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KURZFASSUNG

Fusarien verursachen Schaden an zahlreichen bedeutsamen Kulturpflanzen. Aufgrund
unterschiedlicher Ansichten iiber die morphologische und phytopathologische Variabi-
litdt von Vertretern dieser Gattung existiert eine unterschiedliche Anzahl ausgewiesener
Arten und phytopathologischer Formen. Fiir eine genaue Diagnose des Schaderregers
sowie fiir eine einheitliche, internationale Verstdndigung ist es jedoch unumganglich,
taxonomische Systeme sowie phytopathologische Einteilungen zu haben und Methoden
zu kennen, die einen Erreger eindeutig charakterisieren kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Techniken ‘internal transcribed
spacer restriction fragment length polymorphisms’ (ITS-RFLP) und ‘random amplified
polymorphic DNA" (RAPD) auf ihre Eignung zur Charakterisierung und Differenzie-
rung von Isolaten erprobt und zur Losung taxonomischer und phytopathologischer
Problemfille innerhalb ausgewédhlter Sektionen der Gattung Fusarium eingesetzt.

Beide Techniken erzielen Bandenmuster, die als objektive und von Umgebungsbedin-
gungen unabhingige Merkmale zur Charakterisierung und Identifikation von Isolaten
einsetzbar sind. Durch Vergleich von DNA-Merkmalen festgestellte Gruppierungen,
korrelieren mit feinen morphologischen Ditferenzen und erlauben Abgrenzungen.
Innerhalb taxonomisch gut bearbeiteter Art- bzw. Artenkomplexe sind beide Methoden
in Kombination zur eindeutigen Differenzierung einsetzbar. Die Ergebnisse zeigen aber
auch, dafd ein generelles, fiir alle Fusarien giiltiges Schema, ab wievielen Banden-
unterschieden derzeit beschriebene Gattungen, Arten, Varietiten, spezialisierte Formen
oder Rassen abzugrenzen sind, nicht existieren kann. Bei morphologisch und phyto-
pathologisch verhdltnisméfig wenig bearbeiteten Pilzgruppen kénnen Bandenmuster-
gruppierungen eine wertvolle Hilfe und Grundlage weiterer Untersuchungen sein.

Die Ergebnisse fiir ausgewéhlte Vertreter einiger Sektionen lassen sich wie folgt zusam-
menfassen: Innerhalb der Sektion Discolor konnen die Arten Fusarium sambucinum, F.
venenatum, F. torulosum, F. flocciferim, F. culmorum, F. cerealis, F. bactridioides und F. sarco-
chroum und unterschieden werden. Sektion Eupionnotes: F. tabacinum zeigt hohe intras-
pezifische Variabilitit in den Bandenmustern, die Uberlegungen zu weiteren Untertei-
Iungen dieser Art unterstiitzen. Sektion Elegans: Alle untersuchten spezialisierten For-
men von Fusarium oxysporum zeigen identische ITS-RFLP-Muster, die von Fusarium
redolens, F. udum und F. acutatum eindeutig abzugrenzen sind. Vermutungen tiber die
Conspezifitit von Fusarium oxysporum f. sp. dianthi und F. redolens f. sp. diantli konnten
widerlegt werden. Bei sechs untersuchten Rassen von F. oxysporum f. sp. vasinfectim
wurden insgesamt vier RAPD-Mustergruppen ermittelt, die den Rassen 1/2/6, 4 und
3/5 sowie einigen duftenden Isolaten entsprechen. Die Ergebnisse zeigen, dafi die
Einteilung bestehender spezialisierter Formen und Rassen bei Fusarium oxysporum
iiberdacht werden sollte. Enigegen fritheren Konzepten zur Sektion Martiella konnen in
der vorliegenden Arbeit insgesamt 31 Taxa abgegrenzt werden, die zumeist mit mor-
phologischen oder anderen Merkmalen korrelieren. Weitere bislang unbestimmte [solate
der Martiella Sektion zeigen eigenstindige ITS-RFLP- und RAPD-Muster, die auf weitere
Differenzierungen innerhalb dieser Sektion hinweisen.
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1 EINLEITUNG

1.1 Die Gattung Fusarium Link

Fusarium Link (1809) ist eine heterogene und schwierig zu klassifizierende Gattung
imperfekter Pilze. Die in ihr zusammengefafSten Arten mit saprophytischer oder parasi-
tischer Lebensweise sind ubiquitdr vorkommend oder mehr oder weniger auf bestimmte
Lebensrdume beschrankt (Wollenweber & Reinking 1935; El-Abyad & Saleh 1973; Booth
1984; Fergani & Khelafi 1990). Sie gehoren zu den wichtigsten pilzlichen Schaderregern
an Nutzpflanzen und rufen neben Umfallkrankheiten, echten Welken und Blattflecken,
auch Faulen an Wurzel, Stengelbasis und Friichten hervor (Jarvis & Shoemaker 1978;
Petrie 1986; Mishra & Rath 1987; Martyn et al. 1989; Elmer 1992; Vilich-Meller 1992;
Watanabe et al. 1992; Jiménez et al. 1993; Choi et al. 1994). Ebenso verursachen sie
Nachernte- und Lagerschdden an Obst, Gemiise und Hackfriichten (Alsamarrie et al.
1987; Hentschel 1987; Schiffmann-Nadel et al. 1987; Bedlan 1988; Bryk et al. 1991; Hartill
1991) und treten als Kontaminanten an Lebensmitteln auf (Pitt 1981; Belitz & Grosch
1987; Kunz 1988; Beck et al. 1993; Schwabe et al. 1994). Einige Arten sind an Mensch und
Tier pathogen (Savir et al. 1978; Alderman 1981; Morace et al. 1984; Walsh & Pizzo 1989;
Bacon et al. 1992; Melcher et al. 1993; Smith et al. 1993; Warnock 1993; Yoshizawa et al.
1994), andere schiddigen indirekt durch ihre Mykotoxinproduktion (Joffe & Palti 1974;
Mislivec 1981; Ellis 1989; Thrane 1989; Bilgrami 1991; Peng et al. 1992; Pepeljnjak et al.
1992; Creppy 1994; Kim & Lee 1994; Mirocha et al. 1994; Muller et al. 1994; Moss 1995).
Daneben sind Fusarium-Arten als Materialzerstorer (Guglielminetti et al. 1994) bekannt.
Eine gewisse Bedeutung haben Fusarien bei der Biozersetzung von Abfallen (Barz et al.
1976; Anisimov et al. 1988; Gulati & Gaur 1988; Reshetnykov et al. 1988; Kinderlerer
1994; Vassilev et al. 1994; Benka-Coker & Olumagin 1995; Hashem 1995) sowie als
Produzenten von Sekunddrmetaboliten und Proteinen in der industriellen Mikrobiologie
(Thrane 1989; Joshi et al. 1990; Lezinou et al. 1994).

Durch die weite Verbreitung und grofie dkonomische Bedeutung der Fusarien als
Schaderreger ist es fiir eine sichere Diagnose sowie fiir eine einheitliche Verstaindigung
unumganglich, taxonomische Systeme sowie phytopathologische Einteilungen zu haben
und Methoden zu kennen, die einen Erreger eindeutig charakterisieren.

Taxonomische Differenzierungen in Arten, Varietaten und Formen erfolgen bei Fusarium
gemdfl dem Internationalen Code der botanischen Nomenklatur {iber morphologische
Merkmale, in erster Linie nach der Gestalt und Grofle der Luftmyzelkonidien sowie der
Form konidiogener Zellen. Frither wurden dazu auch Merkmale wie Stromatarbe, das
Auftreten von Sklerotien und die Septenanzahl der Makrokonidien herangezogen
(Wollenweber & Reinking 1935; Booth 1971; Gerlach & Nirenberg 1982; Nelson & Cassini
1983). Erstmalig monographisch wurde die Gattung von Wollenweber & Reinking (1935)
bearbeitet. Dabei wurden 16 Sektionen mit insgesamt 65 Arten, 55 Varietiten und 22
Formen unterschieden.



8 1 EINLEITUNG

Als nachteilig erwies sich bei der Differenzierung von Fusarien die starke Variations-
breite morphologischer Merkmale und von Kulturcharakteristiken (Burnett 1984; Nelson
1990), die auf nicht standardisierte Kulturbedingungen und in Kultur degenerierte
Stdmme zuriickzufithren ist. Diese Variation fiihrte zu unterschiedlichen Bewertungs-
mafsstiben morphologischer Kriterien mit der Folge, dafl verschiedene, taxonomische
Systeme mit unterschiedlichen Zahlen ausgewiesener Taxa bei Fusarium beschrieben
wurden (siehe Abb. 1), die teilweise nebeneinander verwendet werden.

Wollenweber & Reinking (1935) ,
"T165 Arten, 55 Varietaten Gerlach & Nirenberg (1982)
78 Arten, 34 Varietiten

Anzahl beschriebener Taxa

601 Raillo (1950} Booth (1871}
55 Arten N 44 Arten, 7 Varietdten

Joffe (1974)

40 33 Arten, 14 Varietaten

Gordon (1962]. 26 Arten Nelson et al (1983
+ Bilai (1955) 30 Arten

26 Arten - P
20+ - Messiaen & Cassini (1968)
l 9 Arten, S Varietéten
Soyder & Hansen (194 0“‘5)] + +H{Matuo (1672). 10 Arten
[Snyder & Toussoun (1965): 9 Arten|

1940 1950 1960 1970 1980 Jahr der Beschreibung

Abb.1: Schematische Darstellung verschiedener taxonomischer Systeme bei Fusarium

Weitere morphologisch nicht differenzierbare, intraspezifische Unterteilungen unterhalb
der Art-, Varietdt- und Formebene sind bei einigen Fusarien durch die phytopathologi-
schen Kategorien spezialisierte Form und Rasse gekennzeichnet. Nach Aust et al. (1991)
sind spezialisierte Formen als ,durch unterschiedliches, genetisch fixiertes Wirtspflan-
zenspektrum differenzierte Formen innerhalb einer Parasitenart (insbesondere bei
phytopathogenen Pilzen) ...” und Rassen , durch ihre Fihigkeit, nur bestimmte Sorten
einer Wirtspflanzenart befallen zu kénnen” definiert. Diese phytopathologisch wichti-
gen, auf Interaktion zwischen Pathogen und Wirt beruhenden, Zuordnungen werden
tiber Pathogenititstests an Differentialwirten ermittelt. Von Nachteil ist bei solchen
Testungen, daff sie in der Durchfiihrung aufwendig und ihre Ergebnisse stark von
Umgebungsbedingungen und der verwendeten Infektionsmethode abhingig sind
(Coddington et al. 1987; Manicom et al. 1990b). Zudem ist die Zahl der zu untersuchen-
den Isolate versuchstechnisch begrenzt und zur Unterscheidung bendtigte Differential-
sorten sind teilweise schwierig oder nicht mehr zu beschaffen.
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Die Verwendung unterschiedlicher taxonomischer Systeme sowie phytopathologischer
Einteilungen und die damit eventuell verbundene unterschiedliche Bezeichnung des-
selben Erregers erschweren die Nachvollziehbarkeit, die Bewertung wie auch den
Vergleich wissenschaftlicher Arbeiten. Eine nicht einheitliche Nutzung taxonomischer
und phytopathologischer Kategorien erschwert klare Abgrenzungen. So definierten
Snyder und Hansen (1941) bei Fusarium solani verschiedene Formen iiber ihre Pathoge-
nitdt an Wirtspflanzenarten, also im Sinne spezialisierter Formen, jedoch nicht nach dem
fiir Formen vorgesehen morphologischen Kriterien. Rassen bei Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum wurden nicht definitionsgemdafl {iber ihre Pathogenitit an verschiedenen
Baumwollsorten, sondern tiber ihre Pathogenitdt an Baumwollarten und anderen
Gattungen (1), wie Nicotiana, Abelmoschus und Lupinus, definiert. Diesem Wirtspflanzen-
spektrum zufolge hétten weitere spezialisierte Formen ausgewiesen werden miissen.

Die Kenntnis weiterer intraspezifischer, phytopathologisch nicht kategorisierbarer Va-
riabilitdt, kann Hinweise geben, in welchem Anpassungs- oder Spezialisierungsstadium
sich ein Organismus befindet. Eine hohe Variabilitat kann als Indiz fiir die Entstehung
potentieller pathogener Formen gewertet werden (Bochow 1996, miindl. Mitteilung).
Auch zur Entwicklung von Resistenzziichtungsstrategien (Schilling 1994) ist es grund-
legend wichtig, die Variabilitat eines Erregers oder von Erregergruppen zu kennen.

Um die genannten, morphologisch, phytopathologisch sowie taxonomisch bedingten
Einschrankungen bei der Charakterisierung von Isolaten zu umgehen und weitere intra-
spezifische Variabilitidten festzustellen, wurden verschiedene physiologische, biochem-
ische und molekularbiologische Methoden auf ihre dahingehende Eignung erprobt.

Untersuchungen der vegetativen Kompatibilitit von Isolaten zueinander kénnen zu
Populationsstudien eingesetzt werden, eignen sich jedoch nicht zu einer Charakterisie-
rung auf Artebene (Leslie 1993; Leslie 1996). Vegetative Kompatibilititsgruppen (VCGs)
sollen mit bestehenden Rasseneinteilungen bei einigen Fusarien korrelieren (Puhalla
1985; Bosland & Williams 1987; Fergani & Khelafi 1990; Correll 1991; Elias et al. 1991;
Elmer 1991; Leslie 1991; Desjardins & Nelson 1995). Die Bestimmung von VCGs ist
allerdings aufwendig und nicht von allen Isolaten kénnen die benétigten auxotrophen
Mutanten gewonnen werden. Aber auch nach erfolgreicher Bestimmung schrinken
weitere Ausnahmen die Verwendung als praktikables Differenzierungskriterium ein. So
konnen Isolate zweier Rassen der gleichen Kompatibilititsgruppe angehéren, wie auch
Isolate derselben Rasse in zwei verschiedenen Kompatibilititsgruppen vertreten sein
konnen (Correll et al. 1985; Manicom et al. 1990b; Whitehead et al. 1992).

Davon abzugrenzen sind Untersuchungen der sexuellen Kreuzbarkeit verschiedener
Isolate untereinander. Bei erfolgreicher Kreuzung durch die Bildung der Hauptfrucht-
form kénnen Isolate einer Art eindeutig charakterisiert und identifiziert werden (Matuo
& Snyder 1973; Nirenberg 1976). Nicht zu identifizieren sind in Kultur degenerierte
Stamme, denen die Kreuzungsfiahigkeit verlorengegangen ist. Eine weitere Einschran-
kung der Nutzung dieses Merkmals liegt in der bei vielen Fusarien fehlenden

Hauptfruchtform.
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Biochemische Differenzierungsmethoden, wie die Untersuchung von lslichen Proteinen
(Glynn & Reid 1969), Isoenzymen (Reddy & Stahmann 1972; Scala et al. 1981; Bosland &
Williams 1987; Rataj-Guranowska & Wolko 1991), Primér- oder Sekunddrmetaboliten
(Marasas et al. 1984; Joffe 1986; Thrane 1986; Wasfy et al. 1987), Zellfettsduren (Hering et
al. 1992d; Hering 1994) und serologischer Ahnlichkeiten (Madhosingh 1964; Morton &
Dukes 1966; Kalyanasundaram et al. 1967, Kalyanasundaram & Charudattan 1969;
Kaiser & Gupta 1976; Hornok 1980; Marziano et al. 1981; lannelli et al. 1983; Rataj-
Guranowska et al. 1984; Rataj-Guranowska & Wolko 1991) liefern begrenzt einsetzbare
Kriterien zur Unterscheidung auf Art- und Varietdtenebene oder von phytopathologi-
schen Zuordnungen bei Fusarium. Diese von der Genexpression abhéngigen Merkmale
haben den Nachteil, dafs ihre Ergebnisse stark von physiologischen Umstinden und
Kulturbedingungen abhingig sind. lhre Verwendbarkeit zur Differenzierung ist daher
und durch die begrenzte Anzahl verfiigbarer Merkmale limitiert.

Einen Ausweg bietet die direkte Verwendung der genetischen Information der DNA, die
von duflerlichen Bedingungen unbeeinfluft ist (Terachi 1993). Molekulare Techniken
werden daher zunehmend zur Charakterisierung, Identifikation und Klassifikation von
Pilzen eingesetzt (Manicom et al. 1990a; Meyer et al. 1991; Bachmann 1994; Wyss 1996).
Frithe Untersuchungen physikalischer Kenndaten von Nukleinsauren, wie GC-Gehalt
(Szecsi & Dobrovolszky 1985a), DNA Reassoziation (Szecsi & Dobrovolszky 1985b;
Kuninaga & Yokosawa 1989) oder der Gehalt an repetitiven DNA-Sequenzen (Szecsi
1981) liefern nur sehr grobe Anhaltspunkte iiber verwandtschaftliche Zusammenhiange
und sind als alleiniges Merkmal zur Differenzierung innerhalb der Gattung nicht ver-
wendbar. Auflésendere Verfahren zur Bestimmung der genetischen Diversitit zeigen
methodisch aufwendige genetische Fingerprint- und RFLP-Untersuchungen (Cooper et
al. 1988; Manicom et al. 1990b; Kim et al. 1991; Correll et al. 1992). Differenzierungen bis
hin zur Ebene von Rassen sollen dariiber méglich sein (Coddington et al. 1987; Kistler et
al. 1987; Kistler et al. 1991; Whitehead et al. 1992; Bodker et al. 1993; Fernandez et al.
1994; Mes et al. 1994). Sequenzuntersuchungen ribosomaler DNA-Bereiche erlauben
Differenzierungen auf Artebene bis zur darauf basierenden Ausweisung neuer soge-
nannter phylogenetischer Spezies (O'Donnell et al. 1993; Sherriff et al. 1994).

Aufgrund ihrer methodischen Einfachheit haben Techniken, die auf der in vitro-
Vervielfaltigung von Nukleinsaurefragmenten definierter Lange und bekannter Sequenz
durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basieren (Saiki et al. 1985; Mullis et al. 1986;
Mullis & Faloorna 1987; Saiki et al. 1988; Mullis 1990; Saiki 1990), in den letzten Jahren
grofie Bedeutung in der biologischen und medizinischen Forschung erlangt (Erlich 1989;
Bar & Hummel 1991; Hummel 1992; Rolfs et al. 1992).

Das Reaktionsprinzip ist einfach und entspricht dem der Replikation der DNA in der
Zelle. Nukleinsduren mit der zu amplifizierenden Sequenz werden dabei mit zwei als
Primer bezeichneten Oligonukleotiden enzymatisch zur Reaktion gebracht (Abb. 2). Die
unterschiedlichen Primer flankieren dabei das zu amplifizierende Fragment. Sequenz-
informationen zumindest beider Endbereiche des zu vervielfdltigenden Fragmentes
miissen bekarnnt sein, um die in 5-3'-Richtung zu den beiden DNA-Einzelstringen
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komplementdren Primer synthetisieren zu konnen. Unter geeigneten Reaktions-
bedingungen hybridisieren die Primer an die Matrizen und dienen der Polymerase als
Startpunkt fiir die Synthese des fehlenden Einzelstranges (Abb. 2-®). Nach der Polyme-
risation werden die neu gebildeten Doppelstrange erhitzt und dadurch erneut in Einzel-
strange zerlegt. Der synthetisierte Tochterstrang enthalt die komplementére Sequenz des
zweiten Primers, so dafl dieser dort binden kann (Abb.2-@). Neben anderen linear
reproduzierten Fragmenten, werden ab dem dritten Schritt erstmals die gewiinschten
DNA-Stiicke amplifiziert (Abb. 2-®). Bei mehrfacher Wiederholung der als Zyklus
bezeichneten Reaktionsfolge aus DNA-Denaturierung, Primer-Annealing und DNA-
Extension kommt es ab dem vierten Zyklus zur eigentlichen Kettenreaktion mit der
exponentiellen Anreicherung der Zielsequenz. Nach elektrophoretischer Auftrennung
und Anfarbung ist die Zielsequenz als Bande nachweisbar, wihrend die anderen gebil-
deten Fragmente aufgrund ihrer linearen Vervielfaltigung nicht nachweisbar sind.

A;sgangs-Dhﬂi — e PCR-Primer | und
¢—— Zielsequenz——& Amplifikationsrichtung
| e PCR-Primer il und
l, ** Amplifikationsrichtung
1. Zykius Dj\lA»Denaturﬁerung . Bindungsstelle des
Primers
Primer-Annealing l Extensionsprodukte
@ & .4 — o : o
2. Zyklus  Primer-Annealing Extensionsprodukte
[ <o —— e
—
G i ey

3
o Vo T I v o v'e

vs

3.2Zyklus  Primer-Annealing Extensionsprodukte
" B o " =

- -—
= Ol ————— A
- - — S -
=g B Zielsequenz
- - )

% — .

4, Zyklus  Beginn der exponentiellen Vervielfaltigung der Zielsequenz

Abb. 2: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Die ‘random amplified polymorphic DNA’ (RAPD) verwendet im Gegensatz zur vorher
beschriebenen Standard-PCR nur einen einzelnen relativ kurzen Primer mit willkiirlich
gewihlter Sequenz zur Amplifikation (Williams et al. 1990). Sequenzinformationen iiber
die zu untersuchende DNA miissen hierzu nicht bekannt sein. Wahrend der PCR binden
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die Primer an allen kompatiblen Bereichen der einzelstrangigen DNA. Zur Amplifikati-
on von Fragmenten kommt es, wenn sich jeweils eine Primerbindungsstelle in einem
Abstand von etwa 500-2.500 Basenpaaren (Williams et al. 1993) auf beiden komplemen-
taren Einzelstrangen in 3'-5-Richtung befindet. Primerabhingig werden zumeist mehre-
re Fragmente synthetisiert, die als Bandenmuster elektrophoretisch nachweisbar sind
(sieche Abb. 3). Die erzielten Banden kénnen als genetische Marker verwendet werden
(Rafalski & Tingey 1993; Bachmann 1994) und DNA unterschiedlicher Herkiinfte typi-
sieren (Andersen & Fairbanks 1990; DuTeau & Leslie 1991; Nazar et al. 1991).

Mit geringen methodischen Unterschieden wird der Einsatz eines einzelnen Primers zur
DN A-Vervielfaltigung auch als ‘arbitrary primed PCR’ (Welsh & McClelland 1990;
Welsh et al. 1991), ‘DNA amplification fingerprinting’, (Caetano-Anollés et al. 1991a, b;
Zilberstein et al. 1993), PCR-Fingerprinting (Bostock et al. 1993; Lieckfeldt et al. 1993;
Schénian et al. 1993), “amplification fragment length polymorphism’ (Bassam et al. 1992)
oder ‘universally primed PCR’ (Bulat & Mironenko 1993) bezeichnet.

DNA isolat A
5 - g PCR-Pri d
i e o e g -Primer un
G : e
! sl B o i ! i Amplifikationsrichtung
St : : : 23 == Bindungsstelle des
© + PCR Amplifikation - : : Primers
! : ]
RAPD Produkte \
Elektrophorese
DNA Isclat B

=3

=

5"

RAPD Produkte

Abb. 3 Schema der RAPD - Entstehung von Polymorphismen bei unterschiedlichen DNA-
Herkiinften

Der Einsatz von RAPD-Untersuchungen als diagnostisches Werkzeug zur Feststellung
genetischer Differenzen hat sich in letzter Zeit zu einer Standardmethode fiir Routine-
Analysen entwickelt (Martin et al. 1994). RAPD-Analysen erfordern keinen allzu groen
technischen und personellen Aufwand, Ergebnisse werden schnell erzielt und grofse
Probenmengen konnen in vergleichbar kurzer Zeit untersucht werden (Andersen &
Fairbanks 1990; Williams et al. 1990; Rafalski et al. 1991; Hedrick 1992). Zudem werden
fiir die Analysen nur geringste DNA-Mengen benotigt (Caetano-Anollés et al. 1991a, b),
die relativ einfach aus Pilzmaterial zu extrahieren sind (Lee & Taylor 1990; Vaerenbergh
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et al. 1995). Dariiber hinaus koénnen zu Vergleichszwecken zahlreiche Marker durch
unterschiedliche Primerzahlen generiert werden (Crawford et al. 1993). RAPD-Marker
gelten als sensitiv und zuverldssig (Amoah et al. 1996) und haben nach Martin-Kearley
et al. (1994) den Vorteil, Unterscheidungen bei nicht mit anderen Methoden differen-
zierbaren Organismen zu treffen.

Als Ersatz oder in Ergénzung zu aufwendigeren klassischen Verfahren wie RFLP- oder
DN A-Fingerprint-Techniken zeigt die RAPD ein bedeutendes Potential zur Feststellung
genetischer Differenzen, welche mit Taxa, spezialisierten Formen und Rassen sowie
Populationen von pflanzenpathogenen Pilzen (Crowhurst et al. 1991; Wostemeyer et al.
1991; Hadrys et al. 1992; Hoelzel & Green 1992; Hering 1993), Nematoden (Caswell-Chen
et al. 1992; Cenis 1993; Castagnonesereno et al. 1994; Chacon et al. 1994; Folkertsma et al.
1994) oder Bakterien (Dooley et al. 1993; Ralph et al. 1993; Matthews & Oliver 1994; Black
et al. 1995) korrelieren konnen. Ebenso ist bei héheren Pflanzen, Tieren und Insekten
durch Korrelationen zu bestehenden Taxa ihre Eignung zur Klassifizierung nachgewie-
sen (Ballinger-Crabtree et al. 1992; Black et al. 1992; Chapco et al. 1992; Demeke et al.
1992; Halward et al. 1992; Kamphampati et al. 1992; Kazan et al. 1992; Dinesh et al. 1993;
Gongzalez & Ferrer 1993; Landry et al. 1993; Puterka et al. 1993; Bachmann 1994; Bardakci
& Skibinski 1994). Mit Einschrankungen kérmmen RAPD Marker auch zu phylogeneti-
schen Untersuchungen bei Pilzen (Fischer et al. 1995; Laroche et al. 1995; Voigt et al.
1995; Shi et al. 1996) oder Pflanzen (Kazan et al. 1992; Margalé et al. 1994) herangezogen

werden.

Wahrend RAPD-Muster zur Differenzierung von Isolaten auf der Ebene derzeit ausge-
wiesener spezialisierter Formen und bei einigen Rassen genutzt werden kénnen (Hering
1993, Zilberstein et al. 1993), erfordert eine Charakterisierung auf Art- und Varietdten-
ebene, die Untersuchung konservativer DNA Bereiche (White et al. 1990; Bruns et al.
1991; Hibbet 1992; Kohn 1992). Gene, welche ribosomale RN A oder mitochondriale RNA
kodieren, erfiillen diesen Anspruch, da sie im Laufe der Evolution wesentlich geringeren
Verdnderungen unterworfen waren als andere DN A-Bereiche (Taylor 1986; Jorgensen &
Cluster 1989; Kreitman 1991). Die ribosomale DNA ist in verschieden variable Bereiche
gegliedert, wobei die kodierenden Regionen als gering variabel gelten (Olsen et al. 1986,
Medlin et al. 1988; Jorgensen & Cluster 1989; Hillis & Dixon 1991; Neuveglise et al. 1994).
Thre Untersuchung durch Restriktionsverdau (Chase et al. 1991) oder Sequenzanalysen
(Forster et al. 1990) ist daher zum Studium unterschiedlich weit verwandter Arten
(Medlin et al. 1988; Taylor & Natvig 1989; Hillis & Dixon 1991; Gargas & Taylor 1992)
oder zum Aufbau phylogenetischer Stammbéaume geeignet (O'Donnell 1992; Rehner &
Samuels 1994; Sherriff et al. 1994; Spatafora & Blackwell 1994; O'Donnell & Gray 1995).
Die ITS-Regionen weisen dagegen eine hohere Variabilitat auf und eignen sich deshalb
insbesondere zur Charakterisierung von ndher verwandten Arten (Chen et al. 1992;
Gardes & Bruns 1992; O'Donnell 1993).

Eine Methode, die ‘amplified ribosomal DNA restriction analysis’ - ARDRA - (Jayarao
et al. 1991; Vaneechoutte et al. 1992; Vaneechoutte et al. 1993; Vaneechoutte et al. 1994)
nutzt die PCR zur Amplifikation der ribosomalen DNA mittels selektiver Standardpri-
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mer (White et al. 1990) und anschlieSendem Verdau mit hiufig schneidenden Restrikti-
onsenzymen. Nach elektrophoretischer Auftrennung und Anfirbung erhilt man Frag-
mentmuster, die zur Identifikation und Klassifikation von Bakterien (Vaneechoutte et al.
1992; Vaneechoutte et al. 1993; Vaneechoutte et al. 1994) herangezogen werden kénnen.

PCR-Primer und
& Amplifikationsrichtung

3 Schnittstelle
Restriktionsenzym

\J

small subunit rDNA large subunit rDNA

DNA Isolat A

Elektrophorese

DNA Isolat B

ITS 1 5,85 rDNA ITS 2

Abb. 4 Schema der ITS-RFLP ~ Entstehung von Polymorphismen bei unterschiedlichen DNA-
Herkiinften

Die ITS-RFLP (sieche Abb.4) ist als methodische Variante anzusehen, wobei nur die
Informationen der variableren ITS-Bereiche einschliefllich der 5,85 rDNA als Differenzie-
rungskriterien verwendet werden (Harlton et al. 1995; Hering et al. 1995b; Gardes &
Bruns 1996). Uber Unterschiede in den Bandenmustern konnte eine erfolgreiche Diffe-
renzierung vorzugsweise auf Art- und Varietitenebene bei Pseudocercosporella (Hering et
al. 1995¢) sowie bei Pythium (Chen 1992; Chen et al. 1992), Tuber (Henrion et al. 1994)
oder Trichoderma (Meyer 1991) demonstriert werden.

1.2 Problemstellungen und Ziele

1.2.1 Sektion Discolor

Fusarium sambucinum Fuckel sensu lato kommt in temperierten oder subtropischen
Zonen in Béden und auf zahlreichen Pflanzen vor. Er verursacht unter anderem eine
wirtschaftlich wichtige Trockenfdule an Kartoffelknollen (Vrany et al. 1989; Bedin &
Tivoli 1990; Rotkiewicz et al. 1993) und ist dariiber hinaus als Mykotoxinproduzent
bekannt (Desjardins & Beremand 1987; Abbas et al. 1991; Beremand et al. 1991; Kim &
Lee 1994; Altomare et al. 1995).

Unterschiedliche Ansichten existieren zur Taxonomie von Fusarium sambucinum sensu
lato (siehe Tab. 1): Wollenweber & Reinking (1935) unterschieden F. sambucinum Fuckel,
F. sambucinum Fuckel var. minus Wollenw. sowie fiinf weiteren Formen, wovon vier
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ausschliefllich nach Farbunterschieden der Kultur differenziert wurden. Fusarium
trichothecioides erkannten sie als eigene Art an. Booth (1971) unterschied die Varietiten F.
sambucinum var. sambucinum und F. sambucinum var. coeruleum sowie die Arten
F. sulphureum Schlecht und F. trichothecioides. Nach seiner Auffassung waren die Kultu-
ren auf Kartoffel-Saccharose-Agar von F. sambucinum rot, von F. sulphureum gelblich und
die von F. trichothecioides rosa geférbt. Fusarium sarcochroum hilt er fiir identisch mit
F. sambucinum und F. bactridioides identisch zu F. trichothecioides.

Tab. 1: Konzepte von Fusarium sumbucinum Fuckel sensu lato (nach Nirenberg, 1995)

Wollenweber & Reinking (1935) Booth (1971) Gerlach & Nelson etal. Nirenberg (1995)
Nirenberg (1982) (1983)

F. sambucinum Fuckel F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum
(all red strains)!

F. sambucinum f. 1 Wollenw. VF. sambucinum ' F. sambucinum  F. sambucinum  F. torulosum (Berk.

= F. sambucinum var. coeruleum var. coeruleunt var. coeruleunt et Curt.) Niren-

Wollenw. berg comb. nov.

= F. torulosum Berk. et Curt.

? F. culmorum (W.G. Sm.) ? F. culmorum F. venenatum

Sacc. var. cerealis (Cook) Wollenw. Nirenberg

p]‘. p

F. sambucinum £. 2 Wollenw. F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum

var. coeruleum !

F. sambucinun: f. 4 Wollenw. ? F. sambucinum \  F. sambucinum F. torulosum

F. sambucinum £. 5 Wollenw. ? F. sambucinum ! F. sambucinum F. torulosum

F. sambucinum f. 6 Wollenw. F. sulphureum F. sulphureum F. sambucinum  F. sambucinum

F. sambucinum var. minus Wollenw.  F. sambucinum ? F. sambucinum  F. sambucinum ? F. sambucinum

F. trichothecioides Wollenw. E. trichothecioides 7 F. sulphureum F. sambucinum F. sambucinum

F. bactridioides Wollenw. F. trichothecioides  F. bactridioides ?  F. sambucinum F. bactridioides ?

F. sarcochroum (Desm.) Sacc. F. sambucinum F. sarcochroun ? F. sarcochroum ?

? vor dem Taxon - Autor ist sich der Synonymitit nicht sicher

! vor dem Taxon - Taxon korrespondiert nicht mit der Originalbeschreibung

! nach dem Taxon - Autor machte Fehler bei der Stellung des Taxons in seinem Konzept synonym zu dem
Konzept von Wollenweber & Reinking (1935)

? nach dem Taxon - Konzept zweifelhaft

Gerlach & Nirenberg (1982) betrachten Fusarium trichothecioides synonym zu F. sulphu-
reum und akzeptierten wie Booth (1971) beide Varietiten von F. sambucinum. Sie sehen F.
bactridioides und F. sarcochroum als eigenstindige Arten an. Nelson & Cassini (1983)
vereinigen F. bactridioides, F. trichothecioides, F. sulphureum und beide Varietdten von F.
sambucinum zu einer Art; Fusarium sarcochroum bleibt in ihrem Konzept unerwahnt.
Neuere Untersuchungen morphologischer Merkmale bei F. sambucinum sensu lato von
Nirenberg (1995¢) unterscheiden die drei Arten F. sambucinum, F. torulosum (Berk. et
Curt) Nirenberg und F. venenatum Nirenberg. Ob Fusarium bactridioides und/oder
F. sarcochroum als eigenstindige Arten anzusehen sind konnte anhand morphologischer
Kriterien nicht eindeutig geklart werden.
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Mittels RAPD- und Restriktionsuntersuchungen der amplifizierten ITS-Regionen sollen
die vorliegenden Spezieskonzepte mit molekularbiologischen Methoden diskutiert
werden. Geeignet ist diese Gruppe insbesondere dadurch, dafd verschiedene Arbeits-
gruppen die gleichen Isolate mit unterschiedlichen methodischen Ansédtzen und Techni-
ken innerhalb des Europdischen Fusarium sambucinum Projektes (Nirenberg 1995a)
untersucht haben. Ein direkter Vergleich der Ergebnisse verschiedener Methoden auf
der Basis von Einzelisolaten ist dadurch méglich. Von besonderem Interesse war auch
inwieweit sich einzelne nicht kreuzbare Isolate (Desjardins & Nelson 1995), Isolate
unterschiedlicher Mykotoxinproduktion (Schmidt et al. 1995; Thrane & Hansen 1995)
mit RAPD und ITS-RFLP unterscheiden lassen. Ebenso interessiert die Fragestellung
inwieweit F. bactridioides und F. sarcochroum als eigenstandige Arten anzusehen sind.

1.2.2 Sektion Eupionnotes - Fusarium tabacinum (van Beyma) W. Gams

Fusarium tabacinum (Beyma) W. Gams (Teleomorph: Plectosphaerella cucumering (Lind-
fors) W. Gams) ist weitverbreitet und ist auf verschiedenen Substraten beheimatet
(Seifert 1996). Der Pilz wird hdufig aus landwirtschaftlich genutzten Boden isoliert,
kommt aber auch in Sanddiinen oder salzhaltigen Stranden vor (Gams & Gerlagh 1968;
Gams et al. 1969; Hampel 1970; Domsch et al. 1980). Pathogene Stamme verursachen bei
hoheren Temperaturen und hoherer Feuchtigkeit Samlingskrankheiten insbesondere an
Nicotiana tabacum (Slagg 1921) und Sinapis arvensis (Hampel 1970). Wurzelfaulen, Sten-
gelverbraunungen oder Blattflecke wurden an Viola-Wittrockinna-Hybr. (van Eek 1937),
Helianthus annuus (Zazzerini & Tosi 1987), Ocimum basilicum (Matta 1978) sowie an
Lycopersicon esculentum (Pascoe et al. 1984; EI-Gindy 1991) und einigen anderen Pflanzen
(Klebhahn 1930; Soran & Oezel 1985; Mygind 1986) beobachtet. Auflerdem soll er Kie-
menerkrankungen bei Langusten verursachen (Alderman & Polglase 1985). Kreuzinfek-
tionsversuche einzelner Isolate von Kartoffeln, Gurken, Weizen und Raps blieben
erfolglos (Domsch & Gams 1968; Gams & Gerlagh 1968).

Fusarium tabacinum unterscheidet sich von anderen Fusarien durch seine kleinen Konidi-
en ((5,0-)82-135(-15,0) pm lang, (2.0 -) 2,2 - 3,0 (- 4,0) pm breit; Gams & Gerlagh 1968)
mit fehlender charakteristischer Makrokonidien-Fuizelle, in seiner Tendenz keine
Sporodochien auszubilden und durch seine Phialiden (Pascoe et al. 1984). Fusarium
tabncimm gilt als morphologisch und in seinen Kulturcharakteristiken als stark variabel
(Gams & Gerlagh 1968; Pascoe et al. 1984).

Der Anamorph wurde erstmals 1933 als Cephalosporium tabacinum Beyma beschrieben
(van Beyma thoe Kingma 1933). Spiter wurde er aufgrund des allgemeinen Habitus als
Fusarium tabacinum (Beyma) W. Gams in die Sektion Eupionnotes neben F. merismoides
Corda gestellt, wenngleich andere Merkmale fiir die Beschreibung einer neuen Gattung
sprachen (Gams & Gerlagh 1968). Seit kurzem ist folgerichtig F. tabacinum als Plectospo-
rium tabacinum (van Beyma) M. E. Palm, W. Gams et Nirenberg beschrieben (Palm et al.
1995). Aufgrund der allgemeinen Verstandlichkeit wird in der vorliegenden Arbeit der
alte Namen F. tabacinum beibehalten.
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Durch seine morphologische und phytopathologische Variabilitat ist F. tabacinum fiir
Versuche zur molekularen Charaktersierung besonders pradestiniert. RAPD- und ITS-
RFLP-Untersuchungen sollen kldren, ob sich diese Variabilitdt in den Bandenmustern
widerspiegelt oder die Ergebnisse die Einheitlichkeit der Art bestdtigen. Weiterhin sol-
len eventuell bestehende Korrelationen der Bandenmuster zu einzelnen Wirten oder zu
geographischen Herkiinften ermittelt werden. Die Untersuchungen der ITS-Region sol-
len durch Vergleich mit anderen Fusarium-Arten Hinweise liefern, ob die Ausgliederung
in eine eigene Gattung (Palm et al. 1995) auch auf molekularer Ebene zu rechtfertigen ist.

1.2.3 Sektion Elegans - Fusarium oxysporum £. sp. vasinfectum

Das differenzierte Spezieskonzept von Wollenweber & Reinking (1935) fiir die Sektion
Elegans weist die drei Subsektionen Orthocera, Constrictum und Oxysporum mit insgesamt
zehn Arten, 18 Varietdten und 10 Formen auf, wobei sie eine ausgesprochene Wirtsspe-
zifitit bei den meisten Varietdten und Formen feststellten. Auf dieser Wirtsspezialisie-
rung griindet das Konzept von Snyder & Hansen (1940), welches nur F. oxysporum als
Art anerkennt, dariiber hinaus 25 Formen im Sinne von spezialisierten Formen
ausweist. Heute gilt dieses Konzept, erweitert um zahlreiche weitere spezialisierte
Formen, als allgemein anerkannt (Booth 1971).

Unterschiedlich wird jedoch die Stellung von Fusarium redolens und F. udum Berk. und
ihr Verhaltnis zu F. oxysporum angesehen. Gerlach & Nirenberg (1982) grenzen beide als
eigenstindige Arten innerhalb der Sektion ab, wéhrend Booth (1971) F. redolens als
Varietdt von F. oxysporum ansieht und F. udum als Art der Sektion Laferitium ansieht.
Wollenweber & Reinking (1935) stellten F. udum synonym zu F. merismoides in die
Sektion Eupionnotes und Snyder & Hansen (1940) betrachteten die Art als F. oxysporum
forma udum. Nelson & Cassini (1983) sind sich iiber Stellung von F. udum nicht sicher,
sehen aber F. redolens conspezifisch zu F. oxysporum. Auch kamen Untersuchungen von
Baayen & Gams (1988) zu dem SchlufS, dal F.redolens f. sp. dianthi Gerlach und
F. oxysporum f. sp. dianthi (Prillieux & Delacroix) Snyd. & Hans. einen einzigen morpho-
logisch variablen Komplex bilden und beide anhand ihrer Pathogenitdt und der Aus-
pragung von Symptomen nicht zu unterscheiden sind. Daher sei eine Unterscheidung in
zwei Arten nicht gerechtfertigt. Spiter folgende Untersuchungen der vegetativen Kom-
patibilitidt zueinander lieBen diese Frage ebenfalls offen (Baayen & Kleijn 1989).

Zur Differenzierung auf der phytopathologisch spezialisierten Ebene von Rassen wurde
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum als Beispiel ausgewahlt, da andere methodische
Untersuchungen mit den gleichen Isolaten vorliegen (Hering et al. 1992a, ¢, d; Ibrahim &
Nirenberg 1993; Nirenberg et al. 1994b, 1996). Der pilzliche Erreger der Baumwollwelke
ist in fast allen Baumwollanbaugebieten der Welt verbreitet (Ebbels 1975; Ebbels 1976;
Snyder & Smith 1981) und verursacht teilweise hohe Ertragseinbufien (Chester 1946;
Delgado & Agurto 1984). In der Literatur werden acht Rassen unterschieden, die iiber
ihre Pathogenitit auch an Nichtbaumwollwirten ermittelt wurden (Armstrong &
Armstrong 1960, 1969, 1978; Chen et al. 1985). Zwischen den Rassen 1, 2 und 6
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(Armstrong & Armstrong 1958, 1978) sowie zwischen den Rassen 3 und 5 sollen Ahn-
lichkeiten (Ibrahim 1966) bestehen. Infektionsversuche an Baumwolle von Ibrahim &
Nirenberg (1993) und Nirenberg et al. (1996) bestitigen dies mit fiir die Rassen 1 und 2,
sowie fiir die Rassen 3 und 5 identischen Symptombildern. Fettsdurespektren, wie sie
zur Identifikation von Bakterien routinemaflig eingesetzt werden, unterscheiden drei
Gruppen: Isolate der Rassen 1, 2 und 6, Isolate der Rassen 3 und 5 sowie Isolate der
Rasse 4 (Hering 1993). Zu den Rassen 7 und 8 liegen keine weiteren Informationen vor.

ITS-RFLP-Untersuchungen mit verschiedenen Vertretern der von Wollenweber &
Reinking (1935) beschriebenen Subsektionen, heutigen spezialisierten Formen von
Fusarium oxysporum sowie F. redolens, F. redolens f. sp. dianthi und F. udum sollen auf
molekularer Datenbasis Ahnlichkeiten und Differenzen ermitteln. Bei F. oxysporum f. sp.
vasinfectum soll die Unterscheidbarkeit von Rassen mittels ITS-RFLP- und RAPD-
Mustern iiberpriift werden. Dariiber hinaus soll iiber RAPD-Muster ein weiterer Diskus-
sionsbeitrag zur Identitidt von F. oxysporum f. sp. dianthi und F. redolens f. sp. dianthi
geliefert werden.

1.2.4 Sektion Martiella

Die Sektion Martiella gehort zu den am stirksten kontrovers diskutierten Sektionen.
Nach Wollenweber & Reinking (1935) und Wollenweber (1943) werden innerhalb dieser
Sektion sechs Fusarium-Arten, zehn Varietdten und vier Formen anhand der Mikrokoni-
dien und des mittleren Durchmessers der 3-5 septierten Konidien unterschieden. Snyder
& Hansen (1941) reduzierten die Taxa auf Fusarium solani und unterschieden finf
Formen. Booth (1971) erkennt nur F. solani mit einer Varietit F. solani var. coeruleum an
und beschreibt F. illudens als neue Art innerhalb der Sektion. Nelson & Cassini (1983)
akzeptieren ebenfalls nur F. solani als eine Art, alle anderen beschriebenen Arten und
Varietdten erkldren sie fiir synonym. Die Reduktion des Konzeptes von Wollenweber &
Reinking (1935) auf eine Art wird damit erkldrt, daff die beschriebenen Merkmale
innerhalb der natiirlichen Bandbreite der morphologischen Variabilitat einer Art liegen
und daher keine Artabgrenzungen rechtfertigen (Snyder & Hansen 1941). Die Untersu-
chungen von Joffe (1974) fithrten zur Akzeptanz der drei Taxa F. solani, F. solani var.
coeruleum und F. javanicum innerhalb der Sektion. Gerlach & Nirenberg (1982) unter-
schieden ebenfalls F. javanicum und F. solani, erkannten aber auch F. coeruleum, F. illu-
dens, F. eumartii und F. caucasicum als eigenstidndige Arten an. Neuere morphologische
Untersuchungen von Nirenberg (1995b) zeigen eine weitere Unterteilung der Sektion in
mindestens 15 Arten, die anhand erster molekularbiologischer Ergebnisse bestitigt
wurde (Hering & Nirenberg 1995b). Diese Untersuchungen unterstiitzen eine differen-
ziertere Betrachtung des Artkonzeptes innerhalb der Sektion Martiella.

Bet Fusarium solani wurden mehrere spezialisierte Formen sowie insgesamt vier Rassen
ausgewiesen. Solche auf Pathogenitdit und Symptombilder basierenden Konzepte
innerhalb der Martiella-Sektion (Snyder & Hansen 1941; Sakurai & Matuo 1961b; Snyder
& Toussoun 1965; Matuo 1972) sind fiir den praktischen Phytopathologen zwar einfach
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handhabbar, bergen aber die Gefahr in sich, daf8 es zu Verwechslungen nicht nur inner-
halb einer Sektion sondern mit weit entfernten, aber dhnlich aussehenden Arten kom-
men kann. So fithrten Uberlegungen zur phytopathologischen und physiologischen
Variabilitdt einzelner Isolate von F. oxysporum f. sp. pisi und F. solani f. sp. pisi dazu,
beide als eine Art vorzuschlagen (Bolton & Donaldson 1972). Andererseits stellten
Abney et al. (1993) Unterschiede beim Erreger des ‘Soybean Sudden Death Syndroms’
fest und vermuteten zwei unterschiedliche Formen von F. solani f. sp. phaseoli als Verur-
sacher. Spétere Untersuchungen zeigten, dafs nur einer der Erreger F. solani f. sp. phaseoli
war, wihrend der andere sich eindeutig als Fusarium tabacinum herausstellte (O'Donnell
& Gray 1995). Nicht auszudenken, welche Bedeutung ein solches Vorgehen fiir die
Resistenzziichtung hatte! Ein Screening mit derart charakterisierten Pathogenen wiirde
im Extremfall die Resistenz nur gegen eine Erregerart, nicht jedoch gegen den oder die
anderen Erreger aufbauen. Die genaue Charakterisierung eines Erregers ist daher nicht
nur aus mykologischen-systematischen Gesichtspunkten zwingend notwendig.

Mit den Ergebnissen von RAPD- und ITS-RFLP-Untersuchungen sollen die oben be-
schriebenen Konzepte diskutiert werden. Dabei soll ermittelt werden, inwieweit beste-
hende morphologische und phytopathologische Klassifizierungen mit Bandenmustern
korrelieren und ob Ahnlichkeiten oder deutliche Unterschiede zwischen diesen Klassifi-
zierungen feststellbar sind. Die iibergreifende Untersuchung aller in dieser Sektion als
Arten, Varietdten, spezialisierten Formen und Rassen gruppierten Fusarien soll einen
Uberblick iiber die Variabilitit geben, die innerhalb dieser Fusarium-Sektion zu erwarten
ist. Im weiteren Vergleich mit Resultaten aus anderen Sektionen soll der Versuch unter-
nommen werden, ein auf ITS-RFLP- und RAPD-Analysen basierendes Spezieskonzept
fiir die Martiella-Sektion zu entwickeln. In ein solches Konzept sollen aus anderen
Arbeiten bekannte morphologische, physiologische und biochemische Merkmale inte-
griert werden, um ein aussagekriftiges Modell zu entwickeln.

1.2.5 Methodische Ziele

¢ Erarbeitung und Evaluation methodischer Grundlagen zur Einsetzbarkeit von
RAPD- und ITS-RFLP-Untersuchungen zur Charakterisierung und Differenzie-
rung verschiedener phytopathogener und saprophytischer Fusarien. Dabei sollte
ein einheitliches, einfaches sowie nachvollziehbares methodisches Schema fiir
vergleichende Untersuchungen entwickelt werden.

¢ Bewertung des Einsatzes dieser Methoden auf unterschiedlichen taxonomischen
und phytopathologischen Ebenen. Dazu sollen die erzielten Ergebnisse miteinan-
der und mit Resultaten anderer Untersuchungen verglichen werden.

e Anwendung der Techniken zur Losung der beschriebenen konkreten taxonomi-
schen und phytopathologischen Problemfille innerhalb der Gattung Fusarium.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Pilz-Isolate

Alle Isolate wurden der Stammsammlung der Biologischen Bundesanstalt (BBA) ent-
nommen. Die Pilze wurden in Erdréhrchen (Schneider 1958) oder gefriergetrocknet
(Berny & Hennebert 1991) bei 4 °C gelagert. Sofern der gleiche Stamm in anderen
Sammlungen vorhanden ist, ist deren Isolatnummer mit angegeben. Die verwendeten
Abkiirzungen sind im Abkiirzungsverzeichnis erldutert. Das Feld , BBA” kennzeichnet
in nachfolgenden Tabellen die Isolatnummer der Stammsammlung des Institutes fiir
Mikrobiologie, Berlin-Dahlem; das Feld ,DNA” kennzeichnet die DNA-Prédparations-
nummern, die in der vorliegenden Untersuchung verwendet wurden.

Hinsichtlich der besseren Lesbarkeit und Verstindlichkeit des Textes wurde bei Namen
des Teleomorphs stets auf die Erwdhnung verzichtet, dag in allen Fillen ausschlieBlich
der Fusarium-Anamorph untersucht worden ist.

2.1.1 Sektion Discolor

Tab. 2: Fusarium sambucinum sensu lato und Kontrollisolate
Einteilung der Isolate in der Reihenfolge der RAPD-Untersuchung, Abb. 9

Species BBA  andere Sammi. DNA Substrat geograph. Herk.
F. sambucinum Fuckel 62397 IMB11.243 025  Solanum tuberosum Deutschland
62433 CBS125.95 026 Beta vulgaris Spanien
62434 IMB11.124 027  Solanum tuberosim Iran
64.226 CBS 146.95 922 Solamum tuberositm England
64.480 Sep 801-2 022 Solanum tuberosun Finnland
64.484 -~ 021  Solanum tuberosum Finnland
64.678 Thr TAE/32 028 Triticum Schweiz
64737 - 030  Solanum tuberosum Deutschland
64.960 Thr KNAR 5-2 029 Boden Diénemark
64.995 PD78/917 032 Brassica oleracea Niederlande
64998 - 024 Solantm tuberosont .
65.009 - 929 Solanum tuberosum -
64.262 - 023 Glycine max, Samen Brasilien
F. venenatum Nirenb. 64.478 CBS127.95 525  Solanum tuberostm Finnland
64.537 - 068  Triticum sativim Osterreich, Wien
64.757 - 526 Humulus lupulus Deutschland, Bayern
64.935 Pol KF 707 527  Solanum tuberosom Polen
65.030 - 781 Zea mays Deutschland
65.031 - 035 Zea mays Deutschland
Gibberella pulicaris (Fr. ex. Fr.) Sacc. 62719 IMB11.143 041 Pterocarya fraxinifolia Iran
64.918 Sam 85-208 070 Palme Nord Sulawesi
F. indet. 64.280 -~ 034 Ruschia cumosa, Samen Deutschland, Berlin
F. indet. 63.575 LEV 10256 063 Medicago sativa Neuseeland
F. indet 64.371 1LEV 21244b 065 Cucurbita maxima Neuseeland
F. semitectum Berk et Rav. var. semitectum 64.351 - 036 Helianthus Jugoslawien
f‘ bactridioides Wollenw. 63.602 CBS177.35 038 Cronartium ribicola a, Pinus USA, Arizona
F. culmorum (W. G. Smith) Sacc. 64.218 - 040 Hordeum vulgare Finnland
‘F. cerealis (W.G. Smith) Sacc. 64545 - 526 Triticum durum Deutschland
F. torulosum (Berk. et Curt.) Nirenb. 62.398 062 Betula verrucosa Deutschland, Berlin

63.933 LEV 15233 037 Triticum aestivum Australien
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Species BBA  andere Samml. DNA Substrat geograph. Herk.
F. torulosum (Berk. et Curt.) Nirenb. 64.465 CBS576.94 066 Triticum aestivum Deutschland
64.479 Sep 6816-4 067 Solanum tuberosum Finnland
64.645 Thr Ho52 069 Solanum tuberosum Dénemark
64.948 Thr PVN B13A 071 - Dénemark
64.988 072 Hordeum vulgare Ungarn
F. flocciferum Corda 64.365 410  Secale cereale 'Halo'
F. lateritium Nees ex Link 64.225 187 Malus domestica Deutschland
F. compactum (Wollenw.) Gord. 64.640 ThrSMC2 042 Herbes provencale Dénemark
F. sarcochroum (Des.) Sacc. 63.714 CBS 745.79 064 Viscum album Schweiz, Ziirich
F. sambucinum 7 - Korschel 13 1033 Boden GUS, Russland
2.1.2 Sektion Eupionnotes
Tab. 3: Fusarium tabacinum und Kontrollisolate
Species BBA dere S i. DNA k geograph. Herk.
F. tabacinum (van Beyma) W. Gams 64.010  ~ 367 - -
64809 - 369 Brassica napus Deutschland
66.026 - 372 Ackerboden Deutschland
66.135 - 379  Ackerboden Deutschland
62.445 DSM 62445 366  Solanum tuberosum Deutschland
68.046 DAOM 215646 456 - -
68.043 - 465 Apium graveolens USA, Kalifornien
65834 - 225  Platycodon Deutschland, Berlin
67.558 CBS 291.38 458  Solanum tuberosum USA, Maryland
62.444 DSM 62444 375 Solanum tuberosum Deutschland
67.613 DAOM 213337 455 Panax Kanada
62443 CBS 423.66 365 Boden Afrika, Katanga
67563  ~ 262 Beta vulgaris Australien
67.559 Sam 84-531 446 Nicotiana tabacum Neuseeland
65399  ~ 370 Chrysanthemun frutescens Deutschland, Hessen
64.585 - 368 Chrysanthemum maximum Deutschland, Berlin
65.637 - 371 Senecio cruentus -
68.021 CBS137.37 401 - -
67.557 CBS137.33 457  Nicotiana tabacum UK, England
67.558 (CBS 291.38 458  Solanum tuberosum USA, Maryland
68.038 - 463  Cucumis melo USA, Arkansas
67.717 - 452 Cucumis melo USA, Arkansas
68.040 - 460 - -
68.039 - 459  Asclepias USA, Nebraska
66190 - 373  Ackerboden Deutschland
66,202 - 374 Ackerboden Deutschland
68.042 CBS367.73 464  Viola odorata Agypten
64.343 - 223 Triticum 'Diplomat’ Deutschland, Bayern
68.041 DAOM 213369 454 Ambrosia artemisifolia Kanada, Ontario
67.716 DAOM 213338 451  Ambrosia trifida Kanada
68.037 - 461 Cucurbita USA, Louisiana
67.560 - 462 Cucurbita pepo USA, Louisiana
68.022 - 339  Cucurbita pepo USA, Louisiana
Plectosphaerella cucumerina(Lindfor) W. Gams 66315 - 226 Ackerboden Deutschland, Nieders.
F. merismoides Corda var. chlamydosporale 62.256 IMB 11.002 723 Asparagus officinalis Deutschland
Wollenw.
F. coeruleum (Libert) ex Sacc. 64.413 CBS 836.85 236 Solanum tuberosum 'Hansa' Deutschland, Berlin
F. oxysporum £. sp. vasinfectum rl 66.843 ATCC 16421 1180 - e
F. torulosum (Berk. et Curt.) Nirenb. 64.645 Thr Ho 52 069 Solanum tuberosum Dénemark
F. solani (Mart.) Sacc. var. solani 64383 - 874 Phaseolus vulgaris Deutschland, Nieders.
F. illudens C. Booth 64.788 -~ o 158 Baumrinde Neuseeland
F. sambucinum Fuckel 62,397 IMB11.243 025  Solanum tuberosun Deutschiand
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2.1.3 Sektion Elegans

Tab. 4: Fusarium Sektion Elegans
Unterteilungen bei F. oxysporum f. sp. vasinfectum und F. oxysporum £. sp. dianthi
nach RAPD-Ergebnissen (5. 50ff)

2 MATERIAL UND METHODEN
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Species BBA  andere Samml. DNA Substrat geograph. Herk.
Fusarium oxysporum Schlecht Fries f. sp.
aechmeae (Gerl. et Saut) Gord. 62. 298 IMB 8.388 668  Aechmea fasciata Deutschland
batatas (Wol]enw ) Snyd. et Hans 62 299 IMB 8423 669 Aechinea fasciata Deutschlar\d Bayem )
betae (Sl-ewart) Snyd. et Hansv 64 378 - 758  Beta vulgaris Deutschland vvvvvvvvv
___callistephi (Beach) Snyd. et Hans. 65837 - 869  Callistephus chinensis Deutschland
cepae (Hanzawa) Snyd. et Hans. 62.306 IMB7.767 673 Alliunt cepa Usa
cattleyae Foster 62302 CBS742.79 724  Phalaenopsis Deutschland, Nieders.
chrysanthemi G.M.Armstrong,
J. K. Armstrong et Littrell 2 63.890 CBS126.81 751  Chrysanthemum Deutschland
conglutinans (Wollenw.) Snyd etHans.r1 63571 - 257 Brassica Nxederlar\de
2 63.757 - 258 Raphanus sativus Deutschland, Bayern
) 3 62.308 1MB 8.398 256  Matthiola incana Deutschland, Berlin
cubense (E. F. Smith) Snyd. et Hans. 62312 IMB8.973 678  Musa Honduras
cucumerinun Owen IMB 7.709 726 Cucumis satious Deutschland
cyclaminis Gerlach IMB 7.521 680  Cyclamen persicum Deutschland
gladioli (Massey) Snyd. et Hans. IMB 7.558 684  Gladiolus Deutschland
lupini Snyd. et Hans. . IMB7. 235 729 Lupinus angustifolins Deutschland
Iycopersici (Sacc.) Snyd. et Hans. 11 62.059 DSM 62059 162 Lycopersicon esculentum Niederlande
r2 62.060 DSM 62060 163 Lycopersicon esculentumt USA
melonis Snyd. et Hans. 62.342 IMB7.761 694 Cucumis melo USA
opuntiarum Pettinari 62349 CB5743.79 700 Zy /gocarfus truncatus Deutschland
passiflorae Gordon apud Puss 62355 CBS744.79 703 Pnsstﬂom edulzs Brasilien
pisi (van Hall) Snyd. et Hans. 12 62.058 IMB12.503 658 Pisum sationn Niederlande
tracheiphilum (EF Smith) Snyd. etHansrl  63.927 CBS 13081 755 Chrysanthenum Nigeria
tuberosi Snyd. et Hans. 62.367 IMB11. 098 707 Solanum tuberasum Iran
tulipae Apt 62372 1MB 10.487 710 Tulipa Deutschiand
vasinfectum (Atkinson) Snyd. et Hans, 64495 - 043 Gossypium barbadense Agypten
65.633 - 044 G. hirsutum 'Acala’ USA, California
65635 - 045 G. hirsutunt 'Acala' USA, California
rl 66.843 ATCC 16421 1180 - -
65634 - 046 G. hirsutunt 'Acala’ USA, California
74 66.844 ATCC 16611 052 Gossypium USA
65.636 - 047 G. hirsutunt 'Acala’ USA, California
69.404 - 1031 Gossypium barbadense Peru
69.405 - 1032 Gossypiumi barbadense Peru
65.655 ATCC 16611 050 Gossypium USA
65.653 CBS 267.50 172 Gossypium -
16 66.847 ATCC 36198 055 Gossypium -
r2 68.060 - 720 G. barbadense 'Pima’ Peru, Piura
68.061 - 721 G. barbadense 'Pima’ Peru, Piura
62.373 IMB 7 766 146  Gossypium UsA
4 65.934 IMI 338123 149 Gossypium -
69.517 1122 Gossypium China
69.518 - 1123 Gossypium Indien
69519 - 1124  Gossypium China
64.496 - 144 Gossypiun barbadense Agypten, Alexandria
3 66.845 ATCC 16612 053 Gossypiunt -
5 65.650 - 048  G. barbadense ' Ashmanouni' Sudan
5 65.654 - 049  Gossypium barbadense Sudan
3 67521 CBS174.30 061  Gossypium hirsutum Agypten
62.374 IMB 8.641 147 Gossypiunt Agypten, Giza
62.375 IMB 8.835 711 Gossypmm Agypten Glza
i ’ 67.668 -~ 29:7 Gossypium Angola, Bz
67.669 Gossypi Angola, Cuanza
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Species BBA  andere Samml. DNA Substrat geograph. Herk.
dianthi (Prillieux et Delacroix) Snyd. et Hans. 62.317 IMB 7.487 681 Dianthus caryophyllus Deutschiand
62.321 IMB 9.560 682 Dianthus caryophyllus Deutschland
65195 - 148 Dianthus -
67518 - 150 Dianthus Deutschland
F. redolens Wollenw. 67.774 - 608  Pisum sativum Deutschland
64.556 - 766  Solamum tuberosum Deutschland, Nieders.
£. sp. dianthi Gerlach 62.378 IMB7.736 735 Dianthus caryophyllus Deutschland
62.394 IMB 9.594 745 Dianthus barbartus Deutschland
F. udum E. Butler 62451 CBS747.79 747  Cajanus indicus Indien
F. acutatum Nirenb. & O'Donnell 63520 - 750 Cajanus indicus Indien

2.1.4 Sektion Martiella

Tab. 5: Fusarium Sektion Martiella

Unterteilungen nach den RAPD-Ergebnissen (S. 55£f)

Species BBA  andere Samml. DNA Substrat geograph. Herk.
F. ambrosium (Gadd et Loos) Agnihoth. 65382 - 247  Camellia sinensis Indien
et Nirenb. 65389 - 248  Camellia sinensis Indien
65390 - 249  Camellia sinensis Indien
67.605 ATCC 16563 232 Heven brasiliensis -
F. carneolum Sacc. 67.615 NRRL 20546 227 - -
(= F. solani (Mart.) Sacc. var. ntinus Wollenw.) 65.631 - 007 Boden Kuba
67792 - 619 Boden Ecuador
67.731 - 537 Antelaen azadirachta Indien
67.707 - 424  Citrus USA, Florida
67.705 - 422 Citrue USA, Florida
67.706 - 423 Citrus USA, Florida
67.604 ATCC 24395 429 Boden Afrika, Sudan
67.708 - 425 Citrus USA, Florida
(= F. caucasicum Letov) 63.603 CBS179.35 886  Gossypium liosulum GUS, Aserbaidj.
64441 - 237 Cucurbitacea Komoren
64554 - 239 Chrysanthemun morifolivm -
F. coeruleum (Libert) ex Sacc. 62176 IMB7.128 313 Solunum tuberosum Deutschland
62177 IMB11.155 1038 - Deutschland
64.401 - 1039 - Frankreich
64.477 Sep 8027-1 1040 - Finnland
64.738 - 1041 - -
64413 (CBS 836.85 236  Solanum tuberosum ‘Hansa' Deutschland, Berlin
F. ensiforme Wollenw. et Reink. 62233 IMB 8.095 314 Populus species Deutschland
64381 - 321 Raphanus Deutschland
69484 - 1132 - Japan
68572 - 919  Coffen arabica Siid Afrika
64.404 - 056  Plumeria alba -
64107 LEV 16130a 080 Orchideen-Bulben Neuseeland
62214 IMB11.144 152 Citrus Iran
64552 - 092 Solamum tuberosum Argentinien
64222 - 081 Welwitschin irabilis Deutschland, Berlin
FE. epimyces Cke. 67.586 Sam 91-122 141 Robinia USA, Virginia
(= F. solani (Mart.) Sacc. var. martii (App. et 64.695 - 104  Scolytus scolytus, Coleoptera GroRbritannien
Wollenw ) Wollenw ) 64802 - 242 Scolytus scolytus, Coleoptera Deutschland
64.622 - 058 Picen vulgaris Deutschland, Bayern
F. eumartii Carp. 62213 IMB8.678 939 Coffen arabica Guatemala
(= F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. eumartii (Carp.) 65.064 - 898 - -
Snyd. et Hans. pr. p.) 62215 CB5487.76 074 Solanum tuberosum Argentinien
E. illudens C. Booth 64.608 Sam 85-67 156 - Neuseeland
67.606 NRRL 22090 229 - -
64748 - 157 Baumrinde Neuseeland
64.789 - 189 Baumrinde Neuseeland
65.073 Sam 86-301 18 - -
64.788 - 158 Baumrinde Neuseeland
64.607 Sam 85-37 155 Metrosideros Neuseeland
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Species BBA  andere Samml. DNA Subsirat geograph. Herk.
F. javanicum Koord. 68471 - 127 - Singapur
Teleomorph: Nectria cancri Rutgers 68472 - 1128 - Singapur
68473 - 1129 - Singapur
68.474 - s - Singapur
68.475 - 1131 Singapur
F. lathyri Taub. 64.428 - 57 Zea mays Agypten
(= F. solani (Mart.) Sacc. var. martii (App. 65247 - 246 Beta -
et Wollenw.) Wollenw. forma 2 Snyder) 62.234 IMB 9.194 940 Trinkwasser Deutschland, Berlin
(= F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. pisi (Jon.) Snyd. 65.641 - 119 Morus alba GUS, Usbekistan
et Hans.) 64.492 VE 6-36 FM 090 Ackerboden USA, New York
64.493 VE 6-94 FM 091 - USA, New York
62420 IMB7.144 884 Pisum sativum Deutschland
66134 - 905 Ackerboden Deutschland, Nieders.
68521 - 839 Pisum sativum 'Waverex' Deutschland, Nieders.
68.522 -~ 840 Pistom sativum "Markana'  Deutschland, Nieders.
66.808 Sam 92-26 907 Pisum USA, Kalifornien
F. martiiphaseoli Burkholder 64384 - 889 Phaseolus vulgaris Deutschland, Nieders.
(= F. solani (Mart.) Sacc. var. martii forma 3)  64.394 CBS 265.50 335 Phaseolus vulgnris -
(= F. solant (Mart.) Sacc. £. sp. phaseoli (Burk) 68441 - 910 Glycine max Brasilien, Brasilia
Snyd. et Hans.) 68442 - 911  Glycine max Brasilien, Brasilia
F. pestis Sor. 66201 - 252 Ackerboden Deutschland, Nieders
(= F. solant (Mart.) Sacc. var. martii forma 1) 65.044 - 243 Ackerboden Deutschland, Nieders.
65.083 - 245 Ackerboden Deutschland, Nieders.
65995 - 251 Gartenboden Deutschland, Nieders.
66.055 - 121  Ackerboden Deutschland, Nieders.
64.806 Pol KF 724 896 Solanum tuberosum Polent
F. radicicola Wollenw. 64923 - 096 Solanum tuberosum Argentinien
(= F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. eumartii (Carp.) 65936 - 112 Boden Neukaledonjen
Snyd. et Hans. pr. p.) 64924 - 97 Solanum tuberosum Argentinien
64925 - 376  Solanum tuberosuin -
F. solani (Mart ) Sacc. var. solani 62410 IMB9576 233 Arachis hypogaea Libyen
64245 - 264 Panax ginseng -
62.419 IMB 171.958 878  Cucumis melo Tiirkei
64282 - 887  Arachis hypogaea Sudafrika
64511 -~ 893 Abelmoschus esculentus Agypten
67626 - 909 - Deutschland
68421 - 644 Cucumis sativus Osterreich
62412 IMB 9.89 944 Cucumis sativus. Deutschland
64383 - 874 Phaseolus vulgaris Deutschland, Nieders.
64510 - 892 Abelmoschus esculentus Agypten
62409 IMB9.385 941 Daucus carotn Deutschland
68.573 - 912 Catha edulis Jemen
62411 IMB9.703 943 Pinus sylvestris Deutschland
F. solani (Mart) Sacc. var. petroliplilum Chen  68.003 - 431 - -
(= F. solani (Mart)) Sacc. f. sp. cucurbitee 64719 - 241 Vica faba Deutschland, Berlin
(Jon.) Snyd. et Hans. Rasse 2) 65794 - 327 Schleifwasser Deutschland
64637 - 240 - -
65.047 - 244 Swimming-Pool Deutschland, Berlin
67690 - 340 Schleifwasser -
67.691 - 380 Schleifwasser -
67.725 NRRL 22268 542 Petroleum China
68.549 (CBS 203,32 913 - Stidafrika
F. solani (Mart.) Sacc. 64.856 Sam 85-4 116  Ipomoea batatas -
f. sp. batatas McClure 64.954 Clark 5-567 346 Ipomoea batatas -
64.683 - 59 Ipomoea batatas UsA
F. solani (Mart.) Sacc. £. sp. cucurbitae (Jon.) 64715 ATCC 18098 325 Boden -
Snyd. et Hans. Rasse 1 64716 ATCC 18099 344 Boden -
66.807 - 253 Cucurbita USA, California
64411 CBS 616.66 319 Cucurbita ficifolia -
F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. mori (Sakurai et 64.592 SUF 217-19 114 - Japan
Matuo) 64.594 SUF 217-24 115 - Japan
64.528 SUF 217-5 393 - Japan
F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. robiniae (Matuo et 64.489 VvET 151 087 Boden USA, New York
Sakurai) 67.723  ATCC 18692 396 Robinia pseudoacacia Japan
64486 vET153 08¢ Boden

USA, New York
67.724 ATCC 18693 397 Robimua pseudoacacia -
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Species BBA  andere Samml. DNA Substrat geograph. Herk.
F. solani (Mart.) Sacc. £. sp. xanthoxyli (Sakurai 64.533 SUF XV-23 088 - Japan
et Matuo) 64.534  SUF 407 13 - Japan
F. striatum Sherb. 64379 - 411 Passiflora edulis Deutschland, Berlin
Teleomorph: 64.431 CBS 225.58 199 Baumwollgewebe Panama
Nectria ipomoeae (Halsted) Wollenw. 67.597 NRRL 22176 383 Rinde Venezuela
65223 - 193 Kalanchoe -
65.131 PD 88-303 192 Capsicum annuum Niederlande
67.596 Sam 71-91 122 Theobroma cacao Jamaika
65059 - 138 Rinde Franz. Guyana
68.571 - 918 - Deutschland, Hessen
F.sp.nov. 1 67.715 Sam 84-382 450 Rinde Venezuela
65.069 Sam 86-334 108 - -
65.071 Sam 86-203 060 - Franz. Guyana
67.588 Sam 86-337 125 Nectandra grandis Franz. Guyana
65.068 Sam 87-18 204 - -
67.585 Sam 87-9 126 Rinde Franz, Guyara
F. sp. nov. II 64793 -~ 095 Baum Neuseeland
65.098 Sam 76-21 901 - Neuseeland
64.747 - 323 Baum Neuseeland
F. sp. nov. III 65.685 Sam 90-170 195 - Venezuela
65.099 Sam 71-24 91 -~ Jamaika
7.595 Sam 71-148 123 - Venezuela
67.714 Sam 92-132 427 Rinde Frankreich
67.748 Sam 92-138 467  Elaeagnus pungens. Frankreich
67.594 Sam 90-168 139 Rinde Venezuela
67.593 Sam 73-22 137 Hoheria populnea Neuseeland
F. sp. nov. IV 65.683 Sam 90-195 173 - Venezuela
65.927  Sam 90-251 904 holziger Zweig Venezuela
) 65.096 Sam 86-286 900 Passiflora Franz. Guyana
F. sp. nov. V 65,023 Sam 87-127 107 Holz Franz. Guyana
65.050 Sam 87-151 897 Rinde -
) 65045 - 377 Holz Franz. Guyana
F. sp. nov. VI 67.737  Sam 92-140 601 Buxus sempervirens Frankreich
67.738 Sam 93-6 530 Buxus sempervirens Frankreich
Nectria bolbophylli P. Henn 62.801 IMB11.134 078 Gleditsia caspica fran
(= F. radicicola Wollenw. pr. p.) 63.765 IMB10.613, 196 Phalaernopsis amabilis Deutschland, Nieders.
63.767 DSM 62804 198  x Laeliocattleya -
62.803 IMB12.424 197  Paphiopedilum Deutschland
64482 - 200 Phalaenopsis Deutschland, Bayern
Nectria borneensis Petrak 65.095 Sam 85-197 899 - Indonesien
Nectria Iraematococea Berk. et Br. 65.035 FPD 88-12 326 Polyscias Sri Lanka
sensu Wollenw. 68547 - 842 Larve - Delia radicum Kanada
67.784 Sam 93-16 617 Rinde Kuba
Nectria plagiantii Dingley 68.511 Sam 83-146 832 - Neuseeland
Nectria , subsequens” (Isolat unter diesem nicht 66.998 Sam 91-44-5 131 - Brasilien
beschriebenen Namen erhalten)
F. indet. 65.021 Sam 87-148 128 Blatt eines abgest. Astes  Franz. Guyana
67.587 Sam 91-148 142 Liriodendron USA, Maryland
64.363 - 082 Musa species -
62.236 IMB 11.452 076 Bohrloch int Acer Deutschland
65.097 Sam 76-205 880 Citrus Rarotonga
64.529 SUF 208 879  Gladiolus Japan
64.658 - 103 Brachychiton Israel
67.625 - 908 - Deutschland, Meckl.
62417 IMB11.343 882 Paphiopedilum Deutschland
65.208 - 902  Morus alba China, Yunnan
67.591 Sam 87-137 127 Rinde Franz. Guyana
65.077 Sam 86-67 190 - -
65.072 Sam 88-9 117 - Franz. Guyana
69106 - 1043~ Spanien, La Palma
64.610 Sam 84-409 322 Rinde Brasilien
65,027 Sam 87-138 159 Rinde Franz. Guyana
68523 - 841 -~ Franz. Guyana
67.589 Sam 81-185-4 133 - Venezuela
65.075 Sam 86-106 167~ -
63.665 CBS 194 Rinde Venezuela
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2.2 Vitalisierung und Kultur der Pilzisolate

MYP - Malt Yeast Pepton-Fliissigmedium (Bandoni 1972)
7,0 g Malzextrakt (Difco)
1,0 g Soja-Pepton (Difco)
0,5 g Hefe Extrakt (Merck 5391)
10000 ml Aqua dest.

SNA - synthetischer nihrstoffarmer Agar mod. nach Nirenberg (1976)
10 g KH,POs

1,0 g KNO;

05 g MgSO4'7H20

05 g KC

02 g Glucose

0,2 g Saccharose

6,0 ml Natronlauge (NaOH, 1 M)
170 g Agar (Oxoid L13)

ad 10000 ml Aqua dest.

Die Vitalisierung der in Erdréhrchen gelagerten Pilzreinkulturen erfolgte durch Aus-
kriimeln auf SNA-Platten und Kultur bei 20 °C im Labor. Bei gefriergetrocknet konser-
vierten Isolaten wurden die Glasrohrchen aufgebrochen. Mit einem Tropfen sterilem
Aqua dest. wurden die getrockneten Konidien im Wasser suspendiert und auf SNA-
Platten ausgestrichen. Nach ca. 8 Tagen wurden die Platten mikroskopisch auf Bakterien
oder Fremdpilze iberpriift. Bewachsene Agarstiickchen mit ca. 5 mm Kantenldnge
wurden von diesen Platten ausgeschnitten und auf neue SNA-Platten {ibertragen. Die
Weiterkultur erfolgte bei 20 °C bis die Platten halb bewachsen waren.

Fur die DNA-Extraktion wurden aus den dufleren Wachstumszonen jeweils vier be-
wachsene Agarstiickchen mit ca. 5 mm Kantenldnge ausgeschnitten und damit 40 ml
MYP-Flissigmedium in 100 ml Erlenmeyerkolbchen beimpft. Die Isolate wurden bei
20 °C auf einem Kulturenschiittler (140 Upm) solange kultiviert bis das Medium leicht
tritbe erschien oder einzelne Myzelklumpen sichtbar waren. Bei den untersuchten
Fusarien war dieser Zustand nach etwa 2-4 Tagen erreicht. Vor der Filtration wurden die
Flissigkulturen mikroskopisch auf bakterielle Verunreinigungen tiberpriift.

2.3 DNA-Extraktion

EDTA-Stammlssung (500 mM, pH 8,0)
73,06 g EDTA (Titriplex II, Merck 8417)
NaOH-Platzchen (Roth 6771)
ad 250 ml Aqua dest.
Losen mit NaOH-Pldtzchen in 150 ml Aqua dest. unter stindiger pH-Wert Kontrolle; End-
volumen 250 ml

Ethanol (70 %)
70 ml Ethanol absolut (Merck 983)
30 ml Aquadest.

Lithiumchlorid (4 M)
16,96 g LiCl (Merck 5679)
ad 100 ml Aqua dest
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Lysispuffer (1 % SDS, 10 mM EDTA)
10 ml SDS-Stammlosung, pH 8,0
2,0 ml EDTA-Stammldsung
88  ml Aquadest.

Polyethylenglycol (PEG 6000) Mg = 6000 (Serva 33137, Heidelberg)

SDS-Stammldsung (10%ig w/v)
100 g SDS (Merck 12012)
ad 100 ml Aquadest.

TE-Puffer (10 mM TRIS, 1 mM EDTA)
1,0 ml TRIS-HCI-Stammltsung, pH 8,0
0,2 ml EDTA Stammlésung, pH 8,0
988 ml Aqua dest.

TEL-Puffer
90 ml TE-Puffer
10 ml LiCl (4 M)

TRIS-HClI-Stammlosung (1 M, pH 8,0)
121,14 g TRIS-Base (Roth 4855)
1 N HCI (Merck Titrisol 9970)

Losen in HCl, mit Aqua dest. auf ca. 700 ml auffiillen, pH-Korrektur durch Titration mit 1
N HCI unter stdndiger pH-Kontrolle; Endvolumen 1.000 ml

TRIS-HCI-Stammlésung (1 M, pH 8,6)
wie oben, jedoch pH-Wert auf 8,6 eingestellt

weitere verwendete Chemikalien
Isopropanol (2-Propanol; Merck 998)
NaCl (Merck 6404)

Stickstoff, fliissig

Gerite
Filtersystem Sartorius SM 16510 (zur Filtration der Fliissigkulturen)
Mbrser Porzellanmérser (50 mm Innendurchmesser, 25 ml Volumen) mit Pistille
Multipipette Eppendorf mit Combitips in den Gréflen: 0,05 ml, 0,50 ml, 1,25 ml
pH-Meter Hanna Instruments (HI 9023; Kunststoffelektrode - HI 1230)
mit automatischem Temperaturabgleich
Pipetten Gilson; in den GréfSen 1-10 pl, 1-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 ul
Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl und 1000 pl (versch. Hersteller)
Reagenzglasschiittler Heidolph REAX 2000
Reaktionsgefifie 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml mit Schnappdeckel (Polypropylen, versch. Hersteller)
1,5 ml mit Schraubverschluff (Polypropylen, zur Lagerung der DNA)
Uberkopfschiittler Heidolph REAX 2
Zentrifuge Eppendorf 5415C mit Rotor fiir 1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefafse

Das Myzel aus den Fliissigkulturen (siehe 2.2) wurde durch Vakuum-Filtration mit dem
Sartorius-Filtersystem gewonnen. Als Filter dienten passend geschnittene Kaffeefilter-
papiere (Melitta). Im Myzelpellet verbliebene Agarstiickchen wurden entfernt. An-
schlieffend wurde das Myzel zweimal griindlich mit Aqua dest. gespiilt. Der Feuchtig-
keitsgehalt der Myzelpellets wurde durch leichtes Pressen mit FlieSpapier reduziert.
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Falls die Pellets nicht sofort weiter verarbeitet wurden, lagerten sie in Petrischalen im
Gefrierfach bei -20 °C.

Jeweils 18 Isolate oder ein Vielfaches davon wurden innerhalb eines Arbeitsschrittes
bearbeitet. Vor dem Beginn der Aufarbeitung wurden in entsprechender Anzahl mit den
Probenummern beschriftete 1,5 ml Schnappdeckel-Reaktionsgeféafie mit 1 ml Lysispuffer
und 1,5 ml Schraubdeckel-Reaktionsgeféafie mit 120 mg PEG 6000 befiillt. Die Reaktions-
gefdfe wurden in mit zerstofSenem Eis befiillten Styropor-Racks aufbewahrt.

Von den Myzelpellets wurden ca. 150 mg Material entnommen und unter fliissigem
Stickstoff zu feinem Staub zermorsert. Das Myzelpulver wurde mit gekithlten Spateln in
die mit Lysispuffer befiillten Reaktionsgefifie tiberfiithrt und durch Uberkopfschiitteln
mit der Hand suspendiert. Fiir ca. 30 min lysierten die Proben bei Raumtemperatur.
Anschliefend wurden 120 mg NaCl zugegeben und durch Schiitteln geldst. Nach
weiteren 30 min im Uberkopfmischer wurden die Myzelreste und ausgeféllte Proteine
fiir 10 min bei 15.800 g abzentrifugiert.

In die mit PEG 6000 befiillten Schraubdeckel-Reaktionsgefife wurde 1 ml des Uberstan-
des pipettiert. Dabei wurde vermieden, dem Reaktionsansatz aufschwimmende hydro-
phobe Verunreinigungen mit zu iibernehmen. Nach 60 min im Uberkopfmischer auf Eis
sollte das PEG 6000 vollstandig geldst sein. Die ausgefillte DNA (Paithankar & Prasad
1991) wurde fiir 10 min bei 1.300 g abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig verwor-
fen. Die Reaktionsgefdfle wurden kopfiiber auf Fliepapier aufgestellt, so daff Reste der
PEG-Losung herauslaufen konnten.

Nach 5 min wurde das DNA-Pellet mit 250 pl TEL-Puffer versetzt und nach einigen
Minuten Einweichzeit vollstindig durch iiber Kopf schiitteln oder durch Fingerschnip-
pen gelsst. Durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Isopropanol fallt die DNA aus der Losung
fadig aus. Zur vollstindigen Prézipitation wurde weitere 30 min im Uberkopfmischer
auf Eis geschiittelt.

Die ausgefillte DNA wurde fiir 5 min bei 1.300 g abzentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig verworfen. Da einige Pellets Farbstoffreste aufwiesen, wurden sie zur weite-
ren Reinigung mit 1 ml Ethanol kréftig durch Fingerschnippen suspendiert und fiir
30 min oder linger im Uberkopfmischer auf Eis geschiittelt. Anschliefend wurden die
Proben fiir 5 min bei 1.300 g zentrifugiert, danach der Uberstand verworfen. Ethanol-
reste konnten durch umgekehrtes Aufstellen der Reaktionsgeféfe fiir 5 min auf Fliefipa-
pier herauslaufen. Nach diesem Schritt sollte die DNA weif8 bis weifilich-grau aussehen.

Die Pellets trockneten in den offenen Reaktionsgefdflen iiber Nacht unter der Sterilbank.
Am nédchsten Morgen wurden die DNA-Proben mit 100 pl TE-Puffer gelost und zur
Lagerung bei -20 °C eingefroren.

Fiir die weitere Verwendung wurde von jeder Probe eine 1:100 Verdiinnung mit TE-
Puffer hergestellt. Dazu wurden 2,5 pul der praparierten DNA in 1,5 ml Schnappdeckel-
Reaktionsgefdfie mit 250 pl TE-Puffer verdinnt und bis zur Verwendung im Kiihl-
schrank bei 4 °C gelagert. Nach Schafer & Wostemeyer (1992) sollen in 5 pl dieser Ver-
dinnung ca. 10-25 ng DNA enthalten sein.
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2.4 Polymerase Kettenreaktion

Primer (Stammlosung 10 pM; Auftragssynthese bei TIB-Molbiol, Roth, Eurogentec, Biometra)
Fiir die PCR wurden die Primer auf eine Konzentration von 10 pM verdiinnt und bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert. Primersequenzen siehe Tab. 6. Schmelzpunkte der Primer
siche bei Thein & Wallace (1986), Meinkoth & Wahl (1984) oder Petruska et al. (1988).
Hinweise zum Primer-Design siehe bei Kubelik & Szabo (1995).

Tab. 6: Primer
Primer Sequenz Basen-  GC-Gehalt Annealing-
Anzahl Temperatur
Core-Sequenz des Phagen M13 (Ryskov et al. 1988; Huey & Hall 1989)
5 5-GAGGGT GGC GGTTCT 15 66 % 53 °C
Simple-Repeat-Primer (Epplen 1988; Weising et al. 1989; Meyer et al. 1992)
6  5-GACA GAC AGA CAG ACA 16 50 % 53 °C
13 5'-G ATA GAT AGATAG ATA 16 25 % 53 °C
14 5-GGAT GGA TGG ATG GAT 16 50 % 53 °C
15  5-GTC GTC GTC GTC GTIC 15 66 % 53 °C
16 5-TCC TCC TCC TCC TCC 15 66 % 53 °C
17  5-C ACACACACACACACA 16 50 % 53°C
31 5-GIGTGT GTG TGT 12 50 % 53 °C
32 5-GTG GTG GTG GTG GTG 15 67 % 53 °C
33  5-CACCACCACCACCAC 15 67 % 53 °C
AFLP-Primer (Caetano-Anollés et al. 1991b)
11 5-AA TGC AGC 8 50 % 40°C
12 5'-CG CGG CCA 8 87 % 40 °C
Standard-RAPD Primer (Welsh & McClelland 1990; Williams et al. 1990)
20 5-TGT TCC AGG C 10 60 % 40 °C
21 5.TTC GGTA GGC 10 60 % 40 °C
22 5-CGATAGCCTC 10 60 % 40°C
23 5-CITCCGTCAG 10 60 % 40 °C
24 5-AACGGT CACG 10 60 % 40°C
25  5-TGGGCATCTG 10 60 % 40°C
26 5.GGT CTG AACC 10 60 % 40 °C
27  5-ACGGICTIGG 10 60 % 40°C
28  5-GGC ATCGGCC 10 80 % 40 °C
29 5-AACGGICACG 10 60 % 40 °C
40 5“CGTCCTCAGC 10 70 % 40 °C
60 5-CCGGCTACGG 10 80 % 40°C
willkiirlich gewihlte, lingere Primer
63  5-CAG CAG GTC GAT GCG 15 67 % 53 °C
65 5.GCG CAT GAC TGG CAG 15 67 % 53 °C
410 5-CGC GCC CCGTAA AAA 15 67 % 53 °C
421 5-TTT GGG GAG TGC AGC 15 60 % 53 °C
430 5-GGC CCG CCG CAGGAA 15 80 % 53 °C
441 5.GGG GAG TGC AGC AGG 15 73 % 53 °C
552  5-CAG AGT CCT ATG GCC GTG GAT 21 57 % 53 °C
Zur selektiven Amplifikation der ITS-Regionen (White et al. 1990)
1  5-TCCGTA GGTGAACCTGCGG 19 63 % 60 °C
4 5-TCCTCC GCTTATTGATAT GC 20 45 % 60 °C

1 zum selektiven Nachweis von F. cerealis, F. culmorunt und F. graminearum (Hering et al. 1995e)
2 zur Amplifikation von IGS-Bereichen (Anderson & Stasovski 1992)
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dNTP (Stammlosung 10 mM)
Die Einzelnukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 100 ul, 100 mM im Set; Bohringer
1277049) wurden miteinander vermischt. Das gekennzeichnete Gemisch (dANTP) wurde zu
je 100 pl aliquotiert und zur Lagerung bei -20 °C eingefroren. Zum Gebrauch wurde je-
weils ein Aliquot aufgetaut und mit 900 pl sterilem Aqua dest. verdiinnt.

KC1 (1 M)
746 g KCl(Merck 4936)
ad 100 ml Aqua dest.

MgCl: (1 M)

20,33 g MgCl (Merck 5832)
ad 100 ml Aquadest.
MgCl; (50 mM)

10 ml MgCh(1M)

190  ml Aqua dest.
sterilisiert und zu je 5 ml aliquotiert

Mineral6l (Sigma M-5904)

Polymerase (5 U/ul; Tag-Polymerase)
Stratagene 600139; in Anwendungskonzentration geliefert

Polymerase-Puffer PX (Stammlésung 10x)
10 ml Tris-HCI (1 M, pH 8.6)
1,5 ml MgCL(1M)
50 ml KClI(1M)
1,0 ml BSA (1 % w/vin Aqua dest.)
0,1 ml Triton X-100 (Serva 37238)
ad 100 ml Aqua dest.
Lagerung als 2 ml Aliquote bei -20 °C

Geriite
Thermocycler Biometra Trio-Thermoblock fiir 0,5 ml Reaktionsgeféfie
Biometra Uno-Thermoblock fiir 96-well Mikrotiterplattent

2.41 Random Amplified Polymorphic DNA

PCR-Ansétze wurden fiir insgesamt 40 Untersuchungen gleichzeitig hergestellt. Dabei
wurden jeweils 20 DN A-Herkiinfte mit zwei Primern getestet.

Verwechslungen von DNA-Proben wihrend des Ansatzes konnten durch ein streng
standardisiertes Pipettierschema vermieden werden: Zwei Reaktionsgefdfistinder mit je
6 Reihen und 10 Spalten wurden lings nebeneinander aufgestellt. Von 1-20 gekennzeich-
nete 0,5 ml Reaktionsgefdfie wurden in einer Reihe in die Stinder gesetzt. In einer
zweiten Reihe wurden weitere von 1-20 gekennzeichnete aber zusétzlich farblich mar-
kierte Reaktionsgeféfie gestellt. Anschliefend wurden 5 pl des ersten Primers mittels
Multipipette (0,05 ml Combitip, Stellung 5) in die erste Reihe der Reaktionsgefdfle pipet-
tiert, danach der zweite Primer in die zweite Reihe. Im néchsten Schritt jeweils 5 ul der
1:100 verdiinnten DNA-Proben in die untereinander in Spalten angeordneten Reaktions-
gefafie derart einpipettiert, daf sich die DNA-Trépfchen zunéchst nicht mit den Primer-
tropfchen vermischten. Bei diesem Schema entsprachen gleiche Nummerierungen den
gleichen DNA-Proben, gleiche farbliche Markierungen kennzeichneten gleiche Primer.
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Um homogene Reaktionsbedingungen fiir alle gleichzeitig untersuchten Proben zu
schaffen wurde das Reaktionsgemisch als Mastermix mit allen Reagenzien ohne DNA
und ohne Primer fiir jeweils 40 Reaktionen gleichzeitig angesetzt (siche Tab. 7). Mefs-
fehler, die auf das Pipettieren kleinster Volumina fiir Einzelansdtze zuriickzufithren
wiren, konnten dadurch weitestgehend ausgeschlossen werden. Zusétzlich wurde stets
10 % Mastermix mehr angesetzt damit in der Multipipette eventuell verbleibende Rest-
mengen ausgeglichen werden. In den Mastermix wurden das sterile Aqua dest., der
Polymerase-Puffer PX und das MgCl; (Mengen siehe Tab. 7) in ein 2,0 ml RG pipettiert.
Wegen ihrer geringeren Stabilitdt im hohen pH-Bereich kamen die Nukleotide (ANTPs)
sowie die Tag-Polymerase zuletzt hinzu. Der Mastermix wurde griindlich durchmischt.

Tab. 7: Reaktionsgemischkonzentration und Ansatz (50 pl Reaktionsvolumen)

Reagenz Reaktions- Menge je
konzentration Ansatz
Primer (10 pM) 1uM 5,0 ul
DNA-Probe ca. 10-25 ng 5,0 ul
Mastermix: fiir 40V Ansédtze  fiir 1602 Ansiitze
steriles Aqua dest. 31,9ul 1403,6 ul 5614,4 pl
Polymerase-Puffer PX (10 x) 5,0 ul 220,0 ul 880,0 ul
Tris-HCI (pH 8,6) 10,0 mM
KC1 50,0 mM
BSA 0,001 %
Triton X-100 0,01 %
MgCh 1,5 mM
MgCl, (50 mM) 3,0 mM 3,0ul 132,0 pl 528,0 ul
dNTP (10 mM) 750 uM 3,0l 132,0 ul 528,0 ul
Units Polymerase (5 U/pl) 0,4/079U 0,08/0,14% pl 3,52/6,16% ul 14,1/24,6% ul
Olitberschichtung 50,04 ul

D fiir jeweils 40 0,5 m] ReaktionsgefiBe; 2 fiir zwei Mikrotiterplatten; ¥ fiir Primer 10, 11, 20-29, 40, 60;
4) bei Mikrotiterplatten nur 25 pl élﬁberschichtung

Mit der Multipipette wurden je Probe 40 ul (0,5 ml Combitip, Stellung 4) des Mastermix
zugegeben. Dabei wurden die vorgelegten DNA- und Primertrépfchen an den Réndern
der Reaktionsgefdfe heruntergespiilt. Um eine Aufkonzentration des Reaktionsgemi-
sches durch Wasserverdunstung zu vermindern, wurden abschliefend die Ansitze
jeweils mit 50 pl Mineraltl, bei Verwendung von Mikrotiterplatten mit 25 pl, tiber-
schichtet. Nach leichtem Anzentrifugieren der Proben wurden diese in den program-
mierbaren Thermocycler (Programmierung siehe Tab. 8) eingesetzt. Die zur Amplifikati-
on benutzten Annealingtemperaturen wurden auf der Basis fritherer Studien (Welsh &
McClelland 1990; Williams et al. 1990; Steffan & Atlas 1991; Williams et al. 1991;
Ellsworth et al. 1993; Ayliffe et al. 1994) empirisch fiir die jeweiligen Primer ermittelt.

Nach der Polymerase-Kettenreaktion wurden die Proben entweder sofort elektrophore-
tisch aufgetrennt oder im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Derart aufbewahrte Proben
zeigten nach 2 Wochen keine qualitativen Unterschiede im Vergleich zu sofort aufge-
trennten Reaktionsgemischen.
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Tab. 8: Programmierung der Thermocycler

Programmschritt Reaktionsschritt Schleifenzahl Zeit Temperatur
1 initiale DNA- 1 120s 95 °C
Denaturierung
Zyklus: 37
2 DNA-Denaturierung 455 95 °C
3 Primer Annealing 60s 40/53/60 °C»
4 Extension 90s 75 °C
5 Auffiilien der Ketten 1 300s 75 °C
6 Ende 1 ~ 6°C

1) Annealingtemperatur abhédngig vom eingesetzten Primer (siehe Tab. 6)

2.4.2 Selektive Amplifikation der ITS

Die Verfahrensschritte zum Ansatz der Reaktionsgemische zur selektiven Amplifikation
der ITS-Regionen erfolgten analog zu den unter 2.4.1 beschriebenen. Einzige Unter-
schiede liegen in der Wahl der Primer und der Annealingtemperatur der PCR. Die
Primer 01 und 04 wurden paarweise eingesetzt, wobei je Primer 2,5 pl in jedes Reakti-
onsgefafl einpipettiert wurden. Die Annealingtemperatur zur selektiven Amplifikation
betrug 60 °C.

2.5 Restriktionsverdau von ITSI/ITS4 Amplifikaten

Restriktionsenzyme
siehe Tab. 9; der vom Hersteller gelieferte Reaktionspuffer wurde eingesetzt

Gerite
Kiihlthermostat: Biometra KH-2

Mittels Multipipette wurden 45 pl der nicht weiter aufgereinigten PCR-Produkte aus
Abschnitt 2.4.2 vorsichtig unter dem Mineralt] herauspipettiert und zu jeweils 15 pl in
0,5 ml Reaktionsgefdfie (0,05 ml Combitip, Einstellung 3) aliquotiert. Dabei kam das
unter 2.4.1 beschriebene Pipettierschema in leicht abgewandelter Form zum Einsatz:
Statt der zwei Reihen wurden drei Reihen numerierte Reaktionsgefédfie in die nebenein-
ander stehenden Racks gestellt. Gleiche Nummern bedeuteten auch hier gleiche DNA-
Herkiinfte. Farblich unterschiedliche Markierungen kennzeichneten nun unterschiedli-
che Restriktionsenzyme. Pro ITS-Amplifikat konnten so drei Restriktionsuntersuchun-
gen gleichzeitig durchgefithrt werden. Bis zur weiteren Verarbeitung lagerten die
Proben im Kithlschrank bei 4 °C.

Die verbleibenden 5 pl der PCR-Produkte wurden zur Kontrolle der Amplifikation
elektrophoretisch aufgetrennt.
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Tab. 9: Verwendete Restriktionsenzyme, ihre Isoschizomere und Erkennungssequenzen

Restriktions- Isoschizomer(e) Erkennungssequenz Lieferant
enzym und Schrittstelle ( / )

Alul - g:: %g g g Eurogentec

BsiZ 1 Saw 961, Bsu54 1, Cfr13 1 3G SRS £+ Burogentec

Bsp 1431 - g:::: {}g g;{ - Eurogentec

Hae 11 Bsh1 BspK I BsuR [ FnuDl 37~ 88 && Gibco BRL, Eurogentec

Hha 1 Cfol, Hin6 1 8 CC & GibcoBRL

Hinf I - g:: g :fANNA;r g Gibco BRL, Eurogentec

Msp I Hpa Il s s Gibco BRL

Nde II Sau3A 1, Mbol glj g "lé AT g Eurogentec

Rsal - g:: g X % g Gibco BRL, Eurogentec

Taq 1 TEhHBS 1 I ek Gibco BRL

Fiir die Restriktionsansitze wurden Mastermix wie folgt hergestellt: Steriles Aqua dest.
wurde in 1,5 ml Reaktionsgeféfie vorgelegt, der mitgelieferte Puffer sowie die Restrik-
tionsenzyme hinzupipettiert und der ganze Ansatz gut durchmischt. Wie bei den PCR-
Ansédtzen wurde auch hier 10 % mehr Mastermix angesetzt. Die genauen Mengenanga-
ben sind der Tab. 10 zu entnehmen. Die Restriktionsenzyme Hae Il + Hinf I, Hha I+
Taql und MspI+ Rsal wurden gemeinsam im Doppelverdau, Alul, Bsp 1431 und
BsiZ I einzeln fiir die Untersuchungen eingesetzt.

Tab. 10: Ansatz des Restriktionsgemisches (40 pl Reaktionsvolumen)

Reagenz Endkonzentration  Menge je RG ~ Mastermix
PCR Produktmenge 15,0 pl

steriles Aqua dest. 20,8 ul 457,6 ul
Puffer (10 x) 4 ul 4,0 ul 88,0 ul
Units je Restriktionsenzym 2U 0,2 ul 4,4 pl

Jeder DNA-Probe wurden 25 pl (Multipipette: 1,25 ml Combitip, Stellung 1) des Ma-
stermix zugegeben. Fir jede Enzymkombination bzw. jedes Enzym wurden unter-
schiedlich gekennzeichnete Combitips verwendet. Nach leichtem Anzentrifugieren der
Proben wurden diese in das auf 37 °C konstant erwarmte Wasserbad des Kiihlthermo-
staten gestellt. Nach 120 min wurde der Verdau mit 5 ul Gel-Loading Puffer je DNA-
Probe abgebrochen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte wie unter 2.6.2 be-
schrieben.
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2.6 Agarosegelelektrophorese

Agarosegel (1,5%ig (w/v))
3 g LE Agarose (Gibco BRL 15510-027, electrophoresis grade)
ad 200 ml 05x TBE-Puffer

Agarosegel (4,0%ig (w/v))
8 g LE Agarose (Gibco BRL 15510-027, electrophoresis grade)
ad 200 ml 0,5x TBE-Puffer

Ethidiumbromid (1%ige Stammldsung)
10 mg Ethidiumbromid (Serva 21238)
ad 10,0 ml Aqua dest

Zum Anférben des Gels werden 0,4 ml der Stammlosung mit 400 ml Aqua dest. verdiinnt

(Farbelosung); Lagerung unter Lichtabschlufl

Gel Loading Buffer mod. nach Rolfs et al. (1992)
10 mg Bromphenolblau (Fluka 18030)
10 mg Xylencyanol (Merck 10590)
02 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)

50,0 ml Glycerin (Serva 23175)
498 ml Aqua dest.

Lagerung bei Raumtemperatur

Grofienstandard 1 kBp-Leiter (ftir 50 Spuren)
250 ul  Gel Loading Buffer
250 nl THE-Puffer
50 ut 1 kBp-Leiter (1 pg/ul; Gibco BRL)
700 ul  Aqua dest.
25 ul (= 1 pg) je Marker-Spur

Grofienstandard 1 kBp-Leiter (doppelt konzentriert)
250 ul  Gel Loading Buffer
250 pl  TE-Puffer
100 pul 1 kBp-Leiter (1 pg/ul; Gibco BRL)
650 ul  Agqua dest.

25 pl (= 2 pg) je Marker-Spur

TBE-Puffer (Stammlsung 10x) nach Sambrook et al. (1989)
108 g TRIS-Base (Roth 4855)
550 g Borsdure (Roth 6943)
40 ml EDTA-Losung (0,5 M, pH 8,0)
ad 1000 ml Aqua dest.

1,5 % Agarose 40%

Lagerung im Kithlschrank bei 4 °C

TBE-Puffer (fiir Elektrophorese 0,5x)
250 ml 10x TBE
ad 5000 ml Aqua demin.

Geriite
Elektrophoresekammern

Abb.5:  Auftrennung der

Grofenstandards (links
1 g, rechts 2ug DNA;
Zh, 250 V)

(Eigenbau der BBA Braunschweig, Institut fiir Biochemie und Pflanzenvirologie)
Elektrodenabstand: 37 cm, Gelbreite: 20 cm, Gelldnge: 25 cm, Puffervolumen 2,21;
Kémme mit je 24 Taschen, Taschenquerschnitt: 5,0 mm x 2,5 mum; Jeweils zwei Elek-
trophoresekammern waren an eine Stromversorgung angeschlossen

Stromversorgung (Biometra Powerpack P24; Spannung: 0-250 V; Strom: 0-600 mA)
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2.6.1 Auftrennung der PCR-Produkte

Fiir ein 1,5%iges Agarosegel wurden 3,0 g Agarose in 200 ml 0,5x TBE-Puffer in der
Mikrowelle aufgekocht und auf 60 °C unter flieffendem Wasser schiittelnd abgekiihlt.
Die fliissige Agarose wurde in das mit Tesafilm abgeklebte Geltablett eingegossen.

Um 40 Proben aus einem Reaktionsansatz gleichzeitig untersuchen zu kénnen, wurden
zwei Kamme im Abstand von 10 cm in das Gel eingesetzt. Nach Erstarren des Gels
wurden die Kdmme vorsichtig herausgezogen. Anschliefend wurden die Vorratskam-
mern der Elektrophoreseapparatur mit 0,5x TBE Puffer befiillt, so daf das Gel mit ca. 0,5
cm Puffer iiberschichtet war. Vor der Elektrophorese dqulibrierten die Gele einige
Stunden im Puffer. Die Gele konnten einige Tage in den Kammern aufbewahrt werden,
wenn verdunstetes Wasser regelmaRig ersetzt wurde.

Die PCR-Proben aus dem Thermocycler bzw. im Kiihlschrank gelagerte Proben wurden
mit je 5 ml Gel Loading Puffer versetzt und leicht anzentrifugiert. Vor dem Uberfiihren
der Amplifikate in das Gel wurde die Probe mit dem Gel Loading Puffer durch Auf- und
Abziehen mit der Pipette durchmischt. AnschlieBend wurden 45 pl der gefdrbten Probe
unter dem Paraffindl herauspipettiert und in die Geltaschen iibertragen. In die jeweils
duBleren Taschen wurden 25 pl des Groflenstandards (Auftrennung siehe Abb. 5, linke
Spur) einpipettiert und danach die Elektrophorese gestartet. Die angelegte Spannung
betrug 250 V bei einer Laufzeit von ca. 120 min. Die Elektrophorese wurde beendet,
wenn die Bromphenolblau-Bande ca. 10 cm im Gel gewandert war.

2.6.2 Auftrennung der Produkte des Restriktionsverdaus

Fiir ein 4,0%iges Agarosegel wurden 8,0 g Agarose in 200 ml 0,5x TBE-Puffers im spru-
delnden Wasserbad aufgekocht. Sobald die Agarose vollkommen gelost war, wurden
die Schraubflaschen kriftig geschiittelt. Luftblasen liefen sich durch weiteres Kochen fiir
20 min im sprudelnden Wasser entfernen. Die fliissige Agarose wurde heifs in das mit
Tesafilm abgeklebte Geltablett eingegossen. Das weitere Vorgehen ist unter 2.6.1 ge-
schildert.

Die Produkte des Restriktionsverdaus wurden aus den Reaktionsgefdfien pipettiert und
in die Geltaschen tibertragen. In die jeweils dufieren Taschen wurden 25 pl des doppelt
konzentrierten Grofenstandards (= 2 pg) einpipettiert (Auftrennung siehe Abb. 5, rechte
Spur) und danach die Elektrophorese gestartet. Die angelegte Spannung betrug 250 V
bei einer Laufzeit von 120 min.

2.6.3 Firbung der Agarosegele mit Ethidiumbromid

Nach der Elektrophorese wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer entnommen,
mit Aqua demin. gespiilt und fiir 15-20 min in der Ethidiumbromid-Farbelosung unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Anschliefend wurde das Gel durch zweimaliges Spiilen in
Aqua demin. fiir je ca. 30 min entfirbt. Nicht an DNA interkaliertes Ethidiumbromid,
welches unspezifisch den Hintergrund anfarbt, wurde dadurch entfernt.
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2.7 Dokumentation

UV-Illuminator Bachhofer, Reutlingen mit 254 nm und 365 nm Auflicht; 312 nm Durchlicht

Photodokumentation  Sofortbildkamera Polaroid MP 4 mit UV-Filter (Kodak Wratten 2A) und
Orange-Filter (Kodak Wratten 22)
Filme: Polaroid 667 ISO 3000

EDV-Dokumentation  Epson Scanner GT 8000, Rechner HCSS Pentium 133 mit 48 MB RAM und
2,6 GB Festplattenspeicher

Densitometrie-Software ScanPack II von Biometra

Nach Elektrophorese und Anfdrbung konnten die Bandenmuster unter dem UV-
Auflicht bei 254 nm sichtbar gemacht werden. Die Gele wurden mit einer Polaroid MP4-
Kamera und Polaroid 667-Film durch UV- und Orange-Filter bei Blende 11 photogra-
phiert. Die Belichtungszeit betrug dabei je nach Intensitit der Banden 17-28 s. Die Photos
wurden ca. 70 s bei 20 °C entwickelt.

Die Polaroidphotos wurden mit dem Programm ScanPack II und einem Epson GT 8000
Scanner bei einer Auflssung von 400 dpi gescannt und als Dateien im Bitmap-Grafik-
format mit einer Auflésung von 100 dpi abgespeichert.

Fur die in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden jeweils zwei gespeicherte
Photos mittels Micrografix Picture-Publisher Version 6.0 zusammengesetzt und bei einer
Drucker-Auflgsung von 600 dpi ausgedruckt.

2.8 Auswertung

2.8.1 Random Amplified Polymorphic DNA

Mit dem Densitometerprogramm ScanPack II wurde zunéchst das Densitogramm der
einzelnen Spuren erstellt. Anhand der Molekulargewichtsmarker als Grofienstandards
konnte anschliefend den einzelnen RAPD-Banden ihr approximiertes Molekulargewicht
zugeordnet werden. In das Programm integriert ist eine Clusteranalyse, welches {iber
die Densitogramme der Spuren oder iiber die Molekulargewichte der RAPD-Banden
Ahnlichkeiten zwischen verschieden Proben ermitteln kann.

Als Nachteil bei der Erstellung der Clusteranalysen erwies sich, daff jeweils nur Proben,
die mit einem Primer untersucht wurden, verglichen werden konnten.

Das Programm wurde daher bei den Vorversuchen zur groben Gruppierung der Isolate
herangezogen. Festgestellte Gruppierungen wurden durch wiederholte PCR validiert.
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2.8.2 Restriktionsanalysen der ITS-Region

Zur Darstellung der prozentualen Ahnlichkeiten der Isolate anhand der ITS-
Restriktionsmuster wurden Clusteranalysen durchgefithrt. Dazu wurde die Gesamtzahl
aller Bandenpositionen ermittelt, die mit einer Restriktionsuntersuchung erzielt wurden.
Anschliefend wurde jede Probe innerhalb dieses Bandenrasters auf vorhandene (1) oder
nicht vorhandene (0) Banden bonitiert und daraus eine 0-1-Matrix erstellt. Ungeschnit-
tene Fragmente und Produkte, die aus dem offensichtlichen Uberverdau bzw. Teilver-
dau mancher Enzyme resultierten, wurden mit bonitiert, da sie aufgrund ihrer Reprodu-
zierbarkeit unter den gleichen Reaktionsbedingungen als zusitzliche Ahnlichkeits-
merkmale herangezogen wurden.

Die Matrizen aller sechs Restriktionsuntersuchungen wurden zusammengefafft und
clusteranalytisch ausgewertet. Die Ahnlichkeitsmatrix wurde iiber den Dice-Koeffizient
(Spice) erstellt (Dice 1945):

2 h h = Anzahl identischer Beobachtungen (Banden) bei Probe A und B
a = Gesamtzahl der Beobachtungen (Banden) bei Probe A
b = Gesamtzahl der Beobachtungen (Banden) bei Probe B

Dice a+ b

Synonym zum Dice-Koeffizienten ist Nei und Li's genetic distance (Nei & Li 1979) sowie
der Band-Sharing-Index (Lynch 1990). Diese Koeffizienten erwiesen sich fiir RFLP- und
Fingerprinting-Auswertungen als brauchbar (Hartung & Civerolo 1989; Francis et al.
1994; Moser & Lee 1994; Stammers et al. 1995). Der Dice-Koeffizient wurde fiir die
vorliegenden Untersuchungen gewihit, weil die gemeinsam vorhandenen Eigenschaften
stirker gewichtet werden (Sneath & Sokal 1973).

Die Ahnlichkeitsmatrix wurde iber die ‘unweighted pair grouping method using
arithmetic averages’ - UPGMA (Sokal & Michener 1958; Sneath & Sokal 1973) verrechnet
und als Dendrogramm dargestellt. UPGMA wird als brauchbare Grundlage zur Dar-
stellung von Ahnlichkeits- oder Distanzdaten in Phenogrammen genannt (Kohn 1992).

Zur Berechnung der Ahnlichkeitsmatrix wurde das Programm SIMQUAL, zur Clustera-
nalyse das Programm SAHN und zur Dendrogrammerstellung das Programm TREE des
Programmpaketes NTSYS-PC (Rohlf 1992) verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Methodik

3.1.1 ITS-RFLP

Die ITS-RFLP-Muster zeichnen sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit zwischen
verschiedenen Versuchen aus, die unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt werden.
Die verwendeten Restriktionsenzyme mit kurzen Erkennungssequenzen produzieren
erwartungsgemdfl viele Fragmente, die als Marker zur Isolatcharakterisierung herange-
zogen werden. EHinzelne Restriktionsfragmente sind versuchsiibergreifend iiber die
eingesetzten FragmentgréBenstandards vergleichbar (Abb. 6, Abb. 10, Abb. 16, Abb. 13).
Bewufter Uberverdau, durch den Einsatz hoherer Enzymkonzentrationen, fithrt zu
einer erwiinschten und unter den gleichen Bedingungen reproduzierbaren Erhthung
der Markeranzahl. Der direkte Verdau der PCR-Produkte ohne zusdtzliche Aufreini-
gung oder Extraktion der DNA bereitet keine Schwierigkeiten. Ob ein partieller Verdau,
welcher bei Bsp 143 I oder Alu I bei einigen Isolaten beobachtet wurde, auf das jeweilige
Enzym oder auf den Einfluf der Salze des PCR-Reaktionspuffers zuriickzufithren sind
wurde nicht weiter untersucht.

3.1.2 RAPD

Unter den angegebenen Versuchsbedingungen erwiesen sich die RAPD-Muster in
beiden verwendeten Thermocyclern als reproduzierbar. Die Primer, die fiir die RAPD
eingesetzt wurden, amplifizieren unterschiedlich konservative Bereiche der genomi-
schen DNA. Primer 15, 44 und 63 (Abb. 18-Abb. 21a, b, e, Abb. 12b) bilden haufig fiir
niher verwandte Gruppen monomorphe Banden aus, die Ahnlichkeiten zwischen den
Gruppen aufzeigen. Primer 27 (Abb. 9g, Abb.18-Abb. 21g) oder Primer 55 (Abb. 18-
Abb. 21h) produzieren, abhdngig vom Verwandtschaftsgrad der Isolate zueinander,
nahezu ausschliefSlich gruppenspezifische Muster. Es wurden verschieden Primerklas-
sen (siehe Tab. 6 und Abschnitt 0) fiir die Untersuchungen verwendet. Es zeigte sich,
daf3 simple-repeat-Primer 6, 15, 16, 32, wie auch die Core-Sequenz des Phagen M13
(Primer 5), brauchbare, d. h. auswertbare Bandenmuster liefern. Sehr gute Ergebnisse
wurden ebenfalls mit allen willkiirlich gewahlten Primern erzielt. Die 8-Basen-Primer,
eigentlich fiir AFLP-Anwendungen gedacht, zeigten unter den getesteten PCR-
Bedingungen keine Amplifikationsmuster. Mit Ausnahme von Primer 27 (Abb.9g,
Abb.12e, Abb.18-Abb.21g) und 40 (Abb.9h) produzierten die Standard-10-Basen
Primer im Gegensatz zu den ersten drei Klassen gar keine oder nur wenige Marker
(dargestellt ist Primer 22 ~ Abb. 12f). Generell zeigte sich, daff die Amplifikation mit den
langeren Primern (15, 16 und 21 Basen) im Durchschnitt zu besser auswertbaren Ban-
denmustern fiihrt, als die Untersuchungen mit Standard-RAPD-Primern.
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3.2 Sektion Discolor

3.2.1 ITS-RFLP bei Arten aus der Sektion Discolor
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Abb. 6: ITS-RFLP Ergebnisse bei Fusarium-Arten der Sektion Discolor
Restriktionsenzyme: a) Msp I + Rsa I; b) Hae III + Hinf I; c) Hha I + Taq I; d) BsiZ I; ) Bsp 143 [;
) Ala L

Die clusteranalytische Auswertung der Restriktionsuntersuchungen der ITS-Region
einschlieflich des 5,85 rDNA-Abschnittes unterscheidet drei Gruppen bei einem Ahn-
lichkeitsniveau von ca. 68 % (Abb. 7).
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Proben-Name BBA-Nr,

F. sambucinum 62.397

A
F. indet. 64.371
B .
' F. culmorum 64.218
F.cerealis . . .. . .. .. 64,545
F. torulosum 62.398
- 63.933
- 64.465
- 84,479
- 64.645
- 64.948
- 64.988
F. flocciferum 64365
c e F.lateritum 64225
F.compactum 64.640
F. hi 63.714
Ahnlichkeit
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Abb.7: Clusteranalyse der ITS-RFLP Untersuchungen bei Fusarium-Arten der Sektion Discolor

In der Gruppe A werden die Isolate von Fusarium sambucinum, F. venenatum und mit
geringen Unterschieden die Isolate von Gibberella pulicaris geclustert. Die G. pulicaris-
Isolate 62.719 und 64.918 unterscheiden sich von F. sambucinum und F. venenatum nur
durch den Verdau mit Msp I+Rsa I, alle anderen verwendeten Restriktionsenzyme
generieren gleiche Fragmente (Abb. 6). Fusarium sambucinum und F. venenatum kénnen
hier nicht unterschieden werden. Erst durch bewufite Anderung der Restriktionsbedin-
gungen konnte mit der Enzymkombination Hae [lI+Hinf ein teilweiser Uberverdau
erzielt werden, mit dessen Hilfe Isolate von F. sambucinum und F. venenatum differen-
zierbar sind. Bei Isolaten von F. venenatum sind dabei durch eine zusétzlich auftretende
Schnittstelle weitere Banden zu erkennen (Abb. 8 - Pfeile). Das Isolat 64.262, welches
anhand der RAPD Muster (vgl. Abb. 9) nicht eindeutig zugeordnet werden kann, ist in
den ITS-RFLP-Mustern mit F. sambucinum identisch. Zu Isolaten der ITS-RFLP-Gruppe
B besteht eine Ahnlichkeit von ca. 60 %.
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Abb.8: ITS-RFLP-Ergebnisse bei Fusarium-Arten der Sektion Discolor durch Uberverdau
Restriktionsenzyme: Hae III + Hinf I im Doppelverdau, je Enzym wurden 3 U eingesetzt.
Zwei zeitlich unabhéngige DNA-Praparationen bei Isolat 62.719. Pfeile -~ Fragmente durch
Uberverdau.

Innerhalb der Gruppe B werden Isolate von Fusarium cerealis, F. culmorum, F. bactridioides
sowie die Stamme 64.280, 63.575, 64.371 und das als F. semitectum bezeichnete Isolat
64.351, geclustert. Letztgenannte Stimme mit unklarer Zuordnung zu F. sambucinum
lassen sich durch ein eigenstindiges Muster eindeutig abgrenzen. In deren Nahe wird
mit einer Ahnlichkeit von ca. 82 % der Stamm von F. bactridioides und mit einer Ahnlich-
keit von ca. 68 % die Isolate mit gleichen Restriktionsmustern von F. cerealis und

F. culmorum gestellt.

Stamme von Fusarium torulosum lassen sich von F. sambucinum und F. venenatum mit
Ausnahme der Untersuchung mit BsiZ I stets abgrenzen, wobei das Isolat von F. flocci-
ferum (64.365) mit den untersuchten Restriktionsenzymen von F. forulosum nicht zu
unterscheiden ist. Die als weitere Kontrollen eingesetzten Isolate von F. lateritium, F.
compactum und F. sarcochroum weisen zu F. torulosum und F. flocciferum Ahnlichkeiten
von ca. 68-80 % auf. Die Auswertung aller Banden clustert diese Gruppe C mit einer
Ahnlichkeit von 30 % weit entfernt von den anderen beiden Gruppen.

3.2.2 RAPD-Ergebnisse bei Arten der Sektion Discolor

Von den untersuchten Primern wurden mit den Primern 21 und 22 keine Fragmente
amplifiziert. Primer 13, 14, 17, 20 und 23 produzieren lediglich ein bis zwei schwache
Banden und Primer 31 und 33 zeigen unspezifische Amplifikationen. Primer Nr. 24, 25,
26 und 60 ergeben deutlichere Muster mit wenigen Banden. Die Ergebnisse sind anhand
der gut amplifizierenden Primer 05, 06, 15, 27, 32, 40, 44, 63 dargestellt.
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Klar sind die mit der RAPD differenzierbaren Gruppenzugehérigkeiten erkennbar, die
im wesentlichen den untersuchten Arten entsprechen.

Mit Ausnahme des brasilianischen Isolates 64.262, zeigen alle getesteten Fusarium
sambucinum-Isolate sehr einheitliche Muster. Eine Untergruppe mit geringen Abwei-
chungen zum typischen Bandenmuster kann aus den aus Spanien und Iran stammenden
Isolaten 62.433 und 62.434 sowie dem Gibberella pulicaris-Isolat 62.719 gebildet werden.
Einen weiteren Polymorphismus zeigt Primer 44 (Abb.9b - Pfeil @), der die F. sam-
bucinum-Isolate in zwei Gruppen teilt. Von zwei Stdmmen des Teleomorphs G. pulicaris
entsprechen bei Stamm 62.719 die Bandenmuster mit geringen Abweichungen denen
von F. sambucinum, wahrend die Muster von Stamm 64.918 nicht zuzuordnen sind. Eine
geringe intraspezifische Variabilitit weisen die Isolate von F. venenatum auf, wobei
einige Banden- und Intensititspolymorphismen mit Primer 63 bei den Isolaten 64.537
und 64.757 zu erkennen sind (Abb. 9d - Pfeil @). Weitere Polymorphismen an schwach
amplifizierten Banden sind mit den Primern 44, 63 und 06 erkennbar (Abb.9b, d, f -
Pfeil @). Zwischen F. sambucinum und F. venenatum sind einige Banden monomorph,
d. h. sie weisen identische Bandenpositionen auf, die besonders mit Primer 32, 44 und 06
ersichtlich sind (Abb. 9b, ¢, f - Pfeil @).

Das aus den arttypischen Bandenmustern herausfallende brasilianische Isolat 64.262
bildet mit Primer 05 eine zu Fusarium venenatum monomorphe Bande aus, wihrend eine
andere monomorph zu F. sambucinum ist (Abb. 9e - Pfeil ®). Weitere Banden, die cha-
rakteristisch fiir F. venenatum-Isolate sind, werden mit Primer 44 und 63 ausgebildet.
Eine zu F. sambucinum monomorphe Bande zeigt auch die Untersuchung mit Primer 27.

Isolate von Fusarium torulosum besitzen eine stirkere intraspezifische Variabilitat, die
besonders bei der Untersuchung mit Primer 40 zu erkennen ist (Abb. 9¢). Neben artcha-
rakteristischen Banden, treten abhingig vom eingesetzten Primer weitere Polymorphis-
men auf. Anhand einzelner polymorpher Marker (= Banden) lassen sich die Isolate
gruppieren. Bezogen auf die Summe der mit allen Primern erzielten Polymorphismen
sind die Muster isolatspezifisch. Das Isolat von F. flocciferum (64.365), welches identische
ITS-RFLP Muster mit F. torulosum aufweist, lift sich iiber die Bandenmuster deutlich
abgrenzen. Allerdings treten einige zu F. torulosum monomorphe Banden mit Primer 32,
63, 65, 27 (Abb. 9¢, d, e, g) auf.

Eine weitere eigenstandige RAPD-Gruppe kann aus Isolaten 63.575, 64.371, 64.280 und
64.351 gebildet werden, die auch nach den ITS-RFLP-Ergebnissen abgrenzbar ist. Beide
erstgenannten Isolate sind in ihren Bandenmustern zueinander sehr dhnlich. Die Isolate
64.280 und 64.351 zeigen primerabhéangig grofiere Unterschiede.

Von den Kontrollstimmen weisen Fusarium culmorum (64.218) und F. cerealis (64.545)
zueinander dhnliche Muster auf. Die anderen Kontrollen F. bactridioides, F. sarcochroum,
F. lateritium und F. compactum zeigen Einzelmuster, die mit keinem der anderen geteste-
ten Isolate iibereinstimmen.

Das unbestimmte Isolat , Korschel 13” kann, da sein Muster keinem der vorliegenden
RAPD-Muster entspricht, keinem der getesteten Isolate zugeordnet werden.
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3.3 Sektion Eupionnotes

3.3.1 ITS-RFLP bei F. tabacinum und anderen Fusarium-Arten
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Abb. 10: ITS-RFLP-Ergebnisse bei Fusarium tabacinum und anderen Fusarium-Arten
Restriktionsenzyme: a) Msp I + Rsa I; b) Hae IIl + Hinf I; ¢) Hha I + Taq I; d) BsiZ I;
e)Bsp 143 L f) Alu L
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Fusarium tabacinum-Isolate stellen sich anhand der ITS-RFLP-Untersuchungen (Abb. 10)
sehr uneinheitlich dar. Unter Beriicksichtigung aller verwendeten Restriktionsenzyme
lassen sich die fiinf Mustergruppen A-E bei F. tabacinum differenzieren. Nach der Clus-
teranalyse (Abb. 11) unterscheiden sich die Gruppen A, B und C bei einem Ahnlich-
keitslevel von ca. 94 % nur gering, wobei sich die Gruppe C von B nur durch einen mit
Hha [+Tagq I erkennbaren Langenpolymorphismus (Abb. 10c - Pfeil) unterscheidet. Der
gleiche Polymorphismus ist bei Isolat 62.445 innerhalb der Gruppe A festzustellen.
Aufgrund der Ahnlichkeit in den RAPD-Mustern (Abb. 12a, b) mit Isolaten aus der ITS-
RFLP-Gruppe wurde er in der clusteranalytischen Auswertung nicht bonitiert. Das Isolat
67.557 bildet mit Hae [+Hinf I (Abb. 10b) ein von den anderen abgrenzbares Muster aus
und wird dadurch in Gruppe D geclustert, wobei Ubergédnge zu den anderen Gruppen
vorhanden sind. Gleiche Restriktionsfragmente mit Gruppe A werden durch den Ver-
dau mit Msp [+Rsa I erreicht, wihrend mit Gruppe B identische Muster mit Bsp 143 |
erzielt werden.

Proben-Name BEA-Nr.

F. tabacinum 64.010
- 64.809

1>

[ R A
(23
N
r'S
I
i

- 65.637

Jw
LI R A A

3

8

b F.coeruleum 64413
F. 0.1 p. vasinfectum r1 66,843
F. torulosun 64645

Ahnlichkeit
0,00 0,25 050 0,75 1,00

Abb. 11: Clusteranalyse der ITS-RFLP-Resultate bei Fusarium tabacinum und anderen Fusarium-
Isolaten
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Gruppe E ist mit drei der sechs Enzyme bzw. Enzymkombinationen von den anderen
deutlich abzugrenzen. In dieser Gruppe sind die Isolate 68.037, 67.560 und 68.022 ent-
halten, die alle von Cucurbita isoliert wurden. Korrelationen morphologischer Merkmale,
ihrer Matrix oder Herkunft der Isolate zu den ITS-RFLP-Gruppen A-D bestehen nicht.

Als Kontrollen eingesetzte Isolate von Fusarium merismoides var. chlamydosporale, F. coeru-
leum, F. oxysporum {. sp. vasinfectum Rasse 1, F. torulosum, F. solani var. solani, F. illudens
und F. sambucinum zeigen unterschiedliche Muster und werden mit einer geringen
Ahnlichkeit von ca. 26 % weit entfernt von den F. tabacinum-Isolaten geclustert (Abb. 11).
Beachtenswert ist bei F. coeruleum die Clusterung in die Nahe von F. merismoides und F.
oxysporum, also entfernt von den anderen Martiella-Fusarien F. solani und F. illudens.

Die meisten Fragmentunterschiede werden mit der Enzymkombination Hae III+Hinf [
erzielt, welche zu vier Mustergruppen fiihrt. Jeweils drei Mustergruppen sind durch den
Verdau mit Msp I+Rsa I oder Bsp 143 I zu differenzieren. Hha I+Taq I unterscheidet die
Isolate von F. tabacinum nur durch einen Langenpolymorphismus der grofiten Bande.
Keine Unterschiede sind mit den Enzymen BsiZ I und Alu I zu erreichen.

3.3.2 RAPD-Studien bei Fusarium tabacinum

Fusarium tabacinum zeigt eine hohe intraspezifische Variabilitit in seinen RAPD-Mustern
(Abb. 12). Zahlreiche unterschiedliche, teilweise isolatspezifische Muster werden mit
den benutzten Primern erzielt. Mit keinem der untersuchten Primer sind Banden zu
finden, die identisch bei allen Isolaten dieser Art auftreten. Verschiedene Isolate weisen
jedoch anhand der Bandenmuster zueinander Ahnlichkeiten auf und lassen sich da-
durch gruppieren. Identische Banden werden mit allen Primern bei den von Cucurbita
isolierten Staimmen der ITS-RFLP-Gruppe E ausgebildet. Ebenfalls zeigen die Isolate
64.010, 64.809, 66.026 und 66.135 mit allen Primern sehr homogene Muster. Die Isolate
68.046, 68.043 und 65.834 kénnen zu einer inhomogeneren Gruppe zusammengefafst
werden; identische Muster werden dabei nur mit den Primern 05, 06 und 15 erhalten.

Primer 16, 22 und 27 amplifizieren weniger Banden als die anderen Primer. Trotz gerin-
gerer Bandenanzahl ist ihre Verwendung gegeniiber den anderen Primern interessant,
da sie iibergeordnet gruppieren. So gruppiert Primer 22 anhand zweier Banden die
Isolate 68.040, 68.039, 66.190, 66.202 und 68.042 oder durch eine Doppelbande die Isolate
68.021, 67.557, 68.038 und 67.717 zusammen. Mit den anderen Primer werden fiir diese
Isolate nur einige iibereinstimmende Banden oder zueinander dhnliche Muster bei nicht

allen Isolaten erzielt.

Das RAPD-Muster bei Isolat 67.716 mit bei ITS-RFLP-Untersuchungen mit Hae III+Hinf
I festgestelltem Langenpolymorphismus (Abb. 10b - Pfeil) ist dhnlich dem Isolat 68.041
aus der Gruppe B. Vergleichbares wurde bei Isolat 62.445 gegeniiber den Isolaten 64.010,
64.809, 66.026 und 66.135 mit Primern 05 und 15 festgestellt.

Korrelationen der RAPD-Bandenmustergruppen zum Wirtspflanzenspektrum bestehen
nur bei den Isolaten 68.037, 67.560 und 68.022 von Cucurbita. Diese Isolate hatten die
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gleiche geographische Herkunft aus Louisiana/USA. Die Isolate 64.010, 64.809, 66.026
und 66.135 korrelieren in ihren RAPD-Mustern mit ihrer norddeutschen Herkunft, nicht
aber mit ihren Wirten. Sie weisen auch keine Ahnlichkeit zu anderen Stimmen aus
Norddeutschland auf. In den anderen RAPD-Gruppierungen sind Stdmme verschiede-
ner Wirte und Bodenisolate enthalten.
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Abb. 12: RAPD-Bandenmuster bei Fusarium tabacinum.
Primer: a) 05; b) 15; ¢) 06; d) 16; e) 27, ) 22
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Neben Fusarium oxysporum {. sp. vasinfeclum-Stammen wurden Isolate weiterer speziali-
sierter Formen von F. oxysporum untersucht, wobei die Restriktionsanalysen der ITS-
Region (Abb. 13a-f) fiir alle untersuchten Isolate mit den zur Verfiigung stehenden
Restriktionsenzymen identische Muster zeigen. Deutlich sind anhand der ITS-RFLP-
Muster mit allen untersuchten Restriktionsenzymen Isolate von F. redolens, F. udum und
F. acutatum zu unterscheiden. Fusarium redolens kann von F. udum und F. acutatum mit
den Restriktionsenzymen Hae [II+Hinf I sowie mit Alu I differenziert werden (Abb. 13a,
f). Zwischen den untersuchten Isolaten von F. redolens und F. redolens f. sp. dianthi sind
keine Unterschiede feststellbar. Die beiden Arten F. udum und F. acutatum lassen sich
nur mit der Enzymkombination Hae [II+Hinf I (Abb. 13a) trennen.

Die Clusteranalyse (Abb. 14) trennt bei einer ca. 55%igen Ahnlichkeit F. oxysporum von
F. redolens sowie von F. udum und F. acutatum. F. redolens ist mit ca. 88% zu F. udum und
F. acutatum dhnlich. Beide letztgenannten Arten werden auf einem Niveau von ca. 96 %

getrennt.

Preben-Name BBA-NT

F. oxysporum . sp.
— aechmeae 62.298
— batatas 62.299
- betae 64.378
—~  callistephi 85.837
~ cepae 62.306
- catfleyae 62.302
~ chrysanthemir2 63.890
- conglutinans 2 83.757
- conglutinans vi 863.571
~ conglutinans 3 62.308
- cubense 62.312
~  cucumerinum 62.314
- cyclaminis 62.316
- dianthi 65.195
~  gladioli 62.324
r —~ lupini 62.333
- lycopersiciri 62.059
- lycopersicir2 62.060
- melonis 62.342
—  opuntiarum 62,349
~  passifiorae 62.355
- pisir2 62.058
—  tracheiphifum r1 63.927
-~ tuberosi 62.367
~  tulipae 62.372
- vasinfectum r1 66.843
- vasinfectumr2 66.844
-~ vasinfectumr3 66.845
- vasinfectumr4 66.846
- vasinfectum ré 66.847
~  vasinfectum 65633
- vasinfectum 69.520
- vasinfectum 65650
a F. redolens §. sp. dianthi 62.394
————i F. redolens 67.774
F.redolens .  645%
_?__': Fodum . 62451
Ahnlichkeit ) F. acutatum 63.520

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Abb. 14: Clusteranalyse der ITS-RFLP Untersuchungen innerhalb der Fusarium-Sektion Elegans
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3.4.2 RAPD-Untersuchungen von F. oxysporum £. sp. vasinfectum-Rassen im

Vergleich zu F. oxysporum £. sp. dianthi, F. redolens und F. udum

Jaye gy | piepuejsusgyoln

HipuEip
mpuep -

npuep’
igpuep "ds 30 o

WNoaJUISeA -
WINOBJUISRA -

W28 UISBA -
WNoBIISBA -
£4 WDBJUISBA -
G WNPOBHUISBA -
G WNOBLISEA -
WINPDBIUISEA -
£d WINJIBJUISEA -

WNJIDIUISEA -
WsBUISEA -
WINOBJUISEA -
3 WUNIBJUISBA -

£69°G9
§569'69
S0v'68
v0v'69
99’89
¥¥8'99
GED'SY

YE9'69
£E9'GY

WNJoBUISBA ~
WMOBjUISeA -
74 WINIBUISEA -
O WPIBJUISEA -
WNEIBILISPA -
WNEOBUISEA -
WIIBJUISEA -
WINJOBJUISBA -
Wi IBILIISEA -
74 WIIBJUISEA -
WINSBIUISEA -
L4 WNOSJUISEA -

14

LINOBIUISBA -
WINJOBjLISEA -
winasusea *ds o o

91187 GY | plepUEISUSg0ID

BWEN-UagoId

RAPD-Bandenmuster bei Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, F. oxysporum £. sp.

dianthi, F. redolens und F. udum.

Abb. 15

Primer: a) 15; b) 44; ¢) 32; d) 63; e) 05; f) 06.
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Die untersuchten Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum-Isolate lassen sich anhand der
RAPD-Muster in die fiinf Gruppen A-E gliedern (Abb. 15). Zwischen den einzelnen
Gruppen bestehen in den Bandenmustern Ubergéange. Primer 06 generiert verhaltnisma-
fig dhnliche Muster fiir die Gruppen A-C. Zueinander dhnliche Muster im Bereich der
hoheren Molekulargewichte zeigen die Gruppen A, B und D mit Primer 44. Klare
Gruppendifferenzierungen werden mit Primer 63 erzielt. Zwei in der Stammsammlung
mit F. oxysporum f. sp. vasinfectum bezeichneten Isolate aus Angola (67.668 und 67.669)
bilden innerhalb der Gruppe E gleiche Bandenmuster aus, die von den anderen Grup-
pen verschieden sind.

In Gruppe A befinden sich die in Reinkulturen duftenden Isolate 64.495, 65.633 und
65.634. Die Abgrenzung gegeniiber den anderen Bandenmustergruppen erfolgt iiber
zusétzliche Polymorphismen, die mit den Primern 15, 44, 63 erscheinen (Abb. 15a, b, d ~
Pfeil @).

Ein hohes Maff an Ahnlichkeit zu dieser Gruppe weisen die Isolate der Gruppe B auf, in
der die Referenzisolate der Rassen 1, 2 und 6 eingeordnet sind. Lediglich die Isolate
66.843, 62.373 und 66.847 fallen durch einige unterschiedliche Polymorphismen auf. Tm
Vergleich zu den Mustern der anderen RAPD-Gruppen ist ihre Stellung in der Gruppe B
gerechtfertigt.

Deutlich abgrenzbar ist die Gruppe C mit Isclaten der Rasse 4, die insbesondere mit
Primer 44 und 63 (Abb. 15b, d) deutliche Unterschiede der Bandenmuster aufweisen.
Auch grenzt ein mit Primer 44 generierter, reproduzierbarer Intensititspolymorphismus
Isolate dieser Gruppe gegeniiber den anderen Gruppen ab (Abb. 15b - Pfeil @). Geringe-
re Differenzen, vornehmlich in der Auspriagung schwacher Banden, werden mit den
anderen Primern erzielt. Innerhalb der Rasse 4-Isolate sind bei den Isolaten 65.934 mit
Primer 44 und 69.519 mit Primer 05 polymorphe Banden festzustellen.

In der RAPD-Gruppe D befinden sich Isolate der Rassen 3 und 5 mit sehr homogenen
Bandenmustern. Es sind nur geringe Intensitidtspolymorphismen und Polymorphismen
bei schwach ausgepragten Banden insbesondere mit Primer 15 und 05 feststellbar
(Abb. 15a, e - Pfeil ®@).

Bei Fusarium oxysporum f. sp. dianthi konnen zwei eigenstindige RAPD-Mustergruppen
differenziert werden, welche die Isolate 62.317 und 62.321 von den Isolaten 65.195 und
67.518 trenmen. Ahnlichkeiten mit den fiir F. oxysporum f. sp. vasinfectum festgestellten
RAPD-Mustern bestehen in einigen monomorphen Banden, die insbesondere mit den
Primern 44 und 06 zu erkennen sind (Abb. 15b, f - Pfeil ®).

Die als Kontrollen eingesetzten Isolate von Fusarium redolens, F. redolens f. sp. dianthi und
F. udum sind untereinander und von F. oxysporum f. sp. vasinfectum- sowie von F. oxyspo-
rum f. sp. dianthi-Isolaten deutlich zu unterscheiden. Fusarium redolens und seine spezia-
lisierte Form dianthi zeigen dabei zueinander dhnliche Muster. Betrachtet man die
RAPD-Muster ausschlieSlich auf Artebene, so sind fiir die Arten Fusarium redolens, F.
udum und F. oxysporum charakteristische Unterschiede festzustellen.
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3.5 Sektion Martiella

3.5.1 ITS-RFLP-Differenzierung von Martiella-Fusarien
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Abb. 16: ITS-RFLP-Ergebnisse bei Fusarium-Arten der Sektion Martiella.
Restriktionsenzyme: a) Msp I + Rsa I; b) Hae Il + Hinf I; ¢) Hha I + Taq I;
d) BsiZ I; €) Bsp 143 I; f) Alu L.
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Die ITS-RFLP-Untersuchungen bei Isolaten innerhalb der Sektion Martiella zeigen neben
einheitlichen Mustern auch deutliche Unterschiede (Abb. 16). Die ibergreifende Aus-
wertung aller Restriktionsfragmente mittels Clusteranalyse ermdglicht eine Unterschei-
dung der Isolate in insgesamt 19 Gruppen (Abb. 17). Eine iibergeordnete Struktur in die
Cluster A, B und C ist bei einem Ahnlichkeitsniveau von ca. 65 % mdglich, wobei die
Gruppe C deutlich mit einer genetischen Distanz von unter 0,45 von A und B abgegrenzt
ist. Untergeordnete Einzelgruppen sind mit A1-A9, B1-BY bezeichnet.

Proben-Name BBA-Nr.

F. ambrosium 65.390

F. carneolum 64.441

- 64.554

F. epimyces 64.695

F. tathyri 64.493

- 62.234

F. solani {. sp. batatas 64.683

- - mori 64592

_ﬁl - ~  robinias 64.489

~ —  xanthoxyli 64534

- var. sofani 64.383

- - 62.419

F.sp.nov. | 67.588

Nectria bolbophyili 64.482

Nectria haematococca 65.035

F. ensiforme 62.233

- 62.214

- £59.484

A2 e T N Stia s

ey F.ensiforme 64404

F.javapicum 68.475

B2 Foop.novil L earm

F.osp.nov. M . B7.595

F. striatum 65.131

F. radicicola 64.923

F. solani var. petroliphilum 65.047

F. Solanif. sp. cuctrbitas v 64716

Nectria borneensis 65005

F. sumartii 62.215

F. pestis 66.201

F.sp.nov.V 65.045

F. sp. nov. IV L 65,683

Fondet. . 64810

F.indet, B 67,589

F. sp. nov. Wi 67.738

Wectria subsequens 66.998

F. martiiphaseoli 64.394

F. iliudens 67606

- 64.748

F. iltudens - eavss

Nectria plagianthi 68.511

& 3 F. coerufeum 64.413

Ahnlichkeit ' - 64.477
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Abb. 17: Clusteranalyse der ITS-RFLP-Untersuchungen bei Martiella Fusarien
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Eindeutig anhand der ITS-Restriktionsmustergruppen sind folgende zehn Arten cha-
rakterisiert: Fusarium javanicum (A3), Fusarium sp. nov. II, IIl und IV (A4, A5, B2), F.
solani var. petroliphilum (A7), F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1 (A8), Nectria borneensis (A9),
F. martiiphaseoli (B6), Nectria plagianthi (B9) sowie F. coeruleum (C). Isolate von Fusarium
coeruleum werden von den anderen Martiella-Fusarien deutlich abgetrennt geclustert.
Grofere Ahnlichkeiten, als zu Isolaten der Sektion Martiella bestehen zu F. merismoides
und F. oxysporum, wie es aus der Clusteranalyse in Kapitel 3.3.1 - Abb. 11 ersichtlich ist.

Nicht eindeutig zuzuordnen sind Isolate von Fusarium ensiforme und F. illudens, welche
verschiedenen Bandenmustergruppen (Al und A2 bzw. B7 und B8) angehoren. Keine
Differenzierung ist aufgrund gleicher ITS-RFLP-Muster innerhalb der Gruppe Al bei
Isolaten von F. ambrosium, F. carneolum, F. epimyces, F. lathyri, Fusarium sp. nov. 1, Nectria
bolbophylli, Nectria haematococca, den in dieser Gruppe liegenden Isolaten von F. ensiforme,
den spezialisierten Formen batatas, mori, robiniae, xanthoxyli sowie der Varietit solani von
F. solani moglich. Ebenso lassen sich iiber ihre Fragmentmuster F. striatum und
F. radicicola innerhalb der Gruppe A6 nicht unterscheiden. Innerhalb der Gruppe B1 sind
die Isolate von F. eumartii, F. pestis und Fusarium sp. nov. V sowie in der Gruppe B5 die
Isolate von Nectria subsequens und Fusarium sp. nov. VI identisch.

Die ITS-RFLP-Untersuchungen (siche Abb.16) gruppieren die Isolate anhand ihrer
Restriktionsfragmentmuster unterschiedlich sensitiv. Sehr feine Differenzierungen sind
mit Hae HI+Hinf I (Abb.16b) in neun Fragmentmustern sowie mit Msp I+Rsa 1
(Abb. 16a) in sieben Mustergruppen moglich. Hha [+Taq I (Abb. 16c) unterscheidet die
Isolate nach sechs und BsiZ I (Abb.16¢) nach vier Restriktionsmustern. Die einzeln
eingesetzten Enzyme Bsp 143 I oder Alu I (Abb. 16e, f) erzielen fiir die Isolate jeweils
drei unterschiedliche Restriktionsmuster. Neben dieser iibergreifenden Auswertung
feststellbarer Fragmentmuster innerhalb der Sektion ist es sinnvoll, die Restriktionsen-
zyme zu kennen, die eine eindeutige Zuordnung undefinierter Isolate mit geringem

Untersuchungsaufwand erméglichen.

Eine grobe Charakterisierung unbekannter Isolate in die Gruppen A, B oder C ermég-
licht der Verdau der ITS-Amplifikate mit Bsp 143 1. Mit der Enzymkombination Msp
I+Rsa I kénnen die finf Arten Fusarium sp. nov. IlI, F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1,
Nectria borneensis, F. martiiphaseoli und F. coeruleum charakterisiert werden. Ebenso zeigt
F. javanicum mit Hae II+Hinf I und F. solani var. petroliphilum mit Hha I+Taq I artspezifi-
sche Muster. Im Gegensatz dazu lassen sich die anderen Arten mit einzelnen Enzymen
oder Enzympaarungen in Mustergruppen mit unterschiedlicher Abstufung zusammen-
fassen. So gruppieren Hae III+Hinf I oder Hha i+Taq I Fusarium sp. nov. VI und Nectria
subsequens zusammen. Hae II+Hinf I zeigt gleiche Muster fiix F. striatum, F. solani f. sp.

eumartii und Nectria borneensis.
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3.5.2 RAPD-Ergebnisse bei Martiella-Fusarien

Die RAPD-Untersuchungen zeigen wesentlich feinere Differenzierungen mit einer
hoheren Variabilitit als die Restriktionsuntersuchungen der [TS-Region (Abb. 18-
Abb. 21). Insgesamt lassen sich die Isolate der Martiella-Fusarien in 31 mehr oder weni-
ger variable RAPD-Mustergruppen unterscheiden (Tab.11). Insgesamt kénnen die
Isolate von 25 Arten, spezialisierten Formen und Varietiten innerhalb der Sektion
Martiella diesen Mustern zugeordnet werden. Sechs zusédtzlich differenzierbare RAPD-
Muster mit morphologisch unterscheidbaren Isolaten (Nirenberg, 1996 mundl. Mitt),
bislang jedoch nicht niher definierter Arterr sind in dieser Untersuchung mit Fusari-
um sp. nov. I-VI gekennzeichnet.

Tab. 11: RAPD-Differenzierung innerhalb der Sektion Martiella und Bandenmustervariabilitit

RFLP-Gruppe  geringe Variabilitit mittlere Variabilitit ~ hohe Variabilitit
Al, A2 F. solani £. sp. batatas F. ambrosium E. solani var. solani
F. solani f. sp. xanthoxyli F. epimyces F. carneolum
F. solani f. sp. mori F. lathyri Nectria haematococca
F. solani £. sp. robiniae F. ensiforme
Nectria bolbophylli
Fusarium sp. nov. 1
A3-A9 F. solani var. petroliphilum F. javanicum
F. striatum Fusarium sp. nov. 11
F. solani t. sp. cucurbitae 1 Fusarium sp. nov. Il

F. radicicola
Nectria plagianthi*

B1-B9 F. pestis F. martiiphaseoli F. eumartit
Nectria subsequens* Fusarium sp. nov. V F. illudens
Nectria borneensis* Fusarium sp. nov. IV

Fusarium sp. nov. VI

C F. coeruleum

* Fiir die Untersuchungen stand jeweils nur ein Isolat zur Verfligung

Innerhalb der Restriktionsgruppe Al werden mit der RAPD insgesamt dreizehn Ban-
denmustergruppen unterschieden (Tab. 11). Mit homogenen RAPD-Mustern sind Isolate
der spezialisierten Formen batatas, xanthoxyli, mori, robiniae von F. solani, Nectria bolbo-
phylli und Fusarium sp. nov. I eindeutig charakterisiert. Einige Polymorphismen in den
ansonsten einheitlichen Mustern weisen Isolate von F. epimyces und F. ambrosium auf.

Als Fusarium lathyri eingestuften Isolate zeigen eine gewisse Variabilitit in den Banden-
mustern. Die von Pisum sativum isolierten Stimme (62.420, 68.521, 68.522, 66.808) sowie
ein Isolat aus Ackerboden (66.134) lassen sich mit den Primern 40 und 63 durch homo-
gene Bandenmuster von der anderen Gruppe, in der einige Isolate vormals als F. radici-
cola bezeichnet waren, abgrenzen.
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Isolate von Fusarium solani var. solani, F. carneolum sowie von Nectria haematococca zeigen
eine auffallende Variabilitit in ihren Bandenmustern. Uber die Auswertung des mit
allen Primern im direkten Vergleich erzielten Gesamteindruckes lassen sich die diesen
Arten enisprechenden RAPD-Muster ableiten. Anschliefend kinnen einige markante
Marker als artcharakteristisch definiert werden. Primer 15 und 63 generieren jeweils eine
fitr alle Isolate von F. carneolum charakteristische Bande (Abb. 19a, e; - Pfeil @), die zur
Abgrenzung von F. solani var. solani herangezogen werden kénnen. Dennoch sind
zwischen beiden Arten Ahnlichkeiten in den Bandenmustern feststellbar. Eine Reihe von
Markern treten dabei bei allen Isolaten monomorph auf (Abb. 19b - Pfeil @), wahrend
andere nur vereinzelt in beiden Arten erscheinen (Abb. 19d - Pfeil ®).

Die heterogene Gruppe der Isolate von Fusarium ensiforme kann anhand bestimmter
Marker weiter unterteilt werden. Eine augenscheinliche Differenzierung erméglicht
Primer 06, wiedergegeben in Abb. 18d. Eine Gruppe umschliefst dabei die Isolate 62.233,
64.381 und 69.484, eine zweite die Isolate 68572, 64.404 und 64.107 und die dritte die
Isolate 62.214, 64.552, 64.222. Allerdings weist das in der zweiten Gruppe liegende Isolat
64.404 ein unterschiedliches ITS-RFLP-Muster auf.

Mit eigenen Restriktionsgruppen waren die Isolate von Fusarium sp. nov. Il und I (A4,
A5) sowie Isolate von F. javanicum (A3) bereits eindeutig charakterisiert (Abb.17).
Anhand unterschiedlicher und charakteristischer RAPD-Muster mit mittlerer Variabili-
tit ist die Unterscheidung der Arten ersichtlich.

Isolate von Fusarium striatum und F. radicicola, beide in der ITS-Restriktionsgruppe A6
angesiedelt, konnen mit RAPD unterschieden werden. Mit Primer 15, 44, 63 und 27
erzielte Amplifikationsmuster zeigen jedoch Ahnlichkeiten zwischen beiden Arten auf;
Primer 06 und 55 hingegen differenzieren sie charakteristisch (vgl. Abb. 20).

Fusarium solani f. sp. cucurbitae Rasse 1-Isolate sind in den RAPD-Mustern deutlich von
F. solani var. petroliphilum (= F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 2) unterschiedlich. Die ITS-
RFLP-Unterscheidung in die Gruppen All und A12 wird durch RAPD-Differenzen
bestitigt (vgl. Abb. 17). Das Isolat 68.003, welches als F. solani f. sp. cucurbitne Rasse 2
erhalten wurde kann aufgrund seiner Bandenmuster eindeutig als F. solani var. petroli-
philum identifiziert werden.

Einige Isolate, die frither auch als Fusarium eumartii bezeichnet waren und nach den ITS-
RFLP-Resultaten in den Gruppen Al, A4, A6, A9 und B2 lokalisiert sind, erscheinen
ebenfalls in unterschiedlichen RAPD-Gruppen. Das Referenzisolat 62.215 (= CBS 487.76)
fitr F. eumartii bildet ein einzelnes RAPD-Muster innerhalb der ITS-RFLP-Gruppe B1 aus.
Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeit der Isolate 65.064 und 62.213 sind diese in
der gleichen RAPD Gruppe angesiedelt. Ebenfalls in der ITS-RFLP-Gruppe B1 sind mit
einheitlichen RAPD-Mustern die Isolate von F. pestis und mit etwas variableren Mustern
die Isolate von Fusarium sp. nov. V zu finden (siehe Abb. 21).

Die ITS-RFLP-Gruppe B2 beinhaltet die anhand der RAPD-Muster hoch variable Gruppe
von Fusarium sp. nov. IV.
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Zwei von Buxus isolierte Fusarien sind als Fusarium sp. nov. VI in der gleichen ITS-
RFLP-Gruppe B5 wie Nectria subsequens angesiedelt. Von Nectria subsequens sind sie
durch einheitliche RAPD-Muster klar abzutrennen.

Deutlich abgrenzbar prasentieren sich die Isolate von Fusarium martiiphaseoli, die mit
Primer 40 und 55 homogenere Muster zeigen als mit den anderen Primern. Alle Isolate
sind durch die eigenstandige ITS-RFLP-Gruppe B6 charakterisiert.

Morphologisch als Fusarium illudens bestimmte Isolate zeigen sich in den RAPD-Mustern
variabler. Einzelne monomorphe Banden fiir alle Isolate dieser Art werden mit den
Primern 06, 40 und 63 gebildet. Einzelne Isolate zeigen mit Primer 55 und 65 monomor-
phe Marker mit Fusarium sp. nov. VI und Nectria plagianthi (Abb. 21f, h - Pfeil ®). Mit
Ausnahme von Isolat 64.788, welches in der ITS-RFLP-Gruppe B8 lokalisiert ist, sind die
alle Isolate von F. illudens in Gruppe B7 sortiert.

Als vorlaufig sind die Ergebnisse der Isolate von Nectria plagianthi, Nectria subsequens
und Nectria borneensis anzusehen, da jeweils nur ein Isolat fiir die Untersuchungen zur
Verfugung stand. Alle Isolate sind jedoch anhand ihrer charakteristischen Bandenmuster
und ihrer JTS-RFLP-Muster voneinander und den {ibrigen Arten unterscheidbar.

Isolate von Fusarium coeruleum bilden nahezu identische RAPD Muster aus. Innerhalb
der ITS-RFLP Gruppe C haben sie keine Ahnlichkeiten zu anderen Martiella-Mustern.

Zwischen den RAPD-Mustern innerhalb der Restriktionsgruppe A bestehen Ahnlich-
keiten. Primer 15 amplifiziert eine Bande (Abb. 18a - Abb. 20a; Pfeil ®), die monomorph
tiir alle RAPD-Gruppen ist. Einige Intensititsunterschiede dieser Bande bei einzelnen
Isolaten und bei Fusarium solani f. sp. batatas und F. ambrosium seien hierbei aufier acht
gelassen. Primer 44 wie auch Primer 63 zeigen innerhalb der Restriktionsgruppe Al
RAPD-gruppeniibergreifende Banden (Abb. 18b, e, Abb. 19b, e; Pfeil ®) mit Ausnahme
der Isolate von Nectria haematococea, F. solani £. sp. batatas, F. ambrosium und F. epimyces.
Banden die monomorph fiir mehrere RAPD-Gruppen sind, liefern die Primer 05, 06, 63
und 65. Im Gegensatz zu den generalisierenden Primern differenzieren die Primer 27
und 55 mit deutlichen Musterunterschieden und kaum identischen Markern die RAPD-
Mustergruppen spezifischer. Gemeinsamkeiten werden schwicher oder gar nicht
herausgestellt.

Diese Primer sind als konservativ oder generalisierend in Bezug auf die Differenzierbar-
keit anzusehen, da sie anhand charakteristischer Banden die Gemeinsamkeiten aus den
Restriktionsuntersuchungen mittels ITS-RFLP widerspiegeln.

Die im Material- und Methodenteil als Fusarium indet. aufgefithrten Isolate zeigten von
den oben dargestellten Arten differierende und untereinander zumeist unterschiedliche
RAPD-Muster auf.
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4.1 Methodische Erfahrungen mit RAPD

4.1.1 Einflufparameter der RAPD

DNA-Extraktion

Methodisch unterschiedliche Extraktionstechniken fiir Pilz-DNA sind bekannt (Lee &
Taylor 1990; Rollo 1990; Cenis 1992; Cheung et al. 1993; Zhu et al. 1993; Lecellier & Silar
1994; Fujimori & Okuda 1995; Gang & Weber 1995; Vaerenbergh et al. 1995). Daneben
wurden zahlreiche sogenannte Minipreps entwickelt, deren Vorteil in relativ schnellen
fiir 20 oder mehr Reaktionen ausreichenden DNA-Isolationen liegt (DuTeau & Leslie
1991; Yoon et al. 1991; Goodwin & Lee 1993; Grando et al. 1994). Nach Williams et al.
(1991) sind verschiedene Extraktionsmethoden fiir die PCR einsetzbar und auch bei
RAPD-Anwendungen mit Trichoderma-DNA (Zimand et al. 1994) waren keine negativen
Auswirkungen feststellbar. Allerdings zeigen andere Vergleiche der Praparationsme-
thoden deutliche Unterschiede bei RAPD-Bandenmustern (Fujimori & Okuda 1995).
Riickstdnde der verwendeten Extraktions- und Reinigungschemikalien, die sich hem-
mend auf die PCR auswirken kénnen oder Unreinheiten werden dafiir verantwortlich
gemacht (Demeke & Adams 1992; Yu & Pauls 1992). Um mit der DNA-Praparation
zusammenhdngende Probleme im Vorfeld auszuschlieffen und ausreichende DNA-
Mengen zum Aufbau einer DNA-Referenzsammlung zu erzielen, wurde die unter
Abschnitt 2.3 aufgefiihrte, chloroform- und phenolfreie DNA-Extraktionsmethode
einheitlich fiir alle Isolate verwendet.

Einflufl des Kolonie- bzw. Kulturalters auf die PCR

Einen groflen Einflufs des Koloniealters auf die RAPD-Muster wurde bei einigen Bakteri-
en festgestellt (Coutinho et al. 1993). Haemmerli et al. (1992) vermuten bei Discula
umbrinella, dafs zusatzliche Polymorphismen durch Mutationen unter Laborbedingungen
oder wahrend der Lagerung auftreten kénnen.

Um eine fiir die Differenzierung bei Fusarium ungewollte Variabilitit zu erfassen, wurde
in Vorversuchen der Einfluff verschiedener Degenerationsstufen tiberpriift. Dazu wur-
den einige als hoch variabel geltende Fusarium-Isolate (Nirenberg 1990) in Vorversuchen
auf nahrstoffreichem Agar iiber einen Zeitraum von sechs Monaten kultiviert. Aus
Sektoren und morphologisch degenerierten Bereichen verschiedener Altersklassen
wurden wiederholt frische Platten tiberimpft. DNA-Proben aller Stufen und aus frisch
vitalisierten Pilzen der gleichen Isolate wurden mittels RAPD verglichen. Unterschiede
in den Bandenmustern, die auf Degenerierungen zuriickfithrbar wéren, konnten inner-
halb des Versuchszeitraumes nicht beobachtet werden. Daraus ist abzuleiten, dafd bei
Fusarium innerhalb des verglichen mit Bakterien kurzen Generationszeitraumes keine
Bandenmusterverdnderungen auftreten.
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Reaktionsbedingungen

Haufig und kontrovers wird die Reproduzierbarkeit von RAPD-Ergebnissen diskutiert
(Riedy et al. 1992; Weeden et al. 1992; Yu & Pauls 1992; MacPherson et al. 1993; Meunier
& Grimont 1993; Kemp & Teale 1994, Mosges & Friedt 1994). Zahlreiche Parameter
beeinflussen die RAPD, von denen an erster Stelle die Reaktionsbedingungen genannt
werden (Devos & Gale 1992; Waugh & Powell 1992; Tommerup et al. 1995). Bei Einhal-
tung standardisierter Bedingungen ist jedoch die Reproduzierbarkeit sicher gewéhrlei-
stet (Williams et al. 1990; Arnold et al. 1991; Quiros et al. 1991; Ballinger-Crabtree et al.
1992; Tommerup et al. 1995). Aus anderen Arbeiten ist bekannt, da8 optimale Reaktions-
bedingungen zwischen verschiedenen Organismen variieren konnen (Klein-Lankhorst et
al. 1991; Hadrys et al. 1992; Munthali et al. 1992; Tham et al. 1994).

Daher war ein Ziel dieser Arbeit optimale und einheitliche Reaktionsbedingungen fiir
vergleichende Massenuntersuchungen verschiedener Pilze zu schaffen. Folgende theo-
retische Forderungen mufiten dazu erfiillt werden: Der gegenseitige Einfluf der Magne-
sium-, Primer-, Polymerase- und DNA-Konzentrationien sollte innerhalb einer Band-
breite geringstmégliche Auswirkungen auf die Amplifikationsprodukte haben, um Aus-
wirkungen von Pipettierungenauigkeiten zu minimieren. Ebenso sollten Einflitsse des
Temperatur-Zeit-Verlaufes der Reaktion sowie der Zyklenzahl auf die Ergebnisse in
einem akzeptablen minimierten Bereich liegen. Aus praktischen Erwadgungen sollten alle
Versuche mit wenigen unterschiedlichen Reaktionsansétzen durchgefithrt werden.

In den Tab. 7 und Tab. 8 aufgefithrte Untersuchungsbedingungen fiihrten stets zu repro-
duzierbaren Ergebnissen, zumal die Proben innerhalb der Fragestellungen mehrfach
wiederholt, zeitgleich oder in kurzen Abstinden vergleichend untersucht wurden. Eine
durch Reaktionsparameter bedingte Variabilitit der Ergebnisse war daher in den vorlie-
genden Resultaten als vernachldssigbar einzustufen. Detaillierte Erfahrungen mit
einzelnen Einfluffparametern auf die RAPD werden nachfolgend diskutiert.

Proben-DNA

Der Einfluff unterschiedlicher DNA-Konzentration auf die RAPD-Ergebnisse wird
zumeist als hoch bewertet (Munthali et al. 1992; Yoon 1992; Koller et al. 1993; Williams et
al. 1993). Zu niedrige Konzentrationen an Matrix-DNA fithren zu nicht reproduzierba-
rent Bandenmustern (Bassam et al. 1992; Devos & Gale 1992; MacPherson et al. 1993) - zu
hohe Konzentrationen zeigen schmierende und nicht klar differenzierbare Banden
(Williams et al. 1993). Optimalkonzentrationen werden daher abhingig der untersuchten
Organismen unterschiedlich im Bereich von 0,1-100 ng DNA angegeben (Weeden et al.
1992; Edwards & Hoy 1993, Takemori et al. 1994; Tham et al. 1994). In der vorliegenden
Arbeit zeigten sich unter den angefiihrten Reaktionsbedingungen ebenfalls nur geringe
Auswirkungen unterschiedlicher Verdiinnungsstufen in einem weiten Bereich.

Eine bis zu vierjahrige Lagerung mancher DNA-Proben bei -20 °C und laboriibliches
Auftauen und Einfrieren zeigte im Vergleich zu frisch extrahierter DNA keine Verande-
rungen in den Bandenmustern. Dadurch ist es moglich DNA zu Referenzzwecken

mehrere Jahre aufzubewahren.
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Polymerase

Zu hohe Enzymkonzentrationen fithren zu unerwiinschter Nebenproduktbildung (Yoon
1992), die insbesondere bei zeitlich lang auseinanderliegenden, vergleichenden RAPD-
Untersuchungen zu Fehlinterpretationen fiithren kénnte. In zahlreichen Arbeiten werden
tiir die PCR im Normalfall Konzentrationen von 1,0-2,5 U pro 50 ul Reaktionsgemisch
verwendet (Welsh et al. 1991; Yu & Pauls 1992, Pammi et al. 1994). Die vorliegenden
Untersuchungen demonstrieren, daR unter den beschriebenen Reaktionsbedingungen
der Einsatz von 0,4 U fur langere Primer und 0,7 U fiir Decamer-Primer ausreichend
war. In Vorversuchen fiithrte eine Erhohung der Polymerasekonzentration in einigen
Féllen bei Primern die schwache Banden amplifizierten zu einer Intensititssteigerung,
bei den anderen Primern traten verstarkt unspezifische Reaktionsprodukte als Schmier
auf. Aus Griinden der eingangs erwdhnten Forderung nach wenigen und einheitlichen
Reaktionsansétzen fiir alle Untersuchungen wurden stets diese zwei Konzentrationen
verwendet.

Teilweise traten zwischen einigen, um Jahre auseinanderliegenden Wiederholungen,
Unterschiede bei schwach ausgeprigten Banden, vornehmlich im Bereich der niedrig-
sten und hochsten Molekulargewichte, auf. Eine Ursache lief8 sich spéter auf die Ver-
wendung unterschiedlicher Chargen der Polymerase, insbesondere auf die mitgeliefer-
ten Reaktionspuffer, zurtickfithren. Auch (Levi et al. 1993} und (Meunier & Grimont
1993) stellten in ihren Untersuchungen fest, daR Standardpuffer unter bestimmiten
Bedingungen zu schwachen Amplifikationen fithren konnen. Der Reaktionspuffer
wurde daher optimiert in grofier Menge angesetzt und konnte fiir alle Untersuchungen
einheitlich verwendet werden.

Magnesium-Ionen

Einen drastischen Effekt auf die Auspriagung der RAPD-Ergebnisse hat die Magnesium-
Konzentration (Munthali et al. 1992). Magnesium-lonen beeinflussen die PCR durch die
Bindungsaffinitdt der Primer, die Dissoziationstemperatur von Matrize und Extensions-
produkten, die Bildung von Primer-Artefakten sowie die Genauigkeit und Aktivitit der
Tag-Polymerase (Oste 1989, Tham et al. 1994). Zu hohe Magnesium-Konzentrationen
verringern die Spezifitit der PCR und duflern sich in RAPD-Mustern durch unsauber
trennbare Banden (Munthali et al. 1992; Newton & Ghraham 1994). Sind die Konzentra-
tionen zu gering, werden unter bestimmten Umstinden keine Banden amplifiziert
(Devos & Gale 1992; Kazan et al. 1993). Eine exakte Einstellung der Konzentration ist fiir
eine optimale Amplifikation aus diesen Griinden sehr wichtig. Haufig werden Konzen-
trationen von 1,0-50 mM Mg?* fiir RAPD-Untersuchungen verwendet (Tingey et al.
1992; Tham et al. 1994). Ob die im Polymerase-Reaktionspuffer zusitzlich vorhandenen
Magnesium-Ionen beriicksichtigt wurden, ist bei den einzelnen Untersuchungen nicht
immer vermerkt. Bei der Findung optimaler Konzentrationen sind in Puffern verwen-
dete Chelatoren wie EDTA, welche die aktuelle Ionen-Konzentration senken, mit zu
berticksichtigen (Lachmund & Sachse 1994).
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Innerhalb eines Bereiches von 4,0 - 5,0 mM Mg2*-Gesamtkonzentration wurden in Vor-
versuchen keine Bandenmusterdifferenzen festgestellt. Die vorliegenden Untersuchun-
gen wurden daher bei mit 4,5 mM Mg? durchgefiihrt. Keinen Unterschied machte es
dabei, ob die Magnesium-Ionen aus MgCly oder Magnesiumacetat stammten.

Desoxynukleotide

Gewohnlich werden fiir RAPD-Anwendungen Konzentrationen von 100-200 pM eines
jeden Nukleotids bezogen auf 50 ul Reaktionsvolumina eingesetzt (Nicholson et al.
1993c; Manulis et al. 1994). Die optimale dNTP-Konzentration ist abhingig von der
Mg?*- und Primer-Konzentration, wobei wiederum eine zu hohe Konzentration den
Gehalt freier Mg?*-Ionen und damit die Polymeraseaktivitit und das Primerannealing
beeinflufit (Rolfs et al. 1992).

Die Vorversuche zeigten, dafl im Bereich von ca. 60 - 100 pM dNTPs keine Veranderun-
gen in den RAPD-Bandenmustern auftreten. Darunterliegende Konzentrationen fithrten
in Vorversuchen zu einer geringeren Menge amplifizierter DNA, was aus weniger
intensiv anfdrbbare Banden ersichtlich war. Hohere Konzentrationen fithrten zu Inten-
sitdtssteigerungen, die ab 125 uM zum Verschmieren der Banden fithrten. 75 mM lagen
daher im Optimalbereich der vorliegenden Versuchsbedingungen. Niedrigere Konzen-
trationen sollen auch einen positiven Effekt auf die Genauigkeit der Tag-Polymerase
haben (Lachmund & Sachse 1994).

Primer

Einige der untersuchten Primer verursachen schmierende Banden aufgrund unspezifi-
scher Reaktionsprodukte oder schwach anfarbbare Banden . Solche schlecht amplifizie-
rende Primer sollen durch Optimierung der Reaktionsbedingungen zu besseren Ergeb-
nissen fithren (Devos & Gale 1992; Munthali et al. 1992; Edwards & Hoy 1993). In der Tat
zeigten Vorversuche, daf8 eine Anderung der Konzentration einzelner Reaktionskompo-
nenten sowie der Thermocyclereinstellungen bei schlecht amplifizierenden Primern (z.
B. Primer 31, 33) zu besseren Ergebnissen fithrt. Um ein rationelles und gleichzeitiges
Untersuchen verschiedener Primer in einer Mikrotiterplatte zu ermdglichen, wurde
jedoch darauf verzichtet solche Primer einzusetzen.

Optimale Primer-Konzentrationen werden bei analytischer PCR im Bereich von 0,02 bis
1,0 uM je 100 pi-Reaktion angegeben (Rolfs et al. 1992; Lachmund & Sachse 1994).
Héhere Konzentrationen sollen die Bildung von Primer-Dimer-Artefakten und von nicht
spezifischen Produkten begiinstigen (Watson 1989; Erlich et al. 1991; Simon et al. 1991;
Steffan & Atlas 1991; Caetano-Anollés et al. 1992). Mit Hot-Start-Techniken sollen solche
Artefakte vermeidbar sein (Chou et al. 1992). Eigene Vorversuche zeigten nur bei sehr
hohen Primer-Konzentrationen Primer-Dimer-Bildungen, wobei Hot-Start-PCR keine
Auswirkung auf die Artefakte und die RAPD-Ergebnisse zeigte. Mit htheren Konzen-
trationen steigt auch die Anzahl der amplifizierten Banden, da mit zunehmenden
Uberschuf3 die Primer bevorzugt auch an teilweise komplementiren Bereichen binden
{MacPherson et al. 1993). Bei der klassischen PCR-Vervielfaltigung ist diese verringerte
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Selektivitidt der Reaktion unerwiinscht. Hingegen ist dieser Effekt bei vergleichenden
RAPD-Anwendungen innerhalb eines gewissen Konzentrationsbereiches durchaus
gewollt, da zusétzliche charakterisierende Banden erzielt werden kénnen. Bei RAPD
liegen die durchschnittlichen Konzentrationen bezogen auf gleiche Reaktionsvolumina
daher teilweise deutlich hoher (Bassam et al. 1992; Manulis et al. 1994; N'Goran et al.
1994; Pammi et al. 1994; Steindel et al. 1994). Allerdings zeigt sich auch bei RAPD-
Untersuchungen, daf zu hohe Konzentrationen zu unklaren RAPD-Mustern fithren
konnen (MacPherson et al. 1993).

Die optimale Primer-Konzentration fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde mit 1
uM je 50 pl Ansatz ermittelt. Geringere Konzentrationen bis 0,5 pM fithrten durch eine
geringere Gesamtausbeute an DNA zu schwicher gefarbten Banden. Hohere Konzen-
trationen bis 2 pM zeigten nur geringe Veranderungen der Bandenmuster.

Denaturierung

Die Hohe der Denaturierungstemperatur und Dauer der Inkubation seien die kritisch-
sten Parameter zur Erzielung reproduzierbarer Fragmente (Levi et al. 1993). Die Wahl
dieser Parameter bildet ein Kompromifs zwischen einer optimalen Denaturierung und
der Thermostabilitidt der verwendeten Polymerase (Gelfand & White 1990). Eine niedri-
gere Temperatur von 90 °C gegeniiber hoheren Temperaturen resultiert in verdnderten
Bandenmustern (Devos & Gale 1992; Tommerup et al. 1995), wie auch Vorversuche zur
vorliegenden Arbeit bestatigten. Haufig werden in anderen Arbeiten 94 °C als Standard-
Denaturierungstemperatur angegeben (Yu & Pauls 1992). Die vorliegenden Untersu-
chungen wurden bei 95 °C durchgefithrt.

Als optimal angegebene und zur RAPD verwendete Denaturierungszeiten variieren von
55 (Yu & Pauls 1992; Young et al. 1994) bis zu 60 s (Williams et al. 1990; Nelson et al.
1993; Manulis et al. 1994). In der vorliegenden Arbeit wurden bei 60 s Denaturierung
keine nachteiligen Effekte beobachtet.

Annealing

Fiir RAPD-Untersuchungen mit 10er Primern wird eine Annealingtemperatur im
Bereich von 35-37 °C als iiblich angegeben (Bohm et al. 1993; Foster et al. 1993; Nelson et
al. 1993; Biischer et al. 1994; Zimand et al. 1994). Dadurch ist es den Primern moglich
auch an teilweise komplementédren DN A-Bereichen zu hybridisieren, was zur gewollten
Erhohung der RAPD-Polymorphismen fithrt. Ein Anstieg der Annealingtemperatur
fithrt zu hoherer Bindungsspezifitdt der Primer (Saiki et al. 1988) und resultiert in
geringerer Bandenanzahl (Caetano-Anollés et al. 1992; Munthali et al. 1992). Fiir die vor-
liegenden Untersuchungen wurde die h6here Annealingtemperatur von 40 °C gewdhit,
da hierdurch auch die Gesamtreaktionsdauer im Thermocycler gegeniiber niedrigeren
Temperaturen verkiirzt werden konrite. Unterschiede zum Annealing bei 36 oder 38 °C
wurden vergleichbar den Ergebnissen von Weeden et al. (1992) nicht beobachtet. Andere
Erfahrungen, die diese Temperatur als zu hoch einschitzen (Williams et al. 1993),
konnten damit nicht bestatigt werden.
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Fiir alle verwendeten langeren Primer erwies sich die hohere Temperatur von 53 °C als
zweckmafig. Verschiedene untersuchte Annealingzeiten von 30 bis 120 s zeigten keine
Unterschiede in den Bandenmustern.

Extension

Ublicherweise wird eine Extensionstemperatur von 70-72 °C angegeben (Zimand et al.
1994). Diese Temperatur ist als Kompromifd zwischen dem Optimum der Polymeraseak-
tivitat, welches meistens zwischen 75 °C und 80 °C liegt (Chien et al. 1976), und des mit
steigender Temperatur beginnenden Ablosens des gerade entstehenden Tochterstranges
von der template DNA zu sehen. Da bei 75 °C Extensionstemperatur keine nachteiligen
Amplifikationsprodukte feststellbar waren, wurden die Reaktionen stets diesem Tempe-
raturoptimum der verwendeten Polymerase entsprechend durchgefiihrt.

Die Produktausbeute korreliert positiv mit steigender Extensionszeit (Yu & Pauls 1992).
Vorversuche zu dieser Arbeit und Munthali et al. (1992) bestdtigen dies, stellten aber
auch Verdnderungen in den Bandenmustern fest: Kiirzere Extensionszeiten fithren zu
vorwiegend kleineren Amplifikationsprodukten, wihrend lidngere Zeiten daneben auch
vermehrt grofiere Banden zur Folge haben. Ab 75 s und bis zu den untersuchten 120 s
traten keine weiteren Unterschiede mehr auf. Eine Verldngerung der Extensionszeiten
bis zu 8 min soll wiederum die unspezifische Produktbildung fordern (Saiki et al. 1988).
Um im sicheren Bereich zu liegen wurden daher die Extensionen mit 90 s durchgefiihrt.

Zyklenzahl versus Plateaueffekt

Ab einer bestimmten Anzahl durchgefithrter PCR-Zyklen verlangsamt sich die potenti-
elle Vervielfiltigung der amplifizierten Fragmente (Saiki 1989). Dieser Plateaueffekt
wird auf eine zunehmende Endprodukthemmung, auf Aktivitidtsverluste der Polymera-
se sowie auf den Verbrauch von dNTPs und Primern zuriickgefiihrt (Innis & Gelfand
1990; Bassam et al. 1992). Als ausreichend werden durchschnittlich 35 Zyklen angesehen
(Williams et al. 1993), wobei hohere Zyklenzahlen zumeist keine Auswirkungen auf die
Bandenmuster haben sollen (Munthali et al. 1992; Mailer et al. 1994).

Vorversuche zu dieser Arbeit zeigten, dafl 30 oder weniger Zyklen unter den vorliegen-
den Reaktionsbedingungen zu deutlich schwicheren und unregelméfigeren Bandenmu-
stern fiihrten. Bei 35-40 Zyklen wurden konstante Ergebnisse erzielt, die weiteren
Untersuchungen wurden dann mit 37 Zyklen durchgefiihrt.

Kontaminationen

Grundsatzlich kénnen alle im Reaktionsgemisch verwendete Chemikalien mit Fremd-
DNA kontaminiert sein. Herstellerseitig kénnen neben der in Abschnitt 0 diskutierten
Polymerase, insbesondere Rinderserumalbumin, welches in PCR-Puffern haufig ver-
wendet wird, mit DN A kontaminiert sein (Rolfs et al. 1992). Daneben konnen Kontami-
nationen durch unsauberes Arbeiten bei der DN A-Extraktion, bei DNA-Verdiinnungen
und bei den Reaktionsansitzen verursacht werden. Letztere Kontaminationsquellen sind
durch sauberes sowie konzentriertes Arbeiten und durch laboriibliche Mafinahmen, wie
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Aliquotieren der Reagenzien, regelmifige Kontrollen auf Verunreinigungen und steriles
Arbeiten weitmoglichst auszuschliefien (Kwok & Higuchi 1989; Nienhaus & Gehrmann
1991).

Im Gegensatz zu analytischen PCR-Anwendungen (Lo et al. 1988) ist die Bedeutung
sporadischer DN A-Verunreinigungen, wie sie durch einfallenden Staub oder umherflie-
gende Sporen verursacht sein kénnen, bei RAPD-Untersuchungen nach Williams et al.
(1993) und eigenen Erfahrungen vernachldssigbar.

4.1.2 Eignung der Primer zur Differenzierung

Primerlinge

Ublich verwendete Decamere produzieren zumeist zwischen 0 bis etwa 9 Banden
(Williams et al. 1993; Bailey & Lear 1994; Huang et al. 1995), was mit den meisten in der
vorliegenden Untersuchungen verwendeten 10er Primern iibereinstimmt. Lediglich
Primer 27 war in der Bandenanzahl mit den eingesetzten lingeren Primern vergleichbar.
Langere Primer zeigen durchschnittlich mehrere Fragmente als Decamer-Primer
(Castiglione et al. 1993; Fritsch et al. 1993; MacPherson et al. 1993; Bidochka et al. 1994).

Die vorliegenden Ergebnisse mit den Primern 05, 06, 16, 55, 63 und 65 sowie andere
Primer, die urspriinglich fiir den selektiven Nachweis von Ahrenfusarien hergestellt
worden sind (Hering et al. 1995¢e), bestatigen dies. Der Verwendung lingerer Primer
gegeniiber den klassischen 10er Oligonukleotide ist wegen der dadurch bedingten
grofieren Aussagekraft der Ergebnisse der Vorzug zu geben.

GC-Gehalt der Primer

Standardvorschriften zum Primerdesign entsprechend werden Primer mit héherem GC-
Gehalt bevorzugt fiir RAPD-Charakterisierungen eingesetzt. Durch hoheren GC-Gehalt
werden gewohnlich mehrere Fragmente erzielt, die eine Effektivitdtssteigerung zur
Folge haben (Kubelik & Szabo 1995).

Nach Williams et al. (1990) kommt es auch dann zu einer Amplifikation, wenn die
Primer nicht 100%ig komplementir zur tDNA sind. Einzige Voraussetzungen dafiir sind
die komplementire Bindung einiger Basenpaare am 3’-Ende des Primers, also dem
Ansatzpunkt der Polymerase, sowie eine geniigend feste Bindung des Primers, damit es
nicht zu vorzeitiger Ablésung des Primers kommt. Die Festigkeit der Bindung hingt
vom Schmelzpunkt der Primer-tDNA-Verbindung ab. Der Schmelzpunkt wiederum ist
bestimmt durch die Anzahl der GC- und AT-Bindungen zwischen Primer und Template.
Da GC-Bindungen gegeniiber den zweibindigen AT-Bindungen dreibindig sind, reichen
2 GC-Bindungen aus um die theoretisch gleiche Festigkeit zu erreichen wie 3 AT-
Bindungen. Bei angenommenen gleichen Verhdltnissen von G, C, A, T in der genomi-
schen DNA, hat also ein GC-reicher Primer eine hohere Wahrscheinlichkeit haufiger fiir
eine Amplifikation ausreichend feste Bindungen einzugehen, womit eine hohere Ban-
denanzahl erklarbar ist.
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Anzahl der Primer zur vergleichenden Charakterisierung bei Pilzen

Fiir verschiedene Differenzierungsfragen werden aussagefihige Ergebnisse bereits iiber
RAPD-Untersuchungen mit drei oder vier Primern erzielt (Hu & Quiros 1991; Durand et
al. 1993; Freeman et al. 1993; Hamelin et al. 1993; Russel et al. 1993; Wolff & Peters-van
Rijn 1993; Mendel et al. 1994; Plummer et al. 1994; Savard et al. 1994). Diese Ergebnisse
decken sich mit den vorliegenden Erfahrungen. Jedoch solite darauf geachtet werden,
dafs verschiedene Klassen von Primern (siehe unten und Tab. 6) fiir die Untersuchungen
herangezogen werden.

Primerklassen

Einige Primer fithren bei untersuchten Proben zu homogenen Bandenmustern oder
taxaiibergreifenden identischen Banden, wihrend andere Primer variablere und taxadif-
ferenzierende Bandenmuster zeigen. Diese Differenzen sind auf Amplifikationen unter-
schiedlich konservierter Regionen der template DNA zuriickzufithren, die der jeweilige
Primer abdeckt (Bowditch et al. 1993; Williams et al. 1993). Primer, die konservative
DNA-Regionen feststellen, erzielen hohere Bandenmusterdhnlichkeiten innerhalb von
Arten oder Artkomplexen, welche als Hinweis auf verwandtschaftliche Beziehungen
zwischen Taxa interpretiert werden koénnen. Zu dieser Kategorie sind insbesondere
Primer 06, 15 und 32 zu zédhlen. Bei ndher verwandten Arten oder zur Bestimmung
intraspezifischer Variabilititen ist der Einsatz von Primern, die variablere DN A-Bereiche
amplifizieren zur eindeutigen Trennung besser geeignet. In diese Kategorie sind insbe-
sondere Primer 63, 55 aber auch Primer 44 zu zidhlen. Der Einsatz unterschiedlicher
Primerklassen erméglicht ein umfassendes Studium verschieden variabler Regionen der
Proben-DNA.

4.1.3 Bewertung von RAPD-Banden

Banden bei DNA-Nullproben -~ template unabhingige Banden

Ofters werden in DNA-Nullproben bei RAPD-Anwendungen als Geisterbanden be-
zeichnete, schwache Amplifikationsprodukte festgestellt (Meunier & Grimont 1993;
Thormann et al. 1994). Das Auftreten solcher template unabhidngiger Banden wird ge-
wohnlich auf die Verwendung universeller Primer in Verbindung mit natiirlichen DNA-
Kontaminationen der Tag-Polymerase zuriickgefiihrt (Bottger 1990; Bentley et al. 1994).
Die Kontaminationen der Tag-Polymerase liegen offenbar in duflerst geringen Konzen-
trationen vor und treten nur bei einzelnen Primern unregelméfiig bei Proben auf, denen
keine DNA zugesetzt wurde. Andere Ursachen sind auszuschlieffen, da regelméafig
samtliche Losungen auf Kontaminationen tiberpriift wurden (Bentley et al. 1994).

Nach eigenen und anderen (Williams et al. 1990; Klein-Lankhorst et al. 1991; Meunier &
Grimont 1993) Erfahrungen beeinflufSt die vermutlich chargenweise unterschiedliche
Polymerase-Kontamination nicht die RAPD-Bandenmuster: Sobald Proben-DNA im
Reaktionsgemisch vorhanden ist, verschwinden diese Artefakte. Zudem stimmt keine
der wesentlich schwicheren Banden mit den normalen RAPD-Bandenpositionen iber-
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ein. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufithren, daB bet den Untersuchungen die Pro-
ben-DNA im relativen Uberschuff gegeniiber den Kontaminationen im Reaktionsge-
misch vorliegt, so dafl nahezu ausschlieflich die Proben-DNA amplifiziert wird.

Da in vergleichenden Charakterisierungsstudien stets mehrere Primer eingesetzt werden
konnen diese ungewollten Artefakte nach eigenen Erfahrungen vernachldssigt werden.

Schwache und inkonsistente Banden

Bei RAPD-Untersuchungen treten neben klaren und intensiv anfarbbaren, schwache und
weniger deutlich erkennbare Banden (Williams et al. 1990; Bassam et al. 1992; Nicholson
et al. 1993a) vorwiegend im hoch- und niedermolekularen Amplifikationsbereich auf
(Puterka et al. 1993; Van Buren et al. 1994). Thr Auftreten bei verschiedenen Organismen
wird meist als sporadisch, inkonsistent oder variabel bezeichnet (Bohm et al. 1993;
Edwards & Hoy 1993; Puterka et al. 1993; Kesseli et al. 1994). Sie erscheinen bei manchen
Wiederholungen unter den gleichen Reaktionsbedingungen (Edwards & Hoy 1993),
werden aber zumeist auf zu geringe tDNA-Konzentrationen (Bassam et al. 1992; Tham et
al. 1994), auf thermische well-to-well Variationen des Thermocyclers (Linz 1990; Devos
& Gale 1992) oder auf Pipettierfehler zuriickgefithrt. Eine andere mogliche Erklarung
beruht auf der Bildung von Heteroduplex-Bindungen (Jansen & Ledley 1990; Wenger &
Nielsen 1991; Ayliffe et al. 1994; Novy & Vorsa 1996). Inkonsistente Banden eignen sich
nicht als genetische Marker und sollten daher nicht bonitiert werden (He et al. 1992;
Edwards & Hoy 1993; Koller et al. 1993).

Inkonsistente Banden konnen gewohnlich durch mehrfache, mindestens zweifache
Wiederholungen identifiziert werden (Hadrys et al. 1992; Mosges & Friedt 1994) und
lassen sich dann nach eigenen Erfahrungen eindeutig durch ihre Lage im vorwiegend
nieder- oder hohermolekularen Amplifikationsbereich von nachfolgend diskutierten
Intensitatspolymorphismen unterscheiden.

Intensititspolymorphismen

Auch bei anderen RAPD-Untersuchungen wird des 6fteren eine reproduzierbare Varia-
tion der Intensitit einzelner Banden zwischen verschiedenen Isolaten beobachtet
(Crowhurst et al. 1991; Goodwin & Annis 1991; Bostock et al. 1993; Lieckfeldt et al. 1993).
Intensitdtspolymorphismen werden auf Differenzen der Sequenzhomologie der Primer-
bindungsstellen zurtickgefiihrt (Bassam et al. 1992; Hunt & Page 1992; Tham et al. 1994).
Da quantitative Unterschiede schwer zu bewerten sind, sollten diese Banden nur binar
nach vorhanden/nicht vorhanden bonitiert werden (Heun & Helentjaris 1993).

Nach eigenen Beobachtungen konnen Intensitdtspolymorphismen manchmal mit be-
stimmten Isolateigenschaften korrelieren und dann als brauchbare Marker zur Charakte-
risierung eingesetzt werden. Die Fusarium sambucinum-Stamme 62.433 und 62.434 (vgl.
Abb. 9¢g, h) stammen beide aus warmeren Regionen und zeigen gegeniiber den anderen
Isolaten auffallende, reproduzierbare Intensitdtspolymorphismen. Ebenso kénnen mit
Primer 44 erzielte Intensitdtspolymorphismen Rasse 4-Isolate von allen anderen F.
oxysporumi f. sp. vasinfectum-Isolaten abgegrenzt werden (vgl. Abb. 15b - Pfeil @).
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Bevorzugte Amplifikation von Fragmenten

Bei einigen DNA/Primer Kombinationen wurde unter bestimmten Reaktionsbedingun-
gen festgestellt, dafs sie kein differenziertes RAPD-Muster aufweisen, sondern nur
wenige stark amplifizierte Banden ausbilden (Kirkpatrick et al. 1991; Sweeney & Danne-
berger 1994). Dies wird, wenn Einfliisse der Mg?*-Konzentration auszuschlieffen sind,
mit einer stirkeren Homologie des Primers zur DNA begriindet, wobei soiche Bereiche
auf Kosten anderer Amplifikationsprodukte vervielfaltigt werden (Gibbs et al. 1989).

Dieser Effekt wurde in Vorversuchen mit Primer 29 festgestellt, der sich in seiner Se-
quenz von Primer 24 durch ein Inosin an sechster Stelle unterscheidet. Dadurch, dafl
Inosin komplementir an allen Basen binden kann, sollen Primer mit Inosin eine hohere
Affinitdt zur DNA besitzen (Knoth et al. 1988; Linz et al. 1990; Aarts et al. 1991). Der
urspriinglich geplante Einsatzzweck, durch Erhohung der potentiellen Primerbin-
dungsstellen zusitzliche Polymorphismen zu erzielen, konnte aufgrund dieser bevor-
zugten Amplifikation nicht erreicht werden. Dieses Ergebnis ist jedoch als indirekter
Beweis zu werten, daf§ bei RAPD-Untersuchungen nicht alle Banden auf perfekte kom-
plementére Bindungen des Primers an die DNA, sondern auch auf Primermismatiches,
zurtickzufithren sind (Williams et al. 1990).

Comigrierende Banden und Validierung

Bei RAPD-Untersuchungen zur Differenzierung verschiedener Isolate, taucht immer
wieder die Frage nach der Authentizitit von Banden gleicher Laufweiten auf. Haufig
wird vermutet, dafl solche Banden nicht immer den gleichen genomischen Ursprung
aufweisen (Weeden et al. 1992; Yli-Mattila et al. 1996). Comigrierende Banden koénnen
verschiedene Ursachen haben: Sie sind identisch, sie sind nicht identisch, besitzen aber
zufdllig gleiche Molekulargewichte oder die gleiche elektrophoretische Mobilitat. Hy-
bridisierungen fraglicher Fragmente mit Banden aus anderen Spuren sollen die Authen-
tizitat comigrierender Banden feststellen kénnen (Chalmers et al. 1992). Nach eigenen
Beobachtungen sollten comigrierende Banden nicht iiberbewertet werden, da bei Wie-
derholungen mit unterschiedlicher Spurenzusammensetzung und geiibter visueller
Bonitur der Banden, welche andere als fraglich ansehen (Chalmers et al. 1992; Inai et al.
1993), richtig identifiziert werden konnen. Auflerdem wire der prozentuale Fehler, der
auf falsch positive oder falsch negative Bonitur solcher Banden beruhen wiirde, bei der
Vielzahl der zum Vergleich herangezogenen Banden zu vernachldssigen.

Daneben konnen comigrierende Banden innerhalb der gleichen Spur auftreten. Nach
eigenen Erfahrungen sind sie durch ihre Dicke und durch die intensive Anfiarbung zu
erkennen. Sie entstehen durch Uberlagerung zweier oder mehrerer Banden &hnlichen
Molekulargewichtes in Verbindung mit schlechter elektrophoretischer Auftrennung.
Von intensiv gefdrbten Einzelbanden gleichen genetischen Ursprungs kénnen sie nur
durch verdnderte Elektrophoresebedingungen oder -techniken unterschieden werden
(Brunel 1994; Tsuchiya et al. 1994; Procunier et al. 1995). Wie oben kénnen diese in
gleicher Spur auftretenden comigrierenden Banden bei der Vielzahl der mit verschiede-
nen Primern erzielten und verglichenen Banden vernachlassigt werden.
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4.2 Differenzierung der untersuchten Fusarien

4.2.1 Differenzierung von Discolor-Fusarien

Nach den vorliegenden Ergebnissen bestehen klare Beziehungen zwischen den RAPD-
Bandenmustern und der morphologischen Differenzierung durch Nirenberg (1995¢) in
die drei Taxa Fusarium sambucinum, F. venenatum und F. torulosum.

Lediglich zwei Isolate, 64.262 aus Brasilien und 64.918 (Gibberella pulicaris) aus Indonesi-
en, entsprachen dabei nicht dem fitr Fusarium sambucinum vorgefundenem Bandenmu-
ster. Allerdings ist es fraglich, ob diese Stamme tatsdchlich als echte F. sambucinum
anzusehen sind, da sie mit zwei Teststimmen von G. pulicaris nicht kreuzbar waren
(Desjardins & Nelson 1995). Auch in weiteren Merkmalen zeigten diese beiden Stdmme
Unterschiede. Wahrend bei allen anderen Isolaten von F. sambucinum und F. venenatum
Diacetoxyscirpenol (DAS) nachgewiesen werden konnte, produzierten diese Stimme
statt dessen T2-Toxin (Thrane & Hansen 1995). Kulturfiltrate der untersuchten
F. venenatum- und F. sambucinum-Isolate reagierten im Biotest toxisch auf Artemia salina
L., hingegen erwies sich das Isolat 64.262 als nicht und das Isolate 64.918 als gering
toxisch (Schmidt et al. 1995).

Abgesehen von den beiden diskutierten Isolaten, die nach obigen Resultaten nicht als
Fusarium sambucinum anzusehen wéren, bilden die aus warmeren Regionen (Spanien
und Frankreich) stammenden Fusarium sambucinum-Isolate eine anhand der RAPD-
Muster unterscheidbare Population. Weitere Korrelationen zur geographischen Her-
kunft oder zu Wirten konnten bei F. sambucinum, F. venenatum und F. torulosum jedoch
nicht festgestellt werden.

Eine Unterscheidung von Fusarium sambucinum und F. venenatum anhand der ITS-RFLP-
Untersuchungen unter Standardbedingungen ist nicht méglich. Daraus und aus der
gemeinsamen Produktion von DAS beider Arten (Thrane & Hansen 1995) kann auf eine
engere Verwandtschaft geschlossen werden. Erst nach gezieltem Uberverdau der Pro-
ben-DNA war eine Unterscheidung beider Arten iiber weitere Restriktionsfragmente
moglich. Fusarium torulosum laBt sich stets deutlich und wie die Clusteranalyse zeigt
weit abgrenzen.

Isolate, bei denen iiber die RAPD keine Zuordnung mdglich ist, kbnnen mittels ITS-
RFLP auf einer iibergeordneten und geringer variablen Ebene charakterisiert werden.
Danach ist das brasilianische Isolat 64.262 in den Komplex zu F. sambucinum und F.
venenatum zu stellen, bei der Untersuchung im Uberverdau ist dieses Isolat in den
Restriktionsfragmenten mit F. sambucinum identisch. Die beiden Gibberella pulicaris-
Isolate sind nur durch die Restriktionsenzymkombination Msp I+Rsa I untereinander
und von F. sambucinum und F. venenatum zu unterscheiden.

Die vorgefundenen Gruppierungen anhand RAPD und ITS-RFLP stimmen mit Ergeb-
nissen anderer Arbeitsgruppen innerhalb des Europdischen Fusarium sambucinum
Projektes (Nirenberg 1995a) iiberein, welche die gleichen Pilzisolate mit verschiedenen
Techniken untersucht haben.
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Desjardins & Nelson (1995) untersuchten das Kreuzungsverhalten der Isolate zu zwei
Teststammen von Gibberella pulicaris (Mating Typ 1 und 2). Nur Isolate, die dem fiir
Fusarium sambucinum spezifischen RAPD-Muster entsprachen, erwiesen sich dabei als
fertil. Szécsi et al. (1995) verglichen die Isolate anhand ihrer Esterase-Zymogramme.
Insgesamt sechs Isoenzyme wurden dabei zur Differenzierung herangezogen. Trotz
dieser geringen Zahl an Markern konnten sie F.sambucinum, F.venenatum und
F. torulosum sicher unterscheiden. Beide Isolate von G. pulicaris waren dabei von F.
sambucinum unterschiedlich; ihre Variationsbreite war mit den vorliegenden ITS-RFLP-
Resultaten vergleichbar. Thrane & Hansen (1995) untersuchten die Sekundarmetaboli-
tenzusammensetzung dieser Isolate: Alle dem RAPD-Muster fiir F. sambucinum entspre-
chenden Isolate produzierten Diacetoxyscirpenol (DAS) sowie zwei nicht identifizierte
Metaboliten. Lediglich bei den Stdmmen 64.960 und 62.719 wurde zusétzlich Butenolide
nachgewiesen. Stimme von F. venenatum produzierten ebenfalls DAS, waren aber durch
einen anderen nicht definierten Inhaltsstoff von F. sambucinum unterschiedlich. Vier
Isolate wiesen zusdtzlich Butenolide auf, die in ihren RAPD-Mustern jedoch keine
Unterschiede zu den anderen Isolaten aufwiesen. Die hohere RAPD-Variabilitit bei F.
torulosum-Isolaten spiegelt sich auch in ihrer unterschiedlichen Produktion von Wort-
mannin, Antibiotic Y und Butenolide wieder. Das phylogenetische Arrangement iiber
Sequenzen einer bestimmten rRNA-Region (Logrieco et al. 1995) ist mit den vorliegen-
den ITS-RFLP- und RAPD-Resultaten vergleichbar.

Die Stamme 64.351 (Fusarium semitectum var. semitectum) sowie die nicht identifizierten
Isolate 63.575, 64.371 und 64.280 werden als eigenstindige ITS-RFLP Gruppe geclustert.
Bei diesen Isolaten sind Korrelationen der RAPD-Muster zur geographischen Herkunft
feststellbar, wobei die neuseelindischen Isolate 63.575 und 64.371 sehr dhnliche RAPD-
Muster aufweisen. Zu beiden anderen Isolaten aus den ehemaligen Jugoslawien und den
Niederlanden sind primerabhingig Ahnlichkeiten feststellbar. Szécsi et al. (1995) stellten
identische, eigenstandige Esterasemuster fiir die Isolate 63.575, 64.371 und 64.351 fest,
jedoch bei Isolat 64.280 waren die Isoenzyme mit denen von F. sambucinum identisch.
Thrane & Hansen (1995) konnte Equisetin als gemeinsame Komponente bei den ersten
drei Stimmen nachweisen, daneben traten isolatspezifisch Zerealenon oder Butenolide
auf; Stamm 64.280 produzierte ausschliefSlich ein Fusarin-dhnliches Toxin. Aufgrund
dieser Ahnlichkeiten ist anzunehmen, dafl es sich bei den neuseeldndischen Isolaten
ebenfalls um F. semitectum handelt. Die Unterschiede in den RAPD-Mustern konnten auf
eine Differenzierung auf der Ebene von Varietdten oder spezialisierte Formen hinweisen.
Zukiinftige Untersuchungen mit mehreren Referenzstimmen aus dem F. semitectum-
Komplex werden dies klaren. Die Einordnung des Isolates 64.280, abgesehen von der
genetischen Ahnlichkeit zu F. semitectum, bleibt vorerst unklar.

Die Frage, ob Fusarium bactridioides und/oder F. sarcochroum synonym zu F. sambucinum
zu betrachten sind oder nicht, konnte iiber morphologische Merkmale nicht eindeutig
beantwortet werden (Nirenberg 1995¢). Nach den ITS-RFLP-Resultaten ist Fusa-
rium bactridioides deutlich von F. sambucinum und den anderen Isolaten durch unter-
schiedliche Restriktionsfragmente abzugrenzen. Vielmehr stellt die clusteranalytische
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Auswertung F. bactridioides in die Nahe von F. semitectum und F. culmorum/F. cerealis.
Auch die erzielten spezitischent RAPD-Muster fitr F. bactridioides erlauben eine eindeuti-
ge Abgrenzung. In dhnlicher Weise unterscheidet sich F. sarcochroum von F. sambucinum
und den anderen Isolaten, jedoch wird F. sarcochroum in die ITS-RFLP-Clustergruppe C
zu F. torulosum gestellt. In anderen Untersuchungen sind diese Zuordnungen beider
Arten umstritten. Wahrend die Esterasemuster bei F. bactridioides dem von F. torulosum
entsprechen und damit die von Nirenberg (1995¢) festgestellte morphologische Ahnlich-
keit sttitzen, sind sie bei F. sarcochroum mit F. sambucinum identisch (Szécsi et al. 1995).
Nach den Sekundarmetaboliten produziert F. bactridioides zwar kein DAS, jedoch spricht
fiir eine Ahnlichkeit zu F. sambucinum, die Produktion der beiden fiir F. sambucinum
typischen Metaboliten. F. sarcochroum, produziert neben Fusarin den gleichen Fusarin-
dhnlichen Stoff, der auch von dem Isolat 64.280 produziert wird. Letztendlich bestitigen
die verschiedenen Untersuchungen das Konzept von Wollenweber & Reinking (1935),
welches beide Arten im Gegensatz zu Booth (1971) als eigenstandig anerkennt.

Gleiche ITS-RFLP-Muster und einige monomorphe RAPD-Banden, insbesondere mit
Primer 63, demonstrieren eine nahe Verwandtschaft von Fusarium flocciferum  zu
F. torulosum. Da F. flocciferum als eigenstidndige Art akzeptiert ist (Booth 1971; Gerlach &
Nirenberg 1982), ist anhand dieser Ergebnisse zu sehen, dafl auch unterschiedliche
Arten gleiche ITS-RFLP-Muster aufweisen konnen. Vergleichbar zu diesen Ergebnissen
sind identische ITS-RFLP-Ergebnisse mit geringfiigigen Unterschiede in den RAPD-
Mustern bei F. culmorum, F. cerealis und F. graminearum (Hering et al. 1995d; Hering et al.
1995f) oder bei den spéter diskutierten Fusarien der Sektion Martielln (S. 81ff). Die
anderen Kontrollisolate weisen isolatspezifische RAPD-Muster auf. Eine Ahnlichkeit in
den RAPD-Mustern zwischen Fusarium culmorum und F. cerealis, wie sie in der vorlie-
genden Untersuchung mit Primer 06, 15 und 32 deutlich ist, konnte bereits frither
festgestellt werden (Schilling 1994; Hering et al. 1995e). In den ITS-RFLP-Unter-
suchungen lassen sich beide Isolate nicht voneinander unterscheiden. Aufgrund ihrer
genetischen Ahnlichkeit sind den Ergebnissen zufolge F. culmorum und F. graminearum
in die ndhere Verwandtschaft zu F. semitectum und F. bactridioides zu stellen. Nach
anderen ITS-RFLP-Ergebnissen sind in diese Gruppe ebenfalls F. graminearum, F. tumi-
dum und F. robustum einzuordnen (Hering et al. 1995¢).

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daff durch Kombination von ITS-RFLP-
Techniken mit RAPD brauchbare taxonomische Charakterisierungen bei Isolaten inner-
halb der Sektion Discolor durchfithrbar sind.

Mit RAPD problematische Zuordnungen, z. B. bei dem brasilianischen Isolat 64.262,
kénnen anhand der ITS-RFLP iibergeordnet klassifiziert werden. Andererseits zeigen die
Isolate von Fusarium sambucinum/F. venenatum, F. torulosum/F. flocciferum oder F. cerea-
lis/F. culmorum, dal diese Arten trotz ihrer jeweils gleichen ITS-RFLP-Muster tiber
charakteristische RAPD-Muster differenzierbar sind.
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4.2.2 Variabilitit bei Fusarium tabacinum (Plectosporium tabacinum)

Isolate von Fusarium tabacinum gelten in ihren morphologischen und phytopathologi-
schen Merkmalen, wie auch in ihrer Eigenschaft den Teleomorph auszubilden, als hoch
variabel (Gams & Gerlagh 1968; Pascoe et al. 1984). Die fiir F. tabacinum vorgefundenen
unterschiedlichen ITS-RFLP-Gruppen und RAPD-Muster bestdtigen auf molekularbio-
logischer Ebene diese Variabilitit. Eine geringe Variation innerhalb der ITS-Sequenzen
soll ebenfalls beobachtet worden sein (Rehner & Palm, zit. in Palm et al. 1995). Die hohe
intraspezifische Variabilitit kann bei nicht wirtsspezialisierten Isolaten auf die weite
Verbreitung von F. tabacinum in landwirtschaftlich genutzten Boden (Domsch & Gams
1968; Gams et al. 1969; Hampel 1970; Scholte et al. 1985) und dem Auftreten saprophyti-
scher Formen zuriickgefithrt werden.

Aus einer hohen Variabilitat kann auch geschlossen werden, daf3 sich Isolate dieser Art
im Stadium der Anpassung an bestimmte Lebensrdume oder an bestimmte Wirte
befinden, wobei eine vergleichbar ausgepriagte Wirtsspezialisierung wie bei F. oxysporum
noch nicht stattgefunden hat oder noch nicht vorgefunden wurde. Diese Hypothese
stittzen auch andere RAPD-Untersuchungen, wobei apathogene stets deutlich von
pathogenen Isolaten zum Beispiel bei F. oxysporum £. sp. dianthi (Manulis et al. 1994) oder
Cochliobolus carbonum (Jones & Dunkle 1993) unterschieden werden konnten.

Tatsachlich existieren Uberlegungen diese Art weiter im Hinblick auf seine Differenzen
und Variationen weiter zu unterteilen (Palm et al. 1995). Allerdings scheinen Sequenz-
daten der 28S-Untereinheit der ribosomalen DNA kein zusitzliches Differenzierungs-
kriterium zu liefern, da sie mit morphologischen und biclogischen Merkmalen nicht
korrelieren (O'Donnell & Rehner, zit. in Palm et al. 1995). Hingegen scheinen Untersu-
chungen der variableren IT5-Region brauchbarer. In der vorliegenden Arbeit konnten
fiinf zueinander dhnliche Untergruppen unterschieden werden, wobei die vorgefunde-
nen ITS-Restriktionsmuster der von Cucurbita isolierten Stimmen 68.037, 67.560 und
68.022 mit ihrer Wirtsherkunft korrelieren. Weitere Korrelationen waren auf diesem
Niveau nicht feststellbar. Eigentlich sollten diese genetischen Unterschiede in Verbin-
dung mit der selektiven Wirtspathogenitit und eindeutigen RAPD-Bandenmustern
zumindest zur Abgrenzung als spezialisierte Form F. tabacinum f. sp. cucurbitae (Plec-
tosporium tabacinum f. sp. cucurbitae) ausreichen. In diesem Zusammenhang sprechen fiir
die Existenz weiterer spezialisierter Formen auch Untersuchungen mit verschiedenen
Stammen, die auf ihre Kreuzpathogenitit gegeniiber unterschiedlichen Wirten getestet
wurden (Domsch & Gams 1968; Gams & Gerlagh 1968) sowie das nachgewiesene breite
Wirtspflanzenspektrum von F. tabacinum (Klebhahn 1930; van Eek 1937; Hampel 1970;
Matta 1978; Pascoe et al. 1984; Alderman & Polglase 1985; Mygind 1986; Zazzerini & Tosi
1987). Hier miissen mit den tiber RAPD charakterisierten Isolaten weitere Untersuchun-
gen zur Pathogenitit erfolgen um sichere Aussagen tber das Auftreten spezialisierter

Formen treffen zu kénnen.

Die ITS-RFLP Untersuchungen liefern verglichen mit den RAPD-Mustern homogenere
Ergebnisse, die iibergeordnete Gruppierungen erméglichen. Fraglich bleibt die Bedeu-
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tung von Langenpolymorphismen als Differenzierungskriterium bei einigen Fusarium
tabacinum-Isolaten, die zueinander dhnliche RAPD-Muster fiir Isolate mit oder ohne
diesen Polymorphismus aufweisen {siche hierzu auch Abschnitt 4.3.1 - S. 96). Bei den
Amplifikationen mit Primer 16, 22 und 27 sind weniger Banden sichtbar als mit anderen
Primern. Trotz geringerer Markeranzahl ist ihre Verwendung interessant, da sie offen-
sichtlich konservativere Bereiche der genomischen DNA amplifizieren und daher
iibergeordnet Ahnlichkeiten feststellen konnen (vgl. Abb. 12f).

Bislang wurde Fusarium tabacinum zur Sektion Eupionnotes neben F. merismoides gestellt
(Gams & Gerlagh 1968). Die taxonomische Revision von Palm et al. (1995) grenzt
F. tabacinum als neue Gattung Plectosporium davon ab. Die ungewohnlich hohe Intra-
Sektions-Variabilitit von 70 % nach der Clusteranalyse der ITS-RFLP-Fragmente zwi-
schen F. tabacinum und dem in der gleichen Sektion angesiedelten F. merismoides wurde
in dieser Hohe bei keiner anderen der untersuchten Sektionen festgestellt. Legt man die
durchschnittliche Variationsbreite von ca. 30 % bei ITS-RFLP-Mustern innerhalb der
Sektion Martiella (vgl. Abb.17) mit Ausnahme von F. coeruleum als VergleichsmafSstab
zugrunde, dann wire daraus zu folgern, daf8 F. tabacinum nicht in die Sektion Eupionno-
tes einzuordnen ist. Die molekularen Daten dieser Arbeit stiitzen damit die Erkenntnisse
der neueren Revision von Palm et al. (1995) als eigenstdndige Gattung,.

4.2.3 Charakterisierung innerhalb der Sektion Elegans

Spezieskonzepte von Elegans-Fusarien

Vertreter aller der von Wollenweber & Reinking (1935) beschriebenen Subsektionen
wurden in den vorliegenden ITS-RFLP-Analysen beriicksichtigt. Abgeleitet aus der
Synonymliste von Snyder & Hansen (1940) wurden aus der Subsektion Orthocera die
spezialisierten Formen betae, callistephi, conglutinans, aus der Subsektion Constricta, die
spezialisierten Formen batatas, lycopersici, melonis und tracheiphilum und aus der Sektion
Oxysporum die spezialisierten Formen cubense, gladioli, pisi, tuberosi, dianthi und vasinfec-
tum von Fusarium oxysporum untersucht.

Alle untersuchten Isolate von Fusarium oxysporum weisen in den ITS-RFLP-Mustern
keine Differenzen auf und stimmen damit mit fritheren rDNA-Untersuchungen (Kistler
et al. 1987) iiberein. Nach derzeitigem Kenntnisstand iiber die Bewertung der intraspezi-
fischen Variabilitat der ITS-RFLP-Muster (siehe 4.3.1, S. 96) wiirde die vorgefundene
Einheitlichkeit dem Spezieskonzept fiir F. oxysporum von Snyder & Hansen (1940) mit
Ausnahme der Betrachtung von F. redolens und F. udum entsprechen. Beide letztge-
nannten Arten sind anhand der ITS-RFLP-Muster eindeutig als eigenstdndige Arten
charakterisierbar.

Fusarium udum, welches Wollenweber & Reinking (1935) synonym zu F. merismoides

betrachteten und in die Sektion Eupionnotes stellten, wurde als eigenstindige Art von
Booth (1971) in die Sektion Lateritium gestellt. In der Tat sprechen fitr F. udum und F.
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lateritium dhnliche ITS-RFLP-Muster mit den Enzymen Hha [+Taq, Bsp 143 I und Alu I
fiir eine Verwandtschaft beider Arten und eine Einreihung Sektion Lateritium (vergl.
hierzu Abb. 6¢, e, f und Abb. 13¢, e, f). Aufgrund der hohen Ahnlichkeit mit F. redolens
und der deutlichen Abgrenzbarkeit beider Arten von F. oxysporum wire schlieflich auch
F. redolens in die Ndhe zu F. udum und F. lateritium, also in die Sektion Lateritium einzu-
ordnen. Die fiir F. udum dargestellte Zuordnung ist analog fiir die neu beschriebene,
tiber ITS-RFLP abgrenzbare, Art F. acutatum (Nirenberg & O'Donnell 1996) giiltig.

Fusarium redolens versus Fusarium oxysporum

Einleitend wurden bereits die unterschiedlichen Ansichten zur taxonomischen Stellung
und zur Conspezifitdt von Fusarium oxysporum und F. redolens erldutert.

Die vorliegenden Untersuchungen auf der Ebene der ITS-RFLP als auch mit RAPD
grenzen beide Arten eindeutig voneinander ab. Zu vergleichbaren Ergebnissen fiir
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi- und F. redolens f. sp. dianthi-Isolaten verschiedener
VCGs kommen unter Verwendung von zwei Restriktionsenzymen ebenfalls Waalwijk &
Baayen (1995). Eine klare Trennung wie bei den vorliegenden RAPD-Resultaten zeigen
Untersuchungen an einigen F. oxysporum und F. redolens-Isolaten von Hordeum vulgare-
Wurzeln (Yli-Mattila et al. 1996). Mit anderen Techniken sind ebenfalls Unterschiede
zwischen beiden Arten manifestiert: RFLP-Untersuchungen der Gesamt-DNA zeigen
mit einer Ausnahme fiir beide Arten unterschiedliche Muster (Manicom & Baayen 1993),
wie auch Untersuchungen bei F. oxysporum {. sp. lupini und F. oxysporum var. redolens
{Wollenw.) Gordon (= F. redolens Wollenw.) in fiinf von acht untersuchten Isoenzymsy-
stemen Unterschiede vorfinden (Rataj-Guranowska & Wolko 1991). Ebenso sind Se-
quenzinformationen der 285 rRNA bei F. oxysporum und F. redolens unterschiedlich
(Guadet et al. 1989).

Gegen eine Differenzierung in zwei Arten sprechen Untersuchungen zur vegetativen
Kompatibilitit, wobei sich die Rasse 1 von Fusarium oxysporum f. sp. lupini vegetativ
kompatibel zu einem Isolat von F. redolens, die Rasse 2 zu zwei anderen Isolaten von
F. redolens verhalten soll (Rataj-Guranowska et al. 1991). Auch zeigen Protein- und
Esterasemuster von an Olpalmen pathogenen F. redolens- und F. oxysporum f. sp. elaidis-
Isolaten keine nennenswerten Unterschiede (Ho et al. 1985). Méglich ist, dafs in beiden
Fallen die Isolate nicht eindeutig identifiziert waren. Eine letztendliche Bestitigung
wiirden erneute Untersuchungen zur vegetativen Kompatibilitit mit den iiber RAPD
charakterisierten Isolaten liefern.

Aufgrund aller Ergebnisse sind beide Arten gemdf3 der fritheren Beschreibung (Wollen-
weber & Reinking 1935; Gerlach & Nirenberg 1982) als getrennt und eigenstiandig zu
betrachten. Vermutungen iiber die Conspezifitit von F. redolens und F. oxysporum sind
abzulehnen. Die Sektionszuordnung beider Arten wurde im vorigen Abschnitt disku-
tiert.

Eine grofere Variabilitit ist innerhalb von Fusarium oxysporum f. sp. dianthi anhand
verschiedener VCGs und der Trennung in Rassen bekannt (Baayen & Gams 1988;
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Baayen & Kleijn 1989; Rataj-Guranowska et al. 1991; Rataj-Guranowska & Wolko 1991).
Uber RAPD-Bandenmusterunterschiede lassen sich zwei Subpopr-lationen bei den
untersuchten Isolaten von F. oxysporum f. sp. dianthi ermitteln. Leider liegen keine
ndheren Informatonen zu den VCGs der hier untersuchten Isolate vor, so dafd bestehen-
de Korrelationen zu VCGs oder anderen Eigenschaften nur vermutet werden kénnen.
Fusarium redolens f. sp. dianthi-Isolate von Dianthus caryophyllus und D. barbartus werden
in unterschiedliche VCGs von F. oxysporum f. sp. dianthi gegliedert und als neue Rassen
definiert (Aloi & Baayen 1993). Aufgrund der klaren Unterscheidbarkeit tiber ITS-RFLP-
und RAPD-Muster der Arten F. redolens und F. oxysporum, ist dieser Neubenennung zu
widersprechen.

Rassendifferenzierung bei Fusarium oxysporum £. sp. vasinfectum

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum-Isolate lassen sich nach der vorliegenden Arbeit in
fiinf RAPD-Mustergruppen unterschiedlicher Variabilitdt differenzieren.

Nach der Beschreibung von Wollenweber & Reinking (1935) waren die in der Gruppe A
mit homogenen Bandenmustern angesiedelten Isolate 64.495, 65.633 und 65.634 auf-
grund ihres Duftes als echte Rasse 1 zu interpretieren. Die RAPD-Banderunuster unter-
scheiden sich jedoch von dem als Referenz fiir Rasse 1 hinterlegtem Isolat 66.843 (ATCC
16421). Auch Pathogenititstestungen an Baumwoll- und Tabaksorten zeigen (Nirenberg
et al. 1996), dafl das Merkmal Duft nicht mit der Rasse 1 korreliert ist. Da bis auf den
Duft keine Korrelationen zu anderen physiologischen oder zu phytopathologischen
Merkmalen feststellbar sind, ist nach derzeitigem Kenntnisstand eine Erklarung dieser
mit RAPD-Mustern oder tiber Fettsdureprofile (Hering 1994) abgrenzbaren Isolate nicht
mbglich.

Nach den vorliegenden und fritheren Untersuchungen (Hering 1993) kénnen bei den
Referenzisolaten der Rassen 1, 2, 6 Isolate sowie den anderen in der gleichen Gruppe B
sortierten Isolate keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden. Eine mit den
vorliegenden RAPD-Ergebnissen vergleichbare Variabilitit stellten Assigbetse et al.
(1994) innerhalb dieser Gruppe fest. Als Konsequenz der festgestellten RAPD-
Ahnlichkeiten definierten sie alle Isolate der Rassen 1, 2 und 6 als eigenstindige Rasse
,A”. Frithere Vermutungen iiber die Ahnlichkeit der Rassen 1 und 2 (Armstrong &
Armstrong 1958) sowie der Rasse 6 zu Rasse 2 (Armstrong & Armstrong 1978) konnen
also mit RAPD-Untersuchungen bestitigt werden. Auch in ihrer Pathogenitét gegeniiber
Baumwolle unterscheiden sie sich nicht (Assigbetse et al. 1994; Nirenberg et al. 1994b).
Die unterschiedliche Pathogenitit an Tabaksorten (!), die zur urspriinglichen Auswei-
sung der Rassen 1, 2 und 6 fiihrte (Armstrong & Armstrong 1958, 1978) konnte von
Nirenberg et al. 1996 in Infektionsversuchen nachvollzogen werden.

Wie auch in fritheren Ergebnissen (Hering 1993; Assigbetse et al. 1994) bilden Isolate der
Rasse 4 eine eigenstindige Gruppe (C), die von den anderen Gruppen deutlich abzu-
grenzen ist. Die in Indien oder China an Gossypium arboreum und G. herbaceum pathogene
Rasse 4 148t sich demnach mit RAPD eindeutig charakterisieren.
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Innerhalb der RAPD-Gruppe D sind die Isolate der Rassen 3 und 5 gruppiert. Friihere
Vermutungen iiber eine nahe Verwandtschaft der Rassen 3 und 5 (Ibrahim 1966) kénnen
durch die vorliegenden RAPD-Muster bestitigt werden. Diese Ergebnisse korrelieren
mit Infektionsversuchen, wo diese Isolate eine charakteristische Adernvergilbung
hervorrufen (Nirenberg et al. 1994b); Pathogenitatstestungen an Nichtbaumwollwirten
zeigen allerdings auch hier eine Unterscheidbarkeit (Nirenberg et al. 1996).

Die in der vorliegenden Arbeit in Gruppe E sortierten, als Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum erhaltenen, Isolate 67.668 und 67.669 fallen aus den fiir die anderen F. o. f. sp.
vasinfectum-Isolaten festgestellten Bandenmustern heraus. Da, sie nach Nirenberg et al.
(1996) nicht pathogen an den von ihnen getesteten Baumwollsorten sind, miissen diese
Isolate vorbehaltlich zukiinftiger Ergebnisse als fehlbestimmt angesehen werden.

Zum Zeitpunkt der hier durchgefiihrten Untersuchungen standen keine Isolate der aus
China beschriebenen Rassen 7 und 8 zur Verfiigung. Untersuchungen zur Pathogenitit
zeigen auch hier Unterschiede (Chen et al. 1985; Nirenberg et al. 1996). Neueste RAPD-
Resultate zeigen fiir Isolate der Rasse 7 Ahnlichkeiten zur Rasse 4, wihrend die Rasse 8
von allen anderen F. o. f. sp. vasinfectum-Isolaten unterscheidbar ist (Hering et al. 1996b).

Die vorgefundenen Gruppierungen stimmen mit RAPD-Untersuchungen an anderen
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum-Isolaten mit gleichem Rassenspektrum mit Aus-
nahme der Rassen 7 und 8 (Assigbetse et al. 1994) sowie mit Untersuchungen zur Fett-
sdurezusammensetzung (Hering et al. 1993; Hering 1994) iberein. Die zitierten Arbeiten
wie auch Untersuchungen zur vegetativen Kompatibilitiat (Fernandez et al. 1994) stellten
fiir alle der hier in Gruppe B sortierten Isolate, ebenfalls eine hohere Variabilitét fest.

Die Frage, ob Rassen bei Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum mit RAPD differenziert
werden kénnen ist nach den vorliegenden Ergebnissen nicht eindeutig zu beantworten,
da die phytopathologische Definition einer Rasse nur bestimmte Sorten einer Wirtsart
befallen zu kénnen (Aust et al. 1991) bei der Ausweisung der Rassen von F. o. f. sp.
vasinfectum nicht angewendet wurde. Die Einteilung in Rassen erfolgte nicht nur anhand
ihrer Pathogenitidt gegeniiber bestimmten Baumwollsorten, sondern auch iiber die
Pathogenitat an Gossypium arboreum, G. hirsutum, G. barbadense sowie verschiedenen
Nichtbaumwollwirten wie Nicotiana, Glycine, Lupinus, Abelmoschus und einigen anderen
(Armstrong & Armstrong 1958, 1959, 1969, 1978, 1980; Ebbels 1975).

AusschliefSlich an Baumwollarten und -sorten durchgefiihrte Infektionsversuche zeigen
fiir Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum nur drei unterscheidbare Infektionsmuster, die
mit den bisher beschriebenen Rassen 1/2/6, 3/5 sowie 4 korrelieren (Ibrahim & Niren-
berg 1993; Assigbetse et al. 1994; Nirenberg et al. 1994b). Assigbetse et al. (1994)
interpretieren ihre dhnlichen Pathogenitits- wie auch RAPD-Resultate dahingehend, dafs an
Baumwolle nur drei Rassen existieren. Legt man diese Interpretation zur Frage der
Differenzierbarkeit von Rassen bei F. o. . sp. vasinfectum zugrunde, dann kénnen diese
so definierten Rassen mit RAPD unterschieden werden.

Werden allerdings die sechs untersuchten, an Nichtbaumwollwirten ermittelten Rassen
als Differenzierungsbasis vorausgesetzt, dann konnen die Rassen 1, 2 und 6 sowie die
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Rassen 3 und 5 iitber RAPD-Muster nicht getrennt werden. Ahnliche Probleme zeigen
auch andere RAPD-Untersuchungen zur Rassendifferenzierung innerhalb spezialisierter
Formen von Fusarium oxysporum: Bei F. o. f. sp. pisi ist lediglich die Rasse 2 von vier
untersuchten Rassen abgrenzbar (Grajal-Martin et al. 1993) und F. o. {. sp. dianthi-Isolate
verschiedener Rassenzugehorigkeit zeigen nur zwei RAPD-Gruppen, die von nicht
pathogenen F. oxysporum-Isolaten unterschiedlich sind (Manulis et al. 1993; Manulis et
al. 1994; Wright et al. 1996). Ebenso korrelierten die festgestellten RAPD-Muster bei F. o.
f. sp. cubense (Bentley et al. 1995) und F. o. f. sp. phaseoli (Woo et al. 1996), vergleichbar
mit den vorliegenden Untersuchungen, nicht mit bisher bezeichneten Rassen.

Daf8 durch unterschiedliche Virulenz definierte Rassen, nicht mit RAPD differenzierbar
sind, kann mit der Gen-fiir-Gen-Hypothese begriindet werden. Sie besagt, daff in einem
Pathosystem, dem im Wirt vorhandenen Resistenzgen, ein Gen im Erreger (Virulenzgen)
gegeniiberstehen muf, welches in der Lage ist, diese Resistenz zu iiberwinden (Aust et
al. 1991). Bei Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum ist diese Hypothese allerdings zu er-
weitern, da nicht davon auszugehen ist, daf§ tatséchlich das gleiche Resistenzgen in den
verschiedenen Wirtspflanzen vorhanden ist. Vielmehr ist anzunehmen, daf8 wirtsseitig
mehrere Resistenzgene und auf der Erregerseite mehrere Virulenzgene existieren
miissen. Zu einer Infektion kdme es immer dann, wenn sich mindestens ein Resistenz-
gen und ein Virulenzgen gegeniiber stehen. Das Wirtsspektrum von F. oxysporum f. sp.
vasinfectum ist durch die Existenz mehrerer Virulenzgene erkldrbar, denen wirtsabhin-
gig eine Auswahl von Resistenzgenen gegeniiberstehen: Beispielsweise sind Rasse 2-
Isolate an Nicotiana tabacum ‘Gold Dollar’ pathogen, Isolate der Rasse 1 nicht; Isolate der
Rasse 2 besitzen das entsprechende Virulenzgen welches das Resistenzgen bei Nicotiana
tabacum ‘Gold Dollar’ itberwinden kann; bei Rasse 1-Isolaten ist es nicht vorhanden,
somit kommt es nicht zu einer Infektion. Ein anderes Virulenzgen mufl in den Patho-
systemen Rasse 1 oder Rasse 2 und Lupinus luteus “Weiko 3’ fiir die Anfalligkeit verant-
wortlich sein, dieses Virulenzgen fehlt bei Rasse 6-Isolaten. Nach diesen Uberlegungen
wire die bisherige phytopathologische Definition einer Rasse, ndmlich nur bestimmte
Sorten einer (1) Wirtspflanzenart zu infizieren, entsprechend weiter zu fassen.

Auf molekularer Ebene ist zu folgern, dafs {iber Interaktionen zwischen Wirt und Patho-
gen definierte Rassen sich nur in einigen oder wenigen Genen bzw. DNA-Sequenzen
unterscheiden. RAPD-Untersuchungen, wie sie hier mit einer begrenzten Anzahl von
Primern durchgefithrt wurden, analysieren nur einen Bruchteil des Gesamtgenoms.
Daher ist die Wahrscheinlichkeit gering, gerade diejenigen DN A-Bereiche zu treffen, die
physiologische Rassen charakterisieren. Wiirde man die Untersuchungen mit hunderten
von Primern durchfithren, dann ist es theoretisch denkbar, eine Bande zu finden, die mit
einem Pathogenitdtsgen gekoppelt ist. Wirtsseitig werden solche als ‘bulked segregant’
bezeichnete Analysen dazu verwendet, um bei Pflanzen an bestimmte Resistenzen
gekoppelte Marker feststellen (Haley et al. 1993; Adam-Blondon et al. 1994; Koller et al.
1994; Mouzeyar et al. 1995; Poulsen et al. 1995). Fiir eine rasche Isolatcharakterisierung
auf Erregerseite sind sie aufgrund des immensen Aufwandes jedoch nicht geeignet.
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Nach der Definition, daf spezialisierte Formen ein ,, unterschiedliches, genetisch fixiertes
Wirtspflanzenspekirum innerhalb einer Parasitenart” besitzen (Aust et al. 1991), wire
aufgrund der Pathogenitdtsreaktionen an verschiedenen Arten, eine Ausweisung zweier
weiterer spezialisierter Formen neben F. o. f. sp. vasinfectum angebracht gewesen. Ver-
gleichbar mit der vorliegenden RAPD-Differenzierungsebene, waren dann andere
Untersuchungen auf der Ebene spezialisierter Formen, die Isolate von F. o. £ sp. lycoper-
sici von F. o. f. sp. radicis-lycopersici unterscheiden (Carbonell et al. 1994).

Vermutlich mufs bei Betrachtung des Fusarium oxysporum-Komplexes von ganz anderen
intraspezifischen Verhéltnissen ausgegangen werden als sie derzeit durch Kategorien
wie spezialisierte Formen und Rassen gliederbar sind. RFLP-Untersuchungen mito-
chondrialer DNA zeigen fiir Rassen von F.o. f. sp. vasinfectum auf gleichem Niveau
Ditferenzen, wie die spezialisierten Formen conglutinans, matthioli, raphani und lycopersici
von F. oxysporum untereinander (Fernandez et al. 1994). In diesen Ergebnissen wird eine
engere genetische Verwandtschaft von F. o. f. sp. vasinfectum Rasse 1-, 2- und 6-Isolaten
zu F. o. f. sp. raphani und von Rasse 3-Isolaten zu F. o. f. sp. conglutinans deutlich, wie
auch Isolate der Rasse 4 in gleichem genetischen Abstand zu F. 0. f. sp. matthioli und zur
Gruppe der Rasse 3- und F. 0. f. sp. conglutinans-Isolate geclustert werden. Vergleichbare
Resultate mit diesen DNA-Ahnlichkeiten deuten auch neueste RAPD-Untersuchungen
mit unterschiedlichen spezialisierten Formen bei F. oxysporum an (Hering et al. 1996b).

Alle bisher vorliegenden molekularen Untersuchungen und ihr Bezug zu phytopathaolo-
gischen Eigenschaften deuten an, dafl zukiinftig eine veranderte intraspezifische Be-
trachtung bei Fusarium oxysporum mit der Uberarbeitung ausgewiesener spezialisierten
Formen und Rassen nétig ist, um alle Erkenntnisse in einem einheitlichen Schema zu
integrieren. Wie die Ergebnisse zeigen, waren RAPD-Mustergruppen als Hilfe zur
Charakterisierung oberhalb der Ebene phytopathologisch ermittelter Rassen geeignet.

4.2.4 RAPD-und ITS-RFLP-Klassifikation von Martiella-Fusarien

Die Zuordnungen von 19 morphologisch differenzierbaren Arten und einer Varietit
(Nirenberg, pers. Mitt. 1996) sowie von fiinf spezialisierten Formen zu vorgefundenen
RAPD-Mustergruppen zeigen, wie auch sechs weitere abgrenzbare Mustergruppen
(Hering & Nirenberg 1995b) ein wesentlich differenzierteres Spezieskonzept innerhalb
der Sektion Martiella auf, als bisher in der Literatur (Wollenweber & Reinking 1935;
Snyder & Hansen 1941, Wollenweber 1943; Messiaen 1959; Booth 1971; Joffe 1974;
Nelson et al. 1981; Gerlach & Nirenberg 1982) angenommen.

Die aktuellen Untersuchungen bestitigen damit bisher durchgefithrte Mating Type- und
Isoenzym-Studien sowie molekularbiologische Arbeiten, die eine breitere Diversitit
innerhalb der Sektion Martiella feststellten. Sieben verschiedene Mating Groups sind
bislang den spezialisierten Formen batatas, mori, xanthoxyli, robiniae, pisi (= F. lathyri) bei
F. solani, sowie F. solani £. sp. cucurbitae Rasse 1 und Rasse 2 (= F. solani var. petroliphilum)
zugeordnet (Sakurai & Matuo 1960; Schippers & Snyder 1967, Matuo & Snyder 1973).
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Katalase- (Hall 1967) oder Esterase-Isoenzymuntersuchungen (Xiao 1988) stellten eben-
falls grofiere Unterschiede innerhalb der Sektion fest. An einigen Isolaten durchgefiihrte
Sequenzuntersuchungen der groflen Untereinheit der RNA zeigten insgesamt sieben
Gruppierungen (Guadet et al. 1989) bzw. deckten phylogenetische Unterschiede zwi-
schen F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1, Rasse 2 (= F. solani var. petroliphilum), F. lathyri, F.
martiiphaseoli und F. solani var. solani auf (O'Donnell & Gray 1995). Bisherige RAPD-
Studien bei Isolaten innerhalb der Sektion Martiella demonstrierten ebenfalls Unter-
schiede zwischen F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1 und F. solani var. petroliphilum
(Crowhurst et al. 1991) und grenzen Isolate von F. lathyri von einigen anderen ab (Gray
& Achenbach 1995).

Abgesehen von Isolaten mit klar definjerten Mating Types sind die in einigen Untersu-
chungen verwendeten Namen der Isolate aufgrund der unterschiedlichen nomenklatori-
schen Auffassung innerhalb der Sektion Martiella nicht eindeutig zuzuordnen, um einen
Vergleich der Ergebnisse zu ermdglichen. Beispielsweise wird Fusarium solani var.
coeruleum Snyd. et Hans. in den Sequenzuntersuchungen von Guadet et al. (1989) zu-
sammen mit F. lathyri geclustert. Fusarium solani var. coeruleum (Sacc.) Booth ist die
Synonymbezeichnung zu der anerkannten Art F, coeruleum (Wollenweber & Reinking
1935; Gerlach & Nirenberg 1982). Da die vorliegenden Untersuchungen sowohl mit
RAPD als auch mit ITS-RFLP F. coeruleum und F. lathyri deutlich distanzieren, stellt sich
die Frage warum die Ergebnisse derart widerspriichlich ausfaiien.

Eine mogliche Erkldrung ist im Verlauf der Taxonomie fiir F. coeruleum zu finden,
welche in diesem Fall zur falschen Bezeichnung dieses Isolates gefithrt haben kénnten.
Nach Snyder & Hansen (1941) wurde F. coeruleum und F. radicicola aufgrund der blauli-
chen Farbe der Kulturen synonym als F. solani f. sp. radicicola gestellt. Booth (1971) hat
spéter F. solani f. sp. radicicola von der neu eingefiihrten Varietit F. solani var. coeruleum
unterschieden. Daher ist denkbar, daf8 dieses Isolat zunéchst als F. solani f. sp. radicicola
gemdl der Nomenklatur von Snyder & Hansen (1941) bestimmt wurde und eventuell
durch die Kulturfarbe bedingt, nach der Nomenklatur von Booth (1971) als F. solani var.
coeruleum bezeichnet wurde. Damit ist allerdings noch nicht die Frage geklart, warum
dieses F. solani var. coeruleum-Isolat nach den Sequenzuntersuchungen in die gleiche
Gruppe mit F. lathyri gestellt wird. Bekannt ist, daf8 von F. solani f. sp. radicicola zwei
Rassen beschrieben sind, wobei die Rasse 2 spéter durch den gleichen Mating Type als
identisch mit F. lathyri angesehen wurde (Sakurai & Matuo 1960; Matuo & Sakurai 1963;
Reichle et al. 1964). Letztendlich kann daraus abgeleitet werden, dafi sich bei dem in der
Untersuchung von Guadet et al. (1989) verwendeten F. solani var. coeruleum-Isolat um ein
E. solani £. sp. radicicola Rasse 2, also um ein F. lathyri gehandelt haben muf. In diesem
Fall wiirden ihre Resultate, die Untersuchungen zum gleichen Mating Typ fiir F. solani f.
sp. radicicola Rasse 2 und F. lathyri sowie die vorliegenden Ergebnissen iibereinstimmen.

Den hilfreichen Einsatz der ITS-RFLP-Technik zur Charakterisierung von Pilzen demon-
strieren deutliche Differenzen bei Isolaten, die zuvor als Fusarium eumartii bezeichnet
waren. Diese Stimme werden nach der ITS-RFLP verschiedenen Gruppen zugeordnet
(A1, A4, A6, A9, B1) und auch nach den RAPD-Mustern sind diese Isolate eindeutig
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anderen Arten zuzuordnen. Weiterhin deuten gleiche Restriktionsmuster enge geneti-
sche Beziehungen von F. solani zu einigen seiner spezialisierten Formen und anderen
Arten an (vgl. Abb. 17). Im Vergleich mit morphologischen Befunden (Nirenberg, pers.
Mitt.) bei vorkommenden Hauptfruchtformen ist festzustellen, daf mittelgrofie Asco-
sporen vorwiegend bei Vertretern der ITS-RFLP-Gruppe A und grofie Ascosporen
vorwiegend in der Gruppe B auftreten. Die ITS-RFLP-Technik stellt somit ein ergédnzen-
des Werkzeug dar, welches eine iibergeordnete Charakterisierung von Isolaten erlaubt.
Insbesondere dann, wenn andere Techniken, wie die feiner differenzierende RAPD
durch viele verschiedene Muster keine klare Aussagen mehr zulassen. Am Beispiel der
mit F. eumartii bezeichneten Isolate, wire nur mit RAPD-Untersuchungen kein einheitli-
ches Bild zu erzielen.

Allgemein betrachtet ermoglicht die RAPD die Feststellung von Variabilititen innerhalb
taxonomischer Gruppen. Die Einsetzbarkeit sowie die Art und Weise der Auswertung
der Resultate ist im Abschnitt 4.3 ausfithrlich diskutiert. Die vorliegenden Ergebnisse bei
Martiella-Fusarien zeigen, daf sich die Wirtsspezifitdt (McClure 1951; Sakurai & Matuo
1959; Sakurai & Matuo 1961a; Matuo & Sakurai 1965) in relativ einheitlichen RAPD-
Mustern widerspiegelt. Variablere Bandenmuster sind zumeist bei denjenigen Arten
festzustellen, in denen neben unterschiedlich parasitischen auch saprophytische Isolate
vorhanden sind (F. solani var. solani, F. carneolum, F. lathyri) oder die unterschiedlichen
geographischen Regionen entstammen (F. ensiforme). Vergleichbare Ergebnisse zu patho-
genen und nicht pathogenen Isolaten sind bei F. oxysporum bekannt (Manulis et al. 1993;
Manulis et al. 1994; Wright et al. 1996). Aufgrund der Rekombination ist bei hetero-
thallischen Arten ebenfalls eine gewisse Variabilitit zuzulassen (vgl. Kap. 4.3.2 - S. 98).

Beurteilt man die eingesetzten Primer anhand ihrer methodischen Eigenschaft moglichst
homogene und artspezifische Muster herauszufinden, so stellt sich Primer 63 als beson-
ders geeignet heraus. Die anderen Primer, insbesondere Primer 15 und 44 zeigen
artitbergreifende monomorphe Banden. Solche Primer sind ebenfalls interessant, spie-
geln sie doch genetische Ahnlichkeiten, die als verwandtschaftliche Beziehungen inter-
pretiert werden konnen, zwischen einzelnen RAPD-Gruppen wider. Letztgenannte
Primerkategorie bestitigt dann auf der viel feiner differenzierenden RAPD-Ebene, die
auch auf hohere Ebene ermittelte ITS-RFLP-Ahnlichkeit.

Die Kombination beider molekularer Techniken in Verbindung mit bisherigen morpho-
logischen, physiologischen und biologischen Kenntnissen anderer Arbeiten erméglicht
den Aufbau des nachfolgenden vorldufigen Klassifikationsschemas. Vorlaufig deshalb,
weil einige Isolate (64.610, 67.589) mit unterschiedlichen ITS-RFLP-Gruppierungen und
ca. 30 weitere Martiella-Stamme (siehe Tab.5) einzelne RAPD-Muster ausbilden, die
bislang nicht zuzuordnen sind. Auch konnten Isolate weiterer beschriebener speziali-
sierter Formen in die Untersuchungen nicht mit einbezogen werden. Von ihnen mufs
angenommen werden, daf8 sie, wie die hier untersuchten aufgrund morphologischer,
phytopathologischer (Xiao 1988, Yu & Fang 1948) und biochemischer Untersuchungen
(Xiao 1988) ebenfalls, vielleicht sogar auf Artebene abgegrenzt werden kénnen. Es muf8
also vermutet werden, daf innerhalb der Martiella-Sektion noch einige weitere Grup-
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pierungen existieren. Dies deuten auch Untersuchungen von O'Donnell (zit. in
Nirenberg (1995b) an, der 40 sogenannte phylogenetische Arten innerhalb der Sektion
unterscheiden konnte.

Zahlreiche in der vorliegenden Untersuchung verwendete Referenzisolate sollen in
zukiinftigen Arbeiten einen sicheren Vergleich von Ergebnissen ermoglichen. Die
Bezeichnungen der in diesem Klassifikationsschema verwendeten Taxa, wie auch der
phytopathologischen Termini basieren auf fritheren Beschreibungen, die an entspre-
chender Stelle genannt sind.

Fusarium ambrosium (Gadd et Loos) Agnihothrudu et Nirenberg
= F. bugnicourtii Brayford
= F. tumidum var. coeruleum Bugnicourt

ist als eigenstandige Art anerkannt (Brayford 1987; Nirenberg 1990). Aufgrund der
verldngerten konidiogenen Zellen vom Typ der Martiella-Fusarien und der Koni-
diendhnlichkeiten zu F. solani wurde F.ambrosium in diese Sektion gegliedert
(Brayford 1987). Die Untersuchungen der I'TS bestitigen diese Zuordnung mit identi-
schen Restriktionsmustern zu F. solani var. solani und den anderen in Al gruppierten
Arten und spezialisierten Formen. Uber RAPD-Muster sind Isolate von F. ambrosium
eindeutig charakterisiert, wobei identische RAPD-Marker mit anderen Isolaten der
gleichen ITS-Restriktionsgruppe kaum vorhanden sind. Das RAPD-Muster des Isola-
tes 67.605, isoliert von Hewvea brasiliensis, weist Unterschiede zu den drei anderen Iso-
laten 65.382, 65.389 und 65.390 auf, die von Camellin sinensis isoliert wurden. Ob dies
als Indiz fiir das Auftreten phytopathologischer Gruppierungen im Sinne von Wirts-
spezialisierungen oder als natiirliche Variabilitit innerhalb der Art zu werten ist,
konnen letztendlich nur Pathogenititstestungen kldren.

Fusarium carneolum Sacc.
= F. solani (Mart.) Sacc. var. minus Wollenw.
= F. caucasicum Letov

unterscheidet sich morphologisch von F. solani var. solani durch ,kleinere 3-, selten 4-,
ausnahmsweise 5-septierte Konidien” (Wollenweber & Reinking 1935). Obwohl eini-
ge Ahnlichkeiten in den Bandenmustern zu F. solani var. solani bestehen, sind sie mit
einigen Primern (15, 63) deutlich davon und den anderen Arten abzugrenzen. Die
Bandenmuster sind wie bei F. solani var. solani starker variabel und ist auch hier auf
geographisch unterschiedliche Populationen und Wirtsherkiinfte zuriickzufithren.
RAPD-Bandenmuster von urspriinglich als F. caucasicum (63.603) bezeichneten Isola-
ten lagen im Bereich der intraspezifischen Variabilitat. Vorbehaltlich nicht auszu-
schlieBender Fehlbestimmungen oder Verwechslungen der untersuchten Isolate und
vorbehaltlich der Untersuchungen mit dem Originalisolat wird F. caucasicum syn-
onym zu F. carneolum angesehen.

Fusarium caucasicum Letov
siehe Fusarium carneolum Sacc.
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Fusarium coeruleum (Libert) ex. Sacc.

wird von Wollenweber (1943) und Gerlach & Nirenberg (1982) als eigene Art akzep-
tiert, wohingegen Joffe & Palti (1972) und Booth (1971) es als Varietidt von F. solani
betrachten. Fusarium coeruleum ist durch seine tiefblau bis purpurnen Kolonien und
morphologisch durch seine fast zylindrischen bis spindelig-sichelférmigen Makro-
konidien charakterisiert (Wollenweber 1943; Domsch et al. 1980). Verwandtschaftlich
ist F. coeruleum nach den ITS-RFLP-Mustern weit entfernt von den anderen Martiella-
Fusarien einzustufen, da F. coeruleum-Stamme sich deutlich von Isolaten der ITS-
RFLP-Gruppen A und B unterscheiden. Vielmehr ist F. coeruleum, wie die ITS-RFLP-
Analysen im Zusammenhang bei F. tabacinum zeigen, in die Néahe zu F. merismoides
(62.256) und F. oxysporum (66.843) geclustert (vgl. Abb. 11). Es ist daher zu iitberden-
ken, ob diese Art weiterhin der Sektion Martiella zuzurechnen ist.

Die nahezu identischen und damit als artspezifisch anzusehenden RAPD-Muster fiir
Isolate unterschiedlicher geographischer Herkiinfte von F. coeruleum bestétigen die
Eigenstiandigkeit der Art. Andere Arbeiten mit F. coeruleum sind, wie einleitend in
diesem Kapitel dargestellt, mit Vorsicht auszuwerten, da nach der Nomenklatur von
Snyder & Hansen (1941) die ebenfalls kartoffelpathogenen und abgrenzbaren F. radi-
cicola zusammen mit F. coeruleum synonym als F. solani var. radicicoln definiert wur-

den.

Fusarium ensiforme Wollenw. et Reink.
= F. javanicum Koord. var. ensiforme Wollenw. et Reink.

besitzt ein breites Wirtspflanzenspektrum (Wollenweber & Reinking 1935), welches
den Wirtsherkiinften der in dieser RAPD-Gruppe angesiedelten Isolate weitgehend
entspricht. Innerhalb der Gruppe kénnen mit einigen Primern drei weitere Subpopu-
lationien unterschieden werden, die nach Nirenberg (mimndl. Mitt., 1996) mit feinen
morphologischen Unterschieden korrelieren. Das Isolat 64.406 unterscheidet sich
durch zusétzliche Schnittstellen von der ITS-RFLP Gruppe Al, was ebenfalls auf eine
differenziertere Betrachtung von F. ensiforme schlieSen 1aft. Eine Arbeit in der F. java-
nicum var. ensiforme Erwédhnung findet (Schippers 1966), muf$ vorsichtig interpretiert
werden, da eine Verwechslung mit F. solani f. sp. cucurbitae nicht auszuschlieBen ist.

Fusarium epimyces Cke.
= F. solani (Mart.) Sacc. var. martii (App. et Wollenw.) Wollenw.

hat langere und schlankere Konidien als F. solani var. solani (Wollenweber & Reinking
1935). Von anderen Autoren wird F.epimyces als F. solani var. solani angesehen
(Snyder & Hansen 1941; Messiaen 1959; Booth 1971; Joffe 1974; Nelson et al. 1981).
Nach den RAPD-Mustern ist die Art gut charakterisiert und ist als eigenstindig an-
zuerkennen. Da bereits frither von Wollenweber morphologische Abgrenzungen er-
folgten, wird die frithere Artbeschreibung anerkannt. Ahnlichkeiten in den RAPD-
Bandenmustern bestehen zu Fusarium sp. nov. I und zu F. lathyri.
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Fusarium eumartii Carp.
= F. solani (Mart.) App. et Wollenw. var. eumartii (Carp.) Wollenw.
= F. solani f. sp. eumartii (Carp.) Snyd. et Hans. pr. p.

Ist in erster Linie pathogen an Solanum tuberosum und verursacht eine Trockenfdule
(Goss 1924; Escande & Radtke 1973; Escanole et al. 1973; Zarzycka 1984;‘Hwang &
Evans 1985; Mantecon 1993), soll daneben auch an anderen Baumen, wie z. B. an
Quercus (Ragazzi et al. 1993) Infektionen hervorrufen. Nach Wollenweber & Reinking
(1935) unterscheidet sich der Pilz von Fusarium solani durch héher septierte Konidien.
Der von ihnen angegebene Wirtspflanzenkreis mit KartoffeIn und anderen subtropi-
schen und tropischen Gewichsen, darunter auch Kaffee, stimmt mit den drei hier
gruppierten Isolaten tiberein.

Jedoch erwies sich in Infektionsversuchen (Nirenberg 1995, unversftentlicht) nur das
Referenzisolat 62.215 (Gerlach & Nirenberg 1982) pathogen an Kartoffeln. Dieses Iso-
lat bildet ein einzelnes RAPD-Muster aus und ist dadurch klar von den anderen Iso-
laten abgrenzbar, die aufgrund morphologischer Merkmale in dieser RAPD-Gruppe
angesiedelt wurden. Aus den unterschiedlichen Mustern kann auf eine Existenz wei-
terer intraspezifischer Unterteilungen geschlossen werden.

Friiher und in der BBA-Stammsammlung mit F. eumartii bezeichnete Isolate sind ver-
schiedenen ITS-RFLP-Gruppen (A1, A4, A6, A9, B2) zugeordnet, wobei diese Eintei-
lung ebenfalls durch die RAPD-Muster bestitigt wird. Daher muf8 angenommen
werden, daf8 bislang als F. eumartii benannte Stimme nur nach ihrer Pathogenitit an
Kartoffeln gemafd der Nomenklatur von Snyder & Hansen (1941) oder einfach nach
der hoherer Konidienseptierung (Wollenweber & Reinking 1935) identifiziert wurden.
Bislang als F. eumartii angesehenen Isolate miissen daher wesentlich differenzierter
betrachtet werden, als bisher angenommen.

Abgrenzen 146t dich die Gruppe F. eumartii mit den Isolaten 62.213, 62.215 und 65.064
von den anderen Fusarien durch seine ITS-RFLP-Sortierung in die Gruppe B1, welche
deutliche genetische Unterschiede zu F. solani var. solani und seinen ebenfalls in A
angesiedelten spezialisierten Formen aufweisen. Mit gleichen ITS-RFLP-Mustern
kann auf enge verwandtschaftliche Beziehungen zu F. pestis und Fusarium sp. nov. V
geschlossen werden. Die anderen kartoffelpathogenen Isolate von F. solani f. sp. bata-
tas, F. striatum und F. radicicola sind durch deutliche Unterschiede in den ITS-RFLP-
und RAPD-Mustern als eigenstiandig von diesem F. eumartii (62.215) abgrenzbar (sie-
he Abb. 17).

Fusarium illudens Booth (Teleomorph: Nectria illudens)
ist von Gerlach (1981) und Gerlach & Nirenberg (1982) als morphologisch abgrenzba-
re Art akzeptiert, wobei Ahnlichkeiten zu F. eumartii bestehen sollen. Die Ascosporen
sind merklich gréBer als die von Nectria haematococca sensu Wollenw. (Booth 1971).
Hier mit dhnlichen RAPD-Mustern gruppierte Isolate stammen von Baumen aus
Neuseeland. Eine hohere Variabilitit der Bandenmuster ist zu bemerken. Bis auf ein
Isolat sind alle Isolate der ITS-RFLP-Gruppe B7 zugeordnet. Das herausfallende Isolat
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64.788 zeigt Unterschiede mit dem Restriktionsenzym BsiZ I und ist im Muster iden-
tisch zu den Gruppe A-Isolaten. Dieses Isolat ist in den mit Primer 15 und 44 erzielten
RAPD-Mustern eindeutig zu F. illudens zu stellen. Einzelne Marker, die mit den ande-
ren Primern erzielt wurden sind ebenfalls mit anderen in dieser Gruppe gestellten
Stammen identisch. Dies ist einer der wenigen Fille, wo in RFLP-Untersuchungen der
ITS innerhalb einer RAPD-Gruppierung unterschiedliche Restriktionsmuster auftre-
ten. Vergleichbare Studien von Sequenzierungen der ITS-Region bei F. solani f. sp.
phaseoli zeigen ebenfalls an einer oder wenigen Positionen Basenunterschiede
(O'Donnell & Gray 1995), so dafs solche geringfiigigen Unterschiede als natiirliche
intraspezifische Variabilitdt hingenommen werden miissen.

Fusarium javanicum Koord. (Teleomorph: Nectria cancri Rutg.)
= Hypomyces haematococcus (Berk. et. Br.) var. cancri (Rutg.) Wollenw.

soll in der Sporenform Fusarium striatum dhnlich sein, sich aber von diesen durch eine
ofter vorkommende hohere Septierung unterscheiden (Wollenweber & Reinking
1935). Nach den fiir alle Isolate relativ einheitlichen RAPD-Mustern und der eigen-
standigen ITS-RFLP-Gruppe A3 la8t sich Fusarium javanicum von den anderen Marti-
ellen abgrenzen.

Fusarium lathyri Taub.
= F. solani (Mart.) Sacc. var. martii (App. et Wollenw ) Wollenw. forma 2 Snyder

= F. solani \(Mart.) Sacc. f. sp. pisi Snyd. et Hans.

ist an Pisum sativum (Snyder & Hansen 1941; Sakurai & Matuo 1959; Bolton &
Donaldson 1972) und Lathyrus odoratus (Wollenweber & Reinking 1935) pathogen.
Von anderen Martiella-Fusarien sind diese Isolate iiber ihre Mating Population VI
(Matuo & Snyder 1973) abgrenzbar und nach O'Donnell & Gray (1995) als phylogene-
tische Art aufgrund der Auswertung von ITS-Sequenzdaten anzusehen. Morphologi-
sche Unterscheidungsmerkmale zu F. solani waren die Ursache, dafl diese Art frither
als Varietdt abgegrenzt war (Jones 1923; Wollenweber & Reinking 1935). Auch in sei-
ner physiologischen Eigenschaft, der Toleranz gegeniiber dem Phytoalexin Pisatin,
unterscheiden sich F. lathyri- von F. solani f. sp. cucurbitae- und F. solani f. sp. phaseoli-
Isolaten (VanEtten & Stein 1978). Aufgrund der RAPD-Ahnlichkeit zueinander wur-
den die Isolate dieser Gruppe zugeordnet. Dennoch kénnen zwei Untergruppen fest-
gestellt werden: In einer Untergruppe mit Stimmen isoliert von Pisum und einem
Isolat aus dem Boden sind mit mehreren Primern homogene RAPD-Muster zu erzie-
len, welche F. solani £. sp. pisi im engeren Sinn entsprechen wiirden. Die andere Un-
tergruppe beinhaltet Isolate von unterschiedlichen Wirten und geographischen Her-
kiinften. Drei dieser Isolate waren in der Stammsammlung der BBA urspriinglich als
F. radicicola identifiziert, zwei weitere mit F. solani var. martii forma 2 bezeichnet. Die-
se Untergruppe ist durch gemeinsame RAPD-Polymorphismen in die engere Ver-
wandtschaft zu F. solani f. sp. pisi zu stellen. Eine Abgrenzung als eigene Gruppe liegt
anhand der Muster nahe, ist aber nur durch Pathogenitétstests an Kartoffeln und Erb-
sen oder durch Bestimmung der Mating Types der in der vorliegenden Arbeit mole-
kularbiologisch definierten Isolate zu verifizieren. Das von Wollenweber & Reinking
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(1935) beschriebene F. javanicum var. radicicola (= F. radicicolay war als Pathogen von
Kartoffeln und einigen anderen Pflanzen nachgewiesen, kam jedoch nicht an Pisum
und Lathyrus vor, dem Wirtspflanzenkreis von F. solani var. martii forma 2. Von den in
dieser Untersuchung als F. radicicola abgegrenzten kartoffelpathogenen Isolate lassen
sie sich durch die unterschiedlichen ITS-RFLP-Gruppen deutlich unterscheiden. Die
Hypothese, dafs F. solani f. sp. pisi und F. oxysporum {. sp. pisi aufgrund ihrer phyto-
pathologischen und morphologischen Variabilitit eine einzige Art reprdsentieren
(Bolton & Donaldson 1972), mufl aufgrund der drastischen ITS-RFLP-Unterschiede
zwischen beiden Arten entschieden abgelehnt werden.

Fusarium martiiphaseoli Burkholder

= F. solani (Mart.) Sacc. var. martit (App. et Wollenw. sub specie) Wollenw. forma 3 Snyder
= F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. phaseoli (Burk.) Snyd. et Hans.

gilt als Verursacher des ‘Sudden death syndrome” (SDS) an Glycine max (Abney et al.
1993; Hnetkovsky et al. 1996) ist dariiber hinaus pathogen an Phaseolus vulgaris (Jones
1923; Wollenweber & Reinking 1935; Booth 1971). Fusarium martiiphaseoli-Isolate bil-
den die abgrenzbare ITS-RFLP-Gruppe B6 mit nur gering variablen von den anderen
Arten deutlich abgrenzbaren RAPD-Mustern. Bandenmusterunterschiede sind bei
den untersuchten Isolaten von Sojabohne und Bohne nicht feststellbar. Andere RAPD-
Untersuchungen konnten SDS-Isolate ebenfalls von anderen Fusarien unterscheiden
(Gray & Achenbach 1995). Die morphologische Unterscheidbarkeit von anderen Mar-
tiella-Fusarien (Matuo & Snyder 1973), phylogenetische Untersuchungen von ITS-
Sequenzdaten (O'Donnell & Gray 1995), die vorliegenden Ergebnisse rechtfertigen die
Stellung als eigene Art.

Fusarium pestis Sor.

= F. solani (Mart.) Sacc. var. martii (App. et Wollenw ) forma 1 Wollenw.

Nach dem Artkonzept von Snyder & Hansen (1941) wird der von Wollenweber als
Fusarium solani var. martii forma 1 gefiihrte Pilz zu F. solani gerechnet. Die ITS-RFLP-
Untersuchungen zeigen aber, dafs dieser bodenbewohnende Pilz deutlich durch seine
Zugehorigkeit zu Gruppe B1 von F. solani zu unterscheiden ist. Auffallig sind die sehr
homogenen RAPD-Muster fiir Isolate, bei denen bislang keine selektive Pathogenitit
nachgewiesen ist. Weitere Untersuchungen mit den hier charakterisierten Isolaten zur
Pathogenitidt miissen erfolgen. Genetische Ahnlichkeiten nach der ITS-RFLP-
Charakterisierung bestehen zu F. eumartii und zu Fusarium sp. nov. V.

Fusarium radicicola Wollenw. s. str.

= F. javanicum Koord. var. radicicola Wollenw. pr. p.

wird als pathogen an Solanum tuberosum beschrieben, soll aber auch an anderen Wir-
ten vorkommen (Wollenweber & Reinking 1935). Nach den charakteristischen RAPD-
Mustern lassen F. radicicola-Isolate von den ebenfalls an Kartoffeln pathogenen F.
striatum unterscheiden, obwohl zwischen beiden Ahnlichkeiten in den Mustern be-
stehen. Auch die Ansiedlung in der gleichen ITS-RFLP-Gruppe A6 zusammen mit F.
strintum 146t auf eine engere genetische Verwandtschaft zwischen beiden schlieen.
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Nach den RAPD-Mustern wire auch eine Abgrenzung auf der Ebene einer speziali-
sierten Form von F. sfriatum denkbar. Jedoch sprechen Infektionsversuche dagegen, in
denen sich alle Isolate von F. radicicola und F. striatum als gleichermaflen kartoffelpa-
thogen erwiesen (Nirenberg 1995, unveréffentlicht). Von den orchideenpathogenen
Nectria bolbophylli sind sie durch ihre Zugehorigkeit zu unterschiedlichen ITS-
Restriktionsfragmentgruppen deutlich zu differenzieren. Schwierigkeiten im Ver-
gleich mit anderen Veréffentlichungen ergeben sich durch den Zusammenschlufi der
von Wollenweber differenzierten F. javanicum var. radicicola und F. coeruleum als
F. solani f. sp. radicicola Snyd. et Hans. durch Snyder & Hansen (1941).

Fusarium solani (Mart.) Sacc. var. minus Wollenw.
siehe Fusarium carneolum Sacc.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. var. solani

wird aufgrund der verschiedenen Konzepte sehr unterschiedlich interpretiert. Nach
Gerlach (1981) sind die von Wollenweber & Reinking (1935) unterschiedenen F. solani
var. minus Wollenw., F. solani var. martii (Appel et Wollenw.) Wollenw., F. solani var.
striafum (Sherb.) Wollenw. und F. solani var. aduncisporum (Weimer et Harter) Wol-
lenw. als synonym zu F. solani var. solani zu betrachten. Mit Ausnahme der Varietit
aduncisporum, wo keine eindeutigen Isolate zur Untersuchung verfligbar waren, ent-
sprechen die obigen Varietdten eigenen abgrenzbaren RAPD-Mustergruppen. Die
hier aufgrund der RAPD-Muster gruppierten F. solani var. solani-Isolate sind als
F. solani im Sinne von Wollenweber anzusehen. Spétere Unterscheidungen in weitere
spezialisierte Formen (z. B. (McClure 1951; Sakurai & Matuo 1959; Sakurai & Matuo
1961a; Matuo & Sakurai 1965) sind dariiber hinaus eindeutig iiber ihre RAPD-Muster
zu charakterisieren und daher von F. solani var. solani streng abzugrenzen. Fusarium
solani var. solani ist als Pathogen an zahlreichen Kulturpflanzen weltweit bekannt,
wodurch sich die hohere Variabilitdt in den RAPD-Bandenmustern erkldren laft.
Aufgrund gleicher ITS-RFLP-Ergebnisse sind die Isolate von F. solani var. solani gene-
tisch als sehr ahnlich mit F. carneolum (= F. solani var. minus), F. epimyces (= F. solani
var. martit), F. lathyri (= F. solani var. martii forma 2), F. ensiforme, Fusarium-Anamorph
von Nectria bolbophylli, Anamorph von Nectria haematococca sensu Wollenw. und
F. ambrosium anzusehen. Innerhalb dieser Arten deuten einige RAPD-Marker, die fiir
einige oder mehrere Arten identisch sind, auf eine ndhere Verwandtschaft hin.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. var. petroliphilum Chen
= F. javanicum Koord. pr. p.
= Fusarium solani (Mart.) Sacc. f, sp. cucurbitae (Jon.) Snyd. et Hans. Rasse 2

wurde von Chen & Fu (1986) beschrieben und ist anhand der fiir alle Isolate sehr ho-
mogenen RAPD-Muster abgrenzbar. Vergleichbare Ergebnisse in Bezug zur Variabi-
litdt und zur Differenzierung von F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1 zeigten die RAPD-
Untersuchungen von Crowhurst et al. (1991). Auch sie fanden deutliche Unterschiede
in den Bandenmustern zwischen den beiden bei F. solani £. sp. cucurbitae beschriebe-
nen Rassen. Anhand der fiir F. solani var. petroliphilum spezifischen ITS-RFLP-Gruppe
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A7 sowie den bei F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1 diskutierten Kriterien und ihrer
phylogenetischen Klassifizierung (O'Donnell & Gray 1995) sind sie ebenfalls als ei-
genstindige Gruppe, evtl. auf Artebene abgegrenzt, zu akzeptieren.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. cucurbitae (Jon.) Snyd. et Hans. Rasse 1

= F. javanicum Koord. pr. p.

wird als spezifisch pathogen an Wurzeln, Stengeln und Friichten von Cucurbita be-
schrieben (Snyder 1938; Prasad 1949; Paternotte 1987; Ohto et al. 1989; Nagao et al.
1994). Spater wurde die Rasse 2 eingefiihrt, die im Gegensatz zur Rasse 1 nur patho-
gen an Friichten ist (Toussoun & Snyder 1961). Beide Rassen sind untereinander nicht
kreuzbar (Toussoun & Snyder 1961) und unterscheiden sich durch ihre Mating
Groups I bzw. V (Matuo & Snyder 1973; Snyder et al. 1975). Morphologische Untersu-
chungen kamen zu widerspriichlichen Aussagen. Wéhrend (Toussoun & Snyder
1961) keine Unterschiede bei Makrokonidien feststellen konnten, ordneten (Matuo &
Snyder 1973) sie zwei unterschiedlichen morphologischen Gruppen zu. Differenzie-
rungen mittels RAPD (Crowhurst et al. 1991) ergaben, wie auch die vorliegende Ar-
beit, deutliche Bandenmusterunterschiede zwischen beiden Rassen bzw. Mating Ty-
pes. Die Variabilitit in den RAPD-Mustern fiir Rasse 1-Isolate mit einigen Primern
entspricht den Ergebnissen von Crowhurst et al. (1991). Von den anderen Martiella-
Fusarien sind die RAPD-Muster klar unterscheidbar. Die eigene ITS-RFLP-Gruppe
A8, wie auch phylogenetische Untersuchungen von ITS-Sequenzdaten (O'Donnell &
Gray 1995), sprechen fiir eine eigenstdndige Behandlung, die sie von Rasse 2-Isolaten
abgrenzt. Eine Differenzierung beider Rassen auf Artebene sollte daher in Erwagung
gezogen werden. Ebenso wurde aus biochemischen, genetischen und physiologischen
Daten geschlossen (Van Etten & Kistler 1988), dafs die MP I und MP VI (F. lathyri)
unterschiedliche Arten im biologischen Sinn darstellen. Auch diese Ansicht wird von
den vorliegenden Ergebnisse unterstiitzt.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. cucurbitae (Jon.) Snyd. et Hans. Rasse 2
siehe Fusarium solani (Mart.) Sacc. var. petroliphilum Chen

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. batatas McClure
verursacht wirtschaftlich bedeutsame Schiden durch Wurzel-, Oberflachen- und End-
faulen auf Stifkartoffelknollen (McClure 1951; Campbell & Collins 1987; Campbell &
Collins 1988; Chen et al. 1990) sowie Lagerschdden (Nielsen & Moyer 1979; Clark
1992). Daneben sollen an Ipomoen batatas pathogene Fusarium solani Isolate an anderen
Friichten auch Wundfdulen hervorrufen kénnen (Nielsen & Moyer 1979; Clark 1980);
Eine sichere Bestimmung als F. solani f. sp. batatas war aus ihren Arbeiten jedoch nicht
ersichtlich. Eindeutig sind Isolate von F. solani {. sp. batatas nach ihrem Mating Type II
zu charakterisieren (Matuo & Snyder 1973; Matuo 1979). Ebenso eindeutig ist die Ab-
grenzung nach den einheitlichen RAPD-Mustern. Nach den ITS-RFLP-Mustern sind
sie in der gleichen Gruppe Al mit F. solani und den spezialisierten Formen mori, robi-
nige und xanthoxyli angesiedelt. Aufgrund dieser nahen Verwandtschaft, der Ab-
grenzbarkeit iiber den Mating Type und der RAPD-Muster besteht kein Grund an der
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Differenzierung als spezialisierte Form nach McClure (1951) zu zweifeln, vielmehr ist
zu iiberlegen, ob aufgrund der fehlenden Kreuzbarkeit mit anderen spezialisierten
Formen nicht auch eine Artabgrenzung erfolgen sollte.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. {. sp. mori Sakurai et Matuo

ist aus Japan als Erreger einer Stammfaule an Maulbeerbdumen (Morus) beschrieben.
Inokulationen an Kartoffeln, Bohnen, Erbsen und SiiSkartoffeln fithrten nicht zu In-
fektionen (Sakurai & Matuo 1959). Wie durch die Wirtsspezifitit sind Isolate eindeu-
tig durch den Mating Type lII (Matuo & Snyder 1973) und den einheitlichen RAPD-
Mustern sehr gut als eigenstidndige Population charakterisiert. Die Isolate gehoren der
ITS-Restriktionsgruppe Al an und sind damit auch genetisch in die Nahe von F. solani
stellen.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. pisi Snyd. et Hans.
siehe Fusarium lathyri Taub.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. phaseoli Snyd. et Hans.
siehe Fusarium martiiphaseoli Burkholder

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. robiniae Matuo et Sakurai
zeigt eine hohere Virulenz an Zweigen von Robinia pseudoacacia als die anderen spe-
zialisierten Formen (Matuo & Sakurai 1965). Ebenso, wie mit der Zuordnung zur Ma-
ting Population VII (Matuo & Snyder 1973), sind Isolate anhand der RAPD-Muster
eindeutig zuzuordnen. Anhand einzelner polymorpher Marker lassen sich zwei Un-
tergruppen bilden, deren Bedeutung derzeit noch unklar ist. Nach den ITS-
Restriktionsmustern der Gruppe Al und der damit gezeigten genetischen Verwandt-
schaft kann die Klassifizierung als spezialisierte Form von F. solani akzeptiert werden.

Fusarium solani (Mart.) App. et Wollenw. £. sp. xanthoxyli Sakurai et Matuo
= F. elegans Yamamoto et Maeda

verursacht Stammféule an Xanthoxylum piperitum (Sakurai & Matuo 1961b). Von den
anderen spezialisierten Formen und Arten ist der Pilz durch seine selektive Pathoge-
nitat (Sakurai & Matuo 1961b) und durch seine spezifische Mating Population IV klar
charakterisiert (Matuo & Snyder 1973). Auch nach den homogenen, deutlich von an-
deren Martiellen abgrenzbaren, RAPD-Mustern fiir Isolate von F.solani f. sp.
xanthoxyli besteht an der eigenstdndigen Behandlung kein Zweifel. Unterschiedliche
Ansichten herrschen jedoch iiber die grundlegende taxonomische Stellung des Pilzes:
(Yamamoto 1961) stellte morphologische Unterschiede zu F. solani fest, beschrieb den
Pilz als neue Art Fusarium elegans und reihte ihn in die Sektion Elegans ein, wahrend
(Sakurai & Matuo 1961b; Matuo 1972) ihn als spezialisierte Form von F. solani zu Mar-
tiella betrachten. Die ITS-RFLP-Analysen (Gruppe Al) bestdtigen eine engere Ver-
wandtschaft zu F. solani und den spezialisierten Formen batatas, mori und robiniae so-
wie die Zuordnung in die Sektion Martiella. Dennoch kénnte er wegen der fehlenden
Kreuzbarkeit mit F.solani oder dessen anderen spezialisierte Formen (Sakurai &
Matuo 1961b) auch auf Artebene abgegrenzt betrachtet werden. Auch wiirden dem
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einige identische RAPD-Banden mit anderen Martiella-Fusarien nicht widersprechen,
da im Verhiltnis wesentlich gréSere Ahnlichkeiten in den RAPD-Mustern zwischen
F. graminearum, F. cerealis und F. culmorum bestehen, die ebenfalls gleiche ITS Restrik-
tionsmuster aufweisen (Hering et al. 1995e). Gleiches gilt fiir die anderen hier darge-
stellten spezialisierten Formen.

Fusarium striatum Sherb. (Teleomorph: Nectria ipomoeae Halst.)
= F. javanicum Koord. var. radicicola Wollenw. pr. p.

In Infektionsversuchen erwiesen sich Isolate von F. stristum (Nirenberg & Brielmaier-
Liebetanz 1996), wie auch von F. radicicola und F. eumartii als gleichermaflen pathogen
an Kartoffeln (Nirenberg 1995, unverdffentlicht). Sie lassen sich von letzteren jedoch
durch ihre RAPD-Muster trennen. Durch gleiche ITS-RFLP-Ergebnisse (Gruppe A6)
und einige fiir F. striatum und F. radicicola monomorphe RAPD-Banden bestehen gro-
Be Ahnlichkeiten. Ob beide hier differenzierbaren Arten morphologisch oder phyto-
pathologisch synonym als eine Art anzusehen sind muf8 zundchst weiteren Untersu-
chungen zur Biologie und Pathogenitit vorbehalten bleiben. Von anderen Martiella-
Fusarien sind beide Arten abgrenzbar, wie auch Sequenzanalysen der 285 rRNA des
CBS-Stammes 225.58 (= 64.431) bestitigen (Guadet et al. 1989). Dies unterstiitzt die
Eigenstindigkeit der morphologischen Charakterisierung von Halsted.

Fusarium sp. nov. I

Die hier gruppierten Isolate bilden eine klar abgrenzbare homogene RAPD-Muster-
gruppe innerhalb der ITS-Restriktionsgruppe Al. Nach Untersuchungen von Niren-
berg (unversffentlicht) sind die hier gruppierten Isolate morphologisch von den an-
deren Arten unterscheidbar. Alle untersuchten Isolate stammen aus Venezuela oder
Guyana und wurden von Rinde tropischer Baume isoliert. Nach der Homogenitét in
den Bandenmustern, wie sie bei anderen Arten und phytopathologischen Formen
innerhalb dieser Restriktionsgruppe festgestellt wurden, kann ebenso angenommen
werden, dafd auch hier eine spezialisierte Form, vergleichbar mit den anderen in die-
ser ITS-RFLP-Gruppe angesiedelten spezialisierten Formen bei F. solani, vorliegt. Zu-
kiinftige Untersuchungen tber das Kreuzungsverhalten dieser mittels RAPD defi-
nierten Isolate kénnten weitere Aufschliisse iiber die taxonomische Stellung bringen.
Mit den Primern 15 und 65 sind monomorphe Banden mit F. epimyces festzustellen.

Fusarium sp. nov. I

Eine zweite klar anhand der RAPD-Muster abgrenzbare Gruppe bilden Stamme, die
allesamt von Baumen aus Neuseeland isoliert wurden. Von Fusarium sp. nov. I, Nec-
tria haematococca sensu Wollenw. und anderen Isolaten lassen sie sich durch die eige-
ne ITS-RFLP-Gruppe (A4) unterscheiden. Einige Isolate aus der BBA-Stamm-
sammlung der BBA waren frither, wohl aufgrund der hoher septierten Konidien, als
F. eumartii bezeichnet. Aufgrund dieser Unterschiede zu den anderen Martiella-
Fusarien sollte diese Gruppe als eigenstindig definiert werden. Letztendliche Kla-
rung der taxonomischen Stellung dieser Isolate muf8 iiber ergdnzende Studien erfol-
gen.
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Fusarium sp. nov. I11

Eine weitere Gruppe mit Isclaten von Bdumen aus Siidamerika, Neuseeland und
Frankreich ist durch die eigene ITS-RFLP-Gruppe A5 charakferisiert. Die RAPD-
Muster der Isolate in dieser Gruppe zeigen trotz vieler Gemeinsamkeiten eine héhere
Variabilitdt, die mit der geographischen Verbreitung zu erklédren ist. Isolate aus Vene-
zuela und Jamaica sind von denen aus Frankreich und Neuseeland mit den Primern
15, 63 und 65 anhand einzelner Marker zu unterscheiden. Auf welchem taxonomi-
schen Level letztendlich die Abgrenzung erfolgen kann, kénnen nur zukiinftige mor-
phologische Untersuchungen, der hier definierten Isolate kldren.

Fusarium sp. nov. IV
Hier gruppierte Isolate sind von Baumen oder tropischen Pflanzen aus Venezuela
und Franzosisch-Guyana isoliert. Sie bilden eine heterogene RAPD-Gruppe. Die Ein-
ordnung in diese Gruppe erfolgte aufgrund von Ahnlichkeiten einzelner Banden, die
mit Primer 15 und 40 erzielt wurden. Die Charakterisierung nach der ITS-RFLP ord-
net alle Isolate in die eigene Gruppe B2 ein. Die Isolate 65.683 und 65.927 waren bis zu
dieser Untersuchung in der BBA-Stammsammlung als F. eumartii bezeichnet.

Fusarium sp. nov. V
Diese Isolate stammen von holzigen Pflanzen aus Guyana. Nach den RAPD-Mustern
bilden sie eine relativ homogene Gruppe, die von den anderen abgegrenzt zu be-
trachten ist. Bereits Samuels, von dem die Isolate 65.023 und 65.050 eingesandt wur-
den, grenzte beide als neue Art von den anderen ab. Die eigenstandige RAPD-Gruppe
bestitigt seine Auffassung. Mit ihrer ITS-RFLP-Mustergruppe B1 sind sie mit F. pestis
und F. eumartii identisch, was auf engere genetische Beziehungen schlieSen 14t.

Fusarium sp. nov. VI

Diese Isolate wurden von Buxus sempervirens isoliert. Vermutlich um den gleichen
Erreger handelt es sich in einer anderen Arbeit (Montgomery & Wills 1973), in der
F. solani an Buxus eine Wurzelfdule hervorruft. Morphologisch und aufgrund ihrer
selektiven Pathogenitdt an Buxus sind diese Isolate von den anderen Martiella-
Fusarien zu unterscheiden (Nirenberg, 1995, miindl. Mitt). In den RAPD-Mustern
sind sich die zwei verfiigbaren Isolate sehr dhnlich. Nach den ITS-RFLP-Analysen
bilden sie zusammen mit dem Isolat 66.998 von Nectria subsequens die von den ande-
ren Martiellen abgrenzbare Gruppe B5. Aufgrund der morphologischen Unterschie-
de, deren molekularbiologischen Bestitigung und der spezifischen Pathogenitit an
Buxus ist die Abgrenzung als eigenstidndige Art gerechtfertigt.

Nectria bolbophylli P. Henn (Fusarium-Anamorph)
= Nectria ipomoeae (Hals.) Wollenw. forma 1 Wollenw. pr. p.

Bei diesen Isolaten ist aufgrund ihrer Wirtsherkiinfte eine Spezialisierung zu vermu-
ten, da bis auf ein Isolat alle von Orchideen aus deutschen Gartnereien isoliert wur-
den. Es ist daher anzunehmen, dafl diese Isolate mit dem Isolat, welches Wollenweber
& Reinking (1935) von Bulbophyllum beschrieben, vergleichbar sind. Auch lieflen sie
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damals die Frage offen, ob der Pilz mit dem kartoffelpathogenen Fusarium radicicola (=
F. javanicum var. radicicola) identisch ist oder nicht. Eindeutige Unterschiede in den
RAPD-Bandenmustern zwischen beiden und die Zuordnung zu verschiedenen ITS-
RFLP-Gruppen sprechen fiir die getrennte Akzeptanz beider Arten. Die ITS-RFLP-
Zugehorigkeit zur Gruppe Al zusammen mit den meisten spezialisierten Formen von
F. solani, kann auch dahingehend interpretiert werden, daf8 diese Isolate als speziali-
sierte Form, z. B. als F. solani {. sp. bolbophylli {. sp. nov. anzusehen sind.

Nectria haematococca Berk et Br. sensu Wollenw. (Fusarium-Anamorph)

= Hypomyces haematococcus (Berk. et Br.) Wollenw.

Nach der Beschreibung von Wollenweber & Reinking (1935) soll die Konidienstufe
mit F. eumartii tibereinstimmen, wenngleich in manchen Isolierungen bei Nectria hae-
matococca hoher septierte Konidien vorkommen sollen. Der Wirtspflanzenkreis wird
mit verschiedenen tropischen holzigen Pflanzen angegeben. Die fiir die Isolate ermit-
telte RAPD-Gruppe ist uneinheitlicher, was nach den Erfahrungen auf unterschiedli-
che Wirts- und geographische Herkiinfte zuriickfithrbar ist. Mit Primer 63 werden
nahezu einheitliche Muster ausgeprégt, die diese Gruppe von den anderen Martiella-
Fusarien abgrenzen. Nach den ITS-RFLP-Zuordnungen in die Gruppe Al bestehen
genetische Ahnlichkeiten zu F. solani und den anderen in dieser Gruppe angesiedel-
ten Fusarien (siehe Abb. 18 und Abb. 19).

Nectria plagianthi Dingley (Fusarium-Anamorph)

Das Anamorph-Stadium ist morphologisch von den anderen Martiella-Fusarien zu
unterscheiden (Nirenberg, unveréffentlicht). Diese Abgrenzung des Stammes 68.511
ist anthand der eigenstindigen ITS-RFLP-Gruppe B9 zu bestitigen mit ndherer Ver-
wandtschaft nach der Clusteranalyse (Abb.17) zu den ebenfalls aus Neuseeland
stammenden Isolaten von F. illudens. Auch nach dem einzelnen RAPD-Muster wire
die Artabgrenzung zu rechtfertigen. Einzelne monomorphe RAPD-Marker mit Primer
55 und 65 deuten Ahnlichkeiten ebenfalls zu F. illudens und zu Isolaten von Fusarium
sp. nov. VI an. Leider stand nur ein Isolat fiir die Untersuchungen zur Verfiigung.

Nectria ,subsequens” von G. ]. Samuels unter diesem Namen erhalten (Fusarium-

Anamorph)

ist morphologisch, wie die vorherige Art abgrenzbar (Nirenberg, unversffentlicht).
Auch hier stand nur das Isolat 66.998 fiir die Untersuchungen zur Verfiigung. Die
ITS-RFLP-Resultate ordnen es zusammen mit den Fusarium sp. nov. VI-Isolaten in die
Gruppe B5 ein. Von diesen ist es jedoch durch vollkommen unterschiedliche RAPD-
Muster zu unterscheiden. Die Abtrennung als eigene Art ist daher gerechtfertigt.

Nectria borneensis Petrak (Fusarium-Anamorph)

ist, obwohl nur ein Isolat aus Indonesien zur Verfiigung stand, klar morphologisch zu
differenzieren (Nirenberg, unveroffentlicht). Nach den ITS-RFLP-Mustern ist dieses
Isolat einzelstehend der Gruppe A9 zugeordnet und auch anhand der eigenen RAPD-
Bandenmuster klar von den anderen abgrenzbar.
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Nach den bisherigen Erfahrungen, dafd auf Wirte spezialisierte Formen iiber ihre spezifi-
schen RAPD-Muster differenziert werden kénnen und einige auf Artebene abgrenzbar
sind, ist zu vermuten, daff die nachfolgend aufgefithrten spezialisierten Formen in
dhnlicher Weise unterschieden werden kénnen. Von allen standen leider keine Isolate
fiir die Untersuchungen zur Verfiigung.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. albizziae Bagchee (Bagchee 1954); Habitat: Albizia procera.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. aleuritidis Chen et Xiao (Chen & Xiao 1989)
Habitat: Aleurites fordii. Nach morphologischen Kriterien, Kulturcharakteristiken und Pathogeni-
titstests (Chen & Xiao 1989) sowie iiber Esterase-Profile (Xiao 1988) werden Unterschiede zu acht
anderen spezialisierten Formen ermittelt.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. aurantifoliae Bhatnagar et Prasad (Bhatnagar 1966)
Habitat: Citrus aurantifolia

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. dalbergiae Baksi et Singh (Bakshi & Singh 1959)
Habitat: Dalbergia sissoo.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. fabae Yu et Fang (Yu & Fang 1948)
soll nach der Sporengréfie und durch die typischen Wurzelfdule an Vicia fabae von F. martiiphaseoli
(= F. solani f. sp. phaseoli) und F. lathyri (= F. solani {. sp. pisi) zu unterscheiden sein (Yu & Fang
1948).

Fusarium solani (Mart.) Sacc. {. sp. keratitis Ming et Yu (Ming & Yu 1968)
wurde aus einer eitrigen Wunde vom Menschen isoliert.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. lupini Weimer (Weimer 1944}
Habitat: Lupinus. Da Pathogenitétstests des als f. sp. lupini beschriebenen Isolates an Erbsen fehlen,
ein weiteres Isolat eindeutig als F. solani. f. sp. pisi identifiziert wurde, welches gleiche Symptome
an Lupinus luteus und Lupinus angustifolius hervorruft ist auch aufgrund der Beschreibung und der
wenigen verfligbaren Literatur (Weimer 1944; Patil 1972; Patil 1973) zu vermuten, dafs F. solani f
sp. lupini synonym zu F. solani {. sp. pisi anzusehen ist.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. ofomycosis Ming (Booth 1971).
Wurde von Ming & Yu (1966) zunéchst als F. ofomycosis Ming als Krankheitserreger im menschli-
chen Ohr beschrieben. Dadurch, daf eine frithere Artbeschreibung existiert, mufi angenommen
werden, daf8 diese Isolate ebenfalls eine genetisch eigenstindige Gruppe bilden.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. piperis Albuquerque (Albuquerque 1961)
Habitat: Piper nigrum.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. radicicola (Wollenw.) Snyd. et Hans. Rasse 2
ist mit F. solani {. sp. pisi kreuzbar, mit allen anderen spezialisierten Formen nicht (Sakurai & Matuo
1960), daher wurde in anderen Arbeiten der Pilz synonym mit F. solani f. sp. pisi gestellt (Matuo &
Sakurai 1963; Reichle et al. 1964). Von F. radicicola (= F. solani {. sp. radicicola), dessen Isolate nur an
Solanum tuberosum pathogen sind, sollen Rasse 2-Isolate zusétzlich an Morus Infektionen hervorru-
fen (Sakurai & Matuo 1960; Booth 1971).

Fusarium solani (Mart.) Sacc. £. sp. viridiflavum Ming et Yu (Ming & Yu 1964)
Habitat: eiterige Stelle am Fuf8 eines Patienten. Nach den Aussagen in der Veréffentlichung soll F.
redolens Wollenw. synonym zur neu kombinierten spezialisierten Form sein. Leider standen keine
Isolate zur Verfiigung an denen iiberpriift werden konnte, ob es sich hierbei um ein Fusarium der
Sektion Martiella handelt oder ob die Isolate als F. redolens anzusehen sind. Fusarium redolens ist
deutlich anhand der ITS-RFLP-Unterschiede abzugrenzen (siehe Abb. 11).
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4.3 Molekulare Techniken zur Differenzierung von Pilzen

4.3.1 Nutzung von ITS-RFLP-Analysen zur Artendifferenzierung

Bisherige Arbeiten zur Differenzierung von Pilzen iiber die ITS-Region lassen sich
generell drei unterschiedlichen Aussagen zuordnen: Wihrend die einen charakteristi-
sche art- oder varietitspezifische ITS-RFLP-Muster mit keiner oder nur geringer intra-
spezifischer Variabilitat feststellen, finden andere deutliche intraspezifische Unterschie-
de vor. Ein weiterer Teil verfiigbarer Publikationen handelt von gleichen Mustern fiir
Isolate verschiedener Arten. Die vorliegenden Ergebnisse bei verschiedenen Fusarien
lassen sich allen drei Kategorien zuordnen.

Die artspezifische Differenzierung mit einheitlichen ITS-RFLP-Mustern wurde bei
Pythium heterothallicum, P. splendens und P. sylvaticum (Chen 1992) sowie bei P. ultimum,
P. irregulare und P. spinosum demonstriert (Chen et al. 1992). Sieben Tuber-Arten konnen
ebenfalls unterschieden werden, wobei bei Tuber melanosporum eine geringe intraspezifi-
sche Variabilitit zugelassen wird (Henrion et al. 1994). Neben der Unterscheidung auf
Artebene bei Pseudocercosporelln anguides, P. aestiva sind davon die Varietiten P. her-
potrichoides var. herpotrichoides und P. herpotrichoides var. acufornis, wenngleich zwischen
beiden hohere Ahnlichkeiten vorhanden sind, zu differenzieren (Hering et al. 1995¢).
Weiterhin fanden sich fiir vier Phytophthora-Arten (Lee & Taylor 1992), fiir Gremmenielln
abietina-Isolate verschiedener geographischer Herkiinfte (Hellgren & Hogberg 1995),
Polymyxa betae (Ward et al. 1994) sowie fir vier Trichoderma-Arten (Meyer 1991) artcha-
rakteristische ITS-RFLP-Muster. Auch zeigte der Ektomykorrhizapilz Tylospora fibrillosa
keine intraspezifischen Unterschiede (Erland et al. 1994). Dieser ersten Kategorie ent-
sprechen die vorgefundenen Ergebnisse fiir Fusarium oxysporum, F. redolens, F. coeruleum,
Nectria cancri, F. martiiphaseoli, dariiber hinaus auch die klar definierten Isolate von F.
sambucinum und F. venenatum bei Uberverdau (siehe Abb. 8). Lee & Taylor (1992) und
Erland et al. (1994) interpretieren ihre Ergebnisse dahingehend, daff die Unterschiede in
der ITS-Region zur Identifikation und Differenzierung auf Artebene geeignet sind. In
diesem Zusammenhang und im Vergleich mit den eigenen Ergebnissen wiren die mit
charakteristischen Mustern abgrenzbaren, morphologisch und physiologisch unter-
schiedlichen Fusarium solani var. petroliphilum und F. solani f. sp. cucurbitee Rasse 1
vermutlich als eigene Arten anzusehen (siehe auch Abschnitt4.2.4 ab S. 81).

Hohe intraspezifische Variabilitdt sei hier als die Variabilitit innerhalb derzeit beschrie-
bener Taxa definiert. Es existieren jedoch Hinweise darauf, daf intraspezifische Unter-
schiede mit morphologischen oder anderen biologischen Merkmalen korrelieren, die
eigentlich eine Artabgrenzung aus methodischer Sicht rechtfertigen wiirden. Beispiels-
weise lassen sich innerhalb von Trichoderma viride zwei morphologisch differenzierbare
Untergruppen unterscheiden, die den unterschiedlichen ITS-RFLP-Mustern entsprechen
(Meyer 1991). Bei Heterobasidion annosum konnten die zu zwei Intersterilitdtsgruppen
zuordenbaren Isolate abgegrenzt werden, wenngleich hohe Ahnlichkeiten zwischen
beiden vorhanden waren (Chase et al. 1991; Karjalainen & Fabritius 1993); von beiden
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Gruppen konnten H. araucariae-Isolate abgegrenzt werden (Chase et al. 1991). Das letzte
Beispiel wire vergleichbar mit der Differenzierung bei Pseudocercosporella, wo neben
Arten zwei zueinander dhnliche Varietiten differenziert werden (Hering et al. 1995¢).
Studien bei den Gaeumannomyces graminis-Varietiten tritici, avenae und graminis, die
voneinander und von Phialophora graminicola abgrenzbar sind zeigen einige aus den
Gruppierungen herausfallende Isolate (Ward & Akrofi 1994). Dies wird dahingehend
ausgewertet, dafs nicht alle Stimme des Gaeumannomyces-Phialophora-Komplexes in
beschriebene taxonomische Gruppen fallen und, daf sich scheinbar bisherige Spezies
und Varietidtengrenzen {iberlappen (Ward & Akrofi 1994). Eine andere Interpretation der
Daten wdre, dafs die morphologisch bestimmbaren Grenzen flieBend sind, und darauf-
hin fehlbestimmte Isolate zur vorgefundenen intraspezifischen Variation fithrten. Eine
genaue Klarung dieses Sachverhaltes kénnte nur von den Autoren selbst mit der Verifi-
zierung der herausfallenden Isolate erfolgen. Hingegen konnte bislang bei zwei inner-
halb von Polymyxa graminis festgestellten ITS-RFLP-Untergruppen keine Korrelation mit
anderen biologischen Eigenschaften festgestellt werden (Ward et al. 1994). Als genetisch
unterschiedliche Gruppen werden bei Rhizoctonia solani funf ITS-RFLP-Muster innerhalb
der Anastomosegruppe 2 (Liu & Sinclair 1992) und sechs innerhalb der Anastomose-
gruppe 1 (Liu & Sinclair 1993) interpretiert. Die eigenen Ergebnisse zeigen Differenzen
bei einem Isolat von Fusarium ensiforme (64.404) welches aus der Gruppe der anderen
herausfallt und bei F. illudens-Isolaten, die zwei unterschiedlichen Restriktionsgruppen
zuzuordnen sind. Aufgrund der bisherigen Erfahrungen iiber den Einsatz von ITS-
RFLP-Mustern zur Differenzierung (Hering et al. 1995a; Hering et al. 1996a; Hering et al.
1996b; Niere et al. 1996) und der diskutierten Vermutungen tiber weitere noch nicht
beschriebene Arten innerhalb der Sektion Martiella wird vorldufig angenommen, dafl
diese herausfallenden Isolate sich spéter tatsiachlich als taxonomisch abgrenzbar heraus-
stellen werden. Eine vergleichsweise starke intraspezifische Variation wurde auch bei F.
tabacinum beobachtet; hier lassen sich die Isolate in funf ITS-RFLP-Gruppen unterschei-
den. Fusarium tabacinum ist taxonomisch wenig bearbeitet, eine hohe morphologische
und phytopathologische Variabilit4t ist bekannt. Daher muf auch hier eine zukiinftige
Abgrenzung auf der Ebene von Varietdten oder spezialisierten Formen vermutet werden
(siehe auch Abschnitt4.2.2 - S. 75).

Verschiedene Arten mit gleichen ITS-RFLP-Mustern wurden bei den Ascomyceten
Monosporascus cannonballus und M. eutypoides vorgefunden (Lovic et al. 1993), die zur
Hypothese fithrten, daf8 trotz Differenzierbarkeit anhand der Sporen pro Ascus, beide
Arten als synonym anzusehen sind (Martyn et al. 1993). Gleiche von den anderen
untersuchten Pythium-Arten abweichende Muster hatten die morphologisch dhnlichen
P. arrhenomanes und P. graminicola, was zur Vermutung fithrt beide Arten seien identisch
und sollten neu kombiniert werden (Chen et al. 1992). Widerspriichlich zu den aufge-
stellten Hypothesen sind die vorliegenden Ergebnisse bei Martiella-Fusarien innerhalb
der Restriktionsgruppe Al zu sehen, wo mindestens neun Arten klar anhand der RAPD-
Muster und anderer Merkmale abgrenzbar sind. Auch sind Nectria ipomoese und F.
radicicola wie auch F. eumartii, F. pestis und Fusarium sp. nov. V trotz gleicher ITS-RFLP-
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Muster iiber RAPD zu unterscheiden. Fusarium culmorum, F. cerealis und F. graminearum
sind morphologisch klar zu charakterisieren und sind daher trotz gleicher ITS-RFLP-
Resultate und hoher Ahnlichkeit in den RAPD-Mustern nach wie vor als Arten anzuse-
hen (Hering et al. 1995e).

Zum gegenwirtigen Zeitpunkt zeigen die Arbeiten, dafi sich die ITS-RFLP in vielen
Féllen zur Charakterisierung und Klassifikation von Pilzen auf taxonomischen Ebenen
eignet. Gewohnlich unterscheiden sich Arten deutlicher in ihren Bandenmustern,
wihrend Varietiten hohere Ahnlichkeiten aufweisen. Ausnahmen wurden bei einigen
genetisch eng verwandten Arten festgestellt, die nicht tiber ITS-RFLP-Muster unter-
schieden werden konnten. Andere Abweichungen konnen auf taxonomisch unzurei-
chend bearbeitete Gruppen oder Isolate zuriickgefiihrt werden.

Zusammenfassend 14t sich aus den Ergebnissen und bisherigen Veréffentlichungen
folgern, da ITS-RFLP-Differenzen nicht pauschal fiir jede Pilzgruppe eine Art- oder
Varietdtenabgrenzung rechtfertigen, wie auch gleiche Muster nicht in jedem Fall als
artspezifisch definiert werden kénnen. Um zu eindeutigen Aussagen zu gelangen, muf
eine Kombination mit klassischen morphologischen Merkmalen und/oder sensitiveren
Methoden, wie der RAPD, zur weiteren Beurteilung der Differenzen hinzugezogen
werden. Zur groben Vorsortierung oder zur Klassifizierung unbekannter Isolate haben
sich ITS-RFLP-Untersuchungen jedentalls sehr gut bewéhrt.

4.3.2 Eignung der RAPD zur Charakterisierung von Pilzen

Nach den vorliegenden Ergebnissen sind Pilz-Arten eindeutig zu Unterscheiden, wenn
fiir alle Isolate einer Art nahezu homogene RAPD-Muster gebildet werden und zu den
RAPD-Mustern der anderen Arten charakteristische Unterschiede bestehen. Danach
kénnen auch verschiedene Arten bei Colletotrichum (Sreenivasaprasad et al. 1992;
Freeman et al. 1993), Pseudocercosporella (Hering & Nirenberg 1993) und entomopathoge-
ne Pilze (Bidochka et al. 1994) unterschieden werden. Morphologisch dhnliche Arten
kénnen iiber RAPD-Muster zur eindeutigen Unterscheidung, z. B. bei Drechslera-Arten
an Lolium (Nirenberg et al. 1994a) oder wie in der vorliegenden Arbeit bei Martiella-
Fusarien, herangezogen werden. Ebenso lassen sich weitere Fusarium-Arten anhand
ihrer Muster unterscheiden (Vagujfalvi & Szecsi 1993; Moeller et al. 1994; Voigt et al.
1995; Yli-Mattila et al. 1996). Allerdings sind die zur Abgrenzung heranzuziehenden
Bandenmuster verschieden zu bewerten. Fusarium sambucinum, F. venenatum und F.
torulosum zeigen artspezifische deutlich unterscheidbare Bandenmuster mit nur geringer
intraspezifischer Variabilitat. Ahnlichkeiten zwischen F. sambucinum und F. venenatum
sind dabei nur vereinzelt mit einigen Primern zu erzielen. Hingegen sind die Muster bei
F. graminearum, F. culmorum und F. cerealis sehr dhnlich (Hering et al. 1995e) und ver-
gleichbar mit der hier vorliegenden Abgrenzung spezialisierter Formen bei F. solani oder
F. oxysporum. Lediglich einzelne Marker werden hierbei zur Differenzierung der Arten
herangezogen.
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Diese Beispiele zeigen, daf8 zur Artunterscheidung die Bandenmuster stark unterschied-
lich bewertet werden miissen und derzeit nur auf den untersuchten Artkomplex zu
beziehen sind. Demnach ist momentan eine Differenzierung und Identifizierung nur bei
Spezies eindeutig moglich, die taxonomisch gut bearbeitet sind und dariiber hinaus,
biochemisch und phytopathologisch eindeutig oder zusatzlich charakterisierbar sind
(siehe Differenzierung bei Discolor-Fusarien, S. 62) und bei denen keine Varietdten,
spezialisierten Formen oder Rassen ausgewiesen sind.

Sind vorgenannte intraspezifische Gruppierungen oder Variabilitdten bekannt, so treten
gewohnlich weitere Musterunterschiede auf. In ihrer Anzahl und Ausprdagung iiber-
schneiden sie sich fliefend mit den oben diskutierten Ergebnissen zur Artdifferenzie-
rung. Werden die Ergebnisse ausschliefSlich auf den jeweils untersuchten Artkomplexes
bezogen, dann konnen RAPD-Marker erfolgreich zur Differenzierung unterhalb der
Artebene eingesetzt werden: z. B. weist Pseudocercosporella herpotrichoides die zwei
gegeniiber Pflanzenschutzmitteln ungleich sensitive Varietdten herpotrichoides und
acuformis auf, die iiber RAPD-Muster eindeutig zugeordnet werden kénnen (Hering et
al. 1995¢) wie auch Formen bei Drechslera teres anhand von RAPD-Mustern unterschie-
den werden koénnen (Schiiler et al. 1993; Nirenberg et al. 1994c). Insbesondere zur
Unterscheidung morphologisch nicht differenzierbarer phytopathologischer Zuordnun-
gen wie spezialisierter Formen bei Fusarium oxysporum (Hering et al. 1996b) und Fusari-
um solani oder einiger derzeit ausgewiesener Rassen bei Fusarium oxysporum (Hering et
al. 1992b; Grajal-Martin et al. 1993; Hering 1993; Assigbetse et al. 1994; Manulis et al.
1994; Bentley et al. 1995; Waalwijk & Baayen 1995; Wright et al. 1996), Gremmenielln
abietina (Hamelin et al. 1993), Ophiostoma ulmi (Pipe et al. 1995), Exserophilum turcicum
(Abadi et al. 1996) sowie bei Bipolaris maydis (Nicholson et al. 1993b; Nicholson et al.
1993¢) sind RAPD-Muster einsetzbar. Bei anderen Arten, z. B. Collefotrichum orbiculare
(Correll et al. 1993) oder Metarhizium anisoplae (Cobb & Clarkson 1993; Bidochka et al.
1994), wurden bislang keine intraspezifischen Differenzierungen vorgenommen,; Wirts-
spezialisierungen lassen sich hier iiber RAPD-Muster charakterisieren. Ebenso konnen
Weizensteinbrandisolate - Tilletia spp. -~ wirtsabhdngig in zwei RAPD-Gruppen unter-
schieden werden (Shi et al. 1996). In der vorliegenden Arbeit sind bei Fusarium ta-
bacinum-Isolaten von Cucurbita und innerhalb von F. lathyri die Wirtsherkiinfte tiber
charakteristische RAPD-Banden ableitbar. Weiterhin kénnen Virulenzunterschiede bei
Venturia inaequalis iiber RAPD-Marker festgestellt werden (Sierotzki et al. 1994). Kriti-
sche Anmerkungen zur prinzipiellen Differenzierbarkeit von Rassen mittels RAPD
wurden am Beispiel von Fusarium oxysporum £. sp. vasinfectum-Rassen in Kapitel 4 ab S.
78 diskutiert.

In welcher Beziehung VCGs, somatische Inkompatibilitit oder Anastomosegruppen bei
Pilzen zu bestehenden Klassifikationsschemata zu sehen sind wird unterschiedlich
diskutiert. Unklar ist daher auch inwieweit unterschiedliche RAPD-Muster fiir verschie-
dene VCGs zu interpretieren sind. Bei Fusarium werden VCGs haufig in Verbindung mit
Rassen oder spezialisierten Formen gebracht (Correll 1991; Gonzalez-Candelas &
Kolattukudy 1992; Guo et al. 1995). RAPD-Untersuchungen somatisch kompatibler
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Isolate von Phellinus tremulae (Holmer et al. 1994), Phomopsis subordinaria (Meijer et al.
1994) oder Aspergillus flavus (Bayman & Cotty 1993) zeigen zumeist gleiche RAPD-
Muster. Interpretationen dieser Ergebnisse fithren jedoch zu gegensitzlichen Annah-
men, VCGs entweder als Klone anzusehen (Meijer et al. 1994) oder, dafl einige Arten
sogenannte Speziesaggregate darstellen (Bayman & Cotty 1993). Nicht immer erwiesen
sich somatisch kompatible Isolate auch genetisch als identisch, wie andere RAPD-
Studien an Suillus granulatus (Jacobson et al. 1993) zeigen. Auch bei Rhizoctonia solani
wird vermutet, daf innerhalb von Anastomosegruppen grofie genetische Unterschiede
bestehen (Liu et al. 1991; Liu & Sinclair 1992; Liu & Sinclair 1993), die durch RAPD-
Untersuchungen bislang bestatigt werden konnten (Duncan et al. 1993; Tommerup et al.
1995).

Korrelationen der RAPD-Analysen zu geographischen Herkiinften wurden bei Gremme-
niella abietina (Hellgren & Hogberg 1995), Colletotrichum graminicola (Guthrie et al. 1992),
Laccaria bicolor (de la Bastide et al. 1994) sowie bei Heterobasidion annosum (Garbelotto et
al. 1993) festgestellt. Hingegen sind von Bandenmusterergebnissen bei Puccinia striifor-
mis keine Korrelationen zu geographischen Populationen abzuleiten (Chen et al. 1993).
Eine augenscheinliche Korrelation zur geographischen Verteilung der Rassen bei Fusari-
um oxysporum f. sp. vasinfectum in der vorliegenden Arbeit ist eher auf das in den Konti-
nenten jeweilig angebaute Baumwollsortiment zuriickzufithren. Die bisherigen Arbeiten
zeigen, daf geographische Populationen bei einzelnen, aber nicht bei allen Pilzen zu
unterscheiden sind.

Unabhingig von derzeit moglichen Differenzierungsebenen werden grobe Unterschiede
der RAPD-Muster gerne zur Aufstellung von Hypothesen zu weiteren Artunterteilun-
gen nicht nur bei Pilzen benutzt: Perring et al. (1993) folgerten iiber verschiedene RAPD-
Muster bei zwei unterschiedlich wirtsspezialisierten Typen der Weilen Fliege (Bemisia
tabaci), sie als verschiedene Arten anzusehen. Goodwin & Annis (1991) sind der Mei-
nung, dafl deutlich unterschiedliche Bandenmuster, wie sie und andere (Schifer &
Wostemeyer 1992; Plummer et al. 1994) fiir pathogene und nicht pathogene Isolate bei
Leptosphaeria maculans vorfanden, Unterschiede auf Artebene reprasentieren. Zu gleichen
Folgerungen kommen Untersuchungen bei Cochliobolus carbonum, dessen Muster der
Rasse O von den anderen Rassen soweit unterschiedlich sind, wie die Muster anderer
Cochliobolus-Arten zueinander (Jones & Dunkle 1993). Bei Untersuchungen an Fusarium
avenaceum-Isolaten (Yli-Mattila et al. 1996) wird ebenfalls vermutet, dafs die vorgefunde-
ne intraspezifische Variabilitit auf weitere Arten schlieflen 1ait. Aufgrund unterschiedli-
cher RAPD-Gruppen in Verbindung mit unterschiedlicher Aflatoxin-Produktion wird
bei Aspergillus flavus ein Speziesaggregat vermutet (Bayman & Cotty 1993).

Schwierig ist allerdings eine Interpretation solcher Folgerungen sowie eine darauf
begriindete Abgrenzung von Taxa und darunterliegender Rangstufen, wenn eine hohe
Variabilitdt vorliegt. Fiir eine Abgrenzung solcher Gruppen sind nach Bailey (1983) bei
Isoenzym-Markern folgende Kriterien zu erfiillen: Eine maximale inter-Gruppen-
Variation in Verbindung mit minimaler intra-Gruppen-Variation sowie eine zeitlich und
umgebungsunabhingige Stabilitit der verwendeten Marker. Nach Untersuchungen von
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Castiglione et al. (1993) zur Differenzierung bei Populus sollen RAPD-Marker die vorge-
nannten Forderungen erfiillen. Sollen RAPD-Marker zur Differenzierung bei Pilzen
herangezogen werden, so miissen zundchst mogliche Ursachen, die auf eine inter- oder
intra-Gruppen-Variabilitit schliefen lassen, ergriindet werden. Zwei Ursachen der
Variabilitit sind zu unterscheiden. Eine natiirliche Variabilitit sowie eine Variabilitit,
die mit bestimmten morphologischen, biclogischen oder biochemischen Eigenschaften
korreliert ist und zur Abgrenzung herangezogen werden kann.

Natiirliche Variabilitat ist dabei auf sexuelle oder asexuelle Rekombination zuriickzu-
fithren und spiegelt allgemein eine gewisse Isolat-zu-Isolat-Variabilitit wider. Bei
RAPD-Untersuchungen ist die natiirliche Variabilitit anhand einiger der weniger
unterschiedlicher Banden in den ansonsten recht homogenen Mustern zu erkennen
(siehe dazu auch den Absatz Artcharakterisierung am Anfang dieses Abschnittes). Ein
Schéatzmafl zur Bestimmung der natiirlichen Variabilitit liefern bei Pilzen mit
Hauptfruchtformen RAPD-Untersuchungen von Tetraden siehe (van der Vlugt-
Bergmanns et al. 1993; Dyer et al. 1994; Shi & Leung 1994). Bei Formen ohne
Hauptfruchtform erfolgt die Erfassung der Bandbreite natiirlicher Variabilitdt iiber die
Untersuchung mehrerer sicher bestimmter Isolate der gleichen Gruppe, wie es bei
Fusarium solani var. solani demonstriert ist. Eine vergleichbare Variabilitdt ermittelten
ebenfalls RAPD-Untersuchungen bei Lentinus edodes (Kwan et al. 1992) oder bei
Cladosporium fulvum (Arnau et al. 1994). Generell zeigt sich, dafs bei Pilzen mit apathoge-
nen oder bodenbewohnenden Formen eine hohere natiirliche Variabilitdt in den Ban-
denmustern akzeptiert werden muf (F. solani var. solani, F. tabacinum), als bei wirtsspe-
zialisierten Pilzen (spezialisierte Formen bei F. solani).

Die andere Art der Variabilitit korreliert in diesem Zusammenhang mit morphologi-
schen, biologischen oder phytopathologischen Eigenschaften. Nach den vorliegenden
Ergebnissen ist diese Variabilitdt zur Abgrenzung auf genotypischer Ebene z. B. bei
Martiella-Fusarien und Fusarium sambucinum s. 1. (Hering & Nirenberg 1995a) geeignet.
Anhand der RAPD-Muster ist diese Variabilitit durch das Auftreten deutlicher, vonein-
ander unterscheidbarer intra-taxa-Gruppierungen mit nur noch geringer verbleibender
Restvariabilitdt charakterisierbar. Die Restvariabilitit ist logisch auf die natiirliche
Variabilitdt zuriickfithrbar. Vom internationalen Code der Botanischen Nomenklatur
werden molekularbiologische Merkmale als Klassifizierungskriterium derzeit nicht
akzeptiert. Daher kénnen solche intraspezifischen RAPD-Gruppierungen als Hilfsmittel
zur taxonomischen Bewertung morphologischer Unterschiede, die bis dahin als nicht
ausreichend oder als innerhalb einer natiirlichen Variationsbreite liegend erachtet
wurden, herangezogen werden. In einigen Arbeiten, die zur Neukombination bei
Ranunculus (Van Buren et al. 1994) und Phoma etheridgei (Hutchinson et al. 1994) fijhrten,
wird der Einsatz von RAPD-Ergebnissen zur Unterstiitzung taxonomischer Merkmale
erfolgreich gezeigt. Auch die vorliegende Arbeit stiitzt sich daher auf frithere morpholo-
gische Beschreibungen und erkennt daher Isolate mit artcharakteristischen RAPD-
Mustergruppen innerhalb der Martiella-Sektion mit ihren frither beschriebenen Arina-
men an und grenzt sechs weitere RAPD-Gruppierungen als Fusarium sp. nov. ab.
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Die Ergebnisse zeigen, dafl RAPD-Muster zur inter- und intraspezifischen Klassifikation
stark unterschiedlich ausfallen und keinesfalls pauschal bewertet werden diirfen.
Vielmehr sind die Ergebnisse streng auf den untersuchten Isolat- bzw. Artkomplex
bezogen auszuwerten, um eine Ubereinstimmung mit bestehenden Taxa und intraspezi-
fischen Gruppierungen zu erhalten. Zusétzliche intraspezifische Gruppierungen sind
glaubhaft mit charakteristischen RAPD-Mustern nachzuweisen, wenn Unterschiede
nicht nur mit einer Methode, sondern mit zusidtzlichen Techniken insbesondere mit
morphologischen Differenzen zu begriinden sind.

Neben der verwandtschaftlichen Charakterisierung kénnen RAPD-Marker zur sicheren
Identifikation unbekannter oder unklar bestimmter Isolate herangezogen werden
(Castiglione et al. 1993). Gewohnlich erfolgt dies durch den direkten Vergleich bekannter
und nicht bekannter Isolate auf demselben Elektrophoresegel (Garbelotto et al. 1993).
Dadurch werden auch Probleme der korrekten Fragmentgréfienbestimmung und der
Bonitur von Intensititsunterschieden umgangen. Wenn bei den zu identifizierenden
Isolaten mit den Referenzisolaten stark unterschiedliche Muster auftreten, kann zumin-
dest nach dem Ausschlufiprinzip und unter Berticksichtigung der vorher diskutierten
Punkte zum Thema Variabilitat, festgestellt werden, dafs die Isolate verschieden sind. In
der vorliegenden Arbeit wurde dies anhand zahlreicher Isolate bei Martiella-Fusarien
demonstriert.

4.3.3 Methodenvergleich ITS-RFLP und RAPD

Wie die vorliegenden Ergebnisse und frithere Vertffentlichungen (Hering et al. 1994)
zeigen fithrt die Kombination von ITS-RFLP und RAPD zu einer geeigneten Methode
zur molekularen Charakterisierung von Pilzen. Untersuchungen der ITS-Region decken
grobe Unterschiede zumeist auf der taxonomischen Ebene von Arten oder Varietiten
auf. Wahrend die feiner differenzierenden RAPD-Untersuchungen zur ergidnzenden
Charakterisierung vorwiegend unterhalb der Artebene eingesetzt werden konnen.

Im Vergleich zu Kontrollisolaten kénnen unbekannte Isolate durch die ITS-RFLP einem
Spezieskomplex grob zugeordnet werden und anschliefend iiber RAPD sicher identifi-
ziert bzw. weiteren untergeordneten Gruppen zugeordnet werden. Die Kombination
beider Methoden erlaubt eine Darstellung genetischer Ahnlichkeiten.

4.3.4 Der Einsatz molekularer Techniken zur Klassifizierung

Molekulare Techniken haben gegeniiber morphologischen Merkmalsauspragungen
grundsitzliche Vorteile. Zum einen stehen wesentlich mehr Merkmale zur Klassifizie-
rung zur Verfiigung (Hillis 1987), da jede Bande als genetischer Marker betrachtet
werden kann (Rafalski & Tingey 1993). Zum anderen lassen sich molekulare Techniken
standardisieren und damit objektivieren (Kurtzman 1985; Kurtzman 1987). Aufserdem
sind sie nicht vom EinfluB von Kultur- oder Umgebungsbedingungen abhingig, die zu
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unterschiedlichen morphologischen Betrachtungen (Burnett 1984; Nirenberg 1990)
fithren kénnen. Die Analyse der Variation auf molekularem Level vermeidet daher viele
Probleme, die im Gebrauch der phenotypischen Variation zur Bestimmung der ver-
wandtschaftlichen Beziehungen liegen. In diesem Sinn reprisentieren direkte DNA-
Untersuchungen ein Endstadium in einer Linie angefangen von morphologischen
Merkmalen, die von einigen Genen kontrolliert werden, iiber Sekundédrmetaboliten, die
dem Genotyp bereits naher stehen und tiber Proteine, die von einzelnen Genen kodiert
sind (Doyle & Doyle 1991).

Morphologische Charakteristiken haben dagegen den Vorteil, daf Herbarexemplare und
palaeontologische Funde in eine vergleichende Analyse einbezogen werden kénnen
(Hillis 1987). Obwohl bereits aus einigen Herbarpraparaten DNA fiir molekularbiologi-
sche Untersuchungen extrahiert werden kann (Rogers & Bendich 1985; Padbo et al. 1988;
Paabo 1989; Golenberg et al. 1990; Cano & Poinar 1993), so wird dies nicht in allen Fillen
moglich sein.

Inwieweit molekulare Klassifizierungen, die bei Mycoplasma like organisms weithin
anerkannt sind (Lee et al. 1993; Prince et al. 1993; Schneider et al. 1993a; Schneider et al.
1993b; Lee et al. 1994), zukiinftig bei Pilzen angewendet werden konnen, wird derzeit
diskutiert. Reynolds & Taylor (1991) sind der Meinung, dafl es kiinftig unvermeidbar
sein wird DNA-basierende Charaktersets als Typus-Elemente anzusehen und liefert
Beispiele, wie solche Beschreibungen aussehen konnten. Bruns et al. (1991) geben Hin-
weise auf welchen Differenzierungsebenen, welche Methoden brauchbar eingesetzt
werden kénnen. In der Vergangenheit wurden ebenfalls zunehmend Techniken in
Artbeschreibungen mit einbezogen, die nicht den auch bei Pilzen geltenden Typus-
Elementen des Codes der Botanischen Nomenklatur, entsprechen. Als Beispiel wurden
innerhalb der Chytridiomycota erginzende ultrastrukturelle Untersuchungen zur Artbe-
schreibung herangezogen (Barr 1980) und Arten bei hefeférmigen Pilzen aufgrund ihrer
biochemischen Eigenschaften beschrieben (Kregere-van Rij 1984; Nakase et al. 1989).

Eine alleinige Betrachtung molekularer Ahnlichkeiten hétte bei den untersuchten Fusari-
en zur Folge, dafs Fusarium graminearum, F. culmorum und F. cerealis (Hering et al. 1995e),
aufgrund ihrer Bandenmusterdhnlichkeiten als Varietiten einer Art einzustufen wéren.
Auch alle innerhalb der ITS-RFLP-Gruppe Al liegenden Isolate miifiten als F. solani
angesehen werden. Weitere intraspezifische Gruppen wiirden dann dem Level von
Varietdten oder spezialisierten Formen entsprechen. Die frither beschriebenen und hier
gruppierten Varietdten minus und martii sowie die spezialisierten Formen batatas, mori,
robiniae, xanthoxyli und pisi wiirden ein solches, mit den spezialisierten Formen bei F.
oxysporum (Hering et al. 1996b) vergleichbares Konzept, bestitigen. Ebenso miifiten F.
solani f. sp. cucurbitae Rasse 1 oder F. solani var. petroliphilum (= F. solani f. sp. cucurbitae
Rasse 2) den genetischen Unterschieden entsprechend auf Artebene abgegrenzt werden.
F. radicicola wére aufgrund gleicher ITS-RFLP-Muster und geringer Unterschiede zu F.
striatum als Varietdt anzusehen. In gleicher Weise sind die Ahnlichkeiten zwischen F.
eumartii, F. pestis, Fusarium sp. nov. V und Nectria subsequens und Fusarium sp. nov. VI
auszuwerten. Die Variabilitdt der ITS-Region bei F. tabacinum wiirde ausreichen, um
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mindestens in drei Arten mit iiber RAPD-Muster unterscheidbaren zahlreichen Unter-
gruppen zu differenzieren. Die Interpretation der genetischen Ahnlichkeit wiirde F.
venenatum in die Nahe von oder unterhalb von F. sambucinum abgrenzen. Klar abzugren-
zen von beiden ist F. forulosum, allerdings ist F. flocciferum molekularbiologisch davon
nur mit der sensitiveren RAPD-Technik zu unterscheiden, was wiederum vergleichbar
mit einer Abgrenzung auf der Ebene einer Varietdt oder spezialisierten Form wére. In
vielen Fillen jedoch korrelieren die molekularen Differenzierungen mit morphologi-
schen Abgrenzungen: Beispielsweise ist die Abgrenzung von Nectria cancri, Nectria
borneensis, F. pestis, F. martiiphaseoli, F. pestis und einiger als Fusarium sp. nov. definierter
Gruppierungen durch unterschiedliche ITS-RFLP-Muster sicher vereinbar.

Eine ausschlielich auf Bandenmusterdhnlichkeiten basierende Interpretation der
Verwandtschaft bei Pilzen ist nicht linear auf die etablierte, morphologisch begriindete
Systematik zu iibertragen, wie bereits Kohn (1992) vermutete. Wie bei RFLP-
Untersuchungen an Aspergillus flavus und A. oryzae (Klich & Mullaney 1987) und in den
vorangegangenen Kapiteln bei ITS-RFLP- und RAPD-Studien gezeigt, kann nach bishe-
rigen Erfahrungen kein generelles Schema, vergleichbar den Untersuchungen zur DNA
Homologie (Kuninaga & Yokosawa 1991), entwickelt werden, ab wievielen Bandenun-
terschieden derzeit beschriebene Gattungen, Arten, Varietiten, spezialisierte Formen
oder Rassen abzugrenzen sind. Die Resultate mit verschiedenen Pilzen und ihr Bezug
zur bestehenden Nomenklatur sind dazu zu uneinheitlich. Es konnte auch gezeigt
werden, dafl bei morphologisch sicher definierten Arten gidnzlich unterschiedliche
RAPD- oder ITS-RFLP-Muster zwei Arten eindeutig trennen, andererseits charakterisie-
ren in anderen Fillen gleiche ITS-RFLP-Muster und sehr dhnliche RAPD-Muster ver-
schiedene Arten.

Daher scheint es sinnvoll zunédchst molekulare Techniken in Einklang mit morphologi-
sche Klassifikationen zu bringen. Die Beziehungen zwischen molekularen Charakteren
und anderen Merkmalen, insbesondere morphologischen, kann dann als Ausgangs-
punkt zu weiteren Betrachtungen werden (Doyle 1992). Molekulare Techniken liefern
zusitzliche Beweise zur Unterstiitzung morphologischer Marker, wie es anhand von
RFLP-Analysen der rDNA bei Colletotrichum gloeosporioides und verwandten Arten
(Braithwaite et al. 1990) oder im Kapitel ,Eignung der RAPD zur Charakterisierung”
gezeigt wurde. Ausschliefflich auf den jeweils untersuchten Art- bzw. Artenkomplex
bezogen, sind ITS-RFLP- und RAPD-Untersuchungen sinnvoll zur Differenzierung
einsetzbar, da sie mit objektiven Merkmalen einzelne morphologische oder phytopa-
thologische Rangstufen reprasentieren konnern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Fusarium ist eine heterogene Gattung imperfekter, parasitischer und saprophytischer
Pilze. Aufgrund verschiedener Interpretationen der morphologischen und phytopatho-
logischen Variationsbreite existieren mehrere taxonomische Systeme mit unterschiedli-
chen Anzahlen beschriebener Fusarien. Mittels ITS-RFLP und RAPD wurden auf mole-
kularer Ebene verschiedene Artkonzepte und Differenzierungsfragen bei morphologisch
dhnlichen Fusarien tiberpriift. Beide Techniken erzielen Bandenmuster, die als objektive
Merkmale zur Charakterisierung von Isolaten auf verschiedenen taxonomischen und
phytopathologischen Ebenen erfolgreich einsetzbar sind.

Die Ergebnisse zeigen, dafs innerhalb eines taxonomisch gut bearbeiteten Art- bzw.
Artenkomplexes beide Methoden in Kombination sinnvoll zur eindeutigen Differenzie-
rung einsetzbar sind. Sie zeigen aber auch, dafi ein generelles, fiir alle Fusarien allge-
meingiiltiges Schema, ab wievielen Bandenunterschieden derzeit beschriebene Gattun-
gen, Arten, Varietdten, spezialisierte Formen oder Rassen abzugrenzen sind, nicht
existieren kann. Die Resultate bei verschiedenen Sektionen sind dazu zu uneinheitlich:
Morphologisch sicher definierte Arten kénnen mit génzlich unterschiedlichen RAPD-
oder ITS-RFLP-Mustern getrennt werden (F. sambucinum/F. torulosum), in anderen
Fillen sind gleiche ITS-RFLP-Muster und sehr dhnliche RAPD-Muster fiir verschiedene
Arten charakteristisch (F. culmorum/F. cerealis; einige Fusarium-Arten innerhalb der
Sektion Martiella).

Die Differenzierbarkeit von Rassen mittels ITS-RFLP- oder RAPD-Mustern ist bei den
untersuchten Fusarien nicht eindeutig zu beweisen, da zum einen die Ausweisung von
Rassen bei F. oxysporum f. sp. vasinfectum nicht definitionsgemaf erfolgte und zum
anderen bei den Rassen 1 und 2 von F. solani {. sp. cucurbitae auch andere Merkmale fiir
eine Abgrenzung auf hoherer Ebene sprechen.

Bei morphologisch und phytopathologisch verhdltnisméfliig wenig bearbeiteten Pilz-
gruppen, wie beispielsweise bei Fusarium tabacinum, sind Bandenmustergruppierungen
eine wertvolle Hilfe als Grundlage weiterer Untersuchungen.

Die Ergebnisse fiir ausgewihlte Vertreter einiger Sektionen lassen sich wie folgt zusam-
menfassen:

Sektion Discolor

Die Isolate von Fusarium sambucinum, F. venenatum und F. torulosum kénnen mittels 1TS-
RFLP und RAPD unterschieden und von eingesetzten Kontrollisolaten abgegrenzt
werden. Fusarium flocciferum und F. torulosum wie auch F. culmorum und F. cerealis zeigen
jeweils identische ITS-RFLP-Muster, was auf eine ndhere Verwandtschaft beider Paare
schliefen 148t. Uber artspezifische RAPD-Muster sind die Arten jedoch zu unterschei-
den. Fusarium bactridioides und F. sarcochroum sind als eigenstdndige Arten anzusehen.
Drei unbestimmte Isolate waren als F. semitectum zu identifizieren.
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Sektion Eupionnotes

Fiir Fusarium tabacinum (Plectosporium tabacinum) wurden fiinf verschiedene ITS-RFLP-
Mustergruppen festgestellt. In den RAPD-Mustern spiegelt sich die hohe intraspezifi-
sche Variabilitidt dieser Pilzgruppe wider. Uberlegungen zu weiteren Unterteilungen
dieser Art werden durch die Ergebnisse gestdrkt. Eindeutig mit beiden Techniken sind
an Cucurbita pathogene Stamme zu charakterisieren; die Benennung als spezialisierte
Form F. tabacinum f. sp. cucurbitae wird vorgeschlagen.

Sektion Elegans

Die untersuchten spezialisierten Formen von Fusarium oxysporum zeigen identische ITS-
RFLP-Muster. Von diesen sind Fusarium redolens, F. udum und F. acutatum als eigenstin-
dige Arten eindeutig abzugrenzen. Fusarium oxysporum f. sp. dianthi und F. redolens f. sp.
dianthi, bei denen eine Conspezifitit vermutet wurde, lassen sich durch unterschiedliche
RAPD-Muster klar differenzieren und sind daher auch auf Artebene getrennt zu be-
trachten.

Bei sechs untersuchten Rassen von F. oxysporum {. sp. vasinfectum wurden insgesamt vier
RAPD-Mustergruppen ermittelt, die den Rassen 1/2/6, 4 und 3/5, sowie drei in Rein-
kultur duftenden Isolaten entsprachen.

Die Diskussion der Ergebnisse zeigt daf8 die Einteilung bestehender spezialisierter
Formen und Rassen bei Fusarium oxysporum iiberdacht werden sollte.

Sektion Martiella

Mittels ITS-RFLP lassen sich 19 Mustergruppen bilden. Danach sind zehn Taxa eindeu-
tig charakterisiert: Fusarium coeruleum, F. martiiphaseoli (= F. solani f. sp. phaseoli), F.
javanicum, F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1, F. solani var. petroliphilum (= F. solani £. sp.
cucurbitae Rasse 2), Fusarium sp. nov. IL, Ill und IV, Nectria borneensis und Nectria plagian-
thi. Weitere 21 Taxa sind in Kombination mit RAPD-Mustern zu differenzieren: F.
ambrosium, F. carneolum (= F. solani var. minus; = F. caucasicum), F. epimyces, F. illudens, F.
lathyri (= F. solani £. sp. pisi), F. pestis, F. radicicola, F. solani var. solani, die spezialisierten
Formen batatas, mori, robinige, xanthoxyli von Fusarium solani, F. striatum, Fusarium sp.
nov. I, V, VI, Nectria bolbophylli, Nectria haematococca und Nectria subsequens. Weitere
bislang unbestimmte Isolate der Martiella Sektion zeigen zum Teil eigenstindige ITS-
RFLP- und RAPD-Muster, die auf eine weitere Differenzierung innerhalb dieser Sektion
hinweisen.

Die clusteranalytischen Auswertungen der ITS-RFLP-Resultate trennen Fusarium coeru-
leum weit entfernt von den anderen Martiella Fusarien. Daher und aufgrund von ITS-
RFLP-Ahnlichkeiten zu Isolaten anderer Sektionen, sollte die Stellung von F. coeruleum in
der Sektion Martiella tiberdacht werden.
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Characterization and Differentiation of Fusarium Link by RAPD and ITS-RFLP

Fusarium Link is a heterogeneous genus of parasitic and saprophytic imperfect fungi.
Due to different interpretations of morphological and phytopathological variations
several taxonomic systems with various numbers of fusaria exist. Strains of different
Fusarium taxa were tested on a molecular basis by ITS-RFLP and RAPD. Both techniques
reveal banding patterns, which can be successfully used as objective markers for
characterization of isolates on different taxonomical and phytopathological levels.

Both methods in combination can be a powerful tool for unambiguous differentiation
within well known species complexes. They also show that a general scheme of the
number of different bands necessary for the differentiation of genera, species, varieties,
specialised forms or races, can not exist. The results in different sections are not uniform
enough. Morphologically well defined species can have either, completely different
RAPD and ITS-RFLP patterns (F. sambucinum/F. torulosum) or identical ITS-RFLP bands
and very similar RAPD patterns (F. culmorum/F. cerealis; some Fusarium species within
the Martiella section).

Races of the fusaria examined could not generally be differentiated using ITS-RFLP and
RAPD. The race description of F. oxysporum f. sp. vasinfectum was not carried out accor-
ding to the definition of races and in the races 1 and 2 of F. solani f. sp. cucurbitae other
features indicate a delimitation at a higher level as well.

In morphological and phytopathological not sufficiently treated fungal groups, such as
Fusarium tabacinum, banding pattern groupings can be helpful as a basis of further
investigations.

The results for selected representatives of some sections are summarized as follows:

Section Discolor

Isolates of Fusarium sambucinum, F. venenatum, and F. torulosum can be differentiated by
means of ITS-RFLP and RAPD. They can be further delimited from isolates of other
species. Fusarium flocciferum/F. torulosum and F. culmorum/F. cerealis, respectively, show
identical ITS-RFLP patterns, indicating a close relationship. All four species can be
differentiated by characteristic RAPD patterns. Fusarium bactridioides and F. sarcochroum
are considered autonomous species. Three unknown species could be identified as
Fusarium semitectum.
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Section Eupionnotes

Five different ITS-RFLP pattern groupings were found in isolates of Fusarium tabacinum
(Plectosporium tabacinum). The RAPD patterns reflect the high intraspecific variability
within this fungal group. Considerations for further subdivisions within this species
were supported by the results shown. Isolates of F. fabacinum pathogenic to Cucurbita can
clearly be differentiated by both techniques. A subdivision as spezialised form F. tabaci-
num f. sp. cucurbitae is suggested.

Section Elegans

The investigated specialized forms of Fusarium oxysporum show identical ITS-RFLP
patterns. Fusarium redolens, F. udum, and F. acutatum could clearly be differentiated as
autonomous species. Fusarium oxysporum f. sp. dianthi and F. redolens £. sp. dianthi, which
were suspected to be conspecific, are differentiated clearly by various RAPD patterns
demonstrating a differentiation at species level.

In six investigated races of F. oxysporum f. sp. vasinfectum altogether four RAPD pattern
groupings were determined, which correspond to races 1/2/6, 3/5 and 4, as well as to
three further isolates produce odour in pure cultures.

The discussion of the results demonstrates that the division of existing specialized forms
and races at Fusarium oxysporum should be reconsidered.

Section Martiella

Nineteen different banding patterns were obtained by ITS-RFLP investigations. Ten taxa
could be obviously characterized after this: Fusarium coeruleum, F. martiiphaseoli (= F.
solani {. sp. phaseoli), F. javanicum, F. solani {. sp. cucurbitae race 1, F. solani var. petroliphi-
lum (= F. solani {. sp. cucurbitae race 2), Fusarium sp. nov. IL, IIl and IV, Nectria borneensis,
and Nectria plagianthi. Additionally 21 taxa could be differentiated in combination with
RAPD: F. ambrosium, F. carneolum (= F. solani var. minus; = F. caucasicum), F. epimyces, F.
illudens, F. lathyri (= F. solani f. sp. pisi), F. pestis, F. radicicola, F. solani var. solani, the
specialised forms batatas, mori, robiniae, xanthoxyli of Fusarium solani, F. striatum, Fusarium
sp. nov. I, V, VI, Nectria bolbophylli, Nectria haematococca, and Nectria subsequens. Unique
ITS-RFLP and RAPD patterns obtained for some additional unidentified isolates of the
Martiella section indicate a further differentiation within this section.

The clusteranalytical evaluations of the ITS-RFLP results separate Fusarium coeruleum far
from the other Martiella fusaria. Therefore and due to greater ITS-RFLP-similarities to
isolates from other sections, the position of F. coeruleum in the section Martiella should be
reconsidered.
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martiiphaseoli - 24, 54, 55, 59, 61, 82, 88, 91, 95, 96,
104

merismoides - 16, 17, 46, 54, 76, 85

merismoides var. chilamydosporale - 21, 46

oxysporum - 18,77, 80

oxysporum £. sp. aeclhmeae - 22, 48, 49

oxysporum {. sp. batatas - 22, 48,49, 76

oxysporum £. sp. betae - 22, 48, 49, 76

oxysporum f. sp. callistephi - 22, 48, 49

oxysporum £. sp. cattleyae - 22, 48, 49

oxysporum £. sp. cepae - 22, 48, 49

oxysporunt f. sp. chrysanthemi - 22, 48, 49

oxysporunt f. sp. conglutinans - 22, 48, 49, 76, 81

oxysporunt . sp. cubense - 22, 48, 49, 76, 80

oxysporui f. sp. cucumerinum - 22, 48, 49

oxysporun £. sp. cyclaminis - 22

oxysporum £. sp. cylaminis - 48, 49

oxysporunt f. sp. dianthi - 17, 18, 23, 48, 49, 51, 76-
78, 81

oxysporunt £. sp. gladioli - 22, 48, 49, 76

oxysporum £. sp. lupini - 22, 48, 49, 77

oxysporunt £, sp. lycopersici - 22, 48, 49, 76, 81
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Fusarium

oxysporunt {. sp. matthioli - 81
oxysporum f. sp. melonis - 22, 48, 49, 76
oxysporum {. sp. opuntiarum - 22, 48, 49
oxysporum f. sp. passiflorae - 22, 48, 49
oxysporum f. sp. pisi - 19, 22, 48, 49, 76, 80, 88
oxysporum f. sp. raphani - 81
oxysporum £. sp. tracheiphilum - 22, 48, 49, 76
oxysporunt £. sp. tuberosi - 22, 48, 49, 76
oxysporum f. sp. tulipae - 22, 48, 49
oxysporum f. sp. vasinfectum - 17,22, 48, 49, 51, 76
Rasse 121, 22, 46,51, 79, 81
Rasse 2 - 22,51, 79, 81
Rasse 3 - 22, 51, 80, 81
Rasse 4 - 22, 78,79, 81
Rasse 5 - 22, 51, 80
Rasse 6 - 22, 51, 79, 81
Rasse 7 - 79
Rasse 8 - 79
oxysporunt . udun - 17
pestis - 24, 54, 55, 59, 60, 86, 88, 93, 97, 103, 104
radicicola - 58, 89
redolens - 17, 18, 23, 49, 50, 51, 76, 77, 95, 96
redolens . sp. dianthi - 17,18, 23, 49, 51,77, 78
sambucinum - 14-16, 20, 21, 40, 41, 43, 46, 70, 72-74,
96, 98, 101, 104
sambucinum var. coeruleum - 15
sambucinum var. minus - 14, 15
sambucinum var. sambucinum - 15
sarcochroum - 15,16, 21,41, 43,73, 74
Sektion
Discolor - 39, 40-42, 74, 99
Elegans - 17, 22, 48, 91
Eupionnotes - 16,17, 21,76
Lateritium - 17,76, 77
Martiella - 18, 19, 23, 52-61, 76, 81-95, 97, 98,
101, 102
semitectum - 41, 73, 74
semitectum var. semitectum - 20,41, 73
solani - 18, 52
solani {. sp. albizziae - 95
solani f. sp. aleuritidis - 95
solani f. sp. aurantifoline - 95
solani f. sp. batatas - 24, 54, 55, 61, 81, 86, 90, 91,
103
solani f. sp. cucurbitae
Rasse 1 - 24, 54, 58, 81, 89, 90
Rasse 2 - 89 siehe Fusarium solani var.
petroliphilum
solani {. sp. dahlbergiae - 95
solani f. sp. eumartii - siehe Fusarium radicicola
solani £. sp. fabae - 95
solani f. sp. keratitis - 95
solani f. sp. lupini - 95
solani f. sp. mort - 24, 54-56, 81, 90, 91, 103
solani f. sp. otomycosis - 95
solani f. sp. petroliphilum
Rasse 1 - 96
solani f. sp. phaseoli - 19, 87, 88, 95 siehe Fusarium
martiiphaseoli
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solani f. sp. piperis - 95

solani £. sp. pisi - 19, 24, 81, 87, 88, 95

solani £. sp. radicicola - siehe Fusarium radicicola
Rasse 2 - 82, 95 siehe Fusarium lathyri

solani f. sp. robiniae - 24, 54-56, 81, 90, 91, 103

solani f. sp. viridiflavun: - 95

solani f. sp. xanthoxyli - 25, 54-56, 81, 90, 91, 103

solani var. batatas - 56

solani var. coeruleum - 18, 82 siehe Fusarium
coeruleum

solani var. martii - 85 siehe Fusarium epintyces

solani var. martii forma 1 - siehe Fusarium pestis

solani var. martii forma 2 - 87 siehe Fusarium
lathyri

solani var. martii forma 3 - 88 siehe Fusarium
martiiphaseoli

solani var. minus - 84 siehe Fusarium carneolum

solani var. petroliphilum - 24, 54, 55, 58, 60, 81, 82,
89, 90, 96, 103

solani var. solani - 21, 24, 46, 55, 57, 60, 82-86, 89,
101

striatum - 25, 54, 55, 58, 60, 86, 87, 89, 92, 103

sulphureum - 15

tabacinum - 16, 21, 44-47, 75

torulosum - 15, 20, 21, 41, 43, 46, 72-74, 98, 104

trichothecioides - 15

tumidum var. coeruleun - sieche Fusarium
ambrosium

udum - 17,18, 23, 48-51, 76,77

venenatum - 15, 20, 40, 41, 43, 72-74, 96, 98, 104

G
Gibberella pulicaris - 20, 40, 43, 72

I

Inosin - 71
Intensititspolymorphism - 43, 51, 70
Internal Transcribed Spacer - siehe ITS
ITS - 14
ITS1-14
ITs2.14
ITS-RFLP - 14
Reaktionsbedingungen - 37
Reaktionsprinzip - 14

K

Kontaminationen - 67

L

Lateritium - siehe Fusarium Sektion Lateritiom
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M R
Magnesium random amplified polymorphic DNA - siehe RAPD

Konzentration - 63, 65,71
Martiella - siehe Fusarium Sektion Martiella
Mastermix - 31, 33
Mykotoxin - 14, 16

N

Nectria
bolbophylli - 25, 55, 57, 89, 93
borneensis - 25, 54, 55, 59, 61, 94, 104
cancri - 24, 87, 96, 104
haematococca - 25, 54, 55, 60, 61, 86, 89, 92, 94
ipomoeae - 25, 92
ipomoeae forma 1 - 93
plagianthi - 25, 54, 55, 59, 61, 94
subsequens - 25, 54, 55, 59, 61, 93, 94, 103

P

PCR
arbitrary primed - siche AP-PCR
universally primed - siehe UP-PCR
PCR
Fingerprinting - 12
Produktausbeute - 67
Reaktionsbedingungen - 11
Reaktionsprinzip - 10
Pipettierfehler - 63, 70
Plateaueffekt - 67
Plectosphaerella cucumerina - 16, 21
Plectosporium tabacinumnt - 16, 19, 75, 76 siehe auch
Fusarium tabacinum
Polymerase - 30
-aktivitit - 67
Kontaminationen - 69
Konzentration - 31, 63, 64
-Puffer - 30, 31
Polymeraseaktivitit - 65, 67
Polymerase-Kettenreaktion - siehe PCR
Primer - 65
Annealing - 11, 32, 65
Anzahl - 69
-bindung - 12, 68, 70, 71
GC-Gehalt - 29, 68
-klassen - 69, 83
Konzentration - 63, 65
-lange - 68
-mismatch - 71
Sequenz - 11, 29

RAPD

Durchfithrung - 30

Marker - 12

Primer - 29

Reaktionsansatz - 31

Reaktionsbedingungen - 31, 63-65, 67, 70, 71

Reaktionsprinzip - 11
Rassen

Definition - 8, 9, 79, 80
rDNA

285- 75

5,85- .14, 39

large subunit - 14

small subunit - 14
Reproduzierbarkeit - 37, 38, 63
RNA

mitochondriale - 13

ribosomale - 13

S

spezialisierte Formen
Definition - 8, 81

T

Thermocycler - 30, 31, 35, 38, 65, 66, 70
Einflu auf PCR. 70
Programmierung - 32

u

universally primed PCR - siehe UP-PCR
UP-PCR - 12

Z
Zyklenzahl - 63, 67





