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unterschiedlicher Ansichten über die und 

lität von Vertretern dieser ~~--~-H,.., existiert eine unterschiedliche Anzahl 

Arten und des Schaderregers 

unumgänglich, 
-,,..hv,h~-.-.,-,J+,~ 1~n-·sc,,,h~ _._,_...._,u_ .... _U,Ul)'','-il zu haben und Methoden 

Arbeit wurden die molekularen Techniken 1 internal transcribed 
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1 

Fusarium Link (1809) ist eine heterogene und schwierig zu klassifizierende Gattung 

imperfekter Pilze. Die in ihr zusammengefaßten Arten mit saprophytischer oder parasi­
tischer Lebensweise sind ubiquitär vorkommend oder mehr oder weniger auf bestimmte 

Lebensräume beschränkt (Wollenweber & Reinking 1935; El-Abyad & Saleh 1973; Booth 

1984; Fergani & Khelafi 1990). Sie gehören zu den wichtigsten pilzlichen Schaderregern 

an Nutzpflanzen und rufen neben Umfallkrankheiten, echten Welken und Blattflecken, 

auch Fäulen an Wurzel, Stengelbasis und Früchten hervor (Jarvis & Shoemaker 1978; 

Petrie 1986; Mishra & Rath 1987; Martyn et al. 1989; Eimer 1992; Vilich-Meller 1992; 

Watanabe et al. 1992; et al. 1993; Choi et al. 1994). Ebenso verursachen sie 

Nachernte- und an Obst, Gemüse und Hackfrüchten '"",,. .. v, ... ,,. . .,., et al. 

1987; Hentschel 1987; Schiffmann-Nadel et al. 1987; Bedlan 1988; 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. Arten sind an Mensch und 
Tier et al. 1978; Alderman 1981; Morace et al. 1984; Walsh Pizzo 1989; 

Bacon et al. 1992; Mekher et al. 1993; Smith et al. 1993; Warnock 1993; Yoshizawa et al. 

1994), andere indirekt durch ihre Palti 1974; 

Mislivec 1981; Ellis 1989; Thrane 1989; et 

1992; 1994; Kirn & Lee 1994; Mirocha et al. 1994; M uller et 

Daneben sind Fusarium-Arten als Materialzerstörer 
Eine haben Fusarien bei der til<)ZE~rs 1etz:ur11:! et al. 

oc!hol,rn,d,.,,u et al. 1988; Kinderlerer 1976; Anisimov et al. 1988; Gulati & Gaur 1988; 

1994; Vassilev et al. 1994; Benka-Coker & 

Produzenten von Sekundärmetaboliten und Proteinen in der industriellen 

1989; et al. 1990; Lezinou et al. 1994). 

Durch die weite und ökonomische der Fusarien als 

:::,CJhac1erre1rer ist es für eine sichere u1a2:1llrn,e sowie für eine einheitliche 
taxonomische <..;ucf-1;:,mo 

und Methoden zu kennen, die einen 

Taxonomische in Arten, Varietäten und Formen ~v•·r.•,~~~ 

dem Internationalen Code der botanischen Nomenklatur über ~,~-~,,,..,,,~-.,,~ ..... ~ 

Merkmale, in erster Linie nach der Gestalt und Größe der 
Form Zellen. Früher wurden dazu auch Merkmale wie 

Auftreten von Sklerotien und die der Makrokonidien 
(Wollenweber & 1935; Booth 1971; Gerlach 1982; Nelson & Cassini 

~,,~,,~,·~~.,.,.,,~"' wurde die von Wollenweber & t<.e1n1<.m!g 

bearbeitet. Dabei wurden 16 Sektionen mit 1rn,gE•sarnt 65 Arten, 55 Varietäten und 22 

Formen unterschieden. 
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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 

Stämme zurückzuführen ist. Diese Variation führte zu unterschiedlichen Bewertungs­

maßstäben morphologischer Kriterien mit der Folge, daß verschiedene, taxonomische 

Systeme mit unterschiedlichen Zahlen ausgewiesener Taxa bei Fusarium beschrieben 

wurden (siehe Abb. 1), die teilweise nebeneinander verwendet werden. 

Abb.1: 

Weitere~,~~-. .,,,..,~~,~~"' 

der Art-, Varietät- und Formebene sind bei 
sehen K2tte2:onen .., ...... .._.,._,_._«,uaR., 

sind C, IJ'CLJLULLCH<~ l 

11 und Rassen //durch ihre 

einer befallen zu können// definiert. 

gen, auf Interaktion zwischen 1~a-mcigen 
über an Differentialwirten or,rn,rt-Oli" 

daß sie in der 

und der verwendeten 

et al. 1987; Manicom et aL Zudem ist die 

den Isolate versuchstechnisch und zur ur1tersc:nE~1aung --~···,-~,.,--
sorten sind teilweise schwierig oder nicht mehr zu beschaffen. 

von 

sind 
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unterschiedlicher taxonomischer sowie phytopathologischer 

und die damit eventuell verbundene unterschiedliche Bezeichnung des-

erschweren die die wie auch den 

wissenschaftlicher Arbeiten. Eine nicht einheitliche taxonomischer 

erschwert klare So definierten 

an verschiedenen 



10 1 EINLEITUNG 

Biochemische Differenzierungsmethoden, wie die Untersuchung von löslichen Proteinen 

(Glynn & Reid 1969), Isoenzymen (Reddy & Stahmann 1972; Scala et al. 1981; Bosland & 

Williams 1987; Rataj-Guranowska & Wolko 1991), Primär- oder Sekundärmetaboliten 

(Marasas et al. 1984; Joffe 1986; Thrane 1986; Wasfy et al. 1987), Zellfettsäuren (Hering et 

al. 1992d; Hering 1994) und serologischer Ähnlichkeiten (Madhosingh 1964; Morton & 

Dukes 1966; Kalyanasundaram et al. 1967; Kalyanasundaram & Charudattan 1969; 
Kaiser & Gupta 1976; Hornok 1980; Marziano et al. 1981; Iannelli et al. 1983; Rataj­
Guranowska et al. 1984; Rataj-Guranowska & Wolko 1991) liefern begrenzt einsetzbare 
Kriterien zur Unterscheidung auf Art- und Varietätenebene oder von phytopathologi­

schen Zuordnungen bei Fusarium. Diese von der Genexpression abhängigen Merkmale 

haben den Nachteil, daß ihre stark von physiologischen Umständen und 

Kulturbedingungen sind. Ihre Verwendbarkeit zur Differenzierung ist daher 
und durch die Anzahl Merkmale limitiert. 

Einen bietet die direkte O-P1',Phfe!rl,Pn Information der DNA, die 

1993). Molekulare Techniken 
werden daher zunehmend zur 
Pilzen errlgE'.Setzt 

Identifikation und Klassifikation von 
et al. 1991; Bachmann 1994; 1996). 

Frühe 

(Szecsi 

inters.uchu.ng;en phys·L1<a.11s1cl1E~r Kenndaten von Nukleinsäuren, wie GC-Gehalt 

& 1985b; 

et 
hH·D-r~>-n '0'101•11-YHYC>rt bis 

hin zur Ebene von Rassen sollen darüber 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). ribosomaler DNA-Bereiche erlauben 

auf Artebene bis zur darauf basierenden neuer soge-

nannter phylogenetischer (UDonnell et al. 1993; Sherriff et al. 1994). 

Kleim~;au.re1·raj~en1ten definierter und bekannter --.o.~nc,n 7 

durch die (PCR) basieren et al. 1985; Mullis et al. 1986; 
Mullis & Faloona 1987; Saiki et al. 1988; Mullis 1990; Saiki 1990), in den letzten Jahren 

in der biologischen und medizinischen 1989; 
Bär & Hummel 1991; Hummel 1992; Rolfs et al. 1992). 

Das IJH'''u,.1vu der DN A in der 
arr1plit1.,~1e1rertd.E~n ._0 ,..1110.,..,, 7 werden dabei mit zwei als 

Primer bezeichneten ~L.Lf,~·u~cnL,-~-·~~·L' p•n7~rm;:ih,~rh 

unterschiedlichen Primer flankieren dabei das zu arr1p11W-'.:1erer1de 
informationen zumindest beider Endbereiche 

müssen bekannt sein, um die in 

Die 
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komplementären Primer synthetisieren zu können. Unter geeigneten Reaktions­
bedingungen hybridisieren die Primer an die Matrizen und dienen der Polymerase als 
Startpunkt für die Synthese des fehlenden Einzelstranges (Abb. 2-G)). Nach der Polyme­
risation werden die neu gebildeten Doppelstränge erhitzt und dadurch erneut in Einzel­
stränge zerlegt. Der synthetisierte Tochterstrang enthält die komplementäre Sequenz des 
zweiten Primers, so daß dieser dort binden kann (Abb. 2-CV). Neben anderen linear 
reproduzierten Fragmenten, werden ab dem dritten Schritt erstmals die gewünschten 
DNA-Stücke 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 der Zielsequenz. Nach elektrophoretischer Auftrennung 
und Anfärbung ist die als Bande während die anderen gebil-
deten nicht nachweisbar sind. 

1. Zyklus 

2. Zyklus 

3. Zyklus 

4. Zyklus Beginn der exponentiellen Vervielfältigung der Zielsequenz 

Abb. 2: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion 

@ 

PCR-Primer I und 
Amplifikationsrichtung 

PCR-Primer II und 
Amplifikationsrichtung 

Bindungsstelle des 
- Primers 

Zielsequenz 

Die 'random amplified DN N verwendet im zur vorher 
beschriebenen Standard-PCR nur einen einzelnen relativ kurzen Primer mit willkürlich 
gewählter zur Amplifikation (Williams et al. 1990). über 
die zu untersuchende DN A müssen hierzu nicht bekannt sein. Während der PCR binden 
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die Primer an allen kompatiblen Bereichen der einzelsträngigen DNA. Zur 

on von kommt es, wenn sich jeweils eine Primerbindungsstelle in einem 

Abstand von etwa 500-2.500 Basenpaaren (Williams et al. auf beiden komplemen-

Abb. 

but1zi:::lstrang;en in 3'-5'-Richtung befindet. werden zumeist mehre-

die als Bandenmuster elektrophoretisch nachweisbar sind 

Die erzielten Banden können als Marker verwendet werden 

1993; Bachmann 1994) und DNA unterschiedlicher Herkünfte 
.,..,,,c,.,,.,, 0 ..... & Fairbanks 1990; DuTeau & Leslie 1991; Nazar et al. 

methodischen Unterschieden wird der Einsatz eines einzelnen Primers zur 

auch als 

Produkte 

und 
Amplifikationsrichtung 
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et al. Darüber hinaus können zu Vergleichszwecken zahlreiche Marker durch 
unterschiedliche Primerzahlen generiert werden et al. RAPD-Marker 
gelten als sensitiv und et al. 

et al. den Unterscheidungen bei nicht mit anderen Methoden differen-
1rn-c,n,,cn-,on zu treffen. 

sowie 
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mer (White et al. 1990) und anschließendem Verdau mit häufig schneidenden Restrikti­
onsenzymen. Nach elektrophoretischer Auftrennung und Anfärbung erhält man Frag­
mentmuster, die zur Identifikation und Klassifikation von Bakterien (V aneechoutte et al. 
1992; Vaneechoutte et al. 1993; Vaneechoutte et al. 1994) herangezogen werden können. 

small subunit rDNA large subunit rDNA 

DNA lsolatA 

Elektrophorese 

DNA lsolat B 

• PCR-Primer und 
Amplifikationsrichtung 

Je Schnittstelle 
y Restriktionsenzym 

; « " ~ "' ='.Jet.'!,, 

' -:t"'._.....=- ~ - ' 1~ ........ - -1~ ---

%' ~ "' :c "' "' "' 

ITS 1 5,8S rDNA ITS2 DNA: A B C D 

Abb. 4: Schema der ITS-RFLP - hn'tstE!humg von J:'0Jlyn1orph1sn1en bei unterschiedlichen DNA­
Herkünften 

Die ITS-RFLP Abb. 4) ist als methodische Variante wobei nur die 
Informationen der variableren ITS-Bereiche einschließlich der 5,8S rDNA als Differenzie-
ru1ng1s1<1·1tenein verwendet werden et al. 1995; et al. Gardes & 

Unterschiede in den Bandenmustern konnte eine Diffe-
rP1,?'1Pr111ncr vor;zu:g-s~1ve1se auf Art- und Varietätenebene bei Pseudocercosporella et 
al. 1995c) sowie bei Pythium (Chen 1992; Chen et al. Tuber et al. 1994) 
oder Trichoderma (Meyer 1991) demonstriert werden. 

1.2 Problemstellungen 

1.2.1 Sektion Discolor 

Fusarium sambucinum Fuckel sensu lato kommt in oder 
Zonen in Böden und auf zahlreichen Pflanzen vor. Er verursacht unter anderem eine 
wirtschaftlich wichtige Trockenfäule an Kartoffelknollen et al. 1989; Bedin & 

Tivoli 1990; Rotkiewicz et al. 1993) und ist darüber hinaus als Mykotoxinproduzent 
bekannt & Beremand 1987; Abbas et al. 1991; Beremand et al. 1991i Kirn & 

Lee 1994; Altomare et al. 1995). 

Unterschiedliche Ansichten existieren zur Taxonomie von Fusarium sambucinum sensu 
lato Tab. Wollenweber & (1935) unterschieden F. sambucinum 

F. sambucinum Fuckel var. minus Wollenw. sowie fünf weiteren wovon vier 
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ausschließlich nach Farbunterschieden der Kultur differenziert wurden. Fusarium 

trichothecioides erkannten sie als eigene Art an. Booth (1971) unterschied die Varietäten 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 gefärbt. Fusarium sarcochroum hält er für 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. ! F. sambucinum ! F. sambucinum F. sambucinum F. torulosum (Berk. 
F. sambucinum var. coeruleum var. coeruleum var. coeruleum et Curt.) Niren-

Wollenw. berg comb. nov. 
F. torulosum Berk. et Curt. 

? F. culmorum (W.G. Sm.) F. F. 
var. cerealis (Cook) Wollenw. Nirenberg 

pr. p. 

F. f. Wollenw. F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum 
var. coentleum ! 

F. sambucinum f. 4 Wollenw. F. sambucinum ! F. sambucinum F. tornlosum 

F. sambucinum f. 5 Wollenw. F. sambucinum ! F. sambucinum F. torulosum 

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

F. sambucinum minus Wollenw. F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum F. sambucinum 

F. trichotliecioides Wollenw. F. trichothecioides F. sulphureum F. sambucinum F. sambucinum 

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

F. sarcochroum (Desm.) F. sambucinum F. sarcochroum F. sarcoc/zroum ? 

! vor dem Taxon Taxon der Originalbeschreibung 
! nach dem Taxon - Autor Fehler bei der Stellung des Taxons in seinem Konzept synonym dem 

Wollenweber & Reinking (1935) 
Taxon - Konzept zweifelhaft 

(1982) betrachten Fusarium trichothecioides synonym zu F. sulphu­

reum und wie Booth (1971) beide Varietäten von F. sambucinum. Sie sehen F. 

bactridioides und F. sarcochroum als Arten an. Nelson & Cassini (1983) 

ve1re1Jru2:en F. bactridioides, F. trichothecioides, F. sulphureum und beide Varietäten von F. 

sambucinum zu einer Art; Fusarium sarcochroum bleibt in ihrem unerwähnt. 
Neuere Jnt:ersucnuntgE~n .,...,,..,.,~r,t,Allf'"\(lc,c,-h<>T Merkmale bei F. sambucinum sensu lato von 

unterscheiden die drei Arten F. sambucinum, F. torulosum et 
und F. venenatum Ob Fusarium bactridioides und/ oder 

F. sarcochroum als e1~~e11tst,mc11g:e Arten anzusehen sind konnte anhand morphologischer 
Kriterien nicht werden. 
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inwieweit sich einzelne 

unterschiedlicher 

mit RAPD und 
inwieweit F. hnr-tr1111fHr11>c 

1 EINLEITUNG 

l::'.,f};etm1:sse verschiedener Methoden auf 

,u,;,-..,_,~, •. Von besonderem Interesse war auch 

& Nelson 

1995; Thrane & 
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Durch seine morphologische und phytopathologische Variabilität ist F. tnbacinum für 

Versuche zur molekularen Charaktersierung besonders prädestiniert. RAPD- und ITS-

RFLP-Untersuchungen sollen ob sich diese Variabilität in den Bandenmustern 

widerspiegelt oder die die Einheitlichkeit der Art bestätigen. Weiterhin sol-

len eventuell bestehende Korrelationen der Bandenmuster zu einzelnen Wirten oder zu 

Jnter5;uchungen der 
arc-.-1a,rh mit anderen Fusarium-Arten Hinweise 

et al. auch auf molekularer Ebene 

Wollenweber 

weist die drei Subsektionen Orthocera, Constrictum und 

zehn Arten, 18 Varietäten und 10 Formen auf, wobei 

zifität bei den meisten Varietäten und Formen feststellten. Auf dieser vv1trtf,sp,ez1aJISH:>-

rung das 

Art 

Unterschiedlich 
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(Armstrong & Armstrong 1958, 1978) sowie zwischen den Rassen 3 und 5 sollen Ähn­

lichkeiten (Ibrahim 1966) bestehen. Infektionsversuche an Baumwolle von Ibrahim & 

Nirenberg (1993) und Nirenberg et al. (1996) bestätigen dies mit für die Rassen 1 und 2, 

sowie für die Rassen 3 und 5 identischen Symptombildern. Fettsäurespektren, wie sie 

zur Identifikation von Bakterien routinemäßig 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 Formen von 

Fusarium oxysporum sowie F. redolens, F. redolens f. sp. dianthi und F. udum sollen auf 

molekularer Datenbasis Ähnlichkeiten und Differenzen ermitteln. Bei F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum soll die Unterscheidbarkeit von Rassen mittels ITS-RFLP- und RAPD­

Mustern überprüft werden. Darüber hinaus soll über RAPD-Muster ein weiterer Diskus­

sionsbeitrag zur Identität von F. oxysporum f. sp. dianthi und F. redolens f. sp. dianthi 

geliefert werden. 

1.2.4 Sektion Martiella 

Die Sektion Martiella zu den am stärksten kontrovers diskutierten Sektionen. 

Nach Wollenweber & KeimKmg (1935) und Wollenweber (1943) werden innerhalb dieser 

Sektion sechs Fusarium-Arten, zehn Varietäten und vier Formen anhand der Mikrokoni-

dien und des mittleren Durchmessers der 3-5 Konidien unterschieden. 
& Hansen (1941) reduzierten die Taxa auf Fusarium solani und unterschieden fünf 

Formen. Booth (1971) erkennt nur F. solani mit einer Varietät F. solani var. coeruleum an 

und beschreibt F. illudens als neue Art innerhalb der Sektion. Nelson & Cassini (1983) 
aKze1:,t11"'ff•n ebenfalls nur F. solani als eine Art, alle anderen beschriebenen Arten und 

Varietäten erklären sie für synonym. Die Reduktion des Konzeptes von Wollenweber & 

Reinking (1935) auf eine Art wird damit erklärt, daß die beschriebenen Merkmale 

innerhalb der natürlichen Bandbreite der morphologischen Variabilität einer Art liegen 

und daher keine Artabgrenzungen rechtfertigen (Snyder & Hansen 1941). Die Untersu­
chungen von Joffe (1974) führten zur Akzeptanz der drei Taxa F. solani, F. solani var. 

coeruleum und F. javanicum innerhalb der Sektion. Gerlach & (1982) unter­
schieden ebenfalls F. javanicum und F. solani, erkannten aber auch F. coeruleum, F. illu­

dens, F. eumartii und F. caucasicum als eigenständige Arten an. Neuere morphologische 

Untersuchungen von Nirenberg (1995b) zeigen eine weitere Unterteilung der Sektion in 

mindestens 15 Arten, die anhand erster molekularbiologischer Ergebnisse 

wurde (Hering & Nirenberg 1995b). Diese Untersuchungen unterstützen eine differen­

ziertere Betrachtung des Artkonzeptes innerhalb der Sektion Martiella. 

Bei Fusarium solani wurden mehrere spezialisierte Formen sowie insgesamt vier Rassen 

ausgewiesen. Solche auf Pathogenität und Symptombilder basierenden Konzepte 
innerhalb der Martielln-Sektion & Hansen 1941; Sakurai & Matuo 1961b; Snyder 

& Toussoun 1965; Matuo 1972) sind für den zwar einfach 
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handhabbar, bergen aber die Gefahr in sich, daß es zu Verwechslungen nicht nur inner­

halb einer Sektion sondern mit weit entfernten, aber ähnlich aussehenden Arten kom­

men kann. So führten Überlegungen zur phytopathologischen und physiologischen 

Variabilität 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 des Sudden Death Syndroms' 

fest und vermuteten zwei unterschiedliche Formen von F. solani f. sp. phaseoli als Verur­

sacher. daß nur einer der F. solani f. sp. phaseoli 
eirtcte·utJ:g als Fusarium tabacinum herausstellte (O'Donnell 

welche ein solches Vorgehen für die 

Resistenzzüchtung hätte! Ein Screening mit derart charakterisierten Pathogenen würde 

im Extremfall die Resistenz nur gegen eine nicht jedoch gegen den oder die 

anderen aufbauen. Die genaue Lt1aral<.te1·1s1er111ng ist daher nicht 

nur aus mykologischen-systematischen Ge:s1c:htspunL1<:.t1e1 

-ro-,:>hr,1c::c:,Pn von RAPD- und 

Kcm2~et)te diskutiert werden. Dabei soll ermittelt werden, inwieweit beste-
hende ...-.,, ... ,..,.Yi1.rJ.L'C',7,::.r..;r.,,~ und mit Bandenmustern 

korrelieren und ob 
'71P1'11~"\0'C•n feststellbar sind. Die 

Arten, Varietäten, spi~z1all:s1erten 

Überblick über die Variabilität 

Fusarien soll einen 

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 basierendes ::,pez1.esJK011zE~Pt 

für die Martiella-Sektion zu sollen aus anderen 

Arbeiten bekannte und biochemische Merkmale inte-
aussctgE~l<.rätt1g€~s Modell zu entwickeln. 

1.2.5 Methodische Ziele 

• Erarbeitung und Evaluation methodischer zur Einsetzbarkeit von 

RAPD- und und Differenzie-

rung verschiedener phytopathogener und Fusarien. Dabei sollte 

ein einheitliches, einfaches sowie nachvollziehbares methodisches Schema für 

intenmc:htmf~en entwickelt werden. 

• Bewertung des Einsatzes dieser Methoden auf unterschiedlichen taxonomischen 
und phytopathologischen Ebenen. Dazu sollen die erzielten miteinan-

der und mit Resultaten anderer Untersuchungen werden. 

• der Techniken zur der beschriebenen konkreten taxonomi-

schen und phytopathologischen Problemfälle innerhalb der Gattung Fusariunz. 
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2 

2.1 

Alle Isolate wurden der der Biologischen Bundesanstalt (BBA) ent-
nommen. Die Pilze wurden in Erdröhrchen oder gefriergetrocknet 

& He1mebert 1991) bei °C Stamm in anderen 
Sammlungen vorhanden ist, ist deren Isolatnummer mit Die verwendeten 

At1ki.ilrz1un.gs,1erze1Lchn1s erläutert. Das Feld 11 BBA'1 kennzeichnet 

Hinsichtlich der besseren Lesbarkeit und Verständlichkeit des Textes wurde bei Namen 

des daß in allen Fällen ausschließlich 
der 

2.1.1 Sektion Discolor 

Tab. Fusarium sambucinum sensu lato und KontroUisolate 
Einteilung der Isolate in der der 

Species 

F. sa11ribu:ci11um 

Gibberella pulicaris (Fr. 

f. indet. 
F. indet. 
F. indet 
F. semitectum 

F. bactridioides Wollenw. 

var. semitectum 

F. culmontm (W. G Smith) Sacc. 

BBA andere Samml. 

64.678 Thr TAE/32 
64.737 
64.960 

64.280 
63.575 LEV 10256 
64.371 
64.351 

63.602 

64.218 

LEV15233 

DNA 

025 

026 
027 

022 
021 
028 
030 
029 

068 

781 
035 

041 
070 

034 
063 
065 
036 

038 

040 

037 

Solanum tuberosum 
Solanum tuberosu 111 

Solanum tuberos11111 Finnland 
Triticum Schweiz 
Solanum tuberoswu Deutschland 
Boden Dänemark 

Brasilien 

Triticum sativmn 

Polen 
Zea mays Deutschland 

Pterocarya fmximfolia Iran 
Palme Nord 

Deutschland, Berlin 
Neuseeland 
Neuseeland 

Cronartium ribicola 

Finnland 

Deutschland 

Deutschland, Berlin 
Triticum aestivum Australien 
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F. lateritium Nees ex Link 

64.479 Sep 6816-4 
64.645 Tor Ho 52 
64.948 Tor PVN B13A 

Tab. 3: Fusarium tabacinum und Kontrollisolate 

Species BBA andere Samm!. 

F. tabaci11um (van Beyma) W. Gams 64.010 
64.809 
66.026 
66.135 
62.445 DSM62445 
68.046 DAOM215646 
68.043 
65.834 
67.558 CBS291.38 
62.444 DSM62444 
67.613 DAOM213337 
62.443 CBS423.66 

67.559 Sam 84-531 
65.399 
64.585 
65.637 
68.021 CBS137.37 
67.557 
67.558 CBS 291.38 
68.038 
67.717 
68.040 
68.039 
66.190 

68.037 
67.560 
68.022 

Garns 66.315 

F. merismoides Corda var. chlamydosporale 62.256 IMBll.002 
Wollenw. 

F. sambuci11um Fuckel 

067 Solanum tuberosum 
069 Solanum tuberosum 
071 

DNA Substrat 

456 

455 

371 
401 

tabacum 

463 Cucumis melo 
Cucumis melo 

460 

374 Ackerboden 
464 Viola odorata 

Ambrosia trifida 

461 Cucurbita 
Cucurbita pepo 

Finnland 
Dänemark 
Dänemark 

Herk. 

geograph. Herk. 

Deutschland 
Deutschland 
Deutschland 
Deutschland 

USA, Kalifornien 
Deutschland, Berlin 
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Deutschland, Hessen 
Deutschland, Berlin 

USA, Arkansas 

USA, Nebraska 
Deutschland 
Deutschland 

Kanada, Ontario 
Kanada 
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2.1.3 Sektion Elegans 

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

Species 

Fusarium oxysporum Schlecht Fri.es f. sp. 

aechmeae (GerL et Saut.) Gord. 

batatas (Wollenw.) Snyd. et Hans. 

betae (Stewart) Snyd. et Hans. 

cepae 

cattleyae Foster 

et Hans. rl 

r3 

et Hans. 

cue1tmeri1mm Owen 

cyclaminis Gerlach 

gladioli (Massey) Snyd. et Hans. 

lupiui Snyd. et Hans. 

lycopersici (Sacc.) 
r2 

melo11is Snyd. 

tuberosi 

tulipae Apt 

vasi11fectum (Atkinson) 

rl 

r2 

r2 

r4 

r3 
r5 

r3 

et Hans rl 

BBA andere SammI. 

62.306 

62.302 

63.890 CBS 126.81 

IMB8.398 

62.059 DSM 62059 
62.060 DSM 62060 

62.058 

65.635 
66.843 16421 
65.634 
66.844 16611 

69.404 
69.405 
65.655 ATCC 16611 
65.653 CBS26750 

68.060 
68.061 
62.373 IMB7.766 

IMI338123 
69.517 
69.518 
69.519 

66.845 ATCC16612 
65.650 
65.654 
67.521 CBS 174.30 
62.374 IMB 8.641 
62.375 IMBS.835 

67.668 
67.669 

DNA 

673 

678 

680 

729 

700 

707 

710 

043 
044 
045 

1180 
046 
052 

721 
146 

Substrat geograph. Herk 

Deutschland 
,,,,, ................ . 

. ................................. Deutschland, Bayern 

Allium cepa 

Musa 

Cyclamen persicum 

Gladiolus 

Lupinus angustifolius 

Zygacactus tnmcatus 

Pisum sativmn 

Cl1rysm1themu111 

Solanum tuberosum 

Tulipa 

'Acala' 

ltirsutum 'Acala' 
Gossypium 

'Pirna' 
G. barbadense 'Pirna' 
Gossypium 

USA 

Deutschland, Nieders. 

Deutschland 

Niederlande 

Deutschland, 
Deutschland, 

Honduras 

Deutschland 

Deutschland 

Deutschland 

Deutschland 

Niederlande 
USA 

USA 

Deutschland 

Brasilien 

Niederlande 

Nigeria 

Iran 

Deutschland 

USA 
USA, California 
Peru 
Peru 

Peru, Piura 
Peru, Piura 
USA 

China 
Indien 
China 

Ägypten, Alexandria 

Sudan 
Sudan 

Giza 
Giza 

Angola, Bi 
Angola, Cuanza 
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Species BBA andere Samrnl. DNA Substrat geograph. Herk. 

dia11thi (Prillieux et Delacroix) Snyd. et Hans. 62.317 IMB 7.487 681 Dianthus can;ophyllus Deutschland 
62.321 IMB 9.560 682 Diantlzus caryophyllus Deutschland 

65.195 148 Dianthus 
67.518 150 Dianthus Deutschland 

F. redolens Wollenw. 67.774 608 Pisum sativum Deutschland 
64.556 766 Solanum tuberosum Deutschland, Nieders. 

f. sp. diauthi Gerlach 62.378 IMB 7.736 735 Diantlzus caryoplzyllus Deutschland 
62.394 IMB9.594 745 Dian thus barbartus Deutschland 

F. udum E. Butler 62.451 CBS747.79 747 Ca7anus indicus Indien 

F. acutatum Nirenb. & O'Donnell 63.520 750 Ca;anus indicus Indien 

2.1.4 Sektion Martiella 

Tab. 5: Fusarium Sektion Martiella 
Unterteilungen nach den (S. 55ff) 

Species 

F. ambrosium (Gadd et Loos) Agnihoth. 
etNirenb. 

BBA 

65.382 
65.389 
65.390 
67.605 

andere Samrnl. 

ATCC 16563 

F. cameolum Sacc. 67.615 NRRL 20546 
(= F. solani (Mart.) Sacc. var. minus Wollenw.) 65.631 

67.792 
67.731 
67.707 
67.705 
67.706 

(= F. Cllllcasiam1 Letov) 

67.604 A TCC 24395 
67.708 
63.603 CBS 179.35 

DNA Substrat 

247 Camellia sinensis 
248 Camellia sinensis 
249 Camellia sinensis 
232 Hevea brasiliensis 

227 
007 Boden 
619 Boden 

Ante/aea azadirachta 
424 Citnis 
422 Citme 
423 Citms 
429 Boden 
425 Citms 
886 liosulum 

geograph. Herk. 

Indien 
Indien 
Indien 

Kuba 
Ecuador 
Indien 

64.441 237 

USA, Florida 
USA, Florida 
USA, Florida 
Afrika, Sudan 
USA, Florida 
GUS, Aserbaidj. 
Komoren 

F. coemleum (Libert) 

F. msifonne Wollenw. et Reink. 

F. epimyces Cke. 
(= F. solani var. martii (App. et 

Wollenw.) 

F. illudeus C. Booth 

64.554 ..... - ................. 23 ..... 9 ... C/1r11sa11t/1emum morifolium 

62.176 !MB 7.128 
62.177 !MB 11.155 
64.401 
64.477 Sep 8027-1 
64.738 
64.413 CBS 836.85 

62.233 !MB 8.095 
64.381 
69.484 
68.572 
64.404 
64.107 LEV 16130a 
62.214 !MB 11.144 
64.552 
64.222 

67.586 Sam 91-122 
64.695 
64.802 
64.622 

62.213 IMB8.678 
65.064 
62.215 CBS 487.76 

64.608 Sam85-67 
67.606 NRRL22090 
64.748 
64.789 
65.073 
64.788 
64.607 Sam85-37 

313 Solmmm htberosum 
1038 
1039 
1040 
1041 

Deutschland 
Deutschland 
Frankreich 
Finnland 

236 Solanum hiberosum 'Hansa' Deutschland, Berlin 

314 Deutschland 
321 Deutschland 

1132 
919 Afrika 
056 
080 Orchideen-Bulben Neuseeland 
152 Citrus Iran 
092 Solanum h1berosu111 Argentinien 
081 Welwitsc/1ia mirabilis Deutschland, Berlin 

141 Robinia Virginia 
104 Coleoptem Großbritannien 
242 Coleoptera Deutschland 
058 Deutschland, Bayern 

939 Coffea arttbi ca Guatemala 
898 
074 Sola1111111 tuberos11111 Argentinien 

156 Neuseeland 
229 
157 Baumrinde Neuseeland 
189 Baumrinde Neuseeland 
118 
158 Baumrinde Neuseeland 
155 Metrosideros Neuseeland 
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Species BBA andere Samml. 

F. java11icum Koord. 68.471 
Teleomorph: Nectria ca11cri Rutgers 

68.473 
68.474 

F. lathyri Taub. 
(= F. solrmi (Mart.) Sacc. var. martii (App. 

et Wollenw.) Wollenw. forma 2 Snyder) !MB 9.194 
(= F. solmzi (Mart.) Sacc. f. sp. pisi (Jon.) Snyd. 

et Hans.) vE6-36FM 
vE6-94FM 
IMB7.144 

F. 

67.690 

F. 

F. (Jon.) 

F. (Sakurai 

F. sp. robilliae (Matuo et 

2 MATERIAL UND METHODEN 

Substrat 

1130 

mays 
Beta 
Trinkwasser 

119 Mornsalba 
090 Ackerboden 
091 

112 Boden 
97 

376 

Herk. 

Singapur 
Singapur 
Singapur 

ÄgyptE>n 

Deutschland, Berlin 

Ue1Jtsc:hla,nd, Nieders. 
Deutschland, Nieders. 

Deutschland, 

Deutschland, 
Deutschland 

China 

USA, 

fapan 
Japan 

USA, 
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Species 

F. sola11i (Mart.) Sacc. f. sp. xa11tltoxyli (Sakurai 
etMatuo) 

F. striatum Sherb. 
Teleomorph: 

Nectria ipomoeae (Halsted) Wollenw. 

F. sp. nov. I 

F. II 

sp. III 

nov. 

F. 

p.) 

Nectria plagia11t/1i 

Nectria „s1,1bs,~q11em;" 
beschriebenen Namen erhalten) 

BBA andere Samml. 

CBS 225.58 

65.131 PD88-303 
Sam 71-91 

68571 

64.793 
65.098 Sam 

64.658 

65.075 Sam 86-106 

25 

DNA Substrat geograph. Herk. 

088 Japan 
113 Japan 

411 Passiflora edulis Deutschland, Berlin 
199 Baumwollgewebe Panama 
383 Rinde Venezuela 
193 Kalanchoe 
192 Niederlande 

Rinde 

450 Rinde 
108 
060 

Jamaika 
123 
427 Rinde Frankreich 

Frankreich 
Venezuela 

137 Hoheria populnea 

Iran 

Kuba 

131 

Gladiolus 
103 Brachyc/11to11 

Deutschland 

Rinde 
190 

1043 
Rinde 

159 Rinde 

167 
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2.2 Vitalisierung und Kultur der Pilzisolate 

MYP - Malt Yeast Pepton-Flüssigmedium (Bandoni 1972) 
7,0 g Malzextrakt (Difco) 
1,0 g Soja-Pepton (Difco) 
0,5 g Hefe Extrakt (Merck 5391) 

1000,0 ml Aqua dest. 

2 MATERIAL UND METHODEN 

SNA - synthetischer nährstoffarmer Agar mod. nach Nirenberg (1976) 
1,0 g KH2P04 
1,0 g KN03 
0,5 g MgS04·78iO 
0,5 g KCI 
0,2 g Glucose 
0,2 g Saccharose 
6,0 ml Natronlauge (NaOH, 1 M) 

17,0 g Agar (Oxoid L 13) 
ad 1000,0 ml Aqua dest. 

Die Vitalisierung der in Erdröhrchen gelagerten Pilzreinkulturen durch Aus­
krümeln auf SNA-Platten und Kultur bei 20 °C im Labor. Bei gefriergetrocknet konser­
vierten Isolaten wurden die Glasröhrchen aufgebrochen. Mit einem sterilem 

Aqua <lest. wurden die getrockneten Konidien im Wasser suspendiert und auf SNA­
Platten ausgestrichen. Nach ca. 8 wurden die Platten mikroskopisch auf Bakterien 
oder überprüft. Bewachsene mit ca. 5 mm Kantenlänge 

wurden von diesen Platten ausgeschnitten und auf neue SNA-Platten Die 
Weiterkultur erfolgte bei 20 °C bis die Platten halb bewachsen waren. 

Für die DNA-Extraktion wurden aus den äußeren Wachstumszonen vier be­
wachsene mit ca. 5 mm Kantenlänge und damit 40 ml 
MYP-Flüssigmedium in 100 ml Erlenmeyerkölbchen beimpft. Die Isolate wurden bei 
20 °C auf einem Kulturenschüttler (140 Upm) solange kultiviert bis das Medium leicht 
trübe erschien oder einzelne Myzelklumpen sichtbar waren. Bei den untersuchten 
Fusarien war dieser Zustand nach etwa 2-4 Tagen erreicht. Vor der Filtration wurden die 
Flüssigkulturen mikroskopisch auf bakterielle Verunreinigungen übeq>rüft. 

EDT A-Stammlösung (500 mM, pH 8,0) 
73,06 g EDT A (Titriplex II, Merck 8417) 

NaOH-Plätzchen (Roth 6771) 
ad 250 ml Aqua dest. 

Ethanol (70 %) 

Lösen mit NaOH-Plätzchen in 150 ml Aqua dest. unter ständiger pH-Wert Kontrolle; End­
volumen 250 ml 

70 ml Ethanol absolut (Merck 983) 
30 ml Aqua dest. 

Lithiumchlorid (4 M) 
16,96 g LiCI (Merck 5679) 

ad 100 ml Aqua dest. 
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Lysispuffer (1 % SDS, 10 mM EDTA) 
10 ml SDS-Stammlösung, pH 8,0 
2,0 ml EDT A-Stammlösung 

88 ml Aqua dest. 

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

SDS-Stamm.lösung (10%ig w/v) 
10,0 g SDS (Merck 12012) 

ad 100 ml Aqua dest. 

TE-Puffer (10 mM TRIS, 1 mM EDT A) 
1,0 ml TRIS-HCI-Stammlösung, pH 8,0 
0,2 ml EDT A Stammlösung, pH 8,0 

98,8 ml Aqua dest. 

TEL-Puffer 
90 
10 

ml TE-Puffer 
ml LiCl (4 M) 

TRIS-HCl-Stammlösung (1 M, pH 8,0) 
121,14 g TRIS-Base (Roth 4855) 

1 N HCl (Merck Titrisol 9970) 
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Lösen in HCI, mit Aqua <lest. auf ca. 700 ml auffüllen, pH-Korrektur durch Titration mit 1 
N HCI unter ständiger pH-Kontrolle; Endvolumen 1.000 ml 

HU:O,-t:JlU-:O,ta1tnm.1ös1Jng (1 M, pH 8,6) 
wie oben, jedoch pH-Wert auf 8,6 eingestellt 

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

NaCI (Merck 6404) 

Stickstoff, flüssig 

Geräte 
Filtersystem 

Mörser 

Multipipette 

pH-Meter 

Pipetten 

Pipettenspi tzen 

Reaktionsgefäße 

Zentrifuge 

Sartorius SM 16510 (zur Filtration der Flüssigkulturen) 

Porzellanmörser (50 mm Innendurchmesser, 25 ml Volumen) mit Pistille 

Eppendorf mit Combitips in den Größen: 0,05 ml, 0,50 ml, 1,25 ml 

Hanna Instruments (HI 9023; Kunststoffelektrode HI 1230) 
mit automatischem Temperaturabgleich 

Gilson; in den Größen 1-10 µl, 1-20 µl, 10-100 µl, 100-1000 µ1 

10 µl, 100 µl und 1000 µl (versch. Hersteller) 

t1.e1Lao.1pn REAX 2000 

0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml mit Schnappdeckel (Polypropylen, versch. Hersteller) 
1,5 ml mit Schraubverschluß (Polypropylen, zur Lagerung der DNA) 

Heidolph REAX 2 

Eppendorf 5415C mit Rotor für 1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefäße 

Das Myzel aus den Flüssigkulturen (siehe 2.2) wurde durch Vakuum-Filtration mit dem 
~artonu1s-1~11t:eri;vs:te111 gewonnen. Als Filter dienten Kaffeefilter­

papiere (Melitta). Im Myzelpellet verbliebene Agarstückchen wurden entfernt. An­
schließend wurde das Myzel zweimal gründlich mit Aqua <lest gespült. Der Feuchtig­
KeJltsS:~enau der Myzelpellets wurde durch leichtes Pressen mit Fließpapier 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 Anzahl mit den 

Probenummern beschriftete 1,5 ml mit 1 ml 
und 1,5 ml mit 120 mg PEG 6000 befällt. Die Reaktions-

aufbewahrt. 

Von den wurden ca. 150 mg Material entnommen und unter tlüss1ge1n 
Stickstoff zu feinem Staub zermörsert. Das I\Jhr7c,1nn h,,:::,.,. 

die mit befüllten 

mit der Hand su:sp~?ncue:rt 

Anschließend wurden 

weiteren 30 min im 
für 10 min bei 15.800 g ab2:entntug1lert 

~c,hnmtJctt=c.1:<:el··KE~a1<:t1cms:getru~e wurde 1 ml des 

'"''''-'-'-'-""-'-u, dem Reaktionsansatz aufschwimmende hydro­
! bE~rkoptml1sc:hE~r auf Eis 

fen. Die wurden ,,v..,u .. ._,,_, 

herauslaufen konnten. 

Nach min wurde das DNA-Pellet mit 250 µl TEL-Puffer versetzt und nach 

u .... ,J,::..'c • .i.U.JL.i.L'- DNA wurde für 5 min bei 1.300 g <>h,,onh-1l'11 

H..-. .... ,::,,,..,1,1-,,,.. verworfen. Da Pellets Farbstoffreste aufwiesen, wurden sie zur weite-

1,eimu!.Urtg mit 1 ml Ethanol durch 
30 min oder auf Eis ge:c;ctltitteit. 

Proben für 5 min bei 1.300 danach 

reste konnten durch Aufstellen der Ke.a1<t:1.011sg:et2t15e 

herauslaufen. Nach diesem Schritt sollte die DNA weiß bis WE!lKllcJh-k~rau aussehen. 

Die Pellets trockneten in den offenen über Nacht unter der Sterilbank. 
1\/1,.,., .. ,.,."'.,.. wurden die DNA-Proben mit 100 µl TE-Puffer und zur 

Für die weitere 
ne1r~e·stE~Ht. Dazu wurden µ1 der .-..~;;,...~.~,c,,4-r,-r, 

1,eaKt1onsgeJtfil';e mit 250 µl TE-Puffer verdünnt und bis zur 
schrank bei 4 °C Nach Schäfer & sollen in 5 µ] dieser Ver-

enthalten sein. 
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2.4 

Primer (Stammlösung 10 µM; Auftragssynthese bei TIB-Molbiol, Roth, Eurogentee, Biometra) 
Für die PCR wurden die Prim.er auf eine Konzentration von 10 µM verdünnt und bis zur 
Verwendung bei-20 °C gelagert. Primersequenzen siehe Tab. 6. Schmelzpunkte der Prim.er 
siehe bei Thein & Wallace (1986), Meinkoth & Wahl (1984) oder Petruska et al. (1988). 
Hinweise zum Prim.er-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'-GAG GGT GGC GGT TCT 15 66 % oc 
Simple-Repeat-Primer (Epplen Weising et al. 1989; Meyer et al. 1992) 

6 5'-G ACA GAC AGA CAG 16 50 % oc 

13 5'-G ATA GAT AGA TAG ATA 16 % 53 °C 
14 5'-G GAT GGA TGG ATG GAT 16 50 % 53 °C 
15 5'-GTC GTC GTC GTC GTC 15 66 % 
16 5'-TCC TCC TCC TCC TCC 15 66 % 
17 5'-C ACA CAC ACA CAC 16 50 % 
31 5'-GTG TGT GTG TGT 12 50 % 
32 5'-GTG GTG GTG GTG GTG 15 67 % 

5'-CAC CAC CAC 15 % 

AFLP-Primer 

11 5'-AA TGC AGC 40 
12 5'-CG CGG CCA 40 

Standard-RAPD Primer (Welsh McClelland 1990) 

20 5'-TGT TCC AGG C 10 60 % 40 
21 5'-TTC GGTA GGC 10 60 % 40 °C 
22 5'-CGA TAG CCT C 10 60 40 

5'-CTT CCG TCA G 10 60 % 40 °C 
24 5'-AAC GGT CAC G 10 60 % 40 
25 5'-TGG GCA TCT G 10 60 % 40 °C 
26 5'-GGT CTG AAC C 10 60 % 40°c 

5'-ACG GTC TTG G 10 60 % 40 
5'-GGC ATC GGC C 10 80 % 40 °C 

29 5'-AAC GGI CAC G 10 60 % 40 °c 
40 5'-CGT CCT CAG 10 70 % 40 °C 

60 GCT 10 80 % 40 °C 

willkürlich längere Primer 

63 5'-CAG CAG GTC GAT GCG 15 67 % 

65 5'-GCG CAT GAC TGG CAG 15 67 % 
4Jl) 5'-CGC GCC CCG 15 67 
421) 5'-TTT GGG GAG TGC AGC 15 60 % 
431) 5'-GGC CCG CCG CAG 15 80 % 53 
441) 5'-GGG GAG TGC AGC AGG 15 % 53 °C 
552) 5'-CAG AGT CCT ATG GCC GTG % oc 

Zur selektiven Amplifikation 1990) 

1 5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 63 % 60 
5'-TCCTCCGCTTATTGA TATGC 45 % 60°C 
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dNTP (Stammlösung 10 mM) 
Die Einzelnukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 100 µl, 100 mM im Set; Böhringer 
1277049) wurden miteinander vermischt. Das gekennzeichnete Gemisch ( dNTP) wurde zu 
je 100 µl aliquotiert und zur Lagerung bei -20 °C eingefroren. Zum Gebrauch wurde je­
weils ein Aliquot aufgetaut und mit 900 µl sterilem Aqua <lest. verdünnt. 

KCl (1 M) 
7,46 g KCI (Merck 4936) 

ad 100 ml Aqua <lest. 

MgCh(lM) 
20,33 g MgCh (Merck 5832) 

ad 100 ml Aqua <lest. 

MgCh(SOmM) 
10 ml MgClz (1 M) 

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

Mineralöl (Sigma M-5904) 

Polymerase (5 U/µ1; Taq-Polymerase) 
Stratagene 600139; in Anwendungskonzentration geliefert 

Polymerase-Puffer PX (Stammlösung lOx) 
10 ml Tris-HCI (1 M, pH 8.6) 
1,5 ml MgCh (1 M) 

50 ml KCI (1 M) 
1,0 ml BSA (1 % w/v in Aqua dest.) 
0,1 ml Triton X-100 (Serva 37238) 

ad 100 ml Aqua <lest. 
Lagerung als 2 ml Aliquote bei -20 °C 

Geräte 
Thermocycler Biometra Trio-Thermoblock für 0,5 ml Re,:i.ktion.sgE!fäfSe 

Biometra Uno-Thermoblock für 96-well Mikrotiterplatten 

2.4.1 Random Amplified Polymorphie DNA 

PCR-Ansätze wurden für insgesamt 40 Untersuchungen gleichzeitig hergestellt. Dabei 
wurden jeweils 20 DNA-Herkünfte mit zwei Primem getestet. 

Verwechslungen von DNA-Proben während des Ansatzes konnten durch ein streng 
standardisiertes Pipettierschema vermieden werden: Zwei Reaktionsgefäßständer mit je 
6 Reihen und 10 Spalten wurden längs nebeneinander aufgestellt. Von 1-20 2"eJKe11n,~e1,:n­
nete 0,5 ml Reaktionsgefäße wurden in einer Reihe in die Ständer In einer 
zweiten Reihe wurden weitere von 1-20 gekennzeichnete aber zusätzlich farblich mar­
kierte Reaktionsgefäße gestellt. Anschließend wurden 5 µl des ersten Primers mittels 
Multipipette (0,05 ml Combitip, Stellung 5) in die erste Reihe der Reaktionsgefäße pipet­
tiert, danach der zweite Primer in die zweite Reihe. Im nächsten Schritt jeweils 5 µl der 
1:100 verdünnten DNA-Proben in die untereinander in Spalten angeordneten Reaktions­

gefäße derart einpipettiert, daß sich die DNA-Tröpfchen zunächst nicht mit den Primer­
tröpfchen vermischten. Bei diesem Schema entsprachen gleiche Nummerierungen den 
gleichen DNA-Proben, farbliche Markierungen kennzeichneten Primer. 
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Um homogene Reaktionsbedingungen für alle gleichzeitig untersuchten Proben zu 
schaffen wurde das Reaktionsgemisch als Mastermix mit allen Reagenzien ohne DN A 

und ohne Prim.er für jeweils 40 Reaktionen gleichzeitig angesetzt (siehe Tab. 7). Meß­
fehler, die auf das Pipettieren kleinster Volumina für Einzelansätze zurückzuführen 
wären, konnten dadurch weitestgehend ausgeschlossen werden. Zusätzlich wurde stets 

10 % Mastermix mehr damit in der Multipipette eventuell verbleibende Rest­
mengen ausgeglichen werden. In den Mastermix wurden das sterile Aqua dest., der 

Polymerase-Puffer PX und das (Mengen siehe Tab. 7) in ein 2,0 ml RG pipettiert. 
Wegen ihrer geringeren Stabilität im hohen pH-Bereich kamen die Nukleotide (dNTPs) 
sowie die Taq-Polymerase zuletzt hinzu. Der Mastermix wurde gründlich durchmischt. 

Tab. 7: und Ansatz (50 µl Reaktionsvolumen) 

Reagenz Reaktions- Menge je 
konzentration Ansatz 

Prim.er (10 µM) lµM 

DNA-Probe 

Mastermix: für 401) Ansätze für 1602) Ansätze 
steriles Aqua <lest. 31,9 µl 1403,6 µl 5614,4 µl 
Polymerase-Puffer PX (10 x) 5,0 ~tl 220,0 µl 880,0 µl 

Tris-HCI (pH 8,6) 10,0 mM 
KCI 50,0 mM 
BSA 0,001 % 
Triton X-100 0,01 % 
MgCh 1,5 mM 

MgCh(50mM) 3,0mM 132,0 µl 528,0 µl 
dNTP(lOmM) 75,0 µM 132,0 µl 528,0 µl 
Units Polymerase OA/0,73)0 3,52/6,163) µl 14,1/24,63) µl 

Mit der Multipipette wurden je Probe 40 µl (0,5 ml Combitip, Stellung 4) des Mastermix 
zugegeben. Dabei wurden die vorgelegten DN A- und Primertröpfchen an den Rändern 
der Reaktionsgefäße heruntergespült. Um eine Aufkonzentration des Reaktionsgemi­
sches durch Wasserverdunstung zu vermindern, wurden abschließend die Ansätze 
jeweils mit 50 µl Mineralöl, bei Verwendung von Mikrotiterplatten mit 25 µl, über­
schichtet. Nach leichtem der Proben wurden diese in den program­
mierbaren Thermocycler (Programmierung siehe Tab. 8) eingesetzt. Die zur Amplifikati­
on benutzten Annealingtemperaturen wurden auf der Basis früherer Studien (Welsh & 

McClelland 1990; Williams et al. 1990; Steffan & Atlas 1991; Williams et al. 1991; 
Ellsworth et al. 1993; Ayliffe et al. 1994) empirisch für die jeweiligen Primer ermittelt. 

Nach der Polymerase-Kettenreaktion wurden die Proben entweder sofort elektrophore­
tisch aufgetrennt oder im Kühlschrank 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 Thermocyder 

Reaktionsschritt Schleifenzahl 

1 initiale 1 95 °C 
Denaturierung 

37 
2 45 95 °C 
3 Primer Annealing 60 40/53/60 
4 Extension 90 oc 
5 Auffüllen der Ketten 1 300 

6 Ende 1 oc 
1) Annealingtemperatur abhängig vom eingesetzten Primer (siehe Tab. 

2.4.2 

Die Verfahrensschritte zum Ansatz der zur selektiven Arnplltlkatio,n 

der zu den unter 2.4.1 beschriebenen. Unter­

der PCR. Die 
µl in 

schiede in der Wahl der Primer und der 
Primer 01 und 04 wurden .,....,.,,., ...... .,,..,.,,..,..,. erru!eise1t:zt 

2.5 von 

Resl:rikHonsenzyme 
siehe Tab. 9; vom Hersteller vPl1pt.,rt<" Reaktionspuffer wurde eingesetzt 

Geräte 
Kühlthermostat: Biometra KH-2 

lh1-ur,a~h:, wurden autgerermeten PCR-Produkte 

vo1rsi,chtig unter dem Mineralöl herat1sc,io1ettilert 15 µl in 

unter 2.4.1 beschriebene 

Statt der zwei Reihen wurden drei Reihen numerierte in die nebenein­
ander stehenden Racks Gleiche Nummern bedeuteten auch hier DN A­

Herkünfte. Farblich unterschiedliche kennzeichneten nun unterschiedli-

ehe Ke:str1lktionser1zvrne 1.J"-rLLLL~Huu:,,u konnten so drei Restriktionsuntersuchun­

gen die 

Proben im Kühlschrank bei 4 °C 

wurden zur Kontrolle der 
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Tab. 9: Verwendete Restriktionsenzyme, ihre Isoschizomere und Erkennungssequenzen 

Restriktions- Isoschizomer( e) 

Alu I 

BsiZ I Sau 96 I, Bsu54 I, Cfr13 I 

Bsp 143 I 

Hae III Bsh I, BspK I, BsuR I, FnuD I 

HhaI Cfo I, Hin6 I 

HinfI 

MspI Hpa II 

NdeII Sau3A I, Mbo I 

Rsa l 

Taql TthHB8 I 

Für die Restriktionsansätze wurden Mastermix wie 

wurde in 1,5 ml der m1tge1leJter1te 

Ansätzen wurde auch hier 10 % mehr Mastermix angese1:zt. 

ben sind der Tab. 10 zu entnehmen. Die I<estr1kt10r1senz-vrrte 

I und I + Rsa I 

BsiZ I einzeln für die Untersm:htm~;en emP-e~;eb~t. 

Lieferant 

Eurogentee 

Eurogentee 

Eurogentee 

Gibeo BRL, Eurogentee 

Gibeo BRL 

Gibeo BRL, Eurogentee 

Gibeo BRL 

Eurogentee 

Gibco BRL, Eurogentee 

Gibeo BRL 

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

PCR Produktmenge 

Puffer (10 x) 

Units 

Endkonzentration 

4µ1 

2U 

RG 

15,0 µl 

4,0 µl 

0,2 µl 

Mastermix 

88,0 µl 

4,4 µl 
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dest. 

Proben wurden diese in das auf 37 °C konstant erwärmte Wasserbad des Kühlthermo-

staten Nach 120 min wurde der Verdau mit 5 µl Puffer je DNA-

Probe Die unter 2.6.2 be-

schrieben. 
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Agarosegel 
8 

ad 200 

10,0 
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BRL 15510-027, electrophoresis grade) 

electrophoresis grade) 

0,4 ml Stammlösung mit 400 ml Aqua verdüm1t 
Lichta bschlufs 
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2.6.1 

Die iiUCJJJLJ;'--

Um 40 Proben 

mern der 
cm Puffer 

Für ein 

delnden 

schildert. 

2.6.3 

35 

in 200 O,Sx TBE-Puffer in der 
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2.7 

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 restp1,1ttensr;,e1ener 

Densitometrie-Software ScanPack II von Biometra 

Nach und konnten die Bandenmuster unter dem UV-

Auflicht bei 254 nm sichtbar werden. Die Gele wurden mit einer Polaroid MP4-

Kamera und Polaroid 667-Film durch UV- und bei Blende 11 photogra-

Die dabei je nach Intensität der Banden 17-28 s. Die Photos 
wurden ca. 70 s bei 20 °C entwickelt. 

Die Pnl;:irnuinlhn·tnc. t-'rc)grarrrm ScanPack II und einem 

Scanner bei einer ge:seemr1t und als Dateien im on:m,1D··u1 

format mit einer Atltlt>sung 

Arbeit wurden zwei 
1 rr,n,n•c,t-,rv Picture-Publisher Version 6.0 ZUSaJTillrl€]'tgl~SE:tzt und bei einer 

.... ,,,.,,,,,,...,... von 600 

2.8 

Mit dem ScanPack II wurde zunächst das der 

einzelnen erstellt. Anhand der als Größenstandards 
konnte anschließend den einzelnen RAPD-Banden ihr <>nn,-,--.v,rn,,,:,,.'~"'" MC)lekularge1w1,:ht 

In das ,.,,.,,...,. ... "'""'""' mteg:1ne1rt 

Uens1to~;rainn1e der 
uu UU.H.L·,.._,.,"'-,.. zwischen verschieden Proben ermitteln kaJ'tn. 

Als Nachteil bei der ,_, .. ,a .... u. ... HF,, der Ll11sten:m2t1visen erwies sich, daß 
die mit einem Primer untersucht wurden, u,::,·ro-11r11,,::,n werden konnten. 

nur Proben, 

,., .. ,.,,..~ . ..,.,..,......., wurde daher bei den Vorversuchen zur der Isolate 

~ ... 11,nr,,a,rnr,crc,-n wurden durch wiederholte PCR validiert. 
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2.8.2 Restriktionsanalysen der 

Zur Darstellung der Ähnlichkeiten der Isolate anhand der ITS-
Restriktionsmuster wurden durchgeführt. Dazu wurde die Gesamtzahl 
aller die mit einer erzielt wurden. 
Anschließend wurde Probe innerhalb dieses Bandenrasters auf vorhandene 
nicht vorhandene (0) Banden bonitiert und daraus eine 0-1-Matrix erstellt. 

zierbarkeit 
merkmalehera11gE~zc>gE1n 

bzw. Teilver-

Die Matrizen aller sechs wurden und 

2h 
a + b 

1.m111<:mce1tsnn.a1tnx wurde über den Dice-Koeffizient 

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

'-,;u·nn,nu,rn zum Dice-Koeffizienten ist Nei und Li's distance & Li sowie 

1990). Diese Koeffizienten erwiesen sich für RFLP- und 
11c·ur.o,rh·1nctan als brauchbar 

1994; Moser & Lee 1994; Stammers et al. 

.-,:;.,.,...,...,r-..r & Civerolo 1989; Francis et al. 

für die 
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3.1 

Durchschnitt zu besser auswertbaren Ban­

Standard-RAPD-Primern. 
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3.2 

3.2.1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

39 
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Proben-Name 

F. sambucinum 

F. venenatum 

F. torulosum 

Ähnlichkeit 

0,00 0,50 1,00 

3 ERGEBNISSE 

BBA-Nr 

62.433 
62.434 
64.226 
64.480 
64.484 
64.678 
64.737 
64.960 

64.995 
64.998 
65.009 
64.262 

64.537 
64.757 
64.935 

62.398 
63.933 
64.465 
64.479 
64.645 

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

In der werden die Isolate von Fusarium sambucinum, F. venenatum und mit 

Unterschieden die Isolate von Gibberella Die G. 

Isolate 62.719 und 64.918 unterscheiden sich von F. sambucinum und F. venenatum nur 

6). Fusarium sambucinum und F. venenatum können 

hier nicht unterschieden werden. Erst durch bewußte der Restriktionsbedin-

gungen konnte mit der Hae III+Hinf I ein teilweiser 

erzielt werden, mit dessen Hilfe Isolate von F. sambucinum und F. venenatum differen­

zierbar sind. Bei Isolaten von F. venenatum sind dabei durch eine zusätzlich auftretende 

Schnittstelle weitere Banden zu erkennen Das Isolat 64.262, welches 

anhand der RAPD Muster Abb. 9) nicht werden kann, ist in 

den ITS-RFLP-Mustem mit F. sambucinum identisch. Zu Isolaten der 

B besteht eine Ähnlichkeit von ca. 60 % . 
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Abb. 8: bei Fusarium-Arten der Sektion Discolor durch Überverdau 

sowie 
64.351, 

Restriktionsenzyme: Hae III + Hinf I im Doppelverdau, je wurden U eingesetzt. 
Zwei zeitlich DNA-Präparationen bei Isolat Pfeile - Fragmente durch 
Überverdau. 

F. bactridioides 

e112:enstamd H:!E~s Muster erntaeuntg abgirenLzein. 

der Stamm von F. bactridioides mit einer 

Restriktionsmustern von F. cerealis und 

Stämme von Fusarium torulosum lassen sich von F. sambucinum und F. venenatum mit 

Ausnahme der mit BsiZ I stets wobei das Isolat von F. 

mit den untersuchten von F. torulosum nicht zu 
unterscheiden ist. Die als weitere Kontrollen Isolate von F. 1nt,?r11'1111m 

c01nv11ct1um und F. sarcochroum weisen zu F. torulosum und F. fiocciferum 
von ca. 68-80 % auf. Die aller Banden clustert diese C mit einer 

% b~&n 

3.2.2 

Von den untersuchten 

Primer 24, 25, 
Prc:r,::.1-,Pn deutlichere Muster mit TAT<3n,n-a,n Erf~etm1::;se sind anhand 

der ampHtiz:ten~naLen Primer 05, 06, 15, 
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Klar sind die mit der RAPD differenzierbaren Gruppenzugehörigkeiten erkennbar, die 
im wesentlichen untersuchten Arten entsprechen. 

Mit Ausnahme des brasilianischen Isolates 64.262, zeigen alle Fusarium 

sambucinum-Isolate sehr einheitliche Muster. Eine Abwei-

chungen zum Bandenmuster kann aus den aus :::,pan:ten 

Isolaten 62.433 und 62.434 dem Gibberella 

~bvveichlUrtgE!n denen 

von F. sambucinum, während die Muster von Stamm 64.918 nicht zuzuordnen sind. Eine 

Variabilität weisen die Isolate von F. venenatum wobei 

Banden- und mit Primer 63 bei den Isolaten 64.537 

und 64.757 zu erkennen sind (Abb. 9d - Pfeil Weitere LJ0J.vn10roh1sn1en 

amlpl1lt1z1erten Banden sind mit den Primern 44, 63 und 06 erkennbar 9b, d, f 

Zwischen F. sambucinum und F. venenatum sind Banden monomorph, 

d. h. sie weisen identische die besonders mit Primer 32, 44 und 06 
ersichtlich sind 

Das aus den Bandenmustern herausfallende brasilianische Isolat 64.262 

m<Jn<Jmtorphe Bande aus, während eine 

rakteristisch für F. venenatum-Isolate 

Eine F. sambucinum Bande 

Isolate von Fusarium torulosum besitzen eine stärkere mt:rfü,PE~zu:1sc:ne die 
besonders bei der mit Primer 40 
rakteristischen Banden, treten Primer weitere l-'Ahn-nf"o"l"r>,ht,c,_ 

men auf. Anhand einzelner lassen sich die Isolate 
2:f11P1Dle're11.. l:),ezc)e.-en auf die Summe der mit allen Primern erzielten l-'ri.lUl-rtl'or-n,h1<C,n'1iD1'\ 

sind die Muster Das Isolat von F. flocciferum welches identische 

ITS-RFLP Muster mit F. torulosum läßt sich über die Bandenmuster deutlich 

werden, Beide 
0 r,,1-.-..,on,~..-»--.+-0 n Isolate sind in ihren Bandenmustern zueinander sehr ähnlich. Die Isolate 

64.280 und 64.351 

Von den Kontrollstämmen weisen Fusarium culmorum und F. cerealis 

zueinander ähnliche Muster auf. Die anderen Kontrollen F. bactridioides, F. sarcochroum, 

F. lateritium und F. die mit keinem der anderen P-etf'ste­

ten Isolate übereinstimmen. 

Das unbestimmte Isolat „Korschel kann, da sein Muster keinem der vo,r11egencten 

RAPD-Muster keinem der getesteten Isolate werden. 
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3.3 

3.3.1 ITS-RFLP bei F. tabacinum und anderen Fusarium-Arten 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 

il 
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Abb.10: l'LIJ-hr:~e1:m.1si,e bei Fusarium tabacinum und anderen Fusarium-Arten 
Kei,tnkttcms«~nzym,e: a) Msp + Rsa I; b) Hae III+ Hinf I; c) Hha I Taq I; d) BsiZ I; 

I. 
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Fusarium tabacinum-Isolate stellen sich anhand der 

oerw:K~ncnngu.ng aller verwendeten sehr uneinheitlich dar. Unter 
lassen sich die fünf f\/111Cf-,01"('.1'1"111n"t"'<::>n F. tabacinum differenzieren. Nach der Clus­

B und C bei einem 

C von B nur durch einen mit 

unterscheidet Der 

Isolat 62.445 innerhalb der festzustellen. 

b) mit Isolaten aus der ITS­
wurde er in der cll1st,enmcll"rt1c,rh,:,n At1svve1·tunfYnicht bonitiert. Das Isolat 

67.557 bildet mit Hae I+Hinf I Muster aus 

und wird dadurch in D zu den anderen 

vorhanden sind. Gleiche werden durch den Ver-

dau mit I+Rsa I B identische Muster mit 143 I 

erzielt werden. 

Ähnlichkeit 

0,00 0,25 

Abb. 11: Clusteranalyse der 
Isolaten 

0,50 0,75 

F. tabacinum 

1,00 

64.010 

64.809 

6R026 
66.135 

62.445 
68.046 

67.558 
62.444 

67.563 

64.585 

68.040 

68.039 

66.190 
66.202 

68.042 
64.343 

68:041 

67.560 

Fusarium tabacinum und anderen Fusarium-
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Gruppe E ist mit drei der sechs Enzyme bzw. Enzymkombinationen von den anderen 

deutlich In dieser 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 A-D bestehen nicht. 

Als Kontrollen Isolate von Fusarium mensmc,zac:s 

leum, F. oxysporum f. sp. Rasse 1, F. U)r111r,c11·m 

und F. sambucinum unterschiedliche Muster und werden mit einer 

HULU'-H"'-'-i~ von ca. 26 weit entfernt von F. tabacinum-Isolaten ge,:1u:stert 

F. coeru­

F. illudens 

Beachtenswert ist bei F. coeruleum die die F. mensmc,zal:S 

oxysporum, also entfernt von den anderen Martiella-Fusarien F. solani und F. illudens. 

Die meisten 
erzielt, welche ZU vier 1\/111<:tPl"(Tl"l'll"ll''\Pft 

Verdau mit I+Rsa I 

Isolate von F. tabacinum nur durch einen 
Keine Unterschiede sind mit den Hnru,m,:,,n 

3.3.2 RAPD-Studien bei Fusarium tabacinum 

mit 

den benutzten Primern erzielt. Mit keinem der untersuchten Primer sind Banden 

finden, die identisch 

anhand der Bandenmuster zuerrtantaE~r 
durch 0'1"1rtnnu>rPn 

isolierten Stämmen der 

68.046, 68.043 und 65.834 können zu einer 

werden; identische Muster werden dabei 

Primer 16, 22 und arrtp11t1.,~1e1ren urc,nu-,-0 "" Banden als die anderen Primer. Trotz 

den an1:1e1·en 

Isolate 68.040, 68.039, 66.190, 66.202 und 

68.021, 67.557, 68.038 und zusammen. Mit den anderen Primer werden für diese 

Isolate nur übereinstimmende Banden zueinander ähnliche bei nicht 

allen Isolaten erzielt. 

Das RAPD-Muster bei Isolat 67.716 mit bei 
I tesitgei~te!lte1:n um52;enpo1ymon:m1E,mt1s 

en:iJe1ct1,bares wurde bei Isolat 62.445 F..'-."''-' , ..... ,...---, den Isolaten 64.010, 

64.809, 66.026 und 66.135 mit Primern 05 und 15 testgeiste:Ht. 

Korrelationen der 
bei 
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Proben-Name BBA-Nr. 
~ ~ .3: ~ E:: > y,J ~ 

,p. 

er Größenstandard 1 kB Leiter 
~ 

00 ............................ ,. 
?"' F. o. f. sp. aechmeae 62.298 ~ .... 
~ - batatas 62.299 -betae 64.378 l""j 

callistephi 65.837 rJ} 
1 

cepae 62.306 ~ 
cattleyae 62.302 ~ 
chrysanthemi r2 63.890 ""d 
conglutinans r2 63.757 O"' 
conglutimms 63.571 

l't) .... 
conglutinans 62.308 ~ 
cubense 62.312 C 

~ cucumerinum 62.314 ~ 
fJl - cyclaminis 62.316 {! "d '"l"j -~ - gladioli 62.324 C 
+ ~ - lupini 62.333 ~ 
~ ~- lycopersici r1 62.059 --~ ..... ;! 
~> - lycopersici r2 62.060 ~ -~ - melonis 62.342 
::r:: l'll 
Sl,l ::::i opuntiarum 62.349 
(!) Q. - passiflorae 62.355 ..... t'!) :::: ... - pisi r2 62.058 
+ 
::r:: - tracheiphilum r1 63.927 
s· - tuberosi 62.367 ~ ....... 
,-.; - tulipae 62.372 ;:: 
~ - dianthi 65.195 ~ ::r:: - vasinfectum 66.843 
~ ~ 
jj;i vasinfectum 65.633 = vasinfectum 66.844 = >-3 vasinfectum 66.847 Q.. 
Sl,l 

~ ,..0 vasinfectum 66.846 ...... 

~ 
vasinfectum 69.520 :.::i 

Oj - vasinfectum 66.845 ~ 
fJl 

- _v_a~~n_fectu.m. . . .. 6~ß?9 s-N 
...... F. redolens f. dianthi 62.394 E' m 

,0 
F. redolens 67.774 ;:! Cl 

.. 6~:??? 
m 
Cd 

F.udum 62.451 z 
tii 

F. acutatum 63.520 CJl 
, ............ . ..... m 

Größenstandard 1 kB Leiter 
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62.058 

65.650 
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Die untersuchten Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum-Isolate 

RAPD-Muster in die fünf A-E (Abb. 

pen verschieden sind. 

51 

sich anhand der 

den einzelnen 

befinden sich die in Reinkulturen duftenden Isolate 64.495, und 
~b1?:renzuntg g,egE~ntibE~r den anderen über 

zusätzliche t'o.tvnn01·prnsrne111, die mit den Primern 15, 44, 63 erscheinen (Abb. 15a, b, d -

Pfeil 

Ein hohes Maß an dieser 

der die Referenzisolate der Rassen 1, 

66.843, 62.373 und 66.847 fallen durch 

re vornehmlich in schwacher Banden, werden mit 

anderen Primern erzielt. Innerhalb der Rasse 4-Isolate sind bei den Isolaten mit 

Primer 44 und 69.519 mit Primer 05 Banden festzustellen. 

In der D befinden sich Isolate der Rassen 

Bandenmustern. Es sind nur 

bei schwach Banden insbesondere mit Primer 15 und 05 feststellbar 

15a, e - Pfeil 

Bei Fusarium oxysporum f. sp. dianthi können 

differenziert werden, welche 

trennen. 

Die Kontrollen eirtgesetzte·n 
F. 

rum f. 



Nectria 
F.- -

kB Leiter 

\.n 
N 





54 ERGEBNISSE 

Hn,~,onHa anhand der 

rakterisiert: 

nov. Ir Nectria 

F. radicicola innerhalb 

Isolate von F. eumartii, F. 

Isolate und Fusarium sp. nov. VI identisch. 

l+Rsa l können die fünf Arten Fusarium nov. 

Nectria borneensis, F. coeruleum charakterisiert werden. Ebenso 

F. 
anderen mit einzelnen l-,.-.~n,rnr,,..., 

l-in7-un,1-,;,cn"111ncrPn in mit unterschiedlicher ZUSammen-

2::f1JD!J1t~f€11 Hae III+Hinf I oder Hha I Fusarium nov. VI und Nectria 

sutJscc1w:ns zusammen. Hae III+Hinf Muster für F. striatum, F. solani f. sp. 

eumartii und borneensis. 



F. 









3 
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Isolate von Fusarium solani F. carneolum von Nectria haematococca 

eine auffallende Variabilität in ihren Bandenmustern. die mit 
allen Primern im direkten erzielten Gesamteindruckes lassen sich die diesen 

Arten RAPD-Muster ableiten. Anschließend können 

Marker als artcharakteristisch definiert werden. Primer 15 und eine 

für alle Isolate von F. carneolum charakteristische Bande die zur 

solani werden können. Dennoch sind 

zwischen beiden Arten in den Bandenmustern feststellbar. Eine Reihe von 

Markern treten dabei bei allen Isolaten 19b Pfeil während 

19d Pfeil 

Die der Isolate von Fusarium 

Marker weiter unterteilt werden. Eine 

Primer 06, in Abb. 18d. Eine umschließt dabei die Isolate 62.233, 

64.381 und 69.484, eine zweite die Isolate 68.572, 64.404 und 64.107 und die dritte die 

Isolate 62.214, 64.552, 64.222. weist das in der zweiten Isolat 

64.404 ein unterschiedliches ITS-RFLP-Muster auf. 

Mit waren die Isolate von Fusarium sp. nov. II und III 
bereits charakterisiert 

Anhand unterschiedlicher und charakteristischer RAPD-Muster mit mittlerer Variabili-

die 

Isolate von Fusarium striatum und F. beide in der 

angeine,:1e1t, können mit RAPD unterschieden werden. Mit Primer 15, 44, 

Abb. 

sp. cucurbitae Rasse 1-Isolate sind in den RAPD-Mustem deutlich 

netrntm1111um (= solani f. sp. cucurbitae 2) unterschiedlich. Die ITS-

-Unb:~rs,:::hE~Id.ung in die All und A12 wird durch RAPD-Differenzen 

Das Isolat 68.003, welches als F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 
erhalten wurde kann ,,,,.~,..,..,. ........ ,; seiner Bandenmuster als F. solani var. 

identifiziert werden. 

die früher auch als Fusarium eumartii bezeichnet waren und nach den ITS-

RFLP-Resultaten in den Al, A6, und B2 lokalisiert sind, erscheinen 

Das Referenzisolat 62.215 ( = CBS 

für F. eumartii bildet ein einzelnes RAPD-Muster innerhalb der Blaus. 
nh-.. .... ,,,...,,; der der Isolate 65.064 und 62.213 sind diese in 

einheitlichen RAPD-Mustern die Isolate von F. 

die Isolate von Fusarium sp. nov. zu finden 

B1 sind mit 

und mit etwas variableren Mustern 

Die beinhaltet die anhand der RAPD-Muster hoch variable 
von Fusarium sp. nov. IV. 



ERGEBNISSE 61 

Zwei von Buxus isolierte Fusarien sind als Fusarium sp. nov. VI in der gleichen ITS-
B5 wie Nectria Von Nectria sind 

durch einheitliche RAPD-Muster klar abzutrennen. 

die mit 
als mit den anderen Primem. Alle Isolate 

B6 charakterisiert. 

Fusarium illudens bestimmte Isolate in den RAPD-Mustern 
variabler. Einzelne Banden für alle Isolate dieser Art werden mit den 
Primem 06, 40 und 63 mit Primer 55 und 65 monomor-

Marker mit Fusarium sp. nov. VI und Nectria h Pfeil Mit 

Ausnahme von Isolat 64.788, welches in der 

alle Isolate von F. illudens in B7 sortiert. 

• ~,uu.u.u."' sind die der lsolate von Nectria plagianthi, Nectria sui1seaw?ns 
und Nectria borneensis anzusehen, da nur ein Isolat für die zur 

--.Liu.h,,.u,,h stand. Alle Isolate sind anhand ihrer charakteristischen Bandenmuster 
und ihrer ITS-RFLP-Muster voneinander und den Arten unterscheidbar. 

Isolate Fusarium coeruleum bilden nahezu identische RAPD Muster aus. Innerhalb 
der ITS-RFLP C haben keine zu anderen Martiella-Mustem. 

den RAPD-Mustem innerhalb der 
die '""''~...,,~.....,.~~ ..... h 

Intensitätsunterschiede dieser Bande bei einzelnen 
f. sp. batatas und F. ambrosium seien hierbei außer acht 

63 innerhalb der Al 
18b, e, Abb. e; Pfeil mit Ausnahme 

1uu~m11tococ:ca, F. solani f. sp. batatas, F. ambrosium und F. em:mrn'.:es. 
liefern die Primer 05, 06, 63 

Geig;ens,ltz zu den Primem differenzieren die Primer 27 
und 55 mit deutlichen Musterunterschieden und kaum identischen Markern die RAPD­

Gemeinsamkeiten werden schwächer oder gar nicht 

Diese Primer sind als konservativ oder in auf die Differenzierbar­
keit anzusehen, da sie anhand charakteristischer Banden die Gemeinsamkeiten aus den 

den oben 
RAPD-Muster auf. 

mittels ITS-RFLP Wil1er·sp1leg1~ln. 

Isolate von 
untereinander zumeist unterschiedliche 
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4 
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Innerhalb eines Bereiches von 4,0 - 5,0 mM GE'.samt:Konzentrano,n wurden in Vor­

versuchen keine Bandenmusterdifferenzen tes,tg:iestellt. vorlH~g:E!ncten Untersuchun­

U.U.A'-'''~'--'-"-'L1-U.L. Keinen Unterschied machte es gen wurden daher bei mit 4,5 mM 

dabei, ob die aus 

Gewöhnlich werden für 

1V1,1gi1es:1u:tnatcetatstam.mten. 

Nukleotids auf 50 µl Reaktionsvolumina emtge::;etc::;t 

1993c; Manulis et al. Die dNTP-Konzentration ist von der 

und Prirner-Konzentration, wobei wiederum eine zu hohe Konzentration den 

Gehalt freier und damit die und das 

beeinflußt (Rolfs et al. 

Die Vorversuche "-'"--''J:.•''--'-•, 

gen in den RAPD-Bandenrnustem auftreten. 

in Vorversuchen zu einer aus 
intensiv anfärbbare Banden ersichtlich war. Höhere Konzentrationen führten zu Inten­

die ab 125 

trationen sollen auch einen vos1t1VE'.n 

haben & Sachse 

Primer 

der untersuchten Primer verursachen schmierende Banden ,., .... ~~,,,...,_,.., unspez1t1-

scher oder schwach anfärbbare Banden . Solche schlecht arript1t12:ie-

rende Primer sollen durch der J."'c:a.-"'.ULllli:l>IJCU.ll,hu'uF-,'-U 

& Gale 1992; Munthali et al. 1992; Edwards & 

in einer 

darauf verzichtet solche Primer einzusetzen. 

i-.-.1-,mc. 10 Prirner-Konzentrationen werden bei PCR im Bereich von 0,02 bis 

1,0 µM je 100 et al. 1992; Lachmund & Sachse 

Artefakte vermeidbar sein 

hohen Primer-Konzentrationen 
11c,:Arn•v11nn- auf die Artefakte und die 

trationen steigt auch die Anzahl der 
U IJ,en,ctl,UlS die Primer ho,,rr,1r7t'I o-f-

(MacPherson et al. 

Primer-Dimer-Artefakten und nicht 

1989; Erlich et al. 1991; Simon al. 1991; 
Mit Hot-Start-Techniken sollen solche 

nur bei sehr 

Mit höheren Konzen­

da mit zunehmenden 

kom1plE~mentär·en Bereichen binden 
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Die Prirner-Konzentration für 

4 DISKUSSION 

sich auch bei 

zu unklaren RAPD-M ustern 

mit l 
je 50 µl Ansatz ermittelt. Konzentrationen bis 015 

crt·nAre>rlhDr rrt:>·ti::>rnr.:>n Banden. Höhere Konzen-

trationen bis 

Inkubation seien die kritisch-

et al. Die Wahl 
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erwies sich die höhere von 

un1tenmchte Allmealrng;ze1ten von 30 bis 120 keine 
Unterschiede in den Bandenmustern. 

Pauls 

Bandenmuster 
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Ke,ag1~ru~1eJn, n~ge:im.ä!S•1ge Kontrollen auf Verunreinigungen und steriles 
Arbeiten u,.:,.t-rnr.n-11,,..,h,,t- & 1989; Nienhaus & Gehrmann 
1991 ). 

et al. 1988) ist die 

4.1.2 

Üblich verwendete Decamere zumeist zwischen O bis etwa 9 Banden 

et al. was mit den meisten in der 
verwendeten 10er Primem übereinstimmt. 

Primer 27 war in der Bandenanzahl mit den Primern ve1rg1i:::1c.no,::n 

durchschnittlich mehrere als Decamer-Primer 

Last112:11cme et al. 1993; Fritsch et al. 1993; MacPherson et al. 1993; Bidochka et al. 

Die vorlH~gE~ncLen tm:i.:etmu~se mit den Primem 05, 06, 16, 55, 63 und 65 sowie andere 

Primer, 

worden sind 

den 

für den selektiven Nachweis von 

et al. 

GC-Gehalt der Primer 

Standardvorschriften zum P-..,.v.,:, ... rilac-,,.,..... en1tsprec:henct werden Primer mit höherem GC­

Gehalt für Durch höheren GC-Gehalt 

zur 

Nach Williams et al. (1990) kommt auch dann zu einer wenn die 

on1m,setztmi;~en dafür sind 

des Primers, also dem 
KomrHeiment.::n zur tDNA sind. 

aus um die theoretisch 3 AT-
._,,.,_,u., .. u,1"' ..... ' '· Bei angenommenen Verhältnissen von G, C, A, T in der ,n,,,,,u..,,_ 

sehen DNA, hat also ein GC-reicher Prirner eine höhere Wahrscheinlichkeit i,u.,.u,i,:.,._, 

eine ausreichend feste ~~, ..... , ... u;c, .... i 

denanzahl erklärbar ist. 
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Für verschiedene werden bereits über 

mtersmcnungen mit drei oder vier Primem erzielt (Hu & 1991, Durand et 

al. 1993; Freeman et al. 1993; Hamelin et al. 1993; Russel et al. 1993; Wolff & Peters-van 

1993; Mendel et al. 1994; Plummer et al. 1994; Savard et al. 
decken sich mit den vorm~gE!ncLen Hrir,::,,h,.-nnn·o-n 

Primerklassen 

untersuchten Proben zu Bandenmustern oder 

ferenzierende Bandenmuster Diese Differenzen sind auf 
schiedlich konservierter KegICmen der DNA '7,,.,..,,,,1,~,ni-ü 

Primer abdeckt et al. 1993; Williams et al. Primer, die konservative 

erzielen höhere Bandenmusterähnlichkeiten innerhalb von 
rtK.on1p1ex,en, welche als Hinweis auf verwandtschaftliche öez1e,nu'.ng;en 

zwischen Taxa werden können. Zu dieser sind insbesondere 

Primer 06, 15 und 32 zu zählen. Bei näher verwandten Arten oder zur besnmrnung 

ml:ra:spi~z1t1sch1er Variabilitäten ist der Einsatz von Primem, die variablere DNA-Bereiche 

• .. ""'""" .... ,.. besser In diese sind insbe-

sondere Primer 63, 55 aber auch Primer zu zählen. Der Einsatz unterschiedlicher 
Primerklassen ein umfassendes Studium verschieden variabler der 

Proben-DNA. 

4.1.3 

Banden bei ten~p!ateunabhrungi1geBanden 

als Geisterbanden be­

& Grimont 1993; 

et al. 

ge1·m~!en Konzen­

trationen vor und treten nur bei einzelnen Primem unreJ:?;elmilli1g bei Proben auf, denen 
zugeE,eü'.';t wurde. Andere Ursachen sind da rej~e1m,1151g 

et al. 1994). 

et al. 1990; Klein-Lankhorst et al. 1991; Meunier & 

beeinflußt die vermutlich unterschiedliche 
nicht die RAPD-Bandenmuster: Sobald Proben-DNA im 

1<eaKt1ons12;ern1E,ch vorhanden ist, verschwinden diese Artefakte. Zudem stimmt keine 

der wesentlich schwächeren Banden mit den normalen 
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tion der Intensität 

Nach 

Primer 44 erzielte 
oxyspon1n1 f. sp. va:,intectuirn-Lso,1a1:en~haPar~>ncr~ 

mit 

allen anderen 

15b Pfeil 
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4.2 

4.2.1 

t:Se,1::1eJ1ur1gen zwischen den RAPD-
'1tten~n2:ie1·uru? durch in 

64.262 aus Brasilien und 64.918 (Gibberella aus Indonesi-
'°.,..,""""' ... "'"h"='" dabei nicht dem für Fusarium sambucinum Bandenmu-

ob diese Stämme tatsächlich als echte F. sambucinum 
da sie mit zwei Teststämmen von G. r,11.1·1rr11'1C nicht kreuzbar waren 

diese beiden Stämme ues1arct1ms & Nelson Auch in weiteren Merkmalen 

Unterschiede. Während bei allen anderen Isolaten von F. sambucinum und F. venenatum 

konnte, diese Stämme 
Kulturfiltrate der untersuchten 

F. venenatum- und F. sambucinum-Isolate im Biotest toxisch auf Artemia salina 

nn1gE•gen erwies sich das Isolat 64.262 als nicht und das Isolate 64.918 als 
/..._,,.•h,i..-.u-H- et al. 

Resultaten nicht als 
Fusarium sambucinum anzusehen wären, bilden die aus wärmeren Keg10inen , ... ,1'"'\,,1'"'\,,,,...,.. 

und stammenden Fusarium sambucinum-Isolate eine anhand der RAPD­
Muster unterscheidbare Weitere Korrelationen zur Her­
kunft oder zu Wirten konnten bei F. sambucinum, F. venenatum und F. torulosum 

nicht werden. 

ur1tersc:nE'.1ctun1g von Fusarium sambucinum und F. venenatum anhand der ITS-RFLP­
ist nicht .,....,"..,.''"'"' 

o-p·mi:>1n•c;;,,,-npn Produktion von DAS beider Arten 

ge:scrt10:ssE~n werden. Erst nach ge,;,:;1eJlte1n 

ben-DNA war eine 
H"-'F.'W .... ,.,. Fusarium torulosum läßt sich stets deutlich und wie die Ltus1teranaqrse 

können mittels ITS­
RFLP auf einer und variablen Ebene charakterisiert werden. 
Danach ist das brasilianische Isolat 64.262 in den zu F. sambucinum und F. 

bei der ist dieses Isolat in den 

mit F. sambucinum identisch. Die beiden Gibberella 

Isolate sind nur durch die I+Rsa I untereinander 

und von F. sambucinum und F. venenatum zu unterscheiden. 

anhand RAPD und ITS-RFLP stimmen mit 
Fusarium sambucinum 

g1e:ic.r1en Pilzisolate mit verschiedenen 
Techniken untersucht haben. 
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IDCt<:>,..rhr,c & Nelson untersuchten das Kreuzungsv1er11alten 

Teststämmen von Gibberella (Mating 

ents-i:>rachien, erwiesen sich dabei als 
die Isolate anhand ihrer 

,,..,.,.,....,.,.,,u,..-..r, wurden dabei zur 

Zahl an Markern konnten sie F. sambucinum, F. venenatum und 
sicher unterscheiden. Beide Isolate von G. pulicaris waren dabei von F. 

untersc!ue1ctl11ch; ihre Variationsbreite war mit den ITS-RFLP-

Thrane & Hansen untersuchten die Sekundärmetaboli-
tertz1.JtsamrnensE~tzung dieser Isolate: Alle dem RAPD-Muster für F. sambucinum an 1rcn„0 -

chenden Isolate (DAS) sowie zwei nicht identifizierte 
Metaboliten. Lediglich bei den Stämmen 64.960 und 62.719 wurde zusätzlich Butenolide 

Stämme von F. venenatum ebenfalls DAS, waren aber durch 

einen anderen nicht definierten Inhaltsstoff von F. sambucinum unterschiedlich. Vier 
Isolate wiesen zusätzlich Butenolide auf, die in ihren RAPD-Mustem jedoch keine 

Unterschiede zu den anderen Isolaten aufwiesen. Die höhere RAPD-Variabilität bei F. 

einer bestimmten 
den ITS-RFLP- und RAPD-Resultaten ve1rglc~1clh.bclf 

Die Stämme 64.351 semitectum var. senntt'.Ct1<1m) sowie die nicht identifizierten 
Isolate 63.575, 64.371 und 64.280 werden als e1g:en:stanct1ge 
Bei diesen Isolaten sind Korrelationen der RAPD-Muster zur Herkunft 
H-"''-"'._,_,.,.._,.,u, wobei die neuseeländischen Isolate 63.575 und 64.371 sehr ähnliche RAPD­

Muster aufweisen. Zu beiden anderen Isolaten aus den und den 
Niederlanden sind feststellbar. Szecsi et al. (1995) stellten 

e1g;enstana1ge Esterasemuster für die Isolate 63.575, 64.371 und 64.351 fest, 
bei Isolat 64.280 waren die mit denen von F. sambucinum identisch. 

Thrane & Hansen (1995) konnte bei den ersten 
drei Stämmen nachweisen, daneben traten Zerealenon oder Butenolide 

Stamm 64.280 ausschließlich ein Fusarin-ähnliches Toxin. 
dieser ist daß es sich bei den neuseeländischen Isolaten 
ebenfalls um F. semitectum handelt. Die Unterschiede in den RAPD-Mustem könnten auf 

u11tte1renz1E~rung auf der Ebene von Varietäten oder sp4ez1a11:s1erte 

uu.,u..__ ... u, ........ L zu F. semitectum, bleibt vorerst unklar. 

semitectum­

aogei;e~ten von der 

Die ob Fusarium bactridioides F. sarcochroum synonym zu F. sambucinum 

zu betrachten sind oder nicht, konnte über Merkmale nicht ,:ur,r!c,HMf& 

beantwortet werden Nach den ITS-RFLP-Resultaten ist Fusa­

rium bactridioides deutlich von F. sambucinum und den anderen Isolaten durch unter-
schiedliche Vielmehr stellt die 



von F. semitectum und F. 

ge 

entstJrE·chen und damit die 

stützen, sind sarcochroum mit F. smntJ1'lcinum 
Sekundärmetaboliten F. bactridioides 

für eine zu F. die Produktion 

rv101s:cnen Metaboliten. F. sarcochroum, 
ähnlichen der auch von dem Isolat 64.280 ,,...,,.,.,.,-11 ,..71 •0 "1--

die verschiedenen 

welches beide Arten im L:.e:g:ens.atz 

Gleiche ITS-RFLP-Muster und RAPD-Banden, insbesondere mit 

Primer demonstrieren eine 

F. torulosum. Da 

in 

anderen 

dum und F. robustum einzuordnen 

Die 

Techniken mit RAPD brauchbare taxonomische 

halb der Sektion Discolor durchführbar sind. 

zu 

F. tumi-

B. bei dem brasilianischen 
hP1°cu:,,rir,rtn,ot klassifiziert werden. Andererseits 

f/n,-,,,,,,,,,,,,..,,, oder F. 

ITS-RFLP-Muster über 
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hohen Variabilität daß sich Isolate dieser Art 

an bestimmte Wirte 

F. oxysporum 

von 

oder 

nen ITS-Restriktionsmuster Cucurbita isolierten Stämmen 

68.022 mit ihrer Wirtsherkunft korrelieren. Weitere Korrelationen waren diesem 

nicht feststellbar. Unterschiede in Verbin-

RAPD-Bandenmustern 

tabacinum f. sp. cucurbitae 

::,t,im.mi~n, die auf ihre Kr1eu;z;p,1tnogen1tat ge1g;erm!Jer 

~~i~._,.._H & Gams 1968; Gams 

Pascoe Zazzerini & T osi 

Hier müssen mit den über RAPD charakterisierten Isolaten weitere Untersuchun-

gen zur über Auftreten sp1ez1a11.s1E'.rtE=r 
,_,~~~~~·~ treffen zu können. 

Die ITS-RFLP uo,rrrl,rh,on mit den RAPD-Mustern h0Il1()\rt=nE~re 

bleibt die Bedeu-
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Läng1en1p0Jlynn01rpius1men als bei Fusarium 

zueinander ähnliche RAPD-Muster für Isolate mit oder ohne 
LJ0.lvr:no:ml11sm11s aufweisen hierzu auch Abschnitt 4.3.1 - S. 96). Bei den 

A11t1pJl1tIJkat1011en mit Prirner 16, 22 und 27 sind wE•n11;rer 

Primern. Trotz ge:rrnge·rer \/a-,..,;ua ..... rh,,nn- interessant, da sie offen­

sichtlich konservativere Bereiche der und daher 

wurde Fusarium tabacinum zur Sektion neben F. merismoides 

& 1968). Die taxonomische Revision von Palm et al. (1995) 

F. tabacinum als neue Plectosporium davon ab. 
Sektions-Variabilität von 70 % nach der zwi-

schen F. tabacinum und dem in der F. merismoides wurde 
in dieser Höhe bei keiner anderen der untersuchten Sektionen festgestellt. Legt man die 
durchschnittliche Variationsbreite von ca. 30 % bei ITS-RFLP-Mustem innerhalb der 
Sektion Martiella (vgL Abb. 17) mit Ausnahme von F. coeruleum als 

dann wäre daraus zu daß F. tabacinum nicht in die Sektion t,uvwnno-

tes einzuordnen ist. Die molekularen Daten dieser Arbeit stützen damit die Erkenntnisse 
der neueren Revision von Palm et al. (1995) als euter1stiin<11E:e ..._,uLu.u,;::,. 

4.2.3 

aus der 
& Hansen (1940) wurden aus der Subsektion Orthocera die 

spiez1all:s1erten Formen betae, callistephi, conglutinans, aus der Subsektion Constricta, die 
sp,ez1a11:s1erten Formen batatas, lycopersici, melonis und tracheiphilum und aus der Sektion 
Oxysporum die 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 früheren 
et al. 1987) überein. Nach Kenntnisstand über die Kcn:uorntno-

fischen Variabilität der ITS-RFLP-Muster 4.3.1, S. 

Einheitlichkeit dem für F. oxysporum von 
Ausnahme der von F. redolens und F. udum entsr,rechien. 
nannten Arten sind anhand der ITS-RFLP-Muster eindeutig als Arten 
charakterisierbar. 

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

betrachteten und in die Sektion Eupionnotes stellten, wurde als eu~er1stiim1rn:e 
Booth in die Sektion Lateritium In der Tat so:rec:nen 
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lateritium ähnliche ITS-RFLP-Muster mit den 1-<.n7v1mPn Bsp 143 I und Alu I 
für eine Verwandtschaft beider Arten und eine ,_.,...,u._,,, ..... ,L,F, 

hierzu Abb. 6c, e, f und Abb. 13c, e, f). 
und der deutlichen beider Arten von F. oxysporum wäre schließlich auch 

F. redolens in die Nähe zu F. udum und F. lateritium, also in die Sektion Lateritium einzu-
ordnen. Die für F. udum ist für die neu be~;cnnebe:ne, 
über ITS-RFLP Art F. acutatum (Nirenberg & O'Donnell 1996) 

Fusarium redolens versus Fusarium oxysporum 

Einleitend wurden bereits die unterschiedlichen Ansichten zur taxonomischen uLc:u„u,i:; 

Lc1nspe:~rt1tat von Fusarium oxysporum und F. redolens erläutert. 

auf der Ebene der ITS-RFLP als auch mit RAPD 
grenzen beide Arten eindeutig voneinander ab. Zu für 
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi- und F. redolens f. sp. dianthi-Isolaten verschiedener 
VCGs kommen unter von zwei ebenfalls Waalwijk & 

(1995). Eine klare RAPD-Resultaten 
Jntenmc:humg;en an 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: der Gesamt-DNA 
mit einer Ausnahme für beide Arten unterschiedliche Muster & 1993), 

wie auch bei F. oxysporum f. sp. lupini und F. oxysporum var. redolens 
(Wollenw.) Gordon (= F. redolens in fünf von acht untersuchten 
stemen Unterschiede vorfinden & Wolko 1991). Ebenso sind Se-
quen;zmt01·m,:lt1c)nE~n der 28S rRNA bei F. oxysporum und F. redolens unterschiedlich 

>1tti:>1"11C•n71,::,r11nrr in zwei Arten zur vp9p·t,1t1vf•n 

Kompatibilität, wobei sich die Rasse 1 von Fusarium oxysporum f. sp. lupini 
1<:om1Jat1bt~l zu einem Isolat von F. redolens, die Rasse 2 zu zwei anderen Isolaten von 
F. redolens verhalten soll et al. 1991). Auch Protein- und 

Esterasemuster von an F. redolens- und F. oxysporum f. sp. elaidis-
Isolaten keine nennenswerten Unterschiede et al. 1985). ist, daß in beiden 
Fällen die Isolate nicht identifiziert waren. Eine letztendliche 
würden erneute zur vee:e:tattvein 1',onap,aUJDlllttat mit den über RAPD 
charakterisierten Isolaten liefern. 

bn?:etm1:sse sind beide Arten 
weber & l'(eJmKmg 1935; Gerlach & 

betrachten. Lo,nspe;zltlttat von F. redolens und F. oxysporum sind 
~Jkt11orn:;zt10rctn.un:g beider Arten wurde im Abschnitt disku-

tiert. 

Eine Variabilität ist innerhalb von Fusarium oxysporum f. sp. dianthi anhand 
verschiedener VCGs und der in Rassen bekannt & Gams 1988; 
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Ratss1en,au:tere11z1terung bei Fusarium oxyspomm f. 

Fusarium oxysporum f. sp. lassen sich nach der 

fünf unterschiedlicher Variabilität differenzieren. 

Nach der öei,ct11re1ltmn2:: 

homc)gE:nein Bandenmustern 

ihres Duftes als 

Korrelationen 

Merkmalen feststellbar 

4 

in 



4 

D sind die Isolate der 

Verwandtschaft der 

be:staltl~~t werden. 

wo diese Isolate eine 

79 

Bandenmustern heraus. nach 

2:e1testeten Baumwollsorten 

rgE~brns~,e als fehlbestimmt werden. 

Zum Isolate der aus 

China beschriebenen 

Neueste RAPD-

lhrU1c:n1<:e1t:en zur Rasse 4, während die 8 

von allen anderen F. vat,zniteci'unz-üml,::1ten unterscheidbar et al. 

Ausschließlich an Baumwollarten und 

1nr<>rrw<><r1<>1·<>n ihre ähnlichen lJath()gE~rntät:5-

ßaumwolle nur drei Rassen existieren. 

Differenzierbarkeit Rassen bei F. o. f. 

so definierten Rassen mit RAPD unterschieden werden. 

f. sp. 
nicht nur anhand 

über die 

verschiedenen 

anderen 
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auch andere 

Formen von Fusarium oxysporum: Bei F. 

verschiedener die von nicht 
patnc>gE~nen F. unterschiedlich sind et aL 1993; Manulis et 

al. 1994; Wright et al. 1996). Ebenso korrelierten die RAPD-Muster bei F. 
f. sp. cubense et al. und F. o. f. sp. phaseoli (Woo et al. 

mit den nicht mit bisher bezeichneten Rassen. 

Daß durch unterschiedliche Virulenz definierte Rassen, nicht mit RAPD differenzierbar 

kann mit der werden. Sie daß in einem 

Pathosystem, dem im Wirt vorhandenen ein Gen im (Virulenzgen) 

tüt>erstE~hein muß, welches in der ist, diese Resistenz zu überwinden et 

al. 1991). Bei Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum ist diese HVPOthE~se 

weitem, da nicht davon ist, daß tatsächlich das 
VV1lrtE,ptlar1ze:n vorhanden ist. Vielmehr ist anzunehmen, daß unrtcc::,:,,t-t 

mehrere und auf der existieren 

müssen. Zu einer Infektion käme es immer dann, wenn sich mindestens ein Resistenz-

gen und ein Virulenzgen stehen. Das von F. oxysporum f. sp. 

vm,mtectwn ist durch die Existenz mehrerer denen wirtsabhän-

Rasse 2 besitzen das entsr,re,:n«:~ncte 

tabacum 'Gold Dollar' überwinden 

öeitsp1e1:swe1s,e sind Rasse 2-

Kes1stertzg;en bei Nicotiana 
bei Rasse 1-Isolaten ist es nicht ,,,... .. i--.,,..-.,.i,....-, 

somit kommt es nicht zu einer Infektion. Ein anderes muß in den Patho-
c::u,~r,:,·rnc:,n Rasse 1 oder Rasse 2 und luteus 'Weiko 3' für die 

Auf molekularer Ebene ist zu daß über Interaktionen zwischen Wirt und Patho­

gen definierte Rassen sich nur in ..__ ......... "-'-H wen12ren Genen bzw. 

unterscheiden. wie sie hier mit einer oe,~renz·ten 

Bruchteil des 

physiologische Rassen charakterisieren. Würde man die mit hunderten 
von Primem durchführen, dann ist es theoretisch denkbar, eine Bande zu finden, die mit 

einem gekoppelt ist. werden solche als 'bulked se2~re12:artt 
bezeichnete dazu verwendet, um bei Pflanzen an bestimmte Resistenzen 
s:!eJ<or,ne•lte Marker feststellen (Haley et al. 1993; Adam-Blondon et al. 1994; Koller et al. 

" 11 ,..,'" 7 '"'""' ... et al. 1995; Poulsen et al. 1995). Für eine rasche 1so,1atcn,ua.ktt~rn:ae1·untg: 
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4.2.4 RAPD- und ITS-RFLP-Klassifikation 
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oder 1988) stellten eben-
Unterschiede innerhalb der Sektion fest. An einigen Isolaten r111,.-r1hn-,:,t-t,h ... t-.::i 

der Untereinheit der RN A 

'-Ju.uu,e,-. et 1989) bzw. deckten Unterschiede zwi-

schen F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1, Rasse 2 (= F. solani var. petroliphilum), F. F. 
und F. solani var. solani auf & 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. und grenzen Isolate von F. lathyri von einigen anderen ab 

& Achenbach 1995). 

Abgesehen von Isolaten mit klar definierten Mating sind die in Untersu­

chungen verwendeten Namen der Isolate aufgrund der unterschiedlichen nomenklatori­
At1tt,:1ss,urnr innerhalb der Sektion Martiella nicht eindeutig zuzuordnen, um einen 

zu ermöglichen. wird Fusarium solani var. 

coeruleum et Hans. in den von Guadet et al. (1989) zu-
sammen mit F. lathyri Fusarium solani var. coeruleum 
~vnonv·mlbe;!:e1chlnung zu der anerkannten Art F. coeruleum & ,.,c..u.u,.u, . .i::. 

Da die sowohl mit 

RAPD als auch mit ITS-RFLP F. coeruleum und F. 

die 

Eine ist im Verlauf der Taxonomie für F. coeruleum zu 
welche in diesem Fall zur falschen dieses Isolates haben könnten. 
Nach & Hansen wurde f. coeruleum und F. radicicola der bläuli-
chen Farbe der Kulturen synonym als F. solani f. sp. radicicola hat 

F. solani f. sp. radicicola von der neu Varietät F. solani var. coeruleum 
unterschieden. Daher ist daß dieses Isolat zunächst als F. solani f. sp. radicicola 
gemäß der Nomenklatur von & Hansen (1941) bestimmt wurde und eventuell 
durch die Kulturfarbe nach der Nomenklatur von Booth (1971) als F. solani var. 

coeruleum bezeichnet wurde. Damit ist all,erdlirn2:s 

mit F. lathyri 
Rassen beschrieben 
identisch mit F. lathyri wurde 1:::iatKulrai 
Reichle et al. 1964). Letztendlich kann daraus ab2:eleibet HTar,~an daß sich bei dem in der 

,..., ... ,., ... , ... ,,, ..... ,~~ von Guadet et al. verwendeten F. solani var. coeruleum-Isolat um ein 

F. solani f. sp. radicicola Rasse 2, also um ein F. lathyri haben muß. In diesem 
Fall würden ihre Resultate, die zum gleichen Mating Typ für F. solani f. 
sp. radicicola Rasse 2 und F. lathyri sowie die vorlH~gE~ndlen Er:getmi:ssen übereinstimmen. 

Den hilfreichen Einsatz der ITS-RFLP-Technik zur Utarakterisii::>nmg von Pilzen demon­
strieren deutliche Differenzen bei Isolaten, die zuvor als Fusarium eumartii bezeichnet 
waren. Diese Stämme werden nach der ITS-RFLP verschiedenen 

A4, A6, A9, und auch nach den RAPD-Mustem sind diese Isolate err1aE~UtLg 
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anderen 

Im 

bei vorkommenden 

bei Vertretern der und 

B auftreten. Die ITS-RFLP-Technik stellt somit ein Drr,c,n7c,~,-

Insbesondere wenn andere 

durch viele verschiedene Muster keine klare A11ssagen 

mit F. eumartii bezeichneten 

ches Bild zu erzielen. 

taxonomischer Die Einsetzbarkeit sowie die Art und Weise der A111s"1JPr·t11nP­

der Resultate ist im Abschnitt 4.3 ausführlich diskutiert. Die vor!H:g-E~ndlen 1:n:;etm1:c;se bei 

Martiella-Fusarien daß sich die 1951; Sakurai & Matuo 

1959; Sakurai & Matuo 1961a; Matuo 

Variablere Bandenmuster sind Arten 

in denen neben unterschiedlich para1:at1:scr1en ~~,h~r,,---l~Tri1~r·h~ Iso]ate 

vorhanden sind (F. solani var. 

g-eiogra1:>n1scnen t,eg:tonten entstammen 

pathcJg:E!nE:n Isolaten sind bei F. oxysporum bekannt et 

et al. der Rekombination ist bei hetero-
thallischen Arten ebenfalls eine ai::>1,An•:c::i::> 

err1g1:~setzten Primer anhand ihrer methodischen Li,::;ci ''"''-'""u 

stellt sich Primer 63 als beson-

anderen Primer, insbesondere Primer 15 und 44 

De1rgr·e11:ena.e m<)rnJrrLorprte Banden. Solche Primer sind ebenfalls interessant, 

u.u ..... .u . .v.ci•'-J«, die als verwandtschaftliche inter-

können, zwischen einzelnen wider. 

FnrnE~rkate:gone bef,tät11H dann auf der viel feiner differenzierenden RAPD-Ebene, die 

auch auf höhere Ebene ermittelte 

Die Kombination beider molekularer Techniken in mit uic,Hc.J, i;c:.•ci 

,v;c:.ia•c.u,:cu, pnys101og1sc:ne:n und Kenntnissen anderer Arbeiten ar,,nr,~,,,, .. ,t-

den Aufbau des na1cht:01i:;eria1:~n L~ u,i LF,'-H Klassifika tionsschemas. 

weil Isolate (64.610, mit unterschiedlichen und 

ca. 30 weitere Martiella-Stämme Tab. 5) einzelne RAPD-Muster ausbilden, die 

nicht zuzuordnen sind. Auch konnten Isolate weiterer beschriebener "IJ'=L,L•cur 

sierter Formen in die 

angenommen werden, daß sie, wie die hier untersuchten 
1988, Yu & und biochemischer 

ebenfalls, vielleicht sogar auf Artebene werden können. Es mufs 

ve:rmutE~t werden, daß innerhalb Martiella-Sektion noch weitere 
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solani durch "kleinere selten 

Obwohl eini­

rnit 

Die 

und 
syn-
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Fusarium coeruleum 

und F. oxysponrm überden-

Art weiterhin der Sektion Martiella zuzurechnen 

Die nahezu identischen und 

Isolate unterschiedlicher ge1ograrm1.sc11er 
für 

bes:tät1gen die 

einleitend in h1~;enlstätnd1gice1t der Art. 

den. 

zuerkennen. Da bereits früher 

i~,,,-.. .. -u, wird die frühere 

Bandenmustern bestehen zu Fusarium 

da nach der Nomenklatur von 

art:otJte11oa1tnc1genen und F. radi-

radicicola definiert wur-
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Fusarium eumartii 
= F. solani (Mart.) App. et Wollenw. 
= F. solani f. 

Ist in erster Linie pathCH?.:Ein 
C>1'"'7HrL<c:> 1984; 

anderen Bäumen, wie 

Infektionen hervorrufen. Nach Wollenweber & 

unterscheidet sich der Pilz von Fusarium solani durch höher Konidien. 

o·r1n'>1n,c,rt-.:=•n Isolaten überein. 

erwies sich in Infektionsversuchen 

Referenzisolat 62.215 

mit Kartoffeln und anderen ""hh-•r.-n,L 

stimmt mit den drei hier 

un,veröJtte1ntl1ctttl nur das 

Kartoffeln. Dieses Iso-

lat bildet ein einzelnes RAPD-Muster aus und ist dadurch klar von den anderen Iso-
"'".""""'"'""'ri r>'\/"'\l~-nl"\AIAn•UY'h~, .. Merkmale in dieser 

ange:s1ecte1t wurden. Aus den unterschiedlichen Mustern kann auf eine Existenz wei-

,cJJcui,.::."',.' .::;.•CJ\,..J.U.•Ue>CJ•C.U werden. 

1::rnA-::;t,1mmf;ar:nrr11ung mit F. eu.martii bezeichnete Isolate sind ver­

wobei diese Eintei­

oe:srani2~t wird. Daher muß angenommen 

als F. eumartii benannte Stämme nur nach ihrer an 

der Nomenklatur von oder einfach nach 

der höherer identifiziert wurden. 

als F. eumartii Isolate müssen daher wesentlich differenzierter 

betrachtet werden, bisher angenommen. 

'.b{!Tenzen läßt dich die F. eu.martii mit den Isolaten 

von den anderen Fusarien durch seine Bl, welche 

deutliche Unterschiede zu F. solani var. solani und seinen ebenfalls in A 
Formen aufweisen. Mit ITS-RFLP-Mustem 

kann auf enge verwandtschaftliche zu F. und Fusarium sp. nov. V 

kartottelp,:1tttoe:enen Isolate von F. solani f. sp. bata-

F. raa1crco1la 

und RAPD-Mustern als e1g;en:stänct:1g 

he Abb. 

Fusarium illudens Booth 

aKze1Jt11ert wobei 

sind merklich als die Nectria haematococca sensu Wollenw. 

Hier mit ähnlichen RAPD-Mustem Isolate stammen von Bäumen aus 

Neuseeland. Eine höhere Variabilität der Bandenmuster ist zu bemerken. Bis auf ein 
Isolat sind alle Isolate der B7 Das herausfallende Isolat 
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tisch zu den A-Isolaten. Dieses Isolat ist in den mit Primer 15 und 44 erzielten 
RAPD-Mustem eirtae'Utlll! zu F. illudens zu stellen. Einzelne die mit den ande-
ren Primem erzielt wurden sind ebenfalls mit anderen in dieser 
Stämmen identisch. Dies ist einer der wo in 

ITS innerhalb einer unterschiedliche Restriktionsmuster auftre-
en~1e1ct1b2Lre Studien von der bei F. solani f. sp. 

ebenfalls an einer Positionen Basenunterschiede 

1995), so daß solche Unterschiede als natürliche 
mt:ra:sp1ez1ltls:che Variabilität werden müssen. 

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

soll in der Sporenform Fusarium striatum ähnlich sein, sich aber von diesen durch eine 
öfter vorkommende höhere unterscheiden (Wollenweber & 

1935). Nach den für alle Isolate relativ einheitlichen RAPD-Mustem und der 
ständigen ~,,~L,L>~ A3 läßt sich Fusarium javanicum von den anderen Marti-
ellen ab:rreinzen. 

Fusarium lathyri Taub. 
= F. solani (Mart.) Sacc. vaL martii (App. et Wollenw.) Woilenw. forma 2 
= F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. pisi et Hans. 

ist an Pisum sativum & Hansen 1941; Sakurai & Matuo 1959; Bolton & 

Donaldson und Lathyrus odoratus & 

Von anderen Martiella-Fusarien sind diese Isolate über ihre 
,:,hrr.-,:...-.,,h~,.,. und nach O'Donnell & 

sehe 
als Varietät Auch in sei-

ner physiologischen der Toleranz Pisatin, 
unterscheiden sich F. lathyri- von F. solani f. sp. cucurbitae- und F. solani f. sp. phaseoli-
Isolaten & Stein 1978). der 

den die Isolate dieser Gruppe fest-
gestellt werden: In einer mit Stämmen isoliert von Pisum und einem 
Isolat aus dem Boden sind mit mehreren Prirnern RAPD-Muster zu erzie-

welche F. solani f. sp. im engeren Sinn würden. Die andere Un-
h,-.·rr-r·nnno beinhaltet Isolate von unterschiedlichen Wirten und geiogra1Jmtscnen 
künften. Drei dieser Isolate waren in der der BBA .,,.,,.,.,..,,.,."'"11rh 

F. radicicola identifiziert, zwei weitere mit F. solani var. martii forma 2 bezeichnet. Die-

se ist durch in die engere Ver-
wandtschaft zu F. solani f. sp. pisi zu stellen. Eine als 

ist aber nur durch Pathogenitätstests an Kartoffeln und Erb-
sen oder durch der der in der Arbeit mole-

anno,10i2;1scn definierten Isolate zu verifizieren. Das von Wollenweber & KellU(mg 
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A7 sowie den bei F. solani f. sp. cucurbitae Rasse 1 diskutierten Kriterien und ihrer 
PhYlC)gEinet1s,::n1:~n 1'JaE,s1t1z11enmg (O'Donnell & 1995) sind sie ebenfalls als ei-

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. cucurbitae (Jon.) et Hans. Rasse 1 
mv1-:mu-:um Koord. pr. p. 

wird als pathogen an und Früchten von Cucurbita be­
schrieben (Snyder 1938; Prasad 1949; Patemotte 1987; Ohto et al. 1989; et al. 

1994). wurde die Rasse 2 die im zur Rasse 1 nur patho­

gen an Früchten ist (Toussoun & Snyder 1961). Beide Rassen sind untereinander nicht 
kreuzbar (Toussoun & Snyder 1961) und unterscheiden sich durch ihre Mating 

I bzw. V (Matuo & Snyder 1973; Snyder et al. 1975). Morphologische Untersu­
chungen kamen zu widersprüchlichen Aussagen. Während (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 Ar-

deutliche Bandenmusterunterschiede zwischen beiden Rassen bzw. Mating Ty­

pes. Die Variabilität in den RAPD-Mustern für Rasse 1-Isolate mit Primem 
entspricht den von Crowhurst et al. (1991). Von den anderen Martiella­

Fusarien sind die RAPD-Muster klar unterscheidbar. Die eigene 
AS, wie auch phylogenetische von (O'Donnell & 

1995), sprechen für eine Behandlung, die sie von Rasse 2-Isolaten 
ab2"n~n2:t. Eine beider Rassen auf Artebene sollte daher in 1-;.,,..u,,.n-1,.-.n-

gezogen werden. Ebenso wurde aus und pnys1lo1<Jg1scrten 
Daten Etten & Kistler 1988), daß die MP I und MP VI (F. lathyri) 

unterschiedliche Arten im biologischen Sinn darstellen. Auch diese Ansicht wird von 
den unterstützt. 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. cucurbitae (Jon.) 
siehe Fusarium solani (Mart.) Sacc. var. petroliphilum Chen 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. batatas McClure 

et Hans. Rasse 2 

verursacht wirtschaftlich bedeutsame Schäden durch Oberflächen- und End-
fäulen auf Süßkartoffelknollen 1951; LainplJeH & Collins 1987; & 

Collins 1988; Chen et al. 1990) sowie & 1979; Clark 
1992). Daneben sollen an Ipomoea batatas pathogene Fusarium solani Isolate an anderen 
Früchten auch Wundfäulen hervorrufen können (Nielsen & Moyer 1979; Clark 1980); 
Eine sichere Bestimmung als F. solani f. sp. batatas war aus ihren Arbeiten nicht 
ersichtlich. Eindeutig sind Isolate von F. solani f. sp. batatas nach ihrem Mating Type II 
zu charakterisieren (Matuo & 1973; Matuo 1979). Ebenso eindeutig ist die Ab­
grenzung nach den einheitlichen RAPD-Mustem. Nach den ITS-RFLP-Mustem sind 
sie in der gleichen Gruppe Al mit F. solani und den Formen mori, robi-

niae und xanthoxyli dieser nahen Verwandtschaft, der Ab-
g;rE~nzba1rKe1t über den und der RAPD-Muster besteht kein Grund an der 
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sp1ez1a11s1erte Form nach McClure (1951) zu zweifeln, vielmehr ist 

der fehlenden Kreuzbarkeit mit anderen C>IJ'l:.L,.,u.1..1ca,:::, 

sollte. 

Sacc. f. sp. mori Sakurai et Matuo 

einer Stammfäule an Maulbeerbäumen (Morus) beschrieben. 

Erbsen und Süßkartoffeln führten nicht zu In-

Wie durch die sind Isolate eindeu-

1973) und den einheitlichen RAPD-
vµ•u.1.,auvu charakterisiert. Die Isolate der 

1~-K1est:n.lct1<Jrnsg1·utJPe Al an und sind damit auch in die Nähe von F. solani 
stellen. 

Fusarium solani 
siehe Fusarium 

Sacc. f. sp. 
Taub. 

et Hans. 

et Hans. 

Fusarium solani Sacc. f. sp. robiniae Matuo et Sakurai 

von Robinia als die anderen spe-

zialisierten Formen Ebenso, wie mit der zur Ma-
..., .... _ ....... .,,'-',., VII sind Isolate anhand der RAPD-Muster 

e111weung zuzuordnen. Anhand einzelner Marker lassen sich zwei Un-

bilden, deren derzeit noch unklar ist. Nach den ITS-
Restriktionsmustem der Al und der damit ge;~e1:g:ten o-Pn,Pn•c:rt,Pn 

schaft kann die werden. 

Fusarium solani 
= F. elegans Yamamoto 

verursacht Stammfäule an piperitum & Matuo 1961b). Von den 
sp1ez1.a11s1EirtE!n Formen und Arten ist der Pilz durch seine selektive 1Jc:,-1-h,,rr,,_ 

nität & Matuo 1961b) und durch seine IV klar 

charakterisiert (Matuo & 

für Isolate 
~~ ...... ,~~ kein Zweifel. Unterschiedliche 

g:nl.lnd.lE~g:e·ndle taxonomische des Pilzes: 
m,-. ... .,.,h,-.1,..,., .. 11,,..,i-,0 Unterschiede zu F. solani fest, beschrieb den 

Pilz als neue Art Fusarium und reihte ihn in die Sektion Elegans ein, während 

& Matuo 1961b; Matuo 1972) ihn als sp~~z1c:l11s1er1te 
tiella betrachten. Die (Gruppe eine engere Ver-

wandtschaft zu F. solani und den Formen batatas, mori und robiniae so-
wie die in die Sektion Martiella. Dennoch könnte er wegen der fehlenden 
Kreuzbarkeit mit F. solani oder dessen anderen Formen & 

Matuo auch auf Artebene betrachtet werden. Auch würden dem 



für F. striatum und F. radicicola ~.~~.~--~~·~ ... ~ 
Ob beide hier differenzierbaren Arten .,,,,~~.-,.-.r"",.,_,,..,,.,,,, 

des 
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Fusarium sp. nov. 
I-Iier ar11n1n1P•rrP 

und ~f8LflZOS1SCfl-L,~v~u.~ 
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damals die ob der Pilz mit dem Karto,tteiip,atrto~;enlen Fusarium radicicola (= 
F. var. radicicola) identisch ist oder nicht. 1:m1d.E!ut1ge Unterschiede in den 

RAPD-Bandenmustern zwischen beiden und die zu verschiedenen ITS-
~ .. ~..,.~~ sor·ect1en für die beider Arten. Die ITS-RFLP-

Al zusammen mit den meisten Formen von 
F. solani, kann auch werden, daß Isolate als spez1a11-
sierte Form, z.B. als F. solani f. sp. bolbophylli f. sp. nov. anzusehen sind. 

Nectria haematococca Berk et Br. sensu Wollenw. 
= Hypomyces haematococcus (Berk. et Br.) Wollenw. 

Nach der von Wollenweber & ,..,.c:..uu,.u,.:;::. soll die Konidienstufe 

wird 
angege1tJe11. Die für die Isolate ermit-

ist uneinheitlicher, was nach den auf unterschiedli-
ge1og-1rarm1:scrte Herkünfte zurückführbar ist. Mit Primer 63 werden 

nahezu einheitliche Muster ause:.i=D·rfü!'t von den anderen Martiella­
Nach den A1 bestehen 

Das von den anderen Martiella-Fusarien zu 

unterscheiden Diese des Stammes 68.511 
ist anhand der B9 zu mit näherer Ver-

wandtschaft nach 17) zu den ebenfalls aus Neuseeland 
stammenden Isolaten von F. illudens. Auch nach dem einzelnen RAPD-Muster wäre 
die Einzelne RAPD-Marker mit Primer 
55 und 65 deuten ebenfalls zu F. illudens und zu Isolaten von Fusarium 
sp. nov. VI an. Leider stand nur ein Isolat für die zur 

ist wie die Art 
Auch hier stand nur das Isolat 66.998 für die 
ITS-RFLP-Resultate ordnen es zusammen mit den Fusarium sp. nov. VI-Isolaten in die 

durch vollkommen unterschiedliche RAPD-
Muster zu unterscheiden. Die 

Nectria borneensis Petrak 

ist, obwohl nur ein Isolat aus Indonesien zur stand, klar zu 
unve1rötter1füchlt). Nach den ITS-RFLP-Mustern ist dieses 

711 ,,.0 ,..,,.-,..11n°*' und auch anhand der RAPD-
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Nach den bisherigen Erfahrungen, daß auf Wirte spezialisierte Formen über ihre 
sehen RAPD-Muster differenziert werden können und einige auf Artebene ,:,ho-.... ,: .... ·v7 h,,..­

sind, ist zu vermuten, daß die nachfolgend spezialisierten Formen in 

ähnlicher Weise unterschieden werden können. Von allen standen leider keine Isolate 
für die zur 

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

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. aleuritidis Chen et Xiao (Chen & Xiao 1989) 

Habitat: Aleurites fordii. Nach morphologischen Kriterien, Kulturcharakteristiken und Pathogeni­
tätstests (Chen & Xiao 1989) sowie über Esterase-Profile (Xiao 1988) werden Unterschiede zu acht 
anderen Formen ermittelt. 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. aurantifoliae Bhatnagar et Prasad (Bhatnagar 1966) 

Habitat: Citrus aurantifolia 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. dalbergiae Baksi (Bakshi & 1959) 

Habitat: Dalbergia sissoo. 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp.fabae Yu et Fang (Yu & Fang 1948) 
soll nach der und durch die hrr,,cu·h,:,,n 

(= F. solani f. sp. phaseoli) und F. lathyri 
von F. martiiphaseoli 

unter:scn.e1cten sein (Yu & Fang 
1948). 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. keratitis Ming et Yu (Ming & Yu 1968) 

wurde aus einer eitrigen Wunde vom Menschen isoliert. 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. lupini Weimer (Weimer 

Habitat: Lupinus. Da des als f. sp. lupini beschriebenen Isolates an Erbsen fehlen, 
ein weiteres Isolat als F. solani. f. pisi identifiziert wurde, welches 
an Lupinus luteus und Lupinus angustifolius ist auch der 1:>e:scl1tre1tbumg 

verfügbaren Literatur (Weimer 1944; Patil 1972; Patil 1973) zu vermuten, 
synonym zu F. solani f. sp. pisi anzusehen ist 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. otomycosis Ming (Booth 1971). 

Wurde von Ming & Yu (1966) zunächst als F. otomycosis Ming als Kr,anlkht~1tsien·eger im menschli­
chen Ohr beschrieben. Dadurch, daß eine frühere Artbeschreibung existiert, 
werden, daß diese Isolate ebenfalls eine genetisch eigenständige Gruppe bilden. 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. piperis Albuquerque (Albuquerque 1961) 

Habitat: Piper nigrum. 

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. radicicola (Wollenw.) Snyd. et Hans. Rasse 2 

angenommen 

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

Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. Ming et Yu (Ming & Yu 1964) 

Habitat: eiterige Stelle am Fuß eines Patienten. Nach den Aussagen in der soll F. 
redolens Wollenw. zur neu kombinierten spezialisierten Form sein. Leider standen keine 
Isolate zur Verfügung an überprüft werden könnte, 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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Gruppen konnten H. araucariae-Isolate atJgeJgTE)l12:t 

tse1sp,1e1 wäre vergleichbar mit der 

Arten zwei zueinander ähnliche Varietäten differenziert werden 

Studien bei den Gaeumannomyces 

voneinander und von Phialophora 

herausfallende Isolate 

daß nicht alle Stämme 

97 

beschriebene taxonomische _.,..,,,,...,..,"',,.. fallen und, daß sich scheinbar b1sheng;e :::,·pe2:1es 

und & Akrofi 

genaue Klärung dieses Sachverhaltes könnte nur von den Autoren selbst mit der Verifi-

der herausfallenden Isolate konnte bei zwei inner-

halb von Polymyxa keine Korrelation mit 
anderen biologischen et al. Als o-o,riot,cr·n 

unterschiedliche 
der An1aslton1os:egruJJpe 

gruppe 1 

zuzuordnen sind. 
RFLP-Mustern zur DttterertziE=rumg 

Niere et al. und der diskutierten 
beschriebene Arten innerhalb der Sektion Martiella wird "" ... ,a„h 

Anastomose­

Differenzen 

angenommen, 
tatsächlich als taxonomisch heraus-

mltrasp1ez1ttls,ch.e Variation wurde auch bei F. 

den. Fusarium tabacinum ist taxonomisch bearbeitet eine hohe .,,.,.,..,.,...,..,h,,,,.,."",.-,,.,hr, 

und Variabilität ist bekannt. Daher muß auch hier eine 7 nlv1 • 1nM-,n-o 

Abgrenzung auf der Ebene von Varietäten oder sp1ez1.a11s1E'.rtE~n Formen vermutet werden 

auch Abschnitt 4.2.2 - S. 

Verschiedene 

ttv·po,tht=se führten, daß trotz Differenzierbarkeit anhand der 

Arten als synonym anzusehen sind et al. Gleiche von den anderen 

untersuchten Pythium-Arten abweichende Muster hatten die ähnlichen 
P. arrhenonzanes und P. führt beide Arten seien identisch 
und sollten neu kombiniert werden "",,,--,,.,,.,.,.,, __ ,.,,,.,,.,,,,,..,,,,, zu den 

stellten sind die ur.rlu>o,:,•ntiiPn l-<r,:icPl-'1n1<;cp bei Martiella-Fusarien innerhalb 

der Restriktionsgruppe Al zu sehen, wo mindestens neun Arten klar anhand der RAPD-

Muster und anderer Merkmale sind. Auch sind Nectria und F. 

radicicola wie auch F. eunzartii, F. und Fusarium trotz ITS-RFLP-
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Muster über RAPD zu unterscheiden. Fusarium culmorum, F. cerealis und F. graminearum 

sind klar zu charakterisieren und sind daher trotz gleicher ITS..RFLP­

Resultate und hoher Ähnlichkeit in den RAPD-Mustern nach wie vor als Arten anzuse-

hen et al. 

Zum die Arbeiten, daß sich die ITS.. RFLP in vielen 

unterscheiden sich Arten deutlicher in ihren Bandenmustern, 

während Varietäten höhere Ausnahmen wurden bei '-.LLUJ;'-J.L 

die nicht über ITS..RFLP-Muster unter­

Zusammenfassend läßt sich aus den 
daß ITS..RFLP-Differenzen nicht pa1uscna1 

4.3.2 von Pilzen 

unzurei-

Art- oder 

Fall als 
geJlangein, muß 

Nach den sind Pilz-Arten zu Unterscheiden, wenn 

für alle Isolate einer Art nahezu RAPD-Muster werden und zu den 

RAPD-Mustern der anderen Arten charakteristische Unterschiede bestehen. Danach 

können auch verschiedene Arten bei Colletotrichum et al. 1992; 

ne unterschieden werden. 
können über RAPD-Muster zur .:>1rHi<=>11t-1a,::,,n 

F. sambucinum und F. venenatunz 

Hingegen sind die Muster bei 
et aL und ver-

Formen bei F. solani oder 
u1ttere1nz1terunJi: der Arten 
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Diese Beispiele daß zur Artunterscheidung die Bandenmuster stark unterschied-

lich bewertet werden müssen und derzeit nur auf den untersuchten zu 

beziehen sind. Demnach ist momentan eine und nur bei 

bearbeitet sind und darüber hinaus, 
,v~/u.,,,._,.,...,,:,i_,~_i, emcteultl2: oder zusätzlich charakterisierbar sind 

und bei denen keine Varietäten, 
c:>Hcn-,::>H710C:•Drt sind. 

~r11,nrnP1'11'f'")O-<=•n oder Variabilitäten be}(annt, 

~u~~·-~H weitere Musterunterschiede auf. In ihrer Anzahl und 

schneiden sie sich fließend mit den oben diskutierten zur Artdifferenzie-

rung. Werden die ausschließlich auf den 

bezogen, dann können RAPD-Marker 

Artebene werden: z. B. weist herpotrichoides die zwei 

Pflanzenschutzmitteln ungleich sensitive Varietäten herpotrichoides und 

die über RAPD-Muster werden können et 

wie auch Formen bei Drechslera teres anhand von RAPD-Mustem unterschie-

et al. 1993; et al. 

1994; 

SOWie bei K1r1nlr1r1<:: 

1993c) sind RAPD-Muster einsetzbar. Bei anderen Arten, z. B. Colletotrichum orbiculare 

et al. oder Metarhizium (Cobb & Clarkson 1993; Bidochka et al. 

1994), wurden bislang keine vorgenommen; Wirts-
sp,ezJla!Jlsu~rumj:!:en lassen sich hier über RAPD-Muster charakterisieren. Ebenso können 

Weizensteinbrandisolate - Tilletia spp. - unter-
schieden werden (Shi et al. 1996). In der Arbeit sind bei Fusarium ta-

bacinum-Isolaten von Cucurbita und innerhalb von F. lathyri die Wirtsherkünfte über 

charakteristische RAPD-Banden ableitbar. Weiterhin können 

maiecn'.tallS über RAPD-Marker werden (S11erc,tzJ<.1 
zur Differenzierbarkeit von Rassen mittels RAPD 

tse1spt1e1 von Fusarium oxysporum f. sp. in 4 ab S. 

78 diskutiert. 

In welcher be.z1enung VCGs, somatische Ln.1.<~ornp,atl!b1i1ttät oder Ar1ast01nosejrrutot:,en bei 

Pilzen zu bestehenden Klassifikationsschemata zu sehen sind wird unterschiedlich 
diskutiert. Unklar ist daher auch inwieweit unterschiedliche RAPD-Muster für verschie-
dene VCGs zu sind. Bei Fusarium werden VCGs in mit 
Rassen oder Formen 1991; Gonzalez-Candelas & 

1992; Guo et al. somatisch 
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Isolate von Phellinus tremulae (Holmer et al. 1994), Phomopsis subordinaria (Meijer et al. 

1994) oder Aspergillus & Cotty 1993) zumeist gleiche RAPD-

Muster. Interpretationen dieser führen jedoch zu gegensätzlichen Annah-
men, VCGs entweder als Klone anzusehen (Meijer et al. 1994) oder, daß Arten 
sof~enarunte ~peziles,agJ:?;re·gate darstellen & 1993). Nicht immer erwiesen 

sich somatisch Isolate wie andere RAPD-
Studien an Suillus granulatus 

wird vermutet, daß innerhalb von Unterschiede 

bestehen (Liu et al. 1991; Liu & Sindair 1992; Liu & Sinclair 1993), die durch RAPD-

1995). 

zu geographischen Herkünften wurden bei Gremme­

niella abietina 1995), Colletotrichum graminicola (Guthrie et al. 1992), 

Laccaria bicolor (de la Bastide et al. 1994) sowie bei Heterobasidion annosum (Garbelotto et 

al. 1993) bei Puccinia striifor-

mis keine Korrelationen zu abzuleiten (Chen et al. 
Eine Korrelation zur Verteilung der Rassen bei Fusari-

um oxysporum f. sp. vasinfectum in der Arbeit ist eher auf das in den Konti-
angelJat1te Baumwollsortiment zurückzuführen. Die Arbeiten 

, .... ~, ..... .-..... bei einzelnen, aber nicht bei allen Pilzen zu 

u~~u·=·,c..~"' von derzeit werden Unterschiede 
der RAPD-Muster gerne zur zu weiteren Artunterteilun-

gen nicht nur bei Pilzen benutzt: über verschiedene RAPD-
Muster bei zwei unterschiedlich der We:ißen (Bemisia 

tabaci), sie als verschiedene Arten anzusehen. Goodwin & Annis (1991) sind der Mei­
nung, daß deutlich unterschiedliche Bandenmuster, wie sie und andere (Schäfer & 

os1:en1e\rer 1992; Plummer et al. für und nicht Isolate bei 
Leptosphaeria maculans vorfanden, Unterschiede auf Artebene Zu g1e·1crten 

kommen bei Cochliobolus carbonum, dessen Muster der 

Rasse O von den anderen Rassen soweit unterschiedlich 
& Dunkle Bei an Fusarium 

avenaceum-Isolaten wird ebenfalls vermutet, daß die vorgE~tu:nct,e-

ne Variabilität auf weitere Arten schließen läßt. Aufgrund unterschiedli-
cher mit unterschiedlicher Aflatoxin-Produktion wird 
bei Aspergillus Jlavus ein vermutet (Bayman & Cotty 1993). 

sowie eine darauf 
ctarm1te·rlleg12rnjer Kangsnuen, wenn eine hohe 

(1983) bei 
Kriterien zu erfüllen: Eine maximale inter-Gruppen-

,., ... ~., ................ ,... mit minimaler sowie eine zeitlich und 

unw~E~OUIIlilr;&Unaonan:gijl;e Stabilität der verwendeten Marker. Nach von 
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Castiglione et al. (1993) zur bei Populus sollen RAPD-Marker die vorge-

erfüllen. Sollen RAPD-Marker zur bei Pilzen 

die auf eine inter- oder 

werden. Zwei Ursachen der 
Variabilität sind zu unterscheiden. Eine natürliche Variabilität sowie eine Variabilität, 
die mit bestimmten m<)rJJnc::,1c,g1:sc11e11, htnlnrr1cr<hacn oder biochemischen ~AJ','-'"-''-"~' 

he:rar1gE!Zo1gen werden kann. 

Natürliche Variabilität ist dabei auf sexuelle oder asexuelle Rekombination zurückzu­

führen und eine Isolat-zu-Isolat-Variabilität wider. Bei 

ist die natürliche Variabilität anhand der 

unterschiedlicher Banden in den ansonsten recht Mustern zu erkennen 

(siehe dazu auch den Absatz Artcharakterisierung am dieses Ein 

Schätzmaß zur der natürlichen Variabilität liefern bei Pilzen mit 

Hauptfruchtformen siehe der Vlugt-

Bergrnanns et al. 1993; Bei Formen ohne 

Hauptfruchtform erfolgt die der Bandbreite natürlicher Variabilität über die 

Untersuchung mehrerer sicher bestimmter Isolate der wie es bei 

Fusarium solani var. solani demonstriert ist. Eine Variabilität ermittelten 

ebenfalls bei Lentinus edodes et al. oder bei 

Cladosporium fulvum et al. 1994). Generell sich, daß bei Pilzen mit ap,1tnog12-

nen oder bodenbewohnenden Formen eine höhere natürliche Variabilität in den Ban­
denmustern werden muß (F. solani var. solani, F. als bei ur1rrccn,:,_ 

sp12z1a11:s1erte Formen bei F. 

sehen, biologischen oder 
brgebn1ss,en ist diese Variabilität zur B. bei 
Martiella-Fusarien und Fusarium sambucinum s. l. 

Anhand der RAPD-Muster ist diese Variabilität durch das Auftreten deutlicher, vonein-
ander unterscheidbarer mit nur noch genr1gE~r verbleibender 

Restvariabilität charakterisierbar. Die Restvariabilität ist auf die natürliche 

Variabilität zurückführbar. Vom internationalen Code der Botanischen Nomenklatur 

werden Merkmale als derzeit nicht 
..:r111nrHP1r11r,o-<=>n als Hilfsmittel 

zur taxonomischen 
ausreichend oder als innerhalb einer natürlichen Variationsbreite erachtet 

werden. In Arbeiten, die zur Neukombination bei 

Ranunculus (Van Buren et al. 1994) und Phoma etheridgei et al. führten, 
wird der Einsatz von J-b.rgeb:ms,sen zur taxonomischer Merkmale 
.--.-,.j"'"' 1"""''"',,...h ,-.----~,-,~- Auch die vorlu~e:Eindle Arbeit stützt sich daher auf frühere TY'l,vrn.hr.lr,_ 

und erkennt daher Isolate mit artcharakteristischen RAPD­
nc·h:.r·o-rnr,,n,:,,n innerhalb der Martiella-Sektion mit ihren früher beschriebenen Artna-

menan und sechs weitere 
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Die daß RAPD-Muster zur inter- und intraspezifischen Klassifikation 
stark unterschiedlich ausfallen und keinesfalls bewertet werden dürfen. 
Vielmehr sind die auf den untersuchten Isolat- bzw. 
be;;mi2:en auszuwerten, um eine mit bestehenden Taxa und 1nt-r;::i,:nP•71-

zu erhalten. Zusätzliche mtTfü,PE~z1J:1sc:ne sind 
mit charakteristischen RAPD-Mustern nachzuweisen, wenn Unterschiede 

nicht nur mit einer sondern mit zusätzlichen Techniken insbesondere mit 
mcJn:H1cJ10g1~;ct1Len Differenzen zu sind. 

Neben der verwandtschaftlichen können RAPD-Marker zur sicheren 
Identifikation unbekannter oder unklar bestimmter Isolate 

'--"''C>Ll.J:;.1,,v1.,,c:: et al. Gewöhnlich 
und nicht bekannter Isolate auf demselben 
Dadurch werden auch Probleme der korrekten 
Bonitur von Intensitätsunterschieden umgangen. Wenn bei den zu identifizierenden 

Isolaten mit den Referenzisolaten stark unterschiedliche Muster kann zumin­
dest nach dem der vorher diskutierten 

daß die Isolate verschieden sind. In 
der vorllE~genden Arbeit wurde dies anhand zahlreicher Isolate bei Martiella-Fusarien 

demonstriert. 

4.3.3 ITS-RFLP und RAPD 

Wie die rgE~brnst,e und frühere 
führt die Kombination ITS-RFLP und RAPD zu einer ""0

''"'"".,...
0 -1-0 

..... 

zur molekularen Ltltar,aKltenlSIE~rung von Pilzen. decken 
Unterschiede zumeist auf der taxonomischen Ebene von Arten oder Varietäten 

auf. Während die feiner differenzierenden zur 
ur.ru,u>er,:,-n,r1 unterhalb der Artebene werden können. 

o.-,-.-na-,,-,h zu Kontrollisolaten können unbekannte Isolate durch die ITS-RFLP einem 

Molekulare Techniken haben 
gn1nc1satz11ct1Le Vorteile. Zum einen stehen wesentlich mehr Merkmale zur Klassifizie-

da Bande als Marker betrachtet 
Zum anderen lassen sich molekulare Techniken 

,.~l-=""''" ... 1985; Kurtzman Außerdem standardisieren und damit r.h,ok'n.,,,o,-o-n 

sind sie nicht vom Einfluß von Kultur- oder 
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unterschiedlichen morphologischen (Bumett 1984; 

führen können. Die der Variation auf molekularem Level vermeidet daher viele 
Probleme, die im Gebrauch der Variation 

wand tschaftlichen 

ein Endstadium in einer Linie 
Genen kontrolliert HHYl"r11on 

dem bereits näher stehen und über Proteine, die von einzelnen Genen kodiert 

sind (Doyle & 

Morphologische Charakteristiken haben ua;c:.c::";c::u 

Funde in eine 

(Hillis 1987). Obwohl bereits aus 

sehe Untersuchungen extrahiert werden kann 

Pääbo 1989; et al. 1990; Cano & Poinar 

möglich sein. 

Inwieweit molekulare die bei like 

anerkannt sind et al. 1993; Prince al. 1993; Schneider et al. 
1993b; Lee et al. 1994), 7111.c·11nt-110-

diskutiert. & 

sein wird DN A-basierende Charaktersets 

weise brauchbar 

und 

Hin-

werden können. In ebenfalls zunehmend Techniken in 

-u·-~·~h- Ke>·n-c,rhn,·no- molekularer Ähnlichkeiten hätte bei den untersuchten Fusari-

daß Fusarium F. culmorum und F. cerealis al. 
,..,., .. ~~·,,~·,,.. ihrer Bandenmusterähnlichkeiten als Varietäten einer einzustufen wären. 

Auch alle innerhalb der 

F. radicicola wäre ""'"~~n~ri o-lo1t~ht:)1" 

striatum als Varietät anzusehen. In 0-ic»r~, 0 ... 

eumartii, F. 
auszuwerten. Die Variabilität 
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mindestens in drei Arten mit über RAPD-Muster unterscheidbaren zahlreichen Unter­
gruppen zu differenzieren. Die der genetischen Ähnlichkeit würde F. 
venenatum in die Nähe von oder unterhalb von F. sambucinum abgrenzen. Klar ::>h 7 nn-.. ,:,..-._ 

zen von beiden ist ist F molekularbiologisch davon 
nur mit der sensitiveren RAPD-Technik zu unterscheiden, was wiederum vergJle1c:htJar 

auf der Ebene einer Varietät oder Form wäre. In 

die molekularen mit morphologi-
von Nectria cancri, Nectria 

als Fusarium sp. nov. definierter 
,n.-~"=>'"""'""c,n durch unterschiedliche ITS-RFLP-Muster sicher vereinbar. 

Eine ausschließlich auf Bandenmusterähnlichkeiten basierende der 

Verwandtschaft bei Pilzen ist nicht linear auf die morphologisch begründete 
wie bereits Kohn (1992) vermutete. Wie bei RFLP-

und A. oryzae & 1987) und in den 

"""'-!-'"''"· .... ' bei ITS-RFLP- und RAPD-Studien l=,.'-LA.i;:.~, 

vergl,e1chb,ar den 

entwickelt werden, ab wievielen Bandenun-

terschieden derzeit beschriebene Arten, Varietäten, Formen 
oder Rassen sind. Die Resultate mit verschiedenen Pilzen und ihr 

dazu zu uneL11.heitlich. Es kollLrtte auch 
bei sicher definierten Arten unterschiedliche 

oder ITS-RFLP-Muster zwei Arten trennen, andererseits charakterisie-

ren in anderen Fällen ITS-RFLP-Muster und sehr ähnliche RAPD-Muster ver-

Daher scheint 
sehe Klassifikationen zu Die zwischen molekularen Charakteren 
und anderen insbesondere morphologischen, kann dann als 

Molekulare Techniken liefern 

zusätzliche Marker, wie es anhand von 
gloeosporioides und verwandten Arten 

Hl<lrY'l1llnO- der RAPD zur Ll1taraKter1s11enmir 

sinnvoU zur 
r.h,e>k-t-n,,;::,n Merkmalen einzelne mcnpho.loE:1sc:he oder phytopa­

t-h,._1,.,nc,,-,11,0 h',n"l,C'rCJ-n1~e>n reJJfclSentteren können. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Fusarium ist eine heterogene Gattung imperfekter, parasitischer und saprophytischer 

Pilze. Aufgrund verschiedener der morphologischen und phytopatho-
1nne1c,,,h.a,..-. Variationsbreite existieren mehrere taxonomische mit unterschiedli­

chen Anzahlen beschriebener Fusarien. Mittels ITS-RFLP und RAPD wurden auf mole-

kularer Ebene verschiedene und bei morphologisch 

ähnlichen Fusarien überprüft. Beide Techniken erzielen die als objektive 

Merkmale zur von Isolaten auf verschiedenen taxonomischen und 
phytopathologischen Ebenen erfolgreich einsetzbar sind. 

Die Ergebnisse daß innerhalb eines taxonomisch gut bearbeiteten Art- bzw. 
rtenk,orrtpl1ext~s beide Methoden in Kombination sinnvoll zur Differenzie-

rung einsetzbar sind. Sie aber daß ein für alle Fusarien allge-

meingültiges ab wievielen Bandenunterschieden derzeit beschriebene Gattun­

gen, Arten, Varietäten, Formen oder Rassen sind, nicht 

existieren kann. Die Resultate bei verschiedenen Sektionen sind dazu zu uneinheitlich: 
,... ... ,-. ... , ... ,,..,,....,,,... ... sicher definierte Arten können mit unterschiedlichen RAPD-

oder ITS-RFLP-Mustern werden sambucinum/ F. torulosum), in anderen 

Fällen si.'1.d ITS-RFLP-Muster und sehr ähnliche RAPD-Muster für verschiedene 

Arten charakteristisch 

Sektion Martiella). 

culmorum/ F. cerealis; Fusarium-Arten innerhalb der 

Die Differenzierbarkeit von Rassen mittels ITS-RFLP- oder RAPD-Mustern ist bei den 

untersuchten Fusarien nicht zu von 

Rassen bei F. oxysporum f. sp. vasinfectum nicht und zum 

anderen bei den Rassen 1 und 2 von F. solani f. sp. cucurbitae auch andere Merkmale für 
eine auf höherer Ebene sprechen. 

Bei und phytopathologisch verhältnismäßig bearbeiteten Pilz-
be1tsp1e1swe1s,e bei Fusarium tabacinum, sind Bandenmustergruppierungen 

_,.,.,..-..11<>0-0 weiterer Untersuchungen. 

Vertreter Sektionen lassen sich wie zusam-

menfassen: 

Sektion Discolor 

Die Isolate von Fusarium sambucinum, F. venenatum und F. torulosum können mittels ITS-

RFLP und RAPD unterschieden und von Kontrollisolaten 
werden. Fusarium flocciferum und F. torulosum wie auch F. culmorum und F. cerealis zeigen 

identische ITS-RFLP-Muster, was auf eine nähere Verwandtschaft beider Paare 
schließen läßt. RAPD-Muster sind die Arten zu unterschei­
den. Fusarium bactridioides und F. sarcochroum sind als eigenständige Arten anzusehen. 

Drei unbestimmte Isolate waren als F. semitectum zu identifizieren. 
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Sektion Eupionnotes 

Für Fusarium tabacinum (Plectosporium tabacinum) wurden fünf verschiedene ITS-RFLP­

Mustergruppen In den RAPD-Mustem sich die hohe mtra~;pE'.z1t1-

sche Variabilität dieser 
1 -nr1°n1-1n- mit beiden Techniken sind 

an Cucurbita Stämme zu chan1kt:er:LsH~re·n K.n.,nr,,-,,-,,.,"'rr als 

Form F. tabacinum f. sp. cucurbitae wird vorg1esc:hlage1 

Sektion Elegans 

Die untersuchten Formen von Fusarium oxysporum identische ITS­

RFLP-M uster. Von diesen sind Fusarium F. udum und F. acutatum als e15:~entstcm-

Arten Fusarium oxysporum f. sp. dianthi und F. redolens f. sp. 

dianthi, bei denen eine vermutet wurde, lassen sich durch unterschiedliche 

RAPD-Muster klar differenzieren und sind daher auch auf Artebene zu be­

trachten. 

Bei sechs untersuchten Rassen von F. oxysporum f. sp. va:,zntectuivn 
1_1\/l11crc•-ro--r11n-n,on errnittPlt, die dPn Ra.;;:.;;:en 

kultur duftenden Isolaten °1n·1-c.-,,.-,:,,4 h.:,ri 

1rn,gE$amt vier 

sowie drPi in RP:Ln-

Die Diskussion der daß die bestehender 

Formen und Rassen bei Fusarium oxysporum überdacht werden sollte. 

Sektion Martiella 

Mittels ITS-RFLP lassen sich 19 bilden. Danach sind zehn Taxa eindeu-

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 f. sp. 
cucurbitae Rasse Fusarium sp. nov. II, III und IV, Nectria borneensis und Nectria n,r.,a111n­

thi. Weitere 21 Taxa sind in Kombination mit RAPD-Mustern zu differenzieren: 

F. carneolum (= F. solani var. minus; F. cailcaszcium 

F. solani f. sp. F. F. radicicola, F. solani 

Formen batatas, mori, 

nov. I, V, VI, Nectria bolbophylli, Nectria haematococca und 
unbestimmte Isolate der Martiella Sektion zum Teil ITS-

RFLP- und RAPD-Muster, die auf eine weitere innerhalb dieser Sektion 

hinweisen. 

Die der ITS-RFLP-Resultate trennen Fusarium coeru-

leum weit entfernt von den anderen Martiella Fusarien. Daher und von ITS-

Artm1crtKe:1ten zu Isolaten anderer Sektionen, sollte die von F. coeruleum in 

der Sektion Martiella überdacht werden. 
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6 SUMMARY 

Characterization and Differentiation of Fusarium Link RAPD and ITS-RFLP 

Fusarium Link is a genus of parasitic and saprophytic imperfect 
Due to different of and phytopathological variations 
several taxonomic with various numbers of fusaria exist. Strains of different 

Fusarium taxa were tested on a molecular basis by ITS-RFLP and RAPD. Both tecnn1q11es 
reveal banding patterns, which can be used as markers for 

characterization of isolates on different taxonomical and phytopathological levels. 

Both methods in combination can be a powerful tool for unan1b1guouts differentiation 

within well known also show that a scheme of the 
number of different bands necessary for the differentiation of genera, species, varieties, 
..,...,,_ ..... u,1.u,c,,........_ forms or races, can not exist. The results in different sections are not uniform 
enough. Morphologically well defined can have either, completely different 

RAPD and ITS-RFLP (F. sambucinum/ F. torulosum) or identical ITS-RFLP bands 
and very similar RAPD 

the Martiella '-''-'-'H-'H/ 

culmorum/ F. cerealis; some Fusarium within 

Races of the fusaria examined could not be differentiated ITS-RFLP and 

RAPD. The race of F. oxysporum f. sp. vasinfectum was not carried out accor-
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 level as well. 

In and phytopathological not sufficiently treated groups, such as 
Fusarium tabacinum, can be helpful as a basis of further 

Section Disco lor 

Isolates of Fusarium sambucinum, F. venenatum, and F. torulosum can be differentiated by 
means of ITS-RFLP and RAPD. can be further delimited from isolates of other 

"1-''C:'--ic". Fusarium fiocciferum/ F. torulosum and F. culmorum/ F. cerealis, show 
identical ITS-RFLP pattems, All four 
differentiated by characteristic RAPD Fusarium bactridioides and F. sarcochroum 

are considered autonomous Three unknown could be identified as 

Fusarium semitectum. 



108 6 SUMMARY 

Section Eupionnotes 

Five different ITS-RFLP pattem groupings were found in isolates of Fusarium tabacinum 

(Plectosporium tabacinum). The RAPD reflect the high intraspecific variability 
within this fungal group. Considerations for further subdivisions within this 
were supported by the results shown. Isolates of F. tabacinum pathogenic to Cucurbita can 
dearly be differentiated both A subdivision as form F. tabaci­

num f. sp. cucurbitae is su:ggc2st,ect. 

The investigated forms of Fusarium oxysporum show identical ITS-RFLP 
pa1:terns. Fusarium redolens, F. udum, and F. acutatum could be differentiated as 
autonomous species. Fusarium oxysporum f. sp. dianthi and F. redolens f. sp. dianthi, which 
were suspected to be conspecific, are differentiated dearly various RAPD pa:tte1ms 
demonstrating a differentiation at species level. 

In six investigated races of F. oxysporum f. sp. vasinfectum auog,etrter four RAPD 
2:nJU1Drr11rs were which correspond to races and 4, as well as to 
three further isolates odour in pure cultures. 

The discussion of the results demonstrates that the division of .-..~,,n+-,.,.,,.,. spt2cu:l112:ea forms 

and races at Fusarium oxysporum should be reconsidered. 

Sedion Martiella 

Nineteen different h<'> 11111111 n- pa:tte1ms were obtained ITS-RFLP Ten taxa 
could be characterized after this: Fusarium coeruleum, F. martiiphaseoli (= F. 
solani f. sp. phaseoli), F. javanicum, F. solani f. sp. cucurbitae race 1, F. solani var. petroliphi­

lum (= F. solani f. sp. cucurbitae race 2), Fusarium sp. nov. II, III 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 
sp12c1cu1~;ea forms mori, xanthoxyli of Fusarium solani, F. striatum, Fusarium 

sp. nov. I, V, VI, Nectria bolbophylli, Nectria haematococca, and Nectria subsequens. Unique 
ITS-RFLP and RAPD 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 ITS-RFLP-similarities to 
isolates from other sections, the position of F. coeruleum in the section Martiella should be 
reconsidered. 
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