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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Unter den in Deutschland angebauten Gemisearten nimmt der Anbau von Spargel wegen
der groRen Anbauflachen und des mehrjahrigen Anbaus eine Sonderstellung im
Gemiusebau ein. Innerhalb der bis zu 10-jahrigen Standzeit der Kultur kommt es durch
bodenbiirtige  Schaderreger zu Faulnis- und letztendlich zu frihzeitigen
Absterbeerscheinungen. Die weltweit im Spargelanbau verbreitete Wurzel-, Kronen- und
Stangelfaule wird durch parasitére Pilze der Gattung Fusarium Link verursacht, darunter
F. oxysporum Schlecht. und F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg. Fusarium spp.
Infektionen flihren zu einer reduzierten Anzahl und zu einem geringeren Durchmesser der
Stangen, verursachen ein Welken an Wurzel und Stangen bis zur Faule an Wurzeln,
Rhizom und Stédngeln. Am Rhizom und an der Stangelbasis kdnnen vaskulare
Verfarbungen auftreten sowie braune Léasionen an Wurzel-, Rhizom- und
Stangeloberflache. Eine weitere Qualitétseinschrankung wird durch die mogliche
Mykotoxin-Produktion hervorgerufen. Aber nicht nur pilzliche Erreger spielen eine Rolle
sondern auch zahlreiche Insekten, wobei besonders die Spargelfliege (Plioreocepta
poeciloptera) verheerende Schaden verursachen kann. Die Larven fressen sich basipetal
durch den Trieb und mindern die Assimilationsleistungen, wodurch der Ertrag im

Folgejahr negativ beeinflusst wird.

Im ersten Abschnitt dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass auf
niedersachsischen Spargelanlagen das Erntegut unterschiedlich starke Infektionen durch
Fusarium spp. aufwies. Abhangig von Ort und Zeitpunkt der Probenahme sowie von der
vorherrschenden Witterung wurde 2008 ein hoher Infektionsdruck von bis zu 68 %
ermittelt, dagegen wiesen die Spargelstangen 2009 eine wesentlich geringere Infektion
von bis zu 38 % auf. Zur Laubabreife im Herbst stieg auf allen Feldern die Fusarium-
Infektion durchschnittlich bis auf 95 % an. Die dominanteste Fusarium-Art an den
infizierten Spargelstangen war F. oxysporum, gefolgt von F. proliferatum, allerdings
verschob sich das Verhaltnis im Herbst zugunsten von F. proliferatum.

An Spargeljungpflanzen wurden im Gewachshaus Virulenztests durchgefiihrt, um die
Beziehungen zwischen Schadigung und Befallsgrad fir die getesteten F. oxysporum und
F. proliferatum Isolate zu bewerten. Die Wourzelparameter (Trockenmasse und
Befallsgrad) erwiesen sich im Vergleich zu den Triebparametern als aussagekréaftiger. Die
Wurzeltrockenmasse und der Befallsgrad der Wurzel korrelierten mit einem R2 = 0,74 eng
miteinander. Alle getesteten F. oxysporum und F. proliferatum Isolate waren im Vergleich

zur Kontrolle pathogen. Zwischen den jeweils sechs Isolaten (einer Fusarium-Art) wurden
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nur signifikante Unterschiede zwischen den F. oxysporum Isolaten ermittelt. Von allen
Isolaten bewirkte das F. oxysporum Isolat O-6 die starksten Krankheitssymptome. Keinen
Einfluss auf die Virulenz der Isolate hatten Faktoren wie Herkunft (Feld) und Zeitpunkt der
Entnahme der Isolate sowie die Intensitdt der Symptome des Spargelgewebes, von dem
die Isolate isoliert wurden. Insbesondere zeigen die Ergebnisse, dass sich Isolate aus
Gewebe mit typischen Krankheitssymptomen in der Virulenz nicht von Isolaten aus
symptomfreiem Spargelgewebe unterscheiden. Unter optimierten Verhaltnissen auf PDA
konnten mittels des Myzelwachstums weitere Differenzierungen zwischen den Fusarium-
Arten vorgenommen werden. Die F. oxysporum Isolate wiesen im Vergleich zu
F. proliferatum bei 15 °C, 20 °C und 25 °C ein schnelleres Wachstum auf. Eine deutliche
Steigerung des Myzelwachstums wurde bei F. oxysporum bei 15 °C gemessen und bei
F. proliferatum bei 20 °C. Signifikante Unterschiede innerhalb der F. oxysporum Isolate
wurden ab 20 °C ermittelt und bei F. proliferatum ab 15 °C und héheren Temperaturen.

Die Untersuchung auf Fumonisin-Produktion zeigte, dass alle auf Reis Kkultivierten
Einsporenkulturen der F. oxysporum und F. proliferatum Isolate des Virulenztests in der
Lage waren FB; und FB; zu bilden. Die Werte der F. proliferatum Isolate lagen im hohen
Bereich bis zu 65,30 ppm (FB; + FB,). Die der F. oxysporum Isolate variierten zwischen
0,89 und 17,69 ppm. Die Kontamination in den Erntestangen von 2008 und 2009 befand
sich dagegen auf einem geringen Level mit einem Median von 0,06 ppm und 0,16 ppm.
Nur vereinzelte Stangen auf einem Feld wiesen hohe Werte von bis 281,70 ppm auf. Auf
diesem Feld wurde keine konventionelle Ernte durchgefuhrt, wodurch die vaskulare
Ausbreitung der Fusarien bis in die Triebspitzen schon von Beginn der

Triebwachstumsphase an méglich war.

Des Weiteren erfolgte auf denselben niedersachsischen Spargelanlagen in drei
aufeinanderfolgenden Jahren (2007 bis 2009) ein Monitoring Uber das Auftreten von
P. poeciloptera. Mittels gruner Stableimfallen konnte die Flugaktivitat der Fliege ab April
bis Ende Juli auf den Feldern erfasst werden, wobei auf den einzelnen Spargelanlagen
wahrend einer Vegetationszeit mehrere Flugspitzen ermittelt wurden. Eine
Unterscheidung zwischen den Anlagen lie3 sich hinsichtlich des Alters und der Lage
durchfuhren. Auf jingeren (£ 3 Jahre) Spargelfeldern ergab sich eine Tendenz zu einem
friheren Flugbeginn mit einem starkeren Flug in den Monaten April und Mai, wohingegen
auf den Altanlagen (= 4 Jahre) noch im Juni und Juli vermehrt Adulte gefangen wurden.
Die Aufnahme der Flugaktivitdt erméglichte den Anbauern eine gezielte Anwendung von
Insektiziden auf die Flugspitzen, um somit entbehrliche Spritzungen zu vermeiden. Mit der

Erfassung des Befalls nach der Laubabreife wurde eine genauere Einschatzung des
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Befalls ermdglicht und somit auch die Uberprufung der Bekampfungsversuche. Ebenfalls
wurde das Gefahrdungspotenzial fir die nachste Saison aufgezeigt.

In Freilandversuchen, in denen Insektizide und eine UV-reflektierende Folie gegen die
Fliege eingesetzt wurden, haben alle Varianten den Befall durch P. poeciloptera
reduzieren kdnnen. Allerdings konnten nur die UV-reflektierende Folie und das Insektizid
Coragen die Anzahl der Puppen im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduzieren. Von
allen Varianten bewirkte die UV-reflektierende Folie den besten Bekampfungserfolg.
Durch die unnatirlich hohe Abstrahlung von kurzen Wellenldngen vom Ublicherweise
dunklen Hintergrund der Pflanzen wird offensichtlich das Verhalten der Fliege bei der
Wirtswahl so gestort, dass es nicht zu einer intensiven Besiedlung und Eiablage kommit.
Ein Einsatz im konventionellen Spargelanbau ist indes noch nicht mdglich. Dazu misste

die Ausbringung der Folie auf dem Spargelfeld technisch verbessert werden.

Der dritte Abschnitt dieser Studie befasste sich mit der moglichen Interaktion zwischen
P. poeciloptera und F. proliferatum. Von anderen Kulturen ist bekannt, dass Insekten
Ubertrager und Verbreiter von Pilzsporen sein kénnen, insbesondere von Fusarien. Die
mehrjahrige Erhebung der Besiedlungsintensitat der Fliege in Relation zum Fusarium-
Befall auf verschiedenen Spargelanlagen konnte bereits die Tendenz aufzeigen, dass mit
einem erhdhten Puppenbesatz, also einer vorher hohen Larvendichte, auch die Fusarium
spp. Infektion steigt. Unter kontrollierten Bedingungen gelang der Nachweis, dass die
Verletzungen, hervorgerufen durch den Legebohrer des Weibchens, die Verbreitung und
damit auch den Infektionsdruck fordern. Die Ergebnisse zeigten, dass eine F. proliferatum
Kontaminationen an verletzten Trieben sowie mit Sporensuspension kontaminierte
Weibchen der Spargelfliege eine starke Infektion im Spargeltrieb verursachten (bestimmt
mittels quantitativer Real-time PCR). Durch den Larvenfra3 wurde insbesondere die
basipetale Verbreitung von F. proliferatum beginstigt. Dagegen erwies sich der
Infektionsweg Uber die Wurzel innerhalb der vierwtchigen Versuchsdauer als weniger
aggressiv. Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass eine Bekampfung der Fliege
zusatzliche Eintrittspforten fir Fusarien verhindert und somit einer Ausbreitung
entgegenwirken kann. Allerdings mussen im Spargelanbau auch die kulturbedingten
Infektionsquellen betrachtet werden. Die wahrend des Ernteprozesses am Stangelgrund
entstehenden Schnittstellen kdnnen ebenfalls Eintrittspforten darstellen und somit zur
Ausbreitung von Fusarium spp. in der Pflanze beitragen. Es kann davon ausgegangen
werden, dass die Wurzel-, Kronen- und Stangelfaule auch ohne P. poeciloptera tber kurz
oder lang wahrend der bis zu 10-jahrigen Kulturdauer auftritt. Jedoch wiirden MaRnahmen
zur  Reduzierung des Insektenbesatzes, insbesondere des Hauptschadlings

P. poeciloptera, dazu fuhren, dass die Verletzungen am oberirdischen Trieb verringert
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werden und damit auch die Befallshaufigkeit der Fusarium spp. Infektionen. Fir eine
lange Kulturfihrung der Spargelanlagen ist insbesondere der Schutz der Junganlagen

notwendig.

Kennwdrter: Fusarium, Asparagus officinalis, Virulenz, Plioreocepta poeciloptera,

Interaktion, Fumonisin
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Abstract

Asparagus occupies a special position among vegetable crops grown in Germany
because it is grown perennially and large crop acreage is devoted to its cultivation. With
cultivation periods lasting up to 10-years, soil-borne pathogens can cause rot, which
results in early growth damage. The root, crown, and stem rot found worldwide in
asparagus cultivation is caused by parasitic fungi of the genus Fusarium Link, including
F. oxysporum Schlecht., F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg. Fusarium spp. infections
lead to decreased numbers of stems and stems having smaller diameters. These
infections also cause wilting in stems and roots, including rot in roots, rhizomes and
stems. Rhizomes and stem bases may experience vascular discoloration as well as brown
lesions on the roots, rhizomes and stem surfaces. Another reduction in quality is caused
by the possibility of mycotoxin production. Besides fungal pathogens, many insects, in
particular the asparagus fly (Plioreocepta poeciloptera) can cause devastating damage.
Larvae eat their way basipetally through the shoots, thereby reducing assimilation

efficiency, which results in crop yields being adversely affected in the subsequent year.

The first part of this study was able to show that asparagus crops in Lower Saxony
exhibited varying degrees of infection caused by Fusarium spp. Dependent on the location
and time of sampling, as well as prevailing weather conditions in 2008, a high infection
rate of up to 68% was measured, whereas the shoots in 2009 showed a significantly lower
infection rate of up to 38%. During fall defoliation, Fusarium rates rose up to an average of
95% in all the fields. The most dominant Fusarium species infecting asparagus stems was
F. oxysporum, followed by F. proliferatum, however, the ratio shifted in favor of
F. proliferatum during fall.

Virulence tests were conducted with young asparagus plants in the greenhouse to assess
the relationship between infection rates and virulence for some F. oxysporum and
F. proliferatum isolates. In comparison, root parameters (dry matter and degree of
infection) were found to be more reliable than the shoot parameters. Root dry matter and
the degree of root infestation were narrowly correlated (R2 = 0.74). All tested
F. oxysporum and F. proliferatum isolates were pathogenic when compared to the control.
Among the both Fusarium species only the F. oxysporum isolates displayed significant
differences in virulence between each other. Of all isolates, the F. oxysporum isolate O-6
caused the strongest disease symptoms. Virulence of the isolates was not affected by the
isolate origin (field) and sampling time, and not related the intensity of symptoms in the

infected asparagus shoots serving as source for isolation. In particular, results show there
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is no difference in the virulence of isolates taken from tissue showing typical symptoms of
disease and isolates from asymptomatic asparagus tissue. Under optimal conditions using
PDA, further differentiation between Fusarium species could be made by means of radial
fungal growth pattern. F. oxysporum isolates displayed in comparison to F. proliferatum,
faster growth at 15 °C, 20 °C and 25 °C. A significant increase in fungal growth was
measured in F. oxysporum at 15 °C but for F. proliferatum at 20 °C. Significant differences
among the F.oxysporum isolates were determined at 20 °C and above but for

F. proliferatum at temperatures of 15 °C and higher.

All single spore isolates of F. oxysporum and F. proliferatum taken from rice cultures were
capable of forming FB; and FB,. The values of F. proliferatum isolates were in the high
range of up to 65.30 ppm (FB; + FBy). The F. oxysporum isolates ranged from 0.89 to
17.69 ppm. By contrast, stems harvested in 2008 and 2009 showed a much lower level of
contamination, with a median of 0.06 ppm and 0.16 ppm. In selected individual stems high
levels of up to 281.70 ppm could be determined, however these stems originated from a
field without harvest, as a result of that the Fusarium spp. infection could spread out in the

stems.

Furthermore, the existence of P. poeciloptera was monitored in the same asparagus fields
in Lower Saxony for three consecutive years (2007 to 2009.) Using green sticky-traps, the
flight activity of the flies could be recorded from April until the end of July. In younger
asparagus fields (< 3 years), the tendency was towards earlier flight, with a peak in April
and May. Whereas in older fields (= 4 years), high numbers of adults were still being
caught in June and July. Recording the period of highest flight intensity allowed growers to
appoint the most convenient time point for efficient pesticide treatments. Due to long
hatching periods and temperature torpidity thresholds occurring at < 15 °C, spraying
should be carried out in the early morning or evening when numbers are high. A more
accurate evaluation of real infestation levels was obtained by counting pupa within stems
after defoliation. These counts allow a more exact estimation of efficacy of control

measures and evaluation of the risk potential for the next season.

In field trials where insecticides and reflective mulches (UV) were used on the fly, all
variants were able to reduce infestation by P. poeciloptera. However, only the reflective
mulches and the insecticide Coragen significantly reduced the number of pupae in
comparison to the untreated control. The reflective mulches provided the most successful
control of all treatments. Due to the unnaturally high emission of short wavelengths from

the normally dark background of the plants, the host finding behavior of the fly is so
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disrupted that intensive infestation and ovipositioning is prevented. At the moment,
however, use of this technology is not yet possible in conventional asparagus cultivation
due to difficulties in proper establishing the mulch film without affecting the plant

development.

The third part of this study dealt with the possible interaction between P. poeciloptera and
Fusarium spp. It is well known that herbivorous insects can be carriers and disseminators
of fungal spores, in particular Fusarium spp. The multi-year survey of fly populations in
relation to Fusarium infection rates in different asparagus fields already could show a
tendency that high larval densities and Fusarium spp. infection rates are correlated. Under
controlled conditions, it was proven that damage caused by the ovipositor of the female
increased the spread of Fusarium spp. Results showed that damaged shoots
contaminated with F. proliferatum, as well as asparagus fly females contaminated with
spore suspensions, caused heavy infection rates in asparagus shoots (determined by
guantitative real-time PCR). The damage caused by larvae benefited the basipetal spread
of F. proliferatum in particular. In comparison, during the four-week trial period, the
infection path through the roots proved to be less aggressive. Results suggest that
controlling the fly prohibits additional entry routes for Fusarium, thus counteracting its
spread. However, transmission by means of asparagus cultivation itself must also be
considered. Cut surfaces on stem bases, which occur during the harvesting process can
also provide entry routes, thus contributing to the spread of Fusarium spp. in the plant.
Even without P. poeciloptera, it can be assumed that root, crown, and stem rot will sooner
or later occur during cultivation periods lasting up to 10-years. However, measures to
reduce the occurrence of insects, particularly the main pest P. poeciloptera, will lead to a
reduction in injuries to shoots above the ground, therefore, reducing the incidence of
Fusarium spp. infection. Protecting young fields in particular, is necessary for the long-

term cultivation of asparagus crops.

Keywords: Fusarium, Asparagus officinalis, virulens, Plioreocepta poeciloptera,

interaction, Fumonisin
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Allgemeine Einleitung

Spargel (Asparagus officinalis L.)

A. officinalis L. gehért innerhalb der Klasse der Monocotyledoneae zur Ordnung Liliales
und der Familie der Liliaceae. Morphologisch zahlt der Spargel zu den Wurzelsukkulenten
und es handelt sich um eine zweih&usige Staude mit unterirdischen Speicherorganen
(Strasburger, 1987). Das dicke und derbfleischige Rhizom ist eine waagerecht bzw.
schrag (plagiotrop) wachsende Sprof3achse mit extrem kurzen Internodien (Hartmann,
1989). Das Rhizom besteht aus zahlreichen Sprofl3generationen und entwickelt sich
sympodial, auf der Oberseite werden Niederblatter und auf der Unterseite
Speicherwurzeln ausgebildet. Von hinten her stirbt das Rhizom ab und verlangert sich von
seiner Spitze aus. Spargel bildet unter der Erde aufrechte, kahle Sprosse mit spiralig
stehenden chlorophylifreien Schuppenblattern (Franke, 1997), wobei die Starke dieser
Sprosse und somit des Ernteprodukts unmittelbar von der Starke einer Knospe abhangt,
da die Organe der Monocotyledonen nicht zu einer sekundéarem Dickenwachstum befahigt
sind. Oberirdisch entwickeln sich aus den Achsen der Schuppenblétter die Seitensprosse
mit den buschelartigen Kurztrieben (Phyllokladien). Sie sind die chlorophylifiihrenden
Assimilationsorgane der Pflanze, die nadelférmig, stielrund gestaltet sind und einen
Durchmesser von 0,5 mm und eine Lange von dber 2 cm erreichen kdnnen (Hartmann,
1989). An Blltenstielen, die axillar am Grund einzelner Phyllokladien entspringen,
erscheinen kleine, unscheinbare Bliten. Die maéannlichen Bliten besitzen sechs
Staubblatter und einen unfruchtbaren Fruchtknoten und die weiblichen einen dreifachrigen
Fruchtknoten mit maximal sechs Samenanlagen und sechs verkiimmerten Staubblattern.
Bei mannlichen Pflanzen werden auch Ubergange gefunden (Andromondézisten), die sich
in der unterschiedlich starken Ausbildung der Griffel und Narbe zeigen (Beeskow, 1967,
Franke, 1997). Bei weiblichen fertilen Andromondzisten Bliten kann auch eine
Selbstbefruchtung vorkommen. Die weibliche Blite entwickeln sich zur erbsengrofe,
kugeligen Beere, die im Verlauf der Reife ziegelrot wird und 3 bis 4 mm breite, runzlige
Samen enthdlt. Die fur die Samenreifung verbrauchte Energie, lasst den Ertrag bei
weiblichen Spargelpflanzen niedriger ausfallen als bei mannlichen (Robb, 1984; Hughes
et al.,, 1990). Mannliche Pflanzen weisen ein langeres Wurzelsystem auf, haben eine
langere Lebensdauer, akkumulieren mehr Kohlenhydrate und produzieren zahlreichere
Knospen im Vergleich zu den weiblichen Pflanzen (Lazarte & Garrison, 1980; Abe &
Kameya, 1986; Sinton & Wilson, 1999). Aus diesem Grund werden im Ertragsanbau

hauptséchlich mannliche Hybriden angebaut.
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Der Spargel stellt in Deutschland die bedeutendste Gemiiseart dar, mit einer Anbauflache
von 21628 ha und 22028 ha in den Jahren 2008 und 2009 und steigender Tendenz
(Statistisches Bundesamt Deutschland, 2009). Somit nimmt alleine der Spargelanbau ein
Funftel der gesamten Feldgemiseanbauflache ein. 2008 wurden Ernteertrage von 50,3
Dezitonnen je Hektar erwirtschaftet. Uber die Halfte (57 %) davon wird in den drei
bedeutendsten  Spargelanbaulédndern, Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen und
Brandenburg, erzeugt, wobei Niedersachsen mit 4956 ha die meisten Anbauflachen
aufweist. In Deutschland wird Uberwiegend weil3er Spargel angebaut, nur 4 % des
Anbaus entfallt auf griinen Spargel. Spargel ist eine mehrjahrige Kultur und unterscheidet
sich somit deutlich von anderen Kulturen im Gemusebau (Hartmann, 1989). Die
Anbaudauer ist abhdngig von der Sorte und Intensitdt des Anbaus und liegt zwischen
sechs und zehn Jahren. Fur die Pflanzung einer Neuanlage ist die gebrauchliche
Methode, einjahrige Kronen im Frihjahr zu pflanzen. Die Anzucht der Jungpflanzen wird
in spezialisierten Betrieben durchgefihrt, die im April/Mai das Saatgut auf Freilandbeeten
ausséhen und im darauf folgenden Februar/Marz die einjahrigen Spargelpflanzen roden.
Eine andere Methode liegt in der Verwendung von Erdpresstopfen, in denen die
Saatkdrner im Gewachshaus ausgeséat und nach sechs bis zwélf Wochen ins Freiland
gepflanzt werden. Allgemein benétigt Spargel tiefgrindige, lehmige oder humose
Sandbdden mit einem optimalen pH-Wert zwischen 5,8 und 6,2. Die Spargelpflanzen
werden von April bis Juni in Reihen mit Abstanden zwischen 1,6 bis 2,0 m und
Pflanzabstanden von 0,3 bis 0,45 m gepflanzt (Standardpflanzweite: 1,80 m x 0,35 m =
1,6 Pflanzen/m?). Dazu werden 30 - 40 cm tiefe Graben ausgehoben und die Pflanzen
eingepflanzt. Sobald die Triebe etwa 30 cm hoch sind, werden die Pflanzgraben
eingeebnet. Die erste Ernte findet bei den einjéhrigen gepflanzten Kronen ab dem zweiten
Jahr statt und bei den Erdpresstopfen ab dem dritten Jahr. Allerdings wird in den ersten
zwei Jahren nur 15 — 30 Tage geerntet, um eine Etablierung der Pflanzen am Endstandort
zu gewahrleisten, und erst ab dem dritten Erntejahr gehen die Anlagen in den Vollertrag.
Far die Produktion von Bleichspargel ist es notwendig, dass die Pflanzen vor der Ernte mit
Erddammen von ca. 40 cm Hohe aufgehaufelt werden. Um die Damme schneller zu
erwadrmen und somit den Austrieb der Trieb zu beschleunigen werden Schwarz-Weil3-
Folien, Tunnel sowie Antitaufolie eingesetzt. Die Ernte endet mit dem 21. Juni (sudliches
Deutschland 24. Juni), damit sich das Rhizom nicht erschopft und in der folgenden Zeit

mit dem Auswachsen der Laubsprossen wieder Assimilate bilden kdnnen.

Die Ertragshdhe und die Qualitét des Spargels bestimmen die Erlose, die fur den Anbauer
das ausschlaggebende Kriterium darstellen. Fir den nachstjahrigen Austrieb ist die

Einlagerung von Reservekohlenhydrate (RKH) in die Wurzeln von entscheidender
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Bedeutung (Martin, 1989; Ernst & Krug, 1998). Ab dem Beginn der Ernte bis zum Sommer
(Juni/duli), bis die oberirdischen Pflanzenorgane aufgebaut sind, nehmen die
Kohlenhydrate stdndig in den unterirdischen Organen ab, da zum Austrieb der Triebe
Energie in Form von freien Zuckern (Glucose, Fructose, Saccharose) vorliegen muss
(Martin, 1989). Von Juli bis Oktober werden die von den Sprossen, insbesondere den
Phyllokladien, gebildeten Assimilate in die unterirdischen Pflanzenteile riickverlagert. Die
durch die Assimilate gewonnenen Kohlenhydrate werden in Form der Disaccharide, und
zwar als Saccharose, und nach weiteren Polymerisationen als nieder- oder
hohermolekulare Fruktane transportiert. Im Winter erfolgt dann eine zunehmende
Mobilisierung der Fruktane zu den Monosen Glucose und Fructose. Die Speicherwurzeln
speichern von allen Organen das grofdte Volumen der Kohlenhydrate, wodurch

mafgeblich der Aufwuchs der Triebe des nachsten Jahres bestimmt wird.

Fusarium spp.

Zu der Gattung Fusarium (Link) gehdren saprophytisch und / oder parasitisch ubiquitér
verbreitete Pilze, die weltweit aus vegetativem und reproduktivem Pflanzenmaterial
verschiedener Pflanzenarten isoliert werden konnten (Wollenweber & Reinking, 1935b).
Die Gattung ist ohne Organisation in kunstliche Ordnungen und Familien der Gruppe
mitosporischer Pilze zugeordnet (Kirk et al., 2001). Auf der Grundlage morphologischer
Merkmale gemafld internationalem Code der botanischen Nomenklatur haben
Wollenweber und Reinking 1935 die erste Monographie zur Differenzierung von Arten der
Gattung Fusarium angefertigt. Herangezogen wurden Unterscheidungsmerkmale wie Typ
der Konidientrager, die Gestalt, Form und GroRe der Mikrokoniden und Makrokonidien,
das Auftreten von Chlamydosporen und die Pigmentierung des Stromas (Nelson et al.,
1981). Die Taxonomie von Wollenweber und Reiniken (1935a) teilt die Fusarien in 16
Sektionen, 65 Arten, 55 Varietdaten und 22 Formen ein. Seither gab es zahlreiche andere
taxonomische Systeme, die immer auf der Grundlage von Wollenweber & Reinking
(1935b) geschrieben wurden (Nelson et al., 1983). Die Unterscheidung dieser Systeme
liegt in der Anzahl der Arten und Varietdten, die durch die starke Variationsbreite
morphologischer Merkmale durch nicht standardisierte Kulturcharakteristika vorliegen
(Burnett, 1984; Nelson et al., 1983). Fiur einige Fusarium-Arten ist die Telemorphe
,Gibberella® nachgewiesen, z.B. F. graminearum (Gibberella zeae), F. avenaceum
(Gibberella avenacea). Viele Fusarium-Arten z&hlen zu den bedeutendsten
Schaderregern an Nutzpflanzen und verursachen Umfallkrankheiten, echte Welken und
rufen Faulen an Wurzel, Stangelbasis und Frichten hervor (Nelson et al., 1983). Ebenfalls

kann es zu Nachernte- und Lagerschaden an landwirtschaftlichen und gartnerischen
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Produkten kommen. In der Tat sind viele Fusarien in den meisten landwirtschaftlichen
Boden vertreten, so dass es selten vorkommt, dass von eine nekrotisierten Wurzel kein
Fusarium isoliert werden kann. Das Gleiche gilt im Spargelanbau, bei dem weltweit in
allen Spargelanbaugebieten Fusarium-Arten mit Infektionen an Wurzel, Rhizom und
Spargelstange in Verbindung gebracht werden (Blok & Bollen, 1995; Elmer et al., 1997,
Schreuder & Lamprecht, 1995; Gofmann et al., 2001). Abhangig von der Region wurden
verschiedene Fusarium-Arten wie F. oxysporum Schlecht., F. proliferatum (Matsush.)
Nirenberg, F. culmorum (W. G. Schmith) Sacc., F. redolens Wollenwe., F. solani (Mart.)
Sacc., F. subglutinans (Wollenw. & Reink.) P. E. Nelson, Toussoun & Marasas, F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg u.a. von symptomatischem Spargelgewebe isoliert, wobei
meist F. oxysporum Schlecht. und F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg als dominante

Fusarium-Arten genannt werden.

Mykotoxine

Der Begriff Mykotoxine bezeichnet toxische chemische Substanzen, die hauptsachlich
von Schimmelpilzen der Gattungen Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps,
Alternaria, Stachybotrys und Myrothecium produziert werden (Mdller et al., 1979; Bennet,
1987). Bislang sind ca. 250 toxinbildende Schimmelpilzarten bekannt, die mehr als 400
verschiedene Mykotoxine produzieren konnen. Allerdings sind davon etwa 20 Mykotoxine
von groRerer Bedeutung, weil sie haufig und in hoheren Konzentrationen in
Nahrungsmitteln auftreten. Nach Angaben der FAO (Food and Agriculture Organization
der UN) sind weltweit bis zu 25 % aller landwirtschaftlich angebauten Produkte mit
Mykotoxinen  belastet. Bei Mykotoxine handelt es sich um sekundéare
Stoffwechselprodukte (Metabolite) der Schimmelpilze, die wéahrend des Wachstums und
der Lagerung von pflanzlichen Substraten in Abhé&ngigkeit verschiedener &uf3erer
Faktoren wie Temperatur, Feuchtigkeit und Nahrstoffangebot gebildet werden (Smith et
al., 1994). Kennzeichnend sind die vielfaltigen toxischen Eigenschaften, die bereits in
geringen Mengen auf Mensch und Tier giftig wirken kénnen. Ihre schadlichen Wirkungen
reichen u. a. von karzinogenen, neurotoxischen, immunsuppressiven, mutagenen bis zu
allergischen Reaktionen. Eine durch Mykotoxine hervorgerufene Erkrankung wird
Mykotoxikose genannt (Bennett, 1987; Sugiura et al.,, 1999). Im Allgemeinen sind
Mykotoxine chemisch sehr stabil und somit filhren hohe Temperaturen, UV-Strahlung
oder Sauerstoff zu keiner wesentlichen Verringerung der Konzentrationen (Scott, 1984,
Eriksen & Alexander 1998).



Allgemeine Einleitung 6

Fumonisine

Die erfolgreiche Isolierung und Aufklarung der Strukturen von Fumonisin B; und B, (FB;
gelang 1988 durch Gelderblom et al. in Tygerberg (Sudafrika). Ausléser der
Untersuchungen war eine Vieherkrankung, die sich in einer Nekrose der weil3en
Gehirnmasse aufRerte (ELEM - equine Leukoenzephalomalacia) (Bezuidenhout et al.
1988). Verschimmelter Mais wurde als indirekter Ausldser ausfindig gemacht, der mit dem
Pilz F. verticillioides (Synonym: F. moniliforme Sheldon) Nirenberg kontaminiert war.
Seither wurden 15 Fusarium-Arten in vier Sektionen als Fumonisin-Produzenten an
unterschiedlichen Kulturen ausgemacht, darunter F. proliferatum, F. subglutinans,
F. nygamai, F. oxysporum u. a. (Cawood et al., 1991; Thiel et al., 1991; Chelkowski &
Lew, 1992; Nelson et al. 1992; Abbas et al., 1995; Seo et al., 1996; O Donnell et al.,
1998; Rheeder et al., 2002). Die bisher hochsten Fumonisin-Werte wurden von Fusarium-
Arten der Sektion Liseola produziert. Unter diesen finden sich F. verticillioides,
F. proliferatum und F. nygamai, wobei F. verticillioides als bedeutendster Fumonisin-
Produzent gilt (Nelson et al., 1992; Thiel et al., 1991).

Fumonisine sind langkettige, methylverzweigte Aminoalkohole, deren Kohlenwasserstoff-
Grundgerist in der Regel 20 C-Atome umfasst. Ein typisches Merkmal ist die Veresterung
der OH-Gruppe in Position 14 und 15 mit 1,2,3-Propantricarbonsdure (Sydenham et al.,
1995). Fumonisine werden in sogenannte A-, B-, C- und P-Reihen gegliedert, wobei die
B-Reihe aufgrund ihrer weiten Verbreitung die grof3te Bedeutung aufweist (Musser et al.,
1995). Die Gefahrdung durch Fumonisine beruht auf der Hemmung der Ceramidsynthase
(Shingosin- und  Sphinganin-N-Acyltransferase), einem  Schlisselenzym des
Sphingolipidmetabolismus (Wang et al., 1991; Merrill et al., 1996). Die Sphingolipide sind
wichtige Bestandteile bei der Zellkommunikation, beim Zellwachstum, sowie bei der
Zelldifferenzierung. Es wird angenommen, dass die Inhibierung der Ceramidsynthase den
Schliisselschritt bei der Toxikogenese der Fumonisine darstellt. Uber die Toxikologie der
Fumonisine liegen eine Reihe von Studien und Informationen vor. In diesen wird belegt,
dass durch die regelmafige intraventdse oder orale Aufnahme von Fumonisine bei Tieren
Lungenddeme, Leucoencephalie (ELEM), Leber- und Nierenschaden sowie Leberzirrhose
und Leberkrebs entstehen kénnen (Wilson et al., 1991; Harrison et al., 1990; Gelderblom
et al., 1992; Colvin et al., 1993). Obwohl der Effekt auf den Menschen schwer
abzuschéatzen ist, deuten epidemiologische Studien aus Afrika, China und Italien auf eine
Korrelation zwischen der Kornkontamination mit F. verticillioides und einer hohen
Krebsgefahrdung beim Menschen hin (Marasas et al., 1981; Sydenham et al., 1991;
Rheeder et al., 1992; Chu et al., 1994; Doko &Visconti, 1994). FB; wurde 2002 von der
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IARC (International Agency for Research on Cancer) als moglich kanzerogen fur den
Menschen eingestuft.

Am 1. Marz 2007 trat auf dem Gebiet der Europaischen Union die Verordnung (EG) Nr.
1881/2006 in Kraft, die ab dem ersten Oktober 2007 einen verbindlichen Grenzwert von
400 pg/kg FB (Summe aus FB; und FBy) fiir Lebensmittel aus Mais vorschreibt.

Spargelfliege

Im Spargel sind zahlreiche Insekten wie z. B. Phyllopertha horticola, Agromyza simplex,
Ophiomyia simplex, usw. dafir bekannt, die Pflanze zu schadigen (Dingler, 1934; Otto,
2002, Tuell, 2003). Allerdings spielen diese Schadlinge nur eine untergeordnete Rolle
neben den beiden Spargelkafern (Crioceris asparagi, C. duodeimpunctata) und der
Spargelfliege (Plioreocepta (syn. Platyparea) poeciloptera Schrank). Die zwei Kéafer und
die Fliege sind in der Lage, vor allem in Junganlagen verheerende Schaden zu
verursachen (Dingler, 1934; Hennequin & Coutin, 1961; Criiger, 1991; Otto, 2002), wobei
besonders durch das starke Auftreten von P. poeciloptera die Neupflanzung und
Erhaltung von Junganlagen noch bis in die 50er Jahre gefahrdet waren (Becker, 1950;
Kotte, 1960). Die Spargelfliege gehdrt zur Familie der echten Frucht- oder Bohrfliegen
(Tephritidae) und wurde von Merz (1994) der Gattung Plioreocepta zugeordnet. Obwohl
die Verbreitung dieser Familie weltweit mit dem Schwerpunkt auf den Tropen liegt
(Robinson & Hooper, 1989), wird P. poeciloptera nur in europaischen Léndern wie
Deutschland (Eckstein, 1934; Hassan, 1970; Kolata, 1980), Frankreich (Lesne, 1913;
Thibout & Auger, 1999), Niederlande (Nijvelt, 1957), Belgien (Decraemer & Gillard, 1966),
Schweiz (Freuler & Fischer, 1985), Spanien (Salmeron de Diego, 1973), Griechenland
(Chlapoutakis, 1999), Ungarn, Tschechoslowakei und Ruf3land (Dingler, 1934) als

Schaderreger beschrieben.

Die Spargelfliege ist durch das fir Bohrfliegen typische gebanderte Fligelmuster, wie es
auch die Kirschfruchtfliege (Rhagoletis cerasi) aufweist, und einer Kérperlange von etwa 6
mm gut von anderen Schadfliegen im Spargel zu unterscheiden. Die Adulten verfiigen
Uber eine Flugellange von 5 mm, ein schwarz glanzendes Scutellum, gelbliche Halteren
und rotbraun,e am Ende dunkler werdende Beine. Die Weibchen unterscheiden sich vom
Mannchen durch ein nicht einziehbares Basalglied den Ovipositor. Die Eier sind ca. 1,2
mm lang und 0,3 mm breit, die Oberflache ist glatt und weil3lich gefarbt. Das Eistadium
dauert etwa zwei bis vier Tage. Die Larven sind typische beinlose Fliegenmaden, deren
Oberflache glatt ist und in der Farbung gelblichweil. Am Vorderende befinden sich die

erst braunen, spater schwarzen Mundhaken (Mandibeln). Wé&hrend der Entwicklung, die



Allgemeine Einleitung 8

drei bis vier Wochen dauert, hdutet sich die Larve dreimal und erreicht eine Lange von ca.
1 cm und eine Dicke von 3 mm. Die Puppen sind hell- bis dunkelbraun, ca. 7,7 mm lang
und 2,3 mm breit. Die Uberwinterung erfolgt im Puppenstadium, was ca. zehn Monate
andauernde und somit nur eine Generation pro Jahr erméglicht (univoltin) (Dingler, 1934;
Hendel, 1949; Merz, 1994).

Der Schlupf der Imagines aus den Puppen erfolgt ab dem Frihjahr (Mitte April) und kann
sich Uber mehrere Monate hinziehen (Eckstein, 1934; Otto, 2002). Eine Begriindung fur
den lang andauernden Schlupfzeitraum wurde bisher nicht gefunden. Eckstein (1934) und
Kotte (1960) vermuten als Ursache die ungleichmaRige Erwarmung des Bodens. Otto
(2002) sieht den Schlupfzeitpunkt in Zusammenhang mit dem Alter der Spargelanlagen
und der Temperatur. Unmittelbar nach dem Schlupf verfligt das Weibchen bereits Uber
ausgereifte Eier und eine Anzahl unreifer Eier, es wird angenommen dass insgesamt 60 -
80 Eier pro Spargelfliegenweibchen abgelegt werden kdnnen (Leshe, 1913; Dingler, 1934;
Otto, 2002). Durch die bereits vorhandenen reifen Eier und die sofortige Paarung nach
dem Schlupf besitzt die Spargelfliege keine Praovipositionsperiode (Otto, 2002).
Unmittelbar nach der Paarung begibt sich das Weibchen auf die Suche nach geeigneten
Stellen zum Einstich und zur Eiablage, dabei werden die Eier mittels Ovipositor ca. 0,75
mm tief ins Parenchym von jungen, noch nicht verholzten Spargeltrieben abgelegt
(Dingler, 1934). Aber nicht nur zur Eiablage werden die Spargeltriebe angestochen,
sondern auch zur Aufnahme von Pflanzensaften. Die Lebensdauer der Ma&nnchen und
Weibchen betragt im Durchschnitt 20 Tage, wobei die Nahrungsaufnahme und die
Temperatur eine grofl3e Rolle spielen (Otto, 2002). Die in Faserrichtung abgelegten Eier
haben eine von der temperaturabhangige Entwicklungszeit von drei bis zehn Tagen. Die
aus den Eiern geschlipften Larven fressen sich basipetal durch den Trieb und
hinterlassen dabei geradlinig verlaufende Bohrgange. Im unterirdischen Teil des
Spargeltriebes, in der N&he des Rhizoms findet die Verpuppung statt. Durch die
Schadigung der Spargeltriebe wird deren Assimilationsleistung herabgesetzt und somit

der Ertrag im Folgejahr negativ beeinflusst.

Bis in die 50er Jahre hinein wurde zur Bekampfung von P. poeciloptera vor allem das
Vernichten des Spargellaubes nach der Ernte im Herbst empfohlen (Dinkler, 1931; Straib,
1944). Heute wird das Laub gehé&ckselt und in den Boden eingearbeitet. Die Bekdmpfung
wird mit dem Ausbringen von Insektiziden (dimethoathaltige Praparate) nach der Ernte
durchgefuhrt  (Landwirtschaftskammer Hannover, 2009). Die Beachtung des
Flugverhaltens von P. poeciloptera kann dabei zum Erfolg beitragen. Das
Warmebediirfnis der Fliege ist grol3 und sorgt dafir, dass sich mit Abnahme der

AuBentemperatur alle LebensaufRerungen verringern. Unter kilhlen Bedingungen befinden
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sich die Adulten starr an der Pflanze oder am Boden und reagieren somit nicht auf
Bewegungen. Nach der Kaltestarre ab Temperaturen > 15 °C beginnt der Flug und damit
auch die Fortpflanzungstétigkeit der Fliege (Dingler, 1933). Fir eine Bekampfung der
Adulten und die damit verbundende Verhinderung der Eiablage empfiehlt sich, das
Insektizid wahrend der Kaltestarre frih am Morgen oder spat am Abend anzuwenden
(Landwirtschaftskammer Hannover, 2009).

Eine Alternative zur chemischen Bekampfung bildet der Einsatz von Sexualpheromonen,
die durch kleinste Wirkstoffmengen starke Verhaltensreaktionen (Verwirrung) bewirken.
Untersuchungen im Labor von Thibout & Auger (1999) und Thibout et al. (2005) zeigten,
dass die sexuelle Aktivitat von den Duftorganen der Mannchen abhangig ist. Die
Mannchen lokalisieren die Spargeltriebe schneller als die Weibchen, und erst durch das
Gemisch von Pflanzenduft und mannlichen Pheromonen finden die Weibchen zur
Wirtspflanze. Informationen Uber Freilandanalysen fehlen bisher. Parasitoide von P.
poeciloptera wurden bislang nicht beschrieben. Auch Otto (2002) konnte wahrend seiner

umfangreichen Untersuchungen keine Nutzlinge beobachten.

Eine weitere alternative Bekampfungsmdoglichkeit wird seit mehreren Jahren im
Gemiusebau untersucht, die auf Verwirrung und Abschreckung der Schadlinge basiert.
Viele Insektenarten nutzen zur Erkennung von Wirtspflanzen neben der Differenzierung
von Formen und Kontrasten auch das Farbsehen. Uber das Farbsehen von Insekten ist
bekannt, dass die meisten herbivoren Insekten drei Typen von Farbsensoren in den
Komplexaugen zur Verfigung haben, mit Empfindlichkeitsmaxima im grinen (530 nm),
blauen (470 nm) und ultravioletten Bereich (300 - 400 nm) sensitiv sind (Gillott, 2005).
UV-Licht dient der Orientierung im Raum (,take-off*-Verhalten), der Navigation oder
reflektiert zur Identifizierung besonders wichtiger Pflanzenteile, wie beispielsweise von
Blutenblattern oder Pollen (Raviv & Antignus, 2004; Antignus, 2007). Auf der anderen
Seite nutzen viele Herbivore den Kontrast zwischen Farbreflektionen von Pflanzen und
dem reflektionsarmen Hintergrund (Boden) zur Lokalisierung der Wirtspflanzen. Farbige
insbesondere kurzwellige Reflektionen des Bodens, wie sie durch Farbmulche (Folien)
oder AL-beschichtete Folien (hoher UV-Anteil im reflektierten Licht) erreicht werden,
verandern diesen Kontrast oder I6sen ganz im Gegensatz dazu ein Dispersions- und kein
Anflugverhalten aus. Eine hohe UV-Reflektion von der Basis des Pflanzenbestandes
konnte damit die Orientierung der Insekten so stark beeintrdchtigen, dass es nicht zum

Kontakt zwischen Wirtspflanze und Schadlingen kommit.
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Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Befallssituation von Fusarium spp. und
P. poeciloptera auf niedersachsischen Spargelanlagen Uber mehrere Jahre betrachtet
wiederzugeben. Neben einer mehrjahrigen Dokumentation der Befallssituation sollen
Untersuchungen an mit Fusarium spp. infiziertem Erntegut die potenzielle Gefahrdung
durch Fumonisin-Kontaminationen beleuchten. Weiterfihrende Untersuchungen unter
kontrollierten Bedingungen sollen fur die haufig vorkommenden Arten F. oxysporum und
F. proliferatum Hinweise auf eine mogliche unterschiedliche Virulenz an
Spargeljungpflanzen erbringen, wobei die Frisch- und Trockenmasse als Parameter der
Pflanzenschadigung und der Befallsgrad des Wurzel- und Kronenbereichs zur
Quantifizierung des Fusarium-Befalls herangezogen und korreliert werden. Die Erfassung
der Myzelwachstumsrate auf PDA soll ebenfalls zur Differenzierung der zwei Fusarium-
Arten dienen. Um einen Uberblick tiber das Fumonisin-Bildungspotenzial zu erhalten,
werden Einsporenkulturen hergestellt und auf Reis kultiviert. Im Blickfeld der
Untersuchung steht auch die mogliche Verstarkung von Fusarium spp. Infektionen an
Spargel durch das Auftreten von P. poeciloptera. Unter kontrollierten Bedingungen sollen
mogliche Interaktionen zwischen Pilz und Insekt aufgezeigt werden. Um erste Ansatze fur
die neuen Kontrollméglichkeiten auf der Basis von Verhaltensmanipulationen zu
untersuchen, die den Befall durch P. poeciloptera effektiv eingrenzen kdnnen, werden
Feldversuche durchgefihrt, in denen eine UV-reflektierende Folie und ein Insektizid

vergleichend zum Einsatz kommen.
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1 Fusarium spp. Infektion und mogliche Fumonisin-

Kontamination an Spargel

1.1 Zusammenfassung

Spargelstangen von neun niedersachsischen Spargelanlagen wurden wahrend der
Erntezeit im Mai und Juni sowie im Herbst zur Laubabreife auf endophytische Besiedlung
durch Fusarium spp. in zwei aufeinanderfolgenden Jahren untersucht. Die
Befallshaufigkeit auf den Spargelfeldern war abhangig vom Ort und Zeitpunkt der
Entnahme sowie von den Witterungsverhaltnissen. Juni 2008 war ein hoher
Infektionshaufigkeit von bis zu 68 % ermittelt worden, dagegen wiesen die
Spargelstangen 2009 eine wesentlich geringe Infektion von bis zu 38 % auf. Zur
Laubabreife im Herbst stieg auf allen Feldern die Fusarium-Infektion durchschnittlich bis
auf 95 % an. Die dominanteste Fusarium-Arten war F. oxysporum, gefolgt von F.
proliferatum, wohingegen sich das Verhdltnis im Herbst zugunsten von F. proliferatum
verschob. Unter Kkontrollierten Bedingungen im Gewachshaus erwiesen sich an
Spargeljungpflanzen die jeweils sechs getesteten F. oxysporum und F. proliferatum
Isolate als pathogen. Fur die Bewertung der Krankheitsauspragung waren die
Wourzelparameter (Trockenmasse und Befallsgrad) durch ihre enge Korrelation (R2 = 0,74)
aussagekraftiger als die Triebparameter (R2 = 0,41). Die erfassten Parameter zeigten
zwischen den beiden Fusarium-Arten keine eindeutige Unterscheidung in der Virulenz.
Allerdings konnten Unterschiede zwischen den Isolaten innerhalb der einzelnen
Fusarium-Arten errechnet werden. Von allen Isolaten bewirkte das F. oxysporum Isolat O-
6 die starkste Beeinflussung der Wirtspflanzen. Unter optimierten Verhéltnissen auf PDA
konnten mittels des Myzelwachstums weitere Unterscheidungen vorgenommen werden.
Es zeigte sich, dass die F. oxysporum Isolate im Vergleich zu F. proliferatum ab einer
Temperatur von 15 °C schneller wuchsen. Des Weiteren wurden Fumonisin B; und B,
Analysen mittels HPLC-MS/MS durchgefiihrt. Die auf Reis kultivierten Einsporenkulturen
der F. oxysporum und F. proliferatum Isolate aus dem Virulenztest produzierten alle FB;
und FB,. Die Werte der F. proliferatum Isolate lagen im hohen Bereich bis zu 65,30 ppm
und die der F. oxysporum Isolate variierten zwischen 0,89 bis 17,69 ppm. Die
Kontamination in den Erntestangen von 2008 und 2009 lag dagegen auf einem geringen

Level mit einem Median von 0,06 ppm (FB; + FBy) und 0,16 ppm. Einzelne Stangen
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wiesen hohe Werte von bis 281,70 ppm auf, wobei diese Stangen langere Standzeiten auf

dem Feld und somit l&ngere Infektions- und Inkubationszeiten fir Fusarium spp. zeigten.

1.2 Einleitung

Parasitare Pilze der Gattung Fusarium Link, darunter F.oxysporum Schlecht.,
F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg, werden weltweit mit der Wurzel-, Kronen- und
Stangelfaule assoziiert (Hartung et al.,, 1990; Sadowski & Knawlewski, 1990; Blok &
Bollen, 1995; Elmer et al., 1996; Baayen et al., 2000; GoRmann et al., 2005).
Fusarium spp. Infektionen fuhren zu einer reduzierten Anzahl und zu einem geringeren
Durchmesser der Stangen, verursachen Welken an Wurzeln und Stangen (Cohen &
Heald, 1941) bis zur Faule an Wurzeln, Rhizom und Stangel (Johnston et al., 1979), am
Rhizom und an der Stangelbasis kénnen vaskulare Verfarbungen auftreten (Schreuder &
Lamprecht, 1995) sowie braune L&sionen an Wurzel-, Rhizom- und Stangeloberflache
(Blok & Bollen, 1995; Schreuder & Lamprecht, 1995; Martinez Lopez, 2007). Eine weitere
Qualitatseinschrankung wird durch die mogliche Mykotoxin-Produktion hervorgerufen. Die
zwei Hauptverursacher der Wurzel-, Kronen- und Stangelfaule F. oxysporum und
F. proliferatum sind beide in der Lage, verschiedene Toxine zu produzieren (Liu et al.,
2007; Logrieco et al., 1998; Moretti et al., 2002; Weber et al., 2006; Seefelder et al.,
2002). Beide Fusarium-Arten kdnnen das Mykotoxin Fumonisin B; und B, bilden, wobei
von den zwei Arten der bedeutendste Fumonisin-Produzent F. proliferatum ist (Ross et
al., 1990; Visconti & Doko, 1994). Diese relativ bestdndigen Toxine, die lediglich aufgrund
ihrer hohen Wasserl6slichkeit auswaschbar sind, stehen im Verdacht, beim Menschen
kanzerogen zu wirken und embryonale Fehlbildungen auszulésen (Rheeder et al., 2002).
Untersuchungen an Erntematerial aus verschiedenen L&ndern wie China (Liu et al.,
2007), Mexico und Amerika (Nigh et al., 1999), Polen (Weber et al., 2006; Knaflewski et
al., 2008), Iltalien (Logrieco et al., 1998) und Deutschland (GoRmann et al. 2001;
Seefelder et al., 2002; Weber et al., 2006; GoRmann et al., 2008) eruierten
unterschiedlich hohe Fumonisin-Kontaminationen an Spargelstangen, die Fusarium spp.
Infektionen aufwiesen.

Ein 2-jahriges Monitoring sollte Aufschluss Uber das Auftreten von Fusarium spp. auf
niedersachsischen Spargelfeldern geben und das Erntegut auf moégliche Mykotoxin-
Kontaminationen untersuchen. Um die Pathogenitat und Virulenz der im Fusarium spp.
Komplex der Wurzel-, Kronen- und Stangelfaule haufig vorkommenden Arten
F. oxysporum und F. proliferatum zu testen, wurden verschiedene Parameter
aufgenommen und versucht die Fusarium-Isolate zu charakterisieren und Unterschiede

festzustellen. Hierfur wurde das Wachstumsverhalten auf PDA unter verschiedenen
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Temperaturbedingungen gemessen sowie die an inokulierten Spargeljungpflanzen
erfasste Einflussgrof3e Trockenmasse der unter- wie oberirdischen Pflanzenorgane und
deren Symptomauspragung. Weiterhin sollte das Fumonisin-Bildungspotenzial dieser

Isolate analysiert werden.

1.3 Monitoring von Fusarium spp. und Fumonisine

1.3.1 Material und Methoden
Spargelfelder

Das Monitoring auf Fusarium spp. Infektionen erfolgte auf neun Spargelfeldern in vier
niedersachsischen Spargelregionen (Tab. 1). Alle Felder, aul3er Feld | - ein Versuchsfeld
am JKI -, waren konventionell bewirtschaftete Spargelfelder, auf denen mit der Erstellung
von Dammen Bleichspargel geerntet wurde. Wahrend der Erntezeit wurde das Wachstum
der Spargelstangen mittels Schwarz-WeiR-Folie und auf Junganlagen mit Antitaufolie
beeinflusst. Der Einsatz von Insektiziden, Fungiziden und Herbiziden erfolgte nach der
Ernte und diente zum Schutz der Pflanze vor pilzlichen Erregern, wie Puccinia asparagi
oder Schadlingen wie Plioreocepta poeciloptera oder Crioceris asparagi, usw. und

storendem Unkrautbewuchs.

Tab. 1: Fur das Monitoring 2007 bis 2009 genutzte Spargelfelder in Niedersachsen.

Felder (Lage) Pflanzung G[rhbalie Spargelsorte Vorfrucht
A (Martfeld) 2006 3,0 Rapsody, Ramada Roggen

B (Martfeld) 2005 2,5 Rapsody, Ramada Roggen

C (Gifhorn) 2008 2,0 Gijnlim, Ravel Weizen

D (Gifhorn) 2007 15 Gijnlim, Ravel Kartoffeln
E (Gifhorn) 2006 3,0 Backlim, Ravel Zuckerriiben
F (Gifhorn) 2003 2,5 Gijnlim, Thielim Kartoffeln
G (Buchholz) 2005 12,0 Ravel Sommerraps
H (Buchholz) 2005 7,0 Ravel Grassamen
| (Braunschweig) 2006 1200 m? Gijnlim -

Probeentnahme der Spargelstangen

Zur Haupterntezeit 2008 und 2009 wurden zu zwei Terminen Spargelstangen enthnommen

(Tab. 2). Die erste Probeentnahme erfolgte zwischen Anfang April und Mitte Mai, ca. vier
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Wochen spater, im Juni, wurde die zweite Entnahme durchgefiihrt. Ein weiterer Termin
folgte im September/Oktober zur Abreife des Spargelkrauts (2007 — 2009). Die Anzahl der
entnommenen Erntestangen pro Feld betrug wahrend der Stechperiode in der Regel
zwischen 35 und 60 Stangen. Im Herbst wurde die Anzahl bis auf 15 Stangen reduziert.
Die Probeentnahme erfolgte aus festgelegten Reihen, aus denen bis zu zehn
Spargelstangen, die eine minimale Lange von 25 cm aufwiesen, entnommen wurden. Die
Probeentnahme im Herbst 2008 umfasste neben Stangen auch Rhizom und Wurzel der
Spargelpflanzen. Insgesamt wurden 1670 Spargelstangen wahrend der Stechperiode auf
Fusarium spp. untersucht. Weitere 574 Stangen, 82 Rhizome und 81 Wurzeln wurden im
Herbst untersucht. Alle Spargelstangen wurden randomisiert vom Feld enthommen und in

gekuhlten Behaltern ins Labor transportiert.

Untersuchung auf endophytische Pilzbesiedlung

Die Aufbereitung im Labor erfolgte innerhalb von 24 Stunden (h) nach Probenahme, daftr
wurden die Spargelstangen, Rhizom und Wurzelsegmente unter flieBendem Wasser
sorgfaltig vom Substrat gesaubert. AnschlieRend erfolgte eine Bonitur der Stangen auf
Symptome (rétlich-braune Verfarbungen), indem die am starksten verfarbte Stangenseite
angeschaut und in die Schadensklassen (SK) 1 bis 4 eingestuft wurde (Tab. 3). Nachdem
die Spargelstangen senkrecht geteilt wurden, erfolgte die Gewebeentnahme fir die
Untersuchung auf endophytische Pilzbesiedlung, indem randomisiert aus dem mittleren
Stangenbereich (15 cm von der Spitze abwarts) sowie von Gewebe mit Lasionen (wenn
vorhanden) eine ca. 2 cm lange Probe aus der Stange geschnitten wurde. Aus Rhizom
und Wurzel wurden ebenfalls 2 cm lange Gewebestiicke randomisiert enthommen.
AnschlieBend folgte eine  zweiminitige  Oberflachendesinfektion mit 2 %
Natriumhypochlorid (NaClO, Diagonal GmbH & Co KG) und zweimaliges Waschen in
autoklaviertem, deionisiertem Wasser (aqua dest.). Unter sterilen Bedingungen wurden
aus den 2 cm langen Pflanzenstiicken zwei ca. 2 mm dinne Dreiecke herausgeschnitten
und auf einen ,Speziellen N&hrstoffarmen Agar‘ (SNA) mit Antibiotika (siehe Anhang:
Spezieller Nahrstoffarmer Agar) ausgelegt und bei 20 °C unter UV-Licht (Philips TLD
18w/08, 250 — 350 nm) fur sieben bis zehn Tage Kkultiviert. Danach erfolgte die
lichtmikroskopische Determinierung der Arten auf morphologischer Basis nach Gerlach

und Nirenberg (1982). Das restliche Stangenmaterial wurde kurzfristig bei -20 °C gelagert.
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Tab. 2: Probeentnahme und Anzahl Spargelstangen in den Jahren 2007 — 2009 fir das Monitoring

auf Fusarium spp. und Mykotoxine auf neun niedersachsischen Spargelanlagen.

Datum der Probenahme

Felder 2007 2008 2009
Oktober Mai Juni Sept. Mai Juni Sept.

A 10.10. (42)* | 07.5.(66) 03.6.(49) 04.9.(15) | 28.4. (50) 26.5.(50) 01.9.(36)
B 08.10. (41) | 15.5.(50) 09.6. (50) 04.9.(15) | 05.5. (50) 03.6.(50) 01.9.(27)
C - - - 02.9. (15) | 21.4.(50) 12.5.(50) 08.9. (45)
D 23.10. (23) | 29.4.(35) 28.5.(50) 02.9.(12) | 21.4.(50) 18.5.(50) 08.9. (27)
E 24.10. (42) | 20.5.(50) 17.6. (50) - 12.5. (50) 09.6. (50) -

F 22.10. (38) | 29.4. (40) 28.5.(49) 02.9.(15) | 21.4.(50) 18.5.(50) 08.9. (36)
G 16.10. (29) | 13.5.(53) 09.6. (50) - 07.5. (50) 03.6. (50) -

H 17.10 (21) | 07.5.(49) 03.6. (49) - 28.4. (50) 26.5. (50) -

I 25.10. (60) | 20.5. (30) 18.6.(50) 15.8(15) | 12.5.(50) 09.6.(50) 09.9. (20)

* Anzahl Spargelstangen

Tab. 3: Schadensklassen (SK) der Symptombonitur an Spargelstangen.

SK Beschreibung

1 Keine Lasionen, weil3e Spargelstange

2 Leichte L&sionen, bis zu 50 % L&sionen

3 Mittlere Lasionen, zwischen 50 — 75 % L&sionen
4 Starke Lasionen, zwischen 75 — 100 % L&sionen

Probenaufbereitung und DNA-Isolierung

Die morphologische Determinierung der Spargelstangen auf SNA berlcksichtigte nur
einen kleinen Teil des Stangengewebes, unterstiitzend wurden Spargelstangen mittels
spezifischen Primern auf die zwei Hauptverursacher F. oxysporum und F. proliferatum per
PCR getestet. Dabei wurden 76 Stangen, die auf SNA keinen Fusarium-Befall gezeigt
haben, auf F. oxysporum und F. proliferatum getestet und weitere 38 mit F. oxysporum

infizierte Spargelstangen wurden hinsichtlich F. proliferatum analysiert.

Die tiefgefrorenen Spargelstangen wurden unter Zugabe von flissigem Stickstoff bei
-20 °C gefriergetrocknet (Christ Gefriertrocknung, Beta 1-6, LDC-2M) und anschliel3end
mittels einer Schwingmihle homogenisiert (Retsch Schwingmiihle MM2). Die DNA der
Spargelproben wurde leicht modifiziert nach der Methode, beschrieben in Mdller et al.

(1992), isoliert. Daftr wurden 100 mg vom homogenisierten Spargelmaterial in ein 2 mL
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Eppendorf-Gefald abgewogen und 3 bis 6 mal mit Methanol gewaschen und fiir 10 min bei
16089 xg zentrifugiert, bis der Uberstand farblos war. Nach der Zugabe von 500 yL TES-
Puffer (siehe Losung 1) erfolgte eine Inkubation bei 55 — 60 °C fir eine Stunde. Wahrend
dieser Zeit wurden die Proben in regelmafligen Abstdnden invertiert. AnschlieRend
wurden 140 uL von einer 5 M NaCl (Natriumchlorid) zugefugt, um die Salzkonzentration
auf 1,4 M einzustellen und nach Zugabe von 65uL 10 % CTAB (Cetyl Trimethyl-
ammoniumbromid, auf 50 — 55 °C im Vorfeld erwarmt) erfolgte eine erneute Inkubation fur
10 min bei 65 °C. Danach wurden 700 pyL Chloroform : Isoamylalkohol 24 : 1 zugegeben,
vorsichtig gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer 10-minutigen
Zentrifugation (16089 xg) bei 4 °C wurde der Uberstand in ein neues 1,5 mL Eppendorf-
Gefaly Oberfihrt und 225 pyL 5 M NH,AC (Ammoniumacetat) zugegeben und vorsichtig
gemischt. Nach mindestens 30 min bei -20 °C wurde die Losung noch einmal 10 min bei
4 °C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues 1,5 mL Eppendorf-Gefafl
Uberfuihrt und nach Zugabe von 510 uL Isopropanol zur DNA-Ausféllung mindestens 30
min auf Eis platziert. Anschliel3end folgte eine 10 minltige Zentrifugation bei 16089 xg
und Raumtemperatur. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet dreimal mit 70 %
EtOH (Ethanol) gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 50 uL TE aufgenommen
(siehe Losung 2). Um die DNA mdglichst rein vorliegen zu haben, erfolgte eine Reinigung
mittels PEG-LAsung (siehe Losung 3). Daflr wurde der Probe das gleiche Volumen PEG
zugegeben. Die Probe wurde gemixt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
anschlieBender Zentrifugation fur 10 min bei 13709 xg wurde der Uberstand
abgenommen. Durch Zugabe von 100 yL EtOH und 30 sek vortexen wurde das Pellet
gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach der Trocknung wurde das Pellet wieder in

50 uyL TE aufgenommen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -20 °C

gelagert.

Losung 1: Ldsung 2:

TES-Puffer (pH-Wert 8): TE-Puffer:
Tris 100 mM Tris 10 mM
EDTA 10 mM EDTA 1 mM
SDS 2 %ig

Ldsung 3:

PEG-L6sung (pH-Wert 8):
Polyethylenglykol (PEG 6000) 20 %
NacCl 25M
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Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Messung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe der UV-Absorption bei 260 nm
(Implen, Nano-Photometer). Um eine Aussage uber die Reinheit der Probe zu erhalten,
wurde bei 280 nm die optische Dichte (OD) der Proteine gemessen. Eine Probe wurde

nach der Isolierung als rein bezeichnet, wenn das Verhéltnis OD260/0D280 = 1,8 betrug.
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die spezifischen Primer fur F. oxysporum und F. proliferatum wurde aus Mulé et al. (2004)
entnommen (Tab. 4). Der PCR-Ansatz setzte sich aus 1,25 Einheiten Taq Polymerase
(Fermentas, Germany), 1x PCR Puffer I, 1,5 mM MgCl, (Magnesiumchlorid, Fermentas,
Germany) und 10 pmol pro Primer zusammen. Ein pL genomische DNA der Proben
wurde zum PCR-Ansatz zugefligt, insgesamt wurde eine Arbeitskonzentration von 25 uL
verwendet. Die PCR-Amplifikation startete mit einer Denaturierungsphase bei 94 °C fir
4 min, gefolgt von einem 35-fachen Zyklus mit Denaturierung bei 95 °C fir 30 sek,
Annealing bei 57 °C fur 30 sek und einer Elongation bei 72 °C fur 1 min, beendet wurde
das PCR-Programm durch 7 min Elongation bei 72 °C und eine abschlieRende Abkiihlung
auf 10 °C.

Tab. 4: Sequenz der Oligonukleotid Primer innerhalb des Calmodulin Gens.

Primer Name Primer Sequenze bp Fusarium spp.
CLOX1 (hin) 5-CAGCAAAGCATCAGACCACTATAACTC-3

. 524 F. oxysporum
CLOX2 (zuriick) 5 -CTTGTCAGTAACTGGACGTTGGTACT-3
CLPRO1 (hin) 5-TGCATCAGACCACTCAAATCCT-3

585 F. proliferatum
CLPRO2 (zurlck) 5-TGTCAGTAACTGGACGTTGGTTGTT-3’

Mykotoxinanalyse

Fur die Fumonisin (B, und B,) Analyse wurden die positiv auf F. proliferatum und
F. oxysporum getesteten Spargelstangen, die bei -20 °C gelagert wurden, unter Zugabe
von flussigem Stickstoff gefriergetrocknet (Christ Gefriertrocknung, Beta 1-6, LDC-2M)
und anschliel3end fein gemahlen (Retsch Schwingmihle MM2). Von den Spargelproben
wurden von jeder Spargelstange je 49 abgewogen und mit 20 mL MeOH
(Methanol)Wasser (75 : 25, viv) uber Nacht extrahiert. Danach wurden die Proben
zentrifugiert fur 10 min bei 4500 xg und anschlieRend der Uberstand in ein neues 15 mL

Falcon Uberfuhrt. Die Aufreinigung der Proben erfolgte mittels SAX Saulen (Varian, Inc.).
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Die Séaulen wurden mit 8 mL MeOH 100 % und 8 mL MeOH/Wasser (75: 25, v/v)
konditioniert, es folgte das Auftragen der Probe (10 mL), dabei betrug die
Durchflussgeschwindigkeit der Probe 2 mL/min. Die Waschung der Saule wurde mit 8 mL
MeOH/Wasser (75:25, v/v) und 4 mL MeOH 100 % durchgefuhrt. Die Elution der Proben
erfolgte mit 10 mL MeOH/Essigsaure (95 : 5, v/v). Anschlie3end wurden die Proben uber
Nacht bei 30 °C eingedampft. Die Proben wurden nach dem Trocknen in 500 uL
MeOH/Wasser (50 : 50, v/v) aufgenommen und filtriert. Die Auftrennung der Toxine
erfolgte auf einer polar modifizierten C18-S&ule (Polaris-Ether, Varian GmbH, Darmstadt),
dabei wurde mit einem bindren Methanol-Wasser-Gradienten gearbeitet, bei dem der
Methanolanteil von 20 % auf 70 % erhéht wurde. Die Detektion der Toxine erfolgte mit
einer Tandem-Massenspektrometrie wie bei Adejumo et al. (2007) beschrieben. Als
Standard diente fumonisinfreies Material, welches mit einer definierten Menge

Fumonisinen (Certified Analytical Standards, BioPure, Tulln, Austria) versehen wurde.

Durchgefuhrt wurde die HPLC-MS/MS im Labor von Prof. Dr. Karlovsky, Institut far

Agrarwissenschaften der Georg-August-Universitat Goéttingen.

Quantifizierung der Pilz DNA

Fur die Quantifizierung der F. proliferatum DNA wurden 100 mg vom gefriergetrockneten
und fein gemahlenen Spargelmaterial abgewogen und nach der CTAB-Methode extrahiert
(Brandfass und Karlovsky, 2008). Die Real-time PCR (QRT-PCR) wurde am Thermocycle
iCyler (Bio-Rad) mit der Sybr® Green-Methode durchgefuhrt (Nutz et al. 2010). Die
Berechnung der DNA-Menge der unbekannten Proben erfolgte mittels einer
Standardkurve. Dafur wurde reine F. proliferatum DNA verwendet, die im Vorfeld aus
einem flissigen Medium gewonnen wurde (Brandfass & Karlovsky, 2008). Der Standard

wurde mit einer 10-fachen Verdinnung von 0,5 pg bis 0,5 ng mitgefuhrt.

Durchgefuhrt wurde die gRT-PCR im Labor von Prof. Dr. Karlovsky, Institut fur

Agrarwissenschaften der Georg-August-Universitat Goéttingen.

Statistische Auswertung

Die Klimadaten der vier Spargelregionen wurden vom Deutschen Wetterdienst bezogen.
Dabei handelt es sich um die Temperatur- und Niederschlagswerte 2007 — 2009 sowie die
langjahrigen Mittelwerte (1961 — 1990) der vier niedersachsischen Regionen.

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SAS (SAS Institute, 2001). Far
die Analyse wurde die PRC GLM Prozedur verwendet. Nach signifikanten Unterschieden

in der Varianzanalyse (ANOVA, P < 0,05) wurden die Mittelwerte mit dem Tukey-Test
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(HSD, P < 0,05) verglichen. Fur den Zusammenhang zweier Variablen wurde die lineare

Regressionsanalyse PROC REG verwendet.

1.3.2 Ergebnisse

Fusarium spp. Monitoring

Zur Haupterntezeit 2008 und 2009 wurden zu zwei Terminen an vier Standorten in
Niedersachsen Spargelstangen entnommen und auf endophytische Pilzbesiedlung,
Fusarium spp., untersucht. Zum einen wurde die Determinierung der Fusarien durch die
Isolierung von Gewebestiicken auf SNA und eine anschlie@ende Bestimmung mittels
morphologischer Merkmale nach Gerlach und Nirenberg (1982) durchgefiihrt, zum
anderen wurden insgesamt 114 Spargelstangen auf F. oxysporum und F. proliferatum
mittels PCR und spezifischer Spezies Primern getestet (Tab. 4).

Die DNA-Analyse machte deutlich, dass von 76 Erntestangen, die auf SNA keine Infektion
mit Fusarium spp. gezeigt hatten, 14 mit F. oxysporum und 23 mit F. proliferatum infiziert
waren (keine Mischinfektionen). An weiteren vier Spargelstangen von insgesamt 38, die
eine Infektion mit F. oxysporum aufwiesen, wurde F. proliferatum detektiert.

Die Ergebnisse beider Bestimmungstechniken fir Fusarium spp. (morphologisch und
molekular) zeigten, dass die Infektionsstarke der Spargelstangen zum Teil stark zwischen
den Feldern und den Jahren variierte (Tab. 5). In der Ernteperiode 2008 konnte eine hohe
Befallshaufigkeit durch Fusarium spp. ermittelt werden, die im Mai durchschnittlich bei
57 % lag und bis Juni auf 68 % anstieg. Die Probenahmen 2009 wiesen dagegen ein
geringeres Auftreten von Fusarium spp. auf, durchschnittlich 35 % im Mai und 38 % im
Juni. Die Fusarium-Infektionshaufigkeit stieg zum Herbst bis auf 95 % (2009) stark an.

Die Unterscheidung des Befalls in Spargelstange, Rhizom und Wurzel zeigte, dass die
Infektionsstarke an den Stangen mit 95 % am hochsten war, sich allerdings nicht
signifikant von Rhizom (79 %) und Wurzel (80 %) unterschied (Fp, 15 = 193,83, p =
0,1144) (Abb. 2).

An den infizierten Stangen bildete F. oxysporum an allen vier Standorten die dominante
Fusarium-Art, gefolgt von F. proliferatum (Tab. 6). So betrug die Befallshaufigkeit mit
F. oxysporum wahrend der Erntezeit zwischen 67,34 % und 93,79% und mit
F. proliferatum zwischen 12,02 % und 51,02 %. Im Herbst verstarkte sich das Auftreten
von F. proliferatum auf allen Standorten, z. B. stieg die Befallshaufigkeit in Martfeld von
32,30 % auf 55,40 % an, dagegen nahm F. oxysporum von 85,71 % auf 59,71 % ab.

Dieser Verlauf konnte auf allen Feldern beobachtet werden. In geringem Umfang wurden
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auch F. equiseti, F.sambucinum, F. acuminatum, F. avenaceum, F. redolens und

F. solani isoliert.

Die visuelle Bonitur der Spargelstangen zeigt, dass vom Anfang der Ernte (Mai) bis zum
Herbst das Auftreten von L&sionen an den Spargelstangen stieg. 2008 wiesen im Mai
durchschnittlich 68 %, im Juni 75% und im Herbst 100 % der untersuchten
Spargelstangen rétlich-braune Lasionen auf. Im Jahr 2009 lagen die durchschnittlichen
Werte bei 59 % im Mai, 48 % im Juni und 100 % zur Laubabreife im Herbst. Zwischen
Lasionen und den Fusarium spp. Infektionen an diesen L&sionen konnte eine starke
Korrelation von Rz = 0,85 berechnet werden (Abb. 1). Der Zusammenhang zwischen den
beiden Variablen lasst sich mit der folgenden linearen Regressionsgleichung beschreiben,
y =-23,29 + 1,07x (N = 44, F = 245,53, P < 0,0001, R? = 0,85).

Die Fusarium spp. Infektionshaufigkeiten in den zwei Versuchsjahren wiesen starke
Unterschiede auf (Tab. 5). Aus diesem Grund wurde der Einfluss von Temperatur und
Niederschlag fir die einzelnen Regionen untersucht. Es ist festzustellen, dass sich die
Versuchsjahre zum Teil betrachtlich voneinander unterschieden (Tab. 7). Im April 2008
wurden auf allen vier Standorten kiihle Temperaturen um die 8 °C bis 9 °C gemessen, die
sich nur geringfugig vom langjéhrigen Mittelwert unterschieden. Bei der Betrachtung des
Temperaturverlaufes war auf allen Standorten ein kontinuierlicher Anstieg der Temperatur
bis zum Ende des Monats April zu erkennen (siehe Anlage Abb. 19, 20, 21). Im Erntemonat
Mai stiegen die mittleren Monatstemperaturen auf 14,65 °C bis 15,92 °C an (Tab. 7). Am
Standort A und B schwankten die Temperaturen zwischen 9,5 °C und 22 °C, wobei die
kiihle Witterung in der Monatsmitte auftrat (siehe Anhang: Abb. 19, 20, 21). Dieser Trend
war auf allen Standorten zu beobachten. Eine weitere Erwarmung brachte der Juni mit
mittleren Monatswerten zwischen 17,07 °C und 18,89 °C (Tab. 7). Der Temperaturverlauf
verhielt sich analog zum Monat Mai (siehe Anhang: Abb. 19, 20, 21). Im Gegensatz zu
2008 war der April 2009 ein warmer Monat mit Temperaturen zwischen 12,67 °C und
13,55 °C, mit Abweichungen zum langjéhrigen Mittelwert bis zu 5,65 °C. Im Gegensatz zu
2008 stieg die Temperatur wahrend des Erntemonats Mai nur geringfliigig zwischen
13,76 °C und 15,26 °C an und im Juni lagen die Werte sogar unterhalb des langjahrigen
Mittels. In beiden Jahren wund auf allen Standorten befanden sich die

Niederschlagsmengen weit unter dem langjahrigen Mittelwerten (Tab. 8).
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Tab. 5: Fusarium spp. Befallshaufigkeit [%] an den untersuchten Spargelstangen auf neun
Standorten zur Haupterntezeit im Mai und Juni 2008/2009 sowie im Herbst 2007, 2008 und 2009.

Fusarium spp. Befallsh&ufigkeit [%)]

Standorte . . . . N N .
Herbst '07 Mai 08 Juni "08 Herbst '08 Mai 09 Juni 09 Herbst 09

A 66 60 58 98 24 38 100
B 97 70 30 89 10 16 100
C - - 64 10 16 80
D 50 31 58 78 32 14 92
E 61 58 78 - 38 34 -
F 86 50 63 91 40 36 100
G 84 58 86 - 56 60 -
H 67 49 82 - 42 36 -
I 88 83 88 91 60 96 100

MW'+SD* 7516 57 15 68 +20 85 +12 35 +18 38 +26 95 +8

! Mittelwert Giber alle Standorte
2 Standardabweichung tber alle Standorte

Tab. 6: Haufigkeiten der Fusarium-Arten isoliert von infizierten Spargelstangen wahrend der Ernte
2008/2009 sowie im Herbst 2007, 2008, 2009, sortiert nach geographischen Regionen in

Niedersachsen.

Fusarium spp. [%]
Fusarium spp." Martfeld Buchhold Gifthorn Braunschweig

Ernte Herbst Ernte Herbst Ernte Herbst Ernte Herbst
(n=161) (n=139) (n=223) (n=31) (n=258) (n=183) (n=147) (n=49)

F. oxysporum 85,71 59,71 92,37 54,84 93,79 75,41 67,34 42,86
F. proliferatum 32,30 55,40 21,08 32,26 12,02 33,33 51,02 79,59
F. equiseti 1,86 5,04 1,79 6,45 1,94 10,38 4,08 22,49
F. sambucinum 0,00 0,00 0,45 0,00 1,55 2,19 8,16 4,08
F. acuminatum 0,00 1,44 0,00 0,00 0,39 0,00 0,00 0,00
F. avenaceum 0,00 0,00 0,45 0,00 1,16 0,00 0,00 0,00
F. redolens 0,00 1,44 0,45 0,00 1,55 1,09 0,00 0,00
F. solani 0,00 0,00 0,00 0,00 1,16 0,00 0,00 2,04

T Mischinfektionen méglich
% Anzahl Spargelstangen mit Fusarium spp. infiziert
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Abb. 1: Korrelation zwischen Anzahl Spargeltriebe mit Lasionen und Anzahl Spargeltriebe mit
Lasionen und Fusarium spp. Infektionen wéhrend der Ernteperiode (Mai und Juni) und im Herbst

2008 und 2009 der neun untersuchten Spargelfelder.

100 ~

80 A

60 -

Fusarium spp. - Infektion [%]

Stange Rhizom Wurzel
Pflanzenteil

Abb. 2: Fusarium spp.-Infektion [%] an Spargelstangen, Rhizom und Wurzeln im Herbst 2008.
Gleiche Buchstaben signalisieren keine signifikanten Unterschiede nach ANOVA, HSD, P < 0,05,

die Zahlen in den Klammern reprasentieren die Anzahl untersuchter Pflanzenteile.
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Tab. 7: Mittlere Monatstemperatur [°C] im April, Mai und Juni 2008 und 2009 im Vergleich zum
langjéahrigen Mittelwert (Abweichung in °C) auf den vier Standorten des Fusarium spp. Monitorings.

2008 Temperatur [°C] 2009 Temperatur [°C]
April Mai Juni April Mai Juni

Standort

A/B 8,04 (+0,14) 14,65 (+1,95) 17,07 (+1,07) 12,86 (+4,96) 13,76 (+1,06) 15,09 (+0,71)
C—F 8,36 (+0,36) 14,77 (+1,87) 17,50 (+1,60) 12,67 (+4,67) 14,05 (+1,15) 15,01 (-0,89)
G/H 8,36 (+0,46) 15,29 (+2,39) 18,00 (+2,00) 12,74 (+4,84) 14,15 (+1,25) 15,27 (-0,73)

| 9,11 (+1,21) 15,92 (+3,02) 18,89 (+2,99) 13,55 (+5,65) 15,26 (+2,56) 16,23 (+0,43)

Tab. 8: Mittlere Niederschlagsmenge [mm] im April, Mai und Juni 2008 und 2009 im Vergleich zum
langjéahrigen Mittelwert (Abweichung in %) auf den vier Standorten des Fusarium spp. Monitorings.

2008 Niederschlag [mm] 2009 Niederschlag [mm]
April Mai Juni April Mai Juni

Standort

AIB 11,03 (74%) 2,97 (95%) 12,87 (80%) 7,00 (83%) 12,84 (78%) 20,20 (69%)
C—F 2870 (40%) 9,10 (84%) 14,47 (80%) 6,54 (86%) 16,14 (72%) 14,75 (80%)
G/H 1563 (68%) 8,45 (86%) 13,90 (80%) 5,70 (88%) 14,71 (76%) 12,33 (82%)
| 9,11 (81%) 15,92 (72%) 18,89 (73%) 13,55 (72%) 15,26 (73%) 16,23 (77%)

Mykotoxinanalyse

Von den 89 untersuchten Spargelstangen aus der Ernte 2008 wiesen Uber die Halfte der
Stangen (59 Stangen) Fumonisine B; und/oder B, (FB) auf, mit Maximalwerten zwischen
0,065 ppm und 172,20 ppm (ug/g) (Tab. 9), wobei die hohen Fumonisin-Werte nur auf
dem Versuchsfeld am JKI (Standort I, keine kommerzielle Ernte) zu finden waren. Auf den
kommerziell genutzten Spargelfeldern (Standorte A bis G) lag der Hochstwert bei
0,39 ppm und der Median bei 0,06 ppm. Im Versuchsjahr 2009 war die Anzahl der mit FB;
und/oder B, kontaminierten Stangen mit 36 % geringer als im Vorjahr und die
Maximalwerte auf den einzelnen Feldern lagen unterhalb der Werte von 2008. Nur auf
dem Feld G war das Maximum mit 30,64 ppm und der Median mit 5,62 ppm hdher als
2008. Die hochsten Kontaminationen 2009 kamen wieder am Standort | vor, mit einem
Maximum von 281,70 ppm und einem hohen Median von 5,45 ppm.

Um die Beziehung zwischen der FB-Menge und der Pilz Menge in der Spargelstange
naher zu betrachten, wurde die F. proliferatum DNA aus den getrockneten
Spargelstangen der Mykotoxinanalyse 2008 und 2009 quantifiziert. Die Betrachtung der

Daten ergab eine schwache Korrelation von R* = 0,61. Der Zusammenhang zwischen den
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beiden Variablen lasst sich mit der folgenden linearen Regressionsgleichung beschreiben,
y = 1,06 + 22,75x (N = 55, F = 84,54, P < 0,0001, R2 = 0,61) (Abb. 3).

Tab. 9: Fumonisin B; und B, (FB) [ppm] in Spargelstangen zur Erntezeit 2008 und 2009,

Maximalwert und Median an den jeweiligen Standorten.

FB1+ B, [ppm]

Standort 2008 2009

Anzahl Stangen Anzahl Stangen

Gesamt / mit FB Max. Median Gesamt / mit FB Max. Median

A 8/5 0,33 0,12 17/2 0,07 0,05
B 9/7 0,28 0,05 1/0 0 0

C - - - 2/0 0 0

D 16/9 0,39 0,05 8/3 0,07 0,07
E 10/8 0,11 0,06 7/3 30,64 5,62
F 14/9 0,20 0,06 9/2 0,22 0,16
G 11/5 0,06 0,05 15/0 0 0

I 21/16 172,20 0,46 341723 281,70 5,45
Alle Standort 89/59 172,20 0,07 93/33 281,70 1,56
Abis G 69/ 43 0,39 0,06 59/10 30,64 0,16

Fumonisine [ppm]

y = 1,06 + 22,75x
R2=0,61

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5

Fusarium proliferatum DNA [ug/g Trockenmasse]

Abb. 3: Korrelation zwischen der Fumonisin-Menge [ppm] und der Fusarium proliferatum DNA-

Menge [ug/g Trockenmasse] in Spargelstangen aus den Ernten 2008 und 2009.
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1.4 Diversitat von F. oxysporum und F. proliferatum Isolaten in vivo und in vitro
1.4.1 Material und Methoden

1.4.1.1 Virulenz an Spargeljungpflanzen (in vivo)
Isolate und deren Erhaltung

Bei ersten Untersuchungen 2007 wurden einzelne Spargelstangen zur Erntezeit und im
Herbst von den neun niedersachsischen Spargelflachen (Tab. 1) entnommen und auf
endophytischen Pilzbesatz untersucht (siehe 1.3.1 Untersuchung auf endophytische
Pilzbesiedlung). Zur Erlangung von Reinkulturen wurden mehrfach Sporentransfers auf
SNA durchgefuhrt. Die Kulturen von Fusarium spp. wurden kurzfristig auf SNA
aufbewahrt. Da die genetische Veranderung von Isolaten bei langfristiger Lagerung auf
Kulturmedien bekannt ist, erfolgte die Herstellung von Erdkulturen, auf denen die Fusarien
bei konstanten 4 °C gelagert wurden (siehe Anhang: Fusarium spp. Dauerkulturen).

Aus den Fusarium spp. Reinkulturen wurden sechs F. oxysporum und sechs
F. proliferatum Isolate herausgesucht, die sich hinsichtlich Herkunft, Enthahmetermin und
der von ihnen hervorgerufenen Intensitat von Symptomen (L&asionen) unterschieden (Tab.
10).

Tab. 10: Unterscheidungsmerkmale der Fusarium oxysporum und F. proliferatum Isolate.

Name Fusarium spp. Pflanzenteil Symptome* Entnahme 2007 Feld
O-1 F. oxysporum Trieb 3 Juni A
0-2 F. oxysporum Trieb 2 Juni B
0-3 F. oxysporum Trieb 3 Juni F
0-4 F. oxysporum Trieb 1 Juni G
0-5 F. oxysporum Trieb 1 Oktober H
0-6 F. oxysporum Trieb 2 Oktober I
P-1 F. proliferatum Trieb 3 Juni A
P-2 F. proliferatum Trieb 2 Juni B
P-3 F. proliferatum Trieb 4 Juni F
P-4 F. proliferatum Trieb 2 Oktober G
P-5 F. proliferatum Trieb 1 Juni H
P-6 F. proliferatum Trieb 1 Oktober I

*Visuelle Bonitur der Spargelstangen auf Lasionen: 1 = keine L&sionen,
2 = leichte Lasionen (bis 50 %), 3 = mittlere Lasionen (50 — 75 %),
4 = starke Lasionen (75 — 100 %)
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Molekularbiologische Uberpriifung der F. oxysporum und F. proliferatum Isolate

Die auf ihre Virulenz, Temperaturtoleranz und das Mykotoxin-Bildungspotenzial
getesteten F. oxysporum und F. proliferatum Isolate wurden nach der morphologischen
Bestimmung mittels PCR molekularbiologisch auf ihre Artzugehdrigkeit Gberprift. Nach
der Reaktivierung aus den Erdkulturen auf PDA erfolgte die Anzucht auf SNA zur
Uberpriifung der Fusarium-Arten auf morphologischer Basis nach Gerlach und Nirenberg
(1982). AnschlieRend wurden die Kulturen erneut auf PDA Uberimpft und im Dunklen flr
14 Tage bei Zimmertemperatur (22 °C) angezogen. Die Isolierung der Pilz-DNA erfolgte
nach Cenis (1992). Dazu wurde das Myzel von der Agarplatte mittels eines Spatels
abgenommen und unter Zugabe von hitzesterilisiertem Sand (Korngrof3e ca. 1 mm)
zermorsert. Nach der Uberfilhrung in ein 2 mL Eppendorf-Gefal wurden 900 pL
Extraktionspuffer (siehe Losung 4) und eine Spatelspitze steriler Glasperlen (Korngré3e 1
mm) zugegeben. Fir den vollstandigen Zellaufschluss wurde das Homogenat fir zwei
Stunden auf einem Kolbenschittler bei 250 U/min und Zimmertemperatur geschdttelt.
Anschlieend wurden die Eppendorf-GefalRe zentrifugiert (1 min bei 11519 xg) und der
Uberstand in ein neues 1,5 mL ReaktionsgefaR tberfuhrt. Es erfolgten die Zugabe von
450 pL Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und vorsichtiges Mischen. Die Proben wurden fir
10 min bei -20°C platziert und anschlie@end nochmals fur 5 min bei 11519 xg
zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues 1,5 mL Eppendorf-Gefal3 tberfihrt
und dem Uberstand wurde das gleiche Volumen Isopropanol hinzugefiigt. Nach einer
Inkubation fur finf Minuten bei Raumtemperatur folgte eine 5-minitige Zentrifugation bei
11519 xg und Raumtemperatur. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet dreimal mit
70 % EtOH gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 50 yL TE aufgenommen

(siehe Losung 2).

LOosungen 4:

Extraktionspuffer (pH-Wert 8,5):

Tris 200 mM
NaCl 250 mM
EDTA 25 mM

SDS 0,5 %ig

Die Bestimmung der DNA-Konzentration und die Durchfuhrung der PCR mit den
spezifischen Primern fur die F. oxysporum und F. proliferatum Arten (Tab. 4) wurde wie im
Abschnitt 1.3.1 durchgefihrt.
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Pflanzenanzucht

Spargelsamen der Sorte ,Gijnlim* (Limseeds GmbH) wurden nach einer
HeilRwasserbeizung (55 °C / 20 min) in Quickpot-Standardplatten (EinzeltopfgréfZe von 38
x 38 x 75 mm) in Perlite ausgesét und bei Bedarf gewassert. Die erste Dingung (Wuxal
Super flussig 0,1 %) erfolgte ab der Entfaltung der Phyllokladien im wéchentlichen
Rhythmus. Nach sechs Wochen fand das Pikieren der Spargelpflanzen in 10er Topfen, in
einem Gemisch aus gedampfter Einheitserde (Fruhstorfer Erde Typ P) und hitze
sterilisiertem Sand (100 °C, 24 h; im Verhdltnis 2 : 1) statt. Es wurden nur homogene
Pflanzen mit zwei entwickelten Trieben und einem gut ausgebildeten Wurzelsystem

verwendet.

Versuchsbedingungen

Jede Variante wurde dreimal wiederholt, mit je 15 Spargelpflanzen. Der Versuchsaufbau
erfolgte randomisiert im Gewéchshaus. Der Versuch fand unter
Gewéchshausbedingungen statt bei 22 °C Tag- und 16 °C Nachttemperatur und bei
einem 16/8 h Tag-/Nacht-Rhythmus (bei 30 K lux). Die Wasserung der Versuchspflanzen
erfolgte nach Bedarf und gediingt wurde im 14-tdgigen Rhythmus. Sieben Wochen nach

der Inokulation wurde der Versuch beendet.

Inokulation

Nach Reaktivierung der F. oxysporum und F. proliferatum Isolate aus einer Dauer-
Erdkultur auf PDA, erfolgte eine Uberimpfung auf SNA-Platten. Nach 14tagiger
Inkubationszeit fand eine morphologische Uberpriifung des Isolats mittels Mikroskop statt
und anschlieBRend wurde das Isolat in einer Schiittelkultur angezogen. Fir das
Flissigmedium wurden 150 g tiefgefrorener Spargel in 500 mL destilliertem Wasser 15
min gekocht, dekantiert und mit 5 g Glucose und destilliertem Wasser auf 1000 mL
aufgefullt und mit einer 5 M HCL-LAsung auf pH-Wert 5 eingestellt. Nach der Abfillung in
Erlenmeyerkolben wurden diese fur 15 min bei 120 °C autoklaviert. In 200 mL Kolben
wurden 100 mL Flussigmedium abgefullt und mit je zwei bewachsenen SNA-
Agarstickchen (@ 5 mm) belegt. Die Inkubation fand bei Zimmertemperatur (22 °C) statt,
natirlichem Tag-Nacht-Rhythmus und bei 115 Bewegungen pro Minute. Nach sieben bis
zehn Tagen erfolgte die Auszahlung der Konidien mittels Fuchs-Rosenthal-Kammer. Fir
die Inokulation wurde eine Sporensuspension von 8 x 10° Sporen/mL™ verwendet.

Die Inokulation der sechswodchigen Versuchspflanzen wurde durch Tauchen der Wurzein

fur eine Stunde in die jeweilige Konidiensuspension (8 x 10° Sporen/mL™) vollzogen. Im
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Vorfeld wurde eine Hauptwurzel an der Spitze leicht verletzt, um die Infektion zu

begtinstigen.

Symptombonitur der oberirdischen Pflanzenorgane

In regelmaligen Abstanden (wochentlich) wurden die Triebe aller Versuchspflanzen auf
Schadsymptome bonitiert. Schadensklassen halfen den Grad der Symptome zu
klassifizieren (Tab. 11). In funf Klassen wurden die Schadsymptome erfasst, wobei ein
gesunder Triebe mit SK 1 bewertet wurde und ein abgestorbener Trieb mit SK 5. Mittels

eines Befallsindex wurden die Ergebnisse dargestellt (siehe Gleichung 1).

Tab. 11: Schadensklassen (SK) fur die Klassifizierung der Symptome an den Trieben

SK Beschreibung

1 Keine Symptome
2 Leichte Symptome — vereinzelte Spitzen der endstandigen Phyllokladien sind vergilbt
3 Mittlere Symptome — Phyllokladien sind fast vollstandig vergilbt
4 Schwere Symptome — auch der Stangel ist vergilbt
5 Nekrosen — Triebe abgestorben
Gleichung 1:
Z_o(ng *xVv
BG % = M * 100
(z*n)

BG = prozentualer Befallsgrad

n,= Anzahl der untersuchten Objekte

v = Zahlenwert der Kategorien der Boniturskala
Z = Vmax

n = Gesamtzahl der untersuchten Objekte
Symptombonitur am Ende des Versuches und Ruckisolierung

Der Versuch wurde nach sieben Wochen beendet, indem die Versuchspflanzen
ausgetopft und die Wurzeln unter flieBendem Wasser vom Substrat griindlich gesaubert
wurden. Anschlieend erfolgte die Bonitur der Wurzeln auf Schadsymptome, woflr von
jeder Pflanze fiinf Hauptwurzeln untersucht wurden (Tab. 12). Fiir die Uberprifung der
Infektion mit den applizierten Fusarium-Isolaten wurden von drei Versuchspflanzen je vier
Wourzeln entnommen. Diesen wurden im Labor unter sterilen Bedingungen und nach einer

Oberflachendesinfektion mit 3%igem Natriumhypochlorit (NaClO) vier Gewebestlicker pro
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Wourzel enthommen und auf SNA kultiviert. Bei den restlichen Spargelpflanzen wurde
nach der Trennung von Trieb und Wurzel das Frischgewischt und nach einer Trocknung
bei 100 °C fir 48 h die Trockenmasse erfasst.

Tab. 12: Schadensklassen (SK) fur die Klassifizierung der Symptome an den Wurzeln

SK Beschreibung

Keine Symptome
25 % Nekrosen an den Wurzeln
50 % Nekrosen an den Wurzeln

75 % Nekrosen, Wurzelschlauche konnen auftreten

A W N O

100 % Nekrosen, Wurzel abgestorben

Statistische Auswertung

Der Parameter Trockenmasse von Wurzel und Trieb sowie Befallsgrad der Wurzeln zur
Erfassung der Virulenz der verschiedenen Isolate wurden auf signifikante Unterschiede
mittels der Varianzanalyse (ANOVA, P < 0,05) getestet, bei Varianzhomogenitat wurde
ein Vergleich der Mittelwerte mit dem T-Test (LSD, P < 0,01) angeschlossen. Bei
vorliegender  Normalverteilung und Varianzinhomogenitdt wurden  signifikante
Unterschiede mittels Dunnett T3 (P < 0,01) errechnet. Die Berechnung der
Zusammenhange erfolgte mittels linearer Regressionen (PROC REG). Soweit nicht

anders angegeben, fand die statistische Auswertung mit dem SAS statt (Institute, 2001).

1.4.1.2 Temperaturtoleranz in vitro

Die je sechs verschiedenen F. oxysporum und F. proliferatum Isolate (Tab. 10) wurden auf
Unterschiede im Myzelwachstum bei 10 °C, 15°C, 20°C, 25°C bei Dunkelheit
untersucht. Hierfur wurde Kartoffel-Dextrose-Agar (PDA; Merz GmbH) unter Zugabe von
Antibiotika (auf einen Liter: 50 mg Streptomycin, 10 mg Chloretetracycline, 100 mg
Penicillin G) hergestellt. Die Petrischalen wurden mit je einer Myzelscheibe von 5 mm
Durchmesser einer 14 Tage alten Kultur beimpft und bei den unterschiedlichen
Temperaturen inkubiert. Das radiale Myzelwachstum wurde das erste Mal nach 24 h und
dann jeden Tag erfasst. Jedes Fusarium-Isolat wurde pro Temperatur sechs Mal

wiederholt.
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Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SAS (SAS Institute, 2001). Far
die Analyse wurde die PRO GLM Prozedur verwendet. Nach signifikanten Unterschieden
in der Varianzanalyse (ANOVA, P < 0,05) wurden die Mittelwerte mit dem Tukey-Test
(HSD, P < 0,05) verglichen und bei inhomogenen Varianzen wurde der Mann-Whitney-U-
Test (P < 0,05) mit der PRO NPAR1IWAY Prozedur verwendet. Fir den Zusammenhang

zweier Variablen wurde die linearen Regressionsanalyse PROC REG genutzt.

1.4.1.3 Mykotoxinbildung in vitro

Einsporenkulturen

Die zwolf Fusarium spp. Isolate aus dem Virulenztest (Tab. 10) wurden zur Ermittlung
ihres MykotoxinBildungspotenzials als Einsporenkulturen vermehrt. Dafir wurden die
Isolate nach der Reaktivierung aus der Erdkultur fir zehn Tage auf SNA angezogen.
Unter sterilen Bedingungen erfolgte das Abschwammen der Sporen von der SNA-Kultur
mittels sterilem aqua dest. Die dadurch entstandene Sporensuspension wurde bis zu
einer Sporendichte von 1 — 5 Sporen/uL verdiinnt und wieder auf SNA auspipettiert. Nach
24 h fand eine Auslese der Sporen statt, die Sporen mit Keimschlauch wurden einzeln auf
eine neue SNA-Platte Gberimpft fir 14 Tage bei Zimmertemperatur (22 °C) naturlichen
Tag-Nacht-Rhythmus angezogen. Die Anzucht der Fusarium-Einsporenkulturen erfolgte
auf Reis (50 g Reis, 50 mL steriles aqua dest. in 200 mL Erlenmeyerkolben, 2x
autoklaviert) fir 28 Tage, unter den gleichen Bedingungen wie bei den SNA-Kulturen. Die
Kolben wurden taglich einmal kréftig geschittelt, um eine Verklumpung zu vermeiden und

ein gutes Durchwachsen zu gewéhrleisten.

Mykotoxinanalyse

Die Analyse auf Fumonisine B; und B, sowie auf Moniliformin der Reiskulturen wurde auf
die gleiche Art und Weise durchgefuihrt, wie bei den Spargelstangen aus der Ernte 2008
und 2009 (siehe 1.3.1 Mykotoxinanalyse).

1.4.2 Ergebnisse
1.4.2.1 Virulenz an Spargeljungpflanzen
Um Mischinfektionen auszuschlieBen und die morphologische Artendeterminierung zu

Uberpriufen, wurden die Fusarium spp. Isolate per PCR unter Einsatz spezifischer Arten-

Primer noch einmal getestet. Das Primerpaar CLOX1/CLOX2 (524 bp) amplifizierte
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spezifische Produkte bei den Isolaten O-1 bis O-6 (Abb. 4, rechtes Foto). Bei den Isolaten
P-1 bis P-6 erfolgte die spezifische PCR mit den CLPPRO1/CLPRO2 Primern, wobei alle
Isolate ein amplifiziertes spezifisches Produkt (585 bp) aufwiesen (Abb. 5, rechtes Foto).
Der fur F. oxysporum geeignete Primer hatte mit der DNA von den F. proliferatum Isolaten
(P-1 bis P-6) keine Amplifikate ergeben (Abb. 4, linkes Foto) und umgekehrt genauso (Abb.
5, linkes Foto).

Im Gewéachshaus wurden an Spargeljungpflanzen je sechs verschiedene F. oxysporum
und F. proliferatum Isolate auf ihre Virulenz getestet (Tab. 10). Nach einer siebenwdchigen
Inkubationszeit wurden die Parameter Trockenmasse und Befallsgrad der Wurzeln und
Triebe der Versuchspflanzen getrennt erfasst und bewertet. Die Ruckisolierung der
einzelnen Isolate ergab, dass die entsprechenden Fusarium-Isolate isoliert werden

konnten und keine Mischinfektion zwischen F. oxysporum und F. proliferatum vorlag.

Die EinflussgroRe Wurzeltrockenmasse wies fiur alle getesteten Fusarium-Isolate
signifikante Unterschiede zur Kontrolle auf (Abb. 6, A und B) (F. oxysporum F = 6,16, P =
0,002; F. proliferatum Fg = 6,50, P = 0,002). Die Trockenmasse von den Wurzeln der
Kontrolle lag bei fast 3 g, dagegen wiesen die Wurzeln der mit F. oxysporum inokulierten
Pflanzen geringere Gewichte zwischen 0,41 g (O-6) und 1,59 g (O-5) auf, somit wurde die
Wourzelmasse zwischen 86 % und 46 % reduziert (Abb. 6, A). Die F. proliferatum Isolate
bewirkten eine ebenfalls starke Reduzierung der Wurzeltrockenmasse zwischen 42 % (P-
1=1,719g)und 76 % (P-4 = 0,71 g) (Abb. 6, B). Obwohl die Isolate, abhdngig von der
Fusarium-Art, untereinander ersichtliche Unterschiede aufwiesen, konnte dies nur
zwischen O-5 und O-6 signifikant bestatigt werden (T-Test, P = 0,025).

Die visuelle Bonitur der Wurzel zeigte leichte Verbraunungen und L&sionen an den
Kontrollwurzeln, die zu einem Befallsgrad von 4,5 % fuhrten (Abb. 6, A und B). Die Wurzeln
der mit F. oxysporum inokulierten Spargelpflanzen wiesen rotlich-braune, punktférmige
bis langgezogene Lé&sionen auf, bis hin zu Wurzelschlduchen, in denen das
Rindenparenchym géanzlich zersetzt war und nur die &uf3ere Exodermis zuriickblieb. Auch
die Feinwurzeln wiesen braunliche Verfarbungen auf und waren teilweise nicht mehr
vorhanden. Der berechnete Befallsgrad der sechs F. oxysporum lIsolate lag zwischen
21% (O-4) und 33 % (O-6). Alle getesteten Isolate von F. oxysporum zeigten im
paarweisen Vergleich mittels T-Test (LSD, P < 0,01) im Vergleich zur Kontrolle
signifikante starkere Symptome an den Wurzeln auf. Im Vergleich untereinander bewirkte
Isolat O-4 die geringsten Symptomauspragungen und O-6 die starksten (LSD, P = 0,031)
(Abb. 6, A). Die Wurzeln der mit F. proliferatum inokulierten Pflanzen unterschieden sich

symptomatisch kaum von den F. oxysporum Isolaten. Rdtlich-braune, punktférmige
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Lasionen an den Speicher- und Feinwurzeln wurden nach sieben Wochen detektiert. Alle
F. proliferatum Isolate bewirkten im Vergleich zur Kontrolle einen signifikant erhdhten
Befallsgrad (F¢ = 6,50, P = 0,002) (Abb. 6, B). Allerdings konnten anhand des T-Tests (P
< 0,05) keine Unterscheidungen zwischen den Isolaten errechnet werden.

Zwischen Trockenmasse und Befallsgrad der Wurzeln konnte eine enge Korrelation von
R2 = 0,74 ermittelt werden. Der Zusammenhang beider Variablen lasst sich mit einem
linearen Regressionsmodell nach Gleichung y = -9,188x + 34,697 darstellen (N =12, F =
32,61, P <0,0001).

Das Trockengewicht der Triebe wurde ebenfalls durch die Inokulation der verschiedenen
Fusarium-Isolate reduziert, alle Isolate unterschieden sich signifikant von der Kontrolle
(F. oxysporum Fg = 8,01, P = 0,001; F. proliferatum Fg = 3,52, P = 0,024) (Abb. 7, A und
B). Die Minderung des Triebgewichtes war bei allen Isolaten von F.oxysporum und
F. proliferatum anndhernd gleich und betrug durchschnittlich 50 % und 52 %. Deutliche
Unterschiede wiesen die F. oxysporum Isolate untereinander auf, wobei sich nur Isolat
O-6 mit einer starken Reduzierung der Triebtrockenmasse von 86 % (0,9 g) signifikant
von den anderen Isolaten, auf3er O-3 mit einer Reduzierung von 75 % (1,7 g), unterschied
(LSD, P <0,01) (Abb. 7, A).

Die Triebe der Kontrollpflanzen wiesen vereinzelt vergilbte Spitzen der endstandigen
Phyllokladien auf, diese Symptome wurden mit einem Befallsgrad von 0,4 % bewertet
(Abb. 7, A und B). Beide Fusarium-Arten verursachten nur geringe Chlorosen am
Spargelkraut, allerdings konnten insbesondere an der Triebbasis rétlich-braune,
punktformige bis léngliche L&sionen beobachtet werden, welche bei F. proliferatum
starker ausgepragt waren.

Die Triebe der mit F. oxysporum inokulierten Spargelpflanzen wiesen geringe
Befallsgrade zwischen 0,6 % und 15 % auf (Abb. 7, A). Signifikant starkere Symptome zur
Kontrolle zeigte nur Isolat O-6 (Dunnett T3, P = 0,02). Untereinander unterschied sich
lediglich das Isolat O-4 mit O-6 (Dunnett T3, P = 0,001), wobei O-4 mit einem Befallsgrad
von 0,6 % fast keine Symptome an den Trieben verursachte.

Bei den sechs F. proliferatum Isolaten lag der Befallsgrad der Triebe zwischen 8 % und
17,73 %. Alle Isolate, auRer P-4 (LSD, P = 0,088), wiesen einen signifikant hoheren
Befallsgrad im Vergleich zur Kontrolle auf (LSD, P < 0,01) (Abb. 7, B). Signifikante
Unterschiede zwischen den Isolaten wurden nur zwischen Isolat O-4 und O-6 ermittelt
(LSD, P =0,034).

Die Korrelation zwischen Triebtrockenmasse und dem Befallsgrad der Triebe war mit
einem R2 von 0,41 nur im schwachen Bereich vorhanden (y = -5,24x + 41,50; N=12, F =
7,60, P =0,0187).
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Eine Beziehung zu den Unterscheidungsmerkmalen (Tab. 10) konnte nicht hergestellt
werden. Die Isolate asymptomatischer Gewebe (z.B. O-4) reduzierten ebenfalls die
Trockenmassen der Wurzeln und Triebe wie die symptomatischer Gewebe (z. B. P-3).

Auch die Herkunft (Feld) zeigte keine Auswirkung auf die Virulenz.

1. 2. 3 4 5 6. 7. 8 1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8

Abb. 4: Gel-Dokumentation der PCR-amplifizierten DNA-Fragmente der sechs Fusarium
proliferatum lIsolate, rechtes Gel PCR mit CLPRO1 und 2 Primer (585 bp): 100bp, 1. negativ
Kontrolle (TE), 2. P-1, 3. P-2, 4. P-3, 5. P-4, 6. P-5, 7. P-6, 8. positiv Kontrolle (241); linkes Gel
PCR mit CLOX1 und 2 Primer: 100 bp: 1. negativ Kontrolle (TE), 2. positiv Kontrolle (155), 3. P-1,
4. P-2,5.P-3, 6. P-4, 7. P-5, 8. P-6.

2. 3. 4 5 6. T

Abb. 5: Gel-Dokumentation der PCR-amplifizierten DNA-Fragmente der sechs Fusarium
oxysporum Isolate, rechtes Gel PCR mit CLOX1 und 2 Primer (524 bp): 100bp, 1. negativ Kontrolle
(TE), 2. positiv Kontrolle (155), 3. O-2, 4. O-3, 5. 0-4, 6. O-5, 7. O-6, 8. O-1; linkes Gel PCR mit
CLPRO1 und 2 Primer (585): 100 bp: 1. positiv Kontrolle (241), 2. negativ Kontrolle (TE), 3. O-1, 4.
0-2,5.0-3,6.0-4, 7. 0-5, 8. O-6.
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Abb. 6: Mittlere Wurzeltrockenmasse und Befallsgrad (x Standardabweichung) der inokulierten
Spargeljungpflanzen, sieben Wochen nach Inokulation mit den jeweils sechs verschiedenen
Fusarium oxysporum (A) und F. proliferatum (B) Isolaten. Unterschiedliche Buchstaben

signalisieren signifikante Unterschiede nach T-Test, P < 0,01.
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Abb. 7. Mittlere Triebtrockenmasse und Befallsgrad (+ Standardabweichung) der inokulierten
Spargeljungpflanzen, sieben Wochen nach Inokulation mit den verschiedenen Fusarium
oxysporum (A) und F. proliferatum (B) lIsolaten. Unterschiedliche Buchstaben signalisieren
signifikante Unterschiede nach T-Test, P < 0,01, bei nicht homogenen Varianzen nach Dunnett T3,

P <0,01.
1.4.2.2 Temperaturtoleranz in vitro

Eine einfache Methode zur biologischen Differenzierung von Erregern stellt die
Untersuchung hinsichtlich Unterschiede in der Temperaturtoleranz dar. Getestet wurden
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alle zwo6lf Fusarium-Isolate bei Temperaturen von 10 °C, 15 °C, 20 °C und 25 °C. Der
Vergleich der Myzelwachstumsrate zeigte, dass die hochste Wachstumsrate nach sieben
Tagen fur alle Erreger bei 25 °C lag und dass bei 10 °C das Myzel nur geringfligig bis gar
nicht wuchs (Abb. 8, A und B). Der Vergleich nach sieben Tagen begriindete sich mit der
mittleren Wachstumsgeschwindigkeit der Spargelstangen wahrend der Erntezeit bei einer
durchschnittlichen Temperatur von 15 °C (Hartmann, 1989).

Die F. oxysporum Isolate wiesen bei 20 °C und bei 25 °C signifikante Unterschiede
untereinander auf (Tukey-Test, P < 0,05) (Abb. 8, A). Bei einer Temperatur von 10 °C
konnte nur bei zwei Isolaten, O-1 und O-2, ein geringes Wachstum ermittelt werden.
Dagegen war eine deutliche Steigung der Myzelwachstumsrate der F. oxysporum Isolate
bei 15°C messbar. Innerhalb der F. proliferatum Isolate konnten signifikante
Wachstumsunterschiede ab 15 °C und hdoheren Temperaturen ermittelt werden (HSD, F s,
= 3,34, P = 0,004) (Abb. 8, B). Das Isolat P-6 wies von allen F. proliferatum Isolaten das
langsamste Wachstum Uber alle gepriften Temperaturen auf. Signifikant davon
verschieden verhielt sich P-4, dessen Wachstum bei 20 °C und 25 °C schneller erfolgte
(Tukey-Test, P < 0,05). Das Wachstumsverhalten der F. proliferatum Isolate hahm
oberhalb von 20 °C deutlich zu.

Der Vergleich zwischen den gemittelten Myzelwachstumsraten von F. oxysporum und
F. proliferatum zeigte, dass F. oxysporum ab einer Temperatur von 15 °C ein signifikant
schnelleres Wachstum aufwies (Tukey-Test, P < 0,05) (Tab. 13). Allerdings wurde der
Abstand zwischen den zwei Fusarium-Arten ab 20 °C auf Grund des stark ansteigenden
Wachstums der F. proliferatum Isolate geringer.

Auch in Bezug auf die Wachstumsrate konnte keine Beziehung zu den

Unterscheidungsmerkmalen (Tab. 10) hergestellt werden.

Tab. 13: Durchschnittliches Myzelwachstum [mm] (£ Standardabweichung (SD)) der Fusarium
oxysporum und F. proliferatum Isolate nach 7 Tagen, signifikante Vergleich mittels Tukey-Test (P <
0,05) und bei nicht normalverteilten Daten Wilcoxon-Test (P < 0,05).

. Wachstums [mm] + SD
Fusarium spp.

10°C 15 °C 20 °C 25 °C
E. oxysporum 075+217 36,84+208 5849+346 7189413
E. proliferatum 635+122 1933+152 5397+296 65099 +2,78
Tukey-Wilcoxon™-Test 5 559« < 0,0001 < 0,0002 < 0,0001

P-Werte
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Abb. 8: Mittlere Myzelwachstumsrate in mm von Fusarium oxysporum und F. proliferautm Isolaten
bei Inkubationstemperaturen von 10 °C, 15°C, 20 °C und 25 °C. Unterschiedliche Buchstaben

innerhalb einer Temperatur unterscheiden sich signifikant nach Tukey-Test, P < 0,05.
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1.4.2.3 Mykotoxinbildung in vitro

Die auf Reis vermehrten Einsporenkulturen der zwdlf Fusarium spp. Isolate wurden
mittels HPLC-MS/MS auf Fumonisine B; und B, (FB) analysiert. Nach 28 Tagen
Kulturdauer waren alle Isolate in der Lage Fumonisine zu produzieren (Tab. 14). Bei den
F. oxysporum Isolaten variierte die Summe der FB (total) Werte zwischen 0,89 ppm und
17,69 ppm. Im Gegensatz dazu waren die Werte der F. proliferatum Isolate homogen und
mit 57,90 ppm bis 62,80 ppm generell hoher. Keine Beziehung konnte zu den
Unterscheidungsmerkmalen hergestellt werden (Symptome, Enthahme und Feld). Isolate
von Spargelgewebe mit Lasionen produzierten im Vergleich zu den ohne Symptomen
nicht mehr FB.

Tab. 14: Fumonisin-Werte (FB; und FB,) der Fusarium oxysporum und F. proliferatum

Einsporenkulturen mit den Unterscheidungsmerkmalen Symptome, Enthahme und Feld.

Fumonisin [ppm]

Name Fusarium spp. Symptome Entnahme Feld
FB; FB, Total
0-1 14.80 2.89 17.69 3 Juni A
0-2 0.80 0.09 0.89 2 Juni B
0-3 5.80 1.19 6.99 3 Juni F
F. oxysporum
0-4 12.60 2.49 15.09 1 Juni G
0-5 7.90 1.59 9.49 1 Oktober H
0-6 0.90 0.19 1.09 2 Oktober I
P-1 54.40 5.60 60.00 3 Juni A
p-2 47.90 11.90 59.80 2 Juni B
P-3 49.10 13.70 62.80 4 Juni F
F. proliferatum
P-4 53.00 12.30 65.30 2 Oktober G
P-5 46.50 11.40 57.90 1 Juni H
P-6 49.00 10.80 59.80 1 Oktober I




Fusarium spp. Infektion und mégliche Fumonisin-Kontamination an Spargel 39

1.5 Diskussion

Die Untersuchungen der Spargelstangen auf Fusarium spp. Infektionen wurden auf
niedersachsischen Spargelanlagen in zwei aufeinander folgenden Jahren durchgefihrt. In
dieser Zeit konnten am Erntegut immer wieder die fir den Stangelbereich beschriebenen
Symptome, rétlich-braune ovale L&sionen (van Bakel & Kerstens, 1970; Elmer et al.,
1996), ausgemacht und mit Fusarium spp. in Verbindung gebracht werden (R2 = 0,85).
Allerdings konnte auch vom asymptomatischen Gewebe Fusarium spp. isoliert werden.
Das Ergebnis lasst sich mit anderen Felduntersuchungen vergleichen, die ebenfalls vom
asymptomatischen Spargelgewebe Fusarien isoliert haben (LaMondia & Elmer, 1989;
Vujanovic et al., 2006). Eine Erklarung dafir kdnnte in dem Auftreten von nicht
pathogenen Fusarium spp. Isolaten an Spargel liegen. Die Fusarium-Art F. oxysporum
kommt weltweit in allen Bodentypen vor und wird in mehr als 120 formae speciales
klassifiziert, wovon die meisten ein hohes MalRR an Wirtspflanzenspezifitat aufweisen
(Armstrong & Armstrong, 1966; Olivain & Alabouvette, 1997; Fravel et al., 2003).
Ebenfalls kénnten Spargelsorten tolerant gegeniber Fusarium spp. Infektionen sein
(Sadowski & Knaflewski, 1990). Jedoch traten in den vorliegenden Beobachtungen die
Infektionen an Spargelgewebe ohne visuelle Krankheitssymptome unabhangig vom

Standort gleichm&Rig auf.

Insgesamt war der Spargel im Jahr 2008 mit einer durchschnittlichen Infektionshéaufigkeit
von 57 % im Mai und 67 % im Juni starker befallen als im Jahr 2009, in dem nur 35 % und
38 % der untersuchten Spargelstangen Fusarium spp. aufwiesen. Die Untersuchungen
von Doohan et al. (2003) an Weizen weisen darauf hin, dass Temperatur, Niederschlag
und Luftfeuchte auf die Produktion und Verbreitung von Fusarium Krankheiten einen
starken Einfluss haben. Auch fur die Wurzel-, Kronen- und Stangelfaule an Spargel hat
Elmer (2000) festgestellt, dass Spargelstangen aus warmeren Landern wie Mexiko und
Peru eine hohere Infektionsstarke aufwiesen als aus ndordlicheren Regionen wie
Connecticut und Washington. Die héheren Temperaturen wéhrend der Erntezeit 2008 von
durchschnittlich 15 °C im Mai und 18 °C im Juni kdénnen somit die Fusarium spp.
Befallshaufigkeiten stéarker beeinflusst haben als die niedrigeren Temperaturen 2009 von
14°C im Mai und 15°C im Juni (Tab. 7). Gleichermalien konnen auch die
Infektionsunterschiede zwischen den Erntemonaten Mai und Juni innerhalb eines Jahres
erklart werden. Der in vitro Test auf PDA hat gezeigt, dass die Myzelwachstumsrate bei
F. oxysporum bereits ab 15°C deutlich ansteigt (Abb. 8, A). Aber nicht nur die
Witterungsbedingungen férdern die Ausbreitung des Pilzes in der Spargelpflanze. Leslie &

Summerell (2006) fanden heraus, dass unter Stress leidende Pflanzen eine geringe
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Widerstandskraft gegen Fusarium spp. aufweisen und so eine schnellere Verbreitung in
der Pflanze mittels Myzel und Konidien erfolgt. Zum Ende der Spargelsaison sind die
Kohlenhydratreserven aufgrund der stéandigen Entfernung der Triebe stark reduziert, was
zu einer geringeren Widerstandskraft gegen Pathogene fihren kann (Shelton, 1980;
Elmer, 2000). Allerdings wird die Entwicklung des Pilzes wéhrend der Ernte durch
Faktoren wie schnelles Wachstum der Triebe und regelmé&fige Ernte auch eingegrenzt.
Das fuhrt zu einem Uberwiegenden Befall an der Basis der Spargelstange (Guerrero et al.
1997; Elmer, 2000; GoRmann et al. 2005). Erst nach der Ernte, wenn die Spargeltriebe
herauswachsen, um neue Reservestoffe einzulagern, werden die Transportwege im Trieb
nicht mehr unterbrochen und somit kénnen sich Krankheitserreger vaskular bis in die
Triebspitze ausbreiten. Die Herbstbonituren haben ergeben, dass die Triebe auf einigen
Feldern bis zu 100 % Befall aufwiesen (Tab. 5). Die Unterscheidung zwischen Trieb,
Rhizom und Wurzel zeigte, dass in den Trieben die hdchste Fusarium-Besiedlung
stattgefunden hatte (Abb. 2). Neben den vaskularen Verbreitungsmaoglichkeiten in der
Pflanze konnen auch &auRere Einflisse wie mechanische Verletzungen sowie
Insektenbefall zu Triebinfektionen mit Fusarium spp. fihren. Weidenbdorner (1999) und
GolBmann et al. (2008) gehen davon aus, dass die Verletzungen am Trieb im
unterirdischen Bereich, hervorgerufen durch den Stechvorgang wahrend der Ernte, als
Eintrittspforten fur bodenbirtige Pathogene dienen und somit zur Verbreitung von
Fusarien beitragen kdnnen (Weidenbdrner, 1999; Gofimann et al. 2008). In anderen
Kulturen, wie beispielsweise bei Mais, verursachen tierische Schadinsektien durch
FraRschaden an Wurzel, Stangel und Kolben, wie Maiszinsler und Maiswurzelbohrer,
eine Intensivierung des Befalls von Fusarium spp. (Chiang & Wilcoxson, 1961; Dowd,
1998; Gilbertson et al., 1986; Munkvold & Desjardins, 1997; Munkvold et al., 1999).

Die Fusarium-Arten F.oxysporum und F. proliferatum werden weltweit als die
Hauptverursacher der Wurzel-, Kronen- und Stangelfaule beschrieben (Logrieco et al.,
1998; Elmer et al.,, 1996, Goimann et al., 2005). Abh&ngig von den vorherrschenden
Witterungsbedingungen wird in warmeren Regionen mit sommerlichen Temperaturen
zwischen 30 °C bis 40 °C, wie z. B. in Italien, Mexiko, Australien F. proliferatum (synonym
F. moniliforme) aus der Sektion Liseola als dominante Spezies an Spargel beschrieben
(Blok & Bollen, 1995; Elmer et al., 1997; Logrieco et al., 2003; Nigh et al., 1999), wahrend
in kalteren klimatischen Regionen (Temperaturen im Sommer von 20 °C bis 30 °C)
F. oxysporum als Hauptverursacher auftritt, wie auch in unseren Untersuchungen
bestatigt wurde (Elmer et al., 1996; GolRman et al., 2008; Nigh et al., 1999; Wong &
Jeffries, 2006). Als zweithaufigste Fusarium-Art wurde F. proliferatum auf

niedersachsischen Spargelfeldern identifiziert. Eine Veranderung in der Gewichtung der
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Fusarium-Arten wurde im Herbst festgestellt. Zur Laubabreife hatten sich Infektionen mit
F. proliferatum potenziert, welche im Einzelfall (Feld 1 79,59 %) sogar haufiger als
F. oxysporum isoliert werden konnte (Tab. 6). Unter in vitro Bedingungen auf PDA wurde
bei verschiedenen F. proliferatum Isolaten ab 15°C ein leichter Anstieg des
Myzelwachstums ermittelt, dass sich ab 20 °C deutlich steigerte (Abb. 8, B). In
Niedersachsen vorherrschende Durchschnittstagestemperaturen von 17 °C in den
Sommermonaten Juli und August (Deutscher Wetterdienst) kdnnen somit die Ausbreitung
von F. proliferatum gefordert haben. Ooka & Kommodahl (1977) stellten fest, dass
asexuell gebildete Mikro- und Makrokonidien von F. proliferatum durch Regen und Wind
im Pflanzenbestand und Uber diesen hinaus verbreitet werden. Untersuchungen im
Maisanbau zeigten, dass sich in der Ackerkrume hohe Inokulumquellen durch die mit
Fusarium-Arten aus der Sektion Liseola infizierten Erntertickstande befinden (Cotten &
Munkvold, 1998). Fusarium-Arten sind beféhigt, saprophytisch Uber mehrere
Vegetationsperioden in der Ackerkrume auf Pflanzenresten zu Uberdauern (Cotten &
Munkvold, 1998; Rossi et al., 2009). Im Spargelanbau wurde F. proliferatum vermehrt von
Trieben, Bliuten und Frichten isoliert, indessen wird F. oxysporum hauptsachlich mit der
Wurzel assoziiert (Baayen et al., 2000; Elmer et al, 1996; Gilbertson & Manning, 1983).
Die Einarbeitung des Spargelkrauts nach der Laubernte im Herbst konnte ebenfalls zu
einer primaren Infektionsquelle fur die Ausbreitung von Fusarium spp. im Spargelbestand
beitragen, wobei die Ausbreitung und die Infektion spezifischer Fusarium-Arten im
Folgejahr stark von abiotischen und biotischen Faktoren beeinflusst werden (siehe
Fusarium spp. Befallshaufigkeiten 2008 und 2009). Inwieweit das eingearbeitete
Spargelkraut zur Intensivierung des Fusarium-Befalls beitragt, muss noch festgestellt
werden. Ebenfalls sollte in weitergehenden Untersuchungen geklart werden, welche
Auswirkung steigende Temperaturen im Spargelanbau in Deutschland wéahrend der

Erntemonate auf die Fusarium-Arten und deren Befallshaufigkeit haben.

Eine weitere Gefahrdung geht vom Mykotoxin-Bildungspotenzial der beiden
Hauptverursacher F. oxysporum und F. proliferatum aus. F. proliferatum aus der Sektion
Liseola gilt neben F. verticillioides als Hauptproduzent von Fumonisine (FB) (Nelson et al.,
1992). Bisher wurde Fumonisin B; (FB:) nach einer natirlichen F. proliferatum Infektion
primér in Mais analysiert (Thiel et al., 1991; Marasas et al, 2000; Logrieco et al., 1995),
aber auch in Reis (Abbas et al., 1999) und in Spargel (Logrieco et al., 1998; Seefelder,
2002; Lui et al., 2007) konnte FB; bereits nachgewiesen werden. Obwohl F. oxysporum
hauptsachlich als Moniliformin-Produzent gilt (Logrieco et al, 2003), ergaben
Untersuchungen von Mais Isolaten (Seo & Lee, 1996; Rheeder et al., 2002) und Spargel

Isolaten (Martinez Lopez, 2007; Waskiewicz et al., 2010), dass F. oxysporum ebenfalls in
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der Lage ist, Fumonisine mit einer gro3en Variabilitat zu bilden. Unter in vitro
Bedingungen produzierten die F. oxysporum Isolate z. T. sehr variable FB,, FB, Werte
sowie Fumonisine aus der C-Gruppe. Vergleichbare Ergebnisse brachten die FB;, FB;
Analysen der sechs F. oxysporum lIsolate, isoliert von Spargeltrieben (Tab. 14). Alle sechs
Isolate waren in der Lage FB; und FB, bei Temperaturen von 22 °C und einer
Inokulationszeit von 28 Tagen zu produzieren, wobei die Werte im Bereich von 0,89 ppm
und 17,69 ppm FB (total) stark variierten. Im Vergleich dazu wiesen die sechs
F. proliferatum lIsolate mit Werten zwischen 57,90 ppm und 65,30 ppm eine um ein
Vielfaches hohere und einheitlichere Produktion auf. Die Erntestangen von 2008 und
2009 zeigten im Vergleich zu den in vitro Kulturen auf Reis angezogen wesentlich geringe
FB-Werte (Tab. 9). Der Hochstwert 2008 von 0,334 ppm FB (total) befand sich im Bereich
der Unbedenklichkeit und auch 2009 konnte nur an einer Erntestange ein hoher und damit
bedenklicher Wert von 30,63 ppm gemessen werden. Eine Einschatzung der Werte ist
lediglich auf der Grundlage der Grenzwerte fir Mais mdglich, wobei in unverarbeitetem
Mais das Maximum bei 4 ppm (FB; +FB,) liegt (European Community, 2009). Nur die
Stangen vom Feld I, auf dem keine Ernte stattfand, wiesen bedenklich hohe FB (total)
Werte bis zu 281,70 ppm auf. Durch die fehlende Ernte war die vaskulare Ausbreitung
von Fusarium spp. im Trieb von Beginn der Vegetationszeit an moéglich. Dies fuhrte im
Vergleich zu den acht anderen Spargelanlagen zu sehr hohen Fusarium spp.
Befallshaufigkeiten, die im Mai schon bis zu 83 % (2008) betrugen (Tab. 5). Die erhthte
Pilzbiomasse kdnnte zu den hdheren Mykotoxinwerten gefiinrt haben. Seefelder et al.
(2002) analysierten in Spargelstangen, die im Juli nach der Ernte entnommen wurden,
ebenfalls erhdhte FB; Werte bis zu 4,513 ppm. Betrachtet man die Beziehung zwischen
der F. proliferatum DNA und der Fumonisinmenge in den Spargelstangen der Ernten 2008
und 2009, konnte lediglich eine mittlere Relation von R? = 0,60 ausgemacht werden (Abb.
3). In vitro Untersuchungen von F. oxysporum und F. proliferatum Isolate, zeigten das die
Temperatur einen starken Einfluss auf die Pilzbiomasse und die Produktion von FB hat
(Marin et al., 1999; Waskiewicz et al. 2010). Die von Mais isolierten F. proliferatum Isolate
produzierten mit ansteigender Temperatur geringere Mengen FB (Marin et al., 1999). Bei
einer Temperatur von 15 °C wurde die hdchste FB Menge von 17628 mg/kg (ppm)
gemessen. Im Gegensatz dazu lagen die FB-Werte bei 30 °C nur bei 73,67 ppm. Ferner
konnte bereits bei einer Temperatur von 10 °C die Produktion von FB belegt werden. In
vitro auf Reis angezogene F. proliferatum und F. oxysporum Isolate isoliert von
Spargelpflanzen aus Polen wiesen ebenfalls bei der niedrigsten Temperatur von 18 °C, im
Vergleich zu 25 °C und 32 °C, die hochsten FB-Werte auf (Waskiewicz et al. 2010). Die

Witterungsbedingungen beeinflussen insofern nicht nur die Ausbreitung von
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Fusarium spp., sondern auch die Produktion von FB. Allerdings nimmt das Pilzwachstum
(Myzel, Konidien) mit ansteigenden Temperaturen zu (Tab. 13), wohingegen die
Produktion von FB bei htheren Temperaturen abnimmt. Inwieweit sich Temperatur und
Inkubationsdauer auf die Produktion von FB in Spargelstangen auf dem Feld auswirken,
muss noch festgestellt werden, wobei fur niederséchsische Spargelanlagen insbesondere
die Bedingungen fur die Mykotoxin-Produktion bei F. oxysporum von Bedeutung sind.
Generell kann die hohe Produktion von FB bei niedrigen Temperaturen eine Gefahr in
infizierten Spargelstangen darstellen, da die durchschnittlichen Temperaturen wéhrend
der Erntezeit in Niedersachsen zwischen 13°C und 16 °C liegen (Deutscher
Wetterdienst). Ebenfalls kann es auch zu Kontaminationen mit anderen Mykotoxinen wie
z. B. Beauvericin, Moniliformin oder Fusarin kommen (Shephard et al., 1990; Logrieco et
al., 2003; Waskiewicz et al., 2010).

Zur biologischen Differenzierung der zwei Hauptverursacher der Wurzel-, Kronen- und
Stangelfaule wurden mehrere Isolate von F. oxysporum und F. proliferatum auf ihre
Pathogenitat und Virulenz untersucht (Tab. 10). Die Isolate wurden im Vorfeld von
Spargelstangen unterschiedlicher Herkunft isoliert und mittels morphologischer
Artendeterminierung nach der Monographie von Gerlach und Nirenberg (1982) und mittels
molekularbiologischer PCR unter Einsatz spezifischer Fusarium-Arten Primer (Mulé et al.,
2004) bestimmt.

Fur die Topfversuche wurde die haufig angebaute méannliche F1-Hybrid-Sorte ,Gijnlim’
verwendet, die sich durch Friihzeitigkeit, hohes Ertragspotenzial und gute Eignung fir den
Anbau unter Folie in gemaRligtem Klima auszeichnet. Die Verwendung dieser Sorte
begriindete sich mit der Tatsache, dass auf niedersachsischen Spargelanlagen ,Gijnlim’
haufig anzutreffen ist, wie auch auf den Spargelfeldern des Fusarium spp. Monitorings
(Tab. 1). Um die Pathogenitat und Virulenz der einzelnen Fusarium-Isolate zu testen,
wurden Topfversuche im Gewéchshaus an Spargeljungpflanzen durchgefuhrt. Sieben
Wochen nach der Tauchinokulation der Wurzeln erfolgte die visuelle Bonitur auf
Symptome an Wurzel und Trieb, dabei wurde auf die in der Literatur beschriebenen
Symptome geachtet. F.oxysporum verursacht an Spargelwurzeln rétlich-braune
Lasionen, die strichformig und oft in L&angsrichtung auf den Hauptwurzeln und
Feinwurzeln zu finden sind. Weiterhin fihrt der Befall mit F. oxysporum dazu, dass es zu
hohlen Wurzelschlauchen kommt, in denen das Rindenparenchym ganzlich zersetzt ist
und nur die duRBere Exodermis zurlickbleibt (Cohen & Heald, 1941; Criger, 1991; Elmer et
al, 1996; Martinez Lopez, 2007). Auch fur Infektionen mit F. proliferatum werden L&asionen
an Speicher- und Feinwurzeln sowie groRere Faulen im Wurzelbereich beschrieben

(Gilbertson & Manning, 1983). Daneben liegen weitere Beschreibungen von Endo &
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Burkholder (1971) uber Anzeichen fur Trockenfaule im Wurzelbereich vor. Mit Ausnahme
der groReren Wourzelfaulen wurden die charakteristischen Merkmale an den
Spargelpflanzen beobachtet und in Schadensklassen eingeordnet (Tab. 11, Tab. 12).
Mittels des aus den Schadensklassen errechneten Befallsgrads konnte festgestellt
werden, dass alle Isolate eine krankheitsauslésende Wirkung im Wurzelbereich der
Spargelpflanzen aufwiesen. Wahrend sich die F. proliferatum Isolate nicht signifikant
unterschieden, zeigte bei F. oxysporum das Isolat O-6 die starkste Symptombildung an
den Wourzeln. Als Folge der Schadigung an den Wurzeln werden chlorotische
Aufhellungen an den Trieben und Welkeerscheinungen bis hin zum Absterben der ganzen
Triebe beschrieben (Hartung et al., 1990; Blok & Bollen, 1995; Schreuder & Lamprecht,
1995; Elmer et al,. 1996). Die Versuchspflanzen wiesen nur schwache Chlorosen an den
Trieben auf. Dennoch konnen diese Aufhellungen auf eine beginnende vaskulare
Verbreitung des Pathogens hinweisen sowie auch auf die Zerstbérung des
Wurzelapparats, wodurch die Wasseraufnahme und die Transportwege in der
Spargelpflanze gehemmt werden (Domsch & Gams, 1970). Die geringen Symptome an
den Spargeltrieben fihrten dazu, dass von den F. oxysporum lIsolaten nur O-6 als
pathogen eingestuft werden konnte. Bei den F. proliferatum Isolaten waren die Chlorosen
am Trieb starker ausgeprégt. Alle Isolate aufRer P-4 erwiesen sich anhand der
Krankheitsauspragung am Trieb als pathogen, wobei P-6 die starksten Symptome
bewirkte.

Eine weitere Bewertung der Virulenz ermdglichte die Erfassung der Frisch- und
Trockenmasse der Wurzeln und Triebe. Im Vergleich zur Kontrolle reduzierten alle Isolate
die Trockenmasse der beiden Pflanzenabschnitte, somit erwiesen sich anhand der
Trockenmassen samtliche Isolate als pathogen. Obwohl sich die Isolate innerhalb der
Fusarium-Arten z. T. deutlich unterschieden, konnten durch die hohe Streuung innerhalb
der Wiederholungen nur vereinzelt signifikante Unterschiede bei F. oxysporum Isolaten
ermittelt werden, wobei O-6 die starkste Reduzierung beider Pflanzenteile hervorrief.

Um die Krankheitsauspragung der Fusarium-Isolate bewerten zu kénnen, wurden wie bei
Blok & Bollen (1995) die Befallsstéarke und die Trockenmasse in Beziehung gesetzt. Dabei
erwiesen sich die Wurzelparameter als aussagekraftiger, denn die ermittelten Parameter
korrelierten eng miteinander (R2 = 0,74). Somit kann davon ausgegangen werden, dass
ein Anstieg der Symptome die Wurzelmasse reduziert. Dagegen wiesen die oberirdischen
Pflanzenorgane eine geringere Korrelation auf (R?=0,41) und bestatigen somit die
Aussage von Cruger (1991), dass insbesondere bei F. oxysporum Infektionen die Triebe
Uber lange Zeit keine Symptome zeigen konnen. Unter Bericksichtigung der

Wourzelparameter erwies sich Isolat O-6 (Feld 1) mit einer Wurzelreduktion von 86 % und
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einem Befallsgrad von 33 % als hoch virulent an den Spargelpflanzen. Dagegen zeigten
die Isolate O-4 und O-5 eine schwéchere Virulenz, mit einer Reduzierung von 57 % und
46 % und geringerer Symptomauspragung von 21 % und 23 %. Bei den F. proliferatum
Isolaten erwies sich P-4 und P-2 (77 % und 76 % Wurzelreduktion und einem Befallsgrad
von 27 % und 23 %) als hoch und P-1 (42 % Wurzelreduktion und Befallsgrad 23 %) eher
als schwach virulent.

Die Bedingungen des Versuches wie Inokulationsmethode, Inkubationszeit, Sorte,
Temperatur, Bewdasserung, Dingung, pH-Wert usw. koénnen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf nehmen. Die in vitro Wachstumsversuche auf PDA zeigten, dass bei
beiden Fusarium-Arten das Myzelwachstum von der Temperatur abhéngig ist (Abb. 8). Im
Maisanbau tritt die Fusarium-Faule insbesondere bei warmem, trockenem Wetter
wahrend der Aussaat (Marasas et al., 2000) und dagegen bei feuchten Bedingungen
wahrend der Kornreifung vermehrt auf (Sutton, 1982). Ein Vergleich der beurteilten
Virulenz mit anderen Studien ist auf Grund der unterschiedlich eingesetzten
Versuchsparameter schwer mdglich. Die ermittelten Daten der Virulenz besitzen nur far
die gewahlten Versuchsbedingungen eine Giltigkeit. Eine langere Kulturfihrung und
Trockenstress  wirden  vermutlich zu einer starkeren  Auspragung der
Krankheitssymptome fiihren, insbesondere an oberirdischen Pflanzenteilen. Die
Ergebnisse der Gewachshausversuche von Martinez Lopez (2007) zeigten, dass 81 Tage
nach der Inokulation mit F. proliferatum und F. oxysporum die erfassten Parameter
(Trockenmasse, Befallsgrad) deutlich starker ausgepragt waren und dass F. proliferatum
virulenter war als F. oxysporum. Nach einer Inkubationszeit von sieben Wochen erwiesen
sich beide Fusarium-Arten als pathogen, aber hinsichtlich der Virulenz unterschieden sie
sich kaum (Abb. 6, Abb. 7). Das Isolat O-6 (F. oxysporum) beeinflusste von allen Isolaten
die erfassten Parameter am meisten und zeigt somit die starkste Virulenz. Keinen Einfluss
auf die Virulenz der Isolate wiesen die Unterscheidungsmerkmale (Tab. 10) wie Herkunft
(Feld), Zeitpunkt der Entnahme und auch nicht die Symptomausprdgung des
Spargelgewebes auf, von dem die Isolate isoliert wurden. Insbesondere zeigen die
Ergebnisse, dass sich Isolate aus Geweben mit typischen Krankheitssymptomen nicht
hinsichtlich der Virulenz von Isolaten aus symptomfreien Spargelgewebe unterscheiden.
LaMondia & Elmer (1989) und Xu et al. (2008) wiesen ebenfalls die Virulenz fur
F. proliferatum Isolate nach, die von asymptomatischem Spargelgewebe isoliert wurden.
Eine weitere Mdglichkeit, Erreger zu charakterisieren, besteht in der Untersuchung der
Unterschiede in der Temperaturtoleranz auf PDA. Wie bei Gerlach & Nirenberg (1982)
beschrieben, sind beide F. oxysporum und F. proliferatum als schnell wachsende Arten zu

bezeichnen. Die Ergebnisse nach sieben Tagen auf PDA bei 25 °C bestaitigen diese
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Aussage, das Myzel wuchs zwischen 65,99 mm und 71,89 mm (Tab. 13). Beide Fusarium-
Arten wiesen bei 25 °C die optimalste Wachstumsrate auf, wobei F. oxysporum im
Vergleich zu F. proliferatum schneller wuchs. Bei einer niedrigen Temperatur von 10 °C
zeigten alle F. proliferatum Isolate ein geringes Wachstum, wohingegen das Myzel bei
den meisten F. oxysporum lIsolaten keinen Zuwachs ergab. Erst bei 15 °C erfolgte das
Wachstum der F. oxysporum Isolate deutlich schneller als bei den F. proliferatum Isolaten.
Erst ab 20 °C nahm das Myzelwachstum von den F. proliferatum Isolaten rapide zu (Abb.
8, B). Ahnlich wie im Topfversuch konnten nur vereinzelt signifikante Unterschiede
zwischen den Isolaten der jeweiligen Fusarium-Art ermittelt werden. Fir die Bewertung
der Pathogenitat und der Virulenz wurde die Wachstumsrate nicht mit hinzugezogen, weil
fur die Krankheitsauspragung mehrere Einflussfaktoren, wie Temperatur, Feuchtigkeit,
Néahrsubstrat, Enzyme, Toxine u.a. eine entscheidende Rolle spielen (Ryker, 1935;
Hoffmann et al., 1994; Desjardins et al., 1996; Kang & Buchenauer, 2002).

Generell erwiesen sich die Fusarium-Arten F. oxysporum und F. proliferatum als hoch
virulent gegenuber Spargeljungpflanzen der Sorte Gijnlim. Die Fusarium spp. Infektion an
den Wurzeln bewirkte innerhalb von sieben Wochen eine starke Reduzierung der
Wourzelmasse. Dagegen wiesen die oberirdischen Pflanzenteile, mit Ausnahme von den
Lasionen an der Triebbasis, kaum Symptome auf. Alle F. oxysporum und F. proliferatum
Isolate waren an Spargel pathogen, allerdings konnten mittels der Gewachshausversuche
keine Unterschiede hinsichtlich der Virulenz ermittelt werden. Weitere Untersuchungen
auf molekularbiologischer Basis (RAPD, RFLP) kdnnten Aufschluss Uber genetische

Diversitat geben.
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2 Populationsdynamik und Bekampfung von

Plioreocepta poeciloptera

2.1 Zusammenfassung

Auf neun niederséchsischen Spargelanlagen wurde das Auftreten von P. poeciloptera in
drei aufeinanderfolgenden Jahren erfasst. Die Flughdhepunkte waren abhéangig von der
Lage und vom Alter der Anlagen. Auf jingeren Feldern (< 3 Jahre) begann und endete
der Flug friher als auf alteren Anlagen (= 4 Jahre), auf denen auch noch Ende Juli Adulte
mittels Stableimfallen erfasst werden konnten. Die Bestimmung der Flugspitzen
erm@glicht einen gezielten Einsatz von Insektiziden, wodurch entbehrliche Spritzungen
vermieden werden kodnnen. Freilandversuche zeigten Bekampfungserfolgte mit dem
Insektizid Coragen und einer UV-reflektierenden Folie. Das Auslegen von UV-
reflektierender Folie erwies sich prinzipiell als eine mogliche alternative
Bekampfungsmallnahme, allerdings ist die grof3flachige Handhabung solcher Folien auf
dem Feld schwierig und ein Einsatz kann zurzeit fur die Praxis noch nicht empfohlen
werden. Die Erfassung des Puppenbesatzes zur Laubabreife ermoglicht eine Uberpriifung
der Effizienz der Bekampfungsversuche und gibt eine Einschatzung des

Gefahrdungspotenzials fir die ndchste Saison ab.

2.2 Einleitung

Die Spargelfliege (Plioreocepta poeciloptera) gehért zu den bedeutendsten
Schadinsekten im Spargelanbau (Dingler, 1934; Eckstein, 1943; Straib, 1944; Crlger,
1991; Otto, 2002). Insbesondere junge Triebe kdnnen vom Larvenfrald stark geschadigt
werden, dltere Triebe weisen zwar Kimmerwuchs auf, bleiben aber am Leben und
kénnen sich bisweilen erholen (Straib, 1944). In Junganlagen verursacht der Larvenfral3
somit verheerende Schaden (Straib, 1944; Kotte, 1960; Otto, 2002). Durch die
Schadigung der Spargeltriebe wird deren Assimilationsleistung herabgesetzt und somit
der Ertrag im Folgejahr negativ beeinflusst. Auf den herkdmmlichen Spargelfeldern erfolgt
die Bekdmpfung der Spargelfliege mittels Insektiziden, die nach der Ernte ausgebracht
werden. Neben der spezifischen Toxizitdt und dem Wirkungsmechanismus sowie der
Dosis ist der Wirkungsgrad eines Pflanzenschutzmittels auch abhéngig von

Applikationszeitpunkt, -technik und der Witterung (Heitefuss, 2000). Insbesondere der



Populationsdynamik und Bekdmpfung von Plioreocepta poeciloptera 48

Zeitpunkt der Spritzung ist bei der Bekdmpfung der Adulten von Bedeutung, denn sobald
die Tagestemperaturen steigen, werden die Adulten aktiv und reagieren auf
Erschitterungen, was eine Bekampfung mit Kontaktinsektiziden erschwert (Dingler, 1933;
Hassan, 1970; Otto, 2002). Zur alternativen Bekdmpfungsmethode zahlte die
Verbrennung des Spargelkrautes nach der Rodung im Herbst (Dingler, 1933). Allerdings
wird dies heute nicht mehr praktiziert, das Spargelkraut wird nach der Entnahme
gehéckselt und auf dem Feld eingearbeitet (Landwirtschaftskammer Niedersachsen,
2009). Naturliche Gegenspieler sind bisher nicht bekannt. Eine weitere alternative
Bekampfungsmethode, die seit mehreren Jahren im Gemisebau im Freiland eingesetzt
wird, sind Mulchfolien, insbesondere metallbedampfte Folien, die einen hohen Anteil
kurzwelligen UV-Lichts reflektieren. Die Reflektion von UV-Strahlen (280 - 400 nm) ist fur
viele Insekten eine wichtiger Hinweis zur Erkennung der Wirtspflanzen oder Teile
derselben (Kay, 1979; Owens & Prokopy, 1978; Kevan & Baker, 1983). Eine sehr hohe
UV-Reflektion im gesamten Pflanzenbestand kann dann die Orientierung des Insekts und
die Differenzierung der Wirtspflanze so stark beeintrachtigen, dass es nicht zum Kontakt
zwischen Wirtspflanze und Schadling kommt (Summers et al., 2004). Das Ausbringen von
UV-reflektierender Folie hat bei einigen herbivoren Insekten, wie Thripse (Greenough et
al.,, 1990; Stavisky et al.,, 2002; Riley & Pappu, 2004), WeiRe Fliege (Summers &
Stapleton, 2002a; Summers et al., 2004) und Blattlause (Wilson, 1999; Brust, 2000;
Doring et al.,, 2004) dazu gefihrt, dass diese ihre Wirtspflanzen (Tomaten) nicht
besiedelten oder nur in reduzierter Anzahl.

Die Untersuchungen sollten die aktuelle Befallssituation von P. poeciloptera auf
niedersachsischen Spargelflachen wiedergeben und die Wirkung der UV-reflektierenden
Folie auf die Spargelfliege im Freiland testen und im Vergleich zum Einsatz von

Insektiziden betrachtet werden.

2.3 Populationsverlauf der Spargelfliege

2.3.1 Material und Methoden
Versuchsanlagen

Fur die Uberwachung der Populationsdynamik der Spargelfliege wurden dieselben
kommerziell genutzten Spargelanlagen und die Versuchsflache am Julius-Kihn-Institut in
Braunschweig (JKI) verwendet, wie fur das Monitoring Fusarium spp. und Mykotoxine an
Spargel in Kapitel 1.3 (Tab. 15). Die Felder unterschieden sich hinsichtlich des Alters der
Pflanzen, der GroRe der Felder und Erntedauer (Tab. 15). Auf allen Feldern, au3er JKI

(Feld 1), erfolgte die Bewirtschaftung mit Schwarz-Weif3-Folie oder bei Junganlagen mit
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Antitaufolie, nach der Ernte wurden die herauswachsenden Trieben mehrfach (bis zu funf
Spritzungen nach der Ernte) mit Insektiziden (Perfekthion, Spruzit Neu u.a.) gegen

P. poeciloptera, Crioceris asparagi, C. duodecimpunctata u.a. geschitzt.

Tab. 15: Unterscheidungsmerkmale der fur das Spargelfliegen Monitoring genutzten Felder.

Felder (Lage) Pflanzung Grofe Monitoring Ende der Spargelernte

[ha] 2007 2008 2009
A (Martfeld) 2006 3,0 seit 2007 - 14.5. 3.6.
B (Martfeld) 2005 25 seit 2007 15.5. 19.5. 20.6.
C (Gifhorn) 2008 2,0 seit 2008 - - 27.4.
D (Gifhorn) 2007 1,5 seit 2007 - 13.5. 23.6.
E (Gifhorn) 2006 3,0 seit 2007 15.5. 4.6. 23.6.
F (Gifhorn) 2003 2,5 seit 2007 10.6. 20.6. 21.6.
G (Buchholz) 2005 12,0 seit 2007 22.5. 30.5. 21.6.
H (Buchholz) 2005 7,0 seit 2007 22.5. 30.5. 21.6.
| (Braunschweig) 2006 1200 m? seit 2007 - - -

Erfassung des Flugverlaufs

Auf allen Spargelfeldern wurde seit 2007 der Flugverlauf zwischen Mitte April und Anfang
August ermittelt. Die Ausnahme bildete Feld C, dieses wurde 2008 gepflanzt und somit
erst zu diesem Zeitpunkt in die Untersuchungen mit einbezogen. Die Adulten wurden
mittels griner Stableimfallen (Temmen GmbH) erfasst. Pro Feld wurden finf Fallen
verwendet, wobei eine in der Feldmitte platziert wurde und je eine an den Feldecken mit
5m Abstand zum Rand. Die Kontrolle der Stableimfallen erfolgte wodchentlich, dabei
wurden die Adulten nach Geschlechtern getrennt und die Anzahl erfasst. AnschlieRend
wurden die Fallen gereinigt und wieder mit Insektenleim versehen. Alle zwei bis drei

Wochen, abhéngig von der Witterung, erfolgte ein Austausch der Fallen.

Erfassung der Populationsdynamik im Herbst und Sammeln von Puppen

Fir die Feststellung des Befalls Ende September, wenn das Spargelkraut anfangt sich
gelb zu farben, wurde Uber alle Versuchsfelder ein regemafiges Gitterraster gelegt, das
mit 25 x 25 m die Probepunkte markierte. Die Anzahl der Probepunkte variierte mit der
FeldgroRe, unterschritt jedoch nie die 45. An jedem Punkt wurden finf Triebe einer
Pflanze kurz Uber dem Erdboden abgeschnitten und auf Fralgange in den Trieben

untersucht. Bei Befall wurden die unterirdischen Triebteile ausgegraben und die Puppen
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im Labor aus den Trieben seziert. Die Aufbewahrung der Puppen erfolgte in feuchten

Sand bei konstanten 4 °C.
Statistik

Um die Darstellungen der einzelnen Flugverlaufe besser vergleichen zu kénnen, wurde
mit einer Transformation (log+ 1) die Anzahl Adulter pro Falle auf der y-Achse
vereinheitlicht. Zur Ermittlung signifikanter Unterschieden wurde das Statistik Programm
SAS (Institut, 2001) verwendet. Nach der Aufteilung der Felder in jung (< 3 Jahre) und alt
(= 4 Jahre) wurden signifikante Unterschiede zwischen der Anzahl Adulten pro Monat
mittels Mann-Whitney U-Test, P < 0,05 errechnet (Proc nparlway). Die Verteilung der
Geschlechter (Weibchen und Mannchen) auf den Stableimfallen wurde mit dem Chi-
quadrat (x?) Unabhéngigkeitstest mit der Prozedur FREQ und mit der Option EXACT

durchgefiihrt. Regressionen wurden mit der Prozedur REG analysiert.
2.3.2 Ergebnisse

Auf neun Spargelfeldern wurden die Flugverlaufe von P. poeciloptera mittels
Stableimfallen von Mitte April bis Anfang August erfasst. Auf alle Felder wurde eine
Flugaktivitaten zwischen April und Ende Juli in den Jahren 2007 bis 2009 beobachtet
(Abb. 10). Die Betrachtung der Felder untereinander zeigt eine hohe Variabilitat in der
Flugintensitat. Die Felder in der Region Buchholz (G und H) wiesen Uber die gesamte Zeit
mit bis zu 2,5 Adulten pro Falle eine sehr geringe Flugaktivitat auf. Dagegen wurden in
den drei anderen Regionen hohere Aktivitdten beobachtet. Tendenziell liel3 sich die erste
Flugspitze im Mai ermitteln, gefolgt von einer weiteren im Juni. Eine Unterscheidung der
Felder lasst sich zwischen jungen (< 3 Jahre) und alten (= 4 Jahre) Anlagen herstellen.
Auf den jingeren Spargelfeldern wurden erste Flugspitzen Ende April/Anfang Mai und ein
weiteres Ende Mai / Anfang Juni erfasst (Feld C 2007 — 2009 und Feld A 2008). Dagegen
erfolgte der erste Flughohepunkt auf Altanlagen erst Ende Mai und der zweite Ende
Juni/Anfang Juli (Feld F 2007 — 2009, Feld E 2009). Allerdings zeigten direkt aneinander
grenzende Felder (C, D und E sowie A und B) ahnliche Flugspitzen, trotz
unterschiedlichen Alters. Das Versuchsfeld am JKI in Braunschweig (Feld 1), dessen
Anbau ohne Schwarz-Wei3-Folie und ohne konventionelle Ernte erfolgte, wies mit
Anfang/Mitte April in allen drei Jahren den zeitigsten Flugbeginn auf.

Um den Einfluss des Spargelfeldalters auf die Flugaktivitat von P. poeciloptera néher zu
betrachten, wurden die mittleren Monatsfange aller Junganlagen (< 3 Jahre) und aller

Altanlagen (= 4 Jahre) gegenibergestellt (Tab. 16). Die zwei Felder in Buchholz wurden



Populationsdynamik und Bekdmpfung von Plioreocepta poeciloptera o1

auf Grund des geringen Fliegen-Aufkommens ausgeschlossen. Die Auswertung zeigt,
dass im April auf den Junganlagen prozentual mehr Adulte mittels der Stableimfallen
gefangen wurden als auf den alteren Spargelfeldern, allerdings konnte diese Aussage
nicht signifikant abgesichert werden (Mann-Whitney U-Test Z = 0,388, P = 0,351).
Entgegengesetzt verhielt es sich in den Monaten Juni und Juli, in denen auf den
Altanlagen mehr Fliegen gefangen wurden (Mann-Whitney U-Test, P < 0,05). Der Mai
erwies sich in beiden Altersklassen als der Monat mit der hochsten Flugaktivitat (Mann-
Whitney U-Test Z = 1,431, P =0,0717).

Die Geschlechtsbestimmung von P. poeciloptera wurde auf allen Flachen aul3er Feld |
durchgefuhrt. Fur die Berechnung des Verhéltnisses wurden lediglich die Fange von den
Spargelfeldern in Martfeld und Gifhorn bericksichtigt. Aufgrund der geringen Fangrate
wurden auch hier die Felder in Buchholz nicht mit einbezogen. Das Verhaltnis zwischen
den Geschlechtern war auf allen Feldern, auRer D, geringfiigig Richtung Weibchen
verschoben (Tab. 17). Allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der

Gesamtmenge Weibchen und Mannchen errechnet werden (X (5) = 8,813, P = 0,116).

Mit der Herbstbonitur war es moglich den Befall jedes Feldes genauer einzuschéatzen. Die
Anzahl der Puppen pro Feld variierte zum Teil stark zwischen den Spargelfeldern. Um
den Zusammenhang zwischen den gefangenen Fliegen und der Befallsstarke im Herbst
(Anzahl Puppen pro 100 Stangen) zu betrachten, wurden nur Fa&nge bertcksichtigt, die
nach dem Stechende erfolgten, da lediglich zu diesem Zeitpunkt ein Befall mit
P. poeciloptera eintreten konnte. Es wurde eine starke Korrelation (R? = 0,78) zwischen
der Anzahl Puppen und dem Auftreten der Adulten ermittelt (Abb. 9). Der Zusammenhang
beider Variablen lasst sich mit einem linearen Regressionsmodell nach Gleichung y =
0,091 + 0,92x darstellen (N = 24, F = 83,29, P < 0,0001, R2=0,78).
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Tab. 16: Einfluss des Spargelfeldalters (N = Anzahl Felder) auf die Anzahl Adulter [%] von
Plioreocepta poeciloptera in den Jahren 2008 und 2009. Multiple paarweise Vergleiche mit Mann-
Whitney U-Test, P < 0,05.

Anzahl Adulte 2008 und 2009 [%] Mann-Whitney

Monat < 3 Jahre 2 4 Jahre U-Test, P < 0,05
(N=7) (N=#6)
X SD X SD P
April 22,16 +23,27 13,16 + 16,88 0,351
Mai 70,93 £74,53 67,80 *61,37 0,071
Juni 6,79 £2,03 16,64 +18,40 0,024
Juli 0,11 £0,15 2,39 +£3,33 0,021

Tab. 17: Geschlechterverhdltnis der gefangenen Spargelfliegen in Prozent vom gesamten

Aufkommen pro Feld. Statistischer Vergleich mittels x2 Test, P = 0,05.

Anzahl Adulte [%] pro Feld X
Geschlecht
A B C D E F X SD  N=4935
Q 50,09 54,07 66,67 49,30 5847 51,69 5505 6,01
0,116
3 49,91 4593 3333 50,70 41,53 48,31 44,95 6,01
2,5

3 y = 0,091 + 0,92x .
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Abb. 9: Zusammenhang zwischen befallene Pflanzen mit Plioreocepta poeciloptera Puppen im
Herbst und Anzahl Adulter pro Feld nach der Ernte, auf acht untersuchten Spargelfeldern in den
Jahren 2007 — 2009.
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Abb. 10: Flugverlauf von Plioreocepta poeciloptera ab April bis August 2007 (schwarzer Punkt), 2008 (weif3er Punkt mit schwarzen Rand) und 2009

(schwarzes Dreieck) auf den Feldern A bis I. Aufgrund der Variabilitdt der Flugintensitat wurde die Anzahl Puppen/FalleTransformiert (log + 1).
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2.4 Bekdmpfungsmoglichkeiten der Spargelfliege

2.4.1 Material und Methoden

Versuchsaufbau und Varianten

Die Untersuchungen fanden in zwei aufeinander folgenden Jahren (2008 und 2009) auf
einem Spargelfeld am Julius-Kihn-Institut (JKI) in Braunschweig statt, auf dem seit 2006
die Sorte ,Gijnlim* als Grinspargel angebaut wurde. Das Feld hatte eine Lange von ca.
40 m und eine Breite von 25 m, der Reihenabstand betrug 2 m und der Pflanzabstand
0,30 m. Fur den Versuch wurde das Feld in 25 gleich grof3e Blocke eingeteilt (Ld&nge 4 m
X Breite 3 Reihen), auf denen randomisiert die Versuchsvarianten verteilt wurden
(Lateinisches Quadrat). Insgesamt wurden vier Insektizide und eine aluminiumbedampfte
Folie (Star Metallizing, Escondido, USA), die das UV-Licht in den Pflanzenbestand
reflektierte, gegen P. poeciloptera getestet (Tab. 18). Gleichzeitig mit dem Austrieb der
Triebe wurde die Folie (3 m Breite) ausgelegt, so dass die Triebe ungehindert
herauswachsen konnten (Abb. 11). Der Einsatz der Insektizide variierte zwischen den zwei
Versuchsjahren. Im Jahr 2008 erfolgte zum ersten Flugzeitpunkt der Spargelfliege
(30.04.) die erste Spritzung, und diese wurde danach noch zweimal wiederholt (14.05.
und 04.06.). 2009 wurde am 24.04. mit dem Einsetzen der Fliegenaktivitéat die erste
Spritzung durchgefiihrt und in sieben bis acht Tagesabstanden noch finf weitere. Die

Aufwandmengen richteten sich nach dem Hersteller (Tab. 18).

Tab. 18: Varianten des Feldversuches zur Bekampfung von Plioreocepta poeciloptera 2008/2009.

Variante Behandlung Aufwandsmenge Versuchsjahr
1 Kontrolle - 08/09
2 Aluminiumfolie - 08/09
3 Perfekthion 0,6L/ha 08/09
4 SpinTor 500 mL / ha 08/09
5 Karate Zeon 75 mL/ ha 08
6 Coragen 60 mL / ha 09
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Abb. 11: Versuchsvariante mit der UV-reflektierenden Folie.

Erfassung der Parameter

Wahrend des Versuches bis Anfang August wurde der Flugverlauf von P. poeciloptera
mittels Stableimfallen wochentlich erfasst. Damit wurde die Populationsdichte der Fliege
beobachtet. Im Herbst zur Laubabreife erfolgte die Auswertung des Versuches. Pro
Variante wurden insgesamt 75 Spargeltriebe entnommen und im Labor auf Puppenbesatz
Uberprift. Dabei wurden die Anzahl Puppen pro Trieb erfasst.

Statistische Analyse

Zur Ermittlung signifikanter Unterschieden wurde das Statistik Programm SAS (Institut,
2001) verwendet. Der Befall mit P. poeciloptera Puppen wurde mit der PRC GLM
Prozedur statistisch berechnet. Nach signifikanten Unterschieden in der Varianzanalyse
(ANOVA, P<0,05) wurden die Mittelwerte mit dem Tukey-Test (HSD, P <0,05)
verglichen.

2.4.2 Ergebnisse

Die Auswertung des Befalls von Spargelstangen aus behandelten Parzellen ergab, dass
die Behandlungen mit den Insektiziden und der Einsatz der UV-reflektierenden Folie den
Befall mit P. poeciloptera in beiden Behandlungsjahren verringern konnten (Abb. 12). Der
Blockfaktor zeigt in beiden Jahren keine hohen Niveauunterschiede zwischen den
Blocken (2008 Fpsi3 = 1,557 P = 0,234; 2009 F5.4) = 0,438 P = 0,780). In beiden
Versuchsjahren reduzierte die UV-reflektierende Folie signifikant gegentiber der Kontrolle
den Befall durch P. poeciloptera (2008, Tukey-Test, P = 0,000; 2009 Tukey-Test, P =
0,006). 2008 erzielte die UV-reflektierende Folie auch im Vergleich zu den getesteten
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Insektiziden eine signifikante Reduzierung des Befalls (Tukey-Test, P < 0,05). Von den
getesteten Insektiziden konnte nur ,Coragen® die Anzahl Puppen signifikant zur Kontrolle
reduzieren (Tukey-Test, P = 0,031).

25
I 2008
2009
20 ~ a
A
15 ~

10 ~

1.8Ka

Kontrolle  UV-Folie Perfekthion SpinTor KarateZeon Coragen

— o

Anzahl Puppen [Mittelwert]

Behandlungen

Abb. 12: Anzahl Puppen (Mittelwert + SD) in den behandelten Varianten in zwei aufeinander
folgenden Jahren 2008 (schwarz) und 2009 (hellgrau). Signifikante Unterschiede werden durch
unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet nach Tukey-Test, P < 0,05, 2008 mit grof3en
Buchstaben und 2009 mit kleinen Buchstaben.
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2.5 Diskussion

Durch den Einsatz der grinen Stableimfallen konnte wéahrend der Vegetationsperiode die
Aktivitat von P. poeciloptera von Mitte April bis Ende Juli wiedergegeben werden. Die
Feldbeobachtungen zeigten, dass tendenziell die hochste Flugaktivitdt im Mai und Juni
stattfindet (Abb. 10). Der Flug von P. poeciloptera ist von der Umgebungstemperatur
abhangig, erst bei Tagestemperaturen ab 15 °C wird die Fliege aktiv, vorher befindet sie
sich in einer Kéltestarre, die sie an der Pflanze oder am Boden verbringt (Dingler, 1934).
Es ist anzunehmen, dass die Unterschiede im Flugverlauf und das Auftreten von
Flugspitzen aufgrund regionaler Temperaturverhdltnisse zustande gekommen sind.
Beispielsweise nahm auf allen vier Feldern in der Region Gifhorn (Feld C bis F) Ende Mai
2009 die Anzahl Adulter pro Falle stark zu (Abb. 10). Zur selben Zeit stiegen in dieser
Region die Temperaturen auf bis zu 20 °C (siehe Anhang: Abb. 20). Aufgrund der teilweise
geringen Fallenfange, wahrscheinlich bedingt von einer insgesamt geringen Abundanz
der Fliege, konnte diese Annahme nicht fiir alle Anbauregionen belegt werden. Trotz der
auf allen Feldern, mit Ausnahme von Feld I, angewendeten Insektizide gegen die
Spargelfliege wurde ein fortdauernder, aber auch variabler Schlupf der Adulten von April
bis Juli verzeichnet (Abb. 10).

Eine Unterscheidung zwischen den Anlagen lasst sich hinsichtlich des Alters und der
Lage durchfiihren. Auf jingeren Spargelfeldern lasst sich eine Tendenz zu einem friheren
Flugbeginn mit einem starkeren Flug in den Monaten April und Mai erkennen (Tab. 16),
wohingegen auf den Altanlagen noch im Juni und Juli vermehrt Adulte gefangen wurden.
Gegenlaufig zu Otto (2002) wies keine der neun Anlagen im August noch Fliegen auf. Das
konnte am Alter der Felder liegen, denn nur auf Feldern alter als sieben Jahre
beobachtete Otto (2002) im August noch Spargelfliegen. Die neun niedersachsischen
Felder Uberschritten dieses Alter wahrend des Monitorings nicht. Eine weitere
Beobachtung, dass aneinandergrenzende Felder &hnliche Flugspitzen trotz
unterschiedlichen Alters aufweisen (Abb. 10), stutzt die Theorie von Dingler (1934) und
Otto (2002), dass die eigentlich standorttreuen Fliegen auf der Suche nach Wirtspflanzen
aktiv langere Entfernungen zuriicklegen und benachbarte Felder besiedeln. Ebenfalls
konnten die Untersuchungen die Aussage der beiden Autoren Uber das ausgewogene

Zahlenverhéltnis der beiden Geschlechter bestatigen (Tab. 17).

Eine genauere Einschatzung des Aufkommens fir das folgende Jahr und eine
Uberprifung der Effizienz der KontrollmafRnahmen konnten durch die Bonitur im Herbst
durchgefuhrt werden. Die erfasste Anzahl Puppen korrelierte stark mit den Fliegenfangen

nach der Ernte (Abb. 9). Zur Erfassung der Puppen im Herbst hat es sich bewdahrt, die
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Triebe kurz oberhalb der Ddmme abzuschneiden (Otto, 2002). Die sehr gradlinig
verlaufenden Bohrgange der Spargelfliegen Larven lieBen sich schnell und einfach

erkennen.

Im konventionellen Spargelanbau wird die Spargelfliege mittels Einsatz von Insektiziden
bekampft, wobei die Spritzung von Insektiziden meistens routinemafig durchgefihrt wird.
Zugelassener Wirkstoff gegen P. poeciloptera ist Dimethoat (Perfekthion). Der Wirkstoff
gehort zu den Dithiophosphorsaureestern und wirkt als Kontaktgift, das auch systemisch
von der Pflanze aufgenommen wird. Es ist als umweltgeféahrlich und gesundheitsschadlich
mit der hochsten Bienengefahrlichkeit (B1) eingestuft. Nach der Spargelernte darf das
Insektizid funfmal in der Kultur angewendet werden. Glnstige Spritztermine mit einem
hohen Aufkommen der Adulten lassen sich durch die von den Stableimfallen bezogenen
Fangdaten ermitteln. Die Mehrfachanwendungen, die durch den langanhaltenden
Schlupfzeitraum von April bis Juli notwendig sind, sollten gezielt auf die Flugspitzen
eingesetzt werden, um somit entbehrliche Spritzungen zu vermeiden. Ferner sollte fur
eine erfolgreiche Bekdmpfung der Adulten auf die Tagestemperatur geachtet werden. Die
Erwarmung nach der morgendlichen Kélte lasst die Fliegen schnell aktiv werden und stark
auf Erschitterungen reagieren (Dingler, 1933). Die Effektivitat der Kontaktinsektizide
erhoht sich, wenn sich die Adulten wahrend der Kaltestarre (<15°C) an den
Spargeltrieben oder am Boden aufhalten. Ebenfalls kann es durch die systemische
Wirkung von Dimethoat zur Bekdmpfung der Larven kommen, wéhrend sich diese in das
Pflanzengewebe fressen. Allerdings erscheint eine Bekampfung der Adulten als
sinnvoller, weil somit die Eiablage bereits verhindert wird und es somit nicht zum Befall

kommt.

An alternativen Bekampfungsmethoden wird im Bereich der biotechnischen Verfahren
gearbeitet. Thibout & Auger (1999) und Thibout et al. (2005) untersuchten im Labor die
Bedeutung der mannlichen und weiblichen Pheromone und konnten feststellen, dass die
sexuelle Aktivitdat von den Duftorganen der Mannchen abhangig ist. Das Mannchen
lokalisiert die Wirtspflanze vor dem Weibchen, welches ohne mannliche Pheromone und
Pflanzenduft nicht zur Wirtspflanze findet und somit auch nicht zum M&nnchen. Im
Obstbau werden schon lange die weiblichen Pheromone des Apfelwicklers (Cyndia
pomonella) in Pheromonfallen eingesetzt, um die mannlichen Falter anzulocken, die dann
auf dem Leimboden der Falle kleben bleiben. Zum einen kommt es somit nicht zur
Begattung der weiblichen Falter und zum anderen dienen die Fallenfange zur gezielten
Ausbringung von Pflanzenschutzmitteln (MacLellan, 1976; Cardé & Minks, 1995; Losel et
al.,, 1999). Eine weiterfiihrende Methode, Attract and Kill (Appeal), kombiniert die
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Biotechnologie mit der chemischen Bek&mpfung. Mit dem Pheromon werden die
Méannchen des Schadlings angelockt und anschlielend mit einem Kontaktinsektizid
(meistens Pyrethroide) abgetdtet. Inwieweit Fallen, bestiickt mit mannlichen Pheromonen,
das Aufkommen der Spargelfliege auf dem Feld reduzieren kénnen und somit zu einer
besseren Uberwachung oder vielleicht sogar Bekampfung beitragen, ist bisher noch nicht
bekannt. Die kulturtechnischen Verfahren, wie die Vernichtung des Spargellaubs im
Herbst, zéhlen ebenfalls zu den alternativen Bekampfungsmethoden. Allerdings wird
heutzutage aus Grinden der Dungungsfunktion das Spargelkraut nicht mehr vernichtet
sondern in den Boden eingearbeitet (Landwirtschaftskammer Niedersachsen, 2009). Eine
weitere alternative Methode stellt der gezielte Einsatz von UV-Licht dar. Der
Wellenl&ngenbereich von UV-Strahlung (UV-B 280 - 315 nm, UV-A 315 - 400 nm) wird
von vielen Insekten zur Orientierung genutzt (Raviv & Antignus, 2004; Antignus, 2007).
Auf der einen Seite fuhrt die Verringerung der UV-Intensitat zu einer Befallsverringerung
von phytophagen Insekten an Pflanzen, wie Thripse (Kumar, 2006), Weil3e Fliege
(Antignus et al., 1996) und Blattlause (Costa, 2002). Auf der anderen Seite kann durch
eine Uberproportional hohe Reflektion von UV-Licht im Pflanzenbestand die Orientierung
des Insekts so stark beeintrachtigen werden, dass es nicht zum Kontakt zwischen
Wirtspflanze und Schaderreger kommt. Herbivore Insekten bendtigen zur Findung der
Wirtspflanze neben Form- und chemischen Reizen den Kontrast zwischen dem Grin der
Pflanze (Chlorophyll) und dem dunklen Boden. Die Besiedlung durch die Weil3e Fliege
(Bemisia argentifolii) an Zucchini, Kirbis und Gurke konnte durch den Einsatz von UV-
reflektierender Folie reduziert werden (Summer & Stapleton, 2002a). Auch bei Blattlausen
und Thripsen an verschiedenen Kulturpflanzen bewirkte die UV-reflektierende Folie eine
Minderung des Befalls (Kring & Schuster, 1992; McLaren & Fraser, 2001; Stavisky et al.,
2002; Reitz et al, 2003; Riley & Pappu, 2004; Summer et al., 2004).

In Freilandversuchen in den Jahren 2008 und 2009 wurde die Wirkung von UV-
reflektierender Folie im Vergleich zu im Gemisebau zugelassenen Insektiziden getestet.
Neben dem gegen P. poeciloptera zugelassenen Wirkstoff Dimethoat (Perfekthion) wurde
ein synthetisches Pyrethroid (Karate Zeon) getestet, welches eine starke Fraf3- und
Kontaktwirkung aufweist. Karate Zeon hat im Spargel eine Zulassung gegen beil3ende
und saugende Insekten sowie Erdraupen. Des Weiteren wurde aus der Wirkstoffgruppe
der Bisamide das Chlorantraniliprole (Rynaxypyr) (Coragen) auf seine Wirkung geprift,
welches als erster Vertreter seiner Wirkstoffklasse als Insektizid zugelassen ist. Auch bei
diesem Insektizid wird der Wirkstoff tiber Fral3 und Kontakt aufgenommen und fihrt durch
eine Muskellahmung zu einem unmittelbaren Fral3-Stopp. Fur eine mogliche Bek&dmpfung

im biologischen Anbau wurde SpinTor in die Versuche mit einbezogen. Der Wirkstoff
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Spinosad besteht aus Stoffwechselprodukten des natirlich  vorkommenden
Bodenbakteriums Saccharopolyspora spinosa und hat fiir den Oko-Landbau seit 2008
eine Zulassung fur die Bekampfung von Wickler-Arten, schadlichen Raupen, Thripse und
andere Schadinsekten.

Die Ergebnisse der Freilandversuche zeigen, dass in beiden Versuchsjahren die
angewendeten Insektizide zwar die Anzahl der Puppen im Bestand reduzieren konnten,
aber nur das Praparat Coragen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle einen signifikant
reduzierten Befall bewirkte (Abb. 12). Das zugelassene Préparat Dimethoat konnte trotz
der systemischen Wirkungsweise den Befall nur geringfliigig reduzieren. Die UV-
reflektierende Folie erzielte in beiden Versuchsjahren einen signifikant geringeren Befall
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und unterschied sich 2008 ebenfalls signifikant
von den getesteten Insektiziden. Folglich kam es durch die starke Abstrahlung von UV-
Licht in den Parzellen mit UV-reflektierender Folie zu einer Verwirrung der Adulten, bei
der die Orientierung der Insekten so stark beeintrachtigt wurde, dass es nicht zum Kontakt
zwischen  Wirtspflanze und Schadling gekommen ist. Neben dem guten
Bekampfungseffekt erweist sich allerdings die Ausbringung der Folie auf Spargelfelder als
schwierig. Beispielweise im Salat- oder im Tomatenanbau kann die Folie mittels Lochern
an der Stelle der Pflanzung so konstruiert werden, dass die Pflanzen ungehindert
herauswachsen konnen. Im Spargelanbau wachst nach der Ernte pro Pflanze eine
Vielzahl Sprosse heraus, deren Ausdehnung nicht genau definiert werden kann. Eine
Auslegung auf dem Feld misste demnach links und rechts neben der Pflanze erfolgen,
wobei noch geklart werden misste, wie die UV-reflektierende Folie auf den Dammen
befestigt werden konnte. Im Allgemeinen lasst sich feststellen, dass die UV-reflektierende
Folie im Spargelanbau sehr gute Bekdmpfungserfolgte erzielen kann, aber flr den Einsatz
auf dem Feld muss noch im Bereich der Technik Entwicklungsarbeit geleistet werden. In
wieweit die Folie auch andere Schaderreger wie C. asparagi oder C. duodecimpunctata

im Spargelanbau abhélt, missen weitere Versuche zeigen.
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3 Interaktion zwischen Spargelfliege und Fusarium

3.1 Zusammenfassung

Die Spargelfliege (P. poeciloptera) wird seit den 30er Jahren als Schadling auf deutschen
Spargelanlagen beschrieben. Neben der durch den LarvenfraR herabgesetzten
Assimilationsleistung der Spargeltriebe verursachen die Weibchen bei der Eiablage und
durch Host-feeding Verletzungen am Trieb. Versuche unter kontrollierten Bedingungen
zeigten, dass eine F. proliferatum Kontamination an verletzten Trieben sowie mit
Sporensuspension kontaminierte Weibchen der Spargelfliege eine starke Infektion im
Spargeltrieb verursachten (bestimmt mittels quantitativer Real-time PCR). Durch den
Larvenfral? wurde die insbesondere basipetale Verbreitung von F. proliferatum begtinstigt.
Der Infektionsweg uber die Wurzel erwies sich innerhalb der vierwochigen Versuchsdauer
als weniger aggressiv. Um die Infektionsquellen fir die Wurzel-, Kronen- und Sténgelfaule
gerade bei Jungpflanzen zu reduzieren, ist es nach unseren Beobachtungen erforderlich

eine Kontrolle des Insektenbesatzes durchzufihren.

3.2 Einleitung

Im Spargelanbau verursachen Faulen an Wurzel, Rhizom und Trieb irreversible Welken,
reduzierte Ertragsleistungen bis zum vorzeitigen Absterben der Spargelpflanzen
(Asparagus officinalis L.). Die Hauptverursacher sind parasitare Pilzarten der Gattung
Fusarium spp., wobei insbesondere zwei Arten, F. oxysporum und F. proliferatum, mit der
Wourzel-, Kronen- und Stangelfaule am Spargel assoziiert wurden (Hartung et al., 1990;
Sadowski & Knawlewski, 1990; Elmer et al., 1996; Baayen et al., 2000; GoRmann et al.,
2008).

Neben pilzlichen Schaderregern schadigen auch biotische Faktoren wie Insekten die
Spargelpflanzen (Damicone & Manning, 1985; Elmer, 1989; Hartmann, 1989; Otto, 2002;
Tuell, 2003). In fast allen europaischen Landern, in denen Spargel angebaut wird, ist die
Spargelfliege (Plioreocepta poeciloptera) der bedeutendste Schadling (Lesne, 1913;
Dingler, 1934; Salmeron de Diego, 1973; Thibout & Auger, 1999; Fischer et al. 1989; Otto,
2002). Die Weibchen verletzen die oberirdischen Spargeltriebe in dem sie zum einen die
Eier (60 bis 80 pro Weibchen) mittels Ovipositor direkt in das Pflanzengewebe ablegen
und zum anderen um sich von dem austretenden Pflanzensaft zu erndhren. Nach dem

Schlupf fressen sich die Larven wahrend ihrer Entwicklung basipetal in den unterirdischen
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Teil des Triebes, dabei erndhren sie sich vom Pflanzengewebe und hinterlassen relativ
geradlinig verlaufende Fral3gange. Die Verpuppung findet im Trieb kurz Gber dem Rhizom
statt. (Dingler, 1934; Hassan, 1970, Otto, 2002). Vor allem junge Spargelfelder sind
wegen ihrer verkirzten Erntezeit, dem somit friheren Durchbrechen der Spargeltriebe
und des moglichen Zuflugs der Weibchen von P. poeciloptera aus &lteren Anlagen
besonders geféhrdet (Dingler, 1934; Hassan, 1970).

Aus friiheren Studien ist bekannt, dass Insekten Ubertrager und Verbreiter von Pilzsporen
sind, insbesondere von Fusarien (Leach, 1940; Booth, 1971; Chiang & Wilcoxson, 1961).
Im Maisanbau sorgt der Maiswurzelbohrer (Diabrotica virgifera Lec.) durch die
FraRschaden der Larven an den Wurzeln und der Adulten an den Narbenfaden sowie den
milchreifen Maiskérnern fur die Verbreitung von Fusarium spp. (Palmer & Kommedahl,
1969; Gilbertson et al., 1986; Hammack et al., 2003; Kurtz et al., 2010). Aber nicht nur
Vertreter aus der Familie der Chysomelidae schadigen den Mais, auch der Maiszinsler
(Ostrinia nubilalis) aus der Familie der Lepidoptera fordert durch den Larvenfrall am
Stangel die Verbreitung von Fusarium-Arten, die einerseits Faulen verursachen und
andererseits Mykotoxine bilden kdénnen (Dowd, 2000; Magg et al, 2002). Untersuchungen
an Spargel auf amerikanischen Anlagen ergaben, dass aus der Familie der Agromyzidae
die Minierfliege (Ophiomyia simplex) durch ihre Bohrlécher am Trieb die Wurzel-, Kronen-
und Stangelfaule an Spargel verstarkt (Gilbertson & Manning, 1983; Damicone et al.,
1987; Tuell, 2003). Bekdmpfungsversuche von O. simplex zeigten, dass nicht nur die
Verletzung im Trieb reduziert werden konnte, sondern ebenfalls die Infektion mit
Fusarium spp. (Damicone et al., 1987).

Ziel dieser Studien war es, die maogliche Interaktion zwischen P. poeciloptera und
Fusarium spp. dahingehend zu untersuchen, ob mit einer Kontrolle der Spargelfliegen die
Ausbreitung und Intensitat von der Wurzel-, Kronen- und Sténgelfaule verringert werden
konnen. Einerseits wurden in mehrjdhrigen Erhebungen die Flugaktivitat und
Besiedlungsintensitat der Fliege in Relation zum Fusarium-Befall erfasst und andererseits
wurde unter Kkontrollierten Bedingungen an Jungpflanzen Uberprift, ob feine
Verwundungen, wie vom Legebohrer der Weibchen verursacht werden, die Besiedlung
der Spargelpflanzen mit Fusarium spp. bei kinstlicher Infektion von Pflanzen und/oder

Fliegen mit Sporensuspension férdern kénnen.



Interaktion zwischen Spargelfliege und Fusarium 63

3.3 Interaktion unter Feldbedingungen

3.3.1 Material und Methoden

Fusarium spp. assoziiert mit Adulten und Puppen von P. poeciloptera

Fur die Feststellung der Interaktion zwischen Fusarium spp. und P. poeciloptera auf den
Spargelfeldern wurden die Daten aus dem Monitoring 2007, 2008 und 2009 verwendet
(siehe Kapitel 1 und 2). Die Daten fur die Interaktion zwischen adulten Spargelfliegen und
Fusarium spp. wurden im Herbst und zur Haupterntezeit erfasst. Die zwei Probenahmen
fur die Feststellung endophytischer Pilzbesiedlung mit Fusarium spp. wahrend der Ernte
erfolgten zwischen Ende April und Mitte Mai sowie vier Wochen spéter, im Juni (2008,
2009). Ein weiterer Termin folgte im September/Oktober zur Abreife des Spargelkrauts
(2007 — 2009) (Kapitel 1, Tab. 2). Die Erfassung der Flugaktivitat der Spargelfliege erfolgte
mittels Stableimfallen, wobei pro Feld vier Fallen am Rand und eine in der Mitte

aufgestellt wurden. Die Kontrolle der Leimfallen auf Fliegenbesatz erfolgte wochentlich.

Statistische Auswertung

Die Beziehung zwischen der Fusarium spp. Infektion und der Anzahl der Adulten sowie
Puppen von P. poeciloptera vom Monitoring 2007 — 2009 auf den Spargelfeldern wurden
mit der Pearson-Korrelation oder bei einer nicht normalverteilten Variable mit der
Spearman-Korrelation ermittelt (PROC CORR). Die Art der Beziehung zwischen den
jeweiligen Parametern wurde mit einer Regressionsanalyse PROC REG errechnet (SAS
Institute, 2001).

3.3.2 Ergebnisse

Im Herbst 2007, 2008 und 2009 wurden die Daten zur Prifung des Zusammenhangs
zwischen dem Besatz der Spargeltriebe mit Spargelfliegen Puppen und der Fusarium spp.
Infektionsstarke der Triebe erhoben. Daflir erfolgte zur Abreife des Spargelkrauts die
Entnahme von insgesamt 574 Spargelstangen, die im Labor auf Puppenbesatz und
Fusarium spp. untersucht wurden.

Um den Zusammenhang zwischen Fusarium spp. Infektionsstarke und Fliegenbesatz
naher zu betrachten, wurden der Befall mit Fusarium spp. und der Besatz mit Puppen von
P. poeciloptera gegenibergestellt, erfasst im Herbst 2007, 2008 und 2009. Die
Regressionsanalyse des Herbstbefalls auf allen untersuchten Spargelfeldern zeigte, dass
eine Korrelation mit R2 = 0,60 (P = 0,0002) zwischen beiden Krankheitserregern besteht

(Abb. 13). Die Korrelation zwischen den beiden Variablen lasst sich mit der folgenden
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linearen Regressionsgleichung beschreiben, y = -59,63 + 0,47x (N = 17, F = 24,03). Bei
der Betrachtung der Felder unter dem Gesichtspunkt des Alters der Anlagen zeigte sich,
dass auf den jungen Spargelfelder (< 3 Jahre) die Korrelation mit R2 = 0,70 starker war (y
=56,37 + 0,50x; N=9, F =19,99, R2= 0,70, P = 0,002) (. Dagegen lag die Korrelation auf
den Altanlagen (= 4 Jahre) im schwachen Bereich von Rz = 0,14, (y = 74,78 + 0,16x; N =
5, F =0,78, P = 0,42) (Abb. 13, graue Punkte). Wahrend der Erntezeit im Juni liel3 sich
zwischen der Befallshaufigkeit mit Fusarium spp. und dem Auftreten der Spargelfliegen,
wobei die Anzahl der Fliegen auf Stableimfallen als Parameter erfasst wurde, keine
Korrelation feststellen (R2 = 0,0007, P = 0,92) (siehe Anhang: Abb. 22).
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Abb. 13: Zusammenhang zwischen Pflanzen mit Fusarium spp. Infektion [%] und befallene
Pflanzen mit Plioreocepta poeciloptera Puppen [%] zur Herbstbonitur 2007 - 2009 auf allen Feldern

(schwarze Punkte und graue Punkte).
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3.4 Interaktion unter kontrollierten Bedingungen
3.4.1 Material und Methoden

3.4.1.1 Simulierter Fliegenbefall mit Fusarium proliferatum Infektion

Vorversuch
Pflanzenanzucht und Versuchsbedingungen

Spargelsamen der Sorte ,Gijnlim* (Limseeds GmbH) wurden nach einer
HeilRwasserbeizung (55 °C / 20 min) in Quickpot-Standardplatten (EinzeltopfgrofRe von 38
x 38 x 75 mm) in Perlite ausgesét und bei Bedarf gewassert. Die erste Dingung (Wuxal
Super flussig 0,1 %) erfolgte ab der Entfaltung der Phyllokladien im wéchentlichen
Rhythmus. Nach sechs Wochen fand das Pikieren der Spargelpflanzen in 10er Tépfen
und einem Gemisch (im Verhéltnis 2 : 1) aus gedampfter Einheitserde (Fruhstorfer Erde
Typ P) und hitzesterilisiertem Sand (100 °C, 24 h) statt. Es wurden nur homogene
Pflanzen mit zwei entwickelten Trieben und einem gut ausgebildeten Wurzelsystem
verwendet. Der Versuch fand unter Gewachshausbedingungen bei 22 °C Tag- und 16 °C
Nachttemperatur und bei einem 16 /8 h Tag-Nacht-Rhythmus (bei 30K lux) statt. Die

Wasserung der Versuchspflanzen erfolgte nach Bedarf, gediingt wurde alle 14 Tage.

Inokulation

Nach Reaktivierung des F. proliferatum Isolats 241 (Osterreich Mai 2003, Spargelstange,
Humboldt-Universitat zu Berlin) aus einer Dauer-Erdkultur auf PDA, erfolgte eine
Uberimpfung auf SNA-Platten. Nach 14tagiger Inkubationszeit fand eine morphologische
Uberpriifung des Isolats mittels Mikroskop statt und anschlieRend wurde das Isolat in
einer Schuttelkultur angezogen. Fur das Flussigmedium wurden 150 g tiefgefrorener
Spargel in 500 mL destilliertem Wasser 15 min gekocht, dekantiert und mit 5 g Glucose
und destilliertem Wasser auf 1000 mL aufgefillt und mit einer 1 M HCL-LOsung auf
pH-Wert 5 eingestellt. Nach der Abflllung in Kolben wurden diese fir 15 min bei 120 °C
autoklaviert. In 200 mL Rundkolben wurden 100 mL Flussigmedium abgefullt und mit je
zwei bewachsenen SNA-Agarstickchen (@ 5 mm) beimpft. Die Inkubation fand bei
Zimmertemperatur (22 °C) statt, natirlichem Tag-Nacht-Rhythmus und mit 115 U/min
geschuttelt. Nach 10 bis 14 Tagen erfolgte die Auszahlung der Konidien mittels Fuchs-
Rosenthal-Kammer. Fir die Inokulation wurde ein Titer von 4 x 10° Sporen/mL™
eingestellt. Fur die Bodeninokulation wurden pro Topf 6 mL F. proliferatum
Sporensuspension mit Hilfe einer Pipette direkt an die Wurzeln gebracht. Die

Triebbehandlung sollte eine Kontaminierung des Triebes durch den Ovipositor des
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Spargelfliegen  Weibchens  simulieren. Um die  Oberflachenspannung der
Sporensuspension herabzusenken und den Trieb besser benetzen zu kdnnen, wurde
0,1 % Tween20 beigefigt und mit Hilfe eines Pinsels auf den Trieb gebracht. Die
Triebverletzung erfolgte 8 cm oberhalb des Rhizoms mittels einer Nadel (0,24 mm @), die

nach jedem Gebrauch mit 70 % EtOH und Abflammen desinfiziert wurde.

Varianten

Der Versuchsaufbau beinhaltete sechs Varianten (Tab. 19), mit je 40 Spargelpflanzen pro
Variante. Um eine statistische Auswertung zu gewahrleisten, wurde der Versuch drei Mal

wiederholt.

Tab. 19: Beschreibung der Versuchsvarianten

Variante | Beschreibung

1 Kontrolle — angegossen mit Wasser

2 Trieb mit Verletzung, bestrichen mit destillierten Wasser

3 Trieb ohne Verletzung mit F. proliferatum Suspension inokuliert
4 Trieb mit Verletzung mit F. proliferatum Suspension inokuliert
5 Bodeninokulation mit F. proliferatum Suspension

Boden- und Triebinokulation mit F. proliferatum Suspension, wobei der Trieb verletzt

wurde

Untersuchung der Infektion

Zur Uberprifung der Infektion mit dem applizierten F. proliferatum Isolat wurden in
regelméRigen Abstéanden [5, 8, 13 und 28 Tage nach Inokulation (dpi)], jeweils sieben
Pflanzen zufallig entnommen. Dazu wurden die Pflanzen in Trieb und Wurzel geteilt und
sorgféltig unter flieRendem Wasser gereinigt. Anschliel3end wurden acht Speicherwurzeln
randomisiert entnommen, sowie der behandelte Trieb (bei den Varianten ohne
Triebbehandlung der alteste Trieb) einer dreiminitigen Oberflachendesinfektion mit 3 %
Natriumhypochlorid unterzogen, gefolgt von zweimaligem Waschen in autoklaviertem,
deionisiertem Wasser. Die so behandelten Pflanzenstiicke wurden auf SNA-Platten
ausgelegt. Dabei wurde der Trieb der Lange nach in acht 0,5 cm lange Teilstlicke zerteilt
und von jedem Wurzelteil randomisiert je ein 0,5 cm langes Gewebestiick enthommen.
Die Kultivierung der SNA-Platten erfolgte unter UV-Licht (Philips TLD 18w/08, 250 —

350 nm) fur sieben bis zehn Tage. Danach fand die lichtmikroskopische
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Artendeterminierung auf morphologischer Basis statt. Der Versuch wurde 28 dpi beendet,
indem die Frischmasse und nach einer Trocknung bei 100 °C fir 48 h die Trockenmasse

von Trieb und Wurzel bestimmt wurden.

3.4.1.2 Spargelfliegenbefall und Fusarium proliferatum Infektion
Hauptversuch

Pflanzenanzucht

Die Aussaat der Spargelsamen ,Gijnlim*‘ erfolgte wie im Vorversuch beschrieben. Die
Jungpflanzen wurden nach sechs Wochen in 13er Topfe in ein Gemisch aus gedampfter
Einheitserde (Fruhstorfer Erde Typ P) und hitzesterilisiertem Sand (100 °C, 24 h; Gemisch
2 : 1) pikiert. Die sechsmonatige Anzucht fand im Gewéchshaus bei 22 °C Tag- und 16 °C
Nachttemperatur statt und bei einem 16 / 8 h Tag-Nacht-Rhythmus. In dieser Zeit wurden
die Pflanzen nach Bedarf gewéssert und 14-tagig gedingt. Wahrend der Anzucht, der fur
den Versuch bendtigten sechs Monate alten Spargelpflanzen, wurde eine regelmafige
Kontrolle auf Schaderreger durchgefiuihrt. Bei Bedarf erfolgte eine Behandlung mit
Aphidius ervi und A.colemani Mumien Mix gegen Blattlause sowie mit dem
Raubmilbenmix Amblyseius cucumeris und A barkeri gegen Thripse eine biologische
Bekampfung (Katz Biotech AG). Fiur den Versuch wurden sechs Monate alte
Spargelpflanzen verwendet, die mdglichst homogen gewachsen waren. Vier Tage vor der
Inokulation und Infektion wurden die oberirdischen Triebe entfernt, um einen Neuaustrieb
zu fordern. Der Versuch fand unter Gewachshausbedingungen statt (22 °C mit 16 h Licht

pro Tag bei 30 K lux).
Spargelfliege (Plioreocepta poeciloptera)

Die bei dem Herbst-Monitoring gesammelten P. poeciloptera Puppen (Kapitel 2) wurden
in feuchten Sand eingeschlagen und bekamen fir einen Monat eine Warmebehandlung
bei 20 °C, um eine Verkirzung der Diapause zu erreichen (Otto, 2002). Danach folgte die
Uberwinterung unter konstanten Bedingungen bei 4 °C in der Kiihlung. Fur den Versuch
wurden die Uberwinterten Puppen in der Klimakammer bei 22 °C zum Schlupf gebracht.
Weibchen und Mannchen blieben zusammen in den Kafigen, um eine Befruchtung des
Weibchens zu gewahrleisten. Wahrend dieser Zeit bekamen die Adulten Honigwasser
und Pollen als Nahrung angeboten. Je ein Weibchen pro Versuchspflanze kam mittels
Plexiglaszylinder (30 cm hoch, 10 cm @) fir 6 — 8 h an die jungen Spargeltriebe. Zur

Kontrolle der Eiablage fand eine visuelle Beobachtung statt.
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Inokulation

Die Herstellung und die Einstellung der Sporendichte (4 x 10° Sporen/mL™) der
F. proliferatum Sporensuspension erfolgten wie im Vorversuch (simulierter Fliegenbefall
kombiniert mit F. proliferatum Infektion). Bei der Bodeninokulation wurden pro Topf 8 mL
F. proliferatum Suspension (4x10° Sporen/mL™) mit Hilfe einer Pipette direkt an die
Wurzeln gebracht. Bei den Varianten, bei denen der ,Trieb inokuliert“ wurde, erfolgte ein
Bestreichen des Triebes (Tab. 20). Bei ,Fliege kontaminiert wurden die Weibchen im
Vorfeld aus dem Schlupfkafig einzeln in Deckelgldsern abgesammelt, um dann mit der
Sporensuspension bespriht zu werden. Bei beiden Behandlungsvarianten wurde der

F. proliferatum Suspension 0,1 % Tween20 zugegeben.
Varianten

Der Versuch wurde mit acht Varianten angesetzt (Tab. 20), dreimal wiederholt und mit je

zehn Spargelpflanzen pro Variante und Wiederholung durchgefihrt.

Tab. 20: Beschreibung der Versuchsvarianten

Variante | Beschreibung

1 Kontrolle — angegossen mit Wasser

2 Trieb inokuliert mit F. proliferatum Suspension

3 Fliege + Trieb inokuliert mit F. proliferatum Suspension

4 Fliege kontaminiert mit F. proliferatum Suspension

5 Bodeninokulation mit F. proliferatum Suspension

6 Bodeninokulation + Fliege + Trieb inokuliert mit F. proliferatum Suspension
7 Bodeninokulation + Fliege kontaminiert mit F. proliferatum Suspension

8 Fliege alleine und unbehandelt

Ruckisolierung

Zur Uberpriifung der Infektion mit dem applizierten F. proliferatum Isolat 241 wurde vier
Wochen nach der Inokulation von je funf Pflanzen eine Ruckisolierung vorgenommen,
wobei Trieb und Wurzel getrennt voneinander betrachtet wurden. Je Pflanze wurden acht
Speicherwurzeln sowie der behandelte Trieb (bei den Varianten ohne Triebbehandlung
der &lteste Trieb) randomisiert enthommen. Nach einer Oberflachendesinfektion wie fr

den Vorversuch (siehe Untersuchung der Infektion) beschrieben, wurden Wurzel und
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Trieb in je drei Teilabschnitte zerschnitten und auf SNA ausgebracht. Nach zehn Tagen

erfolgte die morphologische Determinierung von F. proliferatum.
Probenaufbereitung und DNA-Isolierung fur die gRT-PCR

Fir die quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR) wurde eine
weitere Spargelpflanze pro Variante und Wiederholung in Trieb und Wurzel geteilt und
unter flieBendem Wasser vom Substrat befreit. Nach einer 2-minitigen
Oberflachendesinfektion (3 % NaOCI) wurden die Proben bis zur gRT-PCR-Analyse bei
-20 °C gelagert.

Die gefrorenen Spargelstangen wurden unter Zugabe von flissigem Stickstoff bei -20 °C
gefriergetrocknet (Christ-Gefriertrocknung, Beta 1-6, LDC-2M) und anschlie3end mittels
einer Schwingmuhle homogenisiert (Retsch-Schwingmuhle MM2). Die DNA-Isolierung
fand wie im Kapitel 1, Abschnitt 1.3 Monitoring von Fusarium spp. und Fumonisine
(Probenaufbereitung und DNA-Isolierung) statt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die

Proben bei -20 °C gelagert.
Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Messung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe der UV-Absorption bei 260 nm
(Implen, Nano Photometer). Um eine Aussage Uber die Reinheit der Probe zu erhalten,
wurde bei 280 nm die optische Dichte (OD) der Proteine bestimmt. Eine Probe wurde
nach der Isolierung als rein bezeichnet, wenn das Verhéltnis OD260 / OD280 mindestens
1,8 betrug.

Primer Design fur die gRT-PCR

Primer fur die gRT-PCR-Analyse (Tab. 21) wurden mit Vector NTI v1 Software
(Invitrogen) kontruiert. Die Primer erfullten die Bio-RAD Kriterien: Lange der Primer
zwischen 75-200 bp, GC-Gehalt zwischen 40 -60 %, Schmelztemperatur (Tm)
zwischen 56 —60 °C. Die Spezifitit des Primerpaars wurde durch die BLAST
Ahnlichkeitssuche (The Gene Index Project) uberpriift. Als Basissequenz fiir die Primer
dienten die Spezies spezifische Primer CLPRO1 und CLPRO2 mit 526 bp (Tab. 21) von
Mulé et al. 2003.
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Tab. 21: Sequenz der Oligonukleotid Primer innerhalb des Calmodulin Gens.

Primer-Name | Verwendung | Primer Sequenz

CLPROL bCR 5" - TGCATCAGACCACTCAAATCCT-3’
CLPRO? 5 - TGTCAGTAACTGGACGTTGGTTGTT-3'
RTPROL 5 -TGCATCAGACCACTCAAATCCTTTA3
RTPRO2 gRT-PCR | 5 1CCTTGGTGGTATCTGGCCTAGAG-3’

Primer Uberprifung und Kalibrierung der DNA in den Proben

Die Uberprufung auf Sensitivitat und Spezifitat auf dSDNA-Basis der spezifischen qRT-
PCR-Primer fand mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) statt. Fur die Analysen
wurde die DNA der auf PDA gewachsenen F. proliferatum Isolate 241, P-1, P-2 und P-3
(siehe Kapitel 1) nach Cenis (1992) isoliert (siehe Kapitel 1, Molekularbiologische

Uberpriifung der Fusarium oxysporum und F. proliferatum Isolate).

Um die Sensitivitait der gRT-Primer fir den Fusarium-Nachweis im inokulierten
Pflanzenmaterial zu bestimmen, wurde eine mit F. proliferatum Isolat 241 kontaminierte
Spargelprobe getestet. Die Isolierung der Pilz-DNA erfolgte wie im Abschnitt
Probenaufbereitung und DNA-Isolierung fur die qRT-PCR beschrieben. Eine weitere
Intention war die Kalibrierung der gesamten DNA-Menge fur die Pflanzenproben des
Versuches, aufgrund des unbekannten Verhéltnisses von Pflanzen und Pilz DNA in den
Proben. Dafir wurde die Fusarium-DNA-Konzentration des infizierten Triebes ermittelt

und eine 10fache Verdiinnungsreihe von 10° bis 10° tberpriift.

Der PCR-Ansatz setzte sich aus 1,25 Einheiten Taq Polymerase (Fermentas, Germany),
1 x PCR-Puffer 1l, 1,5 mM MgCI2 (Fermentas, Germany) und 10 pmol pro Primer
zusammen. Ein pL genomische DNA der Proben wurde zum PCR-Ansatz zugefigt,
insgesamt wurde ein Probenvolumen von 25 pL verwendet. Die PCR-Amplifikation
startete mit einer Denaturierungsphase von 94 °C fur 4 min, gefolgt von einem 35-fachen
Zyklus mit Denaturierung bei 95 °C fir 30 sek, Annealing bei 57 °C fir 30 sek und einer
Elongation bei 72 °C fur 1 min, beendet wurde das PCR-Programm durch 7 min
Elongation bei 72 °C und eine abschlieRende Abkihlung auf 10 °C.
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Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction und die Daten-Analyse

Alle Untersuchungen wurden mit dem Real Time PCR-Gerat “Bio-Rad iQTM*
durchgefuhrt, welches mit Hilfe des Softwareprogamms BioRad iQTM5 Optical System
Software Version 2.0 gesteuert wurde. Die Durchfiihrung der gRT-PCR erfolgte mittels
Sybr® Green-Methode, die auf einem herkdmmlichen PCR-Ansatz aufbaut, dem ein
Fluoreszensfarbstoff (SYBR® Green SuperMix for iQTM, Quanta Biosciences) zugesetzt
wurde. Dieser fluoreszierende Farbstoff lagert sich in der exponentiellen PCR-Phase in
doppelstrangiger DNA ein. In dieser Phase, in der sich die Zielsequenz unter optimalen
Bedingungen verdoppelt (Amplifikationseffizienz), wird der Zyklus, in dem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant UGber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt, als Cr-Wert (Threshold
Cycle) angegeben. Zur Berechnung der unbekannten Proben wurde ein Standard
(F. proliferatum-Isolat 241 auf PDA gewachsen) mit einer 10-fachen Verdinnungsreihe
bei jedem Durchgang mitgefuhrt. Mittels dieser bekannten Ausgangsmenge wurde eine
Standard-Kurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den Cr-
Wert konstruiert. Die Berechnung des DNA-Gehalts der unbekannten Proben erfolgt

durch die Geradengleichung:

x = (Cr—b)/m

x = relative DNA-Menge
b = Schnittpunkt der Geraden mit der Y-Achse

m = Steigung der Geraden

Die Amplifikationseffizienz (E) errechnete sich aus der Steigung der Grade (m) der

Standardkurve:

E=10Ym

% Effizienz = (E-1) * 100 %

Eine optimale PCR-Effizienz liegt bei 2, d. h. dass sich die Anzahl der Zielsequenzen mit

jedem PCR-Zyklus verdoppelt.

Fur die qRT-PCR-Analyse wurde pro Variante (Tab. 20) je eine Spargelpflanze pro
Wiederholung einbezogen, aufgeteilt in Trieb und Wurzel. Jede Variante wurde in der

gRT-PCR dreimal wiederholt sowie in jedem Ansatz eine Negativkontrolle (TE) und der
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Standard einbezogen. Die Standardkurve wurde mit reiner Pilz-DNA (F. proliferatum,
Isolat 241) in sechsfacher Verdiinnung von 1 pg bis 100.000 pg erstellt. Die unbekannten
Pflanzenproben wurden auf eine Gesamt-DNA von 10.0000 pg, auf Grund der
unbekannten Menge an Pflanzen-DNA in den Proben bezogen. Der PCR-Mix enthielt 1 yL
dsDNA, 12,5 uL PerfeCTaTM SYBR® Green SuperMix for iQTM (Quanta Biosciences),
1 L je spezifischem Primer (10 mM) und doppelt sterilisiertem aqua dest., mit dem bis zu
einem gesamt Volumen von 25 pL aufgefillt wurde. Die gRT-PCR wurde mit dem Real-
time Thermocycler Bio-Rad iQTM durchgefiihrt. Die Amplifikation erfolgte nach einer
initialen Denaturation von 3 min bei 95 °C, gefolgt von 40 Zyklen mit je 30 sek bei 95 °C
und 30 sek bei 57 °C. AnschlieRend folgte fir die Schmelzkurvenanalyse ein erneuter
Denaturierungsschritt bei 95 °C fur 1 min, 57 °C fur 1 min und 77 Zyklen fur je 10 sek bei
57 °C.

Verrechnung der quantifizierten Pilz-DNA

Die F. proliferatum Befallsstarke in den Trieben und in den Wurzeln der Versuchspflanzen
wurde anhand der quantifizierten Pilz-DNA und unter Bertcksichtigung der

standardisierten DNA-Menge in den Proben mittels der Gleichung 2 errechnet.
Gleichung 2:

P x V %100

BS % =
S % 7

BS = Befallsstarke [in % von Gesamt-DNA]
P = quantifizierte Pilz-DNA [pg]
V = Verdiunnungsfaktor

Z = Probenvolumen [pl]

Statistische Auswertung

Die varianzanalytische Auswertung der Befallshaufigkeiten im Vorversuch und
Hauptversuch erfolgte mit dem Statistikprogramm R (http://www.R-project.org) mittels
eines generalisierten linearen gemischten Modells (GLMM) unter Annahme von
Binomialverteilung (link = logit), indem die Varianten, die Isoliertermine und die
Pflanzenvariabilitat zwischen den Individuen feste Effekte darstellten (R Development
Core Team, 2009; Bates und Maechler, 2009).
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Die Pilz-DNA in den Pflanzenproben des Hauptversuches wurde mit der PRC GLM
Prozedur statistisch berechnet. Nach signifikanten Unterschieden in der Varianzanalyse
(ANOVA, P < 0,05) wurden die Mittelwerte zwischen den Varianten mit dem Dunnett-T3-
Test (P < 0,05) errechnet (SAS Institute, 2001).

3.4.2 Ergebnisse

3.4.2.1 Simulierter Fliegenbefall mit Fusarium proliferatum Infektion

Vorversuch

Die simulierte Ovipositor-Verletzung am Trieb kombiniert mit der F. proliferatum
Inokulation (Variante 4: Trieb mit Verletzung mit F. proliferatum Suspension inokuliert,
Variante 6: Boden- und Triebinokulation mit F. proliferatum Suspension, wobei der Trieb
verletzt wurde), verursachte eine starke Infektion des Triebes (Abb. 14, A). Die inokulierten
Triebe (Varianten 4 und 6) unterschieden sich signifikant von den Trieben der
Bodeninokulation (Variante 5: Bodeninokulation mit F. proliferatum Suspension) (Tukey-
Type-Test, P < 0,0001). Im Gegensatz dazu war F. proliferatum nicht in der Lage,
unverletztes Gewebe innerhalb von 28 Tagen zu penetrieren (Variante 3: Trieb ohne
Verletzung mit F. proliferatum Suspension inokuliert) (Abb. 14, A). Auch die Varianten 1
und 2 wiesen wahrend des Versuchs keine Infektion mit F. proliferatum auf. Somit kann
angenommen werden, dass die Wahrscheinlichkeit eines Befalls gering ist. Ferner wurde
ein linearer Anstieg der F. proliferatum Triebinfektion zwischen den Probeentnahmen (5,
8, 13, 28 dpi) ermittelt (Linear, P < 0,001) (siehe Anhang: Abb. 23, A).

Auch der Infektionsverlauf in den Wurzeln stieg vom 5. bis zum 28. dpi linear in den
behandelten Varianten an (Linear, P < 0,001) (siehe Anhang: Abb. 23, B). Im Gegensatz zu
den Trieben wurde in allen Varianten ein F. proliferatum Befall ermittelt (Abb. 14, B).
Allerdings wiesen die Varianten 1, 2 (ohne Inokulation) und 3 (Trieb mit F. proliferatum
Suspension bestrichen) eine geringe Befallshaufigkeit zwischen 2 % und 3 % auf.
Dagegen war der Befall in den Varianten 4, 5 und 6 signifikant hoher (Tukey-Type-Test, P
< 0,001). Die Wurzeln mit dem starksten Befall wiesen die Varianten 5 und 6
(Bodeninokulation; Bodeninokulation und Triebinokulation) auf, die sich von allen anderen

Varianten signifikant unterschieden (Tukey-Type-Test, P < 0,0001).

Nach der vierwochigen Versuchsdauer zeigten die Pflanzen keine Unterschiede zwischen
der Frisch- und Trockenmasse der Triebe und Wurzeln. Somit wurde dieser Faktor nicht

zur Ermittlung von Behandlungsunterschieden angefihrt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 14: Befallshaufigkeit von Fusarium proliferatum 28 Tage nach der Inokulation (dpi) an
Asparagus officinalis L. cv. Gijnlim an Trieb (A) und Wurzel (B). Es wurden sechs Varianten
getestet: 1 = Kontrolle, angegossen mit Wasser, 2 = Trieb mit Verletzung, bestrichen mit
destilliertem Wasser, 3 = Trieb mit F. proliferatum Suspension bestrichen, 4 = Trieb mit Verletzung,
mit F. proliferatum Suspension inokuliert, 5 = Bodeninokulation mit F. proliferatum Suspension, 6 =
Boden- und Triebinokulation. Signifikante Unterschiede sind durch unterschiedliche Buchstaben
gekennzeichnet nach Tukey-Typ-Test, P < 0.5 (Modell GLMM), dabei wurde die gesamte
Befallshaufigkeit nach 28 dpi beriicksichtigt.
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3.4.2.2 Spargelfliegenbefall und Fusarium proliferatum Infektion
Hauptversuch
Primer Uberprifung und Kalibrierung der DNA-Proben

Beide Primerpaare (Tab. 21) wiesen gegentber den vier F. proliferatum Stammen (241, P-
1, P-2, P-3) eine Spezifitat auf (Abb. 15). Das Primerpaar RTPRO1 und RTPRO2 zeigte in
der PCR auf genomischer DNA-Basis der Trieb-Probe (316.000 pg DNA
Ausgangskonzentration) eine hohe Sensitivitdt bis zu einer Verdinnung von 102 auf
(3.160 pg genomische DNA Pilz/Pflanze) (Abb. 16). Die Verdiinnungen 10° bis 10°
(316.000 pg bis 31.600 pg) zeigten die hochste Sensitivitdt. Um eine Detektion des Pilzes
mittels qRT-PCR zu erzielen und auf Grund des unbekannten Anteils von Spargel-DNA in
den Proben, wurden die unbekannten Trieb und Wurzel-DNA-Proben mit unbekanntem

Befall aus dem Hauptversuch auf 100.000 pg gesamt DNA normalisiert.

Abb. 15: Geldokumentation der Primer
Uberpriifung mit genomischer DNA, links 100 bp
Marker, PCR-Analyse mit RTPRO1 und 2 (175
bp) Primer: 1. Negativ Kontrolle (TE), 2. 241, 3.
P-1, 4. P-2, 5. P-3; CLPRO1 und 2 (565 bp)
Primer 6. 241, 7. P-1, 8. P-2, 9. P-3

Abb. 16: Geldokumentation der PCR-Analyse mit dem
RFPRO1 und RFPRO2 Primerpaar (175 bp). Von links
nach rechts 100 bp Marker, TE, funf Verdinnungsstufen

S —

10 e 0. 1.0 J10E810>

von 10° bis 10° der kontaminierten Probe (Ausgangs-
dichte 316.000 pg = 10°).

Relative Quantifizierung

Um die Spezifitit des amplifizierten PCR-Produktes zu beurteilen, wurde das DNA-
Fragment in der gRT-PCR durch kontinuierliche Temperaturerh6hung aufgeschmolzen.
Die Kontrolle der Amplifikationsprodukte wies nur einen Peak bei einer

Schmelztemperatur von 79 °C auf, somit kann davon ausgegangen werden, dass lediglich
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ein Produkt (F. proliferatum) amplifiziert wurde (Abb. 17). Aus drei qRT-PCR-Durchgéngen
(Tab. 22) wurden die Standardkurven gemittelt (Abb. 18, A). Die durchschnittliche
Standardkurve zeigt eine Steigung von -3,35 und somit eine gute Amplifikationseffizienz

von 102,98 % und die Linearitat im hohen Bereich von 0,98 %.
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Abb. 17: Schmelzkurven Analyse des amplifizierten PCR-Produkts, F. proliferatum.

Tab. 22: Werte der Standardkurven
aus den drei gRT-PCR Durchgéangen.

Durchgang R? m b E %
1 0,984 -3,296 37,531 98,96
2 0,952 -3,035 33,818 113,00

3 0,932 -3,218 35,252 104,5
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Abb. 18: Eichgerade mit Cr-Werte und 10er Logarithmus der reinen genomischen DNA von
Fusarium proliferatum (Isolat 241) (A). Unteres Foto (B), Geldokumentation von zwei
Standardreihen (F. proliferatum Isolat 241) mit 100 bp Marker und je Verdiinnungsreihe von 10°

bis10° (von rechts nach links).

Quantifikation von F. proliferatum in Trieb und Wurzel mittels gRT-PCR

Aus den Versuchspflanzen konnte F. proliferatum DNA mittels spezifischer Primer
zwischen 1 pg und 100.000 pg detektiert werden (Tab. 23). Die unbehandelte Kontrolle
wies an den Trieben keine Infektion mit F. proliferatum auf. Der Einsatz der Spargelfliege
in den Varianten 3, 4, 6 und 7 bewirkte eine signifikant erhdhte Befallsstarke mit
F. proliferatum im Trieb im Vergleich zu den Varianten ohne Fliege (1 und 2) (F¢, 16 =
5,07, P = 0.004). Die Varianten 6 und 7 (Bodeninokulation + Fliege + Trieb inokuliert mit
F. proliferatum Suspension; Bodeninokulation + Fliege kontaminiert mit F. proliferatum
Sporen) unterschieden sich trotz der hinzukommenden Bodeninokulation nicht signifikant
von den Varianten 3 und 4 (Fliege + Trieb inokuliert mit F. proliferatum Suspension; Fliege
kontaminiert mit F. proliferatum Sporen) (Dunnett T3, P < 0,05). Dagegen zeigte die

Variante 2 (Trieb inokuliert mit F. proliferatum Suspension) keine Infektion mit
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F. proliferatum und unterschied sich somit nicht signifikant von der Kontrolle (Dunnett T3,
P = 1,00). In der Variante 8 (Fliege unbehandelt) wurden sehr hohe Ci-Werte von 39

gemessen, diese lagen aul3erhalb der Standardkurve und waren somit kleiner als 1 pg.

Im Allgemeinen konnte in den Wurzeln nur ein sehr geringer F. proliferatum Befall
guantifiziert werden (Tab. 23). Die Wurzeln der Kontroll-Variante waren frei von
F. proliferatum DNA. Ebenfalls konnte kein Befall in den Varianten 4 und 8 (Fliege
kontaminiert; Fliege unbehandelt) festgestellt werden. Dagegen wies die Variante 3
(Fliege + Trieb inokuliert) mit einer Befallsstéarke von 0,03 % einen signifikanten
Unterschied gegentber der Kontrolle auf (Dunnett T3, P = 0,027). Die Bodeninokulation
kombiniert mit der Fliege und F. proliferatum Inokulation (Variante 6) erzielte mit 0,56 %
die hochste Befallsstarke in den Wurzeln (Dunnett T3, P = 0,001, im Vergleich zur

Kontrolle).

Die Ruckisolierung und somit die morphologische Kontrolle auf F. proliferatum Befall
zeigte, dass aus den infizierten Trieb- und Wurzelgewebe auf den SNA-Platten nur

F. proliferatum herauswuchs.

Tab. 23: Fusarium proliferatum Befallsstarke (+ Standardabweichung (SD)) [%] in Trieb und
Wurzel, mit gRT-PCR ermittelt, bezogen auf 100.000 pg genomische Gesamt-DNA.

Befallsstarke von Fusarium proliferatum [%]

Nr. Varianten + SD
Trieb (n=3) Wurzel (n=3)
1 Kontrolle 0,00 + 0,00 a’  0,00+0,00 A
2 Trieb inokuliert 0,00 + 0,00 a 0,02 £ 0,04 ABC
3 Fliege + Trieb inokuliert 32,47 £ 25,05 b 0,03+0,01 B
4 Fliege kontaminiert 9,06 + 3,05 b 0,00 + 0,00 A
5 Bodeninokulation 0,02 +£0,01 a 0,16 £ 0,05 C
6 Bodeninokulation + Fliege + Trieb inokuliert 25,32 £ 11,97 b 0,56 = 0,07 C
7 Bodeninokulation + Fliege kontaminiert 5,15+ 1,09 b 0,29 £ 0,26 BC
8 Fliege unbehandelt n.d.2 0+0 A

" Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede nach Dunnett T3, P < 0,05.
2n.d. = nicht detektierbar, Wert lag aul3erhalb der Standardkurve (< 1 pg).
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3.5 Diskussion

Um die Interaktion zwischen dem Auftreten von Fusarium spp. und P. poeciloptera zu
untersuchen, wurden in drei aufeinanderfolgenden Jahren Feldproben zum Zeitpunkt der
Laubabreife genommen. Zu diesem Zeitpunkt haben sich die Larven der Spargelfliege
durch die Spargeltriebe gefressen und sich im unteren Triebabschnitt verpuppt. Das auf
neun niederséchsischen Spargelfeldern durchgeflihrte Monitoring zeigte die Tendenz,
dass mit dem Puppenbesatz auch die Fusarium spp. Infektion steigt (R2 = 0,60).
Insbesondere auf Junganlagen (< 3 Jahre) war dies verstarkt zu beobachten (R2 = 0,70),
wobei sich die Anfalligkeit der Junganlagen durch die verkirzte Ernte erklaren lasst.
Wahrend die alteren Anlagen (= 4 Jahre) bis in den Juni abgeerntet werden, wachsen die
Spargeltriebe auf den jingeren Feldern bereits Mitte Mai heraus (Hartmann, 1989; Otto,
2002). Das hat zur Folge, dass die Junganlagen friher dem Befall mit P. poeciloptera
ausgesetzt sind und somit auch friiher die Ausbreitung von Fusarium spp. Uber
Triebverletzungen stattfinden kann. Allerdings kdnnen auf den Feldern auch andere
Schaderreger die Infektion mit Fusarium spp. begunstigt haben (van Bakel & Krom-
Kerstens, 1974; Gilbertson et al., 1985). In den Jahren des Monitorings konnten tierische
Schaderreger wie  Spargelhdhnchen (Crioceris asparagi) und Spargelkéafer
(C. duodecimpunctata) sowie die pilzlichen Erreger Stemphylium botryosum
(Spargellaubkrankheit) und Puccinia asparagi (Spargelrost) beobachtet werden. In
anderen Kulturen wie beispielsweise bei Mais ist bekannt, dass die Infektion mit Fusarien
insbesondere durch die Aktivitdt von tierischen Schaderregern gefdrdert wird. Eine
Erhdhung der Fusarien in Mais konnte mit dem Auftreten des Maiszinslers (Ostrinia
nubilalis) (Munkvold et al., 1999; Sobek & Munkvold, 1999; Piva & Pietri, 2002), des
Westlichen Maiswurzelbohrers (Diabrotica virgifera virgifera) (Gilbertson et al., 1986;
Kurtz et al., 2010) sowie mit dem Picknick-K&fer (Glischrochilus quadrisignatus) (Windels
& Windels, 1974; Windels et al., 1976; ) in Verbindung gebracht werden. Sie schadigen
die Maispflanze durch die Fral3aktivitdt der Larven an Wurzel und Stangel sowie der
Adulten an jungen milchreifen Maiskdrnern und schaffen somit Eintrittspforten fr pilzliche
Erreger, womit deren Verbreitung geftrdert wird. Insbesondere die Fusarium-Arten aus
der Sektion Liseola, F. verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans u. a., werden mit
Insekten in Verbindung gebracht (Munkvold, 2003). Aufgrund ihrer in Ketten
angeordneten Mikrokonidien konnen diese Arten leicht via Wind und Wasser verbreitet
werden (Nelson et al., 1981).

Aufschluss Uber den Einfluss der Spargelfliege auf die Fusarium spp. Verbreitung gaben
die Gewéachshausversuche an jungen Spargelpflanzen. Es konnte festgestellt werden,

dass bereits die simulierte Ovipositer Verletzung dazu fuhrte, dass sich F. proliferatum im
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Triebgewebe ausbreitete und sogar die unbehandelten Wurzeln eine Befallshaufigkeit von
10 % aufwiesen. Allerdings wurde auch aus den Wurzeln der unbehandelten Kontrolle
F. proliferatum, mit einer geringen Befallshaufigkeit von 2,83 % isoliert. Durch die
randomisierte Anordnung des Versuches kann eine Verbreitung der Mikrokonidien durch
Bewegungen (z.B. Wind) nicht ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse des
Vorversuches lassen darauf schlieen, dass durch Schaffung kleinster Verletzungen die
F. proliferatum Infektion begunstigt wird.

Durch den kontrollierten Einsatz von P. poeciloptera Weibchen konnte der Nachweis
erbracht werden, dass die Bohrlocher am oberirdischen Trieb, hervorgerufen durch den
Ovipositor des Weibchens, ideale Eintrittspforten fir F. proliferatum Sporen darstellen.
Der direkte Kontakt der Sporensuspension mit dem Bohrloch und der folgende Larvenfral3
fuhrten zu einer schnellen Verbreitung des Pilzes im Trieb, deren Befallsstéarken bis zu
32,47 % betrugen. Aber nicht nur die direkte Inokulation mit einer F. proliferatum
Suspension war ausschlaggebend, sondern die Adulten selber waren in der Lage die am
Korper getragenen Sporen direkt am Bohrloch zuriickzulassen und damit eine
Befallsstarke der Triebe von 9,06 % zu bewirken. Entsprechend Dinkler (1934) und Otto
(2002) konnte beobachtet werden, dass sich die Adulten wahrend der 6 h im
Plexiglaszylinder an den Pflanzen immer wieder auf den Boden zuriickzogen. Eine
dadurch entstehende Kontamination der Adulten mit Fusarium spp. Sporen auf den
Spargelfeldern ist wahrscheinlich. Insbesondere F. proliferatum wurde immer wieder mit
oberirdischem Spargelgewebe (Bliten, Samen, Triebe) assoziiert (Inglis, 1980; Gilbertson
& Manning, 1983; LaMondia & Elmer, 1989). Analysen auf amerikanischen Spargelfeldern
zeigten, dass die Minierfliege (O. simplex) durch den Larvenfrald an dem unterirdischen
Spargeltriebabschnitt und den akropetal verlaufenden Bohrgdngen zur Verbreitung von
Fusarium-Sporen beitragt und somit eine Verstarkung die Wurzel-, Kronen- und
Stangelfaule verursacht (Gilbertson et al., 1985; Tuell, 2003). Weiterhin wurden alle
Entwicklungsstadien von O. simplex mit Fusarium spp. in Verbindung gebracht.
Bekadmpfungsversuche reduzierten nicht nur die Minierfliege sondern auch die Wurzel-,
Kronen- und Stéangelfaule (Damicone et al., 1987).

Auffallend war die unterschiedlich hohe F. proliferatum Befallsstarke zwischen Trieb und
Wourzel im Hauptversuch (Tab. 23). Gestutzt auf die Aussage von Gilbertson et al. (1985),
dass eine geschadigte und/oder tote Epidermis ein hervorragendes Nahrmedium fir
Fusarien darstellt, kann angenommen werden, dass die Triebverletzung eine gute
Infektionsquelle und die Bohrgéange einen schnellen Verbreitungsweg ergeben. Beim
Eindringen Uber die Wurzel muss der Pilz zuerst eine Hyphenanhaufung auf der

Wourzeloberflache bilden, mit deren Hilfe Penetrationshyphen Uber Stomata oder
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Wurzelspitzen eindringen (Pennypacker, 1981; Smith & Peterson, 1985). Laut Kamula et
al. (1994) kann die Infektion Uber die Wurzel mehrere Tage dauern. Durch die
angewendete gRT-PCR-Technik war es moglich, diese raumlichen Verteilungs-
unterschiede des F. proliferatum Inokulums im Spargel zu detektieren und somit den
Krankheitsverlauf Gber unterschiedliche Infektionsquellen zu bewerten.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass eine Bekampfung des Schaderregers
zusatzliche Eintrittspforten fur Fusarien abwendet und somit einer Ausbreitung
entgegenwirkt. Bek&dmpfungsmalRnahmen von O. nubilalis im Maisanbau konnten die
Ausbreitung von F. verticillioides u. a. verringern (Lew et al., 1991; Magg et al., 2002; Saf3
et al., 2007). Auch im Spargelanbau zeigten Behandlungen mit Insektiziden in einem
angelegten Feldversuch gute Erfolge, bei denen O. simplex sowie die Fusarium spp.
Infektionen an den Jungpflanzen reduziert werden konnten (Damicone & Manning, 1985).
Allerdings missen im Spargelanbau auch die kulturbedingten Infektionsquellen betrachtet
werden. Phytopathogene Fusarien sind fakultative Parasiten, die in der Lage sind sowohl
in der Pflanze als auch saprophytisch an organischer Bodensubstanz bzw. Pflanzenresten
zu Uberleben und die somit natirlicherweise im Boden vorkommen (Gerlach & Nirenberg,
1982). Die wahrend des Ernteprozesses am Stangelgrund entstehenden Schnittstellen
kénnen ebenfalls Eintrittspforten darstellen und somit zur Ausbreitung von Fusarium spp.
in der Pflanze beitragen (Weidenbérner, 1999; Gol3mann, 2008). Es kann davon
ausgegangen werden, dass die Wurzel-, Kronen- und Stangelfaule auch ohne
P. poeciloptera auf kurz oder lang wahrend der bis zu 10-jahrigen Kulturdauer auftritt.
Jedoch wirden MalRnahmen zur Reduzierung des Insektenbesatzes, insbesondere des
Hauptschadlings P. poeciloptera, dazu fuhren, dass die Verletzungen am oberirdischen
Trieb verringert werden und damit auch die Befallshaufigkeit der Fusarium spp. Infektion.
Fur eine lange Kulturfihrung der Spargelanlagen ist insbesondere der Schutz der

Junganlagen notwendig.
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Allgemeine Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte zur Befallssituation von
Fusarium spp. und der Spargelfliege (P. poeciloptera) im Spargel untersucht sowie die
potenzielle Geféahrdung durch Fumonisin-Kontamination (Kapitel 1). Zum einen wurden
mehrjdhrige Felduntersuchungen zur Erntezeit und im Herbst auf niederséachsischen
Spargelfeldern zur Ermittlung der Befallshaufigkeit durchgefuhrt, und zum anderen haben
Versuche unter kontrollierten Bedingungen die Beziehung zwischen Befall und Virulenz
der Fusarien an Spargeljungpflanzen naher betrachtet (Kapitel 1 & 2). Des Weiteren
wurden Verbreitungsmoglichkeiten von Fusarien im Spargel untersucht, insbesondere die
Interaktion zwischen Fusarium spp. und P. poeciloptera (Kapitel 3). Die verschiedenen
Ansatze dienten dem Ziel, den Verlauf des Fusarium-Befalls besser einzuschatzen und
erste Bekampfungsmadglichkeiten zu entwickeln, insbesondere fur junge Spargelfelder. In
Freilandversuchen wurden Mdglichkeiten zur Reduzierung des Befalls durch die
Spargelfliege mittels konventioneller Insektizide und alternativ durch UV-reflektierende
Mulchfolie untersucht, mit dem Ziel, durch die Bekdmpfung der Fliege zu einer indirekten

Kontrolle von Fusarium spp. beizutragen (Kapitel 2).

Das 2-jahrige Monitoring auf den Spargelfeldern zeigte, dass Fusarium spp. von den
Spargelstangen auf alten wie auf jungen Spargelfeldern isoliert werden konnte (Kapitel
1.3). Die Befallshaufigkeit stieg kontinuierlich im Laufe eines Jahres an. Am Anfang der
Ernte im Mai wiesen durchschnittlich 35 % (2009) bzw. 57 % (2008) der Spargelstangen
Fusarien auf. Im Juni stiegen die Befallshaufigkeiten auf 38 % (2009) und 68 % (2008) an,
und zur Laubabreife im Herbst waren sogar durchschnittlich 95 % aller Stangen befallen.
Es ist bekannt, dass Temperaturen und die vorherrschende Feuchtigkeit das
Myzelwachstum, die Keimung der Konidien sowie die Bildung von Chlamydosporen
beeinflussen (Smith & Peterson, 1985; Nelson et al., 1981). Es ist anzunehmen, dass der
Befallsverlauf von Mai bis September auf Einflissen abiotischer Art beruht. Die zum Juni
ansteigenden Temperaturen kénnen folglich zu einer Beschleunigung der Fusarium spp.
Verbreitung gefuhrt haben. Van Bakel & Krom-Kerstens (1974) stellten fest, dass mit
steigenden Temperaturen (> 17 °C) in 10 cm Bodentiefe eine vermehrte Infektion der
Spargeltriebe mit F. culmorum unterhalb der Bodenoberflache erfolgte und dass hohe
Niederschlage und Wind zum Anstieg oberirdischer Infektionen fihren. Temperaturen von
15 °C bewirkten bei F. oxysporum bereits eine Steigerung des Myzelwachstums auf PDA
(Kapitel 1.4.1.2). AuBerdem wird davon ausgegangen, dass die Ausbreitung von

Fusarium spp. durch den Ernteprozess selbst beglnstigt wird (Weidenbdrner, 1999;
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GoRmann et al., 2008). Durch das Entfernen aller Triebe wird die Pflanze aufgrund der fir
die Regeneration aufgewendeten Kohlenhydrate geschwécht (Hartmann, 1989). Fir die
Pflanze stellt der Erntevorgang eine Stresssituation dar, der zu einer reduzierten
Widerstandskraft gegentiber Pathogenen fuhrt (Endo & Burholder, 1971). Allerdings
kommt es durch das regelméafige Stechen der Triebe auch zur Eingrenzung der Fusarium
spp. Entwicklung. Erst nach der Ernte, wenn die Spargeltriebe herauswachsen, kann sich
der Pilz akropetal bis in die Phyllokladien ausbreiten, was im Zusammenhang mit der
Witterung, héheren Temperaturen im Juli und August sowie Sporenverbreitung via Wind

und Regen, zu den extremen Befallshaufigkeiten im Herbst gefiihrt haben kann.

Neben den abiotischen Faktoren kdnnen biotische Einfllisse ebenfalls zur Intensivierung
des Fusarium-Befalls beigetragen haben. Bereits seit dem 19. Jahrhundert ist bekannt,
dass Insekten als Ubertrager von Pflanzenkrankheiten fungieren (Boning, 1929).
Beispielsweise bildet der Mutterkornpilz (Claviceps purpurea) Honigtau bei der
Zersetzung des Getreidesamens, diese sif3e Flissigkeit lockt Insekten an, die dann die
Konidien an andere Pflanzen (z.B. blihende Graser) weitergeben. Neben der
Kontaktibertragung von Sporen kann es durch Insekten auch zur Wundibertragung
kommen (Borner, 1997). Im Spargel tritt die Spargelfliege (P. poeciloptera) als
bedeutendster Schadling in Europa auf. Auf den neun niedersachsischen Spargelanlagen
konnte eine z. T. starke Aktivitat von P. poeciloptera nachgewiesen werden (Kapitel 2.3).
Ein fortdauernder Schlupf der Adulten von April bis Ende Juli wurde in den drei
Untersuchungsjahren erfasst, wobei das Aufkommen abhangig vom Standort, von der
Temperatur und vom Alter der Spargelfelder war. Generell kann davon ausgegangen
werden, dass P. poeciloptera auf jingeren Spargelanlagen (< 3 Jahre) verstarkt im April
und Mai auftritt, wohingegen die Adulten auf den alteren Anlagen (= 4 Jahre) vermehrt im
Juni und Juli zu beobachten sind. Die Weibchen der Fliege fiigen den oberirdischen
Spargeltrieben Wunden zu, in dem sie fur die Eiablage und das Host-feeding mit dem
Ovipositor in die Triebe stechen. Kontrollierte Versuche im Gewéchshaus zeigten, dass
geringe Verletzungen von 1 mm @ bereits Eintrittspforten fur F. proliferatum Sporen
darstellen (Kapitel 3.4). Der kontrollierte Einsatz von P. poeciloptera Weibchen erbrachte
den Nachweis, dass der direkte Kontakt der Fusarium-Sporensuspension mit dem
Bohrloch des Ovipositors und der folgende Larvenfra3 zu einer sehr schnellen
Verbreitung des Pilzes in der Pflanze fuhren kdnnen. Im Vergleich zur Besiedlung uber
die Wurzel zog die Infektion tber die Einstichstelle am Trieb eine wesentlich hohere
Befallsstarke nach sich. Ebenfalls konnte beobachtet werden, dass die Adulten als
Ubertrager der Sporen dienen. Die Kontamination der Fliegen mit Fusarium-Sporen

kénnte beispielsweise Uber kontaminierte Erde stattfinden, da sich die Adulten immer
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wieder am Boden aufhalten. Die Verwundungen am Trieb tragen folglich zur Ausbreitung
des Pilzes in der Pflanze bei. Insbesondere infizierte oberirdische Pflanzenteile, wie
Triebe, Bluten und Friichte, stellen nach der Einarbeitung im Herbst eine bedeutende
Inokulumquelle fir das nachste Jahr dar. Durch die Einarbeitung des infizierten
Pflanzenmaterials kann es zu einer homogenen Verbreitung des Pilzes im Bestand
kommen. Allerdings kann auf Grundlage der vorliegenden Studien davon ausgegangen
werden, dass die Befallshaufigkeit wahrend der Erntezeit stark von der vorherrschenden
Witterung abhéngig ist. An dieser Stelle kann diesbezuglich nur spekuliert werden, da

diese Fragestellung in der Arbeit nicht beriicksichtigt wurde.

Mit dem Anstieg der Fusarium spp. Befallshaufigkeit von Mai bis September wurde
ebenfalls ein erhdhtes Aufkommen der fur die Wurzel-, Kronen- und Sténgelfaule an
Spargel beschriebenen Symptome beobachtet, wie rétlich-braune Lasionen an den
befallenen Pflanzenteilen, oberirdische Aufhellungen der Phyllokladien, Welketrachten bis
hin zum Absterben der ganzen Pflanze (van Bakel & Kerstens, 1970; Endo & Burkholder,
1971; Unerecker, 1972; Wolterstorff, 1990) (Kapitel 1.3.2). Die Felduntersuchungen
zeigten, dass das rotlich-braune Spargelgewebe mit F. oxysporum und F. proliferatum
infiziert war und die Symptome mit der Fusarium-Infektion stark korrelierten (R? = 0,85),
wobei unabhangig vom Standort und Alter der Anlage F. oxysporum als dominanteste
Fusarium-Art ermittelt wurde, gefolgt von F. proliferatum. Es liegt nahe, davon
auszugehen, dass die abiotischen Einflussfaktoren nicht nur die Inokulumdichte
beeinflussen, sondern auch die Entwicklung der sichtbaren Krankheitssymptome. Nach
siebenwdchiger Inkubationszeit mit F. oxysporum oder F. proliferatum bei einer fur beide
Fusarium-Arten idealen Entwicklungstemperatur von 22 °C (Kapitel 1.4.2.2) wurden an
den Spargeljungpflanzen ebenfalls rotlich-braune L&sionen an Wurzel und Triebbasis
beobachtet (Kapitel 1.4.2.1). Die Infektion mit Fusarium spp. fuhrt zum einen dazu, dass
durch die Lasionen an den Stangen die Qualitdt gemindert wird und zum anderen wird die
Wourzelmasse stark reduziert, beides mindert den Ertrag. Die Gewachshausversuche
zeigten, dass die Wurzelmasse durch die Infektion bis zu 86 % verringert wurde (Kapitel
1.4.2.1). Im Wurzelgewebe (Speicherwurzeln) werden die Reservekohlenhydrate (RKH)
gespeichert, deren Gehalt die Knospenentwicklung und folglich auch direkt den Ertrag
beeinflusst (Paschold et al., 2002), wobei heben der Anzahl auch die Dicke der Knospen
von Bedeutung ist, da Spargel als monokotyle Pflanze nicht zu sekundarem
Dickenwachstum fahig ist. In welchem Ausmal} die Ernte beeintrachtigt wird, hangt unter
anderem vom Infektionsdruck ab und dieser von den vorherrschenden &uf3eren

Umstanden.
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Die Befallshaufigkeit und die Zusammensetzung der Fusarium-Arten kdnnen neben den
Ernteausfallen noch zu weiteren Beeintrachtigungen des Ernteguts fiihren. Mittels der auf
Reis kultivierten Einsporenkulturen der beiden Hauptverursacher F. oxysporum und
F. proliferatum konnte nachgewiesen werden, dass alle von Spargel stammenden Isolate
in der Lage waren, Fumonisine (FB; und FB,) zu produzieren (Kapitel 1.4.2.3), wobei
F. proliferatum nach 28 Tagen Inkubationszeit bei 22 °C mit bis zu 65 ppm die hdéheren
Werte aufwies. Im Vergleich dazu produzierten die F.oxysporum Isolate geringere
Mengen FB, die zwischen 0,89 ppm und 17,69 ppm stark variierten. Untersuchungen von
Marin et al. (1999) und Waskiewicz et al. (2010) zeigten, dass F. proliferatum und
F. oxysporum bei niedrigen Temperaturen (15°C, 18 °C) die hdchsten FB-Werte
produzierten. Der Temperatureffekt auf die Biosynthese der FB-Produktion von
F. proliferatum und F. oxysporum erscheint ausschlaggebend fir die Hohe der Werte zu
sein, wobei das Myzelwachstum und die Bildung von Konidien der Fusarien durch
ansteigende Temperaturen gesteigert (Kapitel 1.4.2.2) und dagegen die FB-Produktion
eher bei niedrigen Temperaturen angeregt wird. Die Analysen der Spargelstangen der
niedersachsischen Spargelanlagen weisen daraufhin, dass die Menge der Pilzbiomasse
einen weiteren Einflussfaktor auf die FB-Menge darstellen kdnnte (Kapitel 1.3.2). Auf dem
nicht beernteten Versuchsfeld | wiesen die Spargelstangen hohe Werte von bis zu 281,7
ppm auf. Auf diesem Feld wurde im Gegensatz zu den anderen acht Anlagen keine Ernte
durchgefuhrt und folglich konnte sich Fusarium spp. ungehindert ab Vegetationsbeginn in
den Stangen vaskular ausbreiten. Ferner kdnnen Fusarium-Sporen uber oberirdische
Triebverletzungen eingedrungen sein. Die Befallshaufigkeiten in den Spargelstangen auf
Feld | lagen in den beiden Untersuchungsjahren, im Vergleich zu den konventionell
beernteten Feldern, um ein Vielfaches hoher. Ein mittlerer Zusammenhang zwischen
Pilzbiomasse und FB-Werten konnte anhand der Spargelstangen aus den Ernten 2008
und 2009 berechnet werden (R? = 0,60).

Wahrend der Felduntersuchungen wiesen zu allen Probeenthahmen auch symptomfreie
Gewebestiicke Fusarium spp. auf (Kapitel 1.3.2). Um die Diversitat verschiedener
F. oxysporum und F. proliferatum Isolate von Spargelgewebe ndher zu betrachten,
wurden die Myzelwachstumrate auf PDA und die Pathogenitat sowie die Virulenz an
Spargeljungpflanzen  bewertet. Die Wachstumsrate auf PDA zeigte erste
Unterscheidungen zwischen und innerhalb den Fusarium-Arten. Das Myzel der
F. oxysporum Isolate wuchs bei Temperaturen von 15 °C, 20 °C und 25 °C signifikant
schneller als bei den F. proliferatum Isolaten (Kapitel 1.4.2.2). Allerdings nahm das
Myzelwachstum der F. proliferatum Isolate bei 20 °C deutlich zu. Innerhalb der Fusarium-

Arten konnten nur vereinzelt Unterschiede ermittelt werden. Im Topfversuch erwiesen sich
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nach einer siebenwdchigen Inkubationszeit alle Isolate im Vergleich zur Kontrolle anhand
der Wurzeltrockenmasse und des Befallsgrads der Wurzeln als pathogen und teilweise
hoch virulent (Kapitel 1.4.2.1). Kein Einfluss auf die Virulenz der jeweils sechs
F. oxysporum und F. proliferatum lIsolate zeigten die Unterscheidungsmerkmale wie
Herkunft (Feld) und Zeitpunkt der Entnahme. Auch bei der Symptomauspragung des
Spargelgewebes, von dem die Isolate entnommen wurden, konnten keine Unterschiede

hinsichtlich der Virulenz nachgewiesen werden.

Mit den Versuchen in Kapitel 3 konnte nachgewiesen werden, dass bereits kleine
Verletzungen am Trieb den Fusarium-Sporen zum Eindringen in die Spargelpflanze
dienen. Nach dem Eindringen erfolgt eine schnelle Verbreitung im gesamten Trieb. Um
die biotischen Einflussfaktoren, in diesem Fall die Spargelfliege, auszuschalten, wurden in
Freilandversuchen Insektizide und eine UV-reflektierende Folie getestet (Kapitel 1.3.2).
Von den gepriften Insektiziden erzielte nur Coragen, mit einer Zulassung gegen
Maiszlnsler, Apfelwickler und Kartoffelkéfer, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
einen signifikant reduzierten Befall. Das gegen P. poeciloptera zugelassene Insektizid
Perfekthion bewirkte lediglich eine geringfiigige Reduzierung des Befalls mit
P. poeciloptera, der sich nicht signifikant von der Kontrolle unterschied. Um den Befall und
somit auch die Wundubertragung von Fusarium spp. Konidien effektiv zu verringern, ist es
notwendig, wirksame Insektizide wahrend der Ruhephase (Kéltestarre) anzuwenden, die
bei Temperaturen unter 15°C stattfindet. Als eine Alternative zur chemischen
Bekadmpfung wird im Gemiisebau gegen WeilRe Fliege, Blattlause und Thripse seit einiger
Zeit eine UV-reflektierende Folie eingesetzt. Die Wirkung dieser Folie beruht auf einer
hohen Reflektion von UV-Licht in den Pflanzenbestand, wodurch die Orientierung der
Insekten so stark beeintrachtigt wird, dass es nicht zum Kontakt mit der Wirtspflanze
kommt. Der Einsatz dieser UV-reflektierenden Folie zeigte im Freilandversuch auch
gegen P. poeciloptera gute Bekampfungserfolge (Kapitel 2.4.2). Im Vergleich zu den
Insektiziden reduzierte die Folie den Befall am wirkungsvollsten. Allerdings ist die Folie fur
den Einsatz im Feld noch nicht geeignet, da die Ausbringung nach der Emte durch das

Herauswachsen der Sprosse erschwert wird.

Abschlielend kann festgestellt werden, dass Infektionen mit Fusarium spp. auf
niedersachsischen Spargelanlagen regelmafig auftreten, wobei die Intensitat stark von
exogenen Faktoren abiotischer und biotischer Art abhangig ist. Die Zusammensetzung
der Fusarium-Arten erwies sich dagegen als unabhéngig von &ufReren Einflissen. Auf
allen Flachen dominierte F. oxysporum, gefolgt von F. proliferatum. Die erhobenen Daten

zur Beurteilung der Virulenz beider Fusarium-Arten wiesen nur geringe Abstufungen
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hinsichtlich der Auswirkung auf. Allerdings konnten gezeigt werden, dass eine Infektion
mit F. oxysporum und F. proliferatum unter optimierten Wachstumsbedingungen im
Gewachshaus zu einer starken Wurzelreduktion fuhrt, wodurch die Vitalitdét und damit
auch der Ertrag der Pflanze stark beeintrachtigt werden. Eine weitere Gefahrdung geht
vom Mykotoxin-Bildungspotenzial der beiden Hauptverursacher, F.oxysporum und
F. proliferatum, aus. Unter in vitro Bedingungen konnte bei F. oxysporum Isolaten ein
heterogenes FB-Bildungspotenzial nachgewiesen werden, mit teilweise hohen FB-
Werten. F. proliferatum erwies sich dagegen als Produzent homogener und tendenziell
hoher Gehalte von Fumonisinen. Allerdings lagen Fumonisin B; und B, Kontaminationen
in den Spargelstangen wéhrend der Erntezeit eher im Bereich der Unbedenklichkeit.

Die Spargelfliege stellte sich als wichtiger biotischer Faktor zur Verbreitung von Fusarium-
Sporen dar. Die durch den Ovipositor des Weibchens hervorgerufenen Verletzungen am
Trieb bildeten Eintrittspforten fir Fusarien. Die Fusarium-Infektion verbreitete sich Uber
die Wunde am Trieb schneller als Uber die Wurzelinfektionen. Aus diesen Ergebnissen
kann geschlossen werden, dass MalRnahmen zur Reduzierung des Fliegenbesatzes zu
einer Verringerung der Befallshaufigkeit der Fusarien fihren kénnen und insbesondere

Junganlagen besser vor Infektionen geschitzt werden.
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Anhang

Spezieller nadhrstoffarmer Agar

Spezieller ndhrstoffarmer Agar (SNA) wurde von Nirenberg (1976) nach Rezepten von
BILAI entwickelt, um die Bildung von Makrokonidien zu fordern, Des Weiteren werden
Kettenformierungen, Polyphialiden- und Chlamydosporenbildung angeregt. SNA besitzt
eine schwache Substratfarbung und eignet sich deshalb gut zur morphologischen
Artenbestimmung mittels Lichtmikroskop. Die hohe Transparenz macht es méglich, die
Petrischalen direkt zu untersuchen und somit bei einer Vergrof3erung 250 :1 die
Strukturen des Luftmyzels, wie z. B. Kettenbildung der Mikrokonidien zu erfassen, die bei
einer Anfertigung eines Wasserpraparats auf einem Objekttrager zerstort wirden
(Nirenberg, 1976).

Slight Nutrient Agar (SNA) nach Nirenberg (1976):

KH,PO, 1,09
KNO3 1,09
MgSO,-7H,0 0,59
KCI 0,59
Glucose 0,29

Saccharose 0,29
Agar-Agar 209
Aquadest. 1,01

pH-Wert vor dem Autoklavieren auf 5,5 eingestellt

Nach dem Abkuhlen wurden folgende Antibiotika in 5 mL destilliertem Wasser gel6st und

Uber Sterilfilter in den Agar gegeben:

Penicillin 100 mg
Chloretetracyclin 10 mg
Streptomycinsulfat 50 mg

Fusarium spp. Dauerkulturen

Fur die Erhaltung von Fusariumkulturen wurde ein Gemisch aus zwei Teilen Lehm, 1,5
Teilen Kompost und 1,5 Teilen Sand verwendet. Das Gemisch wird luftgetrocknete
gesiebt und mit Leitungswasser leicht befeuchtet. In Reagenzrohrchen gefillt wird die

Erde leicht zusammengeschuttelt, 1,5 mL Leitungswasser zugegeben und 24 h stehen
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gelassen, so dass kein Wasseruberstand vorhanden war. Danach erfolgte eine zweifache
Sterilisation im Autoklaven. Die Erde muss gut feucht, aber nicht verschlemmt sein. Nach
der Abkihlung der autoklavierten Reagenzrohrchen wurden diese unter sterilen
Bedingungen je einem 5 mm groRem bewachsenem Agarstick der jeweiligen
Fusariumkultur, die fir 14 Tage auf SNA angezogen wurde, beimpft. Die Kultivierung
erfolgte bei Zimmertemperatur bis der Pilz durch die Erde zum Rd&hrchenboden
gewachsen war (Kontrolle mit dem Stereomikriskop). AnschlieRend wurden die
Dauerkulturen bei 4 °C aufbewahrt (Nirenberg, 1987).

Wetterdaten
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Abb. 19: Mittlere Tagestemperatur [°C] und mittlere Tagesniederschlage [mm] am Standort
Martfeld (Spargelfelder A und B) vom 01.04. bis zum 01.07. 2008 (oben) und 2009 (unten).
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Abb. 20: Mittlere Tagestemperatur [°C] und mittlere Tagesniederschlage [mm] am Standort Gifhorn

(Spargelfelder C, D, E und F) vom 01.04. bis zum 01.07. 2008 (oben) und 2009 (unten).
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Standort Buchholz
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Abb. 21: Mittlere Tagestemperatur [°C] und mittlere Tagesniederschlage [mm] am Standort
Buchholz (Spargelfelder G und H) vom 01.04. bis zum 01.07. 2008 (oben) und 2009 (unten).
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Mykotoxin Kontamination an den Spargelstangen von 2008 und 2009

Tab. 24: Fumonisin B; und B, Werte in Spargelstangen aus der Ernte 2009 die mit Fusarium

proliferatum und/oder F. oxysporum infiziert waren sowie die F. proliferatum DNA-Menge.

Fumonisin ppm*

F. lif
(ng/g Trockengewicht) pro ieratum

Felder PN* SB2 Fusarium spp. DNA ug/g

FB, FB, Total Trockengewicht
I 1 2 F. proliferatum ND ND ND -
I 1 2 F. proliferatum + F. equiseti 0.10 ND 0.10 -
I 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.07 0.05 0.13 -
I 1 2 F. proliferatum 0.18 0.17 0.35 -
I 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.02 ND 0.02 0.000
I 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -
I 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum 128.00 44.20 172.20 5400.000
I 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -
I 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.03 ND 0.03 278.000
I 1 2 F. proliferatum ND ND ND -
I 2 3 F. proliferatum + F. equiseti 0.32 0.30 0.62 -
I 2 3 F. proliferatum + F. oxysporum  3.14 0.98 4.12 -
I 2 3 F. proliferatum 0.09 0.05 0.14 59029.900
I 2 3 F. proliferatum 216 0.64 2.80 8100.000
I 2 3 F. proliferatum 1531 3.10 1841 29550.000
I 2 3 F. proliferatum 19.83 458 2441 105500.000
I 2 1 F. proliferatum 0.16 0.07 0.23 5250.000
I 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -
I 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.29 0.07 0.37 -
I 2 3 F. proliferatum + F. oxysporum  0.92 0.42 0.56 -
I 2 4  F. proliferatum 39.25 9.74 49.00 -
A 2 2 F. proliferatum ND ND ND -
A 2 2 F. proliferatum ND ND ND -
A 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.04 ND 0.04 -
A 2 3 F. proliferatum + F. oxysporum  0.41 0.64 0.33 -
A 2 2 F. proliferatum 0.00 0.26 0.00 -
A 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -
A 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.08 0.04 0.12 7400.000
A 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.10 0.04 0.14 -
B 1 2 F. proliferatum 0.04 ND 0.04 565.000
B 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum  0.05 ND 0.05 1555.000
B 1 2 F. oxysporum 0.06 ND 0.06 0.000
B 1 2 F. oxysporum ND ND ND -
B 2 2 F. oxysporum 0.06 ND 0.06 -
B 2 1 F. oxysporum ND ND ND -
B 2 2 F. oxysporum 0.00 0.29 0.29 -
B 2 2 F. oxysporum 0.00 0.00 0.00 -
B 2 1 F. oxysporum 0.09 ND 0.09 358.500
D 1 2 F. oxysporum 0.04 ND 0.04 <
D 1 2 F. oxysporum 0.05 ND 0.05 0.000
D 1 2 F. oxysporum 0.04 ND 0.04 0.000
D 1 2 F. oxysporum 0.07 ND 0.07 0.000
D 1 1 F. oxysporum 0.07 ND 0.07 -
D 1 2 F. oxysporum ND ND ND -
D 1 2 F. oxysporum ND ND ND -
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Fumonisin ppm* F. proliferatum

Felder PN' SB2 Fusarium spp. (ug/g Trockengewicht) DNA ug/g
FB, FB, Total Trockengewicht

D 1 2 F. oxysporum 0.28 0.11 0.39 -
D 1 2 F. oxysporum ND ND ND -
D 1 2 F. oxysporum ND ND ND -
D 1 1 F.oxysporum ND ND ND -
D 2 2 F. oxysporum 0.00 0.00 0.00 -
D 2 2 F. oxysporum 0.05 ND 0.05 0.000
D 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
D 2 2 F. oxysporum 0.16 <LOQ 0.16 -
D 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
E 1 3 F. oxysporum 0.06 ND 0.06 0.000
E 1 2 F. oxysporum 0.06 <LOQ 0.06 0.000
E 1 2 F. oxysporum 0.11 ND 0.11 0.000
E 1 2 F. oxysporum 0.03 <LOQ 0.03 0.000
E 1 2 F. oxysporum 0.06 ND 0.06 0.000
E 2 3 F. oxysporum 0.00 0.00 0.00 -
E 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
E 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
E 2 2 F. oxysporum 0.25 0.29 0.09 -
E 2 2 F. oxysporum 0.07 ND 0.07 0.000
F 1 2 F. oxysporum 0.10 ND 0.10 0.000
F 1 2 F. oxysporum 0.06 ND 0.06 479.000
F 1 2 F. oxysporum 0.09 ND 0.09 -
F 1 1 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -
F 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -
F 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum 0.04 ND 0.04 259.500
F 1 2 F. proliferatum + F. oxysporum 0.15 ND 0.15 -
F 2 2 F. oxysporum 0.00 0.00 0.00 -
F 2 2 F. oxysporum 0.03 ND 0.03 <
F 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
F 2 2 F. oxysporum 0.20 ND 0.20 342.000
F 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
F 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
F 2 2 F. oxysporum 0.06 ND 0.06 2650.000
G 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -
G 2 2 F. oxysporum 0.00 0.00 0.00 -
G 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
G 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum 0.06 ND 0.06 3665.000
G 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
G 2 1 F.oxysporum 0.06 ND 0.06 985.000
G 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
G 2 2 F. oxysporum ND ND ND -
G 2 2 F. oxysporum 0.00 0.00 0.00 -
G 2 2 F. oxysporum 0.06 <LOQ 0.06 910.000
G 2 2 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND -

* ND; nicht detektierbar, weil weniger als LOD; LOD = 0,003 ug/g

1 PN = Probenahme, 1 = Mai und 2 = Juni

2 SB = Symptombonitur, 1 = keine Lasionen, weilRe Spargelstange, 2 = leichte Lasionen, bis zu
50 %, 3 = mittlere L&sionen, zwichen 50 — 75 %, 4 = starke L&sionen, zwischen 75 — 100 %
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Tab. 25: Fumonisin B; und B, Werte in Spargelstangen aus der Ernte 2009 die mit Fusarium

proliferatum und/oder F. oxysporum infiziert waren sowie die F. proliferatum DNA-Menge.

Fumonisin ppm F. proliferatum

1 . .
Felder PN' SB2 Fusarium spp. (ng/g Trockengewicht) DNA pg/g
FB: FB, Total Trockengewicht

I 1 2  F. proliferatum ND ND -

I 1 2  F. proliferatum <0,01 <0,01 0.004
I 1 2  F. proliferatum ND ND -

I 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND 0.003
I 1 2  F. proliferatum ND ND 0.020
I 1 2  F. proliferatum ND ND 0.006
I 1 2  F. proliferatum ND ND 0.002
I 1 2  F. proliferatum ND ND <

I 1 2  F. proliferatum ND ND <

I 1 2  F. proliferatum ND ND 0.040
I 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum 0.04 <0,01 0.04 0.011
I 1 2  F. proliferatum+ F. sambucinum ND ND 0.072
I 1 4  F. proliferatum+ F. sambucinum 0.18 0.11 0.29 0.575
I 1 2  F. proliferatum ND ND <

I 2 2  F. proliferatum 0.09 0.02 0.11 0.017
I 2 4  F. proliferatum 199.38 82.32 281.70 0.685
I 2 3 F. proliferatum 7.78 1.70 9.48 0.467
I 2 3 F. proliferatum 7.64 2.82 10.46 0.141
I 2 4  F. proliferatum + F. oxysporum 0.88 0.19 1.07 0.038
I 2 4  F. proliferatum 26.69 8.86 35.55 2.195
I 2 4  F. proliferatum 0.08 0.03 0.11 0.004
I 2 3 F. proliferatum 1286 2.74 15.60 0.387
I 2 4  F. proliferatum 0.40 0.15 0.55 0.088
I 2 4  F. proliferatum 0.51 0.18 0.69 0.056
I 2 4  F. proliferatum + F. oxysporum 43.94 1351 57.45 1.305
I 2 4  F. proliferatum 0.40 0.19 0.59 0.322
I 2 3 F. proliferatum + F. oxysporum 1.48 0.29 1.77 0.340
I 2 3 F. proliferatum + F. oxysporum 1.35 ND 1.35 0.088
I 2 4  F. proliferatum+ F. sambucinum 7.69 1.15 8.84 0.510
I 2 4  F. proliferatum 1.68 0.39 2.07 0.070
I 2 4  F. proliferatum+ F. sambucinum 11.13 279 13.92 0.173
I 2 4  F. proliferatum 3475 5.60 40.35 0.550
I 2 4  F. proliferatum 7.19 1.86 9.05 0.595
I 2 4  F.sambucinum 3475 7.05 41.80 1.640
A 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.000
A 1 2 F.equiseti ND ND ND 0.000
A 1 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
A 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.142
A 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.001
A 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum 0.05 0.02 0.07 0.012
A 1 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
A 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.000
A 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
A 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
A 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.003
A 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.005
A 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND <
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Felder PN' SB2 Fusarium spp.

Fumonisin ppm’

(ng/g Trockengewicht)

F. proliferatum
DNA ug/g

FB: FB,  Total Trockengewicht

A 2 2  F. proliferatum ND ND ND <
A 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.000
A 2 1 F. proliferatum 0.02 0.01 0.03 0.001
A 2 2  F. proliferatum ND ND ND <
B 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.000
D 1 2  F.oxysporum ND ND ND <
D 1 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
D 1 2  F. proliferatum ND <0,01 <
D 1 2  F.oxysporum ND <0,01 0.000
D 1 2 F.oxysporum + F. equiseti ND ND ND 0.000
D 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
D 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum 0.07 ND 0.07 0.006
D 2 1 F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND <
E 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum 19.34 11.30 30.64 0.005
E 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND <
E 1 2  F.oxysporum 0.64 ND 0.64 0.000
E 1 2  F.oxysporum 4.21 1.41 5.62 <
E 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.008
E 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
E 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
F 1 2  F. proliferatum ND ND ND 0.003
F 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum 0.12 0.10 0.22 0.000
F 1 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
F 1 2  F. proliferatum ND ND ND 0.010
F 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND <

F 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND

F 2 2  F.oxysporum ND 0.10 0.10 <

F 2 1 F. oxysporum ND ND ND 0.003
F 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND <
G 1 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.055
G 1 2 F.oxysporum + F. equiseti ND ND ND <
G 1 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
G 1 2  F.oxysporum ND ND ND 0.002
G 1 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
G 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
G 2 2  F.oxysporum ND ND ND <
G 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.000
G 2 2  F. proliferatum ND ND ND 0.000
G 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000
G 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND <
G 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.022
G 2 2  F. proliferatum ND ND ND 0.000
G 2 2  F. proliferatum ND ND ND 0.000
G 2 2  F. proliferatum + F. oxysporum ND ND ND 0.010
C 2 2 F.oxysporum + F. equiseti ND ND ND <
C 2 2  F.oxysporum ND ND ND 0.000

* ND: nicht detektierbar,

! PN = Probenahme, 1 =

weil weniger als LOD; LOD = 0,003 pg/g

Mai und 2 = Juni

2 SB = Symptombonitur, 1 = keine Lasionen, weilRe Spargelstange, 2 = leichte Lasionen, bis zu
50 %, 3 = mittlere L&sionen, zwichen 50 — 75 %, 4 = starke L&sionen, zwischen 75 — 100 %
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Interaktion unter Feldbedingungen
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Abb. 22: Korrelation zwischen Adulte pro Falle und der Fusarium spp. Infektion wahrend der
Erntezeit 2008 und 2009.
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Interaktion unter kontrollierten Bedingungen

Simulierter Fliegenbefall mit Fusarium proliferatum Infektion
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Abb. 23: Befallshaufigkeit von Fusarium proliferatum 5, 8, 13, 28 Tage nach der Inokulation (dpi)
an Asparagus officinalis L. cv. Gijnlim an Trieb (A) und Wurzel (B). Es wurden sechs Varianten
getestet: 1 = Kontrolle, angegossen mit Wasser, 2 = Trieb mit Verletzung, bestrichen mit
destilliertem Wasser, 3 = Trieb mit F. proliferatum Suspension bestrichen, 4 = Trieb mit Verletzung,
mit F. proliferatum Suspension inokuliert, 5 = Bodeninokulation mit F. proliferatum Suspension, 6 =
Boden- und Triebinokulation. Signifikante Unterschiede sind durch unterschiedliche Buchstaben
gekennzeichnet nach Tukey-Test, P < 0.5 (Modell GLMM), dabei wurde die gesamte
Befallshaufigkeit nach 28 dpi beriicksichtigt.
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