanson und Hill, 2004). Die Blattsymptome beginnen zundchst mit Intercostalchlorosen.
Charakteristisch ist, dass diese Chlorosen und die spiter daraus hervorgehende Welke
zunédchst meist auf eine Hilfte der Lamina beschréinkt sind. Die Hauptursache fiir ,,Fusarium
Yellows” ist Fob (F. oxysporum f. sp. betae = F. conglutinans f. sp. betae Stewart). Diese Art
wurde in fast allen amerikanischen Anbaugebieten gefunden. (Windels et al., 2005; Hanson,
2006a; Hanson und Hill, 2004; Hanson und Jacobsen, 2009). In einzelnen Regionen werden
jedoch immer wieder auch andere Fusarium spp. aus Zuckerriiben isoliert, die typische
,Fusarium Yellows” Symptome aufweisen. Durch kiinstliche Inokulationsversuche im
Gewiéchshaus konnte so die Pathogenitédt von F. acuminatum, F. avenaceum (Ruppel, 1991),
F. solani, F. verticillioides (Hanson und Hill, 2004), F. graminearum (Hanson, 2006b;
Burlakoti et al., 2006) sowie F. sulphureum (Burlakoti et al., 2006) nachgewiesen werden.

Es gibt bisher keine Maoglichkeit, diese bodenbiirtige Krankheit mit ackerbaulichen
Malnahmen zu bekdmpfen. Selbst eine weite Fruchtfolgegestaltung ist angesichts der langen

Persistenz der Sporen im Boden nicht erfolgreich, sodass bisher ausschlielich die
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Sortenresistenz den Zuckerriibenanbau auch in Befallsgebieten nachhaltig gewéhrleisten
kann. Es gibt zwar derzeit keine 6ffentlichen Ziichtungsprogramme fiir ,,Fusarium Yellows”-
Resistenz in Zuckerriiben; trotzdem haben alle groBen Saatgutproduzenten in den USA
resistente Sorten im Angebot (Panella und Lewellen, 2005). Grundlagen und Vererbung der
Resistenz sind (zumindest 6ffentlich) nicht bekannt. In Sortenversuchen erwiesen sich vor
allem einige transgene herbizidresistente ,,Roundup-Ready©”-Varietiten als besonders
anfillig (Jacobsen, 2007). Die Ziichtung wird durch die hohe Variabilitit und eine mogliche
Rassenbildung von Fob erschwert (Panella und Lewellen, 2005). Hanson et al. (2009) haben
bei einigen Linien eine unterschiedliche Symptomausprigung in Abhédngigkeit vom
inokulierten F. oxysporum-Isolat beobachtet. Auch konnen einige ,,Fusarium Stalk Blight”-
Isolate bei kiinstlicher Inokulation zu ,,Fusarium Yellows” Symptomen in anfélligen Pflanzen

fithren (Hanson und Hill, 2004).

wFusarium Root Rot”

Diese Krankheit wurde zuerst in Texas beobachtet (Martyn et al., 1989), mittlerweile gibt es
aber auch Berichte aus Colorado und Montana (Hanson und Jacobsen, 2006). Zu Beginn der
Erkrankung konnen einige Pflanzen in der Mittagshitze eine leichte Welke zeigen, ansonsten
sind keine Blattsymptome und auch noch keine &uBerlichen Symptome an der Riibe zu
erkennen. Die typischen Blattsymptome, die schon bei ,,Fusarium Yellows” beschrieben
wurden, treten erst spater und meist bei Temperaturen iiber 27° C auf. Zu diesem Zeitpunkt
sind auch die gleichen Leitbiindelnekrosen und Verfiarbungen im Riibenkorper sichtbar wie
bei , Fusarium Yellows”. Zusitzlich kommt es bei ,,Fusarium Root Rot” auch zu einer
Wurzelfaule. Zunéchst ist nur die Wurzelspitze betroffen, mit zunehmender Infektionsdauer
breitet sich die schwirzliche Verfarbung aber iiber grofle Teile des Riibenkorpers aus (Martyn
et al, 1989). ,Fusarium Root Rot” wird ebenfalls in erster Linie durch F. oxysporum

verursacht. Von der Konidienmorphologie her ist der Erreger nicht von Fob, der
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Hauptursache von ,,Fusarium Yellows”, zu unterscheiden. Allerdings wurden Unterschiede in
der Wachstumsrate beobachtet, wenn die Isolate bei unterschiedlichen Temperaturen auf PDA
kultiviert wurden (Harveson und Rush, 1998). Zudem zeigten sich bei Untersuchungen mit
Isoenzym-Markern (Martyn et al., 1989) und RAPDs (Fischer und Gerik, 1994) genetische
Differenzen. ,,Fusarium Root Rot” Isolate aus Texas unterschieden sich von ,,Fusarium
Yellows” Isolaten auch beziiglich der Einteilung in VCGs (Harveson und Rush, 1997), so
dass eine neue forma specialis vorgeschlagen wurde: F. oxysporum f.sp. radicis-betae.
Phylogenetische Untersuchungen sind bisher noch nicht publiziert. Bei ,,Fusarium Root Rot”
konnen Fungizide den Befallsdruck ebenfalls nicht mindern. Genetisches Material mit einer
erhohten Toleranz ist bekannt, derzeit gibt es jedoch noch keine kommerziell nutzbaren

Sorten auf dem Markt (Harveson, 2009).

Sekundiire Riibenfiulen

Nach vorangegangener Primédrinfektion mit pilzlichen oder bakteriellen Erregern bzw.
mechanischer Beschddigung, konnen Fusarien aus dem umgebenden Boden in die Zuckerriibe
eindringen. Die Beschddigungen konnen dabei abiotischer (z.B. Verletzung des Riibenkorpers
bei PflegemalBnahmen, Bormangel, Wachstumsrisse) oder biotischer Natur (z.B. Nematoden,
Schnecken, Méuse) sein. Petersen und Schlinker (2003) beobachteten Fusarium-Infektionen
von Zuckerriiben im Zusammenhang mit Giirtelschorf. In Sachsen-Anhalt wurden im Jahr
2007 auf vielen Schldgen nach wechselnden Witterungsbedingungen Riibenfaulen beobachtet,
aus denen eine Fusarium spp. isoliert wurde (Anonymus, 2007b). Das Ausmal} der Fiule
hiangt u.a. von der kolonisierenden Spezies ab (Christ und Varrelmann, 2010). Neben dem
ubiquitdr vorkommenden F. oxysporum (StoiSin, 2006) werden vor allem Saprobionten wie
F. culmorum (Asher und Hanson, 2006) hdufig aus faulen Zuckerriiben isoliert. Jacobsen
(2006) berichtet zudem {iiber die Re-Isolation von F. solani aus Zuckerriiben mit deutlicher

Riibenfiule in GroBbritannien.

29



1. Einleitung

wFusarium Stalk Blight”

Im Willamette Valley, Oregon, dem Zentrum der amerikanischen
Zuckerriibensaatgutproduktion, wurde im Sommer 1971 zum ersten Mal eine Féule der
Sprossachse an samentragenden Zuckerriiben beobachtet (Gross und Leach, 1973). Neben
allgemeinen Welkesymptomen und Verfarbungen der Leitgefille kam es auch zur Nekrose
und AbstoBung der Samentréger. In stark befallenen Vermehrungsbestinden wiesen mehr als
50% der Pflanzen Symptome auf. Fob wurde als Erreger identifiziert und konnte nicht nur aus
den befallenen Stingelabschnitten isoliert werden, sondern auch aus 1-3% der Samen.
Mittlerweile konnte auch F. solani als ein weiterer Verursacher von ,,Fusarium Stalk Blight”
nachgewiesen werden (Hanson und Lewellen, 2007). Im Jahr 1976 wurde vom ,,United States
Department of Agriculture” (USDA) ein Ziichtungsprogramm fiir ,,Fusarium Stalk Blight”-
Resistenz ins Leben gerufen, das zur Selektion mehrerer resistenter Linien fiihrte (Panella und
Lewellen, 2005). McFarlane (1981) berichtet, dass Ziichtungslinien eine gro3e Variabilitit fiir
,Fusarium Stalk Blight”-Resistenz aufweisen. Es wird ein polygener und dominanter Erbgang

fur ,,Fusarium Stalk Blight”-Resistenz vermutet (McFarlane, 1981).

Umfallkrankheit (,,Damping-off™)

Diese Krankheit, die vor allem bei feucht-kalter Witterung auftritt, wird in erster Linie von
Aphanomyces cochlioides, Pythium spp. und Phoma betae verursacht (Asher und Hanson,
2006). In Gebieten, in denen Zuckerriiben auch bei hoheren Temperaturen ausgesit werden,
kann zudem auch Rhizoctonia solani (Anastomosegruppe AG-2-2 und AG-4) zur
Umfallkrankheit beitragen (Asher und Hanson, 2006; Hanson und McGrath, 2009). Aber auch
unterschiedliche Fusarium spp. konnen die Sédmlinge direkt nach dem Auflaufen schiddigen
(Hanson und McGrath, 2009). Das Inokulum muss dabei nicht zwangsldufig aus dem Boden
kommen. Auch aus oberflichensterilisierten Zuckerriibensamen konnten Fusarium spp.

isoliert werden (Singh et al., 1973). Abada (1994) nennt, neben anderen Fusarium spp.,
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F. solani als hiufige Ursache der Umfallkrankheit in Agypten. Hillmann und Schlosser
(1987) vermuteten Fob als Ursache einer Hypokotylfdule, die 1983 und 1985 in
Stiddeutschland bei Zuckerriibenpflanzen im 6- bis 12-Blattstadium beobachtet wurde. Es war
jedoch nicht moéglich, die Symptome durch Inokulation von Jungpflanzen mit den aus
erkrankten Riiben isolierten Fusarien im Gewédchshaus nachzuvollziehen. Von daher ist es
fraglich, ob es sich hier wirklich um die forma specialis betae gehandelt hat.

Im Gegensatz zu anderen Fusarium bedingten Krankheiten der Zuckerriibe kann bei
Umfallkrankheiten der Einsatz von Fungiziden (z.B. Thiram, Hymexazol) helfen. Diese
Mittel werden z.T. in der Pillierung gegen Auflaufkrankheiten eingesetzt, die gezielte
Wirksamkeit gegen die Fusarium bedingte Umfallkrankheit der Zuckerriibe ist bisher aber
noch nicht untersucht worden. Biologische Kontrollmalnahmen mit Trichoderma harzianum
zeigten in Gewdchshaus- und Feldversuchen einen Infektionsriickgang (Abada, 1994).
Generell konnen auch vorbeugende MaBBnahmen wie die Schaffung eines gut drainierten und
beliifteten Saatbetts helfen, die Keimung zu unterstiitzen und so die Schiden durch

Umfallkrankheiten zu mindern (Asher und Hanson, 2006).

Lagerfiule

Zuckerriiben werden nach der Ernte zunidchst in Feldrandmieten gelagert (Abbildung 3,
S. 32). Die Lagerdauer variiert dabei von einigen Tagen bis zu mehreren Wochen. Zudem gibt
es die Bestrebung der Zuckerindustrie aufgrund der gednderten Rahmenbedingungen,
Fixkosten zu sparen und die Kampagne und damit auch die Lagerzeit zu verldngern (Kenter
und Hoffmann, 2009). Durch Verletzungen der Riiben bei Ernte oder Errichtung der Miete
kommt es zu einer gesteigerten Respiration und damit zum Qualitdtsverlust: der Saccharose-
Gehalt verringert sich, wiahrend der Invertzuckergehalt ansteigt (Peterson et al., 1981). Vor
allem tiiber die Verlet zungen an der Kopfstelle und an der Wurzelspitze konnen Bakterien

und Pilze aus der anhdngenden Erde eindringen und zu Lagerfidule fithren. Sogenannte ,,Hot
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Abbildung 3: Lagerfaule bei Zuckerriiben. Riiben werden nach der Ernte z.T. {iber mehrere
Wochen in Feldrandrandmieten gelagert (A). Aus anhaftendem Boden (B) koénnen iiber
mechanische Beschiadigungen oder Wildverbiss (C) Saprobionten eindringen und zur Féule
filhren. Dabei sind oftmals die Kopfstelle und die Wurzelspitze besonders betroffen (D)
(Photos D. Christ).
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Spots” [lokalisierte, 25-35°C warme Bereiche in der Miete, die durch Unterbindung der
Luftzirkulation entstehen (Cole und Bugbee, 1976)] sind oftmals besonders betroffen (Halloin
und Roberts, 1991), allerdings konnen sich die Lagerfdulen auch von diesen ausgehend iiber
grofle Teile der Miete ausbreiten. Die am hdufigsten aus Lagerfdulen isolierten Pilze sind
Phoma betae, Penicillium claviforme, Botrytis cinerea, Aspergillus fumigatus und
Fusarium spp. (Bugbee, 1982; Halloin und Roberts, 1991). Bosch und Mirocha (1992) fanden
in amerikanischen Untersuchungen neun unterschiedliche Fusarium spp. in gelagerten Riiben.
Mit 23 von 55 Isolaten wurde F. equiseti am haufigsten isoliert. Die wirtschaftlichen Verluste
durch Lagerfiulen sind nur schwer zu beziffern. Die verdnderte qualitative Zusammensetzung
beeintrachtigt jedoch die Kristallisation, so dass bei starker Lagerfiule mit Saccharose-

Verlusten zu rechnen ist (Bugbee, 1982).
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2. Ziele der Arbeit

Es gibt in letzter Zeit verstirkt Berichte, wonach auch in Deutschland und anderen Teilen
Europas Riibenfdulen und Blattsymptome von Fusarium verursacht worden sein sollen (z.B.
Anonymus, 2007b; Karadimos und Karaoglanidis, 2006; Nitschke et al., 2009; StoiSin et al.,
2006). Zumeist wird dabei allein aus der Isolation von Fusarium spp. aus dem erkrankten
Gewebe auf die Pathogenitit geschlossen. Es gibt jedoch nicht nur Pathogene, sondern auch
andere Lebensformen unter den Fusarien. Bei der Beurteilung der Ursache von Riibenfiulen
miissen dementsprechend Primirpathogene von Endophyten und Saprobionten unterschieden
werden. Die Untersuchung von Zuckerriiben, die zum Zeitpunkt der Ernte keine Symptome
aufweisen, soll dariiber Aufschluss geben, wie hoch der natiirliche Infektionsgrad mit
Fusarium spp. ist und welche Arten endophytisch in Zuckerriiben vorkommen. Dieser
Zusammenhang soll durch anschlieende Pathogenititsteste unterstiitzt werden.

Zuckerriiben werden in Mitteleuropa nach der Ernte in Feldrandmieten gelagert. Dort sind sie
iiber mehrere Wochen wechselnden Witterungsbedingungen und unterschiedlichen
Mikroorganismen ausgesetzt. Dementsprechend soll tiberpriift werden, ob die Lagerung einen
Einfluss auf den Befall und das Artspektrum in Zuckerriibben hat. Inwieweit dabei duflere
Einfliisse eine Rolle spielen, soll durch unterschiedliche Lagerungsvarianten {berpriift
werden.

Wenn man die Literatur und die aktuellen Hochstmengenverordnungen betrachtet, wird
deutlich, dass in Weizen in erster Linie mit B-Trichothecenen und ZEA gerechnet werden
muss, wihrend in Mais FUM dominieren, aber auch DON und ZEA vorkommen. Die
Mykotoxinprofile vieler Getreideisolate sind zudem in vifro und in planta charakterisiert
worden. Obwohl die Zuckerriibe seit 1931 als Wirtspflanze fiir Fusarium spp. bekannt ist,
gibt es auller zweier Publikationen zu ZEA in Zuckerriiben und Zuckerriibenprodukten

(Bosch und Mirocha, 1992; Skrinjar et al., 1995) und einer zur in vitro Trichothecen-
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Produktion durch F. graminearum (Burlakoti et al., 2007) bisher noch keine Informationen
dariiber, welche Mykotoxine in Zuckerriiben vorkommen konnen. Die Bestimmung des in
vitro Mykotoxinprofils aller isolierten Arten soll daher der Frage nachgehen, ob aus
Zuckerriiben isolierte Fusarien ein dhnliches Mykotoxinprofil haben, wie Fusarien, die aus
anderen Wirtspflanzen isoliert wurden. Ein weiterer, praktisch orientierter Ansatz ist, im
Vorfeld von groferen und kostenintensiven Praxisuntersuchungen die wichtigsten
Toxingruppen fiir die Zuckerriibe zu bestimmen, um so Zeit und Geld fiir unnétige Analytik
Zu sparen.

Zudem soll die potentielle Ubertragbarkeit von Fusarium iiber die Fruchtfolgeglieder
Zuckerriibe und Weizen untersucht werden. Abgesehen von F. graminearum (Burlakoti et al.,
2007) ist bisher noch nicht tiberpriift worden, ob auch andere aus Zuckerriibe isolierte
Fusarium spp. in Weizen pathogen sind. Dariiber hinaus soll die Mykotoxinbildung in
Weizen nach Inokulation mit den am haufigsten aus Zuckerriibe isolierten Fusarium spp.

ermittelt werden.
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ABSTRACT

Based on a two-year field trial at two locations in Lower Saxony (Germany), 395 Fusarium
isolates belonging to 13 species were collected from more than 3,000 sugar beet roots. In a
comparative screen, sub-samples were analyzed for Fusarium infection directly after harvest
and after different storage conditions. No increase in infection rate with increasing storage
duration was detected, however, a different species composition was observed. F. redolens
was predominant in freshly-harvested beets, while due to saprotrophic colonization the
Fusarium mycoflora of sugar beets subjected to long-term pile storage in 2006/07 was
comprised of 50% and 84.8%, respectively, of F. culmorum, F. cerealis, and F. graminearum.
Isolates of all species detected were tested for pathogenicity to sugar beet, but only
F. graminearum and F. sambucinum caused severe root symptoms, suggesting that most
isolated species were endophytic colonizers. Overall, 34 isolates of all species detected were
characterized for their mycotoxin profile in rice culture to determine potentially produced
toxins for future analysis of sugar beet. A total of 26 Fusarium mycotoxins were detected by
LC-MS/MS, including trichothecenes, zearalenone, and especially high amounts of
beauvericin, enniatins, and moniliformin. Further work is required to analyze the natural

occurrence of these mycotoxins in sugar beet.

' Corresponding author: M. Varrelmann; E-Mail address: varrelmann@ifz-goettingen.de
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Fusarium species can cause yield and quality reduction in many food and feed crops, best-
known for wheat and maize. Besides the economic losses due to Fusarium head blight (FHB)
and Fusarium ear rot, mycotoxin contamination is of great concern for human and animal
health. In Germany as well as in many other Central European countries, F. graminearum
(teleomorph Gibberella zeae) is the predominant Fusarium spp. in wheat followed by
F. culmorum and other species to a lesser extent (7,35,41).

Fusarium spp. can also cause infections in sugar beet (Beta vulgaris L.) resulting in reduced
root yield and sucrose concentration (24). A foliar yellowing and wilting caused by
F. oxysporum f. sp. betae was first described in 1931 (50). Since then, in North America two
diseases, Fusarium yellows and Fusarium root rot, have become known (25). Additional
species have been identified to cause damage in growing sugar beet in the U.S., including
F. acuminatum, F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, and F. sulphureum (22). In
Europe, Fusarium is known to occasionally cause seedling damping-off or storage rot in sugar
beet (43). Neither Fusarium yellows nor Fusarium root rot have been described, yet; however,
Fusarium spp. are frequently isolated from beets displaying root rots or leaf symptoms
(29,45,51). Nevertheless, when tested under controlled conditions, only a few of these isolates
were pathogenic (45), suggesting that they just co-existed with other pathogens or were
secondary invaders. Besides saprotrophic colonization, endophytic growth of Fusarium spp.
has also been recorded for various plant genera and species (32), including the well known
pathosystem of maize and F. verticillioides (3).

Storage is an important postharvest stage of many crops during which they are exposed to
different microorganisms. The mycoflora of wheat is classified into field fungi (Alternaria,
Cladosporium, Helminthosporium, and Fusarium) and storage fungi (Aspergillus,
Penicillium), either invading seeds before harvest or causing spoilage of stored grain (12).
However, this classification cannot be applied to sugar beet. Unlike wheat grains, sugar beets

are not free of soil when harvested. Due to current harvesting techniques, soil losses average 9
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t/ha in Europe (44). This soil adheres to the beets during outdoor storage in piles and provides
a potential inoculum source while mechanical damages caused due to harvest practice (taproot
breakage, chopping of leaves and crown) provide entry gates for saprotrophic organisms.
Sugar beet has also a different postharvest physiology: while the moisture content of stored
wheat grain is usually below 15% (12), the water content of sugar beet does not fall below
70% during storage (26). Therefore, the isolation of Fusarium spp. from stored beets is not
surprising. In fungal-invaded stockpile-beets in Minnesota, USA, nine different
Fusarium spp. were detected; with 23 out of 55 isolates, F. equiseti was most frequently
isolated (5). However, the impact of Fusarium on stored sugar beet has not been completely
investigated, yet.

In cereals, the commonly occurring Fusarium spp. are well known and characterized for
pathogenicity and mycotoxin production. Infection pathway, factors supporting disease
development and even targets for resistance breeding have been studied for decades (33). On
the contrary, this knowledge is lacking in sugar beet. Having a clear understanding of the
presence of Fusarium spp. and their associated pathogenicity and mycotoxigenic potential is
critical for the development of strategies for monitoring and managing diseases as well as
mycotoxin contamination in sugar beet.

The purposes of this study are to (i) determine Fusarium spp. present in sugar beet directly
after harvest and during storage, (ii) describe the basic impact of storage and adhering soil on
the Fusarium species composition, (iii) characterize the species' affinity for a rather
pathogenic, saprotrophic or endophytic lifestyle, and (iv) determine targets for future
mycotoxin analysis of sugar beet and sugar beet products by mycotoxin profiling of rice
cultures. This article provides a comprehensive overview of Fusarium spp. and their potential

mycotoxin production in freshly-harvested and stored sugar beet in Europe.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental design and storage conditions. Fusarium susceptible cultivar ‘Fabella’
(Syngenta Seeds, Landskrona, Sweden), was sown at two locations near Goettingen, Lower
Saxony, Germany, and grown using standard agronomic practices. Fertilizer and pesticides
were conventionally applied after recommendation of local extension service. The field trial
was integrated in a three-year wheat-dominated crop rotation. In 2006 and 2007, a total of
1,240 and 1,800 sugar beets, respectively, were harvested by hand evenly from both locations.
After harvest, sub-samples were either used directly for fungal isolation (“freshly-harvested”)
or stored for 4, 12 or 16 weeks. According to current agricultural practice, adhering soil was
not removed until processing. One subsample of the beets was stacked outside exposed to the
weather in a heap simulating pile storage for 16 weeks. No temperatures below 0°C were
recorded during storage, therefore no coverage was used. To investigate the basic influence of
storage without additional external influences (e.g. air dispersal of spores, rain, varying
temperature and humidity) on colonization of sugar beet, the remaining beets were stored in a
controlled environment at 4°C for four and 12 weeks, respectively.

Isolation and species identification. After washing, two small pieces (diameter ca. 0.5 cm)
were removed from the center of each beet, surface disinfected (30 s in 1.5% NaOClI, rinsed
twice in sterile distilled water), blotted dry on sterile filter paper, and placed on potato
dextrose agar (PDA) supplemented with 200 mg/L streptomycin in plastic Petri dishes. Dishes
were incubated at 22°C in the dark and evaluated daily for three weeks for mycelial growth.
Besides Fusarium spp., various other fungi (i.a. Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Alternaria spp.) were detected but not characterized further. Beets were considered to be
colonized if at least one tissue piece revealed Fusarium growth. Pure cultures were obtained
either by hyphal-tips or dilution plating (34), depending on the growth rate. Species

identification was based on morphological traits of three-week-old cultures grown on
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Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (38) at 25°C under continuous near ultra violet light
(17,34). All Fusarium isolates were stored as spore suspensions in 15% glycerol at -80°C in
the culture collection of the Institute of Sugar Beet Research (Goettingen, Germany).
Morphological species identification was confirmed by PCR-RFLP of tef] partial sequences
obtained with specific primers EF-1 and EF-2 (40) according to Nitschke et al. (39). DNA
extraction, PCR, and restriction enzyme digestion of PCR products were conducted as
described therein. Additionally, PCR-products from isolates used for pathogenicity tests and
mycotoxin analysis were sequenced by Eurofins (Hamburg, Germany). Sequences were
subjected to the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (2) and submitted to NCBI
GenBank sequence database (accession nos. HQ702566 to HQ702600).

Preparation of inoculum. One randomly chosen isolate of each Fusarium spp. isolated from
the field trials was tested for pathogenicity to sugar beet in greenhouse experiments:
F. avenaceum isolate O84 (culture collection no. DSM 23359), F. cerealis 045 (DSM
23356), F. culmorum 029 (DSM 23354), F. equiseti O19 (DSM 23353), F. graminearum
O14 (DSM 23352), F. oxysporum O38 (DSM 23355), F. proliferatum O83 (DSM 23358),
F. redolens O1 (DSM 23351), F. sambucinum 089 (DSM 23363), F. solani O85 (DSM
23360), F. sporotrichioides O87 (DSM 23362), F. tricinctum 063 (DSM 23357), and
F. venenatum O86 (DSM 23361). These isolates have been deposited at the German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany).
F. oxysporum isolate Fobl3, previously described to cause Fusarium Yellows (23) from
Oregon, USA, was used as positive control. For inoculum preparation, two plugs (diameter
0.5 cm) of fungal hyphae were transferred from the edge of an actively growing culture on
PDA to 250 ml of SN-Broth [same ingredients as SNA (38) but without solidification]. Flasks
were incubated at 20°C under normal daylight conditions on a laboratory shaker (100 rpm).
After two weeks, the spore concentration was adjusted to approximately 5x10* conidia/ml

with sterile distilled water.
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Plant material and inoculation. Non-coated seeds of a Fusarium susceptible sugar beet
hybrid (KWS Saat-AG, Einbeck, Germany) were sown in pots filled with sterilized standard
potting mixture (75% sandy clay, 25% sand). Plants were grown in the greenhouse at 22/18°C
(day/night) with a photoperiod of 12 h. Ten plants per treatment were used and experiments
were repeated once. Inoculation was performed five weeks after sowing (5-6 leaf stage),
according to a protocol of Hanson and Hill (22) with slight modifications. The beets were
carefully removed from soil, washed and inoculated by dipping roots in a spore suspension for
8 min. Spores were kept in suspension by use of a magnetic stirrer at low speed. Control
plants were dipped in sterile water. Inoculated plants were transferred individually to 0.5 L
pots, returned to the greenhouse and capped with plastic foil to reduce transplant shock. The
foil was removed after seven days and the temperature set to 26/22°C (day/night). Plants were
evaluated weekly for the occurrence of foliar symptoms. At nine weeks after inoculation,
plants were harvested, washed and root symptoms rated according to a 0—5 scale: 0 = plant
healthy, 1 = single discolored spots in nearly healthy beet, 2 = few discolored spots, tissue
without necrosis, 3 = discoloration and single necroses in tissue, shrunken beets, 4 = severe
damaged beets with necroses but plants still alive, 5 = tissue completely necrotic, plant lost.
Re-isolation and species identification followed the same protocol as described above.

Mycotoxin analysis. Thirty four Fusarium single spore isolates from the field trials were
chosen for mycotoxin analysis. Mycotoxin production was determined on autoclaved rice
grains using a slightly modified protocol of Greenhalgh et al. (19). Briefly, after the addition
of 50 g of rice grains (Uncle Ben's long grain rice) and 70 ml sterile distilled water to 500 ml
Erlenmeyer flasks, the rice was incubated at room temperature overnight. The flasks were
sealed, autoclaved twice (121°C, 15 min) and inoculated with two plugs each (0.5 cm
diameter) of an actively growing culture on PDA. Flasks were incubated at 22°C in the dark.
For the first three days after inoculation, the flasks were shaken once daily to ensure even

distribution of inoculum. After four weeks, rice cultures were immediately frozen to -20°C,
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freeze-dried and ground to a fine powder with a laboratory blender. Three flasks per isolate
were inoculated and ground separately. Since the purpose was to determine toxin classes
produced and not their absolute quantity, replicates were not individually analyzed, but a
homogeneous mixture of the three flasks was prepared. Samples were stored at -20°C until
analysis at the Center for Analytical Chemistry, Department for Agrobiotechnology (IFA,
Tulln, Austria). All samples were tested for deoxynivalenol (DON), 3- and 15-acetyl-
deoxynivalenol (ADON), nivalenol (NIV), fusarenon X (FUS X), diacetoxyscirpenol (DAS),
monoacetoxyscirpenol (MAS), neosolaniol (NEO), HT-2 toxin, T-2 toxin, zearalenone
(ZEA), o- and B-zearalenol (ZOL), fumonisin (FUM) FB;, FB,, and FBj;, beauvericin
(BEAU), enniatin (ENNI) A, Al, B, BI, and B2, moniliformin (MON), equisetin (EQUI),
2-amino-14,16-dimethyloctadecan-3-ol (2-AOD-3-0l), and avenacein Y (AVENA Y) using a
LC-MS/MS-based method which has been described previously (54,55). In brief, 5 g of the
mixed sample were extracted with 20 ml solvent mixture (acetonitrile/water/acetic acid
79:20:1, v/v/v) on a rotary shaker for 90 min. The extract was diluted with the same volume
of dilution solvent (20:79:1 acetonitrile/water/acetic acid, v/v/v) and 5 pl of this mixture were
directly applied for LC-MS/MS. For samples containing very high ENNI and BEAU
concentrations, dilutions (1:200 and 1:10000) were re-analyzed. External calibration was
performed with a liquid multi-toxin standard. A blank sample was spiked at one concentration
level in triplicate. When recovery was out of range (100 + 10%), results were corrected.

Recovery rates, standard deviation and limits of detection (LODs) were calculated.

RESULTS

Species composition in freshly-harvested and stored sugar beet. In general, no symptoms
comparable to Fusarium yellows were observed in the two locations studied during the

growing season; beets did not show any symptoms of root rot or yellowing at the time of
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harvest. After long-term storage of 12 and 16 weeks, some beets had developed a severe
storage rot with discolorations and rotting tissue predominantly at the taproot and in the area
of the chopped crown. Overall, 395 Fusarium isolates were recovered and taxonomically
assigned to 13 species (Table 1). On average, 12.7% (range 3.8 — 37.5%) of the beets were
considered to be infected. The majority of the beets revealed only a single species, but a few
were infected with at least a second one. No continuous increase of the infection rate with
increasing storage duration was noted, but depending on the storage duration, a different
species composition was observed (Table 1). In both years, F. redolens was most frequently
isolated from freshly-harvested beets (46% and 63% of all isolates in 2006 and 2007,
respectively) followed by F. equiseti, F. oxysporum, F.culmorum, and F. tricinctum to a
lesser extent. In contrast, F. culmorum was the predominant species in beets subjected to
long-term storage in piles. When summarizing the cereal-pathogenic and saprotrophic species
F. culmorum, F. cerealis (syn. F. crookwellense), and F. graminearum, it became obvious,
that they constituted 50% (2006) and 84.8% (2007) of all isolates recovered. A comparable
shift in the species composition was observed for beets stored under controlled conditions.
F. redolens was still prevailing in beets subjected to short-term storage at 4°C for four weeks
(45% and 43%, respectively), while after 12 weeks, F. culmorum was the predominant species
(43% and 41.2%, respectively). F. graminearum was not detected in beets directly after
harvest. In contrast, F. oxysporum was, with one exception, only isolated from beets freshly-
harvested. Other species like F. cerealis, F. equiseti, F. oxysporum, and F. tricinctum varied
in frequency of their detection, although nearly constantly occurring over all treatments. A
few single isolates of other Fusarium spp. were occasionally detected throughout all storage

treatments (Table 1).

43



*o[1d & U1 OPISINO S29M 9 10J 9FRI0IS ‘SUONIPUOD PI[[ONUOI IIPUN )7 J& PAJONPUOD SBM SYIIM 7| PUB IN0J JO 93RI0NS ,

Fusarium in Sugar Beet

3. Manuskript 1

LT | (%L6)  (%9ST) (%8¢ (%88 (%6 | (LD  (%8€D)  (%sL)  (%0f)  (%TTD) pajosyul
S8¢ vLI 8L Sl 23 Ly 112 69 St 9¢ 19 §199q JO JaquInN
0v0‘c 0081 00S 00t 00t 00S 0vT'1 00S 0zl 0z1 00S Pa3ISa} $J09q JO IoquNN
S6¢ LI 6L L1 S¢ st L1T 0L 9 8¢ €9 K¢
IS 4 4 - - - Z I - - - wWnpuaUA 4
4% 81 9 S v € v SI - S v WnoUIdLY "o
I I - - - - I - - - I upjos
I - - - I - - - - - - sapro1yorjo0ds
N N N - - - - - - - - N\E\NEQSQSQ@ .HN
LO1 0S 4 14 SI 62 LS 9 S L1 6T SUd|0pa.L "o
I I - - I - - - - - - wnp.afijosd ",y
81 6 0 0 4 L 6 I - € S winiodsdxo "
1T 6 6 - - - 4 € 8 I - WNADIUIUDAS "o
0S 01 - - S S ov 41 - 01 81 yasinba
801 LY 0€ L 9 v 19 v 6T 4 9 WNAOWIND o]
ov 8T 8T - I - 4! 8 v - - S1/D2.420 "o
I I - I - - - - - - - UNa2DUAD "]
91 1 v 0 91 4 % 0 soroads

Z K4 (S99m) uoneinp 938101 K4 L(S199M) uoneInp a3e101S

£0/900C L00T 9002

L0/900C Ul SUONIPUOD d5.I0IS JUIIJJIP 0} PAOAIQNS $199q JeSNS WOIJ PIAJR[OSI SA109aS wintivsn,g *1 A 1dV.L

44



3. Manuskript 1: Fusarium in Sugar Beet

Pathogenicity test. First leaf symptoms were observed in plants inoculated with the
American Fob13 isolate after a latency of four weeks. Initially, one-sided interveinal chlorosis
followed by yellowing of the whole lamina was most prominent. Later, necrosis, downward
twisting of leaves and wilting of the plant was observed. However, foliar symptoms were
restricted to the beets inoculated with F. oxysporum f.sp. betae (Fob13). Only a single plant
inoculated with F. sambucinum showed complete wilting while exhibiting a severe root rot.
The two trials showed only slight differences in root symptoms. Therefore the results shown
in Fig. 1 were summarized over both trials, representing 20 plants per treatment. Root
symptoms were more evenly distributed across the inoculations of the different species than
foliar symptoms (Fig. 1), although most beets exhibited, if any, single or few brownish spots
within the central cylinder. One plant inoculated with F. oxysporum (O38) showed a brownish

discoloration of the whole central cylinder. But the most severe symptoms were again caused
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Fig. 1. Results of greenhouse pathogenicity test of Fusarium spp. in sugar beet. Beet
symptoms were rated according to a 0 (healthy) to 5 (beet completely necrotic) scale.
Numbers above bars indicate average disease score (n=20).

by Fob13, as expressed by the average disease score (Fig. 1). Nevertheless, cross sections of

some other beets inoculated with F. graminearum and F. sambucinum displayed comparable
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severe symptoms. Besides intense discoloration and necroses of vascular elements also
stunting of beets was observed. With one exception, root symptoms were limited to the
internal tissues. The only plants with symptoms on the root surface were those inoculated with
F. avenaceum; some of the beets had black necrotic lesions on the crown, restricted to the
cortex. Although several inoculated beets did not show any root symptoms, re-isolation of the

inoculated species was possible from almost all beets (data not shown).

Mycotoxygenic potential of Fusarium spp. isolated from sugar beet. Mycotoxin
production of Fusarium spp. on autoclaved rice grains is shown in Tables 2 and 3,
respectively. Results are arranged according to the ability of the different species to produce
trichothecenes. Generally, the results confirmed the species designation, but a few unexpected
mycotoxin combinations were found. With the exception of 064, all cultures of F. cerealis,
F. culmorum, and F. graminearum revealed rather low amounts of type B-trichothecenes,
while high amounts of ZEA and its derivatives were detected (Table 2). Simultaneous
production of DON- and NIV-derivatives was observed for isolates of F. culmorum (029,
064) and F. venenatum (086). The latter also showed the broadest range of mycotoxins in
this study, including type A- and B-trichothecenes (DON, NIV, FUS X, DAS, MAS, NEO,
T2) as well as BEAU. Type A-trichothecenes were also detected in cultures of F. equiseti,
F. sambucinum, and F. sporotrichioides (Table 2). The only isolate which produced FUM in
detectable amounts was taxonomically assigned to F. proliferatum (Table 3). Mycotoxin
production by F. redolens and F. oxysporum was restricted to the cyclohexadepsipeptides
(BEAU and ENNI) and MON. Although toxin production varied between the different
isolates of F. redolens, BEAU was much more prevalent than ENNI. On the contrary, in
cultures of F. oxysporum higher amounts of ENNI were detected (Table 3). Cultures of
F. avenaceum and F. tricinctum produced not only high levels of ENNI and MON, but also

significant amounts of 2-AOD-3-ol and AVENA Y. In addition to the results shown in Tables
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2 and 3, trace amounts of ENNI just above the LOD were found in some cultures of
F. cerealis, F. culmorum, F. equiseti, F. sambucinum, F. sporotrichioides, and F. venenatum,

traces of 3-ADON were determined in a culture of F. redolens (data not shown).

DISCUSSION

Species identification based on a morphological concept and supported by molecular data as
well as mycotoxin profiles provided a comprehensive overview of frequently occurring
Fusarium species in sugar beet roots. More than a dozen Fusarium spp. were detected, but
only seven were isolated at high frequencies. Although the percentage of individual species
varied slightly between 2006 and 2007, the species composition detected in the different
storage times and treatments remained almost constant. F. redolens always proved to be the
most frequently isolated species in freshly-harvested beets. This species is practically
unknown in agricultural crops but potato (42), though well known as pathogen in horticultural
crops (4,16,18). On the contrary, comparatively few isolates of F. oxysporum, main causal
agent of the severe yield and quality losses in the U.S. (22,23,25), were detected and all
isolates were obtained from obviously healthy looking beets. All other frequently isolated
species (F. cerealis, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, and F. tricinctum) are known
to be part of the FHB-complex in Europe (7,41) and therefore widespread in wheat-growing
areas.

Based on current taxonomic understanding, some of the detected morphological species
(F. graminearum, F. oxysporum, and F. solani) are comprised of a number of phylogenetic
and/or biological species (31,40,62). Further analyses will have to show if F. oxysporum
isolates obtained from obviously healthy-looking sugar beets might be distinguished

phylogenetically from the so called forma specialis betae.
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The alternating frequencies of F. redolens on the one hand and F. culmorum, F. cerealis, and
F. graminearum, in freshly-harvested and pile-stored beets, can be explained by saprotrophic
colonization via injuries caused during harvest. The same species shift was also observed in
beets stored under controlled conditions, supporting the hypothesis that the adhering soil is
the main inoculum source for postharvest Fusarium infection in sugar beet. Injuries (chopping
of crown and other mechanical damages) seem to facilitate the entrance so much so that even
under conditions unfavorable to the fungi (4°C) intense colonization can take place. External
factors (e.g. air dispersal of spores, rain, and temperature) do not appear to be crucial for
Fusarium infection after the beets were harvested.

No increase of the infection rate was observed during storage time, so it has to be questioned
if the detected species shift was due to a change in spatial distribution within the beet or to
suppression by better competitiveness. However, it must be considered that a complete spatial
analysis of the whole sugar beet tissue is not affordable. Therefore the infection rate of the
beets examined was presumably much higher than the detected 3.8-37.5%; unequal
distribution of fungal structures might have led to missing isolation. Fusarium interaction is
poorly understood, even for FHB pathogens, and strongly depends on interacting species and
environment (60,61). Future competition assays should investigate possible antagonistic
effects in sugar beet.

Although the infection pathway of Fusarium spp. in sugar beet remains unclear, the results of
the pathogenicity test clearly demonstrated fungal development within the host. Re-isolation
of all inoculated species from beets with or without root symptoms was possible, suggesting a
systemic infection from taproot or lateral roots with inter- or intracellular growth. Under these
experimental conditions, only isolates of F. sambucinum and F. graminearum caused damage
comparable to the pathogenic F. oxysporum f.sp. betae strain from Oregon, USA. While

F. graminearum has been described before to cause Fusarium yellows in sugar beet (22),
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F. sambucinum 1s more familiar as potato pathogen, causing potato dry rot (8). This study is
the first report of F. sambucinum isolated from sugar beet.

Fusarium spp. are frequently isolated from sugar beets displaying root rot symptoms in the
field (29,39,51). However, not all Fusarium strains isolated from plants are pathogenic.
Occurrence of endophytic Fusarium spp. has been described for various crops including
maize and weed beet (32). In the present study it was clearly demonstrated that Fusarium spp.
can be present in apparently healthy sugar beet, as none of the freshly-harvested beets had
visible disease symptoms. Therefore, not all isolates of Fusarium from rotted beet tissue are
necessarily the causal agents of the disease. They might also be co-inhabiting endophytes,
which means that the application of standardized greenhouse tests is mandatory for the
evaluation of pathogenicity. Nevertheless, the distinction between endophytes and
phytopathogens is fluid (46). Under stress conditions and/or predisposing damages, for
example by nematodes, endophytes may become pathogens.

The influence of crop rotation on the level of infection and Fusarium species composition in
sugar beet is unknown. The locations studied here have a history of wheat-sugar beet based
crop rotations for decades. It has to be assumed that a Fusarium population typical for these
crops has been established because of the longevity of fungal propagules (36,47). On the other
hand, the impact of sugar beet residues on crop rotation must also be considered. Most of the
species isolated are known to be major or minor components of the FHB-complex in Europe
(7). Burlakoti et al. (9,10,11) demonstrated that F. graminearum isolates collected from potato
and sugar beet were able to cause typical FHB-symptoms and characteristic mycotoxin
contamination in wheat. For the evaluation of sugar beet residues as a potential inoculum
source for the succeeding wheat culture, it is essential to investigate if this cross-pathogenicity
can also be found for other species frequently isolated.

Only a few studies are available referring to mycotoxin contamination in sugar beet.

Production of ZEA was reported to be ten times higher in rice cultures (0.7-1.9 mg/kg) than in
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incubated sugar beet slices, which indicated a lower production in planta (6). On the other
hand, ZEA was found in concentrations up to 4.65 mg/kg in sugar beet fibers and sugar beet
based feeds (5,48). Before implementing an expensive and time-consuming screening for
mycotoxins in sugar beet and sugar beet products, the first approach was to identify the
predominant toxins. A wide range of secondary metabolites was found in rice cultures of the
13 Fusarium spp. isolated from sugar beet. Except for a few new observations, the mycotoxin
profiles did not differ significantly when compared to isolates from other hosts (14) and are in
common with previous studies.

Although rice is commonly accepted as a standard medium for mycotoxin production, it is
still a natural substrate; mycotoxin background contamination cannot be excluded. Especially
for amounts just above the LOD it is difficult to distinguish between fungal production and
background contamination. This most probably explains the traces of 3-ADON detected in a
culture of F. redolens as well as the traces of ENNI in several cultures including F. cerealis,
F. culmorum, and F. solani. It is most likely that F. solani did not produce any of the toxins
tested.

The amounts of ZEA and its derivatives detected in cultures of F. culmorum, F. cerealis, and
F. graminearum are consistent with other reports (11,19), but nearly all isolates of F. cerealis,
F. culmorum, and F. graminearum tested, produced only low quantities of DON and NIV,
respectively, in vitro. DON as well as NIV and FUS X were detected in cultures of
F. culmorum (029, 064) and F. venenatum. Co-production of NIV and DON has been
reported for several strains of F. graminearum (13,30,53) and F. culmorum (37).
Interestingly, F. venenatum as well as F. equiseti revealed production of both type A- and B-
trichothecenes. Current understanding of the trichothecene biosynthetic pathway in Fusarium
indicates that also co-production of scirpenol, NIV, and DON derivatives is possible (14).

Regardless, the F. venenatum isolate exhibited a very interesting mycotoxin profile as also
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low amounts of BEAU were detected. This result was confirmed by an independent repetition
of a separately grown culture (data not shown).

F. tricinctum and F. avenaceum, two closely related species (56,57) shared a similar
mycotoxin profile of ENNI, MON, AVENA Y, and 2-AOD-3-o0l production. The latter has
only recently been discovered from F. avenaceum cultures (58). Although structurally
belonging to the sphingosine analogues like the fumonisins, the first in vitro tests revealed
cytotoxic but non ceramide synthase inhibiting properties of 2-AOD-3-0l (59).

F. redolens, in older publications sometimes referred to as F. oxysporum var. redolens, was
applied for the first time in a comprehensive mycotoxin profiling. Some strains of F. redolens
have been reported to produce FB;, FB,, and FB; (1), but none of the isolates tested in this
study produced amounts of these toxins above the LOD. Based on the observation that
F. redolens was the predominate species in freshly-harvested, apparently healthy beets, the
low pathogenic potential and the ability of this species to produce BEAU, MON, and ENNI in
high concentrations in vitro, a possible mutualistic effect can be hypothesized. BEAU and
ENNI are known to have insecticidal, anthelminthic and antibiotic functions
(15,20,21,27,28,52). The natural occurrence of these Fusarium mycotoxins in sugar beet has
yet to be determined, but if these toxins are produced in efficacious amounts in vivo, there
might be an advantage for the host to have endophytic colonization by this species.

Regarding the Fusarium species composition detected in sugar beet in this study, large
amounts of trichothecenes and ZEA are not to be expected in freshly-harvested and apparently
healthy looking beets. Species capable to produce DON and ZEA gain importance with
increasing storage duration. Therefore saprotrophic colonization during storage might explain
the high amounts of ZEA observed in previous studies (5,48). For a reliable analysis and risk
assessment of a potential mycotoxin contamination in sugar beet it is essential to use
representative samples with background information of agricultural practice including crop

rotation and soil tillage, as well as storage conditions and duration.
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The results of this study demonstrated that a large number of Fusarium spp. could colonize
sugar beets in the field and during storage. Fusarium spp. were also detected in asymptomatic,
apparently healthy beets, which suggests endophytic colonization. This is supported by the
low pathogenic potential of most species, apart from F. graminearum and F. sambucinum,
when tested in the greenhouse. The different species composition observed in freshly-
harvested and stored beets indicates a species shift due to saprotrophic colonization most
probably via injuries caused during harvest. Further studies are necessary to investigate the
role of endophytic and saprotrophic Fusarium infection on sugar beet culture and mycotoxin
contamination. Effects of single factors like damages due to harvest technology, variety, and
storage conditions need to be determined in order to develop recommendations for sugar beet
growers. The influence of crop rotation on the level of infection and Fusarium species
composition in sugar beet, as well as the influence of sugar beet residues on succeeding crops
also needs to be evaluated. Due to the multitude of mycotoxins produced in vitro, and the high
incidence of species producing BEAU, ENNI, and MON, an extensive screening is required
in order to examine the impact of mycotoxins in practice. Target toxins for future mycotoxin
analysis of sugar beets and sugar beet products should at least include type B-trichothecenes,

ZEA, BEAU, ENNI, and MON.
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ABSTRACT

Crop rotations with putative non-host crops like sugar beet are often recommended to reduce
Fusarium head blight (FHB) in cereals. However, recent observations have shown pathogenic,
endophytic, and saprotrophic colonization of sugar beet with various Fusarium species.
Therefore, strains of seven species frequently isolated from sugar beet were tested for
pathogenicity on wheat. Species-specific symptoms on heads and kernels were evaluated and
the grains were analyzed for 17 mycotoxins with LC-MS/MS. F. graminearum, F. culmorum,
and F. cerealis from sugar beet caused typical FHB symptoms and mycotoxin contamination
with deoxynivalenol and nivalenol, while a high incidence of black point was observed in
heads inoculated with F. tricinctum or F. equiseti. Black point kernels revealed 3.4 to 14.5
times higher mycotoxin concentrations than symptomless grains, containing up to 38,000
pg/kg enniatin Bl, 4,900 pg/kg moniliformin, and 5,500 pg/kg 2-amino-14,16-
dimethyloctadecan-3-ol, as well as 2,600 pg/kg monoacetoxyscirpenol, and 3,800 pg/kg
nivalenol. Monitoring of these latter two species in the field is hampered by the lack of typical
head symptoms after infection. In further experiments, the impact of sugar beet residues on
FHB severity and the correlation between mycotoxin contamination of cereal lots and the

amount of black point have to be evaluated.
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Fusarium head blight (FHB) has become one of the most important fungal diseases of small
grain cereals worldwide. Losses of about three billion dollars due to reduction in yield and
quality have been estimated in wheat and barley solely in the U.S.A. during the 1990s (63). In
addition, the contamination of cereal-based food and feed with various mycotoxins affecting
human and animal health is of great concern. Some countries have decided maximum levels
for the occurrence of mycotoxins in unprocessed and processed cereal products intended for
human consumption. In the European Union, such maximum levels are in effect for
deoxynivalenol (DON), zearalenone (ZEA), and fumonisins (2). While fumonisins are
considered to be potentially carcinogenic, DON, like other trichothecenes, is a strong inhibitor
of protein biosynthesis in mammals and affects the gastrointestinal tract. In contrast, ZEA
binds to the estrogen receptors and interferes with the endocrine system (5).

The main causal agent of FHB in Central Europe and the U.S. is Fusarium graminearum
(teleomorph Gibberella zeae), a potent producer of DON and ZEA (8,48). The typical
symptoms include partial or complete bleaching of the ear (“white heads”) and the occurrence
of shriveled and discolored (“scabby”) kernels. Nevertheless, the symptoms and mycotoxins
produced can be much more diverse, depending on the infecting species. Up to 17
Fusarium spp. have been isolated from diseased wheat heads, which are categorized as being
more or less significant species of the FHB complex (9,48,64). However, not all of them are
able to cause disease symptoms when inoculated under controlled conditions (52,61).
Fusarium infection and mycotoxin contamination of wheat is linked with environmental
conditions and agricultural practices. Weather conditions (i.e. temperature, humidity, rainfall)
prior to anthesis and from flowering through the soft dough stage are crucial for inoculum
production and head infection (19,64). Crop rotation, tillage, growth of resistant varieties, and
fungicide application play a major role in FHB management (20). Crop residues on the soil
surface have been shown to be the main inoculum source (36,42,51). While small-grain

cereals pose a medium risk, maize is supposed to be the worst preceding crop to wheat with
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regard to FHB severity and DON contamination (18,56). As a result, crop rotations with so-
called non-host crops, like sugar beet, potatoes or vegetables, have been recommended to
reduce inoculum density (1).

However, recent observations have challenged this beneficial impact of sugar beet since
pathogenic, endophytic as well as saprotrophic colonization of sugar beet with typical FHB
pathogens like F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, and F. avenaceum has been
detected during growth and storage (7,14,28,29). In some years and regions of Germany and
Switzerland, an increased incidence of F. culmorum (38) and F. graminearum (30) was
detected in wheat grown after sugar beet. In a crop rotation trial in Germany, the DON
content of wheat succeeding sugar beet or potatoes was twice as high as the DON content of
wheat following wheat or barley (47). Greenhouse inoculations revealed that F. graminearum
strains isolated from sugar beet and potatoes were also pathogenic on wheat and caused
comparable mycotoxin profiles and amounts as strains isolated from wheat (10,12). Fusarium
spp. colonizing sugar beet are more or less as numerous as the species occurring in wheat. A
total of thirteen different Fusarium spp. have been isolated from freshly harvested and stored
sugar beet in Lower Saxony, Germany (14). However, except for F. graminearum, the
pathogenicity of sugar-beet-derived Fusarium spp. on wheat has not yet been determined.

The purposes of this study were (i) to determine the pathogenicity on wheat of the seven most
frequently isolated Fusarium spp. from sugar beet, (ii) to identify species-specific symptom
development and mycotoxin production in wheat, and (iii) to examine a possible association
between mycotoxin contents and the observed black point symptoms caused by F. equiseti

and F. tricinctum.
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MATERIAL AND METHODS

Fungal isolates and inoculum preparation. Single spore isolates of the seven most
frequently isolated Fusarium spp. from sugar beet, as described in a previous study (14), were
used for the inoculation of wheat heads: F. cerealis strain no. 045 (DSM23356), F. culmorum
029 (DSM23354), F. equiseti O19 (DSM23353), F.graminearum 014 (DSM23352),
F. oxysporum 038 (DSM23355), F.redolens O1 (DSM23351), and F. tricinctum 063
(DSM23357). The strains were previously characterized for their pathogenicity to sugar beet
and their mycotoxin profiles on autoclaved rice grains (14), and had been deposited at the
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ), Braunschweig, Germany.
As reference strain for the evaluation of pathogenicity and aggressiveness, a F. graminearum
strain (Fgl42) from wheat, which had caused severe FHB symptoms in previous experiments
(unpublished data), was used. The strains were maintained as conidia suspensions in 15%
(v/v) glycerol at -80°C. Prior to use, the strains were subcultured on potato dextrose agar
(PDA) at 22°C in the dark. For the inoculum preparation, Erlenmeyer flasks containing water
and 2% (w/v) wheat straw were autoclaved twice and inoculated with two plugs of an actively
growing culture on PDA (7-10 days old). After 14 days, the spore suspensions were filtered
through two layers of cheesecloth and the spore concentrations were adjusted with sterile tap
water to 2.5x10° spores per ml with 0.2% Tween 20. No distinction was made between
macro- and microconidia.

Plant material. Fusarium-susceptible red hard spring wheat cultivar ‘Kadrilj” (SW Seed,
Svalof, Sweden) was sown in 9x9 cm pots filled with standard potting mixture (sand, potting
soil and steamed compost in a ratio of 3:12:4) in the greenhouse. All secondary shoots were
removed in order to obtain equally developed plants with one tiller each per pot. A total of
eighty plants were inoculated per treatment and randomly subdivided in four subsets with 20

plants each for kernel examination; however, plants displaying deformed or short ears were
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excluded. The plants were fertilized weekly with ammonium nitrate (containing 27% total
nitrogen) from the beginning of stem elongation to the dough stage and kept at 20/14°C
(day/night) with a photoperiod of 16 h and an average humidity of 50%.

Pathogenicity assay and postharvest examination of kernels. At anthesis when half of the
anthers were extruded, the wheat heads were inoculated individually by spraying the spore
suspension with a hand atomizer to the point of runoff. Heads sprayed with sterile distilled
water were used as negative controls. After inoculation, the heads were covered with
transparent polyethylene bags to maintain 100% humidity for 48 h. The heads were visually
scored for symptoms on husks and rachis on a daily basis. The symptoms caused by the
different Fusarium spp. varied widely; however, in order to assess pathogenicity, each
affected spikelet showing a single brown spot or complete bleaching was defined as diseased.
As the term FHB is normally applied to more severe symptoms, a disease index (DI) was
determined. The DI was calculated at 7, 14, and 21 days post inoculation (dpi) according to
the following formula:

disease severity disease incidence
X

%)=
DI(%) 100 100

%100

Disease severity refers to the percentage of symptom-bearing spikelets per head, while disease
incidence represents the percentage of symptom-bearing heads per treatment.

At maturity, the wheat heads were harvested and threshed by hand. The grains of each
repetition and treatment were scored for kernel symptoms. All shriveled, moldy or white and
red discolored kernels were considered as scabby, while black point was defined according to
Hanson and Christensen (27) as a dark discoloration normally restricted to the embryo and
adjacent areas, sometimes extending to the crease. Subsequently, the grains were used for re-
isolation and mycotoxin analysis.

For the fungal re-isolation, 25 kernels per treatment were surface sterilized with 1.5% sodium
hypochlorite for 2 min, rinsed three times in sterile distilled water and blotted dry on sterile

68



4. Manuskript 2: Pathogenicity on Wheat

filter paper. The kernels were placed on PDA and incubated at 22°C under normal daylight
conditions for ten days. Species identification was based on morphological traits on synthetic
nutrient agar (SNA) cultured at 25°C in the dark (24,37,46). The fungal isolates were
compared with the originally inoculated strains.

Mycotoxin analysis. Because of low seed set in some treatments, grains from two subsets
each were pooled and ground with a centrifugal mill (ZM 200, Retsch, Haan, Germany) to a
fine flour. The samples were stored at -20°C until analysis at the Center for Analytical
Chemistry, Department for Agrobiotechnology (IFA, Tulln, Austria), following an LC-
MS/MS-based method which has been described previously (54,55). The amounts of
mycotoxins given in Table 2 are the means of the two independent results. All of the samples
were tested for DON, DON-3-glucoside, 3- and 15-acetyldeoxynivalenol (ADON), nivalenol
(NIV), fusarenon X (FUSX; syn. 4-acetylnivalenol), diacetoxyscirpenol (DAS),
monoacetoxyscirpenol (MAS), zearalenone (ZEA), aurofusarin (AURQO), beauvericin
(BEAU), enniatins (ENNI) A, Al, B, B1, and B2, as well as moniliformin (MON), equisetin
(EQUI), 2-amino-14,16-dimethyloctadecan-3-ol (2-AOD-3-0l), and avenacein Y (AVENA
Y). The external calibration was performed with a liquid multi-toxin standard. A blank sample
was spiked at one concentration level in triplicate. When the recovery was out of range (100 +
10%), the results were corrected. The limit of detection (LOD) was calculated for each of the
toxins.

Mycotoxin formation in black point kernels infected with F. equiseti and F. tricinctum.
In a separate experiment, the Fusarium-susceptible wheat cultivar ‘Tybalt’ (Saaten Union,
Leopoldshohe, Germany) was spray inoculated on the heads with a mixture of three isolates
each of F. equiseti (017, O19, and 090) and F. tricinctum (032, O35, and O63) with a final
concentration of 2.5x10° spores per ml in order to determine the association between the
specific mycotoxin formation and the occurrence of black point. Plant growth conditions,

inoculation procedure, and mycotoxin analysis were performed as described above, except for
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the average humidity in the greenhouse which was 60%. After harvest, the grains were
classified into healthy-looking and black point kernels. Mycotoxin analysis of these fractions
was restricted to the species-specific mycotoxins detected in the inoculation experiment
described above: 1.e. NIV, MAS, DAS, and EQUI for F. equiseti-infected kernels as well as
ENNI A, Al, B, Bl1, and B2, MON, 2-AOD-3-0l, and AVENA for F. tricinctum-infected
kernels.

Statistical analysis. All of the experiments were conducted twice to confirm the
reproducibility of the results. Single plant scores (n =77 - 80) were used for comparison of DI
at each rating date, while the kernel symptoms were expressed as the percentage of scabby or
black point kernels in each of the four independent repetitions. The data analyses were
performed with STATISTICA 9 (Stat Soft, Tulsa, Oklahoma/USA). Analysis of variance
(ANOVA) and differences among means as determined by Tukey’s pair-wise test (a<0.05)

were used for the differentiation of treatments.

RESULTS

Pathogenicity and symptom development of sugar beet isolates on wheat. Five of the
seven Fusarium spp. isolated from sugar beet were pathogenic on the spring wheat cv.
‘Kadrilj’, although the symptoms varied widely between the various species. The overall
disease level differed between the two replications of the experiment; however, the species
ranking in relation to their aggressiveness remained the same. The disease indices given in
Table 1 represent the results of one trial set-up. For all seven species, a constant increase in DI
was observed from 7 to 21 dpi. F. graminearum from sugar beet proved to be the most
aggressive strain in the study, although it did not differ significantly from the F. graminearum
strain isolated from wheat at 21 dpi. No significant difference between the F. graminearum

reference strain from wheat and F. culmorum was observed (Table 1). The DIs induced by
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F. cerealis were generally on a lower level than the DI induced by F. graminearum from

wheat or sugar beet and F. culmorum; however, the symptom development was quite similar.

TABLE 1. Mean disease indices after artificial inoculation of cultivar ‘Kadrilj” with seven
Fusarium spp. isolated from sugar beet compared to a F. graminearum reference strain from
wheat. Means within columns followed by the same letter are not significantly different
(Tukey pair-wise test, a< 0.05)

Disease index (%)

n 7dpi 14 dpi 21 dpi
F. graminearum (wheat) 79 28.76 ab 4735 a 55.53 ab
F. graminearum 79 30.76 a 50.96 a 61.08 a
F. culmorum 77 3194 a 43.38 ab 47.23 be
F. cerealis 77 2323 b 38.12 b 43.18 ¢
F. oxysporum 78 0 d 0 d 0 e
F. redolens 79 0 d 0.05 d 0.06 e
F. equiseti 79 897 ¢ 1571 ¢ 1711 d
F. tricinctum 80 .13 d 9.69 ¢ 12.16 d
water 80 0 d 0 d 0 e

The most typical symptoms were completely bleached spikelets and the brown discoloration
of rachis segments. Ripening was accelerated and typical white heads without any kernel
formation were observed in the heads inoculated with F. graminearum, independent of the
initial host plant. The symptoms caused by F. cerealis had less devastating effects than
F. graminearum as larger parts of the heads stayed green, apart from some discolored spots.
The symptoms caused by F. equiseti and F. tricinctum were much less conspicuous. In most
cases, only slight discolorations on the palea and/or lemma were noted, which sometimes
became only visible when the florets were twisted (Figure 1). F. tricinctum typically induced
necroses on the very edge of the glumes in some spikelets (Figure 1) and led to a delayed
disease development as the initial symptoms were seldom noted before 10 dpi. After this

period, the disease developed fast and the mean DI at 14 dpi was more than eight times higher
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Fig. 1. Characteristic symptoms caused by F. tricinctum and F. equiseti isolated from sugar
beet on wheat cv. ‘Kadrilj” following spray inoculation. Necrotic edges of glumes were
typical symptoms of F. tricinctum (A). Apart from that, slight discolorations on palea and
lemma, sometimes only visible when twisting glumes or florets, were usually the only sign of
infection with F. equiseti and F. tricinctum (B-D).

than at 7 dpi. Generally, inoculation with F. equiseti and F. tricinctum resulted in a
significantly lower DI compared to F. graminearum, F.culmorum, and F. cerealis.
F. redolens and F. oxysporum did not cause any symptoms differing from the water control
(Table 1); however, all the species inoculated were re-isolated from surface-sterilized grains
in a range from 84% to 100% (data not shown). The lowest re-isolation rates were obtained
for F. graminearum, while recovery from F. redolens and F. oxysporum reached 100%. No

fungal growth was observed for the water control.
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Kernel symptoms. Similarly, the disease symptoms on the kernels varied greatly, depending
on the inoculated species (Figure 2). Besides the expected scabby kernels, typical for FHB,
sometimes a dark discoloration of the embryo and adjacent areas was observed and identified
as black point. F. graminearum from sugar beet caused significantly more scabby kernels
(mean 52.9% =+ 4.1) than the F. graminearum strain from wheat (32.5% + 4.8). In
comparison, F. culmorum-inoculated heads displayed a significantly lower incidence of
scabby kernels (24.4% =+ 2.0). Black point symptoms generally occurred on a lower level than
scab and were only sporadically noted for F. graminearum and F. culmorum. The grains from
the ears inoculated with F. equiseti and F. tricinctum were almost healthy-looking, except for
the observation that they displayed the highest incidence of black point kernels with averages
of 5.8% (£ 0.5) and 6.4% (£ 1.5), respectively (Figure 2). F. cerealis took an intermediate
position as the amount of black point (4.1% =+ 0.8) as well as of scabby kernels (18.5% + 4.2)
differed significantly from the water control (Figure 2).

Mycotoxin contamination of grains. Grains inoculated with F. graminearum, F. culmorum,
and F. cerealis contained high amounts of trichothecenes, while only traces of ZEA were
detected (Table 2). More than twice as much DON was detected in the grains from the heads
inoculated with the F. graminearum strain from sugar beet compared to the reference strain
from wheat. Simultaneously, DON-3-glucoside occurred at a ratio of 10.1% (sugar beet
strain) and 14.9% (wheat strain) of the DON concentration. Low amounts of DON-3-
glucoside were also detected in the kernels inoculated with the NIV-producing isolates of
F. culmorum and F. cerealis. A simultaneous occurrence of DON and NIV was observed for
these strains as well as for the F. graminearum strain from sugar beet. However, the
production of the “minor” trichothecene in either the DON or NIV chemotypes did not exceed
1.1%. NIV and its derivative FUS X were mainly found in the grains infected with

F. culmorum, F. cerealis, and F. equiseti (Table 2). In addition to NIV and the type A
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Fig. 2. Percentage of scabby kernels (A) and black point kernels (B) induced in wheat cv.
‘Kadrilj’ following artificial inoculation with seven Fusarium spp. isolated from sugar beet
compared to a F. graminearum strain from wheat. Medians with non-overlapping letter ranges
differed significantly (¢<0.05, Tukey pair-wise test).

trichothecenes MAS and DAS, high amounts of EQUI were also detected in the F. equiseti-
infected grains. The grains infected with F. tricinctum revealed AURO, MON, 2-AOD-3-ol,
and AVENA as well as considerable concentrations of enniatins (Table 2). Enniatins, together
with BEAU, were also found in the grains infected with F. oxysporum and F. redolens,

although the amounts were comparatively low (Table 2).

Mycotoxin formation in black point kernels infected with F. equiseti and F. tricinctum.
The symptom development for F. equiseti and F. tricinctum on cv. ‘Tybalt’ was the same as

described above for the individual strains inoculated on the cv. ‘Kadrilj’. However, with
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16.6% (F. equiseti) and 38.6% (F. tricinctum), the incidence of black point kernels in the cv.
‘Tybalt’ was higher than in the previous experiment, where not only a different cultivar but
also a strain mixture for inoculation was used. The symptomless, apparently healthy kernels
from F. equiseti- and F. tricinctum-infected heads displayed up to 560 pg/kg MAS and
490 ng/kg NIV (Table 3) as well as 6,700 ng/kg ENNI B1 and 470 pg/kg MON (Table 4) in
addition to the presence of other toxins in small amounts. The mycotoxin content of the
healthy-looking and black point kernels differed by ratios between 3.4 and 14.5 (Tables 3 and
4). The highest increase was observed for 2-AOD-3-ol, with 5,500 pg/kg in the black point

kernels. In contrast, AVENA was not detected in healthy-looking kernels (Table 4).

TABLE 3. Comparison of mycotoxin contents in different kernel fractions of wheat cv.
‘Tybalt’ inoculated with F. equiseti

Mycotoxin content (ug/kg)

Kernel fraction NIV DAS MAS EQUI
Ee‘inﬂélllsy'IOOking 490 7 560 200
Black point kernels 3,800 39 2,600 710
Ratio 7.6 5.4 4.6 3.6

NIV: nivalenol, DAS: diacetoxiscirpenol, MAS: monoacetoxiscirpenol EQUI: equisetin

TABLE 4. Comparison of mycotoxin contents in different kernel fractions of wheat cv.
‘Tybalt’ inoculated with F. tricinctum

Mycotoxin content (ng/kg)

Kernel fraction ENNIA ENNIAI ENNIB ENNIBI ENNI B2 MON 2-AOD-3-o0l AVENA

Healthy-looking

810 4,000 2,700 6,700 160 470 380 <LOD
kernels
Black point 6,200 20,000 9,100 38,000 1,700 4,900 5,500 130
kernels
Ratio 7.7 5 3.4 5.7 10.6 10.4 14.5 n.d.

ENNI: enniatin, MON: moniliformin, 2-AOD-3-ol: 2-amino-14,16-dimethyloctadecan-3-ol, AVENA: avenacein Y, LOD: level of
detection
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DISCUSSION

Apart from F. graminearum (10), sugar beet isolates of four additional Fusarium spp. proved
to be pathogenic on wheat heads. Their aggressiveness decreased in the following order:
F. graminearum > F. culmorum = F. cerealis > F. equiseti = F. tricinctum. F. oxysporum and
F. redolens hardly produced any symptoms under the given environmental conditions.
However, all seven Fusarium strains isolated from sugar beet were able to penetrate the wheat
husks and infect the heads at least endophytically after spray inoculation as re-isolation was
possible in high percentages for all of them. Therefore, following inoculation a broad range of
Fusarium spp. isolated from sugar beet is pathogenic in wheat.

An average of three tons of sugar beet residues (whole beets, removed crowns, and root
fragments) per hectare remain in the field with conventionally applied harvesting techniques
(26). Regarding the observation that the cereal-pathogenic species F. culmorum, F. cerealis,
and F. graminearum prevail in sugar beets subjected to long-term storage (14), the impact of
sugar beet residues on FHB infection of the succeeding wheat culture needs to be evaluated.
Hypothesizing that these species are also prevalent in sugar beet debris (which is nothing else
than long-term stored and injured sugar beet tissue), these residues might provide a potential
inoculum source.

The F. graminearum strain from sugar beet was the most aggressive one applied in this study,
even more aggressive, although not significantly, than the control strain isolated from wheat.
This might be due to intraspecific variation and may therefore not be considered as a general
conclusion. However, F. graminearum from sugar beet and potato also proved to be more
aggressive than cereal isolates in a previous study (10). Phylogenetic analyses might help to
understand whether these differences in aggressiveness have a genetic base. However, based
on ten variable number tandem repeat (VNTR) markers, Burlakoti et al. (11) found no

evidence for large genetic variation in G. zeae populations isolated from barley, wheat, potato,
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and sugar beet in the Upper Midwest of the United States. F. graminearum is not known for
pronounced host specificity (24,43); cereal-pathogenic Fusarium isolates have also been
obtained from common weeds (32), representing alternative hosts, as well.

The sugar beet strain of F. graminearum used in this study led to a DON contamination of
grains twice as high as was observed for the reference strain from wheat. DON is supposed to
be an essential factor for aggressiveness (3,4), while, in general, NIV producers are thought to
be less aggressive (22,44,45). However, the DI and percentage of scabby kernels caused by
the NIV-producing strains of F. culmorum and F. cerealis did not differ significantly from the
DON-producing F. graminearum strain from wheat. This is similar to the results of Carter et
al. (13), who found no difference in the aggressiveness of DON- and NIV-producing isolates
in wheat, although the NIV chemotypes were more aggressive in maize.

In addition to the high DON contents found, significant amounts of DON-3-G were detected
in the F. graminearum-infected grains. Glucose-conjugated or “masked” mycotoxins escape
routine detection methods but are transformed to their toxic precursors after hydrolysis in the
gastrointestinal tract and might contribute to human and animal mycotoxicosis (23).
Interestingly, low levels of DON-3-G were detected besides minor concentrations of DON
also in the NIV-producing strains of F. culmorum and F. cerealis. Concomitant production of
DON and NIV has been reported before (53). However, to the best of the authors’ knowledge,
co-occurrence of NIV and masked DON has not been described before. However, slight
background contamination cannot be excluded in greenhouse experiments and these results
will have to be confirmed by further investigations.

A constant increase in the DI from 7 to 21 dpi was observed for all five pathogenic strains
tested. For F. graminearum, F. culmorum, and F. cerealis, this could be explained by the
fungus’ systemic growth via the rachis and subsequent secondary infections of other spikelets.
Discoloration of rachis segments was observed in the majority of the heads inoculated with

these species.
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The infection process of F. culmorum and F. graminearum has been comprehensively studied
by light, confocal laser scanning, and transmission electron microscopy (31,34,35). In
contrast, such studies are lacking for F. equiseti and F. tricinctum. These latter two species
have been reported as causing only necrosis in inoculated spikelets after point inoculation
(52,61). In the present investigation, F. tricinctum had the longest latency. It might be
possible that the species’ difficulty in penetrating into the floret might have led to external
hyphal growth along the glumes and delayed primary infections. This may also explain the
typical symptom of necrotic glume edges, becoming visible around 10 dpi, found with this
species.

The symptom descriptions for the so-called less important species of the FHB complex are
ambiguous in the literature. Kane et al. (33), after applying high inoculum densities of
F. tricinctum, reported that the number of kernels per head, unlike the 1000-kernel weight,
was reduced, although no severe symptoms were observed. In contrast, Vargo et al. (60)
described the symptoms of F. fricinctum as resembling FHB, except that the kernels were not
affected. For the same reasons, F. equiseti and F. poae have also been classified as being
weakly pathogenic compared to F. graminearum, F. culmorum, and F. avenaceum (21). Only
a few heads inoculated with F. equiseti and F. tricinctum in this study revealed typical FHB
symptoms, i.e. bleaching of single spikelets. Scabby kernels were not produced. The less
obvious symptoms on the palea and lemma sometimes only became visible when the glumes
or florets were twisted.

Monitoring of such symptoms in the field would be most laborious and might be considered
as unnecessary since the yield is supposed to be not affected. However, after spray inoculation
in the greenhouse, the kernels revealed a high amount of toxigenic secondary fungal
metabolites, including type A trichothecenes, NIV, FUS X, and MON. As even grains from
inoculated heads were almost healthy-looking, there is a high probability that naturally

infected kernels might pass the different steps of grain processing, leading to the occurrence
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of “hidden” mycotoxins in food and feed. The low level of black point was the only visible
sign of a disorder in the grains from F. equiseti- or F. tricinctum-inoculated heads after
harvest.

Field surveys have pointed out that black point is often associated with Alternaria spp. and
Cochliobolus sativus (27,40). Fusarium spp. have also been frequently isolated from black
point kernels, but a correlation with symptom development has been only verified for
F. proliferatum and F. avenaceum (15,25). Since the baking quality of cereal lots with high
levels of black point is unaffected (39,49), black point is often referred to as an aesthetic
disorder only important for grain grading. However, black point kernels infected with
F. avenaceum displayed higher MON concentrations than healthy-looking kernels (25).
Desjardins et al. (17) detected significant amounts of black point and FUM in wheat kernels
infected with F. proliferatum. This is consistent with the results of the present study as all the
detected mycotoxins were increased in black point kernels. Kernels of cv. ‘Tybalt” with black
point symptoms exhibited 3.4 to 14.5 times higher mycotoxin contents compared to
symptomless kernels. The greatest increase was observed for 2-AOD-3-ol, a sphingosine
analogue, which has only recently been described (58). The maximum concentration in
naturally infected grains was reported to be quite low with only 56 pg/kg in a Finnish wheat
sample (59). It might be of interest to analyze the occurrence of this toxin in cereal lots
exhibiting a greater incidence of black point as in this study up to 5,500 pg/kg were found in
black point kernels.

Nevertheless, black point is not specific for Fusarium or even fungal infection. It has been
assumed that black point is not a disease, but may be a physiological response to certain
humid conditions involving peroxidase activity on phenolic compounds (41,62). This is
contradictory to the detection of greater amounts of mycotoxins in black point kernels,
indicating higher fungal activity. Black point was only associated with F. equiseti,

F. tricinctum, and F. cerealis, while this symptom was only sporadically observed in the
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grains inoculated with other Fusarium spp. and lacking in the water control; all of which were
kept under the same humidity conditions. Therefore, as long as potentially further associated
fungi or triggering factors are not known, a possible mycotoxin contamination of cereal lots
with high levels of black point has to be assumed. Color screening, usually performed for
grading or breeding purposes (6,16,50), and sorting of grain might help to decrease mycotoxin
content.

The influence of crop rotation on these less important components of the FHB complex is not
well understood as usually only typical FHB heads are sampled in field surveys. However, a
significant difference was detected in the range of species from diseased and randomly
sampled grains (57). Because of their rather minimal symptoms, the impact of species like
F. equiseti and F. tricinctum on mycotoxin contamination might be underestimated. Surveys
less restricted to white heads and DON might contribute to a more impartial view in
determining the risk deriving from Fusarium infections in wheat and any associated

mycotoxin contamination.
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5.1 Lagerungsversuche Zuckerriiben

5.1.1 Auftreten unterschiedlicher Fusarium spp. in ungelagerten und
gelagerten Zuckerriiben

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 395 Fusarium Isolate aus den insgesamt 3.040
untersuchten Zuckerriiben gewonnen. Dies entspricht einer durchschnittlichen Isolationsrate
von 12,7%. Die Isolate wurden, basierend auf dem morphologischen Spezieskonzept, 13
Arten zugeordnet. Das Vorkommen von F. sambucinum in Zuckerriibe wird dabei zum ersten
Mal beschrieben, wihrend die anderen Arten bereits in vorangegangenen Publikationen im
Zusammenhang mit Zuckerriiben erwéhnt wurden (Bosch und Mirocha, 1992; Hanson und
Hill, 2004; Nitschke et al., 2009; Schneider und Musters van Oorschott, 2008). Zusammen
mit F. acuminatum (Ruppel, 1991), F. verticillioides (Hanson und Hill, 2004), F. sulphureum
(Burlakoti et al., 2006) und F. subglutinans (Bosch und Mirocha, 1992) sind damit bisher 17
Fusarium spp. aus Zuckerriiben isoliert worden. Das heillt, das Fusarium Artspektrum in
Zuckerriiben ist dhnlich zahlreich, wie das fiir Weizen beschriebene (Parry et al., 1995). Eine
phylogenetische, intraspezifische Differenzierung von F. oxysporum, F. graminearum und
F. solani wurde nicht vorgenommen, da zunichst einmal nur das Auftreten der Arten sowie
deren Pathogenitdit und mykotoxigenes Potential untersucht werden sollten. In
weiterfilhrenden Analysen sollte jedoch analysiert werden, ob sich aus Zuckerriiben isolierte
Fusarien phylogenetisch von Fusarien unterscheiden, die aus anderen Wirten isoliert wurden.

Abgesehen von einzelnen Isolaten anderer Spezies traten sieben Arten in hoherer Frequenz
auf. F. cerealis, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum und F. tricinctum werden alle
mehr oder minder hidufig im Zusammenhang mit FHB von Weizenédhren isoliert (Bottalico
und Perrone, 2002; De Nijs et al., 1996; Oerke et al., 2010). Angesichts dessen, dass die

Zuckerriiben, die die Grundlage der beschriebenen Versuche darstellen, auf zwei Standorten
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mit Weizen-dominierter Fruchtfolge angebaut wurden, der langen Persistenz von
Chlamydosporen im Boden (McKeen und Wensley, 1961; Sitton und Cook, 1981) und der
daraus zu vermutenden Akkumulation von getreidepathogenen Fusarien, ist das héufige
Auftreten dieser Arten nicht verwunderlich. Es ist zu untersuchen, ob Zuckerriiben, die in
anderen Regionen oder anderen Fruchtfolgen, z.B. mit Mais, Raps oder Kartoffeln stehen,
eine andere Fusarium Artzusammensetzung aufweisen.

Eine interessante Ausnahme von den typischen getreidepathogenen Fusarium spp. bildet
F. redolens. Mit 45 bzw. 61% in 2006/2007 wurde diese Art am hdufigsten aus frisch
geernteten Zuckerriiben isoliert. F. redolens wird vor allem als Pathogen in gartenbaulichen
Kulturen beschrieben, darunter Spargel (Baayen et al., 2000), Nelke (Gerlach und Pag, 1961)
und Linse (Riccioni et al., 2008). Es gibt aulerdem eine Veroffentlichung, die sich auf die
Pathogenitit in Kartoffel bezieht (Rai, 1981). Johnston und Greaney (1942) beschreiben
dartiber hinaus, dass F. redolens zwar manchmal im Zusammenhang mit FuBkrankheiten bei
Weizen isoliert wird, nach kiinstlicher Inokulation aber keine Symptome hervorrufen konnte.
In ackerbaulichen Kulturen ist diese Art ansonsten so gut wie unbekannt. Eine
Erklarungsmoglichkeit dafiir ist die immer noch vorherrschende morphologische
Artdifferenzierung. F. redolens kann morphologisch sehr leicht mit F. oxysporum oder
F. solani verwechselt werden (Baayen et al., 2001; Leslie und Summerell, 2006). Wéhrend
letztere Art zu den oben genannten Einzelisolaten zdhlt, war die geringe Isolationsrate von
F. oxysporum tiberraschend. Zum einen ist F. oxysporum ein ubiquitdrer Bodenbewohner und
in vielen unterschiedlichen Wirtspflanzen pathogen (Di Pietro et al., 2003; Leslie und
Summerell, 2006), zum anderen ist F. oxysporum, wirtschaftlich betrachtet, die wichtigste
Fusarium Art in Zuckerriiben. Durch Fob kommt es in den USA zu erheblichen Verlusten im
Riiben- und Weizuckerertrag (Hanson und Jacobsen, 2009). Das Vorkommen dieser Art in
gesunden Riiben wird daher in Kapitel 5.2, Pathogenitidt von Fusarium spp. in Zuckerriibe,

gesondert diskutiert.
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Ahnlich wie bei Weizen (Christensen und Kaufmann, 1969), konnten die Fusarium Isolate in
Feld- und Lagerpilze eingeteilt werden. Diese FEinteilung bezieht sich bisher nur auf die
Fusarium Artebene, es ist jedoch zu untersuchen, ob sich die Besiedlung von Zuckerriiben,
wie eben bei Weizen beschrieben, auch auf Gattungebene (z.B. Alternaria, Aspergillus,
Penicillium) unterscheidet. F. redolens war die dominante Art in erntefrischen und kurzfristig
gelagerten Riiben, wihrend mit zunehmender Lagerungsdauer verstirkt F. culmorum,
F. cerealis und F. graminearum isoliert wurden. Die Konstanz, mit der diese unterschiedliche
Artzusammensetzung in frisch geernteten bzw. kurzfristig gelagerten Zuckerriiben im
Vergleich zu langfristig gelagerten beobachtet wurde, ist erstaunlich. Die Ergebnisse wurden
nicht nur in zwei unterschiedlichen Umwelten (Mietenlagerung und kontrollierte Lagerung)
erzielt, sondern waren auch jeweils im zweiten Jahr reproduzierbar. Bei FHB in Weizen
werden normalerweise grofe Schwankungen in Bezug auf Infektionsrate und Artspektrum
beobachtet (Bottalico und Perrone, 2002; De Nijs et al., 1996). Moglicherweise hingt die
beobachtete Konstanz im Fusarium Artspektrum bei Zuckerriiben damit zusammen, dass
bodenbiirtige Infektionen nicht so sehr von Wetter-Variablen abhingig sind, wie die
Ahreninfektion bei Weizen. Dies kann aber im Moment nur Spekulation sein, da der
Infektionsweg und damit auch befallsbeeinflussende Faktoren bei Zuckerriiben noch nicht

hinreichend untersucht sind.

5.1.2 Isolationsrate vs. Infektionsrate: Schwierigkeiten bei der
Quantifizierung von Fusarium in Zuckerriiben

Die Isolation von Fusarium spp. war nicht mit dem Auftreten von Riibenfdulen oder anderen
typischen Fusarium Symptomen korreliert. Zum Zeitpunkt der Ernte wurden weder am Blatt
noch am Riibenkorper Symptome beobachtet, die auf eine Infektion mit Fusarium hingedeutet
hitten. Trotzdem wurden aus 12,2% (2006) bzw. 9,4% (2007) der frisch-geernteten

Zuckerriiben Fusarien isoliert. Nach Definition von Petrini (1991) werden alle
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Mikroorganismen, die aus dem symptomlosen, inneren Gewebe eines Wirts isoliert werden,
als Endophyten bezeichnet. Bei der Untersuchung von Endophyten mit klassischen in vitro
Methoden gilt dabei folgende Regel: ,,The number of endophytes (strains and species)
depends on how much care, time and Petri-dishes are used in a study” (Hyde und Soytong,
2008). Der Stichprobenumfang (,,Petri-dishes™), einerseits auf die Anzahl untersuchter
Pflanzen und andererseits auf die Anzahl an Gewebeproben pro Pflanze bezogen, beeinflusst
demnach die Isolationsrate. Gerade der letzte Punkt stellt eine mogliche Fehlerquelle dar, da
keine gleichmiBige Kolonisierung des Wirts zu erwarten ist und es bei Probennahme im
zufillig nicht-kolonisierten Gewebe zu falsch-negativen Ergebnissen kommt. FEine
umfangreiche rdumliche Analyse von Zuckerriiben wire jedoch aus praktischen Griinden
(Masse) auf einzelne Pflanzen beschrinkt, so dass auch dadurch keine verldsslichen Aussagen
zur Artzusammensetzung in einer groBeren Einheit (Feld, Region, etc.) moglich wiren.
Dariiber hinaus werden bei der Isolation von Mikroorganismen auf einem kiinstlichen
Nédhrmedium schnell-wachsende Arten begiinstigt. Andere Arten mit langsamerem Wachstum
oder spezifischen Néhrstoffanspriichen werden nur in einem geringen Mafle bzw. gar nicht
detektiert (Hyde und Soytong, 2008; Schulz und Boyle, 2005). Bei zeitlichen Analysen, wie
hier in Bezug auf die Lagerdauer, kommt das Problem hinzu, dass aufgrund der destruktiven
Probennahme zu jedem Termin andere Pflanzen untersucht werden miissen, da es bei
Mehrfachbeprobung der gleichen Zuckerriibe zu Kreuzkontaminationen kommen konnte.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde versucht, diesen Problemen mit sehr grof3en Stichproben —
bezogen auf die Pflanzenanzahl — zu begegnen. Die Gewebestiickchen wurden grundsétzlich
an einer vorab definierten Stelle aus der Mitte der Zuckerriibe entnommen. Die oben bereits
erwdhnte Konstanz im Artspektrum zeigt, dass diese Methode zu reproduzierbaren
Ergebnissen fiihrt. Allerdings ist die Isolation und Bestimmung sehr zeit- und
arbeitsaufwendig, zudem deuten die schwankenden Isolationsraten zwischen den einzelnen

Varianten darauf hin, dass auch diese Methode nicht optimal ist und die reale Infektionsrate
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mit (endophytischen) Fusarium spp. in Zuckerriiben vermutlich weit hoher liegt als die
gefundenen 3,8 — 37,5%. Molekulare Techniken, bei denen die gesamte DNA einer
Wirtspflanze extrahiert wird, konnten solche Fehler vermeiden und zumindest theoretisch
einen zuverlissigen Uberblick iiber alle kolonisierenden Spezies liefern. Voraussetzung ist
allerdings, dass, je nach angewandter Methode, spezifische Primer oder
Datenbankinformationen fiir die einzelnen Arten vorliegen. Mogliche molekulare Methoden
zum Studium pilzlicher Diversitit in Pflanzen sind z.B. die Messung der Biomasse mit
quantitativer Real-Time PCR (Tellenbach et al. 2010), Klonieren (Seena et al., 2008) oder
,Denaturing Gradient Gel Electrophoresis” (DGGE, Kowalchuk et al., 1997).

Mit Hilfe molekularer Techniken konnte die rdumliche Verteilung von Fusarium spp. in ein-
zelnen Riibenabschnitten (Kopf, Hypokotyl, Bereich der Wurzelrinne, Wurzelspitze, etc.)
weit einfacher bestimmt werden als durch in vitro Verfahren. Der Probendurchsatz ist jedoch
auch bei diesen Verfahren durch die Masse der Zuckerriibe begrenzt. Das Hauptproblem ist
die Oberflachensterilisation vor der Gesamt-DNA-Extraktion. Erdanhang und Epiphyten
miissen vollstindig entfernt werden, da ansonsten Kontaminationen zu falsch-positiven
Ergebnissen fithren. Schilen, Tauchen in Natriumhypochloridlosung oder Abflammen ist
zwar zu Versuchszwecken bei einzelnen Riiben moglich, fiir groBBere Stichproben aber kaum

durchzufiihren.

5.2 Pathogenitit von Fusarium spp. in Zuckerriibe

Fast alle im Rahmen dieser Arbeit getesteten Fusarium lIsolate zeigten nur ein geringes
pathogenes Potential an Zuckerriibenjungpflanzen unter den gegebenen Bedingungen. Einzig
F. graminearum und F. sambucinum konnten Symptome auslésen, die mit denen von Fob
vergleichbar waren. Wird jedoch der mittlere Boniturwert dieser Isolate von 1,15 bzw. 1,7 mit

dem von Fob (3,65) verglichen, fillt auf, dass diese Symptome nur auf einzelne Riiben
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beschréankt waren, wéhrend der Rest keine oder nur leichte Symptome zeigte. Selbst in den
USA, wo in einigen Anbaugebieten groBBe Ertragsverluste durch ,,Fusarium Yellows” und
,Fusarium Root Rot” auftreten, ist nicht jedes Isolat ein Pathogen. Hanson und Hill (2004)
isolierten 62 Fusarien aus Zuckerriiben mit deutlichen ,,Fusarium Yellows”-Symptomen. In
Pathogenitétstesten konnten davon jedoch nur 21% Symptome erzeugen. Auch Ruppel (1991)
isolierte aus ,,Fusarium Yellows”-Zuckerriilben zu 75% Fusarien, die unter kontrollierten
Bedingungen apathogen waren. Von daher ist fraglich, ob es sich bei den Fusarien, die in
letzter Zeit auch hdufig aus europdischen Zuckerriiben mit Riibenfdulen oder ,,Fusarium
Yellows”-dhnlichen Symptomen isoliert werden (z.B. Anonymus, 2007b; Karadimos und
Karaoglanidis, 2006; Nitschke et al., 2009; StoiSin et al., 2006), um Primirerreger,
Saprobionten oder Endophyten handelt.

Pathogenititsteste sind mit einem hohen Arbeits- und Platzaufwand verbunden, so dass meist
nur wenige Isolate getestet werden konnen. Sie sind aber dringend notwendig, um einen
Zusammenhang zwischen im Feld beobachteten Symptomen und den isolierten
Mikroorganismen nachzuweisen, und somit potentielle Pathogene von eher saprotrophen oder
eher endophytischen Isolaten zu trennen. Dabei miissen allerdings die Testbedingungen
kritisch betrachtet werden. Die Aggressivitit eines Isolats kann durch unterschiedliche
biotische und abiotische Faktoren beeinflusst werden. So wurde bei Fusarium in Zuckerriiben
u.a. ein Zusammenhang mit dem Auftreten von Nematoden (Jorgenson, 1970) oder
Giirtelschorf (Petersen und Schlinker, 2003) festgestellt. Fob Isolate, die bei 30°C pathogen
waren, erwiesen sich bei 20°C als apathogen (Harveson und Rush, 2008). Ein Einfluss von
Bodenfeuchtigkeit und Konkurrenz durch andere Mikroorganismen ist ebenfalls anzunehmen.
Meist sind solche Faktoren jedoch nicht bekannt oder sie lassen sich nur schwer unter
kontrollierten Bedingungen nachbilden. Zudem ist die Einteilung in Endophyten,

Saprobionten oder Pathogene nicht ganz einfach. Dass ein Isolat in einer Wirtspflanze zu
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Abbildung 4: Unterschiedliche Lebensformen von F. cerealis. Das Isolat O45 wurde aus
einer 16 Wochen gelagerten Riibe mit deutlicher Lagerfiule gewonnen (A, Quer- und Léngs-
schnitt unterhalb der Kopfstelle), wichst endophytisch in inokulierten Jungpflanzen (B),
saprotroph nach kiinstlicher Verletzung und Inokulation von ca. 5 Monate alten Zuckerriiben
(C) und ist pathogen im Weizen (D) (Photos D. Christ).

einem bestimmten Zeitpunkt endophytisch ist, bedeutet nicht, dass es diesen Zustand
grundsétzlich in allen Entwicklungsstadien bzw. auch in anderen Wirtspflanzen beibehalten
muss. AuBerdem werden Sorteneffekte fiir Fob in Zuckerriiben beschrieben (Hanson et al.,

2009).
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Auch Endophyten besitzen ein gewisses pathogenes Potential, sonst konnten sie nicht in die
Pflanze eindringen. Schulz und Boyle (2005) bezeichnen diese Beziehung als balancierten
Antagonismus und nennen unterschiedliche Beispiele dafiir, dass sich Endophyten durch
Umweltreize auch zu Pathogenen entwickeln konnen. Abbildung 4 zeigt das F. cerealis Isolat
045, welches aus einer 16 Wochen lang gelagerten Zuckerriibe mit deutlicher Lagerfaule
gewonnen wurde (A). Im Pathogenititstest konnten damit keine Symptome an Zuckerriiben-
Jungpflanzen erzeugt werden (B), allerdings war Re-Isolation moglich. Das heif3t, der Pilz ist
endophytisch gewachsen. Bei Inokulation von dlteren Zuckerriiben nach Verletzung (Christ
und Varrelmann, 2010) entstand dagegen eine tiefgehende Riibenfidule (C), vergleichbar mit
der Lagerfdule, aus der dieses Isolat urspriinglich gewonnen wurde. F. cerealis konnte also
erst durch saprotrophes Wachstum die Zuckerriibe schidigen. Im Weizen dagegen traten auch
ohne Verletzung Symptome nach Spriihinokulation auf (D). Das heift, ein Isolat kann, je nach
Wirtspflanze und (Entwicklungs-) Zustand, sowohl Endophyt, Saprobiont als auch Pathogen
sein.

Wie oben geschildert, war vor allem die niedrige Isolationsrate von F. oxysporum (18 Isolate
von insgesamt 395) iiberraschend. Alle Isolate wurden aus symptomlosen Zuckerriiben
gewonnen. Zudem zeigt die durchschnittliche Boniturnote von 0,6 im Pathogenitdtstest nur
ein geringes pathogenes Potential. Auch Ruppel (1991) beschreibt, dass nur elf von 27
F. oxysporum-Isolaten im Gewichshaus Symptome an Zuckerriibenjungpflanzen verursachen
konnten. Andererseits gibt es aber auch hochpathogene Isolate von F. oxysporum (Hanson
und Hill, 2004; Hanson et al., 2009). Die Pathogenititsmechanismen in Zuckerriibe sind
bisher nicht geklart, zudem wird die Untersuchung durch die intraspezifische Variabilitdt und
die beobachtete Wechselwirkung zwischen Sorte und Isolat (Hanson et al., 2009) kompliziert.
Einen Uberblick iiber die Literatur zu den molekularen Grundlagen der Pathogenitit von
F. oxysporum in anderen Wirtspflanzen liefern u.a. Rep (2005), Kistler (2007) und Michielse

und Rep (2009). Fiir F. oxysporum f. sp. lycopersici sind vor kurzem sogenannte ,,lineage-
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specific (LS) genomic regions” beschrieben worden (Ma et al., 2010). Diese Bereiche erstre-
cken sich tiber vier Chromosomen und sind reich an Transposons und Virulenzgenen. Die
Ubertragung von LS-Chromosomen auf einen apathogenen F. oxysporum Stamm fiihrte dazu,
dass auch dieser zum Pathogen wurde. Inwieweit sich moglicherweise solche LS-Regionen
fiir einen molekularen Nachweis von Pathogenitit in bestimmten Wirtspflanzen eignen, muss
noch untersucht werden. Phylogenetische Analysen haben jedoch gezeigt, dass eine forma
specialis auch polyphyletisch sein kann, wihrend an unterschiedlichen Wirtspflanzen

pathogene Stimme einen gleichen Vorfahren haben konnen (O’Donnell et al., 1998).

5.3 Mykotoxinbildung von aus Zuckerriibe isolierten Fusarium spp.

Obwohl die Zuckerriibe bereits seit 1931 als Wirtspflanze von Fusarium bekannt ist (Stewart,
1931) und Fusarien als potente Mykotoxinproduzenten gelten, wurde dieser Zusammenhang
bisher kaum untersucht. Es gibt nur zwei Publikationen, die das Vorkommen von ZEA in
Zuckerriiben bzw. Zuckerriibenprodukten beschreiben (Bosch und Mirocha, 1992; Skrinjar et
al., 1995), eine zur Trichothecen-Produktion von F. graminearum aus Zuckerriiben in Reis
(Burlakoti et al., 2008) und eine zur Trichothecen-, MON- und ZEA-Produktion von fiinf
Isolaten unterschiedlicher Herkunft (Mais, Weizen, Zuckerriibe) auf Zuckerriibenscheiben in
vitro (Bosch et al., 1992). Angesichts der 17 bisher aus Zuckerriibe isolierten Fusarium Arten
(siche Kapitel 5.1.1 Auftreten unterschiedlicher Fusarium spp. in ungelagerten und gelagerten
Zuckerriiben), ist jedoch auch mit dem Auftreten anderer Mykotoxine zu rechnen. Vor der
Untersuchung von Mykotoxinen in Zuckerriiben wurden zundchst einmal die
Mykotoxinprofile aller 13 im Feldversuch gefundenen Arten in einem Standardmedium mit
LC-MS/MS analysiert. Ziel war zum einen dadurch zukiinftige Analysen auf die wichtigsten
Toxine eingrenzen zu kénnen und zum anderen die Mykotoxinproduktion von Fusarium spp.
aus unterschiedlichen Wirtspflanzen zu vergleichen.
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Angesichts der Haufigkeit, mit der F. redolens aus erntefrischen Zuckerriiben isoliert wurde,
war das Mykotoxinprofil dieser Art von besonderem Interesse. Abbas et al. (1995) berichten
iiber die Produktion von FB;, FB; und FB; durch sieben F. redolens Isolate aus Weymouth-
Kiefern (Pinus strobus L.) und umgebenden Boden. Fumonisine gelten, wie in Kapitel 1.2.1
Fusarium Mykotoxine beschrieben, als kanzerogen. Von daher wurden auch, im Vergleich zu
anderen Arten, mehr Isolate von F. redolens getestet. Jedoch wurde bei keinem der hier
untersuchten Isolate FB;, FB, oder FB; oberhalb des LOD gemessen. Stattdessen wurden zum
Teil sehr hohe Konzentrationen an BEAU (17.300 — 1.580.000 pg/kg), Enniatinen (z.B. 0 —
17.400 pg/kg ENNI A) und MON (0 — 76.400 ng/kg) gefunden.

Die meisten Isolate von F. culmorum, F. cerealis und F. graminearum produzierten in vitro
hohe Mengen an ZEA sowie relativ geringe Mengen an DON, NIV und deren acetylierten
Derivaten. Dies ist insofern {iberraschend, als dass Reis eigentlich eine gute Matrix fiir DON-
Bildung ist (Greenhalgh et al., 1983). Dass aber auch Isolate, die in vitro nur sehr geringe
Mengen oder gar keine Trichothecene bilden, in planta zu hohen Kontaminationen fithren
konnen, wurde bei der Untersuchung des inokulierten Weizens gezeigt. Wihren bei 029 in
vitro nur Trichothecen-Spuren von 0,02 pg/kg NIV und 0,2 pg/kg FUS X gemessen wurden,
lagen die Gehalte im Weizen bei 8.239 pg/kg NIV und 755 pg/kg FUS X. Die umgekehrte
Situation wurde bei ZEA beobachtet. Das Isolat O14 produzierte in vitro 437.000 pg/kg, im
Weizen wurde jedoch nur 1 pg/kg detektiert. Auch Gang et al. (1998) und Desjardins et al.
(1998) beobachteten keine Korrelation fiir die DON- bzw. FUM-Produktion in vitro und in
planta. Das heilit, dass bei in vitro Analysen nur die Bandbreite an Toxinen bestimmt wird,
die eine Art auf Grund ihrer genetischen Voraussetzungen produzieren kann. Ob und in
welcher Hohe sie dies auch in Wirtspflanzen tut, hidngt dann in hohem MafBle von den
Umweltbedingungen und vom Isolat ab.

Quantitative Unterschiede zeigen sich auch beim Vergleich der in vitro Mykotoxin-

Produktion in unterschiedlichen Substraten. Uhlig et al. (2008) berichten, dass drei
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F. avenaceum Isolate in Reis nur sehr niedrige Gehalte an 2-AOD-3-ol produzierten, wéhrend
in Weizen bzw. Hafer bis zu 1.000-fach hohere Konzentrationen gemessen wurden. Auch in
der vorliegenden Arbeit wurde 2-AOD-3-ol in Kulturen von F. avenaceum und F. tricinctum
gefunden. Mit bis zu 3.090.000 pg/kg wurden aber, trotz Reissubstrat, sehr hohe Mengen
dieses Toxins detektiert. Bei 2-AOD-3-o0l handelt es sich um ein Mykotoxin, dass erst 2005
beschrieben (Uhlig et al., 2005) und dementsprechend bisher kaum untersucht worden ist.
Strukturell dhnelt es den Fumonisinen. Allerdings hat 2-AOD-3-ol in ersten in vitro Tests
bisher nur eine cytotoxische Wirkung gezeigt, ohne die Ceramidsynthase zu hemmen (Uhlig
et al., 2008), weitere Untersuchungen zur Toxizitdt miissen jedoch noch folgen. In natiirlich
infizierten Weizenproben aus Skandinavien wurde eine maximale 2-AOD-3-o0l Konzentration
von 56 ng/kg gemessen (Uhlig et al., 2008). Dass aber auch hohere Konzentrationen in planta
auftreten konnen, zeigen die Inokulationsversuche mit F. tricinctum und Sommerweizen im
Gewichshaus. In unsortierten Kornern von cv. ,Kadrilj* lag der Gehalt bei 317 ng/kg,
wihrend in Kornern der Sorte ,Tybalt® mit Black Point-Symptomen 5.500 pg/kg gemessen
wurden.

F. venenatum zeigte das umfangreichste Mykotoxinprofil in der hier durchgefiihrten Arbeit.
Neben hohen Gehalten an A-Trichothecenen wurden auch NIV, FUS X, DON und BEAU
detektiert. Zwar ist einerseits die Parallelproduktion von Scirpenolderivaten und NIV bei
F. equiseti und andererseits die Parallelproduktion von DON und NIV bei F. graminearum
beschrieben worden (Sugiura et al., 1990; Desjardins, 2006), die gleichzeitige Produktion von
DON, NIV und FUS X sowie DAS, MAS, NEO und T-2 durch F. venenatum ist jedoch
ungewoOhnlich. Dementsprechend wurde die Messung mit einer unabhidngig angezogenen
Kultur in Reis einer anderen Charge wiederholt. Dabei wurde die erste Messung mit
346 ng/lkg DON, 1.010 pg/kg NIV, 6.420 pglkg FUS X sowie 447.000 pg/kg DAS,
6.910 pg/kg MAS und 3.100 pg/kg NEO bestétigt. Zudem wurden auch in der Wiederholung

515 pug/kg BEAU gefunden. Bei einem natiirlichen Substrat wie Reis muss zwar mit einer
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Hintergrundkontamination gerechnet werden, in der Blankkontrolle wurden jedoch nur
Spuren (< 10 pg/kg) von ENNI und BEAU gefunden, die das Profil des Isolates nicht erklaren
konnen, weitere Untersuchungen miissen daher folgen.

Abgesehen von dem ungewohnlich umfangreichen Mykotoxinprofil von F. venenatum
unterschieden sich die Mykotoxinprofile der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Fusarium spp. aus Zuckerriibe nicht von denen, die fiir andere Wirte publiziert sind
(Desjardins, 2006). Dies ist in Einklang mit Burlakoti et al. (2008b), die keine Unterschiede in
der Trichothecen-Produktion von F. graminearum aus Zuckerriibbe, Weizen, Gerste und
Kartoffel gefunden haben. Durch die Ergebnisse der in vitro Mykotoxinproduktion wurde
somit zudem die Artidentifizierung bestitigt. Dariiber hinaus wurden Schwerpunkte fiir die
zukiinftige Analyse von Zuckerriibenbrei definiert. Diese sollte unter Berlicksichtigung der
ermittelten Fusarium spp. und deren Mykotoxinprofilen mindestens fiir DON, NIV sowie

deren acetylierte Derivate, ZEA, BEAU, ENNI und MON erfolgen.

5.4 Bedeutung einer moglichen Mykotoxinkontamination von Zuckerriiben

Es gibt, wie oben erwihnt, nur sehr wenige Veroffentlichungen iiber das Vorkommen von
Mykotoxinen in Zuckerriiben und Zuckerriibenprodukten. Bosch und Mirocha (1992) fanden
in sechs von 25 untersuchten Feldriiben wihrend der Vegetationszeit ZEA in einer
Konzentration von 12 — 391 ng/kg. Bei der Interpretation muss man jedoch beachten, dass die
untersuchten Riiben deutliche Blattsymptome (Chlorosen, Welke und Nekrose des
Blattapparates) und Myzelbildung an den Wurzeln aufwiesen. Das heif3t, es handelte sich in
diesem Fall nicht um représentative Stichproben. Auch eigene Untersuchungen haben gezeigt,
dass Einzelriiben mit deutlicher Lagerfaule sehr hohe Toxingehalte aufweisen konnen. Bis zu
1.452 ng/kg ZEA und bis zu 14.025 pg/kg DON wurden gemessen (Christ und Varrelmann,

2010). Bei groBeren, repriasentativen Stichproben aus Lagerungsversuchen lagen dagegen alle
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auf DON, ZEA und FUM untersuchten Proben unter oder kurz oberhalb der Nachweisgrenze.
Nur in Zuckerriiben von der Mietenoberflaiche wurden nach 12 wochiger Lagerung erhohte
Gehalte an DON (262 —500 pg/kg) und ZEA (43 — 158 pg/kg) gemessen (Christ und
Varrelmann, 2010).

Angesichts der unterschiedlichen Artspektren in frischen und langfristig gelagerten
Zuckerriiben unterscheidet sich vermutlich auch das Mykotoxinspektrum abhingig von der
Lagerdauer. F. redolens und F. oxysporum, die 53 bzw. 76% (2006/2007) der Fusarium spp.
in erntefrischen Zuckerriiben darstellten, konnen nur MON sowie die Cyclohexadepsipeptide
BEAU und ENNI produzieren. F. culmorum, F. cerealis und F. graminearum, die in der
Summe 50 bzw. 84,8% (2006/2007) der Fusarien in 16 Wochen lang gelagerten Zuckerriiben
ausmachten, produzieren dagegen ZEA sowie DON, NIV und deren acetylierte Derivate. In
frischen bzw. kurzfristig gelagerten Zuckerriiben ist daher eher mit BEAU, ENNI und MON
zu rechnen, wihrend ZEA und B-Trichothecene vermutlich erst durch den saprotrophen
Befall mit zunehmender Lagerdauer in groBeren Mengen auftreten. Bisher wurde das
Vorkommen von BEAU, ENNI und MON in Feldriiben noch nicht untersucht. BEAU und
ENNI  konnen moglicherweise durch ihre antimikrobiellen, insektiziden und
anthelminthischen Eigenschaften (Gdumann et al., 1947; Grove und Pople, 1980; Gupta et al.,
1991; Jeschke et al., 2003; Strongman et al., 1988) zur Stirkung der pflanzeneigenen Abwehr
beitragen. Fiir andere Wirt-Endophyt-Komplexe ist eine solche mutualistische Gesellschaft
bereits beschrieben (Ownley et al., 2010). In diesem Falle wire die endophytische Besiedlung
mit apathogenen F. redolens oder F.oxysporum Isolaten dann sogar vorteilhaft fiir die
Zuckerriibe. Diese Hypothese muss zundchst durch die kiinstliche Inokulation von
Zuckerriiben mit F. redolens und anschlieBender Mykotoxinanalyse untermauert werden. In
einem zweiten Schritt kann dann eine mogliche mutualistische Beziehung durch gleichzeitige
Inokulation von Zuckerriiben mit F. redolens und Pathogenen wie z.B. Fob, Rhizoctonia

solani oder Nematoden untersucht werden. Dariiberhinaus muss auch die Bedeutung einzelner
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Faktoren (z.B. Verletzung, Temperatur, Mietenpflege etc.) untersucht werden, die zur
Entwicklung von Lagerfaule und damit verbundener Mykotoxinkontamination fiihren.

Die Mykotoxinbelastung von Lebens- und Futtermitteln kann durch Verarbeitungsschritte wie
Sortierung, Reinigung, Mahlen, Brauen, Kochen, Backen, Einfrieren, Rosten, Frittieren,
diverse  Konservierungsmethoden sowie  Extrusionsverfahren  verringert  werden.
Verarbeitungsschritte mit hohen Temperaturen fithren dabei meist zu einer besseren
Reduktion von Mykotoxinen als eine Verarbeitung bei niedrigen Temperaturen (Bullermann
und Bianchini, 2007). Der Effekt variiert allerdings je nach betrachtetem Toxin. Der ZEA-
Gehalt von Maismehl konnte selbst nach zwoélftédgiger Erhitzung auf 110°C nicht signifikant
gesenkt werden (Lauren und Smith, 2001). Erhitzen von Maisgrit fiir 44 h bei 150°C fiihrte
ebenso zu keiner Verringerung des ZEA-Gehaltes, wihrend der ZEA-Gehalt von Weizenmehl
nach Erhitzen fiir 1 h bei 150°C immerhin um 29% reduziert wurde. Dies konnte mit einer
Erhoéhung der Temperatur auf 200°C noch auf 69% Reduktion gesteigert werden (Bennett et
al.,, 1980). ZEA kann zudem einen grofen pH-Bereich tolerieren und ist bei pH 7 am
stabilsten (Ryu et al., 2003). Auch DON und FUM sind sehr hitzestabil, beim Kochen von
Nudeln aus natiirlich kontaminiertem Hartweizen, konnen diese Toxine aber aufgrund ihrer
Wasserloslichkeit ausgeschwemmt werden (El-Sayed et al., 2003; Kushiro, 2008).

Inwieweit die industrielle Zuckergewinnung zur Reduktion von evtl. vorhandenen
Mykotoxinen beitragen kann, ist noch nicht untersucht. Die Temperatur wihrend der
Saftgewinnung ist mit ca. 70°C (Asadi, 2006) allerdings zu niedrig, um DON oder ZEA zu
reduzieren. Fiir DON ist eine Auswaschung vorstellbar, ZEA dagegen ist so gut wie unloslich
in Wasser. Von daher ist eine umfassende Reduktion dieses Toxins wihrend der Verarbeitung
eher unwahrscheinlich. Es ist vielmehr mit einer Konzentration in der zuriickbleibenden
Trockensubstanz zu rechnen. Die hohen ZEA-Werte, die Bosch und Mirocha (1992) nach der

Verarbeitung in Zuckerriibenfasern gefunden haben (bis zu 4.650 pg/kg) und die hohe ZEA-
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Konzentration (960 pg/kg) in Zuckerriibenschnitzeln, die zur Wiederkéuerfiitterung bestimmt
waren (Skrinjar et al., 1995), unterstiitzen diese Theorie.

Zuckerriiben basierte Futtermittel werden in erster Linie bei Wiederkduern eingesetzt, einer
Tiergruppe, die im Gegensatz zu Schweinen als relativ unempfindlich gegeniiber ZEA gilt.
Trotzdem gibt es Berichte, wonach es auch bei Kiithen nach der Fiitterung von hochbelasteten
Futtermitteln zur Infertilitdt gekommen ist (Mirocha et al., 1968). Bosch und Mirocha (1992)
schlieBen auf einen moglichen Zusammenhang zwischen Fertilitdtsstorungen von Milchkiihen
und der Fiitterung von ZEA-belasteten Zuckerriibenschnitzeln. Es ist daher erforderlich, den
Verbleib von Mykotoxinen in unterschiedlichen Fraktionen (Feldriiben, Waschwasser,
Dicksaft, Schnitzel, etc.) zu untersuchen. Durch die gezielte Inokulation von Zuckerriiben
unter kontrollierten Bedingungen im Gewéchshaus oder im Lager mit einzelnen Fusarium
Arten kann hierfiir ein natiirlich kontaminiertes Substrat hergestellt werden. Durch sténdige

Probennahme kann dann der Einfluss einzelner Prozessierungschritte bestimmt werden.

5.5 Pathogenitiit von aus Zuckerriibe isolierten Fusarium spp. in Weizen

Vor allem nach Vorfrucht Mais werden hohe FHB-Befallsstidrken und DON-Konzentrationen
im nachgebauten Weizen gemessen, wihrend andere Getreidearten als Vorfrucht ein mittleres
Risiko darstellen und die Zuckerriibe als ,,Gesundfrucht” gilt (sieche Kapitel 1.3.1 Fusarium
Head Blight in Weizen). Wie die folgenden Beispiele zeigen, treten verstiarkter Fusarium
Befall und erhohte Mykotoxinkontaminationen aber auch nach Vorfrucht Zuckerriibe auf. So
wurden in einer bundesweiten Felderhebung auf 970 Feldern in den Erntejahren 2003 bis
2005 vergleichbare DON-Konzentrationen nach den Vorfriichten Winterweizen und
Zuckerriibe bei nicht-wendender Bodenbearbeitung detektiert. Grenzwertiiberschreitungen
nach Vorfrucht Zuckerriibe wurden dabei in einem der drei Jahre gefunden. In diesem Jahr

zeigten viermal mehr Proben mit Vorfrucht Zuckerriibbe Werte oberhalb von 1.250 ng/kg als
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Proben mit Vorfrucht Winterweizen (Weinert et al., 2007). In Fruchtfolgeversuchen in Bayern
wurde zudem eine doppelt so hohe DON-Belastung des Weizens nach Vorfrucht Zuckerriibe
im Vergleich zu den Vorfriichten Weizen oder Gerste gefunden (Obst et al., 1997). Hecker et
al. (2009) fanden in einigen Jahren verstirkten Befall mit F. graminearum nach Vorfrucht Zu-
ckerriibe in der Schweiz, wihrend im Rheinland ein verstiarkter Befall mit F. culmorum beo-
bachtet wurde (Lienemann, 2002). Im Jahr 2007 wurden sowohl in einer anfilligen als auch
einer resistenten Weizensorte nach Vorfrucht Zuckerriibe deutliche Grenzwertiiberschreitun-
gen fiir DON gefunden, wéhrend dies in den zwei folgenden Versuchsjahren nicht beobachtet
wurde (Godecke und von Tiedemann, 2010).

Aufgrund der genannten Freilanderhebungen ist eine Briickenfunktion von Zuckerriiben bei
der Infektion von Weizen mit FHB zu untersuchen. Burlakoti et al. (2007) haben in diesem
Zusammenhang gezeigt, dass F. graminearum Isolate aus Zuckerriibe und Kartoffel auch im
Weizen pathogen sind. In der vorliegenden Arbeit wurden neben F. graminearum, Zuckerrii-
ben-Isolate weiterer Arten auf ihre Kreuzpathogenitit in Weizen untersucht. Die Versuche
wurden mit dem Sprithinokulationsverfahren durchgefiihrt, da dadurch die natiirlichen Bedin-
gungen (Landung von Sporen auf unverletztem Gewebe) besser nachgebildet werden als
durch Punktinokulation (Injektion von Sporensuspension in einzelne Ahrchen). So konnte
gezeigt werden, dass die aus Zuckerriibe isolierten Fusarien aggressiv genug waren, um die
pflanzlichen Barrieren (Walter et al., 2010) zu iiberwinden, und alle getesteten Isolate den
Weizen zumindest endophytisch kolonisieren konnten. Der DI und der DON-Gehalt des
F. graminearum lsolats aus Zuckerriibe waren dabei sogar hoher als der des Weizenisolats.
Auch Burlakoti et al. (2007) beobachteten, dass F. graminearum lIsolate aus Zuckerriibe und
Kartoffel nach kiinstlicher Inokulation mindestens die gleichen, wenn nicht sogar schwerere
FHB-Symptome und hohere Mykotoxinkontamination in Weizen hervorriefen als

Weizenisolate. Mit F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti und F. tricinctum erwiesen sich
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Zuckerriiben-Isolate von vier weiteren Spezies als pathogen in Weizen. Symptomauspriagung,
Befallsstirke und Befallshdufigkeit variierten dabei jedoch sehr stark.

F. culmorum war, genau wie F. cerealis, ein starker NIV-Produzent in Weizen. Der DI von
F. culmorum wich zudem nicht signifikant vom DI des DON-produzierenden F. graminearum
Isolats aus Weizen ab. Dies ist insofern interessant, als dass DON-Chemotypen allgemein als
aggressiver beschrieben werden, als NIV-Chemotypen (Gang et al., 1998; Miedaner und
Reinbrecht, 2001; Muthomi et al., 2000). Allerdings fanden auch Carter et al. (2002) keinen
Unterschied der Symptomausprigung von DON- und NIV-produzierenden Isolaten in
Weizen, wihrend NIV-Produzenten deutlich aggressiver in Mais waren. DON gilt nicht als
Pathogenitétsfaktor, da eine lokale Symptomausbildung auch bei 77i5-Knockout-Mutanten
beobachtet werden kann, die weder in vitro noch in planta DON produzieren. Allerdings ist
DON entscheidend fiir die systemische Ausbreitung und damit fiir die Aggressivitit (Bai et al.
(2001, 2002). Ob ein solcher Zusammenhang auch auf NIV {ibertragbar ist, wurde noch nicht
untersucht, ist aufgrund der nahen Verwandtschaft der Toxine jedoch zu vermuten.

Die Symptome von F. graminearum, F. culmorum und F. cerealis entsprachen grof3tenteils
denen, die klassischerweise fiir FHB beschrieben werden (siehe Kapitel 1.3.1 Fusarium Head
Blight in Weizen). Zum sogenannten FHB-Komplex zéhlen aber alle Arten, die mehr oder
weniger haufig von FHB-Ahren isoliert werden, darunter auch F. equiseti, F. tricinctum und
F. oxysporum (Bottalico und Perrone, 2002). Die Bewertung von Feldstudien zur
Artzusammensetzung wird dadurch erschwert, dass je nach Art unterschiedliche, mehr oder
weniger ertragsrelevante Symptome zu erwarten sind. So zeigte F. oxysporum weder in der
hier durchgefiihrten Arbeit, noch im einzigen bisher publizierten Pathogenitétstest (Wilcoxson
et al.,, 1988) Symptome, die sich von denen der Kontrolle unterschieden. Und auch die
unauffilligen, meist auf wenige Ahrchen beschrinkten Verbriunungen von F. equiseti und
F. tricinctum unterschieden sich deutlich von den charakteristischen FHB-Symptomen, zumal

keine Schrumpfkorner ausgebildet wurden. Dieser Effekt scheint nicht darauf zurtickzufithren
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zu sein, dass hier Isolate aus Zuckerriibe verwendet wurden, da auch Kane et al. (1987),
Vargo et al. (1981) und Fernandez und Chen (2005) &hnliche Beobachtungen bei der
Inokulation mit Weizen-Isolaten dieser Spezies gemacht haben. F. equiseti und F. tricinctum
wurden auBerdem von Stack und McMullen (1985) sowie Wilcoxson et al. (1988) nach
Punktinokulation als nur schwach pathogen eingeordnet, da nur die inokulierten Ahrchen
Symptome zeigten. Es ist auf der anderen Seite auch nicht zu erwarten, dass 17
unterschiedliche Fusarium spp. die gleichen Symptome verursachen. Von daher sollte dariiber
nachgedacht werden, nicht alle Fusarieninfektionen in Weizen mit dem gleichen Begriff zu
bezeichnen, sondern den Symptomen Rechnung zu tragen. Weder der englische Begriff
,Fusarium Head Blight” (to blight: engl. vernichten, verderben, zerstéren) noch die ,,particlle
Taubihrigkeit” im Deutschen, beschreiben die dezenten Symptome, die u.a. von F. equiseti
oder F. tricinctum verursacht werden. FHB sollte dementsprechend Arten wie
F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis und F. avenaceum vorbehalten werden, die
wirklich ,,vernichtende” Auswirkungen auf die Ahre haben bzw. zum Ausbleichen groBer
Teile fiithren.

Diese Verallgemeinerung von Fusarium Infektion und FHB kann dazu fiithren, dass die
Frequenz von Fusarium spp., die weniger offensichtliche Symptome verursachen oder
endophytisch im Weizen vorkommen, nicht korrekt bestimmt wird. Beim Monitoring im Feld
bzw. bei der Untersuchung des im Weizen vorkommenden Artspektrums werden hiufig nur
typische FHB-Ahren verwendet. T6th (1997) berichtet, dass sich das Artspektrum signifikant
unterschied, je nachdem, ob Ahren zufillig oder aber gezielt auf FHB-Symptome hin
ausgewdhlt wurden. Aus ertragsrelevanter Sicht mag die Konzentration auf typische FHB-
Symptome durchaus berechtigt sein. Zumal das Monitoring anderer Arten sehr schwierig und
arbeitsintensiv ist, da meist nur einzelne Ahrchen pro Pflanze betroffen sind und die
Symptome, wie hier im Fall von F. equiseti und F. tricinctum, manchmal nur nach Umbiegen

der Hillspelzen sichtbar werden. Andererseits muss aber beachtet werden, dass auch diese
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Arten zur Mykotoxinkontamination des Ernteguts beitragen kénnen. Im Fall von F. poae
wurden trotz geringer Symptomauspragung immerhin bis zu 4.860 ug/kg NIV gemessen
(Vogelgsang et al., 2008). Auch in der vorliegenden Arbeit wiesen die Korner von cv.
JKadrilj” nach Ahreninokulation mit F. tricintum oder F. equiseti 1.650 pg/lkg MON und
4.820 png/kg ENNI B1 bzw. 634 ng/kg NIV und 3.891 pg/kg EQUI auf.

Mykotoxine wie NIV oder MON sind hochtoxisch (sieche Kapitel 1.2.1 Fusarium
Mykotoxine), von daher sollte verhindert werden, dass diese — im wahrsten Sinne des
Wortes — unkontrolliert in die Nahrungskette gelangen. Einziges Anzeichen der ansonsten
gesund-aussehenden Korner war ein erhohter Anteil an Black Point-Koérnern. Black Point tritt
nicht nur im Zusammenhang mit Fusarium auf, sondern wurde u.a. auch im Zusammenhang
mit Alternaria spp. und Cochliobolus sativus (anamorph Helminthosporium sativum, syn.
Bipolaris sorokiniana) sowie hoher Luftfeuchtigkeit beschrieben (Clarke et al., 2004; Conner
et al., 1989; Fernandez et al., 2000; Hanson und Christensen, 1953; Machacek und Greaney,
1938). Da Black Point keinen negativen Einfluss auf die Backeigenschaften hat (Lorenz,
1986), wird dieses Symptom in erster Linie als &sthetisches Problem angesehen. In Black
Point Kérnern von cv. ,Tybalt” wurden jedoch 3,4 - 14,5 mal hohere Mykotoxingehalte
gemessen als in symptomlosen infizierten Kornern. Auch bei F. proliferatum und
F. avenaceum infizierten Weizenkornern wurden im Zusammenhang mit Black Point deutlich
hohere Mengen an FUM bzw. MON gefunden (Desjardins et al., 2007; Golinski et al., 1996).
Das Aussortieren von Black Point Kérnern vor der Verarbeitung konnte daher dazu beitragen,
den Gehalt an Mykotoxinen im Endprodukt zu verringern. Als Beispiel sei das Aussortieren
von ,,scabby kernels” genannt, durch das der DON-Gehalt in Weizen um 6 — 19% gesenkt
werden kann (Abbas et al., 1985). Allerdings muss beachtet werden, dass auch symptomlose,
mit F. equiseti oder F. tricinctum infizierte Korner Gehalte von 490 pg/kg NIV und
560 ng/kg MAS bzw. 4.000 ng/kg ENNI Alund 380 pg/kg 2-AOD-3-0l aufwiesen. Es muss

daher damit gerechnet werden, dass diese Toxine bei der Getreideverarbeitung nicht oder nur
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zum Teil entfernt werden und so unbemerkt in Lebensmitteln auftreten konnen. Black Point
konnte dazu dienen, einzelne Partien zu kennzeichnen, um diese dann gezielt auf das

Vorkommen von z.B. NIV zu untersuchen.

5.6 Fusarium in Weizen-Zuckerriiben-Fruchtfolgen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Ubertragung von
unterschiedlichen Fusarium spp. aus Zuckerriiben auf den nachgebauten Weizen zumindest
unter Gewéchshausbedingungen moglich ist. Ob Ernteriickstinde (Abbildung 5, S. 110) unter
Praxisbedingungen als Inokulumquelle fiir FHB dienen, muss untersucht werden. Bei
Zuckerriiben wurde, wie oben beschrieben, mit zunehmender Lagerdauer ein verstédrkter
Befall mit F. culmorum, F. cerealis und F. graminearum festgestellt.
Zuckerriibenernteriickstdinde sind theoretisch nichts anderes als langfristig-gelagertes,
verletztes Zuckerriibengewebe, sodass durchaus mit dem Vorkommen der gleichen Spezies
gerechnet werden kann. Dies ist bisher allerdings nur eine Hypothese.

Unter kontrollierten Bedingungen kann eine Quantifizierung der asexuellen und (falls
vorhanden) sexuellen Vermehrungseinheiten und damit ein Vergleich mit der Besiedlung von
Zuckerriibenernteriickstinden sowie Weizen- und Maisstroh erfolgen. Ein direkter
Zusammenhang zwischen Zuckerriibenernteriickstinden und FHB-Befallsstirke bzw.
Mykotoxinkontamination der folgenden Weizenkultur kann nur durch die Anlage von
Feldversuchen untersucht werden. In Mitteleuropa sind diese aber mit einem hohen
Unsicherheitsfaktor verbunden, da die Inokulumproduktion und Ahreninfektion von vielen
unterschiedlichen Variablen abhédngig ist (sieche Kapitel 1.3.1 Fusarium Head Blight in
Weizen). Dementsprechend wechseln sich Befallsjahre mit Nicht-Befallsjahren ab. So
konnten Koch et al. (2006) zwar statistisch signifikant geringere DON-Gehalte nach

Vorfrucht Zuckerrilbe im Vergleich zu Winterweizen nachweisen, aufgrund des niedrigen
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Befallsniveaus (im Jahr 2001 lag die Hailfte aller DON-Werte unterhalb der Nachweisgrenze),

ist die Aussagekraft solcher Ergebnisse aber eingeschrinkt.

j IS o VR % A - - ; o . =

Abbildung 5 Zuckerrﬁbénemterﬁckstéinde nach nicht-wendender Bodenbearbeitung. (A
nach Aussaat der nachfolgenden Weizenkultur, (B) nach Auflaufen des Weizens, (C) und (D)
im Frithjahr (Photos D. Christ).

Die Mykotoxinanalyse des inokulierten Weizens hat deutlich gezeigt, dass neben DON auch
andere Toxine, wie z.B. NIV, FUS X, MON und ENNI, in sehr hohen Konzentrationen
vorkommen. Bei der Untersuchung von Vorfruchteffekten sollten auch diese Toxine, die zum
Teil toxikologisch weitaus bedenklicher sind (siehe Kapitel 1.2.1 Fusarium Mykotoxine)
untersucht werden.

Sollte in Feldversuchen ein Zusammenhang zwischen Zuckerriibenernteriickstdanden und dem

Auftreten von FHB bzw. der Mpykotoxinkontamination des nachgebauten Weizens

nachgewiesen, konnte durch Anderung der Erntetechnik die Menge an Ernteriickstinden und
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damit an moglichem Inokulum reduziert werden. Nach der Ernte verbleiben bei
herkommlicher Erntetechnik ungefidhr drei Tonnen an Ernteriickstdnden (Kopfe, ganze Riiben
und Wurzelbruchstiicke) auf dem Feld (Hanse und Tijink, 2008). Der Diingewert von
Riibenkopfen ist jedoch relativ gering (Thomsen und Christensen, 1996; Widdowson, 1974).
Eine Tonne Zuckerriibenkopfe (bezogen auf die Trockensubstanz) ersetzt nur ca. 15 kg
Mineral-N-Diinger (Abshahi et al., 1984). Ernteriickstinde konnten daher auch abgefahren
und alternativ als Tierfutter oder Substrat fiir die Biogaserzeugung verwendet werden, um so
das potentielle Inokulum auf dem Feld zu verringern. Eine weitere Moglichkeit wire, das
Entstehen von umfangreichen Ernteriicksténden von Anfang an zu vermeiden. Dies ist auch in
Hinblick auf die Fusarium Besiedlung von Zuckerriiben zu untersuchen. Bugbee schlug
bereits 1982 vor, auf das traditionelle Kopfen von Zuckerrilben zu verzichten, um so
Verletzungen und damit Eintrittspforten fiir saprotrophe Pilze und Zuckerverluste zu
verringern.  Typische  Lagerfauleerreger  sind neben  Fusarium  auch  die
mykotoxinproduzierenden Gattungen Aspergillus und Penicillium. Da es, wie oben
geschildert, einen Zusammenhang zwischen Lagerfiule und Mykotoxinkontamination von
Zuckerriiben zu geben scheint, konnte der Verzicht auf das Kopfen die Qualitdt der
Zuckerriibe in dieser Hinsicht moglicherweise positiv beeinflussen. Es ist zu untersuchen, ob

so die qualitativen Nachteile von entbldtterten Zuckerriiben ausgeglichen werden konnen.
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Fusarium spp. konnen Zuckerriiben in allen Entwicklungsstadien und im Lager befallen. Vor
allem in den USA werden durch ,,Fusarium Yellows” hohe Verluste im Riiben- und
Weillzuckerertrag durch Fusarium spp. verursacht. Aber auch in Deutschland und anderen
Teilen Europas werden Fusarium spp. haufig aus Riibenfdulen isoliert. Es gibt aber nicht nur
pathogene Fusarien, sondern auch andere Lebensformen. Bei der Beurteilung der Ursache von
Riibenfdulen miissen dementsprechend Primérpathogene von Endophyten und Saprobionten
unterschieden werden. Im Rahmen eines zweijdhrigen Feldversuchs an zwei Standorten in
Stid-Niedersachsens wurde das Vorkommen von Fusarium spp. in erntefrischen und gesund-
erscheinenden Zuckerriiben untersucht. Durch unterschiedliche Lagerungsbedingungen wurde
der Einfluss der Lagerdauer auf den saprotrophen Befall dargestellt. Dabei wurden aus durch-
schnittlich 12,7% der untersuchten Riiben Fusarien isoliert. In erntefrischen Riiben wurde am
haufigsten F. redolens detektiert, wihrend aus langfristig gelagerten Riiben vor allem
F. culmorum, F. cerealis und F. graminearum isoliert werden konnten. Isolate der insgesamt
13 bestimmten Fusarium spp. wurden im Gewédchshaus auf ihre Pathogenitédt an Zuckerriiben
getestet. Dabei zeigten nur einige mit F. graminearum und F. sambucinum inokulierte Pflan-
zen Symptome, die mit denen eines amerikanischen ,,Fusarium Yellows”-Isolats vergleichbar
waren. Dadurch wurde die Hypothese bestitigt, dass Fusarien auch als Endophyten in gesun-
den Zuckerriiben vorkommen. Ausgewéhlte Isolate aller im Feldversuch gefundenen Arten
wurden in Reis angezogen und auf ihre potentielle Mykotoxinproduktion hin untersucht. Ne-
ben A- und B-Trichothecenen, Zearalenon und Fumonisinen wurden unter anderem auch
Beauvericin, Moniliformin und Enniatine gefunden. Letztere wurden vor allem durch die héu-
fig aus erntefrischen Riiben isolierte Art F. redolens produziert. Die Bedeutung einer mogli-

chen Mykotoxinkontamination von Zuckerriiben wird diskutiert.
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6. Zusammenfassung

Zudem wurde die Ubertragbarkeit von Fusarium iiber die Fruchtfolgeglieder Zuckerriibe und
Weizen untersucht. In Gewidchshausversuchen wurde Weizen mit Isolaten der sieben am
haufigsten aus Zuckerriibe isolierten Fusarium spp. inokuliert. Zusidtzlich zu der bereits
beschriebenen Pathogenitdt von F. graminearum erwiesen sich mit F. culmorum, F. cerealis,
F. equiseti und F. tricinctum Zuckerriiben-Isolaten von vier weiteren Fusarium spp. als
pathogen in Weizen. Wihrend F. graminearum, F. culmorum und F. cerealis klassische
,Fusarium Head Blight”-Symptome verursachten, waren F. equiseti und F. tricinctum
deutlich weniger aggressiv. Dafiir zeigten die Korner von Pflanzen, die mit diesen Arten
inokuliert wurden einen erh6hten Anteil an ,,Black Point”. Die Analyse ergab, dass ,,.Black
Point”-Ko6rner deutlich mehr Mykotoxine enthielten als symptomlose infizierte Korner. Die
Zuckerriiben-Isolate von F. graminearum, F. culmorum und F. cerealis dagegen sorgten fiir
eine hohe Kontamination mit Deoxynivalenol, Nivalenol und deren acetylierten Derivaten.
Aufgrund dieser Untersuchungen kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob
Zuckerriibenernteriickstinde als Inokulumquelle dienen. Im Rahmen der Fruchtfolge muss
aber beachtet werden, dass auch Zuckerriiben von Fusarium spp. kolonisiert werden, die in

Weizen pathogen sind und zur Mykotoxinbildung fithren kénnen.
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