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Zusammenfassung Erstmalig wurden mit den vorlie-
genden Untersuchungen Spargelstangen zur Haupternte-
zeit auf endophytischen Pilzbefall untersucht. Sie zeigen,
dass im Emteprodukt zwar Fusariwm proliferatum als
potenzieller Mykotoxinbildner zu finden ist. Eine mégli-
che natiirliche Kontamination mit Fumonisinen bestiitigte
sich nicht. Von den mit F. proliferatum infizierten Stan-
gen wies nur eine Stange mit grau-rosa-orange farbenen
(ewebeveridnderungen an der Basis sichtbare Symptome
auf. Allgemeine Riickschliisse auf eine mégliche Ge-
téhrdung oder Nichtgefihrdung des Verbrauchers beim
Verzehr von mit F. proliferarum kontaminierten, sym-
ptomlosen Stangen kinnen aus der Analyse nicht gezogen
werden. Hierzu miissen weitergehende Untersuchungen
zur Wirt-Pathogen-Interaktion erfolgen und die phinoty-
pischen und genotypischen Einflussfaktoren in diesem
Prozess noch ndher untersucht werden.

Schliisselworter Fusarium proliferatum
(Matsushima) Nirenberg - Asparagus officinalis L. -
Gewebeverinderungen - Kontamination -
Mykotoxinbildner

Investigation on contamination of asparagus spears
{Asparagus officinalis L..) with Fusarium proliferatum
{Matsushima) Nirenberg during main harvest

Abstract This is the first report on the occurrence of
endophytic fungi in asparagus spears during the main
harvest from a German site in 2002. The data confirm the
presence of Fusarium proliferatum — a potential myco-
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toxin producer — in harvested asparagus spears, but
contamination with Fumonisin B1 could not be verified.
Only one of the spears infected with F. proliferatum
showed visible symptoms such as grey/orange-coloured
basal tissue. However, this result does not sufficiently
indicate a health risk for consumers. Thus, further in-
vestigations are needed concerning the host-pathogen
interaction and especially for identifying phenotypic and
genotypic factors of the disease process.
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Einleitung

Spargel (Asparagus officinalis L.) aus der Klasse der
Monocotyledoneae, Familie der Liliaceae, ist eine der
bedeutendsten  perennierenden  Gemiisekulturen. 1In
Deutschland hat die Anbaufliche in den letzten Jahren
stetig zugenommen, 2003 betrug diese 18.200 ha und die
Emtemenge lag bei 57.000 t (ZMP 2004). Bedingt durch
die enorme Erweiterung des Spargelanbaus stellt sich
immer mehr die Frage nach geeigneten Anbauflichen.
Das Problem mangelnder Flichenverfiigbarkeit fiihrt
dazu, dass zunchmend Spargel auf nicht geeigneten Bo-
den an- und nachgebaut wird. Die damit verbundenen
Risiken wie eine mdglicherweise reduzierte Lebensdauer
der Anlagen, Wachtumsdepressionen, mangelhafter Aus-
trieb, absterbende Pflanzen und verminderte Stangen-
qualitit werden dabei meist aus wirtschaftlichen Griinden
in Kauf genommen. Sukzessive entsteht ein ansteigender
Infektionsdruck bodenbiirtiger pilzlicher Krankheitserre-
ger. Hauptverursacher im Komplex von Wurzel-, Kronen-
und Stingelfiiuleerreger sind parasitire Pilzarten der
Gattung Fusariuwm, darunter F. oxysporum Schlecht.,
F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg, F. culmorum
(W.GG. Smith) Sacc., F. redolens Wollenw., F. solani
{Mart.) Sacc., F. subglutinans (Wollenw. u. Reink.)
Nelson et al. (Sadowski u. Knaflewski 1990; Hartung et
al. 1990; Blok u. Bollen 1995; Elmer et al. 1996).



54

Bei Untersuchungen erkrankter Spargelpflanzen aus
Jung- und Ertragsanlagen Deutschlands bzw. Osterreichs
zur Problematik parasitiir verursachicr Absterbeerschei-
nungen wurde in den Kronen-, Wurzel- und Stéingelteilen
relativ hidufig eine endophytische Kontamination mit
Fusarium-Arten festgestellt. Neben dem Nachweis von
F. oxysporum als dominierende Art wurde in diesem
Zusammenhang auch erstmalig F. proliferatum nachge-
wiesen (GoBmann et al. 2001). Diese Fusarium-Art ko-
lonisiert als Wurzel-, Stingel- und Fruchtfiulerreger vor
allem in tropischen Anbaugebieten wirtschaftlich be-
dentsame Kulturptlanzen wie den Mais, Weizen, Sor-
ghum, Dattelbiume und Reis (Chulze et al. 1996; Leslie
et al. 1992; Abdalla et al. 2000; Desjardins et al. 1997).
Gemeinsam mit F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg zihlt
F. proliferatum zu den Hauptbildnern von Fumonisinen.
Fumonisine sind Aminopolyatkohole, die kanzerogene
Wirkungen haben und zu schweren gesundheitlichen
Problemen bei Tieren und Menschen filhren kénnen
(Gelderblom et al. 1988; Nelson et al. 1992),

Nachdem Ende der 1990er Jahre in Italien, in /. pro-
liferatum infizierten Spargelstangen Fumonisin B, (FB,)
nachgewiesen werden konnte (Logrieco et al. 1998), ge-
lang auch in Deutschiand erstmals der Nachweis. So fand
Seefelder et al. (2002) in 9 von 10, mit F. proliferatum
infizierten, Spargelstangen das Fumonisin B,. Die Stan-
gen wurden nach der Ernteperiode, Ende Juli 2000, von
Pflanzen aus mehrjdhrigen Anlagen mit starken Wuchs-
depressionen entnommen. In den Stangen konnten in
mykologischen Untersuchungen neben F. proliferatum,
auch eine patiirliche Kontamination mit F. sambucinum
und F. oxysporum festgestellt werden. Mittels Liquid
Chromatography-Electrospray Ionization-Mass Spectro-
metry (LC-ESI-MS) wurde in diesen Stangen eine FB,-
Konzentration von 36,4-4513,7 ng/g Trockengewicht
nachgewiesen.

Die Ergebnisse waren Anlass, Spargelstangen wihrend
der Haupternteperiode auf die Kontamination mit F. pro-
liferatum bzw. mit Fumonisinen zu untersuchen.

Material und Methoden

In einer 1998 gepflanzten Ertragsanlage in Deutschland
wurden zur Hauptstechperiode Anfang Juni 2002 von
11 Sorten (,Ariane’, ,Andreas’, ,Backlim’, ,Gijnlim’,
,Grolim’, ,Horlim’, ,Huchel’s Alpha’, ,Eposs’, ,Ramos’,
JRavel* und ,Thielim‘) Bleichspargelstangen geerniet. Je
Sorte wurden unmittelbar nach dem Stechen jeweils bis zu
25 Stangen mit einer maximalen Linge von 22 cm zufillig
entnommen. Einzeln in Papiertiiten verpackt erfolgte der
Transport gekiihlt mit anschliellender visueller Bonitur.
Nach einer Qberflichendesinfektion der Stangen mit
NaOCl 2% fir 2 min und mehrmaligem Splilen mit ste-
rilem aq. dest. wurde aus dem unteren, mittleren und
oberen Bereich der Stangen jeweils eine 0,3-0,5 cm diinne
Scheibe herausgeschnitten. Davon wurden jeweils drei
kleine Stiicke aus den Bereichen Epidermis, Perizykel und
Gefifizylinder auf eine Platte mit slight nutrient agar

{ /\} 4 cm
Spitze — 1 .Scheibe
22 cm < ‘
Mitte —— 2.Scheibe
Basis 3.Scheibe
} 2cm

Abb.1 Aus einer 22 cm langen Spargelstange wurden aus der
Basis, der Mitte und der Spitze 0,3-0.5 cm dicke Scheiben her-
ausgeschnitten und daraus je drei Segmente aus den Bereichen
Epidermis (1), Perizykel (2) und Gefizylinder (3) auf SNA aus-
pelegt

{SNA) nach Nirenberg (1976) ausgelegt (Abb. 1), um die
diese Gewebe besiedelnden endophytischen Pilze zu be-
stimmen. Die Inkubation erfolgte 7 his 10 Tage bei 20°C
unter UV-Licht im Wechsel einer 14-stiindigen Hell- und
einer 10-stiindigen Dunkelphase. Danach erfolgte eine
mikroskopische Bonitur auf morphologischer Basis mit
entsprechender Artendeterminierung nach Gerlach u. Ni-
renberg (1982); Booth (1971), Nirenberg (1976).

Das restliche Stangenmaterial wurde in Alufolie €in-
gewickelt, kurzzeitig bei —20°C gelagert, gefriergetrock-
net und pulverisiert.

Wurde in den auf SNA ausgelegten Segmenten ein
Pilzauswuchs durch F. proliferatum festgestellt, erfolgte
bei dem entsprechend gefriergetrockneten und pulveri-
sierten Stangenmaterial die Untersuchung auf eine mog-
liche Kontamination mit dem Fumonisin FB, mittels Li-
quid  Chromatography-Electrospray  lonization-Mass
Spectrometry (LC-ESI-MS) nach Seefelder et al. (2002).

Mittels In-vitro-Untersuchungen erfolgte die Uber-
priifung des Mykotoxinbildungspotenzials der aus den
Spargelstangen  gewounenen  F.-proliferatum-lsolate.
Hierzu wurden 20 g handelsiibliches Maismehl und 20 ml
aq. dest. mit einer Sporensuspension von 2x10* Konidien/
mi inokuliert und fiir 19 Tage bei 25°C tm Dunkeln in-
kubiert. Nach Extraktton mittels Methanol und aq. dest.
(70:30) wurde das Filtrat direkt fiir den ELISA-Test
NEOQGEN Veratox-Fumonisin Kit (Firma BAG) ver-
wendet.

Ergebnisse

In den aus einer 4-jdhrigen Ertragsanlage in Deutschland
zur Hauptstechperiode Anfang Juni 2002 zufillig ent-
nommenen Spargelstangen (n=248) wurde In ca. einem
Drittel der Stangen (n=80) eine endophytische Besiedlung
mit Pilzarten der Gattung Fusarium nachgewiesen. Dabei
wurden sowohl Einzel- als auch Mischinfektionen meh-
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Abh. 2 Nachgewiesene Fusari- ‘ 30
um-Arten, die die untersuchten
Spargelstangen (n=248) zur
Ernte Anfang Juni 2002 endo-
phytisch besiedelten

26,6

Anzahl befaliener Stangen in %

Anzahl befallener Stangen in %

rerer Fusarium-Arten festgesteilt. In 26,6% aller unter-
suchten Stangen war F. oxysporum die dominierende
Fusarium-Art. In 5.6% der Stangen wurde eine Konta-
mination mit F. profiferatum gefunden. Nur sehr verein-
zelt konnten F. subgiutinans, F. redolens, F. merismoides,
F. equiseti, F. dimerum, F. lateritium w.a. F. sp. nach-
gewiesen (Abb. 2) werden.

Beim Vergleich der Sorten deuten sich Befallsunter-
schiede mit Fusarium sp. an. So waren bei den Sorten
.Gijnlim*‘ und ,Ariane‘ nur 8 bzw. 9% der untersuchten
Stangen mit Fusarium sp. befallen. Bei den Sorten
JHorlim’, ,Backlim’, ,Ravel‘ und ,Grolim* wurde Fusa-
rium sp. in 16-30% und bei ,Andreas’, .Eposs‘ und
.H. Alpha® in 32-449% der untersuchten Stangen nach-

Sorten

Abb. 3 Vergleich der mit Fusarium sp. befallenen Spargelstangen (n=248) verschiedener Sorten zur Ernte im Juni 2002

gewiesen. Bei den Sorten ,Ramos‘ und , Thielim* zeigten
sich mit iiber 60% relativ hohe Befallsraten von mit
Fusarium sp. infizierten Spargelstangen (Abb. 3).

Die Bestimmung des Pilzbesatzes in den einzelnen
Stangenbereichen (Basis, Mitte, Spitze) erméglichte eine
genauere lokalisation von Fusarium sp. (Tabelle 1).
Danach wurde Fusarium sp. in 54% der untersuchten
Stangen im Basisteil bei ca. 20 cm nachgewiesen. In 17%
der Stangen gelang der Nachweis von Fusarium sp. im
mittleren Stangenbereich und in 9% in der Spargelspitze.
In meist unter 10% der Stangen wurde dariiber hinaus ein
2- bzw. 3fach positiver Fusarium-Befall sowohl in der
Basis als auch im mittleren und oberen Stangenbereich
registriert.
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Tabelle 1 Ubersicht zur Lokalisation des positiven Nachweises von Fusarinm sp. in kKontaminierten Spargelstangen (n=80}

Sorte Basis Basis+Mitte Basis+Mitte Basis+Spitze Mile  Mitte+Spitze Spitze  Summe Positiver
+Spitze Nachweise

JAriane’ 2 0 0 0 0 0 2 4
JAndreas’ 8 0 0 4] I 4] 1 10
,Backlim* 3 0] 0 0 1 0 1 5
.Gijnlim* 2 0 0 0 0 0 0 2
,Grolim* 1 1 5 0 2 L 1 11
,Horlim* 4 0 0 0 0 0 0 4

"H. Alpha‘ 5 1 1 0 4 1 i 13
,Eposs’ 3 2 0 0 2 ! o 8
,Ramos® 12 0 0 0 3 1 0 18
,Ravel’ 5 0 0 0 2 0 2 9

. Thielim* 8 4 1 1 0 0 1 15
Positiver 53 8 7 1 17 4 9 99
Nachweis [1r,,]

Positiver 54 8 7 1 17 4 9 100

Nachweis [%]

Abb. 4  Fusarium proliferanumn
auf SNA, Mikrokonidien (K) an
Konidientrigern (KT) in Ketten
{a.b), Polyphialide (¢), Makro-
konide und Mikrokonidien (d).
Vergr, 1:400

In 14 von 248 untersuchten Stangen wurde F. proli-
feratum nachgewiesen, das entspricht 5,6% der Anzahl
befallener Stangen (Abb. 2). Hierbei war F. proliferatum
(Abb. 4) bei mehr als der Hilfte der kontaminierten
Stangen meist nur in der Stangenbasis zu {inden (Ta-
belle 2). Hinzu kamen einige wenige Stangen, in denen
F. proliferatum noch in den Segmenten aus dem mittle-
ren und apikalen Stangenbereich isoliert wurden. Eine
weitergehende Differenzierung des Nachweises des en-
dophytischen Pilzbefalls aus den Segmenten der Epi-
dermis, dem Perizykel und des Gefiizylinders war nicht
moglich,

Die mittels LC-ESI-MS durchgefiihrten Fumonisin-
Analysen des im mykelogischen Nachweisverfahren als
mit F. proliferatum positiv getesteten Stangenmaterials
ergab in den 14 gefriergetrockneten und pulverisierten
Proben keine detektierbaren Gehalte an FB; (Tabeile 2).

Beim Screening der aus dem Stangematerial gewon-
nenen F.-proliferatum-Isolate mit Hilfe des ELISA-Tests
in vitro zeigten sich 18 von 19 als positiv hinsichtlich
ihres Mykotoxinbildungsvermégens. Sie bildeten aufl
Maismehl das Fumonisin FB, in Konzentrationen von ca.
50-100 ppm (Tabelle 2).
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Tabelle 2 Fumonisin-B -Nachweis in Spargelstangen {Ernte 06.2002) und in Isolaten aus Stangenabschnitten

Fumonisin-B|-Nachweis in Spargelstangen mittels LC-ES1-MS

In-vitro-Fumonisin-B -Nachweis mittels BLISA

Sorte Fusarium-proliferatum- FB,-Konzentration™ Fusarium-prolifera- Infizierter FB-Konzentration
infizierte Spargclstange pro Stange fum-Isolat Stangenabschnitt  in Maismehl
[pefe] lug/e]
JRavel 1 ND 1 Basis 82,7
JEposs* 2 ND 2 Basts 75.8
3 ND 3 Mitte 85,2
JRamos* 4 ND 4 Basis 90,7
3 ND 5 Basis 87.9
6 ND 6 Mitte 87,9
.Backlim* 7 ND 7 Mitte 84,7
,Thielim* 8 ND 8 Basis 73,0
9 ND 9 Basis 68,0
10 Mitte 59,6
10 ND 11 Spitze 73,0
.Grolim* 3 ND 12 Basis 62,2
13 Mitte 50,7
14 Spitze 89,4
12 ND 15 Basis 102,91
16 Mitte 999
13 ND 17 Basis 80,5
18 Mitte 84.7
"H. Alpha® 14 ND 19 Basis -
* Basierend auf dem Trockcngewicht: LC-ESI-MS Liquid Chromatography-Electrospray Tonization-Mass Spectrometry, ND nicht
detektiert.
Diskussion Kronen- und Wurzelfiiule an Spargelpflanzen (Endo et al.

Die an Spargelstangen erstmalig wihrend der Hauptern-
tezeit vorgenommenen mykologischen Untersuchungen
zeigen, dass in den 248 beprobten, ca. 22 cm langen
Spargelstangen Kontaminationen mit endophytischen
Pilzarten, inshesondere der Gattung Fusarium nachweis-
bar waren. Dominierende Fusarium-Art war mit 26,6%
infizierter Stangen F. oxysporum, gefolgt von F. prolife-
ratum mit 5,6%. Am héufigsten war dabei die Stangen-
basis befallen. Aber auch in der Mitte und der Spitze der
Stangen war eine endophytische Pilzbesiediung feststell-
bar.

Im Untersuchungsjahr 2002 war meist die Infektion
mit F. proliferatum makroskopisch symptomlos, lediglich
in einer Stange war eine grau-rosa Gewebeverfirbung an
der Stangenbasis beobachtet worden. Dieser weitestge-
hend symptomiose Befall mit F. proliferatum ist mogli-
cherweise auf den relativ frilhen Untersuchungszeitraum
Zur Probennahme Anfang Juni zuriickzufithren. Voran-
gegangene Untersuchungen von beprobten Spargelstan-
gen, deren mehrjihrige Pflanzen nach der Stechperiode,
Anfang Juli 2000, an einem anderen Standort in
Deutschland, Wuchsdepressionen zeigten, wiesen dem-
gegentber deutliche Symptome auf. Die zum Zeitpunkt
Juli 2000 mit F.-profiferatum-infizierten, ca. 20-25 cm
langen Stangen waren meist hohl und wiesen duflerlich an
der Basis sichtbare kleine, runde rosa-braune, eingesun-
kene Flecken auf (Seefelder et al 2002). Ahnliche Be-
fallssymptome an der Basis von Spargelstangen durch
F. proliferatum verursacht wurden auch von Elmer et al.
(1996) beschrieben. F. proilferatum gilt vor allem in den
‘USA neben F. oxysporum als wichtigster Frreger der

1971, Johnston et al. 1979, Elmer et al. 1996).

Insgesamt zeigten die vorgenommenen Untersuchun-
gen der Probennahmen zum Erntezeitpunkt Anfang Juni
2002, dass in den Spargelstangen F. proliferatum meist
symptomlos nachweisbar war und die infizierten Stangen
nicht mit Fumonisinen kontaminiert waren. Die Nach-
weisgrenze fiir FB, lag hierbei bei 3 ng/g Trockensub-
stanz. Darunter liegende Werte konnten nicht mehr erfasst
werden. Fiir den Einzelstangennachweis stand teilweise
zu wenig Probenrestmateria) fiir eine Zweifachanalyse zur
Verfiigung. Dass die aus diesen Stangen gewonnenen F.-
proliferatum-1solate das Potenzial haben, Fumonisine zu -
bilden, zeigten die In-vitro-Analysen mittels ELISA-Test
(Tabelle 2).

Die vorliegenden Untersuchungen deuten f{erner auf
eine unterschiedliche Sortenanfilligkeit des Spargels ge-
geniiber Fusarium sp. hin. Diese interessanten Ergebnisse
sind jedoch aufgrund der einmalig durchgefiihrten Un-
tersuchungen nicht zu verallgemeinern und miissen in
weiteren Versuchen bestiitigt werden.
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