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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Bedeutung und Vorkommen von Fusarium-Arten

Schimmelpilze im Allgemeinen und Fusarium-Arten im Speziellen sind aufgrund ihrer
breiten Anpassungsfihigkeit weltweit in unterschiedlichsten Okosystemen verbreitet. Von
den Fusarium-Arten wird aufgrund ihrer grossen Diversitdt vermutet, dass sie sehr friih in der
Evolution der Ascomyceten entstanden sind (Backhouse et al. 2001). Fusarium-Arten
kommen als Boden-Saprophyten vor und haben als Erreger von Pflanzenkrankheiten eine
weltweite  Bedeutung  (Wurzel- und  Stengelfidule, Blattflecken, Fruchtfaule,
Krebswucherungen, Gefdlkrankheiten). Der Befall von Getreidepflanzen wie Weizen und
Gerste (Fusarium Head Blight), Mais (ear and stalk rot) (Desjardins 2000) und Reis fiihrt
weltweit zu grossen 0konomischen Verlusten (Bai und Shaner 1994, Paulitz 1999).
Fusarium-Arten sind Feldpilze, die sich aber auch bei der Lagerung ausbreiten kdnnen, wenn
die Bedingungen ein Wachstum ermoglichen. Der Befall von Getreide auf dem Feld wird
durch eine feucht-warme Witterung (liber 20 °C) wéhrend der Vegetationsperiode begiinstigt.
Als Auswirkungen auf die Pflanzen sind FuB-, Stengel-, Ahren-, Kolben- und
Rispenerkrankungen sowie Schiden an Keimlingen zu beobachten.

Unter dem Begriff ‘Fusarium Head Blight’, auch Scab (USA) und Weissdhrigkeit genannt,
versteht man eine Krankheit, die vor allem bei Weizen aber auch bei Gerste und Hafer auftritt
und von verschiedenen Fusarium-Arten ausgelost wird (Sutton 1982, Parry et al. 1995,
Paulitz 1999). Der Pilz iiberlebt den Winter auf den abgestorbenen Resten von Weizen oder
Mais, um dann in der folgenden Saison die neuen Pflanzen zu befallen. Dabei spielt bei vielen
Arten die Verbreitung von Ascosporen durch den Wind und im Spritzwasser eine grosse
Rolle. Die Erkrankung hingt vor allem von der Temperatur und der Feuchtigkeit zur Zeit der
Bliite ab. F. graminearum zeigt ein Wachstumsoptimum bei 25°C und wichst bis zu einem
minimalen a,-Wert von 0,88. F. culmorum wichst optimal bei 21°C und bis zu einem
minimalen ay,-Wert von 0,87. Diese Werte begriinden die regionale Verteilung dieser beiden
Organismen. F. graminearum kommt eher in wiarmeren und F. culmorum eher in kiihleren
Regionen vor (Miller 1995). Die befallenen Korner sind klein, weillich und verkiimmert.
Aber auch Kdrner ohne dullere Auffélligkeiten konnen befallen sein. Neben den entstehenden
Ertragsverlusten und Qualitdtseinbuflen ist vor allem das mdgliche Vorhandensein von

Mykotoxinen von grosser Bedeutung.
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1.2. Mykotoxine

Schimmelpilze haben die Menschheit von je her begleitet und die Menschen wussten von den
damit verbundenen Gefahren. Im Mittelalter wird von epidemieartigen Vergiftungen
berichtet, die durch Claviceps purpurea, dem Mutterkornpilz ausgelost wurden. In Russland
wurde im 19. Jahrhundert von Todesfillen berichtet, die nach dem Verzehr von Brot
auftraten. Das entsprechende Getreide war den Winter iiber auf dem Feld und wurde von
Fusarium-Arten, wahrscheinlich F. sporotrichoides oder F. langsethiae sp. nov. befallen. Seit
dem 19. Jahrhundert fielen Tausende von Menschen der "Alimentidren Toxischen Aleukie’
zum Opfer (Moss und Smith 1985).

Die ersten Bemiihungen, Forschung an Mykotoxinen zu betreiben, wurden aufgrund der
"Turkey X -Krankheit unternommen. In den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts starben in
England 100 000 Truthiihner, 14 000 Enten und Tausende Fasane, Rebhithner und Forellen,
die Leberkarzinome aufwiesen. Als Ausloser konnten Aflatoxine im Futter ausgemacht
werden, die von Aspergillus flavus produziert wurden. Zwischen 1930 und 1970 wurden in
den USA Ausbriiche von Leukoencephalomalazie bei Pferden beobachtet (Hasseltine und
Mehlman 1978). Als Ausloser hierfiir konnte spiter Fusarium moniliforme ausgemacht
werden.

Mykotoxine sind Metabolite des Sekundérstoffwechsels, die von bestimmten filamentdsen
Pilzen produziert werden. Mehr als 400 solcher toxischer Substanzen sind bekannt, wobei nur
ein kleiner Teil in Nahrungs- oder Futtermitteln auftritt. Die Hauptproduzenten sind
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria und Claviceps.

Einen Uberblick iiber die Vielfalt der von ihnen gebildeten Toxine bietet Tabelle 1.
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Tabelle 1: Mykotoxinproduzenten und ihr Vorkommen

Gattung Mykotoxine Vorkommen Wirkung
Aspergillus | Aflatoxine Mais, Erdniisse | mutagen, cancerogen, Leberschiden
Ochratoxin A Getreide, Kaffee |cancerogen, Nierengift
Sterigmatocystin Getreide lebertoxisch
Penicillium | Ochratoxin A
Citrinin Reis, Getreide | Nierengift
Patulin Getreide, Obst | Odeme, Immunsuppression
Fusarium Trichothecene Getreide, Mais | (siche unten)
Zearalenone Getreide, Soja | 0strogene Wirkung
Fumonisine Getreide, Mais | neurotoxisch, cancerogen
Moniliformin Mais, Obst stark toxisch
Alternaria Alternariol Olfriichte mutagen, Speiserdhrenkrebs
Claviceps Ergotalkaloide Getreide Halluzinationen, Nervenschéden
Die  Schimmelpilze sind auf sehr vielen verschiedenen und  wichtigen

Nahrungsmittelrohstoffen vorhanden und eine Kontamination der Lebensmittel oder des
Futters mit Mykotoxinen ist nicht auszuschlieBen (Prelusky 1994, Smith et al. 1994,
Bullerman 1995, Smith und Thakur 1995, Webley et al. 1997, Sweeney 1998).

1.3. Fusarium- Toxine

Fusarium-Arten konnen eine Vielzahl von toxischen Sekunddrmetaboliten bilden, die sich in
threr Struktur stark unterscheiden konnen. Die Einteilung erfolgt in drei Hauptgruppen, den

Trichothecenen, den Zearalenonen und den Fumonisinen.

1.3.1. Fumonisine

Fumonisine werden von F. verticillioides (Sacch.) Nirenberg (=F. moniliforme (Sheldon)),

F. proliferatum (Nelson et al. 1993, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
2001) und einigen anderen Fusarium-Arten gebildet. Betroffen sind Nahrungsmittel aus
Getreide und Mais aus den USA und China, Europa, Siidafrika und Siidamerika (Miller
1995).
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Es gibt acht bekannte Fumonisine: FB;, FB,, FB;3, FB4, FA|, FA,, FC,, FCs, wobei nur die B-
und C- Gruppen Naturprodukte sind und FB; am hdufigsten vorkommt (Marasas 1996, Seo-
Jeong et al. 1996).

Im Gegensatz zu anderen Mykotoxinen sind sie wasserldslich und resistent gegen alkalische
Behandlung, die viele andere Toxine inaktiviert (Osweiler 2001). Es handelt sich chemisch
um Diester zwischen Propan-1,2,3-Tricarboxylsdure und einem Pentahydroxycosan, das eine

primdre Aminogruppe enthdlt (Musser 1996).

R,00C
Ry OH
Me Me R, NHR,
0
R,00C /W
rRooc ©
R R R3 R4
Fumonisin B, H OH OH H
Fumonisin B, H H OH H
Fumonisin Bj H OH H H
Fumonisin A; H OH OH COCH;

Abbildung 1: Struktur einiger Fumonisine

aus Sweeney und Dobson 1998

Die Struktur der Fumonisine dhnelt sehr derjenigen von Sphingosinen, die das Riickgrat von
Sphingolipiden bilden. Sphinoglipide sind Bestandteile der Membranen von Gehirnzellen.
Durch diese Strukturverwandtschaft und der damit vorhandenen Akzeptanz als Analogon fiir
Sphingolipide erklért sich ein Teil der toxischen Wirkung.

Von Fumonisin B; ist bekannt, dass es die Biosynthese der Sphingolipide inhibiert (Merril et
al. 1993) und dies auch seine kanzerogenen Eigenschaften erkldren konnte (Riley ef al. 1996).
Der Eingriff in den Sphingolipid-Stoffwechsel hat vermutlich auch einen Einfluss auf die

hepatotoxische Wirkung und den Ausbruch der Equinen Leukoencephalomalazie (ELEM) bei
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Pferden (Diaz und Boermans 1994). Diese Krankheit verursacht neurologische Defekte und
duBert sich unter anderem durch abnormale Bewegungen, Blindheit, Lahmheit bis hin zu
Koma und Tod (Miller 1995). Bei Schweinen werden bei hohen Belastungen Lungenddeme
beobachtet (Colvin and Harrison 1992). Bei geringeren Belastungen konnen Leber- und
Nierenschdden auftreten (Miller 1995). Toxische Wirkungen sind auch beim Menschen zu
beobachten. In Indien klagten 1995 Personen eine Stunde nach dem Verzehr von Mais und
Hirse liber Abdominalschmerzen, Darmgerdusche und Durchfall. Fumonisin B wurde in den
betroffenen Haushalten in deutlich hoheren Konzentrationen gefunden als in
Kontrollhaushalten (Bhat et al. 1997). Dariiber hinaus wurde die These aufgestellt, dass
Fumonisine, die in Ratten krebsfordernde Aktivitidt zeigen (Gelderblom et al. 1992), im

Zusammenspiel mit Deoxynivalenol und Aflatoxinen Leberkrebs fordern (Ueno ef al. 1997).

1.3.2. Zearalenon

Bei Zearalenon handelt es sich um ein nicht-steroidales Ostrogen-Analog, das von F.
graminearum und anderen Fusarium-Arten produziert wird. Betroffen sind vor allem
Getreide, Mais, Friichte und Gemiise (Kuiper-Goodman et al. 1987, Jelinek et al. 1989, Patel
et al. 1996, Park et al. 2002). Das Toxin konkurriert mit Ostrogen um den Ostrogen-Rezeptor.
Diese 0Ostrogene Aktivitdit kann bei Aufnahme des Toxins zu Reproduktivitits- und
Fertilititsproblemen und Hyper-Ostrogenismus fithren. Vor allem Schweine reagieren sehr
sensitiv  unter anderem mit Scham- und Gesdugeschwellungen, Scheiden- und
Enddarmvortfillen, Dauerbrunst und Scheintrachtigkeit (Prelusky et al.1994).

In einer Blutuntersuchung bei frithreifen Kindern zwischen 1978 und 1981 in Puerto Rico
konnten erhdhte Zearalenon-Werte ermittelt werden (Saenz de Rodriguez 1984). Bei spéteren
statistischen Auswertungen konnten allerdings nur 50 % der Fille mit einer Toxinaufnahme

erklart werden.

1.3.3. Trichothecene

Trichothecene stellen eine Gruppe von Mykotoxinen dar, die von verschiedensten Fusarium-
Arten aber auch von anderen Pilzgattungen gebildet werden. Bei den mindestens 24
Fusarium-Arten, die Trichothecene bilden (Marasas 1984), sind beispielhaft zu nennen: F.
graminearum, F. culmorum, F. equiseti und F. sporotrichoides. In Tabelle 2 sind die

Pilzgattungen aufgefiihrt, unter denen sich Trichothecenbildner befinden.
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Tabelle 2: Trichothecen-produzierende Pilzgattungen

Gattung

Cephalosporium
Cylindrocarpon
Fusarium
Myrothecium
Trichoderma
Trichothecium
Stachybotrys
Verticimonosporium

aus Smith ef al. 1994

Die Klassifizierung erfolgte nach der ersten entdeckten Substanz der Gruppe, dem

Trichothecin (Freeman und Morrison 1949). Die Gruppe der Trichothecene ist sehr divers. Es

handelt sich um trizyklische Sesquiterpene mit einem 12,13-epoxy-trichothec-9-en

Ringsystem. Sie sind farblos, kristallin, optisch aktiv und 16slich in Alkohol, Aceton,

Ethylacetat und Chloroform, jedoch wenig 16slich in Wasser (Ueno 1980).

R R» R3 R4 Rs
Deoxynivalenol OH H OH OH
Nivalenol (NIV) OH OH OH OH
Diacetoxyscirpenol OH OAc OAc H H
T-2 Toxin OH OAc OAc H OCOCH;,CH(CH3),
Neosolaninol OH OAc OAc H

Abbildung 2: Struktur einiger Trichothecene

aus Sweeney und Dobson 1998
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Die Variabilitit liegt in der Anzahl und Position der Hydroxylierungen und Komplexizitét der
Esterbindungen. Die Einteilung erfolgt in vier Untergruppen. Typ A besitzt am C-8-Atom
keine Ketogruppe, Typ B besitzt eine Ketogruppe an C-8. Typ C hat eine zweite Epoxygruppe
an C-7,8 oder C-9,10 und Typ D zeichnet sich durch einen makrozyklischen Ring mit zwei
Esterbindungen zwischen C-4 und C-5 aus (Smith et al. 1994). Die Epoxide an Position C-12
und C-13 sind entscheidend fiir die Toxizitit (Desjardins 1993). Von grundlegender
Bedeutung sind die Typ A und Typ B Trichothecene. Zu den Typ A Trichothecenen gehdren
das T-2 und das HT-2-Toxin. Wichtige Vertreter der Typ B Trichothecene sind
Deoxynivalenol und Nivalenol.

Trichothecene kommen vor allem in Getreide vor. Es gibt Hinweise darauf, dass sie beim
Befall von Getreide als Virulenzfaktor eine Rolle spielen (Nicholson ef al. 1998, Harris et al.
1999, Desjardins und Hohn 1997). Bei Aufnahme in entsprechend grosser Menge konnen sie
akut toxisch und todlich wirken. Von grosserer Bedeutung ist jedoch eine subakute Toxikose,
die durch die Aufnahme von kleineren Dosen {iber ldngere Zeit zustande kommt (Prelusky et
al. 1994). Dabei ist das auslosende Toxin oft schwer zu bestimmen, da die Vielfalt der
Substanzen sehr gross ist und oft mehrere Toxine von einem Stamm gleichzeitig gebildet
werden konnen. Von der Wirkung der Toxine konnen alle Tierarten und auch der Mensch
betroffen sein. Das Ausmass der Schiadigung bzw. Krankheit hingt jedoch von der Art des
Toxins, der Starke und der Dauer der Exposition und der jeweiligen Tierspezies ab. Hiihner,
Truthdhne und Wiederkduer besitzen eine hohe Toleranz, wohingegen Schweine und
Menschen sehr empfindlich reagieren (Prelusky et al. 1994). Symptome sind zunichst
Nahrungsverweigerung und Erbrechen. Trichothecene sind Immunsuppressoren und
inhibieren die Protein-Synthese und die Tiere werden damit anfillig fiir andere Krankheiten.
Der wahre Grund fiir eine Krankheit, die Toxikose, kann somit zunichst verborgen bleiben,
was eine Behandlung erschwert (Ueno 1980, Pestka und Bondy 1990).

Auf zelluldrer Ebene haben Trichothecene einen hemmenden Effekt auf die RNA- und DNA-
Synthese und schéddigen die Zellmembranen (European Commission, Opinion of the
Scientific Committee on Food on Fusarium toxins, Part 6, 2002). Dariiber hinaus kdnnen
Trichothecene eine Rolle bei der Induktion der Apoptose, dem programmierten Zelltod,
spielen (Shifrin and Anderson 1999).

Beim ersten Fall, der auf Trichothecene aufmerksam machte, handelte es sich um T-2 Toxin,
das in Getreide vorkam und zu einer lethalen Toxikose bei Milchvieh fiihrte (Hsu et al. 1972).

Deoxynivalenol wurde zunaechst in kiinstlich mit Fusarium-Arten infizierter Gerste gefunden
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(Yoshizawa und Morooka 1973) und konnte daraufhin weltweit vor allem in Getreide
identifiziert werden.

In Tierexperimenten zeigten Trichothecene eine 40fache stiarkere Wirkung, wenn sie inhaliert
wurden gegeniiber der oralen Aufnahme (Smoragiewicz 1993). Aus diesem Grund ist auch
die Gefdhrdung iiber Klimaanlagen und Ventilationssysteme oder feuchte Wiénde bzw.
Haéuser fiir den Menschen von Bedeutung (Peraica et al. 1999).

Im folgenden werden die wichtigsten Vertreter der Typ A bzw. Typ B Trichothecene

charakterisiert.

1.3.3.1. T-2 Toxin/HT-2 Toxin

Die Typ A-Toxine T-2 und HT-2 Toxin werden von F. sporotrichoides, F. sambucinum, F.
venenatum, F. acuminatum, und F. compactum gebildet (Chelkowski 1989, Chu 1991, Bosch
und Mirocha 1992, Miller und Trenholm 1994).

.-l...lH
OCOCH3,

Abbildung 3: Struktur von T-2-Toxin. Markiert ist der Molekiilrest, der von der allgemeinen
Grundstruktur der Trichothecene abweicht.

Der wichtigste Produzent F. sporotrichoides kommt im Boden und auf Pflanzen in kiihleren
Regionen der Welt vor (Visconti et al. 1985). Berichte iiber das Vorkommen von T-2 Toxin
und HT-2 Toxin liegen vor fiir Weizen, Mais, Hafer, Gerste, Reis, Bohnen und Soja und auch
in einigen entsprechenden Produkten (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
2001). Die Bedingungen zur Toxin-Produktion auf Mais, Weizen und Reis hingen zum einen

von der Art des Getreides ab, verallgemeinert l4sst sich jedoch eine verstirkte Produktion bei
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einer Temperatur von 20 °C und einem Feuchtegehalt von 35 % (ay 0,990) feststellen (Mateo
et al. 2002). T-2 Toxin ist ein sehr starker Inhibitor der Proteinsynthese und gilt als 10fach
toxischer als Deoxynivalenol. Bei Betrachtung des LOEL (lowest-observed-effect-level)
allerdings zeigen die beiden Toxine dhnliche Toxizitédt bei Aufnahme iiber die Nahrung (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives 2001). In Verbindung mit der Aufnahme
von F. sporotrichoides tiber die Nahrung konnten Ausbriiche der "Alimentdren Toxischen
Aleukie® beobachtet werden (Ueno 1980, Yagen und Joffe 1976). Zwischen 1942 und 1947
erkrankten in einigen Regionen Russlands iiber 10 % der Bevolkerung an dieser Krankheit,
die zur Schiadigung des Knochenmarks fiihrt und dadurch Blutarmut verursacht. Das Getreide
war vor dem Winter nicht abgeerntet worden und im darauffolgenden Friihjahr stark mit
Fusarium-Arten kontaminiert. In Japan konnte bei Pferden, die wéhrend des zweiten
Weltkrieges mit getrockneten Bohnenhiilsen gefiittert worden waren, schwere
Erkrankungserscheinungen wie Storungen des Zentralen Nervensystems, des Herz-

Kreislaufsystems und Leberstorungen beobachtet werden (Ueno 1980).
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1.3.3.2. Deoxynivalenol (DON)

Deoxynivalenol ist ein Vertreter der Typ-B Trichothecene und wird von verschiedenen
Vertretern der Gattung Fusarium produziert. Die wichtigsten hierbei sind F. graminearum
(Miller et al. 1983) und F. culmorum (Greenhalgh et al. 1986, Muthomi et al. 1999, Hohn et
al. 1995, Bakan et al. 2001).

.-|||"H

Deoxynivalenol

Abbildung 4: Struktur von Deoxynivalenol. Markiert ist der Molekiilrest, der von der
allgemeinen Grundstruktur der Trichothecene abweicht.

DON ist ein sehr weit verbreitetes Mykotoxin in Nahrungs- und Futtermitteln, die auf
Getreide basieren und kommt fast in allen Regionen vor, in denen Getreide angebaut wird.
Betroffen sind liberwiegend Weizen, Gerste und Mais, aber auch Hafer, Reis, Roggen und
Hirse. Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von "Fusarium Head Blight’
und der Kontamination von Weizen mit DON (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives, 2001). Die zwei auffilligsten akuten Wirkungen in Tieren sind verminderte
Nahrungsaufnahme und Erbrechen. DON ist ebenfalls als Vomitoxin bekannt (von "to vomit’
(Englisch) — erbrechen). Bei lingerer Exposition ist ein reduziertes Wachstum von Tieren zu
beobachten. Bei hohen Konzentrationen kénnen Schiden an Thymus, Milz, Herz und Leber
auftreten. Das am hédufigsten betroffene Tier ist das Schwein. Es treten unter anderem
Verweigerung der Nahrungsaufnahme, vermindertes Wachstum, Lethargie, Hautirritationen
und Durchfall auf (Prelusky et al. 1994). Gefliigel und Rinder sind weniger empfindlich. Bei
Gefliigel kann die Eiqualitit beeintrdchtigt und die Grosse der Tiere vermindert sein. Bei
Rindern koénnen verringerte Nahrungsaufnahme, verringerte Milchmenge, Haarausfall,

verzogerte Blutgerinnung und blutiger Durchfall auftreten (Prelusky et al. 1994).
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Auch fiir den Menschen ergeben sich Gesundheitsrisiken. In Asien wurden einige Ausbriiche
akuter Toxikose beobachtet, deren Symptome Brechreiz, Erbrechen, Storungen des Gastro-
Intestinaltraktes, Schwindel, Durchfall und Kopfschmerzen waren. Ausloser war die
Aufnahme von Deoxynivalenol iiber Getreideprodukte. Bei Ersatz des kontaminierten
Getreides mit nicht kontaminierten Nahrungsmitteln verschwanden die Symptome (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives 2001). Beispiel hierfiir ist die "'Red Mold
Disease’, die in Japan schon 1914 beobachtet wurde (Yoshizawa 1983). Der Name stammt
von der rotlichen Fiarbung der Kdrner. Symptome traten nach wenigen Minuten bis zu
Stunden nach der Nahrungsaufnahme auf und betrafen sowohl Menschen als auch Tiere
(Beardall and Miller 1994). Ahnliche Krankheitssymptome wurden auch in China nach dem
Genuss von verschimmeltem Mais oder Weizen beobachtet. Erhohte Konzentrationen von
DON konnten auch hier festgestellt werden (Beardall and Miller 1994). In Indien traten im
Jahr 1987 nach dem Genuss von Brot Lebensmittelvergiftungen auf (Bhat ef al. 1989 a,b).
Symptome waren Bauchschmerzen, Halsreizung und Durchfall. Die Reaktionen der
Betroffenen waren dosisabhingig. Von dem entsprechenden Weizen konnte verschiedene
Fusarium- und Aspergillus-Arten isoliert werden. Dariiber hinaus konnten DON,
Acetyldeoxynivalenol und T-2-Toxin detektiert werden (Bhat ez al. 1989 b). Aufgrund dieser
Erkenntnisse wurden Diskussionen {iiber mogliche Grenzwerte von Mykotoxinen in
Lebensmitteln eroffnet. Bhat ef al. (1989) machten aufgrund der Ereignisse in Indien den
Vorschlag eines Grenzwertes von 34 ppb fir DON in Weizen- und Weizenprodukte.
Zahlreiche Diskussionen iiber mogliche Grenzwerte werden inzwischen gefiihrt. Die
Europdische Kommission legte 1999 anhand eines Vergleiches verschiedener
Toxizitétsstudien einen t-TDI-Wert (temporary total daily intake) von 1 pg/kg bw/day fest
(European Commission, Scientific Committee on food, Opinion of Fusarium toxins Part 1,
1999). Der Wert blieb vorldufig (temporary), da es Ziel war, einen gruppenumfassenden
Grenzwert fiir die wichtigsten Trichothecene zu erstellen.

Die Wahrscheinlichkeit ist sehr hoch, dass verschiedene Mykotoxine gleichzeitig gebildet
werden bzw. auftreten. Untersuchungen wurden durchgefiihrt iiber die Toxizitdt bei
Kombination von Mykotoxinen (European Commission, Scientific Committee on food,
Opinion of Fusarium toxins Part 6, 2002). Fiir T-2 Toxin, DON und Nivalenol konnte in vitro
eine dosisabhdngige Addition, z.T. aber auch ein Antagonismus beobachtet werden. In vivo
jedoch wurde fiir T-2 Toxin und DON eine antagonistische Wirkung gesehen. Fiir eine
endgiiltige Aussage dartiber, ob eine Addition der Wirkungen auftritt oder nicht, sind bis jetzt

zu wenige Daten vorhanden. Aus diesem Grunde wurde von dem urspriinglichen Ziel einen
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gruppenumfassenden TDI-Wert (total daily intake) zu erstellen, abgeriickt. Folgende TDI-
Werte wurden fiir die einzelnen Toxine festgelegt. Fiir Nivalenol, T-2 Toxin und HT-2 Toxin
ist die Datenlage noch nicht ausreichend und es wurden voriibergehende Werte festgelegt (t-

= temporary).

Tabelle 3: TDI-Werte fiir einige Trichothecene

DON TDI =1 ng/kg bw/day
Nivalenol t-TDI =0,7 pg/kg bw/day
T-2/HT-2 Toxin t-TDI = 0,06 pg/kg bw/day

aus European Commission, Scientific Committee on Food, Opinion on Fusarium toxins Part 6, 2002

Die IARC (International Agency for Research on Cancer) ordnete DON in die Kategoerie 3
ein. Dies bedeutet, dass eine Karzinogenitét fiir Menschen nicht eindeutig nachweisbar ist.
Dariiber hinaus zeigt DON keine mutagene Wirkung im Ames Test. Teratogene Effekte sind
weder in Méusen, Ratten und Kaninchen, noch in Schweinen zu erkennen.

DON ist wie die meisten Mykotoxine sehr stabil und wird bei einem pH von 10 erst nach 60
Minuten bei 100 °C partiell abgebaut und nach 30 Minuten bei 120 °C vollstindig zerstort
(Wolf und Bullerman 1998). Mykotoxine konnen auch durch das Substrat stabilisiert werden.
Lauren und Smith (2001) zeigten, dass DON und NIV erst nach Behandlung mit einer
Bikarbonat-Losung und Erhitzung auf 80 °C oder 110 °C fiir 2 bis 12 Tage zwischen 60 %
und 100 % reduziert werden. Es besteht somit die Gefahr, dass DON bei der Herstellung von
Nahrungsmitteln erhalten bleibt und man das Toxin im Endprodukt findet. Sémtliche
Produkte, die Getreide als Ausgangssubstanz haben, sind betroffen. Beispiele hierfiir sind
Mehl (Schollenberger et al. 2002), Brot, Nudeln, Friihstiickscerealien, Kindernahrung (
Schollenberger et al. 1999, Martins und Martins 2001) Malz (Schwarz 2001) und Bier
(Niessen et al. 1991, Odhav and Naicker 2002, Molto et al. 2000, Vanne und Haikara 2001).

12
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1.4. Biosynthese der Trichothecene

farnesyl pyrophosphate
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Abbildung 5: Biosyntheseweg der Trichothecene in Fusarium-Arten.
(modifiziert aus Desjardins et al. 1993)

Die Biosynthese der Trichothecene beginnt beim Trichodien, das bei Trichtothecium roseum
entdeckt wurde. In weiteren Untersuchungen wurde der komplexe Biosyntheseweg, der eine
Abfolge von Oxygenierungen, Isomerisierungen, Zyklisierungen und Veresterungen darstellt,
zum Teil aufgeklart (Zamir et al. 1991, Desjardins et al. 1993, Trapp et al. 1998, Zamir et al.
1999). Trichodien wird durch die Trichodien-Synthase (Tri5) aus Farnesylpyrophosphat
gebildet. Das Gen, das fiir die Trichodien-Synthase kodiert (Tox5), wurde in F.
sporotrichoides und Gibberella pulicaris kloniert (Hohn und Beremand 1989) und
charakterisiert (Desjardins et al. 1993, Proctor et al. 1995). Ein Cytochrom P450 dhnliches
Protein katalysiert den ersten Oxygenierungsschitt. Das dazugehoérige Gen wird als Tri4
bezeichnet und wird in die als CYP 58 bezeichnete Cytochrom P450 — Familie eingeordnet.
Das Tril1-Gen kodiert fiir eine Cytochrom P-450 Monooxygenase, die fiir die CI15-

13



Einleitung

Hydroxylierung benotigt wird (Alexander et al. 1998). Bei Mutanten, denen dieses Enzym
fehlt, akkumulieren die Molekiile, die zuvor im Biosyntheseweg auftauchen bis hin zum
Isotrichodermin (McCormick und Hohn 1997). Das Acetyltransferase-Gen Tri3 wurde aus F.
sporotrichoides kloniert, und das entsprechende Enzym ermoglicht die Umwandlung von 15-
Decalonectrin zu Calonectrin (McCormick et al. 1996). Dieser Schritt fithrt zur weiteren
Biosynthese von T-2 Toxin. Die Synthese von Deoxynivalenol zweigt hier ab. Die
Trichothecene konnen neben der Einteilung in A- und B-Gruppen auch auf eine andere Weise
eingeteilt werden. Hierbei wird zwischen zweifach oxygenierten Trichdiolen, den d-Typen
und dreifach oxygenierten, den t-Typen unterschieden (Kimura et al. 1998). Der t-Typ erfasst
sowohl die A-, als auch die B-Gruppe. Entscheidend fiir die Vertreter des t-Types ist die
Einfiihrung einer O-Acetyl-Gruppe an C-3, die zur Resistenz der Organismen gegeniiber den
Toxinen und damit zu einem Selbstschutz fiihrt (Kimura et al 1998). Das entsprechende Gen
wird als Tri101 bezeichnet. Ein weiteres Gen, Tril2, kodiert fiir eine Trichothecen Efflux-
Pumpe bei F. sporotrichoides (Alexander et al. 1999). Bei F. graminearum wurde ein
identisches Gen entdeckt, Tril02, das den Transport von Trichothecenen aus den Zellen
ermoOglicht (Wuchiyama et al. 2000). Bei dieser Art konnte auch ein Transkriptionsaktivator
der Trichothecen-Biosynthese identifiziert werden. Das Protein Tri6 besitzt Zink-Finger-
Doménen und bindet an verschiedene Promotoregionen, unter anderem an drei Stellen des
Tri5-Promotors (Hohn et al. 1999, Matsumoto et al. 1999). Ein weiteres regulatorisches Gen
ist Tril0, das die Expression von Tri4, Tri5, Tri6 und Tril01 beeinflusst (Tag et al. 2001). Es
besteht eine regulatorische Schleife zwischen Tri6 und Tril0, wobei Tril0 die Expression von
Tri6 positiv beeinflusst und Tri6 die Transkription von Tri10 herunterreguliert.

Neueste Untersuchungen kldrten die Rolle des Tri8-Gens auf. Das Gen kodiert fiir eine
Trichothecen C-3 Esterase, die die C-3-Gruppe deacetyliert. Da eine freie C-3-Gruppe ein
entscheidender Faktor flir die Toxizitdt darstellt, wird die Esterase als ein wichtiger
Toxizitdtsfaktor gesehen. Bei Zerstérung des Tri8-Gens akkumulieren C-3-acetylierte
Verbindungen wie z.B. 3,15-Diacetyldeoxynivalenol und Calconectrin bei F. graminearum —
Stimmen und 3-Acetyl-T-2-Toxin bei F. sporotrichoides (McCormick und Alexander 2002).
F. graminearum kann in zwei Chemotypen eingeteilt werden, die entweder Deoxynivalenol
oder Nivalenol (NIV) bilden koénnen (Ichinoe ef al. 1983). Um den Unterschied des
jeweiligen Biosynthesewegs zu untersuchen, wurden von Lee et al. (2002) verschiedene
Stimme molekularbiologisch untersucht. Zwei Gene, Tril3 und Tri7 spielen eine grosse
Rolle. Ist das Tril3—Gen deletiert, so wird DON anstatt NIV gebildet. Mit Tri7 sind &hnliche

Beobachtungen zu machen. Tril3 und Tri7 werden bendtigt fiir die Oxygenierung und
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Acetylierung am C-4-Atom bei der Synthese von NIV. Tril3 stellt den Schalter dar, der
zwischen DON — und NIV-Bildung unterscheidet, Tri7 ist verantwortlich flir weitere
Modifikation im Biosyntheseweg von NIV.

Die Gene Tri3, Tri4, TriS5, Tri6, Tri7, Tri8, Trill, Tril2 und Tril3 liegen als Cluster im
Genom vor (Hohn ef al. 1993, Keller und Hohn 1997, Brown et al. 2001). Weitere Gene in
dem Cluster sind Tri9, Tril0, die jedoch fiir noch nicht identifizierte hypothetische Proteine
kodieren (Lee ef al. 2001). Tril01 liegt nicht in diesem Cluster und muss eine unabhéngige

Herkunft haben, die noch nicht geklért ist (Kimura ez al. 1998).

1.5.Gushing

Neben des Risikos einer Bildung von Mykotoxinen, werden Fusarium-Arten auch im
Zusammenhang mit Gushing bei Bier genannt (Amaha et al. 1973, Gjertsen et al. 1965,
Niessen et al. 1991).

Unter Gushing versteht man das spontane Uberschiumen von Bier, was auch als
,,Wildwerden des Bieres* bezeichnet wird. Beim Offnen einer Flasche Bier entweicht dabei
plotzlich Kohlensédure. Dies wird begleitet von starker Schaumbildung und es kommt zu einer
unterschiedlich starken Entleerung der Flasche. Dieses Phdnomen tritt unregelmaissig auf. Zu
Gushingpromotoren zdhlen Kalziumoxalatkristalle, Metallionen, Flaschenreinigungsmittel
und Schimmelpilzbefall des Malzes (Amaha et al. 1973, Gjertsen et al. 1965, Niessen et al.
1991). Gushing kann anhand der Entstehungsgriinde in zwei Gruppen eingeteilt werden
(Gjertsen 1967). Primdres Gushing wird im Zusammenhang mit verminderter Qualitit des
Rohstoffes Malz genannt. Bei dem sekunddren Gushing handelt es sich um technologische
Fehler wihrend des Brauprozesses oder des Verpackungsvorganges. Schimmelpilzbefall von
Malz ist wahrscheinlich der auslosende Faktor fiir primires Gushing (Amaha 1973,
Kitabatake 1978, Beck et al. 1991, Hernandez et al. 2000). Neuere Untersuchungen weisen
darauf hin, dass kleine hyprophobe Proteine, sogennante Hydrophobine, die von Pilzen
gebildet werden, Ausloser von Gushing sein konnten (Kleemola et al. 2001, Hippeli und
Elstner 2002). Die Untersuchung der Gushingneigung der Rohprodukte bzw. von Rohfrucht,
Malz und Wiirze kann anhand eines Tests bestimmt werden (Donhauser et al. 1990). Das
Testsystem beruht auf einer Messung des Uberschiumvolumens eines karbonisierten
Malzauszuges. Mit Variationen der Methode kdnnen auch Rohfrucht, Wiirze und Lagerbiere
untersucht werden. Die Proben werden dann je nach ihrer Gushingneigung in stabil, labil und

instabil eingeteilt.
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1.6. Detektion von Fusarium-Arten mit molekularbiologischen Methoden

Die mikrobiologische Detektion von Fusarium-Arten ist nicht immer ausreichend genau bzw.
praktikabel fiir die jeweils zu treffenden Aussagen. Neben dem Nachteil des Zeitaufwandes
durch die Kultivierung, kann das Néhrmedium das Ergebnis dadurch beeinflussen, dass
bestimmte Stimme bevorzugt wachsen konnen. Die Identifizierung erfolgt danach iiber eine
optische Beurteilung, die sich auf morphologische Merkmale z.B. der Kolonie und der
Konidien stiitzt. Diese Methode kann verlédsslich nur von erfahrenen Personen durchgefiihrt
werden. Aufgrund dieser Nachteile wurde nach alternativen Detektionsmdglichkeiten gesucht.
Als geeignet hierfiir erwiesen sich immunologische und DNA-gestiitzte Methoden (Nicholson
2001). Die molekulardiagnostische Analyse von Mikroorganismen in klinischen Proben
(Tang et al. 1997, Karch et al. 1995) und in Lebensmitteln (Candrian 1995) wird schon seit
einiger Zeit angewandt.

Eine Moglichkeit stellen Hybridisierungen mit sequenzspezifischen DNA-Sonden dar, die
jedoch fiir die Detektion von pilzlicher DNA aus Pflanzenmaterial zu wenig sensitiv sind
(Nicholson 2001). Bessere Ergebnisse erzielen bei dieser Zielsetzung PCR-Verfahren. Durch
die Auswahl geeigneter Primer-Paare wurden verschiedenste PCR-Protokolle entwickelt, z.B.
zur Detektion von F. culmorum (Schilling et al. 1996), F. poae (Parry und Nicholson 1996)
und F. graminearum (Niessen und Vogel 1997). Dariliber hinaus wurde ein Protokoll
entwickelt zur Detektion der Gruppe der trichothecenbildenden Fusarium-Arten (Niessen
und Vogel 1998). Dieser Nachweis beruht auf der Gensequenz der Trichodien-Synthase, des
ersten Enzyms im Biosyntheseweg von Trichothecenen.

Fiir die Detektion von Fusarium-Arten in klinischen Proben ist die PCR eine geeignete
Methode (Hue et al. 1999, Jaeger et al. 2000). Die Limitation einer herkémmlichen PCR liegt
in der fehlenden Moglichkeit der Quantifizierung der vorhandenen Menge an DNA. Aus
diesem Grund werden verstéirkt quantitative PCR-Verfahren entwickelt. Eine Moglichkeit ist
die kompetitive PCR. Bei Untersuchungen zur Resistenz der Wirtspflanzen und der Rolle von
Mykotoxinen bei der Virulenz wurde diese Methode zur Bestimmung von F. culmorum und
F. graminearum eingesetzt (Nicholson 2001, Nicholson et al. 1998). Die Effiziens von
Fungiziden wurde durch die quantitiative Analyse von einigen Trichothecenbildenden
Fusarium-Stimmen untersucht (Edwards et al. 2001). Eine Echtzeit-Amplifikation und
Quantifizierung zur Bestimmung von Trichothecen-produzierenden Fusarium-Arten wurde
mit Hilfe der LightCycler™ Technologie (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
entwickelt (Schnerr et al. 2001).
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1.7. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, eine gesicherte Beurteilung der von Getreide ausgehenden Gefahrdung
durch dessen Befall mit Fusarium-Arten zu ermoglichen. Dabei sollten verschiedene
Strategien verfolgt und mehrere schnelle, einfache und sichere Methoden zur Detektion von
Fusarium-Arten auf Getreide entwickelt werden. Diese moglichst einfach anzuwendenden
Methoden sollten im Routinescreening von Getreide in den entsprechenden Industriebetrieben
einsetzbar sein. Préddestiniert fiir eine solche Zielsetzung sind Methoden, die sich auf
Sequenzunterschiede der DNA bei verschiedenen Arten stiitzen. Die Methoden sollten als
Alternative zu herkommlichen langwierigen und/oder ungenauen Methoden eingesetzt
werden konnen. Die Entwicklung DNA-gestiitzter Detektionsmethoden fiir Fusarium-Arten
sollte dazu beitragen, den Befallsstatus und die Befallsgeschichte des Getreides untersuchen
zu konnen.

Die Methoden sollten jeweils auf ihre Sensitivitit und Spezifitit {iiberpriift und an
Getreideproben unterschiedlichster Art getestet werden. Die bei diesen Getreideproben
erhaltenen Ergebnisse sollten mit anderen vorhandenen Parametern verglichen werden, wie
z.B. Ergebnis des Gushingtestes bzw. Mykotoxingehalt.

Da die Untersuchung der Biosynthese der Mykotoxine und die darauf wirkenden
Einflussfaktoren ein sehr umfangreiches Themengebiet darstellt, ist es momentan sinnvoll,
zundchst das Risiko aufgrund der Befallsstirke mit Fusarium-Arten abzuschitzen. Um jedoch
in Zukunft bessere Aussagen iiber die Mykotoxinbildung machen zu kénnen, war ein weiteres
Ziel der Arbeit, auf molekularer Ebene Untersuchungen zur Trichothecenbildung
durchzufiihren. Dabei sollte die Expression des Tri5-Gens im Vergleich mit der Toxinbildung
gemessen werden. Eine entsprechende Methode sollte etabliert werden und diese bei
Versuchen mit verschiedenen Fusarium-Arten und verschiedenen Kultivierungsbedingungen
angewendet werden. Neben der Beobachtung des Einflusses verschiedener Faktoren auf die
Mykotoxinbildung, sollte ein Vergleich zwischen Genexpression und der tatsdchlichen

Bildung der Toxine gezogen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

2.1.1.1. HPLC

Tabelle 4: Gerite zur HPLC-Analytik

Art Bezeichnung Hersteller

Probengeber GINA 50 Gynkotek, Miinchen

Entgasung Degasser Gynkotek, Miinchen

Pumpe High Precision Pump Model 480 Gynkotek, Miinchen

Trennsdule LUNA 5u, C18(2), 250x4,6 mm phenomenex, Aschaffenburg

Sédulenofen Kiihlofen Modell K-5 Techlab GmbH, Erkerode

Detektion UV-Detektor UVD 320S Gynkotek, Miinchen
Spectrofluorometric Detector RF-551  Shimadzu GmbH, Duisburg

Auswertungssoftware Chromeleon Client Version 4.12A Build

2.1.1.2. Sonstige Geriite

Tabelle 5: Verwendete Gerite

Gerit Hersteller
Analysenwaage BP 210 S Sartorius AG, Gottingen
Autoklav 2540 ELV Systec GmbH, Wettenberg
Brutschrank UE 500 Memmert GmbH & Co.,
Schwabach
Elektrophorese-Kammer 12*¥14 cm MWG-Biotech AG, Ebersberg
Getreidestecher Probestecher nach Barth Glasblaserei d. VLSF, Berlin
Laborscheibenmiihle DLFU Biihler GmbH, Braunschweig
LightCycler™ Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim
Membran-Vakuumpumpe ME4 Vakuubrand GmbH & Co.,
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pH-Meter

Rapidcycler

Reinstwassersystem

Rotationsverdampfer

Sicherheitswerkbank
Spannungsquelle fiir
Elektrophorese

Thermocycler

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge

Ultraschallprozessor

UV-Transilluminator

Vibrationschiittler

Video Imaging System
Waagen

Wasserbad/Umwalzthermostat

Zentrifuge

Mikroprozessor 761

calimatic

RS 90-4/UF

Vacuumcontroller,

Laboport

VV 2000, WB 2000

Hera Safe
PPS 200-10

OmniGene
Mastercycler®Gradient

1K 15

Sigma 112

UP 200s

UVT 28 M
MS2 Minishaker

E.A.S.Y. Store, 429 K
SBA 52; SAC 63

MA 6 B
ZE2K

Wertheim
Knick GmbH & Co., Berlin

Idaho Technology Inc., Salt
Lake City, USA

SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH,
Barsbiittel

KNF Neuberger GmbH,
Freiburg

HEIDOLPH Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach

Heraeus, Hanau

MWG-Biotech AG, Ebersberg

Thermo Hybaid, Ulm
Eppendorf AG, Hamburg
Sigma Laborzentrifugen,
Osterode am Harz

B. Braun Biotech International
GmbH, Melsungen

dr. hielscher GmbH, Teltow
(Berlin)

Herolab GmbH, Wiesloch
IKA®-Werke GmbH & co. KG,
Staufen

Herolab GmbH, Wiesloch
Scaltec Instruments GmbH,
Gottingen

Lauda, Lauda-Kd6nigshofen
Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

2.1.2.1. Chemikalien

Aluminium Chlorid, Merck KGaA, Darmstadt
Ethylacetat, J.T.Baker
Chloroform, Merck KGaA, Darmstadt

Folgende Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, bezogen:
Acetonitril Chromasolv®, gradient grade fiir HPLC,

Methanol

Deoxynivalenol (DON)

3-Acetyl- Deoxynivalenol (3-AcDON)

15-O-Acetyl-4-Deoxynivalenol (15-O-AcDON)

Polyvinylpyrrolidon (PVP-40T)

Wasser fiir die Molekularbiologie

2.1.2.2. Stammlosungen

Lyse-Puffer fiir DNA-Extraktion

EDTA 20 mM
Tris 10 mM
Guanidin-HC1 500 mM
NaCl 250 mM
Triton X-100 1%
PVP 6 %
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PCR-Reaktionspuffer (10fach)

Tabelle 6: PCR-Reaktionsansatz

GaoA Tox5 /Optl8
Tris-HCI 100 mM 100 mM
KCl1 500 mM 500 mM
MgCl* 6 H,O |10 mM 20 mM
Glycerin 2,5% (vIv) 5%
DMSO 4% (v/v)
(NH4)2SO4 50 mM
pH 9,2 9,2

PCR-Reaktionspuffer fiir Rapidcycler (10fach)

Tabelle 7: Rapidcycler-PCR-Reaktionsansatz

Gao A Tox 5
TrisHCIpH 8,3 [500 mM 500 mM
BSA 2,5 mg/ml 2,5 mg/ml
Saccharose 20 % 20 %
MgCl, 30 mM 50 mM

Enzymdiluent fiir Rapidcycler-PCR

Tris (pH 8.,3) 10 mM
BSA 2,5 mg/ml

Stop-Puffer fiir Agarosegele

Bromphenolblau 0,25 %
Saccharose 40 % (W/v)
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100 bp-Leiter

fiir Endkonzentration von 0,5ug/10ul zu Stammlosung (Amersham Biosciences, Freiburg)

zugeben:
Stop-Puffer 200 pl
H,O 1700 pl

TBE-Puffer (10fach)

Tris 09M
Borsadure 09M
EDTA 0,2 mM
pH 8

4*SSC-Hybridisierungspuffer

NaCl 0,6 M
Na-Citrat-Dihydrat 0,06 M
pH 7

KiPO4 — Puffer

KH,PO,(0,5M) 13 ml
pH 7,4

2.1.2.3. Verwendete Kulturmedien

GYEP-Variationen (nach Ueno)

D(+)-Glucose 10gbzw. 2,5 ¢
Pepton aus Casein 1 g
Hefeextrakt lg
H,Odest 11
pH 6,6
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Malzextrakt-Medium

Malzextrakt 20g
Pepton aus Sojabohnenmehl 2 g
H,Odest ad 1'1
Agar I5g
pH 5,6

Reismehlmedium (modifiziert nach Misra)

Reismehl (Naturreis) 40 ¢g
D(+)-Glucose 30g
Hefeextrakt lg
H,Odest 11
Herstellung:

Reismehl in 500 ml H,Odest 15 Minuten kochen.

Den entstandenen Brei 15 Minuten bei 8000 U/Min zentrifugieren.

Zentrifugat sammeln, Riickstand aufschlammen und erneut zentrifugieren.

Zentrifugate vereinigen, die restlichen Komponenten zugeben und auf 1 1 Gesamtvolumen

auffullen.
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2.1.3. Untersuchungsmaterial

Tabelle 8: Verwendete Getreideproben

Probenart Anzahl Beschreibung
Kontrollweizen |1 Keine Kontamination
mit Fusarium
Versuchsweizen | 100 Mit Fusarium-Arten  Befallsdaten
kontaminiert (Menge und Art)
vorhanden
Weizen 141 Natiirlich DON/ZEA-Daten  DON 0 — 32,4 mg/kg
kontaminiert
Versuchsweizen |21 Kinstlich Befallsdaten DON 0,3-11,8
kontaminiert (Menge) vorhanden mg/kg;
bis 82 % Befall
Mais 9 Natiirlich DON/ZEA
kontaminiert
Malz 41 Industrieproben DON
Getreide 27 Aus Miihle
Getreide 135 Industrieprobe
Malze 112 Gushingproben 60 Gerstenmalz Uberschdumvolumen
52 Weizenmalz von 0 ml — 233 ml
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2.1.4. Oligonukleotidsequenzen

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz

GaoA-V2 (Niessen 1997)
GaoA-R2 (Niessen 1997)

GaoA-V2-Dig
GaoA-R2-Dig

GaoA Sonde Bio (Niessen
1998)

Tox5-1 (Niessen 1998)
Tox5-2 (Niessen 1998)

Opt18 F (Schilling 1996)
Optl8 R (Schilling 1996)

SDA-S1 v
SDA-S2 r
SDA-B2r

Bt2 a (Glass 1995, Doohan
1999)
Bt2 b (Glass 1995, Doohan
1999)

HaTri F (Edwards 2001)
HaTri R (Edwards 2001)

5’-AGG GAC AAT AAG TGC AGA C-37
5’-ACT GTG CAC TGT CGC AAG TG-3’

5’-DIG-AGG GAC AAT AAG TGC AGA C-3°
5’-DIG-ACT GTG CAC TGT CGC AAG TG-3"

Bio-5-GGC CAA ATA ATC ACC GAC AAC CTA-3"-Bio

5’-GCT GCT CAT CAC TTT GCT CAG-3’
5’-CTG ATC TGG TCA CGC TCA TC-3’

5’-GAT GCC AGA CCA AGA CGA AG-3’
5’-GAT GCC AGA CGC ACT AAG AT-3’

5-GCA TTA TAG TAC CTG TCT CTC GAG AAA CAATYG TTG GCA T-3’
5-TTG AAT AGT CGG TTA CTT CTC GAG TGC TRT CAT CCA AAA-3’

5’-CCT GCT CTC (GT)TC C-3’

5’-GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC-3"

5’-ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3’

5’- CAG ATG GAG AAC TGG ATG GT-3’

5’- GCA CAA GTG CCA CGT GAC-3’
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2.1.5. Mikroorganismen

Folgende Fusarium-Stimme wurden in der Arbeit verwendet.

Tabelle 10: Verwendete Mikroorganismen

Stamm Bezeichnung

Fusarium culmorum TMW 4.0748
Fusarium culmorum TMW 4.0747
Fusarium culmorum TMW 4.0754
Fusarium culmorum TMW 4.0193
Fusarium culmorum TMW 4.0302
Fusarium graminearum TMW 4.0177
Fusarium graminearum TMW 4.0169
Fusarium graminearum TMW 4.0185
Fusarium graminearum TMW 4.0131
Fusarium graminearum TMW 4.0122
Fusarium graminearum DSM 4529

Fusarium graminearum DSM 4527

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Gewebekulturen, Braunschweig
TMW: Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Technische Mikrobiologie der TU Miinchen, Freising-
Weihenstephan
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2.1.6. Verwendete DNA-Isolate

Zum Testen der Spezifiit von PCR-Protokollen wurde gereinigte DNA aus Kulturen

folgender Organismen eingesetzt.

Tabelle 11: DNA-Isolate

Stamm Bezeichnung
Fusarium graminearum DSM 4527
Fusarium culmorum DSM 62191
Fusarium cerealis CBS 589.93
Fusarium crookwellense CBS 623.85
Fusarium heterosporum DSM 62331
Fusarium lunulosporum CBS 636.76
Fusarium reticulatum DSM 62395
Fusarium robustum CBS 637.76
Fusarium sambucinum v.s. DSM 62186
Fusarium sulphureum DSM 64233
Fusarium trichothecoides CBS 136.73
Fusarium tumidum CBS 486.76
Fusarium venenatum CBS 458.93
Fusarium poae DSM 63276
Fusarium sporotrichoides CBS 412.86
Fusarium camptoceras CBS 193.65
Fusarium equiseti CBS 466.92
Fusarium scirpi CBS 448.84
Fusarium dlamini CBS 672.94
Beltraniella portocicensis

Hypomyces rosellus CBS 521.81
Drechslera teres CBS 378.59
Gliocephalotrichum n.spec. NRRL 2993
Mucor mucedo DSM 809
Stachybotrys chartarum CBS 329.37
Microdochium nivale var.nivale A 6
Trichoderma virens CBS 344 .47
Penicillium expansum DSM 62841

Triticum monococcum
Triticum

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Niederlande
DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Gewebekulturen, Braunschweig

NRRL: ARS Culture Collection, Northern Regional Research Laboratory, U.S. Department of
Agriculture, Peoria, Illinois, USA
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2.2. Methoden

2.2.1. Extraktionsverfahren fiir Pilz-DNA aus Getreide- und Malzproben

2.2.1.1. Optimierung des Verfahrens

Die Getreideproben wurden mit einer Laborscheibenmiihle DLFU (offiziell von EBC und
MEBAK anerkannte Miihle) gemahlen. In wenigen Fille wurden sie ungemahlen eingesetzt.
Malzproben wurden immer gemahlen. Das Probenvolumen fiir die Extraktion betrug in der
Regel 20 g. Bei abweichendem Probenvolumen wurden die Reaktionsvolumina entsprechend
angepasst.

Zur Lyse der DNA wurden 25 ml Lysepufferstammlosung mit 55 ml ddH,O verdiinnt und mit
dem Probenmaterial vermischt. Danach erfolgte eine einminiitige Ultraschallbehandlung mit
maximaler Amplitude mit einer UP 200s Ultraschallsonde. Nach dem Sedimentieren der
Proben wurden 800 pl vom Uberstand abgenommen und mit 400 ul eiskaltem Ethanol
vermischt. Die Losung wurde in zwei Schritten auf die Extraktionssdulen des "High Pure
Template Preparation Kit® (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) zentrifugiert. Die
Extraktion wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Elution der
DNA erfolgte in zwei Schritten mit je 100 pl des auf 72 °C erwdarmten Elutionspuffers. Fiir

Zeitrdume von wenigen Wochen wurde die DNA bei 4° C gelagert, dariiber hinaus bei -20 °C.

2.2.1.2. Reproduzierbarkeit der Extraktionsmethode

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu testen, wurde aus zwei verschiedenen
Weizenproben, die natiirlicherweise mit Fusarium-Arten kontaminiert waren, sechsmal
unabhingig voneinander DNA extrahiert. Die DNA wurde im LightCylcer™ amplifiziert und
quantifiziert. Aus den DNA-Mengen wurde die Standardabweichung zwischen den

Einzelextraktionen der jeweiligen Weizenprobe berechnet.

2.2.2. Versuche zur Probenahme

Als Modell wurde ein Getreidesack (50 kg) verwendet. Bei dem Getreide handelte es sich um
Gerste, die mit F.culmorum-Stammen feldinfiziert wurde. Sie wurde von der Bundesanstalt

fiir Saatgutforschung in Griinbach zur Verfiigung gestellt. Es wurden mehrfach mit einem
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Probenstecher fiinf Proben mit je 200 g an verschiedenen Stellen gezogen. Fiir die DNA-
Extraktion wurden 20 g weiterverwendet. Als zusitzliche Probe wurde ein Gemisch der

Einzelproben hergestellt. Die DNA wurde im LightCycler™ amplifiziert und quantifiziert.

2.2.3. PCR-Protokolle

2.2.3.1. Einzel-PCR- Protokolle

Es wurden PCR-Programme verwendet, die die Bestimmung von F. graminearum (GaoA), F.

culmorum (Opt 18) und der Gruppe der Trichothecenbildner (Tox5) ermoglichten.

Tabelle 12: PCR-Reaktionsansatz fiir 25 pl-Volumen

Konzentration Volumen

10fach Reaktionspuffer I x 2,5 ul
dNTP 10 mM 0,25 nl
Primer (50 mM) 5mM 0,25 nl
rTag-Polymerase (5000 U/ml, 125U 0,25 ul
amersham Biosciences, Freiburg)

Wasser fiir die Molekularbiologie 20,5 ul
DNA-template 1 ul

Die PCR-Reaktionen wurden in PCR-Reaktionsgefdssen (0,2 ml) in einem Eppendorf

Mastercycler*Gradient Thermocycler mit folgenden Temperaturprogrammen durchgefiihrt.
4 Minuten 94°C

20 Sekunden 94 °C )
20 Sekunden 56 ° C (Gao A)
63 °C (Opt 18) >_ 40 Zyklen
65°C (Tox5)
30 Sekunden 72°C

5 Minuten 72°C
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2.2.3.2. Triplex-PCR

Zur gleichzeitigen Detektion von F. graminearum (GaoA), F. culmorum (Opt 18) und der
Gruppe der Trichothecenbildner (Tox5) wurde durch Kombination der Primer-Paare eine

Triplex-PCR entwickelt.

Tabelle 13: PCR-Reaktionsansatz fiir Triplex-PCR

Volumen
10fach Reaktionspuffer 2,5 ul
dNTP (10 mM) 0,25 pul
Primer GaoA V2/R2 (50 mM) 0,34 ul
Primer Opt 18 V/R (50 mM) 0,093 ul
Primer Tox5-1/5-2 (50 mM) 0,12 pul

rTag-Polymerase (5000 U/ml) 0,25 pul
Wasser fiir die Molekularbiologie 19,7 pl
DNA-template I ul

Die PCR-Reaktion wurde in PCR-Reaktionsgefdassen (0,2 ml) in einem OmniGene

Thermocycler mit folgendem Temperaturprogramm durchgefiihrt.

4 Minuten 94°C

1 Minute 94°C

2 Minuten 64,5 °© C 5 Zyklen
3 Minuten 72°C

1 Minute 94°C

30 Sekunden 64,5°C 30 Zyklen
1 Minute 72°C

5 Minuten 72°C
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2.2.3.3. Rapidcycler-PCR

Fiir den Einsatz im Rapidcycler wurden Protokolle eingesetzt fiir die Detektion von F.
graminearum und die Gruppe der Trichothecenbildendner.

Die Reaktionsansdtze wurden in Eppendorf-Reaktionsgefdssen angesetzt und dann in
Glaskapillaren (10 pl fiir Rapidcycler, Hirschmann Instruments GmbH, Neuried) aufgezogen

und versiegelt.

Tabelle 14: PCR-Reaktionsansatz Rapidcycler fiir 10 pl

Volumen
10fach Reaktionspuffer I ul
dNTP (10 mM) 1 ul
Primer (5 mM) 1 pul
rTaqg-Polymerase (0,4 U/ul) 1 ul

Wasser fiir die Molekularbiologie 4 pl
DNA-template I ul

Die Polymerase wurde vor dem Einsatz in den Mastermix mit dem Enzymdiluenten verdiinnt.
Hierfiir wurden 11,5 Teile Diluent mit 1 Teil Taq-Polymerase vermischt.
Folgende Temperaturprotokolle wurden verwendet.

15 Sekunden 94°C

0 Sekunden 95°C

5 Sekunden 54°C (Gao A) 35 Zyklen
63°C (Tox5)

30 Sekunden  72°C

59 Sekunden 30°C

Programmeinstellung: slope: 9,9
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2.2.3.4. PCR-Protokoll zur Detektion von F. graminearum mit markierten
Primern

Zur Detektion von F. graminearum anhand von DNA Detection Test Strips'* muss das PCR-
Produkt wihrend der PCR wahlweise mit Digoxigenin oder mit Biotin markiert werden. In
der vorliegenden Arbeit wurde Digoxigenin verwendet. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte
wie in Kapitel 2.2.2.1. beschrieben. Abweichend davon wurden Digoxigenin-markierte

GaoA-Primer verwendet.

2.2.4. Detektion von PCR-Produkten im Agarosegel

Zur Uberpriifung der PCR-Produkte im Agarosegel wurden 10 ul des PCR-Ansatzes mit 2 pl
Stop-Puffer gemischt und auf 1,3 % bzw. 2 %ige Agarosegele aufgetragen.

Die Agarosegele wurden mit 0,5fachem TBE-Puffer angesetzt, der auch als Laufpuffer diente.
Die Elektrophorese lief 90 Minuten bei 3,6 V/cm. Die DNA wurde danach mit
Ethidiumbromid (1 pg/ml) gefarbt. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit einem Video
Imaging System (Herolab, Wiesloch), die Bildverarbeitung mit Photoshop D1-4.0.1. (Adobe)
bzw. mit Photo Draw 2000 (Microsoft).

2.2.5. Detektion von PCR-Produkten mittels DNA Detection Test Strips™

Die Detektionsmethode fiir PCR-Produkte mit DNA Detection Test Strips™ (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) wurde anhand des PCR-Systems fiir F. graminearum
durchgefiihrt. Eine Voraussetzung ist die vorangehende Markierung des PCR-Produktes
wihrend der PCR, in diesem Fall mit Digoxigenin (Kapitel 2.2.3.4.). Anschliessend erfolgt
eine Hybridisierung mit einer sequenzspezifischen Sonde, die mit Biotin verbunden ist. Die
‘GaoA Sonde Bio' (50 pumol 1) (Niessen et al. 1998) wurde zuvor zehnfach mit 4*SSC-
Puffer verdiinnt. Anschliefend wurden 9 pl der PCR-Losung mit 1 pl der Sondenldsung
vermischt. Nach einem Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 5 Minuten, wurden die Proben fiir
5 Minuten auf FEis gestellt. Darauf folgend wurden 5 pl des Ansatzes auf den dafiir
vorgesehenen Bereich des Test Strips'™ gegeben. Der Test Strip' ™ wurde entsprechend den

Herstellerangaben fiinf Sekunden in den dafiir vorgesehenen Chromatographie-Puffer gestellt
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und entwickelt. Die Dokumentation erfolgte mit einem Video Imaging System (Herolab,
Wiesloch), die Bildverarbeitung mit Photoshop D1-4.0.1. (Adobe) bzw. mit Photo Draw 2000
(Microsoft).

2.2.6. Strand Displacement Amplification (SDA)

Es wurden mehrere Amplifikationssysteme mit unterschiedlichen Enzymen und
Pufferzusammmensetzungen untersucht. Die zwei verwendeten Primer-Paare S1/S2 und
Tox5-1/B2 wurden vor der eigentlichen Versuchsdurchfiihrung getrennt voneinander in einer
PCR auf ihre Funktionsfiahigkeit getestet. Die Auswertung erfolgte in einem 2%igen

Agarosegel mit anschlieBender Farbung mit Ethidiumbromid (siche 2.2.4.).

Tabelle 15: Verwendete SDA-Puffer

Klenow- | Puffer |Puffer Puffer Puffer |NEB ThermoPol*
Puffer |I 11 I 1A% II*
Tris-HCI 10 mM 1I0mM |20 mM
MgCl, 5 mM 5mM 50 mM 10 mM
MgSO4 2 mM
Dithiothreitol | 7,5 mM 1 mM
BSA 20 pg/ml 1 mg/ml
KCl 40 mM |40 mM 10 mM
Glycerin 5% 5% 5%
DMSO 3% 3% 3%
NaCl 50 mM
(NH4)2S04 10 mM
Triton X-100 0,1 %
KiPOy4 0,05 M

* vom Hersteller (New England Biolabs, Inc.) mitgelieferte und empfohlene Puffer
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2.2.6.1. Reaktionsansatz 1 mit Ava I und exo-Klenow-Fragment

Klenow-Puffer

dATPaS

dTTP, dGTP, dCTP
primer SDA-S1 v
primer SDA-S2 r
primer Tox 5-1

primer SDA-B2 r

H,O
Versuchsdurchfiihrung:
— 4 Minuten 94 °C
— 4 Minuten 37 °C
Zugabe von:

exo -Klenow Fragment
Aval

Amplifikation bei:

— 15 Minuten 37 °C
— 5 Minuten 95°C

je

auf

I x

1,4 mM

0,2 mM

0,5 uM

0,5 uM

0,05 uM

0,05 uM

50 pl auffiillen

5U
30/l
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2.2.6.2. Reaktionsansatz 2 mit BsoB1 und Bst “-Polymerase

Puffer 1 Ix

dATPaS 1,4 mM

dTTP, dGTP, dCTP je 0,2 mM
primer SDA-S1 v 0,4 uM
primer SDA-S2 r 0,4 uM
primer Tox 5-1 0,08 uM
primer SDA-B2 r 0,08 uM

H,O auf 40 pl auffiillen
Versuchsdurchfiihrung:

— 2 Minuten 95 °C
— 5 Minuten 61 °C

Zugabe von:

exo - Bst-Polymerase 8U
BsoB1 10U
NEB II Puffer 0,2 pl
ThermoPol Puffer 0,6 ul
H,O 7,2 ul
Amplifikation bei:

— 30 Minuten 61 °C
— 2 Minuten 95 °C

2.2.6.3. Variationen der Puffersysteme ausgehend vom 2. Reaktionsansatz

Tabelle 16: Puffervariationen

2.Reaktionsansatz | Variation 1 Variation 2
Puffer I Puffer II Puffer IV
NEB II Puffer NEB II Puffer NEB II Puffer
ThermoPol Puffer |Puffer III Puffer 111

Dariiber hinaus wurden verschiedene Konzentrationsstufen von Glycerol (0- 20 %) bzw.

DMSO ( 0- 20 %) getestet.
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2.2.6.4. Variation der Inkubationszeiten und -temperaturen ausgehend vom
2. Reaktionsansatz

Die Amplifikation wurde innerhalb 30, 45 oder 60 Minuten durchgefiihrt. Zur Bestimmung
der optimalen Temperatur wurde eine Spanne von 60 — 65 ° C in unterschiedlichen Ansétzen

getestet.

2.2.7. Variation von Kultivierungsbedingungen zur Analyse der

Mykotoxinbildung und Genexpression

Um die Mykotoxinbildung und die Expression des Tri5-Gens zu untersuchen, wurden
verschiedene Fusarium-Arten bei unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen beobachtet.
Um geeignete Kandidaten fiir solche Untersuchungen zu finden, wurde zunichst ein

Screening von Stammen auf Mykotoxinproduktion durchgefiihrt.

2.2.7.1. Test von F. culmorum und F. graminearum auf Mykotoxinbildug

In der folgenden Tabelle 17 werden die verwendeten Stimme aufgefiihrt, die auf

Mykotoxinbildung untersucht wurden.

Tabelle 17: Verwendete Staimme zur Untersuchung auf Mykotoxinbildung

Stamm Bezeichnung

Fusarium culmorum TMW 4.0748
Fusarium culmorum TMW 4.0747
Fusarium culmorum TMW 4.0754
Fusarium culmorum TMW 4.0193
Fusarium culmorum TMW 4.0302
Fusarium graminearum TMW 4.0177
Fusarium graminearum TMW 4.0169
Fusarium graminearum TMW 4.0185
Fusarium graminearum TMW 4.0131
Fusarium graminearum TMW 4.0122
Fusarium graminearum DSM 4529

Fusarium graminearum DSM 4527

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Gewebekulturen, Braunschweig
TMW: Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Technische Mikrobiologie der TU Miinchen,
Freising-Weihenstephan
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2.2.7.2. Versuche zur Auswahl von geeigneten Kultivierungsmedien

Um geeignete Kulturmedien zu finden, die die Mykotoxinbildung bei Fusarium-Arten
fordern, wurden drei verschiedene Medien mit dem Stamm F. graminearum DSM 4527
getestet. Es wurden immer Fliissigmedien eingesetzt. Zum einen wurde GYEP-Medium mit
zwei unterschiedlichen Glucose- Konzentrationen (2,5 g/l; 10 g/l) eingesetzt, zum anderen ein
modifiziertes Reismehlmedium (Misra 1979). Die Inkubation der Pilze in den Medien erfolgte

im Dunkeln bei 15 °C und 28 °C.

2.2.7.3. Versuche zum Vergleich der Expression des Tri5S-Gens mit der
Mykotoxinbildung

Die Versuche wurden mit F. graminearum TMW 4.0122 und F. culmorum TMW 4.0754
durchgefiihrt. Die Kultivierung erfolgte in GYEP-Medium mit 2,5 oder 10 g/l Glucose im

Dunkeln. Die Temperatur variierte zwischen 10 °C und 28 °C.

Tabelle 18: Versuchsschema Mykotoxinbildung

F. graminearum TMW 4.0122
2,5 g/1 Glucose

15°C 28 °C
F. culmorum TMW 4.0754
2,5 g/1 Glucose

10 °C 28 °C
10 g/1 Glucose

28 °C

Im 24-Stunden-Rhythmus wurden Proben zur RNA- und Mykotoxin-Extraktion entnommen.

Die Versuchsdauer betrug zwischen 14 und 31 Tagen.
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2.2.8. Qualitative Analyse von Mykotoxinen mittels

Dlunnschichtchromatographie

Zur qualitativen Analyse der Mykotoxine Deoxynivalenol, 3-Acteyldeoxynivalenol und 15-0-

Acetyl- 4-Deoxynivalenol wurde Diinnschichtchromatographie eingesetzt.

2.2.8.1. Extraktion von Mykotoxinen aus Kulturiiberstand fiir die
Diinnschichtchromatographie

Es wurden 50 ml des Kulturiiberstandes mit 50 ml Ethylacetat versetzt und in einem
Scheidetrichter extrahiert. Die dabei entstehende organische Phase wurde in einem

Rotationsverdampfer bei 60 °C getrocknet und der Riickstand in 500 ul Methanol gelost.

2.2.8.2. Durchfiihrung der Diinnschichtchromatographie

Die zu untersuchenden Proben wurden neben den geeigneten Mykotoxinstandards
punktformig mit geeichten Glaskapillaren (Blaubrand) auf Kieselgelplatten 60 F»s4 (Merck,
Darmstadt) aufgetragen. Als Fliessmittel wurde Chloroform:Methanol 9:1 verwendet. Zur
Detektion wurde eine Aluminiumchloridlosung (1 g AICl; in 100 ml EtOH) aufgespriiht und
die Platte 30 Minuten bei 120 ° C getrocknet. Die hierbei entstehende Fluoreszens der

Trichothecene kann mit UV-Licht von 366 nm sichtbar gemacht werden.

2.2.9. Quantitative Analyse von Mykotoxinen mittels HPLC

2.2.9.1. Extraktion von Mykotoxinen aus Kulturiiberstand fiir die HPLC

Es wurden 50 ml des Kulturiiberstandes mit 50 ml Ethylacetat versetzt und in einem
Scheidetrichter extrahiert. Die dabei entstehende organische Phase wurde in einem
Rotationsverdampfer getrocknet und der Riickstand in 10 ml Acetonitril-Wasser-Gemisch
(84:16, v/v) gelost. Zur weiteren Reinigung der Probe wurden MycoSep-DON-Séulen (Coring
System Diagnostix GmbH, Gernsheim) verwendet. Es wurden 8 ml der Ldésung in die
bereitgestellten Reagenzgldser iiberfithrt und laut Anleitung vorsichtig durch die Sdulen
gedriickt. Vom Uberstand wurden 4 ml im Rotationsverdampfer bei 60°C eingeengt und
getrocknet. Der verbleibende Riickstand wurde zur Analyse in der HPLC in 1 ml Methanol
gelost.
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2.2.9.2. Durchfiihrung der HPLC-Analyse

Zur parallelen Detektion von DON, 3-AcDON und 15-O-AcDON wurde eine

Gradientenelution durchgefiihrt. Folgendes Programm wurde verwendet.

11 Min Wasser/Acetonitril, 90/10

Anstieg in 4 Min Wasser/Acetonitril, 75/25
20 Minuten Wasser/Acetonitril, 75/25
innerhalb 3 Min auf Wasser/Acetonitril, 90/10
7 Min spiilen mit Wasser/Acetonitril, 90/10

YV V V VYV V

Das Injektionsvolumen betrug 20 ul bei einer Flussrate von 1 ml/Min und einer Temperatur
von 20 °C. Es wurden die UV-Spektren bei 210 und 227 nm aufgenommen.
Zur quantitativen Auswertung wurden aus Mykotoxinstammldsungen (0,2 pg/ml)

Eichlosungen hergestellt, die Endkonzentrationen von 20-400 ng umfassten.

2.2.10. RNA-Extraktion aus Pilz-Myzel

Die RNA-Extraktion wurde unter Verwendung des RNA-Extraktionskit RNeasy™ Plant Mini
Kit (Qiagen GmbH, Hilden) durchgefiihrt. Soweit nicht anders im Text erwihnt, handelte es

sich bei allen Losungen und Puffern um die im Kit mitgelieferten.

2.2.10.1. Vorbereitung der Materialien/Losungen

Zur Vermeidung eines Abbau der RNA durch RNAsen miissen alle verwendeten Materialien
und Losungen vorbehandelt, bzw. RNAse-frei gekauft werden.
Folgende RNAse-freien Materialien wurden verwendet (peqlab GmbH, Erlangen):

o PCR reaction tubes 0,2 ml

o SafeGuard™ Filter Tips

o Multi™ SafeSeal Tubes 1,5 ml
Dariiber hinaus wurde ausschlieSlich RNAse/DNAse-freies Wasser (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf’) verwendet.

Morser, Pistille, Spatel und Loffel wurden iiber Nacht bei 200 °C gebacken.
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Die Arbeitsoberflichen wurden kurz vor Extraktionsbeginn mit einem RNAse
Dekontaminationsmittel (RNAse-Free; BioLogical™ Molecular Reagents, Continental
Laboratory Products) behandelt.

Fiir jede Probe wurde 1 ml RLT-Extraktionspuffer aus dem RNAeasy”"-Kit mit 10 pl B-

Mercaptoethanol versetzt.

2.2.10.2. Durchfiihrung der RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte aus Pilzmyzel, das in Fliissigmedium gewachsen war. Zunéchst
musste das Pilzmyzel von der Fliissigkeit getrennt werden. Dies erfolgte durch
abzentrifugieren und vorsichtiges Abschiitten des Uberstandes. Erfolgte die weitere
Verarbeitung nicht sofort, wurde das verbleibende Myzel bei —80°C eingefroren.

Das Myzel wurde in einen mit fliissigem Stickstoff gefiillten Morser liberfiihrt und bis zu
einer pulverformigen Konsistenz zerkleinert. Vier kleine Loffel dieses Pulvers wurden in den
vorgelegten RLT-Extraktionspuffer iiberfiihrt und gut gemischt.

450 pl wurden auf die QIAshredder-Saulen des RNAeasy™-Kit pipettiert und zwei Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig, ohne das Pellet zu zerstdren, in ein neues
Reaktionsgefdss tiberfiihrt. Nach Zugabe von 225 ul absoluten Ethanol wurde die Losung
durch Pipettieren vermischt und auf die RNeasy” mini spin column gegeben. Nach kurzem
Zentrifugieren (15 s) wurde die Sédule mit 700 pl Puffer RW1 gewaschen. Nach 15 s
Zentrifugieren wurde die Sdule in ein neues ‘collection tube’ gestellt. Der nédchste
Waschschritt wurde mit 500 pl des Puffers RPE durchgefiihrt. Wiederum wurde 15 s
zentrifugiert, nochmals 500ul RPE aufpippetiert und 2 Minuten zentrifugiert. In einem neuen
"collection tube’ wurde danach 1 Minute trocken zentrifugiert.

Die Elution erfolgte mit 20 ul RNAse-freiem Wasser. AnschlieBend wurde ein DNAse-
Verdau durchgefiihrt.

Die Lagerung der RNA-Proben erfolgte bei —20°C.

2.2.10.3. DNAse-Verdau von RNA-Proben

Der DNAse-Verdau wurde mit RQ1 RNAfree DNAse (Promega GmbH, Mannheim)
durchgefiihrt. Die RNA-Probe wurde mit 4 pl des beigefiigten Reaktionspuffers und 4 pl
DNAse versetzt. Nach einer 30miniitigen Inkubation bei 37 °C wurden 4 ul der Stoplésung
zugegeben. Nach 10 Minuten Wirkzeit bei 65 °C war die Reaktion abgeschlossen.
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2.2.11. Quantitative RT-PCR

2.2.11.1. Durchfiihrung der RT-Reaktion

Zum Umschreiben der RNA in c¢cDNA wurde die M-MLV Reverse Transkriptase
Punktmutante (RNAse H Minus; Promega GmbH, Mannheim) verwendet. Es wurden 1 pl der
RNA-Probe mit 1 pl Oligo(dT)15 primer (Stammlosung 500pg/ml, Promega GmbH,
Mannheim) und 12 pl H,O vermischt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei 70 °C,
wurde der Reaktionsmix 5 Minuten auf Eis gestellt.

Anschliessend wurden folgende Komponenten zupipettiert:

1,25 ul ANTP (10mM)

4,25 ul HO (RNAse-frei)

0,5 ul M-MLV-RT (100 U)

5 ul M-MLV-RT-Puffer

Die Reaktiontemperatur betrug 42 °C fiir eine Stunde. Zum Abschluss der Reaktion wurde die
Losung 15 Minuten auf 72 °C erwérmt.

Die Lagerung der Proben erfolgte bei —20°C.

2.2.11.2. Quantitative PCR

Die Amplifikation der RT-Produkte und deren Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des
LightCycler™- PCR-Systems (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim). Die PCR kann
hierbei in Echtzeit verfolgt werden. Die DNA-Menge wurde mit Hilfe -einer
Fluoreszensfarbstoffmessung, in diesem Fall SYBR®Green I, bestimmt.

Die Reaktionen wurden mit dem QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kit (Qiagen GmbH,
Hilden) durchgefiihrt.

Tabelle 19: Reaktionsansatz fiir LightCycler' " PCR

Volumen

2* QuantiTect Sybr“Green PCR Master Mix 10 pl
Primer Bt2 a, bzw. HaTri F (50 pmol/pl) 0,2 ul
Primer Bt2 b, bzw. HaTri R (50 pmol/ul) 0,2 ul
H,O 7,6 ul
RT-Produkt 2 ul
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Fiir die beiden Primer-Paare 'Bta’ und 'HaTri" konnte das identische PCR-Programm
verwendet werden. Die Reaktionen wurden in LightCylcer™-Kapillaren (Roche Molecular

Biochemicals, Mannheim) durchgefiihrt.

Tabelle 20: LightCycler ¥-Programm

Programm | Start Zyklen 1

Segment Temperatur °C | Zeit (s) |[Slope (°C/s) | Acquisition mode
1 95 900 20 None

Programm |PCR Zyklen 40

Segment Temperatur °C | Zeit (s) | Slope (°C/s) | Acquisition mode
1 94 15 20 None

2 55 25 20 None

3 72 15 20 Single
Programm | Schmelzkurve Zyklen 1

Segment Temperatur °C | Zeit (s) |Slope (°C/s) | Acquisition mode
1 95 0 20 None

2 65 10 20 None

3 95 0 0,1 Continuous
Programm | Ende Zyklen 1

Segment Temperatur °C | Zeit (s) |[Slope (°C/s) | Acquisition mode
1 40 10 20 None

Fiir die Quantifizierung wurde eine DNA-Verdiinnungsreihe von F. culmorum TMW 4.0754
bzw. F. graminearum TMW 4.0122 verwendet. Als Negativkontrolle diente das mitgelieferte
Wasser des Kits. Fiir die Auswertung wurde die LightCylcer™-Software Version 5.32
verwendet. Aus der Messung der Standard-DNA wurde eine Kalibrationskurve errechnet, mit
der die unbekannten DNA-Mengen berechnet werden konnten.

Einstellungen der Auswertesoftware:

Fluoreszenskanal F 1 (fir SYBR®Green I optimiert)

Quantifizierung: "Second Derivative Maximum'" mit "Arthmetic Baseline Adjustment’
Schmelzkurve: polynomiale Auswertung

Zur Identifizierung der PCR-Produkte wurde zunéchst eine Agarose-Gelelektrophorese

durchgefiihrt (siehe 2.2.4.), danach wurden die Schmelzkurven betrachtet.
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3. Ergebnisse
3.1. DNA-Extraktionsverfahren fiir Fusarium-Arten aus Getreide und Malz

3.1.1. Optimierung des DNA-Extraktionsverfahrens

Fiir eine vollstdndige Analyse des Schimmelpilzbefalls von Getreide oder Malz wurden die
Proben mit einer Laborscheibenmiihle gemahlen. Vor allem bei Untersuchungen mit
Malzproben konnten reproduzierbare Ergebnisse nur bei gemahlenen Proben erzielt werden.
Bei ungemahlenen Proben waren die Resultate von Extraktion zu Extraktion verschieden, so
dass keine verlédssliche Aussage getroffen werden konnte.

Das Extraktionsverfahren musste in verschiedenen Punkten optimiert werden. Die
Lysepuffer-Konzentration wurde angepasst. Eine Verdiinnung der Stammldsung (3,3fach) mit
der doppelten Menge Wasser war fiir eine erfolgreiche Extraktion ausreichend. Der Zusatz
von 50 % Ethanol zum Uberstand nach der Ultraschallbehandlung unterstiitzt die Extraktion
der DNA.

Der wichtigste Optimierungsschritt war der Zusatz einer Polyphenol-bindenden Substanz zum
Lysepuffer. Versuche mit verschiedenen Konzentrationen an Polyvinylpyrrolidon ergaben,

dass ein Zusatz von 6 % zum Lysepuffer ideal ist.

/ 658 bp

100 bp Leiter
1 relevantes Korn

155
158 j + PVP
160

Negativkontrolle

F. graminearum

F. graminearum

155

158 j - PVP
160

Negativkontrolle

Abbildung 6: Agarosegel mit PCR-Produkten einer Tox5-PCR. Malzproben wurden mit bzw.
ohne Zusatz von PVP zum Extraktionspuffer extrahiert. Bei einer Probe handelte es sich um
befallsfreien Kontrollweizen mit dem Zusatz eines relevanten Kornes. Negativkontrolle war
Wasser.
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Mit dem neu entwickelten Protokoll konnte DNA aus Malzproben reproduzierbar extrahiert
werden.

Abbildung 6 zeigt beispielhaft den Vergleich von PCR-Produkten von DNA aus Malzproben,
die mit einem Protokoll mit und ohne den oben erlduterten Verdnderungen extrahiert wurde.

Nur bei Zugabe von 6 % PVP kann ein deutliches Signal gesehen werden.

3.1.2. Reproduzierbarkeit des Extraktionsverfahrens

Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde anhand zweier Weizenproben untersucht, die mit
Fusarium-Arten unterschiedlich stark kontaminiert waren. Unabhingig voneinander wurde
aus jeweils sechs Aliquots die DNA extrahiert. Diese wurde im LigthCycler™ in einer
Doppelbestimmung quantifiziert. Der Mittelwert der ersten Weizenprobe ergab einen DNA-
Gehalt von 0,027 pg/kg. Die Standardabweichung betrug 14 %. Die DNA-Menge der zweiten
Probe lag bei 3,49 pg/kg mit einer Abweichung von 18 %.

3.2. Einsatz des Extraktionsverfahrens an Getreideproben

Das entwickelte DNA-Extraktionsverfahren wurde an rund 600 Getreideproben
unterschiedlicher Herkunft angewandt. Tabelle 21 zeigt einen kurzen Uberblick iiber die Art
der Proben. Neben natiirlich kontaminiertem Getreide, wurden auch kiinstlich infizierte
Proben getestet. Es wurde vorwiegend Weizen und Gerste untersucht, darunter 153
Malzproben. Als Negativkontrolle diente ein Weizen, der nach mikrobiologischer Analyse
nicht mit Fusarium-Arten und kaum mit anderen Pilzarten kontaminiert war.

Tabelle 21: Untersuchte Getreideproben zur Detektion von Fusarium-Arten

Probenart Anzahl Beschreibung

Kontrollweizen |1 Keine Kontamination mit Fusarium-Arten
Versuchsweizen |100 Mit Fusarium-Arten kontaminiert

Weizen 141 Natiirlich kontaminiert

Versuchsweizen |21 Kiinstlich kontaminiert

Mais 9 Natiirlich kontaminiert

Malz 41 Industrieproben, natiirlich kontaminiert
Getreide 27 Aus Miihle, natiirlich kontaminiert
Getreide 135 Industrieproben, natiirlich kontaminiert
Malze 112 Gushingproben
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3.3. Untersuchungen zur Probenahme in Getreide fiir die PCR-Analytik

Neben der Genauigkeit der analytischen Methoden zur Detektion von Pilzen in Getreide,
muss bestimmt werden, in wieweit die Probenahme des Getreides einen Einfluss auf das
Endresultat hat. Zur modellhaften Untersuchung dieser Fragestellung wurden 50 kg mit F.
culmorum feldinfizierter Gerste verwendet. Mit einem Probestecher wurden mehrfach 200 g

gestochen. Fiir die DNA-Extraktion wurden hieraus 20 g verwendet.

Tabelle 22: Ergebnisse der Probenahmeuntersuchung

Extraktion 1 Extraktion 2
DNA 1 (ug/kg) DNA 2 (ug/kg) Mittelwert Abweichung %

Probe

1 2213 1709 1961 13

2 1313 2039 1676 22

3 2001 2129 2065 3

4 1728 2566 2147 20

5 1991 1635 1813 10
Mischprobe 1967 1662 1815 8

Fiinf Proben wurden untersucht, von den Proben wurde eine Mischprobe hergestellt.
Die DNA wurde zweifach im LightCycler™ quantifiziert

In Tabelle 22 sind die Ergebnisse einer quantitativen Analyse der extrahierten DNA
dargestellt. Der Vergleich zwischen verschiedenen Extraktionen der gleichen Probe ergab
Abweichung von 3 — 20 %. Neben den fiinf Einzelproben wurde eine Mischprobe aus allen
Proben hergestellt. Diese Probe zeigte eine Abweichung von 6 bzw. 21 % zu den
Mittelwerten der Einzelproben. Die Werte der ersten Extraktion schwankten um 19 %, die der

zweiten um 18 %. Vergleicht man alle Proben miteinander, ergibt sich eine Variation um 17%

3.4. Entwicklung einer Triplex-PCR

Zur simultanen Bestimmung von F. graminearum, F. culmorum und der Gruppe der
Trichothecenbildner wurde ein Triplex-PCR-Protokoll entwickelt. Dabei wurden die drei
entsprechenden Primer-Paare in einem Ansatz vereinigt. Durch Optimierung des
Reaktionssystems und der Annealing-Temperatur in der PCR, konnten ausreichend sensitive

und spezifische Resultate erzielt werden.
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3.4.1. Sensitivitat der Triplex-PCR

AB C
: 100 bp Leiter
£ 1 pg/Ansatz
g 4*10°
g1 9%102
gt 2%107
gt 6%107
| 1*%107
i 4%10
- 9%107
' 2%10°
6%10°
Negativkontrolle

Abbildung 7: Triplex-PCR mit einer F. graminearum/F. culmorum DNA Verdiinnungsreihe.
Angegeben ist die Menge an DNA pro Reaktionsansatz. Negativkontrolle war DNAfreies
Wasser.

A: 450 bp: F. culmorum

B: 658 bp: Trichothecenbildende Fusarium-Arten

C: 898 bp: F. graminearum

Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse der Triplex-PCR, in die eine DNA-Verdiinnungsreihe von

F .graminearum und F. culmorum eingesetzt wurde. Die drei Banden fiir die Detektion von F.
graminearum, F. culmorum und die Gruppe der Trichothecenbildner sind deutlich
voneinander unterscheidbar. Die Negativkontrolle zeigte kein Signal. Es konnten bis zu 9 *10

 ng DNA in einem Ansatz nachgewiesen werden.
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3.4.2. Spezifitat der Triplex-PCR

Um die Spezifitdt der PCR zu iiberpriifen, wurden 19 Trichothecenbildende Fusarium-Arten
getestet. Erwartungsgemaiss ergaben alle ein positives PCR-Signal, wenn auch unterschiedlich
stark. Bei den Ansédtzen mit F. graminearum und F. culmorum konnten jeweils die Bande fiir
den gruppenspezifischen Nachweis, als auch das jeweilige art-spezifische Signal detektiert
werden. Bei den anderen Arten war nur die Bande fiir den gruppenspezifischen Nachweis zu

sehen.

100 bp Leiter

F. graminearum DSM 4527

F. culmorum DSM 62191

F. cerealis CBS 589.93

F. crookwellense CBS 623.85
F. heterosporum DSM 62331
F. lunulosporum CBS 636.76
F .reticulatum DSM 62395

F. robustum CBS 637.76

F. sambucinum v. s. DSM 62186
F. sulphureum DSM 64233

F. trichothecoides CBS 136.73
F. tumidum CBS 486.76

F. venenatum CBS 458.93

F. poae DSM 62376

F. sporotrichoides CBS 412.86
F. camptoceras CBS 193.65
F. equiseti CBS 466.92

F. scirpi CBS 448.84

F. dlamini MRC 3024
Negativkontrolle, H,O
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Abbildung 8: Triplex-PCR mit DNA-Isolaten verschiedener trichothecenbildender Fusarium-
Arten.

A: 450 bp: F. culmorum

B: 658 bp: Trichothecenbildende Fusarium-Arten

C: 898 bp: F. graminearum
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Um falsch positive Ergebnisse zu erkennen, wurde DNA verschiedener Pilze, Hefen,

Bakterien und Pflanzen in die Triplex-PCR eingesetzt. Abbildung 9 zeigt eine Auswahl

getesteter Organismen. Wie erwartet waren nur Signale fiir die Fusarium-Arten zu erkennen.

100 bp Leiter

F. graminearum DSM 4527

F. culmorum DSM 62191
Beltraniella portocicensis
Hypomyces rosellus CBS 521.81
Drechslera teres CBS 378.59
Gliocephalotrichum n. spec. NRRL 2993
Mucor mucedo DSM 809
Stachybotrys chartarum CBS 329.37
Microdochium nivale var. nivale A 6
Trichoderma virens CBS 344.47
Sommergerste Maren

Wintergerste

Triticum monococcum

Triticum

Penicillium expansum DSM 62841

Negativkontrolle, H,O

Abbildung 9: Triplex-PCR mit DNA-Isolaten verschiedener Pilze, Bakterien
Getreidepflanzen

A: 450 bp: F. culmorum

B: 658 bp: Trichothecenbildende Fusarium-Arten

C: 898 bp: F. graminearum
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3.4.3. Anwendung der Triplex-PCR in mit Fusarium—Arten
kontaminiertem Weizen

Es wurden 100 Weizenproben untersucht, fiir die mikrobiologische Befallsdaten vorhanden
waren. Die Resultate der PCR wurden mit diesen Daten verglichen. In Tabelle 23 sind die

Ergebnisse dargestellt.

Tabelle 23: Vergleich zwischen mikrobiologischer Analyse und PCR-Resultat

Detektion von Konformitit falsch negative | falsch positive
Mikrobiologie-PCR Resultate Resultate
Trichothecenbildende 92% 3% 5%
Fusarium - Arten
71% 23%* 6%
F. graminearum
F. culmorum 75% 10%* 14%

* 60% (F. graminearum) und 70% (F. culmorum) dieser Ergebnisse wurden in Proben
bestimmt, die geringer als 3 % mit Fusarium kontaminiert waren.

(die mikrobiologischen Daten wurden von Dipl.-Ing. Anne Suty (Bayer AG, Leverkusen) zur
Verfligung gestellt.)

Die Ubereinstimmung zwischen PCR-Signal und Befallsdaten war vor allem bei der
Detektion der Gruppe der Trichothecenbildner mit 92 % sehr hoch. Bei F. graminearum und
F. culmorum war die Konformitdt mit 71 % bzw. 75 % geringer. Allerdings handelte es sich
bei den falsch negativen Proben um solche, die eine Kontamination in weniger als drei

Prozent der Korner aufwiesen.
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3.4.4.Vergleich von PCR-Resultaten mit DON-Konzentrationen in Weizen

Fir den Vergleich von PCR-Signalen mit DON-Konzentrationen wurde aus 147

Weizenproben DNA extrahiert und in einer Triplex-PCR untersucht.

—
()
=
Q
-l
o
e
(=
o
-

211 ppb DON
Positivkontrolle
Negativkontrolle

M BB 898 bp
- - — N - 450bp

Zunahme der DON-Konzentration

Abbildung 10: Triplex-PCR mit DON-kontaminiertem Weizen. Die Proben sind nach
steigendem DON-Gehalt sortiert.

898 bp: F. graminearum

658 bp: Trichotehcenbildende Fusarium-Arten

450 bp: F. culmorum
Positivkontrolle: F. graminearum/F. culmorum-DNA
Negativkontrolle: DNAfreies Wasser

Die Abbildung 10 stellt das Ergebnis der Untersuchung von 28 Weizenproben dar, die DON-
Konzentrationen zwischen nicht detektierbar und 29146 ppb aufwiesen. Ab 400 ppb DON
konnten deutliche PCR-Banden detektiert werden. In 3 % der Proben wurde ein PCR-Produkt
detekiert, obwohl kein DON nachweisbar war, in 6 % der Proben war DON nachweisbar, aber
kein PCR-Produkt. Diese Proben wiesen alle DON-Konzentrationen kleiner 400 ppb auf.
Zwischen dem Auftreten eines PCR-Signals fiir F. graminearum bzw. der Gruppe der
Trichothecenbildner und dem Vorkommen von DON konnte ein positiver Zusammenhang

gesehen werden. Fiir F. culmorum war dies nicht der Fall.
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3.5. Entwicklung einer Rapidcycler-PCR

Um den Zeitaufwand der Detektion von Fusarium-Arten zu verringern, wurden PCR-
Protokolle fiir den Einsatz im Rapidcycler entwickelt. Dies umfasste den Nachweis von F.

graminearum und der Gruppe der Trichothecenbildner.

658 bp

100 bp Leiter

1 ng DNA/Ansatz
4%10™!

9%107

2%107

6%107

1*%107

4*%10™

9*10*

2%10”

6%10°
Negativkontrolle

Abbildung 11: Rapidcycler-PCR  zum  gruppenspezifischen = Nachweis  von
trichothecenbildenden Fusarium-Arten. Eine Verdiinnungsreihe von F. graminearum-DNA
wurde eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde DNAfreies Wasser verwendet.

Abbildung 11 zeigt das Ergebnis einer Rapid-Cycler-PCR im Agarose-Gel. Es wurde eine
Verdiinnungsreihe von F. graminearum-DNA unter Verwendung der Tox5-Primer eingesetzt.
Bis zu einer Verdiinnung von 9*10™ pg DNA/Ansatz war deutlich das 658 bp grosse Produkt
zu erkennen. Bei einer DNA-Menge von 2*10” ug war auf dem Gel eine diinne Bande zu

sehen. In der Negativkontrolle ohne DNA ist keine Bande zu erkennen.

3.6.Strand Displacement Amplification

Eine einfach zu handhabende und keine aufwendige technische Ausstattung bendtigende
Methode zur Amplifikation von DNA stellt das Verfahren ’Strand Displacement
Amplification” dar. Um diese Methode fiir die Detektion von Fusarium-Arten anzuwenden,

wurden unterschiedlichste Ansitze gewéhlt.
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Zunichst wurden die Primer-Paare in einer herkdémmlichen PCR auf ihre Bindungsaffinitit
und -spezifitit getestet. Es konnten die erwarteten Banden detektiert werden. Dariiber hinaus
wurde die Verwendung von dATPaS als Nukleotid in der PCR getestet. Es konnte kein
Unterschied im Vergleich mit dem Einsatz des unmodifizierten Nukleotids dATP gesehen
werden.

Im ersten Ansatz wurden das Restriktionsenzym Ava I mit dem exo -Klenow —Fragment
kombiniert. Im zweiten Ansatz wurden das Restriktionsenzym BsoBl und die Bst -
Polymerase verwendet. Beide Reaktionen wurden sowohl in von den Herstellern
mitgelieferten, als auch in der Literatur zitierten Puffern durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden
Puffervariationen untersucht. Unterschiedliche Amplifikationszeiten und
Reaktionstemperaturen wurden getestet.

Keine der gewihlten Ansédtze bzw. Massnahmen ergab ein verwertbares Ergebnis. Die
eingesetzte Fusarium-DNA konnte nicht amplifiziert werden. Eine Anwendung dieser

Methode fiir die Detektion von Fusarium-Arten war nicht moglich.

3.7. Einsatz von DNA Detection Test Strips™ zur Detektion von F. graminearum

3.7.1. Optimierung der Reaktionsbedingungen

Zur Detektion von PCR-Produkten wurde eine zur Agarose-Gelelektrophorese alternative
Methode erprobt. Es handelte sich dabei um den Einsatz von DNA Detection Test Strips' .
Stellvertretend fiir alle in dieser Arbeit angewandten PCR-Protokolle, wurde der Nachweis
mit PCR-Produkten fiir . graminearum durchgefiihrt.

Verschiedene Reaktionsbedingungen wurden untersucht. Zur Detektion von Fusarium-DNA
aus Getreideproben wurde ein optimiertes Protokoll entwickelt. Die Verwendung einer 3’-
und 5 -markierten Sonde ergab wesentlich bessere Resultate als der Einsatz nur einer einfach
markierten Sonde. Die Sensitivitit wurde erhoht durch Optimierung der Sonden-
Konzentration auf 0,5 pmol/l. Die Verdiinnung der Sonde in 4* SSC-Puffer brachte bessere
Resultate als eine Verdiinnung in Wasser. Vor allem bei geringeren DNA-Konzentration war
diese Massnahme notwendig, um deutliche Signale zu erhalten. Die Hybridisierung erfolgte
schneller und besser bei Sminiitiger Inkubation auf Eis anstatt 10-30 Minuten bei 37 °C, wie

es der Hersteller empfiehlt.
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3.7.2. Sensitivitat der DNA Detection Test Strips™

Die Sensitivitit der DNA Detection Test Strips'™ wurde verglichen mit einer Detektion im

Agarose-Gel mit anschlieBender Ethidiumbromid-Farbung.

11

1 ug DNA 100 bp Leiter
3%107 1 ug DNA
7%1072 3%10™!
2%1072 7%10
44107 2%10”
14103 4*10”
e 1*10‘?1
7%10” 3*10_5

5 7*10°
2*10 2%107
4%10° 4%10°
Negativkontrolle Negativkontrolle

Abbildung 12: Vergleich der Detektion von PCR-Produkten im Agarosegel und mit DNA
Detection Test Strips™. Eine Verdiinnungsreihe von F. graminearum DSM 4527 wurde fiir
die PCR verwendet. DNAfreies Wasser diente als Negativkontrolle.
I: DNA Detection Test Strips™

A: Signal eines PCR-Produkts: Streptavidin-Linie

B: Signal der internen Kontrolle: Immuno-Gold-markierter Anti-Maus-Antilorper
IT: Agarosegel mit Ethidiumbromidgefarbten PCR-Produkten

Die PCR-Produkte einer DNA-Verdiinnungsreihe von F. graminearum wurden parallel im
Agarose-Gel (Abb. 12 II) bzw. mit den Test Strips'™ (Abb. 12 I) untersucht. Ein deutliches
Signal konnte bei den Test Strips™ bis 3*10™ pg DNA detektiert werden. Mit dem blossen
Auge konnte aber auch noch bei geringeren Konzentrationen bis 4*10° im Vergleich mit der
Nullkontrolle eine diinne Bande gesehen werden. Im Gel war ein deutlich sichtbares Signal
bis zu einer Konzentration von 710~ ug DNA vorhanden. Eine diinne Bande war noch bei

einer DNA-Menge von 2*10” pg erkennbar.
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3.7.3. Anwendung der Test Strips™ an DNA aus kontaminiertem Getreide

Aus 60 Getreideproben wurde DNA extrahiert und in einer fiir F. graminearum spezifischen
PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden sowohl in einem Agarose-Gel mit
anschlieBender Ethidiumbromidfirbung als auch mit DNA Detection Test Strips' ™ detektiert.
Der mikrobiologische Status dieser Proben war bekannt und die Proben konnten anhand des
Ausmasses des Befalls mit F. graminearum eingeteilt werden. Der Vergleich der Ergebnisse

der Detektion im Agarose-Gel bzw. mit den Test Strips'™ ist in Abbildung 13 dargestellt.

s 100
= 380 Detektionsmethode:
9
e 60 OAGE
5 40+ M Test strip
20
X
OiO o O O O O O O
- - N MO T 0 ©
V 1 1 1 1 1 A
o O O O O
- N O T W
F.graminearum

(% infizierte Kérner)

Abbildung 13: Vergleich der Detektion von F. graminearum aus Getreideproben im
Agarose-Gel und mit DNA Detection Test Strips'™. Die Einteilung der Proben erfolgte
anhand ihrer prozentualen Kontamination. [ AGE = Agarose-Gelelektrophorese, ®m DNA
Detection Test Strips ™.

Proben, die keine nachweisbare Infektion mit F. graminearum aufwiesen, zeigten weder im
Agarose-Gel noch mit den Test Strips'™ ein Signal. In Proben mit einer Infektionsrate bis 40
% war die Detektion von PCR-positiven Resultaten im Agarose-Gel hoher als mit den Test
Strips™. Bei Proben mit 1-30 % infizierter Korner, war das Ergebnis im Agarose-Gel 10 %

hoher als mit den Teststibchen. In hoher kontaminierten Proben waren die Resultate mit

beiden Methoden identisch.
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3.8.Vergleich der mit PCR nachgewiesener Fusarium-Kontamination und dem

Gushing-Test

Ziel der Untersuchung war festzustellen, ob ein Zusammenhang besteht zwischen der mit
PCR nachgewiesener Kontamination von Malzen mit Fusarium-Arten und den Ergebnissen
aus dem Gushing-Test. Aus 98 Malzproben wurde DNA extrahiert und mit PCR ein
Vorkommen von Trichothecenbildnern bestimmt. Das Uberschiumvolumen der Malze in

einem Gushing-Test betrug zwischen 8 ml und 233 ml.

100
> 20
S ] 17 5 3 3
7 O 9 16
8 60 8
14 ]
8 40 10
< 20 1
Oio D OO OO O OO OO O O O
- - N M T IO © M~ O O
v OO O O O O O O O A
— N O T O © M~ o
gushing (ml)

Abbildung 14: Vergleich Gushing-Volumen mit PCR-Ergebnissen. )
Die PCR positiven Resultate (®) der jeweiligen Proben sind prozentual dargestellt. Uber den
Balken steht jeweils die Anzahl der untersuchten Malze.

gushing | PCR-positiv n

(ml) (%)

<10 0 1
10-19 65 20
20-29 65 17
30 -39 20 10
40 - 49 55 9
50 - 59 38 8
60 - 69 60 5
70-79 66 3
80 - 89 66 3

> 90 50 16

Tabelle 24: Prozentuale Auswertung der PCR-Ergebnisse im Vergleich mit dem Gushing-
Volumen. n = Anzahl der untersuchten Malzproben
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Fasst man alle Ergebnisse zusammen, zeigte sich, dass bei 49 % der Proben, die ein positives
Gushingtest-Ergebnis zeigen, auch ein positives PCR-Signal zu sehen war. Es wurde nur eine
Probe unter 10 ml Uberschiumvolumen untersucht. Wird diese aus der Auswertung
genommen, so ergibt sich ein Wert von 54 %. In den unterschiedlichen Gruppen wurden
Ubereinstimmungen von 20 % bis zu 66 % bestimmt. Die 16 Malze mit den hdchsten
Uberschiumvolumina zwischen 90 ml und 233 ml hatten mit PCR nachgewiesene Fusarium-
Kontaminationen von 50 %. Es ist keine Korrelation vorhanden zwischen der nachgewiesenen

Fusarium-DNA und der in einem Gushing-Test ermittelten Gushing-Neigung der Malze.

3.9. Analyse der Mykotoxinbildung und Vergleich mit der Genexpression des
Tri5-Gens

3.9.1. Einfluss von Kulturmedien auf die Mykotoxinbildung

Der Stamm F. graminearum DSM 4527 wurde in unterschiedlichen Kulturmedien bis zu 35
Tage inkubiert. Das Wachstum erfolgte jeweils bei 15 °C und 28 °C. Es wurden Proben
entnommen zur Extraktion flir die Diinnschichtchromatographie bzw. HPLC-Analyse. Die
Diinnschichtchromatographie sollte als schnelles Screening dienen, ob Mykotoxine gebildet
wurden. Die Ergebnisse waren aber oft nicht eindeutig, so dass in der Regel die Proben in der

HPLC untersucht wurden.

A
15 °C
100
80
—o— 2,59/l
60 - O 109/
—v— RM

3-AcDON (ppb)
3

20

Zeit (d)
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B
28 °C

100

80 A
jg 60 - —o— 2,59/l
\9_/ O 1og/|
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Q
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Abbildung 15: Bildung von 3-AcDON durch F. graminearum DSM 4527 in
unterschiedlichen Kulturmedien: 2,5 g/l Glucose, 10 g/l Glucose, Reismehlmedium (RM) und
bei 15 °C (A) bzw. 28 °C (B).

In der Abbildung 15 werden die Ergebnisse eines ersten Versuchsdurchganges dargestellt.
Der Verlauf der Bildung von 3-AcDON wird gezeigt. Die gebildeten Toxinmengen
iiberstiegen bei 15 °C 70 ppb nicht (A). In den GYEP-Medien wurde unabhingig vom
Glucose-Gehalt zur gleichen Zeit die gleichen Mengen an 3-AcDON gebildet. Im
Reismehlmedium wurde zundchst ebenfalls 3-AcDON produziert, das danach jedoch schnell
abnahm. Bei 28 °C ergaben sich unregelmaéssigere Verldufe (B). In den ersten sieben Tagen
stieg die Bildung an, um dann in den GYEP-Medien nach 16 bzw. 22 Tagen zu sinken. In
Reismehlmedium war der Verlauf dhnlich wie in dem Medium mit 2,5 g/l Glucose. DON
konnte nur zu einem Zeitpukt detektiert werden. Nach 22 d Inkubation bei 28 ° C in
Reismehlmedium wurde 300 ppb DON nachgewiesen.
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A 15 °C

300
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200 1 —e— 2,54/l

0O 10 gl
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100 +
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28 °C

300

250 A

200 A
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Abbildung 16: Bildung von 3-AcDON durch F. graminearum DSM 4527 in
unterschiedlichen Kulturmedien: 2,5 g/l Glucose, 10 g/l Glucose, Reismehlmedium (RM) und
bei 15 °C (A) bzw. 28 °C (B).
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Eine Wiederholung der Versuche ergab insgesamt hohere Toxingehalte bis rund 200 ppb. Bei
einer Temperatur von 15 °C wurde nach 7 — 12 Tagen in allen drei Ansédtzen 3- AcDON
gebildet, das danach jedoch schnell wieder abnahm. Eine Inkubation bei 28 °C resultierte im
Reismehlmedium in einem fast identischen Verslauf der Toxinbildung. Bei den GYEP-
Medien stieg die Menge an 3-AcDON bis zum 12. Tag an und verringerte sich danach wieder.
DON konnte nur zweimal nachgewiesen werden. Im GYEP-Medium mit 10 g/l Glucose
wurde nach 29 Tagen bei 15 °C 94 ppb nachgewiesen, im Reismehlmedium nach 7 d bei 28
°C 34 ppb.

3.9.2. Screening von Fusarium-Stammen auf Mykotoxinbildung

Um fiir weiterfiihrende Untersuchungen geeignete Kulturen zu finden, wurden verschiedene
Fusarium-Stimme auf Mykotoxinbildung untersucht. Diese sind in Tabelle 25 kurz

aufgeflihrt. Die Inkubation der Stimme erfolgte bei 2,5 g/l Glucose bei 28 °C im Dunkeln.

Tabelle 25: Fusarium-Stimme, die auf Mykotoxinbildung getestet wurden

Stamm Bezeichnung

Fusarium culmorum TMW 4.0748
Fusarium culmorum TMW 4.0747
Fusarium culmorum TMW 4.0754
Fusarium graminearum TMW 4.0177
Fusarium graminearum TMW 4.0169
Fusarium graminearum TMW 4.0185
Fusarium graminearum TMW 4.0131
Fusarium graminearum TMW 4.0122

Fusarium graminearum DSM 4527

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Gewebekulturen, Braunschweig
TMW: Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Technische Mikrobiologie der TU Miinchen, Freising-
Weihenstephan

3.9.2.1. Mykotoxinbildung bei F. culmorum

Es wurden drei F. culmorum-Stamme auf Mykotoxinbildung getestet. Die Mykotoxine DON
und 3- AcDON konnten gefunden werden, nie jedoch 15-O-AcDON.
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C
F.culmorum TMW 4.0754
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Abbildung 17: Verlauf der Toxinbildung bei F. culmorum TMW 4.0747 (A), F. culmorum
TMW 4.0748 (B), F. culmorum TMW 4.0754 (C). Die Inkubation erfolgte bei 2,5 g/l Glucose
und 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

Stamm F. culmorum TMW 4.0747 produzierte von Anfang an geringe Mengen (7-87 ppb) 3-
AcDON. DON wurde erst nach 35 Tagen mit einem Wert vom 1233 ppb gebildet. F.
culmorum 4.0748 produzierte zwischen 14 und 103 ppb 3-AcDON und ebenfalls nach 35
Tagen DON, jedoch nur 93 ppb. Der dritte Stamm F. culmorum 4.0754 erreichte 8§ — 60 ppb
3-AcDON und nach 20 Tagen 54 ppb DON, das nach 28 Tagen auf 148 ppb DON anstieg.
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3.9.2.2. Mykotoxinbildung bei F. graminearum

Sechs F. graminearum-Stamme wurden auf Thre Produktion von Trichothecenen untersucht.
Die Auswertungen umfassten nur DON und 3-AcDON, da nie 15-O-AcDON gefunden

wurde.

F.graminearum TMW 4.0131

60

50 - n
40

30 - .=

Toxin (ppb)
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T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit (d)

~# - 3-AcDON

Abbildung 18: Verlauf der Toxinbildung von F. graminearum TMW 4.0131. Die Inkubation
erfolgte bei 2,5 g/l Glucose und 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

Die Versuche mit F. graminearum TMW 4.0131 fiihrten zu keiner DON-Bildung. Das Toxin
3-AcDON wurde gebildet, jedoch mit geringen Werten zwischen 10 und 30 ppb. Das
Maximum lag bei 50 ppb nach 28 Tagen Inkubation.
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F.graminearum DSM 4527
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Abbildung 19: Verlauf der Toxinbildung von F. graminearum DSM 4527. Die Inkubation
erfolgte bei 2,5 g/l Glucose und 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

F. graminearum DSM 4527 zeigte eine geringe 3-Ac-DON-Produktion, die nach 28 Tagen
zum Erliegen kam. Zu diesem Zeitpunkt begann die Produktion von DON, das nach 35 Tagen
bei 210 ppb lag. Danach nahm der DON-Gehalt wieder ab.
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F.graminearum TMW 4.0122
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Abbildung 20: Verlauf der Toxinbildung von F. graminearum TMW 4.0122. Die Inkubation
erfolgte bei 2,5 g/l Glucose und 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

Schon nach 4 Tagen der Kultivierung von F. graminearum TMW 4.0122 konnten DON (70
ppb) und 3-AcDON (36 ppb) detektiert werden. Bei 3-AcDON blieb dieses Level bis zum 34.
Tag erhalten. Gleichzeitig stieg der DON-Gehalt auf 253 ppb an.
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F.graminearum TMW 4.0185
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Abbildung 21: Verlauf der Toxinbildung von F. graminearum TMW 4.0185. Die Inkubation
erfolgte bei 2,5 g/l Glucose und 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

Zwischen 7 — 65 ppb 3-AcDON wurden im Zeitraum zwischen 4 und 28 Tagen gebildet, dann
stoppte die Bildung und es wurde vermehrt DON gebildet, das nach 34 Tagen auf 511 ppb

anstieg.
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F.graminearum TMW 4.0169
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Abbildung 22: Verlauf der Toxinbildung von F. graminearum TMW 4.0169. Die Inkubation
erfolgte bei 2,5 g/l Glucose und 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

Von Stamm F. graminearum TMW 4.0169 wurden 27 — 68 ppb 3-AcDON gebildet. Nach 30
Tagen stoppte diese Bildung. DON wurde nach 27 Tagen gebildet, jedoch nur 68 ppb. Danach

wurden nur noch geringe Mengen nachgewiesen.
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F.graminearum TMW 4.0177
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Abbildung 23: Verlauf der Toxinbildung von F. graminearum TMW 4.0177. Die Inkubation
erfolgte bei 2,5 g/l Glucose und 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

Sowohl 3-AcDON als auch DON wurden bei F. graminearum 4.0177 schon sehr friih
gebildet. 3-AcDON schwankte um den Wert von 30 ppb. Die Bildung kam nach 31 Tagen
zum Erliegen. DON wurde zundchst mit Werten zwischen 40 und 70 ppb gebildet. Nach 30

Tagen stieg es stark an und hatte einen Maximalwert von 226 ppb nach 35 Tagen.
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3.9.3. Quantifizierung von mRNA im LightCycler™

3.9.3.1. Auswahl geeigneter PCR-Reaktionen

Die aus Pilzmyzel extrahierte RNA wurde nach der DNAse-Behandlung zunichst mit einer
Reversen Tranksriptase in cDNA umgeschrieben. Um festzustellen, ob ausreichend RNA in
guter Qualitit vorhanden ist, wurde eine PCR mit B-Tubulin-Primern (Bt2) durchgefiihrt. Das

entsprechende Gen wird konstitutiv exprimiert und eignet sich daher als Kontrollgen.

S R Y 100 bp Leiter

: : cDNA
RNA

F. graminearum
Negativkontrolle

Abbildung 24: Agarosegel mit Produkten einer Bt2-PCR, in die zum einen RT-Produkte
(Spur 1 und 2) als auch die entsprechende RNA ohne RT-Reaktion (Spur 3 und 4) eingesetzt
wurde. Positivkontrolle war DNA aus F. graminearum DSM 4527. Negativkontrolle war
DNA- und RNAfreies Wasser.

In Abbildung 24 ist das Ergebnis einer Bt2-PCR zu sehen, in die jeweils zwei RNA-Proben
eingesetzt wurden. Die ersten beiden Banden stammten aus Ansétzen mit den jeweiligen RT-
Produkten. Deutlich sind zwei Banden zu erkennen. Diese Banden traten erwartungsgeméss
nicht auf, wenn nur RNA ohne vorhergehende RT-Reaktion eingesetzt wurde (Spur 3 und 4).
Als Positivkontrolle der PCR diente DNA aus F. graminearum. Hier konnte aufgrund eines
Introns ein grosseres Fragment als mit den RT-Produkten detektiert werden. Eine
Unterscheidung zwischen cDNA und DNA war so moglich und Verunreinigungen mit DNA

konnten somit iiberpriift werden.
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100bp Leiter
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Abbildung 25: Agarosegel mit PCR-Produkten eiern Bt2- PCR (Spuren 1-3) und einer
HaTri-PCR (Spuren 4-6). Als Negativkontrolle diente jeweils DNA- und RNAfreies Wasser.

Zur Untersuchung der Expression des Tri5-Gens wurde ein geeignetes Primer-Paar
ausgewdhlt. Die HaTri-Primer ergeben ein 260 bp grosses Fragment (Edwards 2001). In
Abbildung 25 ist der Vergleich zwischen Fragmenten einer Bt2-PCR und einer HaTri-PCR

gezeigt. Jeweils zwei RT-Produkte wurden eingesetzt. Deutliche Banden waren zu erkennen.
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3.9.3.2. Analyse der Schmelzkurven im LightCycler™

Die Identifizierung der PCR-Produkte im Agarosegel diente nur zu Beginn der Versuche zur
Uberpriifung und Bestitigung der Resultate. Danach erfolgte die Identifizierung anhand von
Schmelzkurven der PCR-Produkte. Diese wurden anschliessend an die PCR in einem
zusitzlichen Programmschritt im LightCycler' ™ aufgenommen. Jedes Fragment wird durch

seine typische Schmelzkurve gekennzeichnet.

DNA cDNA
1.5+

Fluorescence -d(F1)/dT
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Abbildung 26: Schmelzkurven zweier Bt2- PCR-Produkte mit dem LightCycler™™ analysiert.
Die erste Kurve zeigt ein PCR-Produkt aus DNA, die zweite aus dem RT-Produkt einer
RNA(= cDNA). Die Schmelzkurve wurde von der LightCycler-Software berechnet. Die
Ableitung der Fluoreszens iiber die Zeit ist gegen die Temperatur aufgetragen

Die Schmelzkurven der Bt2-PCR-Produkte sind in Abbildung 26 zu sehen. Parallel zu den
Banden im Agarosegel sind auch hier die Schmelzkurven des Produktes der cDNA von
denjenigen der DNA zu unterscheiden. Das PCR-Produkt der DNA hat eine
Schmelztemperatur von 87,4 °C, das Produkt der cDNA von 88 °C.
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Abbildung 27: Schmelzkurve eines PCR-Produktes einer HaTri-PCR im Vergleich mit
Schmelzkurve eines PCR-Produktes einer Bt2-PCR. Die Schmelzkurve wurde von der
LightCycler-Software berechnet. Die Ableitung der Fluoreszens iiber die Zeit ist gegen die
Temperatur aufgetragen

Ein Vergleich der Schmelzkurven der PCR-Produkte der HaTri- und Bta-2-PCR-Programme
sind in Abbildung 27 dargestellt. Das HaTri-Produkt hat eine Schmelztemperatur von 84,8
°C.
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3.9.3.3. Kalibrationskurve zur Quantifizierung von DNA

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte wurden Kalibrationskurven aus DNA-
Verdiinnungsreihen von F. graminearum TMW 4.0122 bzw. F.culmorum TMW 4.0754
erstellt. Aus den Eichgeraden wurden die DNA-Mengen der unbekannten Proben bestimmt.
In Abbildung 28 ist beispielhaft eine Kalibration mit DNA von F. graminearum TMW 4.0122
dargestellt.
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Abbildung 28: Kalibrationskurve und Regressionsgerade einer Bt2-PCR mit einer DNA-
Verdiinnungsreihe von F. graminearum TMW 4.0122. Die Regression wurde von der
LightCycler-Software berechnet. Der Logarithmus der Konzentration wurde gegen die
Zyklenzahl aufgetragen.

In der oberen Abbildung 28 sind die Fluoreszenskurven der verschiedenen Verdiinnungen in
Abgingigkeit der PCR-Zyklen aufgetragen. Darunter ist die daraus berechnete lineare
Regression dargestellt. Es wurde die Zyklenzahl gegen die DNA-Konzentration logarithmisch

aufgetragen. Aus dieser Regression konnten unbekannte DNA-Mengen kalkuliert werden.
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3.9.4. Vergleich Mykotoxinbildung und Expression des Tri5-Gens

Die Stimme F. graminearum TMW 4.0122 und F.culmorum TMW 4.0754 wurden bei
unterschiedlichen = Temperaturen und  Glucosekonzentrationen im  Medium auf
Mykotoxinbildung und Genexpression untersucht.

In den in diesem Kapitel aufgefiihrten Abbildungen sind jeweils die Toxingehalte von DON
und 3-AcDON gegen die Zeit aufgetragen. Dariiber hinaus ist die Expression des Tri5-Gens
dargestellt. Die Bestimmung erfolgte anhand der Quantifizierung der PCR-Produkte einer
HaTri-PCR, in die cDNA der jeweiligen Proben als Template eingesetzt wurde. Diese wurde
prozentual im Vergleich zur Expression des B-Tubulin-Gens berechnet. Das konstitutiv
exprimierte B-Tubulin-Gen wurde Kontrollgen eingesetzt. Seine Expression konnte in allen

untersuchten Proben bestimmt werden und verlief sehr gleichmaissig.
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3.9.4.1. Untersuchungen mit F. graminearum TMW 4.0122

Der Stamm F. graminearum TMW 4.0122 wurde bei zwei unterschiedlichen Temperaturen
auf Mykotoxinbildung und Genexpression getestet. Die Glucosekonzentration war mit 2,5 g/l

bei den Versuchen jeweils identisch.

F. graminearum TMW 4.0122

15 °C, 2,5 g/l
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Abbildung 29: Toxinbildung und Genexpression bei F. graminearum TMW 4.0122 bei 15 °C
und 2,5 g/l Glucose. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen. Die Expression des
Tri5-Gens wurde mit der PCR quantifiziert und prozentual im Vergleich zur Expression des
B3-Tubulin-Gens angegeben (% HaTri).

Bei einer Inkubationstemperatur von 15 °C wurde nach drei Tagen 387 ppb DON gemessen.
Dieser Wert nahm danach wieder ab. Erst nach 8 Tagen konnten wiederum 327 ppb DON
nachgewiesen werden. Das Toxin 3-AcDON konnte nur in Spuren (ca. 20 ppb) detektiert
werden. Eine Expression des Tri5-Gens konnte nach 2 Tagen mit 5 % gesehen werden. Nach

6 bzw. 8 Tagen konnte jeweils ein Wert von 13 bzw. 10 % HaTri-Produkt detektiert werden.
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F. graminearum TMW 4.0122
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Abbildung 30: Toxinbildung und Genexpression bei F. graminearum TMW 4.0122 bei 28 °C
und 2,5 g/l Glucose. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen. Die Expression des
Tri5-Gens wurde mit der PCR quantifiziert und prozentual im Vergleich mit der Expression
des B-Tubulin-Gens angegeben (% HaTri).

Die Versuchsdurchfiihrung bei 28 °C resultierte in einem DON-Wert von 728 ppb nach 24
Tagen. Zuvor konnte DON nur in Spuren nachgewiesen werden. 3-AcDON wurde mit Werten
zwischen 27 und 43 ppb bestimmt. Die Expression des Tri5-Gens war am hdchsten nach 9
Tagen mit 12 %. Danach konnten nach 21 und 24 Tagen noch einmal eine Expression

beobachtet werden, die jedoch geringer war.
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3.9.4.2. Untersuchungen mit F. culmorum TMW 4.0754

Der Stamm F. culmorum TMW 4.0754 wurde bei zwei unterschiedlichen Temperaturen und

bei zwei verschiedenen Glucosekonzentrationen des Mediums untersucht.

F. culmorum TMW 4.0754
10° C; 28 °C
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DON (ppb)

200 A

0 5 10 15 20 25 30
Zeit (d)
—e— 28°C
-0 10°C

Abbildung 31: Toxinbildung und Genexpression bei F. culmorum TMW 4.0754 bei 10 °C
und 28 °C und 2,5 g/l Glucose. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen.

In Abbildung 31 wird ein Vergleich der gemessenen DON-Mengen bei Versuchstemperaturen
von 10 °C bzw. 28 °C dargestellt. Nur bei einer Inkubation bei 28 °C wurden erhohte DON-
Konzentrationen detektiert. Bei 10 °C waren die Werte sehr gering. Im Folgenden werden die

Ergebnisse ausfiihrlich erldutert.
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F. culmorum TMW 4.0754
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Abbildung 32: Toxinbildung und Genexpression bei F. culmorum TMW 4.0754 bei 10 °C
und 2,5 g/l Glucose. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen. Die Expression des
Tri5-Gens wurde mit der PCR quantifiziert und prozentual im Vergleich zur Expression des
B-Tubulin-Gens angegeben (% HaTri).

Bei einer Temperatur von 10 °C und 2,5 g/l Glucose wurden nur geringe Toxinmengen
produziert. Bei DON lagen die Wert zwischen 1 und 21 ppb, bei 3-AcDON zwischen 1 und
15 ppb. Beide Toxine stiegen zunichst an, um dann abzunehmen. Erst nach 14 Tagen erhdhte
sich der DON-Wert wieder. Eine Tri5-Expression wurde nach 10 Tagen beobachtet. Sie

machte 10 % der B-Tubulin-Expression aus.
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F. culmorum TMW 4.0754
28 °C, 2,5 g/l Glucose
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Abbildung 33: Toxinbildung und Genexpression bei F. culmorum TMW 4.0754 bei 28 °C
und 2,5 g/l Glucose. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen. Die Expression des
Tri5-Gens wurde mit der PCR quantifiziert und prozentual im Vergleich mit der Expression
des B-Tubulin-Gens angegeben (% HaTri).

Die Inkubation von F. culmorum TMW 4.0754 bei 28 °C resultierte in deutlich hoheren
Toxingehalten. Nach 9 Tagen stieg der DON-Gehalt stark auf 673 ppb an. Die Abnahme
erfolgte in den darauffolgenden Tagen. Das Toxin 3-AcDON konnte nur in geringen Mengen
zwischen 19 und 36 ppb nachgewiesen werden. Die erste Expression des Tri5-Gens konnte

nach 2 Tagen mit 5 % beobachtet werden. Nach 7 Tagen lag sie bei rund 14 %.
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F. culmorum TMW 4.0754
28 °C
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Abbildung 34: Toxinbildung und Genexpression bei F. culmorum TMW 4.0754 bei 10g/1
und 2,5 g/l Glucose. Die Temperatur betrug 28 °C. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden
gemessen.

Die in Abbildung 34 gezeigten Ergebnisse ergaben sich aus einer Untersuchung, bei der die
Temperatur bei 28 °C konstant gehalten wurde, die Glucosekonzentration jedoch zwischen
2,5 g/l und 10 g/l variierte. Wéhrend bei einem Glucosegehalt von 2,5 g/l deutliche DON-

Mengen gebildet wurden, waren diese bei dem Ansatz mit 10 g/l Glucose gering.

79



Ergebnisse

F. culmorum TMW 4.0754
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Abbildung 35: Toxinbildung und Genexpression bei F. culmorum TMW 4.0754 bei 28 °C
und 10 g/l Glucose. Die Toxine DON und 3-AcDON wurden gemessen. Die Expression des
Tri5-Gens wurde mit der PCR quantifiziert und prozentual im Vergleich mit der Expression
des B-Tubulin-Gens angegeben (% HaTri).

Es sind die detaillierten Ergebnisse eines Versuches bei 28 °C und 10 g/ Glucose dargestellt.
DON stieg langsam an und wurde erst nach 9 Tagen mit einem Wert von 37 ppb detektiert.
Die Bildung von 3-AcDON hatte ein Maximum von 53 ppb nach 3 Tagen. Die Expression
des Tri5-Gens war schon am ersten Tag mit 2,5 % zu sehen. Am 7. Tag war eine deutliche

Expression von 17 % zu detektieren.
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4. Diskussion
4.1. Extraktionsverfahren fiir Fusarium-DNA aus Getreide und Malz

4.1.1. Optimierung des Verfahrens

Neben den herkdmmlichen mikrobiologischen (Nirenberg 1981, Bohm-Schraml 1993 ef al.)
und immunologischen Methoden (Banks ef al. 1996) zur Detektion von Fusarium-Arten,
wurden in den letzten Jahren verstdrkt Verfahren, die auf der PCR-Technologie (Saiki et al.
1988) basieren, eingesetzt. Die Kenntnis von Gensequenzen, die bei der Pathogenitét,
Virulenz und Toxizitdt von Fusarium-Arten eine Rolle spielen, wurden fiir die Entwicklung
von entsprechenden PCR-Protokollen genutzt. Der Nachweis von F. graminearum (Niessen
und Vogel 1997), F. culmorum (Schilling et al. 1996) und der Gruppe der
Trichothecenbildner (Niessen und Vogel 1998) kann iiber eine PCR-Methode gefiihrt werden.
Fiir die Entwicklung, Optimierung und Anwendung einer PCR-Methode ist die Qualitét der
eingesetzten DNA von grosser Bedeutung.

Aus der grossen Anzahl der mdglichen DNA-Extraktionsmethoden muss fiir eine spezielle
Anwendung jeweils die geeignete ausgesucht und optimiert werden. Der erste entscheidende
Schritt ist der Zellaufschluss. Dieser kann durch Mérsern in fliissigen Stickstoff, Mahlen mit
Glasperlen, abwechselndes FEinfrieren-Auftauen oder Ultraschall durchgefiihrt werden
(Haughland ef al. 1999, van Burik ef al. 1998). Fiir die Extraktion von Fusarium-DNA aus
Getreide und Malz wurde eine Methode entwickelt, die fiir den Zellaufschluss bzw. das Losen
der DNA aus dem Getreide eine Ultraschallsonde verwendet. Die Ultraschallmethode ist
einfach anzuwenden, schnell und liefert effiziente Resultate (Heller et al. 1992). Die
Verwendung von Ultraschall zum Aufschluss von Bakteriensporen wurde von Belgrader ef al.
(1999) untersucht. Die Durchfilhrung der Methode benoétigte nur 30 Sekunden und die
Qualitat der DNA war fiir eine PCR ausreichend.

Auch in der vorliegenden Arbeit bewéhrte sich die Verwendung der Ultraschallmethode. Vor
allem die Moglichkeit zur schnellen Durchfiihrung und der einfachen Anwendbarkeit standen
im Vordergrund. Der Aufschluss konnte in einer Minute durchgefiihrt werden, was einer
Anwendung in der Routineanalytik zu Gute kommt.

Nach der Ultraschallbehandlung muss die DNA aus dem Lysat extrahiert werden. Eine
Moglichkeit ist die Extraktion mit Phenol-Chloroform, die zur Trennung von Proteinen und
Nukleinsduren fiihrt. Die Nukleinsduren in der wissrigen Phase konnen anschliefend mit

Alkohol gefillt werden (Raeder und Broda 1985). Diese Art der Extraktion ist zeitaufwéndig
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und die verwendeten Chemikalien sind toxisch (Loffler et al. 1997). Als Alternative hierzu
konnen kommerziell erhdltliche DNA-Extrakionskits verwendet werden. Diese beruhen auf
der Bindungsaffinitit der DNA an Festphasen, die Hydroxylgruppen besitzen, wie z.B.
Silikagel oder Celite. Der Vorteil dieser Kitsysteme ist die sehr einfache, handliche und
schnelle Durchfiihrung der Extraktion mit der Moglichkeit zur weitgehender
Standardisierung. Bei dem in dieser Arbeit eingesetztem Kit der Firma Roche Molecular
Biochemical (Mannheim) wird die DNA an ein Glasfaser-Vlies gebunden. Danach werden
durch verschiedenen Waschschritte mit speziellen Puffern Verunreinigungen bzw.
Storsubstanzen entfernt. Die zum Schluss eluierte DNA ist von hoher Reinheit und Qualitit
und kann problemlos in eine PCR eingesetzt werden.

Viele Matrizes, aus denen DNA extrahiert wird, enthalten Substanzen, die inhibierend auf die
DNA-Extraktion oder Folgereaktionen wirken konnen. Eine Hemmung kann an
verschiedenen Stellen stattfinden. Die Zell-Lyse, die zur DNA-Extraktion nétig ist, kann
gestort werden oder die DNA kann abgebaut oder fiir weitere Untersuchungen blockiert
werden. Dariiber hinaus kann die Amplifikation der DNA bei einer PCR nach der Extraktion
gehemmt werden. In den verschiedenen Untersuchungsmaterialien konnen unterschiedlichste
inhibierende Komponenten enthalten sein. In Lebensmitteln sind hdufig organische und
phenolische Substanzen zu finden. In Umweltproben kommen neben phenolischen
Substanzen Huminsduren und Schwermetalle vor (Wilson 1997). Aus Pflanzen konnen
Polysaccharide, Polyphenole und andere Sekundirmetabolite bei einer Extraktion isoliert
werden, die molekularbiologische Untersuchungen storen konnten (Koonjul ef al. 1999, John
1992). Da dieses Problem auch bei Getreide- und Malzproben auftreten kann, wurde nach
Stoffen gesucht, die diese Storsubstanzen binden konnen.

Aus dem Wissen, dass Polyphenole durch Polyvinylpyrrolidon (PVP) gebunden werden
konnen (John 1992, Su und Gibor 1988), wurde von verschiedenen Autoren der Einsatz von
PVP untersucht. Zum einen wurde PVP direkt in PCR-Ansédtzen eingesetzt (Koonjul et al.
1999), zum anderen wurde PVP als Extraktionspufferzusatz verwendet (Bourrain ef al. 1999).
Beide Moglichkeiten fiihrten zu positiven Ergebnissen und kehrten die inhibierende Wirkung
der Polyphenole um.

Da eine PCR-Reaktion sehr empfindlich ist und jede zusdtzliche Storung vermieden werden
sollte, wurde der Einsatz von PVP zur Extraktion von Fusarium-DNA aus Getreide nicht in
der PCR sondern als Zusatz zur Extraktion getestet. Eine Zugabe von 6 % PVP in den
Lysepuffer vor der Ultraschallbehandlung fithrte =zu einer Verbesserung der

Extraktionseffiziens und der DNA-Qualitdt. Ein Waschen der Extraktionssdulen des Kits mit

82



Diskussion

einer PVP-Losung zeigte hingegen keine Verbesserung des Extraktionsergebnisses. Die bei
der Extraktion herausgelosten Polyphenole miissen wahrscheinlich mdglichst schnell
gebunden werden, damit sie nicht selbst an die DNA binden und diese blockieren. Aus diesem
Grund ist der Einsatz von PVP direkt im Lysepuffer sinnvoll.

Die Untersuchungen ergaben, dass vor allem bei Malzproben die Verwendung von PVP
notwendig ist, um sinnvolle Ergebnisse zu erhalten. In einem Protokoll ohne PVP wurde aus
Malzproben qualitativ schlechte oder zuwenig DNA extrahiert, so dass kein Signal in der
PCR zu sehen war. Nur bei einem Einsatz von PVP konnten klare und reproduzierbare
Resultate erzielt werden. Der Grund hierfiir konnte darin liegen, dass Malze im Gegensatz
zum reinen Getreide durch den Mélzungsprozess ein verdndertes Substanzspektrum haben
und eine grossere Menge an Inhibitoren besitzen bzw. freisetzen. Eventuell werden

Polyphenole bei der Midlzung gebildet.

4.1.2. Reproduzierbarkeit des Extraktionsverfahrens

Um eine vollstindige Aussage liber die Kontamination von Getreide mit Fusarium-Arten
treffen zu konnen, miissen reproduzierbare Methoden verwendet werden. Zunichst muss
dafiir gesorgt werden, dass der komplette Befall der Probe untersucht werden kann. Aus
diesem Grund wurden die Proben vor der DNA-Extraktion gemahlen und somit eine
gleichmaissige Verteilung und Vermischung erreicht.

Die Reproduzierbarkeit der DNA-Extraktionsmethode wurde zunéchst nur qualitativ dadurch
untersucht, dass mehrere Aliquots von Getreideproben unabhidngig voneinander extrahiert
wurden. Der Vergleich der PCR-Produkte erfolgte im Agarosegel. Diese Versuche zeigten
eine gute Ubereinstimmung der jeweiligen Ergebnisse. Die Signale waren bei
unterschiedlichen Extraktionen einer Probe visuell identisch.

Um die Reproduzierbarkeit quantitativ zu Ttberpriifen, wurden beispielhaft aus zwei
Weizenproben jeweils verschiedene Extraktionen durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigte eine
Standardabweichung von 14 % bzw. 18 % zwischen den einzelnen Extraktionen. Betrachtet
man die Tatsache, dass bei der Methode mehrere Fehlerquellen auftreten konnen, da einige
Arbeitsschritte durchzufiihren sind, ist dieses Ergebnis sehr gut und kann fiir die
Untersuchung von Getreide akzeptiert werden. Dies gilt insbesondere dann, wenn PCR als

Screeningmethode eingesetzt wird.
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4.1.3. Anwendung des Extraktionsverfahrens an Getreideproben

Das optimierte DNA-Extraktionsverfahren fiir Fusarium-Arten aus Getreide und Malz eignet
sich sehr gut flir eine schnelle, einfach durchzufiihrende und verldssliche Analyse des
Befallsstatus. In maximal fiinf Minuten kann die DNA einer Probe extrahiert werden. Dies ist
fiir ein schnelles Screening von Getreide oder Malz in der industriellen Anwendung von
grossem Vorteil. Dariiber hinaus ist die Verwendung des kommerziell erhéltlichen
Extraktionskits selbst fiir unerfahrene Anwender sehr einfach und gesundheitsschidliche
Reagenzien wie Phenol werden vermieden. Die extrahierte DNA ist von guter Qualitdt und
kann flir molekularbiologische Applikationen verwendet werden.

Die beschriebene Extraktionsmethode wurde an rund 600 Getreideproben angewandt und
filhrte zu gut auswertbaren Ergebnissen. Das Probenspektrum umfasste unterschiedlichste
Bereiche. Es wurden sowohl natiirlich als auch kiinstlich kontaminierte Proben
unterschiedlichster Herkunft mit Erfolg untersucht. Auch Malzproben, die ein sehr
schwieriges Material darstellen, konnten mit dieser Methode untersucht werden.

Der Einsatz der Methode ist nicht beschrinkt auf die Untersuchung von Fusarium-
Kontaminationen auf Getreide, sondern kann auch benutzt werden zur Detektion von
Alternaria alternata in Tomatenprodukten oder Zygosaccharomyces rouxii in Honig and

Marzipan (nicht veréftentliche Daten).

4.2. Probenahme aus Getreide fiir die PCR-Analytik

Zur Beurteilung der Kontamination von Getreide mit Fusarium-Arten aus grossen
Probenmengen, die im Mafstab eines industriellen Screenings liegen, muss abgeschitzt
werden, wie hoch die Variabilitdt zwischen den einzelnen Stichproben ist. Eine ungeeignete
Art der Probenahme kann zu einer falschen Einstufung des Materials unabhéngig von der
Qualitét der darauf folgenden Analyse fiihren.

Der Probenahmefehler tragt meist den grossten Anteil zum Gesamtfehler bei. Der Fehler kann
minimiert werden durch Erhdhung der Probenmenge und Probenanzahl. Dartiber hinaus sollte
fiir eine gute Durchmischung der Probe gesorgt werden (Sampling for Mycotoxin Analysis -
EP/7101-92-02 - Joint FAO/UNEP Project 1990). Die Durchmischung einer Getreideprobe
kann durch Mahlen verbessert werden, wie es in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde.

Fiir eine umfassende Untersuchung des Einflusses der Probenahme auf die PCR-Analytik im

industriellen Maf3stab standen nicht die geeigneten Proben und Probenmengen zur Verfiigung.
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Aus diesem Grund wurden Versuche an einem Modell durchgefiihrt. Hierfiir dienten 50 kg
mit F. culmorum infizierte Gerste. Hieraus wurden mehrfach Proben gestochen und daraus die
DNA extrahiert. Die Untersuchung der DNA erfolgte anhand einer quantitativen PCR und die
DNA-Mengen der verschiedenen Proben konnten miteinander verglichen werden. Die
Schwankungen, die an den Standardabweichungen der Mittelwerte abgelesen werden
konnten, reichten von 3-20 %. Fasst man die Ergebnisse zusammen, ergab sich eine Variation
von 17 %. Da die Kontamination von Getreide nicht gleichméssig iiber die gesamte zu
untersuchende Menge verteilt ist, sondern oft in sogenannten ‘hot spots’, also punktuell
vorkommt, war eine solche Abweichung zu erwarten. In Versuchen zur Probenahme von
Weizen, der auf DON getestet wurde, werden von Whitaker et al. (2000) ebenfalls
Standardabweichung angegeben. Die Autoren unterscheiden zwischen den einzelnen Schritten
der Bearbeitung. Fiir die Probenahme aus Getreide wird eine Varianz von 6,3 % angegeben.
Fiir das Mahlen der einzelnen Probe und das Aufteilen in Aliquots, die untersucht werden, ist
eine Abweichung von 10 % zu sehen. Diese Ergebnisse liegen in einem dhnlichen Bereich mit
denjenigen des in dieser Arbeit verwendeten Modells.

Idealerweise sollte die Probemenge und die Probenanzahl mdglichst gross sein. Da dies
jedoch sehr oft praktikable Grenzen hat bzw. zu kostenintensiv sein wiirde, miissen
Kompromisse gemacht werden. In dieser Arbeit wurden die vorhandenen Probenmengen zur
guten Durchmischung gemahlen und in eine Extraktion wurden 20 g Material eingesetzt. Bei
der Auswertung der Resultate der molekularbiologischen Untersuchungen von
Getreideproben sollte allerdings immer beachtet werden, dass eine Fehlerquelle immer auch

die Probennahme darstellt.

4.3. Schnelle Verfahren zur DNA-gestiitzten Detektion von Fusarium-Arten

4.3.1. Entwicklung einer Triplex-PCR

Fir die Bestimmung von Fusarium-Arten auf DNA-Ebene stehen inzwischen zahlreiche
PCR-Protokolle zur Verfiigung (Yoderm und Christianson 1997, Jaeger et al. 2000, Hue et al.
1999, Nicholson et al. 1998). Fiir die in Europa auf Getreide am haufigsten vorkommenden
Arten F. graminearum und F. culmorum wurden ebenfalls geeignete Primer-Paare zum
Einsatz in der PCR gefunden (Schilling ef al. 1996, Niessen und Vogel 1997). Niessen und
Vogel (1998) entwickelten ein PCR-Protokoll zur Detektion der gesamten Gruppe der
Trichothecenbildner, die auf einer Sequenz des Tri5-Gens beruht. Mit Hilfe dieser PCR-
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Methoden kann der Nachweis einer Kontamination von Getreide schneller als mit
mikrobiologischen Methoden durchgefiihrt werden. Innerhalb drei bis vier Stunden liegt das
Resultat vor.

Zur optimalen Nutzung dieser Zeit, wurde eine Triplex-PCR entwickelt, die den Nachweis
von F. culmorum, F. graminearum und der Gruppe der Trichothecenbildner in einen Ansatz
vereinigt. Multiplex-PCR ist inzwischen als eine geeignete Methode zur simultanen Detektion
von mehreren Zielsequenzen etabliert. Die Anwendung umfasst unter anderem die Detektion
von Pathogenen, forensische Untersuchungen und die Diagnose von genetisch bedingten
Krankheiten (Edwards und Gibbs 1994, Tang und Persing 1997). Es kdnnen zwei bis mehr als
13 verschiedene Primer-Paare eingesetzt werden. In Kombination mit Real-time-PCR ist sie
ein sehr schnelles Verfahren zur gleichzeitigen Detektion von verschiedenen Zielsequenzen
(Wittwer et al. 2001).

Neben dem Vorteil, mehrere Ergebnisse gleichzeitig zu erhalten, die ansonsten in
Einzelreaktionen untersucht werden miissten, gibt es weitere positive Effekte. Der Verbrauch
an Reagenzien und der Arbeitsaufwand wird minimiert. Darliber hinaus dienen die
verschiedenen Amplifikate als interne Kontrolle fiir die jeweils anderen. Falsch negative
Resultate konnen daher eher aufgedeckt werden, da eine Amplifikation nur eines Fragmentes
beweist, dass die Reaktion nicht insgesamt fehlerhaft war.

Zur Entwicklung einer Multiplex-PCR bedarf es neben der Auswahl der geeigneten Primer
einiger Optimierungsschritte. Die verwendeten Primer-Paare GaoA (F. graminearum), Opt 18
(F. culmorum) und Tox5 (Trichothecenbildner) eigneten sich aufgrund ihrer Fragmentlingen
von 898 bp (GaoA), 658 bp (Tox5) und 450 bp (Opt 18) sehr gut zur simultanen
Amplifikation und Detektion. Die Optimierung umfasste vor allem das Testen der optimalen
Annealing-Temperatur, die Optimierung des Reaktionsmixes und das Angleichen der Primer-
Konzentrationen, da diese mit unterschiedlicher Affinitdt an die DNA binden. Das Ziel, alle
drei Fragmente mit der gleichen Sensitivitdt und Spezifitdt amplifizieren zu kénnen, konnte

somit erreicht werden.

4.3.1.1. Sensitivitat der Triplex-PCR

Die Sensitivitét der Triplex-PCR wurde an Verdiinnungsreihen mit einem DNA-Gemisch aus
F. culmorum und F. graminearum iiberpriift. Die Detektion von 9*10° pg DNA pro

Reaktionsansatz war moglich. Diese Nachweisgrenze liegt in dem Bereich, der mit Einzel-
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PCR-Reaktionen ebenfalls erreicht wird und ist so zu einem Einsatz zur routinemifBigen

Uberpriifung von Getreide geeignet.

4.3.1.2. Spezifitit der Triplex-PCR

Fiir eine verldssliche Aussage iiber die Kontamination von Getreide mit Fusarium-Arten muss
die jeweils verwendete Nachweismethode auf ihre Spezifitdt hin getestet werden. Obwohl die
verwendeten Primer-Paare in FEinzel-PCR-Reaktionen auf Spezifitit getestet wurden
(Schilling et al. 1996, Niessen und Vogel 1997, Niessen und Vogel 1998), musste nach der
Anderung der Reaktionsbedingungen in der Triplex-PCR diese Uberpriifung wiederholt
werden, da diese einen Einfluss auf die Spezifitit haben.

Die Uberpriifung, ob die Triplex-PCR alle Trichothecenbildenden Fusarium-Arten umfasst,
fiihrte zu einem positiven Resultat. Die getesteten Stimme ergaben alle das passende Signal,
wenn auch mit unterschiedlicher Intensitdt. Der Unterschied in der Signalstirke beruht neben
unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen der DNA-Isolate eventuell auch auf einer
unterschiedlichen Qualitidt der DNA und wird in einer PCR-Reaktion mit nur einem Primer-
Paar genauso gesehen.

Dartiber hinaus sollte ausgeschlossen werden konnen, dass DNA anderer Organismen zu
einem félschlicherweise positiven Resultat fiihrt. Aus diesem Grund wurden DNA-Isolate aus
anderen Pilzen, Bakterien und auch Pflanzen eingesetzt. Es konnten keine positiven Signale
detektiert werden. Unerwiinschte Kreuzreaktionen mit DNA-Sequenzen solcher Organismen
konnen also ausgeschlossen werden. Fiir die Anwendung der Triplex-PCR bei der
Untersuchung von Getreide ist es wichtig, dass die DNA des Getreides nicht zu einem PCR-
Signal fiihrt. Dies wurde an Weizen- und Gerste-DNA untersucht und fiihrte zu dem
gewlinschten Ergebnis.

Die Spezifitit der Triplex-PCR konnte somit gezeigt werden.

4.3.1.3. Einsatz der Triplex-PCR zur Untersuchung von mit Fusarium-Arten

kontaminiertem Weizen

Die Entwicklung der Triplex-PCR erfolgte mit DNA-Isolaten aus Fusarium-Rein-Kulturen.
Fiir die Anwendung der Methode an praxisrelevanten Proben folgte die Untersuchung von
kontaminiertem Getreide. Fiir die 100 untersuchten Weizenproben waren die Daten {iber den

Befall mit Fusarium-Arten vorhanden. Die Ubereinstimmung zwischen PCR-Signal und
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Kontamination war sehr hoch, wenn die Kontamination iiber 3 % der befallenen Kd&rner lag.
Vor allem der gruppenspezifische Nachweis zeigte hochste Konformitdt. Die Ergebnisse
sprechen fiir einen Einsatz der Triplex-PCR in einem Screening von Getreide auf Fusarium-
Arten. Die Sensitivitit ist auch bei Getreideproben ausreichend. Kontaminationen unter 3 %
konnen in den meisten Fillen vernachldssigt werden, da die Wahrscheinlichkeit einer
Gefdhrdung z.B. durch Mykotoxinbildung sehr gering ist. Fiir Brauereien wurde eine
Kontamination von iiber 5 % in einer Probe mit F. graminearum bzw. F. culmorum als

Grenzwert fiir die Auslosung von Gushing gefunden (Niessen ef al. 1991).

4.3.1.4. Triplex-PCR-Resultate im Vergleich mit DON-Konzentrationen von Getreide

Die Triplex-PCR ermdglicht die simultane Detektion von F. graminearum, F. culmorum und
der Gruppe der Trichothecenbildner. Somit steht eine Methode zur Verfiigung, um schnell
Zusammenhdnge zwischen dem Auftreten dieser Organismen und anderen Parametern
aufzudecken. Ein solcher Hintergrund lag in der Untersuchung von Weizen, der mit DON
kontaminiert war. Die DNA dieses Weizen wurde in die Triplex-PCR eingesetzt. Ein sicherer
Nachweis einer Kontamination mit Hilfe der Triplex-PCR konnte ab einem DON-Gehalt von
400 ppb durchgefiihrt werden. Unter diesem Wert sind die PCR-Signale sehr schwach.
Dariiber hinaus zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen dem Auftreten von DON
und dem Nachweis von F. graminearum bzw. der Gruppe der Trichothecenbildner. Da der
PCR-Nachweis der Gruppe der Trichothecenbildner auf der Gensequenz eines
Schliisselenzyms der Biosynthese der Trichothecene beruht (Niessen und Vogel 1998), war
dieses Ergebnis zu erwarten. Eine positive Korrelation zwischen der Menge an
Trichothecenbildenden Fusarium-Arten und DON wird auch von Edwards et al. (2001) und
Schnerr et al. (2002) bestétigt. Die Autoren stiitzten ihre Untersuchungen ebenfalls auf das
Trichodien-Synthasegen. F. graminearum ist einer der Hauptproduzenten von
Deoxynivalenol (Miller et al. 1983, Rotter und Prelusky 1995) und der Zusammenhang
zwischen PCR-Nachweis und DON-Gehalt ist ebenfalls gegeben. Auch F. culmorum
produziert das Trichothecen DON (Greenhalgh et al. 1986). Trotz dieser Tatsache konnte kein
Zusammenhang gesehen werden zwischen dem Auftreten eines PCR-Signals und der DON-
Konzentrationen der betreffenden Proben. Es handelte sich um Proben verschiedener
Herkunft, so dass ein Einfluss des Probenmaterials ausgeschlossen werden kann. In diesen
Proben scheint das Vorkommen von F. culmorum fir die DON-Konzentration von geringer

Bedeutung zu sein. Das Toxin wurde demnach iiberwiegend von F. graminearum gebildet.
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4.3.2. Einsatz einer Rapidcycler-PCR

Die Verwendung von PCR-Methoden zur Detektion von Fusarium-Arten in Getreide fiihrt zu
wesentlich schnelleren Resultaten als eine mikrobiologische Analyse. Eine herkoémmliche
PCR in einem handelsiiblichen Thermocycler dauert etwa zwei Stunden. Fiir das Screening
von Getreideproben auf Kontaminationen wéren allerdings noch kiirzere Analysezeiten
wiinschenswert.

Eine Moglichkeit, dieses Ziel zu erreichen, ist der Einsatz von PCR-Cyclern, die im
Unterschied zu Thermocyclern mit Metallblocken ein anderes Heizprinzip besitzen. Beispiele
fiir solche Cycler sind der Rapidcylcer und der daraus weiterentwickelte LightCycler™. Der
Wirmetibertrag erfolgt dabei iiber die Luft, die eine hohe Warmekapazitit besitzt (Wittwer et
al. 1989, 1990). Dadurch kann innerhalb weniger Sekunden die gewiinschte Temperatur
erreicht werden. Die Abkiihlung erfolgt durch Ansaugen der Raumluft. Die PCR-Reaktion
wird in Glaskapillaren durchgefiihrt, die einen optimales Oberflichen-Volumen-Verhiltnis
haben, wodurch der Reaktionsmix sehr schnell die gewiinschte Temperatur erreicht. Dariiber
hinaus wird ein Volumenverlust durch Verdunstung ausgeschlossen, da die Kapillaren
hermetisch abgeschlossen sind. Die Reaktionsschritte einer PCR wie z.B. das Annealing der
Primer verlaufen in wenigen Sekunden (Wittwer ef al. 1990). Aus diesem Grund muss die
Temperatur nur kurz konstant gehalten werden. Der schnelle Ubergang zwischen den
Temperaturstufen kann mit dem Einsatz eines Rapidcyclers oder eines dhnlichen Gerétes
optimiert werden. Die Durchfithrung der PCR dauert nur noch 20 — 30 Minuten. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode ist, dass die Reaktionen auch spezifischer werden, da in der kurzen
Zeit weniger falsche Primer-Bindungen auftreten.

Eine Rapid-Cycler-PCR-Protokoll wurde fiir die Detektion von F. graminearum und fiir die
Gruppe der Trichothecenbildner entwickelt. Die PCR konnte in 30 Minuten durchgefiihrt
werden. Die Sensitivitit der PCR lag mit 2¥10” pg DNA pro Ansatz im gleichen Bereich wie
Einzel-PCR-Reaktionen bzw. die Triplex-PCR  (9%*10°) in einem herkommlichen
Thermocycler. Ein Einsatz dieser Methode zur Analyse eines Befalls mit Fusarium-Arten ist

moglich und bietet den Vorteil einer zeitsparenden Durchfithrung.

4.3.3. Strand Displacement Amplification (SDA)

Eine zur PCR alternative DNA-Amplifikationsmethode stellt das Strand Displacement dar
(Walker et al. 1992, Walker 1993, Nadeau et al. 1999). Diese Technik bietet die Moglichkeit,

die Amplifikation bei konstanter Temperatur durchzufiihren, wodurch der technische
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Aufwand minimiert wird, da nur ein Wasserbad bendtigt wird. Die Methode beruht auf der
Féhigkeit eines Restriktionsenzyms, den unmodifizierten Strang einer mit Schwefel
markierten Erkennungssequenz zu schneiden und die Fihigkeit einer DNA Polymerase, die
Replikation an der Schnittstelle zu beginnen und einen der beiden DNA-Stringe zu
verdrangen. Die Amplifikation erfolgt durch eine Kopplung zwischen Reaktionen, bei denen
die Stringe zundchst verdringt werden und dann als Ziel fiir weitere Amplifikationsschritte
dienen. Die Methode wird in der Literatur zur Detektion von verschiedensten Organismen
beschrieben. Der Nachweis von Mycobacterium tuberculosis (Walker et al. 1992, 1993, Milla
et al. 1997, Ichiyama und Ito 1997, Spargo et al. 1996), Chlamydia trachomatis (Spears et
al. 1997, Little et al. 1999), Neisseria gonorrhoeae (Little et al. 1999) und das HIV-Virus
(Nycz et al. 1998) konnte mit dieser Methode durchgefiihrt werden.

Fiir die Untersuchung der Anwendbarkeit von SDA zur Detektion von Fusarium-Arten
wurden passende Primer konstruiert, die einen Sequenzbereich des Tri5-Gens umfassen.
Dabei wurde ein Primer (Tox5-1) verwendet, der in den PCR-Protokollen zum Nachweis von
Trichothecenbildnern ebenfalls verwendet wird (Niessen und Vogel 1998). Dieser Primer
wurde mit einem weiteren Oligonukleotid kombiniert, das ebenfalls aus der 7ri5-Sequenz
abgeleitet wurde. Die Primerpaare ergaben, alleine in eine PCR eingesetzt, positive Signale,
so dass ihr Funktionsfahigkeit gewihrleistet war.

Zunichst wurden das Restriktionsenzym Ava I aus der Alge Anabaena variabilis und das
exo Klenow-Fragment der Escherichia coli — Polymerase I in die Reaktion eingesetzt. Laut
Literatur wird mit diesem System eine 10*fache Amplifikation bei 40 °C in zwei Stunden
erreicht (Milla ef al. 1997). Bei Verwendung der Primer zur Detektion von Fusarium-Arten
konnte jedoch kein positives Resultat erzielt werden. Es wurde daraufhin ein weiteres System
getestet, in dem das Restriktionsenzym BsoBI und ein Klenow-Typ-Fragment der Bst-
Polymerase (Lu et al. 1991) aus Bacillus stearothermophilus verwendet wird. Innerhalb von
30 Minuten kann nach Literaturangaben hiermit eine 10'’fache Amplifikation bei einer
Temperatur von 60 °C erreicht werden. Dariiber hinaus soll diese Reaktion spezifischere
Signale ergeben (Spears ef al. 1997).

Dieser Ansatz ergab wiederum keine positiven Signale. Eine Vielzahl von verschiedenen
Parametern wie die Reaktionspufferzusammenseztung und die Reaktionstemperaturen wurden
variiert, filhrten jedoch nicht zu dem gewiinschten Erfolg. Da die einzelnen Reagenzien und
die Primer unabhingig voneinander getestet wurden, kann ausgeschlossen werden, das hier
der Grund fiir das negative Resultat liegt. Es ist eher zu erwarten, dass die Probleme in dem

komplexen Aufbau des Reaktionsmechanismus liegen. Neben der passenden Bindung der
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Primer, miissen das Restriktionsenzym und die Polymerase zur richtigen Zeit arbeiten. Es
handelt sich um eine Abfolge von Reaktionen, die stark miteinander verbunden sind, bzw.
voneinander abhidngen und bei der Fehlfunktion nur eines kleinen Schrittes ist die
Gesamtreaktion gefdhrdet. Da ein Ergebnis nur nach Ablauf aller Reaktionsschritte zu sehen
ist, kann nicht untersucht werden, an welcher Stelle eine fehlerhafte Reaktion abliuft.

Sédmtliche Ansdtze waren ohne Erfolg und aus diesem Grund wurden die Versuche zum
Nachweis von Fusarium-Arten mit Hilfe der Strand Displacement Amplification eingestellt.
Die Schlussfolgerung ist, dass diese Methode unter den getesteten Bedingungen sich nicht fiir

diese Anwendung eignet.

4.3.4. Anwendung von DNA Detection Test Strips™ zur Detektion von

Fusarium-Arten

Zur schnellen Detektion von Fusarium-Arten konnen verschiedene PCR-Methoden eingesetzt
werden. Diese sind im Vergleich zu mikrobiologischen Analysen wesentlich schneller. Eine
weitere Verkiirzung der Analysezeit ist jedoch erwiinscht. Der Einsatz des Rapidcycler zur
Durchfiihrung verkiirzt die Dauer der PCR auf 30 Minuten. Zur Detektion der PCR-Produkte
nach der PCR wird meist eine Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieBender Farbung mit
fluoreszierenden DNA-Farbstoffen wie Ethidiumbromid oder SYBR® Green I durchgefiihrt.
Die Elektrophorese bendtigt meist mehr als eine Stunde und die Farbstoffe sind
gesundheitsschidlich. Aus diesem Grund wurde nach einer Moglichkeit gesucht, die Zeit fiir
die Detektion der PCR-Produkte zu verringern.

Der Einsatz von DNA Detection Test Strips'™ (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
ist eine schnelle und sehr einfach durchzufiilhrende Methode, bei der keine
gesundheitsschidlichen Reagenzien verwendet werden. Dariiber hinaus ist ausser einem
Wasserbad oder einem Heizblock keine weitere technische Ausstattung nétig. Das
Detektionsprinizp beruht darauf, dass ein sowohl mit Digoxigenin als auch Biotin markiertes
PCR-Produkt auf dem Teststreifen eine Bindung mit Anti-Dig-Antikorpern und Streptavidin
eingeht, was zu spezifischen Reaktionen und somit einer Detektion fiihrt.

Die Durchfiihrung der Reaktion zur Detektion von Fusarium-DNA war sehr einfach. Die
PCR-Produkte wurden fiinf Minuten mit einer Biotin-Sonde hybridisiert und nach einer
Inkubation fiir weitere fiinf Minuten auf Eis auf den Test Strip'™ pipettiert. Nach zehn
Minuten Entwicklung konnte das Ergebnis auf dem DNA Detection Test Strip' ™ abgelesen

werden (Knoll et al. 2002). Die Gesamtdauer der Reaktion betrug somit 20 Minuten, was im
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Vergleich zur Detektion in einem Agarosegel mit 70 Minuten Dauer, eine wesentliche
Verbesserung darstellt. Die Spezifitit wird zum einem durch die Primer (Niessen und Vogel
1997), zum anderen durch die Oligonukleotidsonde gewéhrleistet, die spezifisch fiir die
Sequenz des PCR-Produktes ist. Unspezifische PCR-Produkte werden nicht detektiert.
Allerdings kann im Gegensatz zur Agaroesegelelektrophorese die Grosse des PCR-Fragments
nicht bestimmt werden. Aus diesem Grund eignet sich die Methode bevorzugt fiir PCR-
Protokolle, die schon optimiert und getestet sind. Durch die Verwendung einer
Detektionssonde erfolgt jedoch eine Bestitigungsreaktion der Sequenz.

Die Sensitivitit der Detektion ist bei Einsatz von reiner DNA vergleichbar mit derjenigen bei
einer Farbung mit Ethidiumbromid. Diese Beobachtung machte auch Klepp (2000), der eine
Sensitivitdt von 10 ng Ausgangs-DNA angibt. Weitere Autoren berichten von einer Detektion
von 5 ng DNA mit den Test Strips' ™ (Kliiber e al. 2001). Bei der Detektion von Fusarium-
DNA war ein Nachweis von 0,3 ng DNA mdglich (Knoll ef al. 2002). Bei der Untersuchung
der Anwendbarkeit der Methode mit Fusarium-DNA aus Getreideproben zeigte die Detektion
im Agarosegel eine leicht hohere Sensitivitit als der Nachweis mit Hilfe der Test Strips' ™.
Eine Erklirung dafiir ist, dass die Test Strips' ™ etwas weniger sensitiv sind als die Detektion
im Agarosegel ist. Eine weitere Mdoglichkeit ist, dass DNA-Losungen, die aus einer
Getreideextraktion stammen, im Gegensatz zu reinen DNA-Losungen inhibitorische
Substanzen enthalten, die eventuell die Reaktionen fiir bzw. auf dem Test Strip'™ wie die
Hybridisierung bzw. die Anitkdrperbindung stdren.

Fiir ein schnelles Screnning von Getreideproben auf Fusarium-Kontamination ist der Einsatz

der DNA Detection Test Strips™ jedoch gut geeignet.

4.4. Vergleich von PCR-Resultaten mit dem Gushing-Test

Ein Schimmelpilzbefall wird als eine der Ursachen fiir das Auftreten von Gushing betrachtet
(Amabha et al. 1973, Gjertsen et al. 1963, Niessen et al. 1991). Die visuelle Beurteilung des
Malzes anhand des Auftretens relevanter Korner bedarf jedoch einiger Erfahrung der Person,
die die Untersuchung durchfiihrt (Niessen et al. 1991). Aus diesem Grund sollte untersucht
werden, ob die zur Verfiigung stehenden PCR-Methoden zur Detektion von Fusarium-Arten
in einen Zusammenhang mit den Ergebnissen des Gushing-Testes nach Donhauser et al.
(1990) zu bringen sind.

Aus Malzen mit Uberschiumvolumina zwischen 8 ml und 233 ml wurde DNA extrahiert und

eine PCR zum Nachweis von Trichothecenbildnern durchgefiihrt. Dabei konnte nur in 49 %
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der Malzproben ein positives PCR-Signal detektiert werden. Da die PCR-Methode sehr
sensitiv ist und selbst nur Spuren einer Kontamination detektieren kann und einzelne Korner
als Ausloser von Gushing dienen konnen (Niessen et al. 1991), ist dieses Ergebnis zunichst
verwunderlich. Bei einer Untersuchung von Brauweizen konnten Hernandez et al (2000)
allerdings ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Befallsstirke und
Gushingneigung finden. Eine Erkldrung fiir das Ergebnis, dass PCR und Gushing-Test keinen
Zusammenhang zeigen, konnte sein, dass es sich um den Vergleich zweier sehr verschiedener
Methoden handelt, die jeweils Fehlerquellen enthalten. Vorteilhafter wiirde ein direkter
Vergleich zwischen PCR und dem tatsdchlichen Auftreten von Gushing sein, so dass eine
gesicherte Aussage getroffen werden konnte.

Dariiber hinaus stellt sich die Frage, ob das verwendete PCR-System einen geeigneten Marker
verwendet. Die eingesetzte PCR zielt auf ein Gen, das bei der Trichothecenbiosynthese von
grosser Bedeutung ist. Die Verwendung dieser Sequenz ist geeignet zur Abschitzung der
Mykotoxinbildung. Zur Beurteilung des Malzes auf Gushingneigung kann dies jedoch nicht
beitragen.

In der Ursachenforschung von Gushing konnten kiirzlich hydrophobe Proteine, sogenannte
Hydrophobine, isoliert werden, die als auslosende Faktoren fiir Gushing genannt werden
(Kleemola et al. 2001, Hippeli und Elstner 2002). Diese Proteine bzw. die passende
Gensequenz wiren die geeigneteren Marker fiir ein Untersuchung des Auftretens des

Phinomens Gushing.

4.5. Analyse der Mykotoxinbildung

4.5.1. Etablierung einer Methode zur Untersuchung der Genexpression
des Tri5-Gens

Im Biosyntheseweg von Trichothecenen spielen zahlreiche Gene eine Rolle (Zamir et al.
1991, Desjardins et al. 1993, Trapp et al. 1998, Zamir et al. 1999). Ein entscheidendes Gen ist
das Tri5-Gen, dessen Produkt den ersten Schritt im Biosyntheseweg, die Bildung von
Trichodien aus Farnesylpyrophosphat, katalysiert (Hohn und Beremand 1989). Um Ursachen
bzw. Faktoren aufdecken zu konnen, die bei der Mykotoxinbildung eine Rolle spielen, war
das Ziel, eine Methode zu entwickeln, mit der die Expression des Tri5-Gens quantitativ
untersucht werden kann. Dariiber hinaus kann man mit einem solchen System Hinweise

darauf finden, wie wichtig diese Expression fiir das Auftreten des Toxins tatséchlich ist. Da
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der Biosyntheseweg sehr komplex ist, kommt es zu zahlreichen weiteren Regulationsschritten
sowohl auf genetischer als auch auf Proteinebene. Eine Expression des Tri5-Gens muss also
nicht zwangsldufig zur Bildung von Trichothecenen fiihren.

Zur Untersuchung der Genexpression stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Dazu
zdhlen Northern Blot, in situ-Hybridisierug, RNAse Protection Assay, cDNA-Arrays und RT-
PCR. Die quantitative RT-PCR ist aufgrund ihrer grossen Genauigkeit und Sensitivitéit
inzwischen die Methode der Wahl, um Genexpression zu messen (Giulietti et al. 2001,
Prediger 2001, Halford ef al. 1999). Die Untersuchung der Expression von pilzlichen Genen
mit Hilfe der RT-PCR wurde schon von verschiedenen Autoren beschrieben (Lamar et al.
1995, Benito et al. 1996, Doohan et al. 1999).

Aus den oben genannten Griinden wurde auch in dieser Arbeit eine quantitative RT-PCR zur
Messung der Expression des Tri5-Gens verwendet. Die beiden Schritte Reverse Transkription
und PCR wurden getrennt voneinander durchgefiihrt. Dies hatte den Vorteil, dass das RT-
Produkt in verschiedene PCR-Ansitze eingesetzt werden konnte. Um eine Aussage iiber die
Stirke der Expression eines Gens machen zu kdnnen, muss diese mit der Genexpression eines
konstitutiv exprimierten Gens verglichen werden. Fiir die Untersuchung an Fusarium-Arten
wurde das B-Tubulin-Gen ausgewéhlt (Donaldson et al. 1995, Glass et al. 1995). In
Versuchen zur Genexpression von Fusarium-Arten im Hinblick auf die Infektion von
Pflanzen, wurde dieses Gen ebenfalls als Referenz verwendet (Doohan et al. 1999). Fiir die
Quantifizierung des Tri5-Gens stehen mehrere Protokolle zur Verfiigung. Ziel der Arbeit war,
eine Quantifizierung in Echtzeit im LightCycler™ durchzufiihren. Diese Technologie
ermdglicht eine sehr sensitive und schnelle Quantifizierung (Giulietti ef al. 2001). Selbst sehr
geringe Mengen an DNA bzw. cDNA konnen detektiert werden. Da es Ziel war, bei der
Untersuchung von Fusarium-Kulturen auch sehr frithe Zeitpunkte zu beobachten, muss die
Methode sehr empfindlich sein, da hier nur sehr geringe Myzelmengen vorliegen und nur
geringe RNA bzw. cDNA- Gehalte zu erwarten sind. Eine Methode zur Quantifizierung des
Tri5-Gens mit Hilfe der LightCycler'™-PCR wurde von Schnerr ef al. (2001) entwickelt. Fiir
die Anwendung in der RT-PCR war das dort verwendete Primer-Paar jedoch nicht geeignet,
da das entstehende PCR-Produkt mit 658 bp sehr gross ist. Das Fragment des 3-Tubulin-Gens
ist um iiber 300 bp kleiner. Da es Ziel war, die Produkte direkt miteinander vergleichen zu
konnen, war dieser Unterschied nicht akzeptabel. Je dhnlicher die Fragmente in der Grosse
sind, desto besser ist ein Vergleich mdglich. Ein passendes Primer-Paar wurde bei Edwards e?

al. (2001) gefunden. Die Autoren beschreiben eine PCR basierend auf dem Tri5-Gen, die ein
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260 bp grosses Fragment amplifiziert. Eine gute Vergleichbarkeit mit der B-Tubulin-PCR
konnte somit gewéhrleistet werden.

Dieser Vorteil zeigte sich auch bei der Entwicklung der Methode. Die PCR der RT-Produkte
konnte flir beide Primer-Paare mit dem gleichen Programm durchgefiihrt werden. Zur
Kontrolle, dass keine DNA die Reaktion kontaminiert, sondern die Signale ausschlielich von
mRNA bzw. cDNA stammen, wurde von jeder Probe ein Aliquot der RNA-L&sung
eingesetzt, die nicht der Reversen Transkription unterzogen wurde. In diesen Féllen durfte
kein Signal zu sehen sein.

Die Expression des B-Tubulin-Gen konnte in allen Proben als gleich starkes Signal gemessen
werden. Sie eignete sich daher als Referenz zur Quantifizierung der Tri5-Expression. Die
Tri5-Expression trat nur in einigen Proben auf und wurde in der Auswertung prozentual zur B-
Tubulin-Expression angegeben. Mit dieser Methode war eine Beobachtung der Tri5-

Expression unter verschiedenen Bedingungen moglich.

4.5.2. Beeinflussende Faktoren der Mykotoxinbildung

Zur Untersuchung der Faktoren, die bei der Mykotoxinbildung eine Rolle spielen, wurden
verschiedenen Variationen bei der Kultivierung von Fusarium-Arten getestet. Zunéchst
sollten verschiedene Kulturmedien verglichen werden. Ein GYEP-Medium wurde mit zwei
unterschiedlichen Glucosekonzentrationen eingesetzt. Dariliber hinaus wurde ein Medium
verwendet, das aus Reismehl hergestellt wird. Dieses Medium wurde von Misra und Sinha
(1979) eingesetzt zur Untersuchung der Aflatoxinbildung bei Aspergillus flavus. In den
Versuchen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, zeigte sich jedoch, dass die
Verwendung des Reismehlmediums zur Untersuchung der DON-Bildung meist zu geringeren
Toxinmengen fiihrte als die Verwendung der GYEP-Medien. Dariiber hinaus kann bei der
Herstellung des Mediums eine konstante Zusammensetzung nicht gewahrleistet werden, da
das Kochen des Reismehls jeweils zu einer anderen Konsistenz fiihrt und nach dem
Abzentrifugieren jeweils unterschiedliche Mengen in die weitere Verarbeitung eingesetzt
werden. Diese methodischen Probleme sprachen und sprechen gegen eine weitere
Verwendung dieses Mediums. Aus diesem Grund wurde bei Versuchen zur Genexpression
dieses Medium nicht mehr verwendet.

Das GYEP-Medium fiihrte in Untersuchungen zur DON-Bildung im Vergleich mit anderen
Medien zu den hochsten DON-Gehalten (Miller et al. 1983). Die Autoren zeigten auch, dass
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ein pH-Wert von 6,5 zu Beginn des Versuches zu der grossten Produktion an DON fiihrt. Aus
diesem Grund wurde dieser pH-Wert fiir die Untersuchungen verwendet.

Geeignete Kandidaten fiir vergleichende Untersuchungen zur Mykotoxinbildung sollten
prinzipiell die Fahigkeit zur Mykotoxinbildung haben und diese muss auch induzierbar sein.
Aus diesem Grund wurden potentielle trichothecenbildende Fusarium-Arten auf
Mykotoxinbildung getestet. Dabei handelte es sich um drei F. culmorum-Stimme und sechs
F. graminearum-Stdmme. Zwei der F. culmorum-Stimme bildeten erst nach sehr langer
Inkubationszeit in einem sehr kurzen Zeitraum DON. F. culmorum TMW 4.0754 zeigte eine
konstantere Bildung von 3-AcDON bzw. DON und wurde fiir weitere Untersuchungen
ausgesucht. Bei den F. graminearum-Staimmen zeigten sich z.T. sehr dhnliche Verldufe in der
Mykotoxinbildung, wobei meist erst nach langerer Inkubation eine DON-Bildung zu messen
war. Aus diesen Stimmen wurde F. graminearum TMW 4.0122 fiir weitere Versuche
ausgewdhlt.

Um einen Hinweis darauf zu bekommen, in wieweit die Expression des Tri5-Gens mit dem
tatsdchlichen Auftreten von DON in Zusammenhang steht, wurden mit den beiden Stimmen
F. culmorum TMW 4.0754 und F. graminearum TMW 4.0122 Versuche zur Genexpression
im Vergleich mit der Mykotoxinbildung durchgefiihrt. Wiederum erfolgte eine Variation der
Kulturbedingungen.

Die Inkubation von F. culmorum TMW 4.0754 in einem Medium mit 10 g/l Glucose ergab
wesentlich niedrigere DON-Gehalte als ein Wachstum des Pilzes unter ansonsten gleichen
Bedingungen bei 2,5 g/l Glucose. Ahnliche Beobachtungen haben Miller et al. (1983)
gemacht, die eine Abnahme von DON bei steigendem Kohlenhydratgehalt beschreiben. Die
Menge an 3-AcDON war dahingegen in den Untersuchungen von Miller et al. bei dem
hoheren Glucosegehalt grosser. Die Versuche mit F. culmorum TMW 4.0754 konnten diese
Aussage nicht bestitigen. Eine Verringerung des Kohlenhydratgehaltes scheint hier die DON-
Produktion zu stimulieren. Da es sich bei den Mykotoxinen um Sekundédrmetabolite handelt,
die oft z.B. aufgrund von Stressreaktionen gebildet werden, konnte Nahrungsstress eine
mogliche Erklérung fiir das beobachtete Verhalten sein. Dartiber hinaus wird DON eine Rolle
bei der Infektion von Pflanzen zugeschrieben. Eventuell ist auch hier der Mangel an
Kohlenhydraten ein Ausloser fiir die Induktion von Infektionsmechanismen.

Bei beiden Stimmen wurde beobachtet, dass bei niedrigen Temperaturen weniger DON
gebildet wird als bei hoheren Temperaturen. Versuche zum Einfluss der Temperatur wurden
schon von verschiedenen Autoren beschrieben, die jedoch zum Teil widerspriichliche

Ergebnisse gefunden haben. Die optimale Temperatur fiir die DON-Produktion lag auch bei
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Untersuchungen von Miller et al. (1983) bei 28°C. Bei Versuchen, bei denen die Temperatur
in zyklischen Schritten wéahrend der Inkubation verdndert wurde, konnten Ryu und Bullerman
(1999) zeigen, dass der DON-Gehalt am hochsten ist, wenn nach einer zweiwdchigen
Inkubation von 25 °C, eine Inkubation mit 15 °C erfolgt. Allerdings erfolgte hier die
Toxinbildung erst nach vier bis sechs Wochen. Dahingegen stellten Homdork et al. (2000)
fest, dass warme Bedingungen die Toxinbildung fordern. Das untersuchte Material war
hierbei schwach bis mittelstark befallener Weizen. Verschiedene Parameter und ihr Einfluss
auf das Wachstum von Fusarium-Arten bzw. die Mykotoxinbildung wihrend der Milzung
wurden von Béhm-Schraml (1995) beschrieben. So nimmt z.B. die Belastung mit Fusarium-
Arten mit der Keimdauer des Malzes zu. Entsprechend erhdhten sich auch die Toxinmengen.
Allerdings wirkte sich eine Mélzung mit fallenden Temperaturen von 18 °C bis 12 °C positiv
auf die DON-Bildung aus. In den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchen
wurde bei F. graminearum TMW 4.0122 bei 15 °C ebenfalls eine Toxinbildung nach drei
Tagen und nach acht Tagen gesehen. Im Gegensatz dazu wurde von F. culmorum TMW
4.0754 bei 10 °C kaum Toxin gebildet. In wieweit sich Versuche in Kulturmedium mit den
Verhiltnissen wihrend der Mélzung vergleichen lassen, ist jedoch unklar.

Die Temperaturabhéngigkeit der Mykotoxinbildung konnte noch nicht hinreichend geklart
werden. Eventuell liegt eher ein Zusammenhang mit dem Wachstumsstatus der Pilze vor. Bei
einer geringeren Temperatur kann von einer verminderten Wachtumsgeschwindigkeit
ausgegangen werden. In den durchgefiihrten Versuchen wurden Temperaturen von 10 °C, 15
°C und 28 ° C eingesetzt, allerdings wurden verschiedene Fusarium-Arten verwendet. Bei der
niedrigsten Temperatur ist ein Anstieg des DON-Gehaltes noch am Schluss der Inkubation zu
sehen. Dieser Zustand konnte demjenigen entsprechen, der bei 28 °C schon nach 10 Tagen
erreicht wurde. Eine Korrelation der Biomasse bzw. des Wachstums mit der DON-Produktion
wird von verschiedensten Autoren jedoch bestritten (Doohan et al. 1999, Ryu und Bullerman
1999, Birzele et al. 2000). Die Schwierigkeit, diese Fragestellung zu untersuchen liegt auch
darin, dass in Fliissigkulturen allgemein weniger Toxin gebildet wird als auf festen
Substraten. In Fliissigkultur wiederum wird in statischer Kultur mehr Toxin gebildet (Miller
et al. 1983). Aus diesem Grund wurden die Versuche in der vorliegenden Arbeit in statischer
Kultur durchgefiihrt, wobei jedoch eine Biomassebestimmung erschwert wird. Die visuelle
Beobachtung der Kulturen liefert nur ungenaue Hinweise iliber den Wachstumszustand.
Allerdings war bei den Versuchen zu sehen, dass das Wachstum bei niedrigen Temperaturen

nur einige Tage zeitverzogert ist.
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Die Bildung von 3-AcDON im Zusammenhang mit der DON-Bildung zeigte einen
uneinheitlichen Verlauf. Erwartungsgemill sollten 3-AcDON und DON zeitversetzt
nacheinander auftreten (Miller et al. 1983, Schuster et al. 1987). Das typische Muster, dass
zunichst 3-AcDON ansteigt, wieder abnimmt und dann DON gebildet wird, war in einigen
Versuchen zu sehen. Die Konzentration von 3-AcDON war jedoch meist sehr niedrig.
Allerdings konnte in manchen Kulturen vor der Bildung von DON kein 3-AcDON gemessen
werden. Fiir den Schritt von 3-AcDON zu DON wird in der Literatur eine 3-O-
Acetyltransferase beschrieben (Kimura et al. 1998). Eventuell wird diese erst ab einer
bestimmten Konzentration von 3-AcDON aktiviert. Eine Akkumulation von 3-AcDON vor
der Bildung von DON konnte somit erklért werden. In anderen Fillen scheint die Bildung von
DON hiervon abgekoppelt zu sein, da es zu keiner Akkumulation von 3-AcDON kommt. Die
Regulation erfolgt wahrscheinlich an einer anderen Stelle des Biosyntheseweges. Die
Untersuchung der Expression des Tril01-Gens, das fiir die 3-O-Acetyltransferase kodiert,
konnte neben der Analyse des Tri5-Gens, weitere Erkenntnisse iiber die Regulation der DON-
Bildung ergeben.

Die DON-Bildung in den Versuchen mit den Stimmen F. culmorum TMW 4.0754 und F.
graminearum TMW 4.0122 zeigte einen unerwarteten Verlauf. Die Detektion von DON war
nur iiber einen kurzen Zeitraum von meist wenigen Tagen moglich, danach nahmen die Werte
wieder ab. Mykotoxine gelten als sehr stabil (Wolf und Bullerman 1997) und einmal
produzierte Mengen miissten auch nach einiger Zeit noch nachweisbar sein. Allerdings
besteht die Moglichkeit der Maskierung der Mykotoxine durch Bindung an bestimmte
Substanzen, z.B. B-Glucane (Stettner 2001). Dies konnte eine mdogliche Erkldrung dieser
Beobachtung sein und miisste in weiterfiihrenden Untersuchungen beobachtet werden. Eine
enzymatische Behandlung konnte die Bindung der Toxine mit anderen Substanzen spalten.
DON, falls vorhanden, kénnte dann gemessen werden. Bei Aspergillus flavus und Aspergillus
parasiticus wurde von Doyle und Marth (1978) beobachtet, dass zuvor gebildetes Toxin von
den Organismen wieder absorbiert wird. Es ist moglich, dass dies bei Fusarium-Arten
ebenfalls der Fall ist.

Die Untersuchung der Genexpression konnte als Alternative zur Messung der Toxine dienen,
da die Expression des Gens und die Toxinbildung parallel verlaufen. Bei der Beobachtung der
Expression des Tri5-Gens war jedoch zu beobachten, dass diese nicht in allen Féllen direkt zu
einer Bildung eines Toxins flihrte. In diesen Féllen muss die Regulation zur Toxinbildung
noch an einer anderen Stelle aktiv sein. Vorstellbar sind hier mehrere Moglichkeiten. Der

Biosyntheseweg ist sehr komplex und ist durch eine Vielzahl von enzymatischen Schritten
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bestimmt, die wiederum von der Transkription verschiedener Gene abhéngen (Zamir et al.
1991, Desjardins et al. 1993, Trapp et al. , Zamir et al. 1999). Die Expression des Tri5-Gens
ist sicher ein wichtiger, aber auch nur der erste Schritt. Danach muss eine Vielzahl von
weiteren Genen aktiviert werden. Es gibt es mehrere regulatorische Gene (Hohn et al. 1999,
Matsumoto et al. 1999, Tag et al. 2001), die z.B. an Promotorregionen von anderen Genen
binden koénnen und die Transkription beeinflussen. Dariliber hinaus kann auch eine
posttranslationale Regulation auf Proteinebene erfolgen. Solche regulatorischen Schritte
spielen bei der Mykotoxinbildung sicher eine wichtige Rolle und mit der Untersuchung von
Genexpressionen erhdlt man zumindest einen Hinweis darauf, in welchen Fillen sich weitere
Untersuchungen lohnen konnten. Dariiber hinaus kdnnten sich eventuell Schlussfolgerungen
ergeben, die zeigen, welche Rolle Einflussfaktoren von aussen, z.B. Temperatur spielen und
an welcher Stelle dies reguliert wird. Es konnte untersucht werden, in welchem
Wachstumsstadium der Pilze die Biosynthese beginnt bzw. ob iiberhaupt ein Zusammenhang
zu sehen ist.

Die Methode der RNA-Isolierung und der quantitativen RT-PCR konnte fiir die Untersuchung
weiterer Gene im Biosyntheseweg der Trichothecene dienen. Je mehr Wissen man tiiber die
genetische Regulation der Biosynthese hat, desto eher konnte man versuchen, Einfluss darauf
zu nehmen und die Mykotoxinbildung zu verringern oder zu vermeiden. Diese Zielsetzung ist
vor allem fiir die Abschétzung des Risikos einer Mykotoxinproduktion bei der industriellen
Verarbeitung von Getreide interessant. Ein Beispiel ist die Mélzung. Die Mykotoxine, im
Speziellen DON, liegen wihrend der Mélzung z.T. maskiert vor und kdnnen nicht detektiert
werden (Stettner 2001). Diese Maskierung erfolgt durch Bindung an B-Glucane. Die RNA der
Pilze hingegen unterliegt einer solchen Verschleierung nicht. Die neu entwickelte Methode
zur RNA-Isolierung bzw. RT-PCR sollte aus diesem Grund an Getreide- bzw. Malzproben
getestet werden. Eventuell wiirden sich dadurch neue Moglichkeiten ergeben, um die

beeinflussenden Faktoren der Mykotoxinbildung auf molekularer Ebene zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden entwickelt, die eine zuverldssige Beurteilung des
Vorkommens von Fusarium-Arten auf Getreide ermoglichen. Da eine Anwendung im
Screening von Getreide z.B. in Industriebetrieben als Ziel vorlag, musste vor allem auf die
Moglichkeit einer schnellen, einfachen und prizisen Durchfithrung der Protokolle geachtet
werden. Dies wurde durch die Entwicklung von DNA-gestiitzten Methoden erreicht.
Entscheidend fiir den Erfolg ist zunichst eine erfolgreiche Extraktion der Pilz-DNA aus dem
Getreide. Durch Optimierung eines Extraktionsverfahrens konnte in nur wenigen Minuten
sowohl aus Getreide als auch aus Malz qualitativ und quantitativ ausreichend DNA isoliert
werden. Storsubstanzen aus dem pflanzlichen Material, die weitere Analysen hemmen
konnten, wurden durch den Zusatz von Polyvinylpyrrolidon entfernt. Die Reproduzierbarkeit
der Methode wurde bestétigt. Das Extraktionsverfahren kam bei zahlreichen Getreideproben
zum Einsatz. Nach wie vor problematisch ist das Thema Probennahme zu sehen, das in der
Arbeit nur modellhaft untersucht werden konnte. Jedoch ist dieser Einfluss auf die Resultate
unabhingig von der verwendeten Detektionsmethode fiir Fusarium-Arten und muss als
alleinstehender Faktor in Blickpunkt anderer Untersuchungen stehen.

Mehrere Methoden zur Analyse des Fusarium-Befalls auf Getreide wurden entwickelt. Zur
parallelen Detektion von F. graminearum, F. culmorum und der Gruppe der
Trichothecenbildner wurde eine Triplex-PCR erstellt und optimiert. Diese wurde auch zur
Untersuchung von DON-kontaminiertem Weizen verwendet, um Vergleiche zwischen dem
Nachweis der Fusarium-Arten und DON zu ziehen. In den untersuchten Proben gab es einen
positiven Zusammenhang zwischen der DON-Konzentration und dem Nachweis von F.
graminearum und der Gruppe der Trichothecenbildner, nicht aber von F. culmorum.

Zur Beschleunigung der Detektion wurde eine PCR im Rapid Cycler entwickelt, die die
Durchfiihrung der DNA-Amplifikation von zwei Stunden auf eine halbe Stunde reduziert.

Als Ersatz des Nachweises der PCR-Produkte auf einem Agarosegel wurden DNA Detection
Test Strips™ eingesetzt. Nach 20 Minuten liegt das Ergebnis vor. Die Detektion im
Agarosegel mit anschliessender Ethidiumbromidfiarbung bendtigt mindestens 70 Minuten.
Dartiiber hinaus ist keine besondere technische Ausstattung notig und gesundheitsschiadliche
Substanzen wie die DNA-Farbstoffe Ethidiumbromid bzw. SYBR Green werden vermieden.
Die Methode wurde fiir den Nachweis von F. graminearum entwickelt, ist jedoch mit jedem

anderen PCR-Produkt nach entsprechender Anpassung durchfiihrbar.

100



Zusammenfassung

Als eine zur PCR alternative DNA-Amplifikationsmethode wurde das Strand Displacement
getestet. Diese hat den Vorteil, bei isothermen Bedingungen abzulaufen, was den Bedarf an
Geridten minimiert. Ein Thermocycler, der Temperaturwechsel durchfithren kann, ist nicht
ndtig. Die Versuche zum Nachweis von Fusarium-Arten ergaben trotz einer Vielzahl von
unterschiedlichen Ansédtzen keine positiven Resultate. Aus diesem Grund kann angenommen
werden, dass sich diese Methode nicht fiir diese Anwendung eignet.

Fiir einen Vergleich der Ergebnisse im Gushingtest mit PCR-Resultaten wurden Malzproben
untersucht. Es konnte jedoch keine Ubereinstimmung der Daten gefunden werden. Die PCR
ist auf den Nachweis des Tri5-Gens gestiitzt und dies scheint nicht der richtige Marker zu
sein. Inzwischen mehren sich die Hinweise darauf, dass sogenannte Hydrophobine ein
auslosender Faktor von Gushing sind und weitere Untersuchungen sollten darauf zielen.

Um Erkenntnisse dariiber zu erhalten, welche Faktoren die Mykotoxinbildung beeinflussen
und ob das auch auf genetischer Ebene zu sehen ist, wurde eine Methode zur Messung der
Genexpression des Tri5-Gens entwickelt. Dabei handelt es sich um eine quantitative RT-PCR,
die im LightCycler™ durchgefiihrt wurde. Die Expression des Tri5-Gens wurde in Relation
zur jeweiligen Expression eines konstitutiv exprimierten Genes bestimmt.

Mehrere Fusarium-Arten wurden unter verschiedenen Bedingungen kultiviert, wobei DON-
Bildung und Genexpression gemessen wurden. Es zeigte sich, dass bei einem niedrigeren
Glucosegehalt im Medium und bei hoheren Temperaturen mehr DON gebildet wird. Die
Expression des Tri5-Gens konnte mit der Toxinbildung in Zusammenhang gebracht werden.
In einigen Fillen folgte jedoch auf eine Expression keine DON-Bildung. Dies legt die
Vermutung nahe, dass hier eine spétere Regulation im Biosyntheseweg erfolgt.

Mit der entwickelten quantitativen RT-PCR ergeben sich zahlreiche neue
Anwendungsmdglichkeiten, um die Regulation und die einwirkenden Faktoren der

Trichothecenbildung auf molekularer Ebene zu untersuchen.
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