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Zusammenfassung

Bei Fusarium sporotrichioides wurde die Methylierung
von DNA der beiden Mykotoxin-Gene Tri5 und Tri14 bei
verschiedenen Temperaturen und bei Infektionsbedin-
gungen untersucht. Dazu wurde das Restriktionsenzym
MspJI verwendet, das DNA immer nur dann schneidet,
wenn diese auch bei der Nukleotid-Folge Guanosin/Cyto-
sin (G/C) methyliert ist. Unmethylierte G/C-haltige DNA
wird von diesem Enzym nicht geschnitten, weshalb hier
in einfacher Weise eine Unterscheidung in der Methylie-
rung möglich ist. Eine Restriktion oder Nichtrestriktion
wurde mit PCR-Primern nachgewiesen, die die Sequen-
zen beider Gene abdeckten. So war eine Methylierung
der für die Mykotoxin-Gene Tri5 und Tri14 codierende
DNA mit MspJI nur nachweisbar, wenn F. sporotrichioides
seine Wirtspflanzen Gerste und Mais erfolgreich infi-
zierte. Alle anderen Bedingungen hatten keinen Einfluss
auf die Methylierung der DNA beider Gene.

Stichwörter: Restriktionsendonuclease MspJI, Fusarium-
DNA-Methylierung, PCR, Wirtspflanzen-Infektion

Abstract

A survey was made for Fusarium sporotrichioides on its
methylation of DNA by choosing the mycotoxin genes
Tri5 and Tri14 and applying different temperature and
infection conditions. The restriction endonuclease MspJI
was used which only digests DNA when the nucleotide

sequence Guanosin/Cytosine (G/C) is methylated. Un-
methylated G/C-DNA is not restricted by this enzyme and
therefore a differentiation is possible in a simple way.
A successful restriction and non-restriction was proved
by using PCR-primer, covering both genes. Methylation
of the coding DNA for the two mycotoxin genes Tri5 und
Tri14 was detected by MspJI, only when F. sporotrichioi-
des infected its host plants barley and maize. All other
conditions did not have any influence on the methylation
of the two genes.

Key words: Restriction endonuclease MspJI, Fusarium-
DNA-methylation, PCR, host plant infection

Einleitung

Mit Hilfe der Epigenetik, der Lehre von der Gen-Regu-
lierung durch deren An- bzw. Ausschaltung, kann auch
die Aktivität von Genen erkannt werden, die für die
Pathogenese wichtig sind. Dabei handelt es sich um eine
Methylierung bzw. Nicht-Methylierung von DNA-Ab-
schnitten, die sich neuerdings in einfacher Weise mit Hilfe
spezieller Restriktionsenzyme nachweisen lassen, die an
ganz bestimmten methylierten nukleotiden Sequenzen
die DNA schneiden können. Eines dieser Enzyme ist
MspJI, das nur schneidet, wenn ein methyliertes Cytosin
(mC) neben zwei beliebigen Nukleotiden (N) und einem
darauffolgenden Guanosin (G) oder Adenosin (A)
[mCNNG/A] liegt. Es schneidet dann in einer Distanz von
12 bis 16 Nukleotiden den DNA-Strang. Dieses Enzym
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schneidet aber die gleiche DNA-Sequenz nicht, wenn das
Cytosin unmethyliert ist (COHEN-KARNIA et al., 2011). Da
die Erkennungssequenz mCNNG/A relativ unspezifisch
ist, sind deshalb viele Schnittstellen im Tri5- und Tri14-
Gen vorhanden, wenn eine Methylierung vorliegt. Mit
dem Enzym MspJI lässt sich also z.B. feststellen, ob bei
einem pflanzenpathogenen Pilz ein bestimmtes Gen
methyliert oder nicht methyliert ist, je nachdem, welche
Bedingungen der Pilz vorfindet.

Der pflanzenpathogene Pilz F. sporotrichioides wurde
für epidemiologische Studien aus der JKI-eigenen Stamm-
sammlung verwendet, um diejenigen Methylierungen
von Genen nachzuweisen, die bei Infektionen an- oder
ausgeschaltet sind. Dazu dienten das Trichothezen (Tri)5-
Gen und das Tri14-Gen aus dem 19 kb Mykotoxin-Cluster
von F. sporotrichioides (WARD et al., 2002; ALEXANDER et
al., 2009), da vermutet wird, dass speziell diese beiden
Gene nicht nur in der Synthese von Mykotoxinen invol-
viert sind, sondern auch mit der Virulenz des Pilzes in
Verbindung stehen (BROWN et al., 2001; DREYER et al.,
2007).

Mit einer Kombination der Restriktionsanalyse mit
MspJI und einem anschließenden PCR-Nachweis des
Tri5- und des Tri14-Gens konnte der Methylierungs-
zustand der Gene unter den gewählten Bedingungen
nachgewiesen werden, da das Restriktionsenzym MspJI
ausschließlich die methylierten mCNNG/A-Regionen im
Genom schneidet. Das Tri5- und das Tri14-Gen wurden
immer dann mit der Endonuklease MspJI geschnitten,
d.h. die Gene waren methyliert, wenn F. sporotrichioides
auf seinen Wirtspflanzen Gerste und Mais wuchs. Es war
kein PCR-Fragment nachweisbar, weil die geschnittene
DNA nicht mehr komplett war und in der PCR mit den
spezifischen Primern kein Fragment zeigte. Unter ande-
ren Bedingungen – wie Warm- und Kalt-Aufzuchten auf
Agarnährböden, oder DNA extrahiert aus Sporen – war
keine Methylierung des Tri5- oder des Tri14-Gens mit der
MspJI-Restriktionsanalyse nachzuweisen. Da das DNA-
Fragment ungeschnitten geblieben war, war somit auch
ein PCR-Signal sichtbar.

Bei Verwendung der Gruppe von Restriktionsenzymen,
die eine Methylierung zum Schneiden als Voraussetzung
haben, ermöglicht diese neue Methode epidemiologische
Untersuchungen von Pflanzenpathogenen, da diejenigen
Gene, die während der Pathogenese angeschaltet oder
ausgeschaltet sind, durch ihre Methylierung bzw. Nicht-
methylierung identifizierbar sind.

Material und Methoden

Anzucht und Kultivierung von F. sporotrichioides
F. sporotrichioides 69072 (isoliert von Weizen) stammt
aus der JKI-eigenen Stammsammlung und wurde für alle
durchgeführten Versuche als Myzel auf Kartoffel-Dex-
trose-Agar (PDA) angeimpft und kultiviert. Sporen wur-
den nach zwei Monaten Inkubation bei Raumtemperatur
vom PDA geerntet, in sterilem Wasser suspendiert und
ihre Konzentration mikroskopisch bestimmt.
Journal für Kulturpflanzen 64. 2012
Inokulation von F. sporotrichioides in Gerstenähren 
und Maiskolben
Das verwendete Fusarium wurde als ausgeschnittene
Myzel-Agar-Stücke entweder am Stängelende von abge-
ernteten Gerstenähren oder embryonalen Maiskolben in
Petrischalen mit angefeuchtetem Papier bei 100% Luft-
feuchte aufgelegt. Parallel wurde Myzel von F. sporotri-
chioides, gewachsen auf PDA-Petrischalen, an die Basis
von embryonalen Maiskolben gegeben und ebenfalls in
Petrischalen mit 100%iger Luftfeuchte inkubiert. Nach
vier, sechs, bzw. 13 Tagen erfolgte eine Sichtbonitur, und
anschließend wurden die Spitzen der Ähren bzw. Mais-
kolben abgeschnitten und die DNA-Extraktion mit DNA-
Aufreinigungsröhrchen (DNeasy-Plant Mini Kit, Fa. Qia-
gen, Hilden) durchgeführt. Die aufgereinigte DNA wurde
für weitere Aufarbeitungen bei –20°C aufbewahrt.

Nachweis der Methylierung beim Tri5- bzw. Tri14-Gen 
bei F. sporotrichioides durch die Restriktion mit der 
Endonuklease MspJI mit anschließender PCR
Die Endonuklease MspJI wurde nach den Vorschriften
der Fa. Biozym (Frankfurt/M.) angewendet. Um eine
komplette Restriktion von methylierter Fusarium-DNA
zu erzielen, wurde die Endonuklease 17 h bei 37°C und
mit je ca. 500 ng DNA über DNA-Säulen gereinigte DNA
in einem Gesamtvolumen von 30 μl inkubiert. Ein Aliquot
von 2 μl wurde für die daran sich anschließende PCR
zum Nachweis des Tri5- und Tri14-Gens verwendet, in
30 μl Gesamtvolumen. Zur Kontrolle wurde der gleiche
Ansatz parallel ohne das Enzym MspJI zeitgleich inku-
biert.

Zum Nachweis der Methylierung des Tri5-Gens wur-
den die Primersequenzen 5‘ agcgactacaggcttccctc 3‘ (For-
ward-Primer) und 5‘ aaaccatccagttctccatct 3‘ (Reverse-
Primer) verwendet (DOOHAN et al., 1999), die bei F. spo-
rotrichioides ein PCR-Amplifikat von 680 bp ergaben. Die
21mer-Primersequenzen zum Nachweis des Tri14-Gens
wurden mit einem PCR-Primer-Programm vom sequen-
zierten F. sporotrichioides Tri-Gencluster aus der NCBI-
Datenbank mit der Zugangsnummer AF359360 gewon-
nen und lauten 5‘ggagagttcttcccgctaa 3‘ für den Forward-
Primer und 5‘ttcgcagtcttgaactcgt 3‘ für den Reverse-
Primer, wobei sich ein Amplifikat von 563 bp ergab. Es
war immer dann ein Amplifikat sichtbar, wenn die
chromosomale DNA nicht mit der Endonuklease MspJI
geschnitten wurde.

Ergebnisse

Restriktionsanalyse von chromosomaler DNA aus 
Fusarium sporotrichioides, gewachsen unter 
verschiedenen Bedingungen
Das Fusarium sporotrichioides-Isolat 69072 wurde auf
PDA-Petrischalen unter verschiedenen Temperaturen kul-
tiviert, um so den Einfluss von physikalischen Bedingun-
gen auf die Methylierung der Tri14-DNA zu ermitteln.
Dazu wurde chromosomale F. sporotrichioides-DNA über
Qiagen DNA-Säulen extrahiert und anschließend mit
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dem Restriktionsenzym MspJI geschnitten. Da nur me-
thylierte DNA von diesem Enzym geschnitten wird, wird
ein methyliertes Tri14-Gen komplett zerschnitten. Die
anschließend durchgeführte PCR mit den Tri14-spezi-
fischen Primern zeigt nur bei ungeschnittenen intakten,
also nicht methylierten DNA-Fragmenten im Agarosegel
eine sichtbare Bande an.

Alle Bedingungen (10°C, 30°C, Raumtemperatur und
auch die DNA aus Sporen) zeigten das Vorhandensein
von PCR-Fragmenten an, wenn die DNA zuvor mit der
Endonuklease MspJI geschnitten worden war (Abb. 1).

Experimente zur Erfassung der Funktion des Tri14-Gens 
bei der Infektion von Ähren
Eine der Schlüsselfragen im Zusammenhang des Tri14-
Gens zur Pathogenese sollte ein Infektionsversuch von
F. sporotrichioides an jungen Getreideähren zeigen. Dazu
wurde der Methylierungsgrad des Tri14-Gens nach er-
folgter Infektion an Gerstenähren, ebenfalls eine Wirts-
pflanze, untersucht. Den am Stängelende inokulierten
Gerstenähren wurden nach 4 bzw. 6 Tagen die Spitzen
abgeschnitten und die DNA des darauf gewachsenen
Myzel- und Pflanzenmaterials mit einem Qiagen-DNA-
Säulchen extrahiert. Wurde die DNA mit dem Restrik-
tionsenzym MspJI geschnitten, zeigte die anschließende
PCR des Tri14-Gens kein Fragment. Demzufolge fand
also nach der erfolgten Infektion eine Methylierung statt,
denn die Tri14-DNA wurde mit MspJI komplett zerschnit-
ten, weshalb kein PCR-Fragment sichtbar war. Die als
Kontrollen fungierenden Extraktionen von auf PDA ge-
wachsener Myzel- und Sporen-DNA zeigten keine Methy-
lierung. Um den Erfolg der Restriktion mit der Endonuk-
lease MspJI zu zeigen, wurde ungeschnittene chromoso-
male DNA in der PCR mit den gleichen Tri14-Primern
amplifiziert, die alle das erwartete PCR-Fragment von
563 bp zeigten (Abb. 2). Nach vier Tagen Inkubationszeit
war die Infektion von F. sporotrichioides noch nicht bis
Abb. 1. Temperatureinflüsse auf die Methylierung der Tri14-DNA.
Nach der DNA-Extraktion und kompletter Restriktion über Nacht mit
dem Enzym MspJI, sowie anschließender PCR, war bei allen Proben ein
Fragment von 563 bp sichtbar. Die ungeschnittenen Proben sind zum
Vergleich neben den mit MspJI geschnittenen Proben aufgetragen
(1a–5a). S = 100 bp DNA-Standard der Fa. Biolabs, 1 = Wasserkontrolle,
2 = F. sporotrichioides kultiviert bei Raumtemperatur, 3 = F. sporotri-
chioides kultiviert bei 10°C, 4 = F. sporotrichioides kultiviert bei 30°C,
5 = F. sporotrichioides Sporen-DNA. Proben 1a bis 5a repräsentieren die
ungeschnittenen Kontrollen.
zur Ährenspitze vorgedrungen, weshalb sich auch kein
PCR-Signal bei der MspJI-geschnittenen bzw. ungeschnit-
tenen Probe nachweisen ließ (Abb. 2).

Verwendung des Tri5-Gens zum Nachweis der 
Methylierung bei F. sporotrichioides während der 
Infektion von Pflanzenmaterial
Ob nur speziell das Tri14-Gen während der Infektion me-
thyliert ist oder auch andere Strukturgene des Tri-Gen-
klusters, wurde am Tri5-Gen untersucht, das die Tricho-
diensynthase codiert und am Synthesebeginn des Myko-
toxins steht (PROCTOR et al., 1995). Dazu wurden die
Tri5-Primer (DOOHAN et al., 1999) im gleichen Versuchs-
ansatz wie die Tri14-Primer verwendet. Das dabei ampli-
fizierte PCR-Fragment war bei F. sporotrichioides mit
680 bp größer als beim verwendeten F. graminearum-
Isolat (545 bp, DOOHAN et al., 1999).

Bei Verwendung der Tri5-Primer zeigte sich, dass das
Tri5-Gen von F. sporotrichioides bei der Infektion an der
Gerstenähre ebenfalls methyliert ist, also kein PCR-Frag-
ment mit den Tri5-Primern gebildet wird. Die Kontrollen
zeigten die erwarteten Ergebnisse, indem sie alle ein
PCR-Fragment von 680 bp amplifizierten (Abb. 3).

Infektion anderer Wirtspflanzen von F. sporotrichioides 
am Beispiel von Mais und der Untersuchung auf 
Methylierung der Tri14-DNA
F. sporotrichioides infiziert neben Getreide auch andere
Wirtspflanzen wie z.B. Mais. Um die Bedeutung der bei-
den Tri-Gene 5 und 14 auch bei der Infektion beim Mais
Journal für Kulturpflanzen 64. 2012

Abb. 2. Unterschiedliche Methylierung von F. sporotrichioides bei
Infektion von Gerstenähre und Myzel-Wachstum auf PDA bzw. Spo-
ren-DNA. Deutlich kann der Unterschied in der PCR zwischen der mit
MspJI geschnittenen (2) und der ungeschnittenen Ährenprobe (2a) ge-
zeigt werden, wenn die Tri14-Primer verwendet werden. Sämtliche
Kontrollen sind nicht methyliert und zeigen die erwarteten Frag-
mente von 563 bp in den MspJI geschnittenen sowie ungeschnittenen
Varianten an. Nach einer Inkubation von nur vier Tagen ließ sich kein
PCR-Signal von F. sporotrichioides auf der Ähre nachweisen.
S = 100 bp DNA-Standard, 1 = Gerstenähre infiziert mit F. sporotri-
chioides, 4 Tage Inkubation, 2 = Gerstenähre infiziert mit F. sporotri-
chioides, 6 Tage Inkubation, 3 = F. sporotrichioides-Sporen-DNA,
4 = Myzel auf PDA gewachsen, 5 = Gerste gesund, 6 = Wasserkontrolle.
Proben 1a bis 6a repräsentieren die ungeschnittenen Kontrollen.
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zu untersuchen, wurden Maiskolben im Embryonalsta-
dium an der Pflanze und am Übergang Stängel-Mais-
kolben in der Petrischale mit einer F. sporotrichioides-My-
zel-Suspension infiltriert. Nach einer Inkubationszeit von
12 Tagen bei Raumtemperatur wurde das Myzelwachs-
tum bonitiert und an der Basis und Spitze des Maiskol-
benembryos die DNA extrahiert (Abb. 4).

Abb. 3. Unterschiedliche Methylierung von F. sporotrichioides bei
Infektion von Gerstenähre und Wachstum auf PD-Agarplatte bzw.
Sporen-DNA. Auch hier kann deutlich der Unterschied in der PCR
zwischen der mit MspJI geschnittenen und der ungeschnittenen
Ährenprobe gezeigt werden, wenn die Tri5-Primer verwendet werden.
Sämtliche Kontrollen sind nicht methyliert und zeigen die erwarteten
Fragmente in den geschnittenen sowie ungeschnittenen Varianten
an. Das mit den Tri5-Primern erhaltene Amplifikat hat eine Größe von
680 bp.
S = 100 bp DNA-Standard, 1 = Myzel auf PDA gewachsen, 2 =
F. sporotrichioides-Sporen-DNA, 3 = Gerstenähre infiziert mit F. sporo-
trichioides, 6 Tage Inkubation, 4 = Gerste gesund, 5 = Wasserkontrolle.
Proben 1a bis 4a repräsentieren die ungeschnittenen Kontrollen.
Journal für Kulturpflanzen 64. 2012

Abb. 5 und 5a. Methylierungsmuster von F. sporotrichioides bei Infekt
Hier kann ebenfalls deutlich der Unterschied in der PCR zwischen der
kolbenprobe gezeigt werden, wenn die Tri5- bzw. Tri14-Primer verwende
Kontrollen und rechts die mit MspJI geschnittenen (1, 2, 3) Proben zu s
infizierten Maiskolbenspitze (s. Abb. 4) ist methyliert und mit MspJI 
DNA-Standard der Fa. Nextec verwendet.
Auch hier unterschied sich die Methylierung zwischen
dem auf PDA gewachsenen F. sporotrichioides und dem
auf dem Maiskolben kultivierten Pilz. Zeigte sowohl die
auf Nährboden als auch die direkt an der Inokulations-
stelle extrahierte DNA keine Restriktion der MspJI-Endo-
nuklease und demzufolge auch ein PCR-Signal mit den
Tri5 und Tri14-Primern, so war nur an der Spitze nach
13 Tagen eine Methylierung der chromosomalen DNA
von F. sporotrichioides nachzuweisen (Abb. 5 und 5a).

Zur Überprüfung der erfolgreichen Restriktion der
chromosomalen DNA bei F. sporotrichioides wurde ein-
mal die mit MspJI gespaltene DNA und im Vergleich dazu
die ungespaltene DNA auf ein Agarose-Gel aufgetragen
(Abb. 6). Eine deutliche Bande von 32 bp tritt nach der
Restriktion der DNA von F. sporotrichioides-Pilzmyzel,
gewachsen an der Maiskolbenspitze, auf. Diese Bande ist
nach Angabe der Vertreiberfirma Biolabs ein Indiz für

Abb. 4. Infektion von Maiskolbenembryonen mit F. sporotrichioides.
Die Ausgangsinfektion fand am Kolbenende statt. Das Myzel wurde
nach 13 Tagen an der Basis und Spitze des Kolbens geerntet und die
DNA mit dem Qiagen-Säulchen-Kit aufgearbeitet.
ion von embryonalem Maiskolben und Wachstum auf PD-Agarplatte.
 mit MspJI geschnittenen und der ungeschnittenen, infizierten Mais-

t werden. Links (A, B, C) sind in beiden Abbildungen die ungeschnittenen
ehen. Nur die extrahierte DNA von F. sporotrichioides (B bzw. 2) an der

schneidbar, an der Basis nicht (A bzw. 1). Als Marker wurde der 100 bp
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eine erfolgreiche MspJI-Restriktion bei methylierter
DNA. Damit wird das mit der PCR erhaltene Ergebnis
bestätigt (vgl. Abb. 5 und 5a).

Diskussion

F. sporotrichioides synthetisiert wie fast alle pflanzen-
pathogenen Fusarien Mykotoxine. Diese gehören dem
Trichothezen (Tri)-Typ A an und sind hoch toxisch für
Mensch und Tier (FOROUD und EUDES, 2009). Für eine
mögliche Inaktivierung oder Hemmung des gesamten
Mykotoxin-Komplexes ist es wichtig, diejenigen Mecha-
nismen bei F. sporotrichioides zu verstehen, die für die
Synthese von Mykotoxinen verantwortlich sind. Ein Weg,
Faktoren zu evaluieren, die den gesamten Mykotoxin-Tri-
Genkomplex von mindestens 14 geklusterten Genen bei
F. sporotrichioides beeinflussen, ist das Ein- oder Aus-
schalten von Genen durch Methylierung. Methylierun-
gen innerhalb der DNA sind mittlerweile in einfacher
Weise mit dem Restriktionsenzym MspJI nachweisbar
(COHEN-KARNIA et al., 2011).

Bei den hier durchgeführten Infektionsversuchen mit
F. sporotrichioides zeigte sich an der Gerstenähre am
Tri14-Gen und auch an der alternativen Wirtspflanze
Mais (embryonaler Maiskolben) am Tri5- und Tri14-Gen,
dass sowohl das Tri5- als auch das Tri14-Gen immer dann
methyliert ist, wenn F. sporotrichioides beide Pflanzen-
arten infiziert hatte. Keine Methylierung hingegen war
feststellbar, wenn der Pilz Temperaturschwankungen
ausgesetzt oder es zu einer Sporenbildung gekommen
war.

In vorherigen Untersuchungen hingegen zeigte ein
anderes F. sporotrichioides-Isolat mit der Nummer 62423
aus der JKI-Stammsammlung (isoliert von Kiefer) eine
Beeinflussung der Methylierung beim Temperaturwech-

Abb. 6. Vergleich von MspJI geschnittener (1–3) und ungeschnitte-
ner (A–C) chromosomaler DNA von F. sporotrichioides. Die Proben
entsprechen denen von Abb. 5, bevor eine PCR durchgeführt wurde.
Deutlich ist die 32 bp-Bande (Pfeil) bei der Probe 2 (Pilz-DNA aus der
Spitze des Maiskolbens) zu sehen, die nach COHEN-KARNIA et al. (2011)
immer dann zu sehen ist, wenn eine Methylierung vorlag und die
Restriktion mit MspJI somit erfolgreich war.
sel (NIEPOLD, 2011). Diese unterschiedlichen Ergebnisse
machen deutlich, dass es sich bei F. sporotrichioides um
eine sehr heterogene Pilzart handelt, die unterschiedlich
auf äußere Einflüsse reagiert.

Nach STEPHENS et al. (2008) sind sowohl Tri5 als auch
Tri14 als Virulenzgene beim verwandten Fusarium gra-
minearum identifiziert worden und sind deshalb wäh-
rend der Infektion vermehrt angeschaltet (up-regulated).
Die synchrone Methylierung der beiden Tri-Gene 5 und
14 passt also zu den Genexpressionsergebnissen. Die
Methylierung beider Gene bedeutet aber auch, dass diese
während der Infektion wohl nicht ablesbar sind, d.h. sie
sind ausgeschaltet oder stumm. Dieser Widerspruch
könnte sich aber wie folgt aufklären lassen: STEPHENS et
al. (2008) beschreiben, dass zum Beginn der Infektion
die beiden Gene Tri 5 und 14 bei F. graminearum eine
hohe Expression zeigen; dennoch sind nur geringe Men-
gen an Mykotoxin während der ersten Infektionsphase
nachweisbar. Erst 28 Tage nach Infektion lassen sich
dann wieder große Mengen von Mykotoxinen nachwei-
sen.

So wären die Methylierungsergebnisse der Tri5- und
14-Gene bei F. sporotrichioides dadurch erklärbar, dass
eine Abwehrreaktion der Wirtspflanze in Form von reak-
tiven Sauerstoffverbindungen (z.B. H2O2) so lange wie
möglich unterdrückt werden soll, bis sich der Pilz kom-
fortabel in der Pflanze ausgebreitet hat. Das konnte beim
von Fusarien gebildeten Toxin Deoxynivalon (DON) ge-
zeigt werden. Die Synthese dieses Toxins findet erst rela-
tiv spät statt, um zu verhindern, dass die Pflanze zu früh
mit Abwehrreaktionen (Ausschüttung von H2O2) auf den
Pilz reagiert (DESMOND et al., 2008).

Auch MUDGE et al. (2006) konnten zeigen, dass zwar
eine Expression von Mykotoxin-Genen während der frü-
hen Infektion stattfand, dass aber die Mykotoxine nur in
geringen Mengen synthetisiert wurden.

So sollte nach den Ergebnissen der beiden Veröffent-
lichungen eine Demethylierung des Tri5- und Tri14-Gens
erst zu einem späteren Zeitpunkt der Infektion erfolgen,
um so größere Mengen an Toxinen zu bilden. Diese
Hypothese soll am Beispiel von F. graminearum am Mais
untersucht werden. Da beim Tri14-Gen bislang keine ein-
deutige funktionelle Zuordnung stattfand, konnten die
MspJI-Restriktionsanalysen zumindest einen Zusammen-
hang zwischen Infektion und Methylierung des Tri14-
Gens nachweisen. Auch das Tri5-Gen, das für den ersten
Schritt der Trichothezen-Biosynthese zuständig ist, wurde
parallel zum Tri14-Gen methyliert, sodass hier wohl
beide Gene im Regulationsmechanismus für die Synthese
von Trichothezenen im Einklang stehen, wie PROCTOR et
al. (1995) vermuteten. Ein paralleler serologischer Nach-
weis könnte dann diese Ergebnisse bestätigen.

Bei der Fragestellung zum Einfluss der minimalen Auf-
wandmengen von Fungiziden auf die Mykotoxin-Produk-
tion soll die Methylierung von Tri-Genen herangezogen
werden. DOOHAN et al. (1999) hatten bereits beim Tri5-
Gen gezeigt, dass eine Inkubation von Fusarien mit den
Fungiziden Prochloraz und Tebuconazol eine höhere
Tri5-Genexpression zur Folge hatte. Dieses wird auch in
Journal für Kulturpflanzen 64. 2012
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einer neueren Arbeit von AUDENAERT et al. (2010) bestätigt,
die zeigten, dass subletale Konzentrationen des Fungi-
zids Prothioconazol zu einer verstärkten DON-Bildung
bei F. graminearum führten. So ließe sich mit der MspJI-
Methylierungsanalyse der Einfluss von verschiedenen
Fungiziden mit unterschiedlichen Angriffsorten auf die
Methylierung der Tri-Gene in Zukunft bestimmen.
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