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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Parasitare Pilze der Gattung Fusarium spp., darunter F. oxysporum und F. proliferatum, verursachen die
weltweit im Spargelbau verbreitete Wurzel-, Kronen- und Stdngelfaule. Dariliber hinaus gelten F.
oxysporum und F. proliferatum als Hauptbildner von Fumonisinen (FB) sowie Beauvericin (BEA) und stellen
somit eine potentielle Gefdhrdung fiir den Menschen dar. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss
unterschiedlicher Umwelt- und insbesondere Lagerbedingungen in Spargel auf die Infektion mit F.
oxysporum und F. proliferatum sowie die Kontamination mit FB und BEA wéhrend der Ernte, der
Nachernteprozesskette bis zur Lagerung und Konsumierung beim Endverbraucher zu untersuchen. Ein
Monitoring Versuch wahrend der Erntezeit an unterschiedlichen Standorten, zeigte eine Befallszunahme
mit F. oxysporum und F. proliferatum von Mai zu Juni als auch einen prozentualen Anstieg mit FB
kontaminierter Proben. In Lagerversuchen innerhalb sowie direkt im Anschluss an die Verfahrenskette
konnten keine signifikanten Verdnderungen sowohl in der Befallsstarke mit F. oxysporum und F.
proliferatum als auch in der FB-Kontamination festgestellt werden. In einem weiteren Lagerversuch
wurden neben herkdmmlichen Spargelstangen der Klasse Extra auch Convenience-Produkte beriicksichtigt.
Die geschalten, unter MAP-Bedingungen verpackten Varianten wiesen nach einer Lagerung von 7 Tagen
bei 15 °Csowie 22 °C eine signifikant hohe BEA-Konzentration auf. In mit F. oxysporum und F. proliferatum
inokulierten Spargelproben der Klasse Extra in Bleich- Griin- und Purpurspargel konnten wahrend der
Lagerung keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Spargelvarianten hinsichtlich der BEA-
Kontamination beobachtet werden. In den mit F. oxysporum inokulierten Spargelstangen wurde in allen
Spargelvarianten eine signifikant hohere BEA-Konzentration ermittelt, im Vergleich zu den mit F.
proliferatum inokulierten Proben. Die BEA-Konzentration erwies sich in allen sowohl mit F. oxysporum als
auch in mit F. proliferatum inokulierten Spargelvarianten signifikant hdher als die FB-Konzentration.
Insgesamt konnte in dieser Arbeit ein erstes Auftreten von BEA in Spargel als auch eine Kokontamination
mit FB nachgewiesen werden. Die in allen Versuchen detektierten Konzentrationen an FB als auch BEA (1-
2300 ppb) sind einzeln betrachtet als unbedenklich einzustufen. Additive Effekte durch die Koexistenz mit
weiteren Mykotoxinen bergen allerdings eine potentielle Gefahr. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Studie
war es, die potentiell fungitoxischen Eigenschaften von den in Spargel vorkommenden phenolischen
Sauren p-Cumarsaure und Ferulasdure sowie dem Flavonoid Rutin zu analysieren. In einem in vitro Versuch
erwies sich Ferulasdure als am starksten toxisch und konnte sowohl das Wachstum von F. oxysporum als
auch von F. proliferatum signifikant hemmen. Rutin zeigte keine hemmende Wirkung auf das Wachstum
von F. oxysporum und F. proliferatum. Eine signifikante Inhibierung der BEA-Synthese konnte nicht

ermittelt werden.
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Abstract

Abstract

Parasitic fungi of the genus Fusarium spp., including F. oxysporum and F. proliferatum, cause the root,
crown and stalk rot in asparagus spread worldwide. In addition, F. oxysporum and F. proliferatum are
considered to be the main producers of fumonisin (FB) and beauvericin (BEA), thus leading to a potential
risk to humans. The aim of this study was to investigate the effects of different environmental and in
particular storage conditions in asparagus to the infection with F. oxysporum and F. proliferatum as well
as the contamination with FB and BEA during the harvest and the post-harvest process. A monitoring
experiment showed an increase in the infestation with F. oxysporum and F. proliferatum from May to June
as well as a percentage increase in FB contaminated samples. Symptomatic rods exhibited the highest
infestation with F. oxysporum and F. proliferatum compared to randomized derived rods as well as rods of
the Extra class. At the same time, an FB contamination could only be detected in these asparagus variants.
No significant changes were observed in storage tests with F. oxysporum and F. proliferatum infestation
as well as in FB contamination. In further storage experiments convenience products were also taken into
account. The peeled variants packed under MAP conditions showed a significantly high BEA concentration
after storage for 7 days at 15 ° C and 22 ° C. In the asparagus samples of the Extra class in white, green
and purple asparagus, which were inoculated with F. oxysporum and F. proliferatum, no significant
differences between the variants could be observed during storage with regard to BEA contamination. In
the asparagus rods inoculated with F. oxysporum, a significantly higher concentration of BEA was
determined in all asparagus variants as compared to the samples inoculated with F. proliferatum. The BEA
concentration was significantly higher than the FB concentration in all of the asparagus varieties
inoculated with both F. oxysporum and F. proliferatum. Overall, this study showed a first occurrence of BEA
in asparagus as well as cocontamination with FB. The concentrations of FB as well as BEA (1-2300ppb)
detected in all experiments are individually considered to be harmless. However, the effects of coexistence
with other mycotoxins present a potential risk.

Asparagus is rich in naturally occurring phenolic compounds. These have potentially fungitoxic properties
and can inhibit the growth of certain fungal species as well as the synthesis of mycotoxins. A further aim
of the present study was to analyze the potential fungitoxic properties of the asparagus phenolic
compounds rutin, p-coumaric acid and ferulic acid. In an in vitro experiment, ferulic acid proved to be the
most toxic one and could significantly inhibit the growth of F. oxysporum as well as F. proliferatum. Rutin
showed no inhibitory effect on the growth of F. oxysporum and F. proliferatum. A significant inhibition of

the BEA synthesis could not be determined.
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Spargel (Asparagus officinales L.)

Spargel (Asparagus officinalis) ist eine mehrjahrige Pflanze und eine Pflanzengattung in der Familie der
Spargelgewichse (Asparagaceae). Die Wortherkunft leitet sich vom griechischen Wort ,asparagos” (junger
Trieb) und dem neulateinischen Wort ,officinales" (als Arzneimittel verwendet) ab. Es wird berichtet, dass
in Deutschland Spargel zundchst vornehmlich als Arzneimittel und weniger als Gemiise angebaut wurde.
Erst um die Mitte des 16. Jahrhunderts wurden in Deutschland die ersten Spargelbeete im ,Stuttgarter
Lustgarten” angepflanzt (Hartmann, 1989; Peirce, 1987). Im 19. Jahrhundert gewann mit Organisation des
ersten Vertragsanbaus in Braunschweig der Spargelanbau zunehmend an Bedeutung. In Deutschland
gehort Spargel heute zu der bedeutendsten Kulturart mit einer Anbaufldche von 27000 Hektar (ha, im Jahr
2016), von der ca 95 % auf die Kultivierung von Bleichspargel entfallt. Weltweit liegt die Flache der
Ertragsanlagen bei ca 957000 ha mit einem Schwerpunkt in China, gefolgt von Europa, USA, Japan und
Peru. Bei der Gesamtmenge des geernteten Spargels weltweit entfallen ca. 55 % auf Bleich- und 45 % auf
Griinspargel (Hartmann, 1989).

Die Spargelpflanze zdhlt morphologisch zu den Wurzelsukkulenten und besteht aus unterirdischen
Pflanzenteilen, die in ihrer Gesamtheit als Krone bezeichnet werden und aus oberirdischen Pflanzenteilen,
die als Triebe, Aufwuchs oder Kraut benannt sind. Die Krone setzt sich zusammen aus 2-6 mm dicken, bis
zu 5 m langen, unverzweigten Speicherwurzeln, den verzweigten oder unverzweigten zumeist nur
einjahrigen Faserwurzeln und dem Rhizom. Das Rhizom besteht aus Knospenbiindeln, den sogenannten
Clustern, aus denen sich neben den Trieben auch die Speicherwurzeln entwickeln. Diese sind nur bedingt
in der Lage Wasser und Nahrstoffe aufzunehmen und dienen hauptsachlich als Speicherort von
Reservestoffen. Die einjahrigen Faserwurzeln hingegen, die aus dem Zentralzylinder der Speicherwurzeln
wachsen und Bodentiefen bis zu 5 m erreichen kdnnen, sind in der Lage tiefere Bodenschichten zu
erschlieBen und so eine ausreichende Nahrstoff- und Wasserversorgung zu gewahrleisten. Die Krone
insgesamt stellt folglich ein groBes Speicherpotential fiir Kohlenhydrate und andere Reservestoffe dar,
welches von Bedeutung fiir eine addquate Triebbildung in der Stechperiode ist. Die oberen Pflanzenteile
werden als Triebe oder Kraut bezeichnet oder, wenn sie geerntet werden, als Stange. An den Trieben zweiter
oder dritter Ordnung befinden sich die biischelartigen Kurztriebe, auch Phyllokladien genannt. Diese sind
nadelférmig, stielrund, mit einem Durchmesser von 0,5 mm und einer Ldnge von bis zu 2 cm und stellen
die eigentlichen Assimilationsorgane dar. An den Bliitenstielen, die axillar am Grund einzelner
Phyllokladien entspringen, wachsen kleine Bliiten. Die mannliche Variante besitzt einen unfruchtbaren
Fruchtknoten und sechs Staubblatter, wahrend die weiblichen einen dreifachrigen Fruchtknoten mit
maximal 6 Samenanlagen und sechs verkiimmerten Staubblattern aufweisen. Aus den weiblichen Bliiten
entwickeln sich erbsengrofBe, kugelige Beeren. Die fiir die Samenreifung verbrauchte Energie fiihrt zu einem

niedrigeren Ertrag, weshalb mannliche Pflanzen fiir die Spargelproduktion bevorzugt werden. Sie bilden
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insgesamt groBere Kronen und somit ein gréBeres Speicherpotential, treiben friiher aus, bilden mehr Triebe
und garantieren so einen héheren Ertrag (Hartmann, 1989).

Fiir optimale Ertrdge wahrend der Vegetationsperiode bendtigt man allgemein leichte, lehmige oder
humose Sandbdden mit gquter Wasserspeicherkapazitdt, einem pH-Wert zwischen 5,8-6,2,
Lufttemperaturen zwischen 25 °C - 28 °C, sowie einer Bodentemperatur von liber 12 °C.

Die gdngigste Methode des Erstellens einer Spargelanlage ist das Setzen von Jungpflanzen mithilfe einer
Spargelpflanzmaschine im Friihjahr. Diese werden in Reihen mit Abstinden zwischen 1,6 - 2 m und
Pflanzabstanden von 0,3 - 0,45 m in Graben mit einer Tiefe von 30 - 40 cm eingepflanzt. Erst ab dem
vierten Standjahr, also drei Jahre nach dem Pflanzen, kann die Anlage bis zum 24. Juni voll beerntet
werden. Das typische Anhadufeln der Spargeldimme auf 40 cm Hohe erfolgt ausschlieBlich maschinell,
bevor die DAmme gewdhnlich mit Folien abgedeckt werden. Als am effektivsten hat sich die Schwarz-
WeiB-Folie herauskristallisiert. Diese verhindert zum einen, dass sich die bereits durch den Damm
gewachsenen Spargelspitzen aufgrund des Lichteinflusses violett farben, zum anderen vermeidet sie eine
Austrocknung des Bodens. Durch den Einsatz von Schwarz-WeiB Folien kann weiterhin kurzfristig auf die
vorherrschenden Temperaturverhiltnisse reagiert werden. Durch die weiBe Seite (kiihlende Funktion)
konnen Erntespitzen gedrosselt werden und durch die schwarze Seite kann durch die Erhdhung der
Temperatur die Ernte bei kiihleren Witterungsverhaltnissen um bis zu einer Woche vorverlegt werden.
Zusatzlich kommt zum Zweck der Ernteverfriihung auch haufiger das System der Minitunnel zum Einsatz.
Hier wird zusdtzlich zur Schwarz-WeiB Folie eine transparente Folie (iber Stahlbligel liber die Damme
gespannt und so ein Mikroklima, dhnlich wie in einem Gewachshaus, kreiert.

Die Erntezeit endet mit dem 21. Juni (stidliches Deutschland 24. Juni), um einer Ersch6pfung des Rhizoms
vorzubeugen. Fiir die Ertragsleistung spielen verschiedene Faktoren wie z.B. das Alter der Anlage eine
wichtige Rolle. Von gréBter Bedeutung sind allerdings die Menge der im Vorjahr in den Speicherorganen
gesammelten Reservestoffe sowie deren Mobilisierung wahrend der Stechperiode. Spargel nimmt
diesbeziiglich unter den Gemiisearten eine Sonderstellung ein. Im Spargel werden die notwendigen
Reservekohlenhydrate im Aufwuchs gebildet, in die Speicherwurzeln verlagert und schlieBlich in Form von
wasserldslichen Zuckern, Fruktanen, gespeichert. In den Wintermonaten erfolgt dann eine zunehmende
Mobilisierung der Fruktane zu Glukose und Fruktose, wodurch der Aufwuchs der Triebe im Friihjahr und
somit der Ertrag entscheidend beeinflusst wird (Ernst und Krug, 1998). Wirtschaftlich ist eine
Spargelanlage in der Regel 6 -10 Jahre. Grund fiir den Riickgang des Ertrags ist u.a. die Bodenmiidigkeit,
die auch durch eine Anh3ufung von bodenbiirtigen Pilzen (z. B. Fusarium spp.) hervorgerufen wird. Dies ist
vor allem auf die Tatsache zurlickzufiihren, dass Brachland fiir Neuanlagen aufgrund der Expansion des
Spargelanbaus in den letzten Jahren selten zur Verfligung steht, Spargel aber aufgrund seiner
Selbstunvertraglichkeit friihestens nach 20 Jahren auf demselben Feld angebaut werden sollte.

Um die Frische und Qualitat des Spargels erhalten zu kdnnen, muss die Zeitspanne zwischen dem Stechen

und dem Verzehr mdglichst geringgehalten werden; dies kann in erster Linie lber den Weg der
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Direktvermarktung erreicht werden. In Regionen, in denen traditionell kein Spargel angebaut wird, sind
Kunden auf Supermarkte und Discounter angewiesen. In diesem Fall miissen bestimmte Bedingungen
beriicksichtigt ~ werden, um die Qualitdt des Spargels widhrend der verschiedenen
Vermarktungsprozessstufen, wie z.B. der Lagerung, aufrechtzuerhalten.

Die hauptsdchliche Ursache fiir den Nachernteverlust bei Spargel, stellt die hohe Transpirationsrate nach
der Ernte dar. Die Frischmasseverluste ist bei Spargel nicht nur auf den unterschiedlichen
Wasserdampfdruck von Interzellularraumen zur Umgebungsatmosphare zurlickzufiihren, sondern vor allem
durch dissimilatorische Vorgange wahrend des Atmungsprozesses (HeB,1999). Die Intensitdt des
Energiestoffwechsels beeinflusst die Hohe der Respirationsrate. Diese ist hoch im juvenilen und niedrig im
seneszenten Stadium. Da Spargel wahrend des Wachstums geerntet wird, weist dieser im Vergleich zu
anderen Gemisearten eine hohe Atmungsrate auf (Cantwell,1992). Verglichen mit anderen Kulturen, wie
z.B. Zwiebeln oder Kartoffeln, ist die Respirationsrate 6-fach hdher. Spargel ist daher ein vergleichsweise
anspruchsvolles Gemise und stellt aufgrund seiner relativ hohen Respirationsrate folglich eine
Herausforderung in der Nachernteprozesskette dar.

Die Atmungsaktivitdt kann durch Stress, z.B. hervorgerufen durch Verwundung wahrend des
Ernteprozesses, zusatzlich verstarkt werden. Die Qualitdtsminderung wahrend des Nachernteprozesses ist
vor allem von der Temperatur, der Luftfeuchtigkeit sowie der Lagerdauer abhdngig; so hemmen niedrige
Temperaturen das Schliisselenzym der Ligninbiosynthese und somit die Verholzung (Chen et al., 1980).
Temperaturen liber 6 °C fiihren zu deutlichen Verlusten an Kohlenhydraten und steigern signifikant das
Lidngenwachstum (Hurst et al., 1997). Die Wirkung der Lagerdauer ist stark mit der Lagertemperatur
assoziiert. So sinkt die Haltbarkeit von Spargel linear mit steigender Temperatursumme (Brash et al., 1995).
Eine niedrige Luftfeuchtigkeit wahrend der Lagerung fiihrt zu einem Offnen der Spargelkdpfe und ferner
zu einem Frischmasseverlust (Villanueva-Suarez et al., 1999). Niedrige Temperaturen und eine
Luftfeuchtigkeit von 95 % sind folglich im Nachernteprozess anzustreben.

Der Befall von Spargel mit Fusarium spp., die damit assoziierten potentiellen Schadbilder sowie eine damit
einhergehende  Minderung von duBeren und inneren Qualititsparametern, sowie eine
Mykotoxinkontamination kdnnen wahrend des Nachernteprozesses potentiell verstarkt werden.
Convenience-Produkte unterliegen einem héheren Risiko des Verderbs verglichen zu unbehandelter Ware.
Die Stoffwechselaktivitdt kann bis zum zwanzigfachen erhoht sein (Cantwell 1992). Unterschiedliche
Folienverpackungen schiitzen das Produkt wahrend der Lagerung vor duBBeren Umwelteinfliissen und lben
gleichzeitig Einfluss auf Qualitat und Haltbarkeit des Produktes aus.

Umfassende Untersuchungen hierzu hat Kadau (2005) durchgefiihrt und so zahlreiche Einflussfaktoren auf
den Pilzbefall von geerntetem Spargel unter verschiedenen Lagerbedingungen definiert, sowie
handelsiibliche Polypropylen- und biologisch abbaubare Verpackungsfolien auf ihre Eignung zur
Qualitatssicherung von Convenience Spargel untersucht. Dabei waren die entscheidenden Veranderungen

der Qualitatsparameter auf die unterschiedliche Permeabilitdt der Verpackungsfolien fiir Sauerstoff und
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Kohlendioxid zurlickzufiihren. Die Verdnderung des sogenannten Respirationsquotienten ibte
signifikanten Einfluss auf die Spargelqualitit aus, des Weiteren fiihrte sie zur Inhibierung des
endophytischen Pilzwachstums.

Angesichts einer gesteigerten Nachfrage nach frischen hochwertigen Lebensmitteln durch den Verbraucher
wurden viele Verfahren entwickelt, die Qualitdt von Spargel nach der Ernte aufrecht zu erhalten. Neben
verschiedenartigen Verpackungsfolien, haben vor allem das Mikroklima und die atmosphérische
Zusammensetzung der Luft wahrend der Lagerung einen Effekt auf die Qualitdt von Spargel. Zu der
gangigsten und effektivsten Technik gehért die Lagerung von Spargel unter Modified Atmosphere
Packaging - Bedingungen (MAP). Durch das MAP wird beim Abpacken durch eine Schutzbegasung eine
bestimmte Gasatmosphare innerhalb der Verpackung erzeugt. Von besonderer Bedeutung fiir den Spargel
ist ein speziell abgestimmtes Sauerstoff-Stickstoff Verhaltnis, sowie insgesamt ein niedriger
Sauerstoffgehalt und ein konstanter Kohlendioxidgehalt. Fiir die Auswahl der geeigneten Schutzbegasung
muss nicht nur die gewiinschte Gaszusammensetzung beriicksichtigt werden, sondern auch die
Atmungsrate des Spargels sowie die Durchldssigkeit der Verpackung, da diese Faktoren erheblichen Einfluss
auf die Gaszusammensetzung in der Verpackung wahrend der Lagerung haben (Sandhya, 2010). Die
Lagerung von Spargel unter kontrollierten Bedingungen fiihrt zu einer verminderten Respirationsrate,
einem verminderten Infektionsdruck von Mikroorganismen sowie lediglich zu marginalen Veranderungen

beziiglich Textur und Inhaltsstoffen (Mckenzie et al., 2004).

Fusarium spp.

Die Gattung Fusarium gehort zu den Schimmelpilzen und beinhaltet imperfekte, zumeist bodenbiirtige
Erreger. Im Jahr 1809 fiihrte Heinrich Friedrich Link die Gattung Fusarium ein. Die Angaben (iber die genaue
Anzahl der zugehdrigen Pilze sind schwankend, aufgrund der Koexistenz unterschiedlicher Spezieskonzepte
(Leslie und Summerell, 2006).

Das relevanteste und populdrste ist das morphologische Spezieskonzept, welches die Unterscheidung
verschiedener Spezies anhand morphologischer Merkmale wie GroBe, Form, Mikrokonidien, Makrokonidien
und deren Septierung vorsieht (Leslie und Summerell, 2006).

Das erste einheitliche Spezieskonzept fiir Fusarium spp. wurde von Wollenweber und Reinking etabliert. In
ihrer 1935 erschienenen Monografie teilten sie, basierend auf der Grundlage morphologischer Merkmale
gemaB internationalem Code der botanischen Nomenklatur, die 1000 unterschiedlichen Artbezeichnungen
in 16 Sektionen ein, welche wiederum 65 Arten, 55 Varietdten und 22 Formen enthalten.

Mit der von Gerlach und Nirenberg Uberarbeiteten Monografie aus dem Jahr 1982, wurde ein auf
Wollenweber und Reinking basierendes liberarbeitetes System mit 78 Arten und 34 Varietdten erstellt, in
dem die Gestalt der Mikrokonidien als primdres taxonomisches Kriterium zur Unterscheidung

herangezogen wird.
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Fusarium spp. sind kosmopolitisch in Bdden aller Kontinente vertreten, die Antarktis ausgenommen.
Aufgrund ihrer Anpassungsfahigkeit sind sie in der Lage auch in lebensfeindlichen Umgebungen zu
persistieren (Mandeel, 2006). In Abhéngigkeit von Umweltbedingungen und Art bilden Fusarium spp.
Makrokonidien, Mikrokonidien sowie Chlamydosporen zur Uberdauerung aus.

Die Lebensweisen von Fusarium spp. sind mannigfaltig; neben phytopathogenen Isolaten existieren auch
Human- und Tierpathogene sowie Endophyten und Saprophyten.

Eine groBe Anzahl von bodenbiirtigen Fusarium spp. erndhren sich saprotroph; allerdings sind diese
Saprobionten auch in der Lage iiber Verletzungen oder vorangegangene Priméarinfektionen in
Kulturpflanzen einzudringen und sie nachhaltig zu schadigen. Tatsdchlich sind zahlreiche Vertreter dieser
Gattung Hauptverursacher von Ertrags- und QualitdtseinbuBen agrarwirtschaftlich wichtiger
Kulturpflanzen und fiihren zu Faulen an Wurzel, Sténgelbasis und Friichten sowie echten Welken und
Umfallkrankheiten bei Keimlingen (Blok und Bollen, 1995). Bei der Getreideernte in den USA zwischen
1990 und 1999 kam es aufgrund von Ahrenfusariosen zu hohen volkswirtschaftlichen Schiden von ca. drei
Milliarden US$ (Windels, 2000). In Deutschland wurde z.B. in den Jahren 2002 und 2007 iiber ein
auBergewohnlich starkes Auftreten von Fusarium spp. und damit verbundene ErtragseinbuBen berichtet
(Herold 2008).

Wirtschaftlich bedeutende Krankheiten, die durch Fusarium spp. hervorgerufen werden sind z.B. die
partielle WeiBahrigkeit in Weizen durch F. graminearum, F. culmorum, F. verticillioides, F. subglutinans und
F. proliferatum (Munkvold, 2003) oder die Fusariumwelke in Baumwolle, hervorgerufen durch F. oxysporum
f. sp. vasinfectum. Fusariosen, wie z.B. die Wurzel- und Stdngelfdule, sind weltweit fiir erhebliche
Ernteverluste im Spargelbau verantwortlich. Neben den beiden Haupterregertypen F. oxysporum und F.
proliferatum, sind auch F. redolens, F. verticillioides und F. moniliformine maBgeblich fiir das Auftreten der
Wurzelfauleerkrankung verantwortlich (Blok und Bollen, 1995; Elmer, 2000; Baayen et al., 2000;
Knaflewski, 1990; Gossmann et al., 2001).

Die Infektion der Spargelpflanze mit Fusarium spp. wird hauptsachlich durch die vorherrschende Witterung
beeinflusst. Umweltfaktoren wie Temperatur, Niederschlag und Luftfeuchte beeinflussen das Auftreten von
Fusarium spp.-Infektionen maBgeblich (EImer, 2000). Weiterhin kénnen mechanische Verletzungen oder
der Befall mit Insekten, Eintrittspforten fiir bodenbiirtige Pathogene bieten (GoBmann et al., 2008;
Weidenbdrner, 1999). In warmeren Regionen wird oft F. proliferatum als dominierende Spezies beschrieben
(Elmer et al., 1997; Logrieco et al., 2003), wéihrend in den gemaBigt kiihleren Regionen eher F. oxysporum
dominant ist (Elmer et al., 1996). In einer umfassenden Studie von Koch (2010) konnte das pilzliche
Erregerspektrum auf niedersachsischen Spargelanlagen festgestellt werden. So wurden hier entsprechend
als dominante Fusarium spp.-Arten an infizierten Spargelstangen F. oxysporum (81%) sowie F. proliferatum
(32 %) beobachtet. Zusétzlich zu ihrer phytopathologischen Bedeutung, kann durch die begleitende
Kontamination mit Mykotoxinen auch ein Gesundheitsrisiko bei Mensch und Tier nicht ausgeschlossen

werden.
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Mykotoxine

Mykotoxine sind natiirliche Sekunddrmetabolite, die unter geeigneten Umweltbedingungen von
filamentdsen Pilzen, hauptsachlich Aspergillus spp., Penicillium spp. und Fusarium spp., produziert werden.
Sie kénnen wahrend des Wachstums und der Lagerung von pflanzlichen Lebensmitteln als auch nach deren
Verarbeitung zu Lebens- und Futtermitteln gebildet werden (Smith et al., 1994).

Die Produkte des Sekundarmetabolismus sind im Gegensatz zu denen des Primarstoffwechsels spezifisch
fiir ihre Produzenten und nicht bei allen Organismen zu finden. Die Gene, die im Sekunddrmetabolismus
involviert sind, werden auf der Transkriptomebene in sogenannten Clustern organisiert (Keller et al., 1997;
Yu und Keller, 2005). Diese Gencluster werden iber zwei Klassen von Transkriptionsfaktoren koreguliert.
Man unterscheidet diejenigen, die spezifisch flir einen metabolischen Stoffwechselweg sind von
denjenigen, die global die Vermittlung von Umweltreizen regulieren (Zhang et al., 2004). Der Velvet-
Komplex und insbesondere die putative Methyltransferase LaeA, stellt beispielsweise einen wichtigen
globalen Regulator des pilzlichen Sekundarmetabolismus dar (Lind et al., 2016).

Der Sekundarstoffwechsel reagiert sensibel auf Umgebungsbedingungen; so werden bestimmte sekundare
Stoffwechselprodukte nur unter spezifischen Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen, bei bestimmtem
Nahrstoffangebot oder in bestimmten Entwicklungsphasen gebildet. Schliisselfaktoren, wie Temperatur,
Feuchtigkeit, Ndahrboden, Nahrstoffangebot, pH-Wert und Atmosphare beeinflussen die Produktion von
Mykotoxinen mafBgeblich. Die biologische Funktion von Mykotoxinen sind bis heute nicht vollstdndig
geklart. Diskutiert werden u.a. eine metabolische Kontrollfunktion sowie eine dkologische Rolle bei
Interaktionen mit anderen Organismen (Keller et al., 2005; Fox und Howlett, 2008).

Es konnte nachgewiesen werden, dass das Schimmelpilzwachstum eine Voraussetzung fiir das Auftreten
von Mykotoxinen ist, umgekehrt konnte bis jetzt allerdings nicht mit allen Schimmelpilzen eine
Mykotoxinproduktion assoziiert werden. Dariiberhinaus kann das gleiche Toxin von verschiedenen Pilzarten
synthetisiert werden, jedoch missen nicht alle produzierenden Stimme derselben Art angehdren. Ferner
besteht die Mdglichkeit, dass die gleiche Pilzart mehrere, verschiedene Mykotoxine bildet (Waskiewitz et
al., 2010; Magan et al., 2002).

Aufgrund ihrer auBerordentlich heterogenen chemischen Struktur weisen die meisten der bekannten
Mykotoxine eine spezifische Wirkung in vivo auf. Das Spektrum an toxischen Eigenschaften reicht von
Karzinogenitdt, Neurotoxizitat, Immunsuppressivitdt, Mutagenitat, Teratogenitat, Hepatotoxizitat bis zu
Nephrototoxizitdt und stellt so ein Gesundheitsrisiko fiir Mensch und Tier dar (Espada et al., 1994; Kuiper-
Goodman et al., 1996; Gross et al., 1994; Gelderblom et al., 1992; Howard et al., 2001; Chu und Li, 1994;
Rheeder et al., 1992). Jedoch kann diese Klassifizierung nicht umfassend angewendet werden, da aufgrund
der chemischen Vielfalt der sekundadren Metabolite, mehrere Regionen des Kdrpers gleichzeitig betroffen

sein konnen. Das natiirliche gleichzeitige Auftreten verschiedener Mykotoxine kann zu synergistischen,
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additiven und antagonistischen Wechselwirkungen fiihren, die die Klassifizierung von Mykotoxinen
erschweren (Bennett et al., 2003).

Hinweise auf durch Mykotoxine verursachte toxikologische Krankheitsbilder bei Mensch und Tier,
sogenannte Mykotoxikosen, lassen sich bis ins Mittelalter zurilickverfolgen. Die dlteste (ibermittelte
Mykotoxikose ist unter dem Namen ,St. Antonius Feuer” oder Ergotismus bekannt. Hervorgerufen wurde
diese durch die Verunreinigung des zu dieser Zeit wichtigsten Getreides in Mitteleuropa, des Roggens, mit
Sekundarmetaboliten des Pilzes Claviceps purpurea (Mielke, 2000).

Die Intensivierung der modernen Mykotoxinforschung begann in den 1960er Jahren mit der Entdeckung
der Aflatoxine als Ursprung fiir das Auftreten des Massensterbens von Truthiihnern in England. Aufgrund
der ,Turkey X disease" verendeten ca. 100000 Truthiihner innerhalb weniger Monate. Als Ursache konnte
kontaminiertes Erdnussschrot aus Brasilien identifiziert werden (Blount, 1961). Seitdem wurden zahlreiche
Untersuchungen durchgefiihrt, um das Auftreten, die Toxizitat, Pravention und Detoxifizierungsstrategien
von Mykotoxinen zu analysieren.

Zu den bedeutendsten Mykotoxinbildnern gehdren Pilze der Gattungen Aspergillus, Penicillium und
Fusarium (Gareis, 1999). Wihrend die Arten der Gattungen Aspergillus und Penicillium vor allem als
Lagerpilze betrachtet werden, da diese ihre Wirte erst nach der Ernte infizieren und so vor allem fir
Nachernte- und Lagerschaden verantwortlich sind, gelten Arten der Gattung Fusarium als Feldpilze. Hier
konnen die Besiedlung sowie die Mykotoxinbildung folglich schon vor der Ernte beginnen und wahrend
des Lagerungs- sowie Verarbeitungsprozesses weiter expandieren. Die Arten der Gattung Fusarium
produzieren die drei wichtigsten Klassen von Mykotoxinen sowohl in Bezug auf den Schidigungsgrad in
der Pflanzenproduktion als auch fiir die tierische und menschliche Gesundheit: A-Trichothecene (T2-Toxin,
HT2-Toxin) und B-Trichothecene (Deoxynivalenol, Acetyldeoxynivalenol, Nivalenol, Fusarenon X),
Zearalenon und FB (Chelkowski et al., 1998; Desjardins, 2006). Ebenso gelten Fusarium spp. als Produzenten
sogenannter ,neuerer” Mykotoxine: Moniliformin sowie die Cyclohexadepepsipeptide BEA, Enniatin und
Fusaproliferin (Bottalico et al., 1995; Jestoi et al., 2004; Moretti et al., 2007).

Unter den pilzlichen Sekundarmetaboliten stellen FB diejenigen mit dem hochsten Toxizitatspotential dar.
Aufgrund der relativ hohen Gehalte, der ubiquitdren Verteilung, des relativ haufigen Vorkommens in
agrarwirtschaftlich bedeutenden Pflanzen sind folgende Fusarium spp beziiglich der FB-Synthese von
besonders groBer Bedeutung: F. verticillioides (Branham et al., 1993; Musser et al., 1997); F. sacchari (Leslie
et al., 1992); F. proliferatum (Castell et al., 1999; Jimenez et al., 1997; Thiel et al., 1991); F. subglutinans
(Leslie et al., 1992) F. globosum (Sydenham et al., 1997), F. oxysporum (Seo et al., 1996; Rheeder et al.,
2002; Waskiewicz et al., 2010). Der einzige FB-produzierende Pilz, der nicht der Gattung Fusarium
angehort, ist Alternaria alternata (Abbas et al., 1996).

FB sind langkettige, methylverzweigte Aminoalkohole, deren Kohlenwasserstoffgrundgeriist in der Regel
20 C-Atome umfasst und die aufgrund ihrer groBen strukturellen Ahnlichkeit zu Sphingosin und

Sphinganin, zu den Sphinganin-analogen Mykotoxinen gezdhlt werden (Caldas et al., 1995). Insgesamt
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sind mittlerweile 15 verschiedene Isomere beschrieben worden, die sich vor allem durch ihr
Hydroxylierungsmuster voneinander unterscheiden (Domijan, 2012). FB-Analoga werden in Abhingigkeit
ihrer chemischen Struktur in die Hauptklassen Typ FB A, B, C, D und P klassifiziert. Die FB-Analoga,
bestehend aus den toxikologisch wichtigen FB1, FB2 und FB3, sind die am haufigsten natirlich
vorkommenden Fumonisine, wobei FB1 deutlich abundant ist und in der Regel die hdochsten

Konzentrationen aufweist (Marasas, 1996).
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Abb.1: Chemische Struktur FB1.

Neben Mais werden FB hauptsachlich in Reis (Abbas et al., 1998), Weizen, Gerste und Sojabohne (Castella
et al., 1999; Garcia et al., 2012) sowie Hirse (Gamanya und Sibanda, 2001) nachgewiesen. Aber auch in
Spargel und Zwiebeln konnten FB-Kontaminationen nachgewiesen werden (Seefelder et al., 2002; Liu et
al., 2007; Weber et al., 2006; GoBmann et al., 2001; Waskiewicz et al., 2010).

Erstmals charakterisiert wurden FB von Gelderblom et al. im Jahr 1988. lhnen gelang es FB aus F.
verticillioides von Mais zu isolieren, und eine Verbindung zu der damals in Siidafrika flichendeckend
auftretenden Pferdekrankheit Leukoenzephalomalacia herzustellen, die sich als Nekrose der weiB3en
Hirnmasse &uBerte. Weiterhin wurde ihnen eine Beteiligung an dem Auftreten von
Speiserdhrenkarzinomen nachgewiesen.

FB1 ist das am h3ufigsten vorkommende FB und weist gleichzeitig den hochsten Toxizitdtsgrad auf. Die
Wirkungsmechanismen sind komplex. Die Inhibierung der Ceramidsynthase, einem Schliisselenzym des
Sphingolipidmetabolismus, das fiir die Acylierung von Sphingosin und Sphinganin verantwortlich ist (Wang
et al., 1991; Merill et al., 2001), stellt den gravierendsten biochemischen Effekt dar. Ceramide stellen
wichtige Bestandteile tierischer Biomembranen dar, folglich ist das Schadbild entsprechend vielfaltig:
Fumonisine weisen neurotoxische, nephrotoxische, hepatotoxische, zytotoxische sowie karzinogene
Eigenschaften auf (Espada et al., 1994; Kuiper-Goodman et al., 1996; Gross et al., 1994; Gelderblom et al.,
1992). Die Rolle der FB als Tumorpromotoren und -initiatoren konnte in verschiedenen wissenschaftlichen
Studien nachgewiesen werden. Nach einer taglichen Dosis von 50 mg/kg FB1 nach 20 Monaten wurde

beispielsweise in 100 % aller Versuchstiere Leberzirrhose und in 66 % Leberkrebs induziert (Gelderblom et
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al., 1992). Ferner konnte mit FB1 eine eindeutige kanzerogene Aktivitdt in mannlichen Ratten und
weiblichen M&usen assoziiert werden (Howard et al., 2001).

Bisher existieren keine Daten, die eine akute Gefdhrdung der menschlichen Gesundheit durch die
Exposition mit FB verifizieren. Jedoch wird eine Korrelation zwischen dem Auftreten von Speiserdhren-
sowie Leberkarzinomen (Chu und Li, 1994; Rheeder et al., 1992) postuliert.

Auf nationaler Ebene liegt ein Hochstmengen-Entwurf vor, in dem fiir Mais sowie Maiserzeugnisse FB1
und FB2 Konzentrationen von insgesamt max 500 pg/kg vorgeschlagen werden. Fiir Cornflakes sowie fiir
Mais- und Maiserzeugnisse, die zur Herstellung didtetischer Lebensmittel fiir Sduglinge und Kleinkinder
eingesetzt werden, werden Grenzwerte von 100 pg/kg empfohlen . Die tolerierbare tagliche Aufnahme
(TDI) ist als 2 ug/kg definiert, und wurde von dem Wissenschaftlichen Lebensmittelausschuss der
Européischen Union (Scientific Committee on Food, SCF) sowohl fiir FB1 einzeln als auch fiir die Summe
aus FB1, FB2 und FB3 festgelegt.

Neben human- und tiertoxikologischen Wirkungen, konnten fir FB auch eine Beteiligung an der
Phytopathogenese nachgewiesen werden. So kdnnen FB u.a. Nekrosen, eine Inhibierung des Wachstums,
eine Herabsetzung der Samenkeimfahigkeit in Mais und anderen Getreidepflanzen, sowie Stechapfel

hervorrufen (Abbas und Boyette, 1992; Lamprecht et al., 1994).

BEA wird als neueres Mykotoxin bezeichnet. Das chemische Grundgeriist stellt ein zyklisches
Hexadepepsipeptid dar, welches abwechselnd aus D-Alpha-Hydroxy-Isovaleryl- (Alpha-Hydroxy-3-
Methylbutansdure) und Aminoséure-Einheiten aufgebaut ist. Hamill et al. (1969) konnten BEA erstmals im

Jahr 1969 aus Beauveria bassiana isolieren.

Abb.2: Chemische Struktur BEA
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Es gibt zahlreiche Fusarium spp., fiir die eine BEA-Produktion dokumentiert werden konnte, u.a. F.
oxysporum (Logrieco et al., 1998), F. proliferatum (Abbas et al., 1999; Waskiewicz et al. 2010), F.
subglutinans (Torres et al., 2001). Weiterhin konnten regionale Unterschiede hinsichtlich der Mykotoxin-
Produktion innerhalb der verschiedenen Fusarien gefunden werden, welche wahrscheinlich durch
genetische Variation und verschiedene klimatische Faktoren begriindet sind (Moretti et al., 1995).

Fiir BEA wurden in gegenwartigen Studien immer wieder hohere Konzentrationen in verschiedenen
agrarwirtschaftlich wichtigen Produkten gefunden. Da das von ihnen ausgehende Gesundheitspotenzial
noch nicht ausreichend abgeschadtzt werden kann, wird ihnen immer mehr Bedeutung zugemessen.
Logrieco et al.(1993) konnten in natiirlich mit F. subglutinans infiziertem Mais aus Polen bis 60 mg/kg BEA
nachweisen. Auch in Mais aus Italien wurden BEA-Gehalte bis 500 mg/kg detektiert. Oft trat eine Co-
Kontamination mit anderen Fusarientoxinen wie FB, Fusaproliferin oder/ und Moniliformin auf (Bottalico
et al., 1995; Ritieni et al., 1997). Fredlund et al. (2013) liefern den Beweis, dass BEA, Enniatine und MON
haufig auftretende Kontaminanten in schwedischem Hafer sind. Auch andere Studien belegen die Existenz
von BEA in unterschiedlichen Nahrungsmitteln wie Mais (Sulyok et al. 2010), Weizen (Logrieco et al., 2002;
Zinedine et al., 2011) und Reis (Sifou et al., 2011; Nazari et al., 2015) und die Tatsache, dass in den meisten
Proben eine Koexistenz mehrerer verschiedener Mykotoxine vorliegt (Botalico et al., 1995; Ritieni et al.,
1997: de Souza et al., 2013).

BEA weist insektizide, zytotoxische, antibakterielle und antivirale Wirkungen auf (Dombrink-Kurtzman,
2003; Hamill et al., 1969; Kouri et al., 2003; Prosperini et al., 2013). Die molekulare Struktur ermdglicht
Komplexbildungen mit ein- und zweiwertigen Kationen, die so durch die Zellmembran geschleust werden
konnen. Die primdre toxische Wirkung wird auf diese ionophoren Eigenschaften des Molekiils
zuriickgefiihrt. Durch Kanalbildung und Carriermechanismen wird die lonenpermeabilitdt der Membran
verdndert, wodurch es in tierischen Zellen u.a. zur Hemmung der Acyl-CoA- Cholesterol-Acyltransferase
kommt, ein membrangebundenes Enzym, das die Umwandlung von Cholesterin und zelluldren langkettigen
Fettacyl-CoA zu Cholesterylester katalysiert (Tomoda et al., 1992). Die Zytotoxizitit von BEA gegeniiber
menschlichen Leukdmiezellen basiert wahrscheinlich auf der Erhéhung der intrazelluldren Ca2+-
Konzentration, welche letztendlich zur Apoptose fiihrt (Dombrink-Kurztman, 2003). BEA hat auBerdem
eine starke antibiotische Wirkung gegen human-, zoo- und phytopathogene Bakterien (Castlebury et al.,
1999). Viele in vitro Studien bestitigen die biologische Aktivitdt von BEA und verdeutlichen dessen
mogliche Toxizitat. Es besteht jedoch ein deutlicher Mangel an in vivo Toxizitatsstudien, die sich auf die
chronischen Wirkungen fokussieren sowie auf mogliche Wechselwirkungen mit anderen Mykotoxinen.
Das Potential der Phytotoxizitdt von BEA ist ebenfalls nicht abschlieBend geklart, da diesbezlglich nur
wenige Studien existieren. Aufgrund der ionophoren Eigenschaften und der somit potentiellen vielfaltigen
Wirkungsweise, liegt es nahe, dass es insbesondere im Zusammenhang mit Synergieeffekten mit anderen
Mykotoxinen zu toxischen Wirkungen kommen kann. So konnten Paciolla et al. (2004) zeigen, dass BEA

die Aktivitdt der Ascorbatperoxidase in Tomatenzellen herabsetzt und mdglicherweise eine Rolle beim

10



Literaturiibersicht

Zelltod von Tomaten-Protoplasten spielt. Desweiteren zeigt BEA eine rasche Depolarisation des
Membranpotentials in Fusarium spp.-toleranten Mais-Wurzeln sowie in jungen Blattparenchymzellen,
darliber hinaus eine erhdhte Membranleitfahigkeit in Mais-Wurzeln, als auch eine Hemmung der Atmung

in jungen Blattparenchymzellen von Mais (Pavlovkin et al., 2006; Pavlovkin et al., 2012).

Spargel als Quelle erndhrungsphysiologisch relevanter phenolischer Verbindungen

Phenolische Verbindungen sind als Sekundarmetabolite des pflanzlichen Stoffwechsels allgegenwartig und
Bestandteil der menschlichen Erndhrung. So findet man phenolische Verbindungen in fast allen
gesundheitlich relevanten Nahrungsmitteln wie Obst, Gemiise, Hiilsenfriichte, Schokolade, Tee, Kaffee und
Wein (Mattila et al., 2007).

Chemisch betrachtet handelt es sich bei phenolischen Verbindungen oder Polyphenolen um sekundare
Stoffwechselprodukte, die in ihrer chemischen Struktur auf das Phenol zuriickzufiihren sind. Allen
gemeinsam ist ein aromatisches Grundgeriist, an das Hydroxylgruppen kondensiert sind. lhre
Mannigfaltigkeit liegt darin begriindet, dass die Anzahl der Ringe und die Position der OH-Gruppen
variieren kdnnen. Die Synthese der phenolischen Verbindungen kann in der Regel liber zwei Wege erfolgen:
den Shikimatweg, in dem Phenylalanin als Synthesequelle dient, oder den Polyketidweg. GemalB ihren
strukturellen Eigenschaften werden Polyphenole in drei Substanzklassen unterteilt: Flavonoide,
Phenolcarbonsduren und Chalkone (Hemmingway and Laks, 1992). Zu den allgemein wichtigsten
Pflanzenpolyphenolen gehdren die Flavonoide. Sie bestehen aus drei Kohlenstoffringen mit zwei
aromatischen sowie einem 0-heterozyklischen Ring. In vivo liegen die meisten Flavonoide nicht frei in Form
ihres Aglykons vor, sondern glykosidisch gebunden (Stahl et al., 2002). Dies trdgt zu einer erh6hten
Loslichkeit im Pflanzenzellsaft bei und stabilisiert gegeniiber einem UV-bedingten enzymatischen Abbau
(Aherne und O'Brien, 2002). Durch die strukturelle Vielfalt, die sich hauptsachlich durch die
unterschiedliche Anzahl an Hydroxy- und Methoxysubstituenten als auch in Art, Anzahl und Anordnung
der nicht-acylierten und acylierten Zuckerreste zeigt, sind {iber 8000 verschiedene Flavonoide beschrieben
(Harborne und Williams, 2000). Der Gehalt an Flavonoiden schwankt je nach Pflanzenart und Klima. Die
meisten Flavonoide sind in den Randschichten von Pflanzen sowie in den duBeren Blattern zu finden. lhre
Bedeutung fiir den pflanzlichen Organismus liegt vor allem im Schutz vor UV-Licht und Starklicht, in der
Farbgebung von spezifischen Pflanzenteilen, sowie dem Schutz vor Fressfeinden und dem Befall durch
Pathogene. Die Produktion kann z.B. durch eine Infektion oder extreme Witterungsverhaltnisse gesteigert
werden (Watzl und Rechkemmer, 2001).

Die Phenolcarbonsauren werden in Hydroxyzimtsduren und Hydroxybenzoesduren eingeteilt und sind oft
mit organischen Sduren oder Zuckern verestert. Zu den wichtigsten Hydroxyzimtsduren in verschiedenen

Obst und Gemiisesorten gehdren u.a. Chlorogenséure, p-Cumarsiure und Kaffeesiure (Tiveron et al., 2012).

11



Literaturiibersicht

Spargel ist eine der wichtigsten Quellen der erndhrungsphysiologischen relevanten Polyphenole.
Untersuchungen haben gezeigt, dass Spargel einen hohen Anteil an natiirlich vorkommenden phenolischen
Verbindungen enthilt, wie z.B. Flavonoide (Makris und Rossiler, 2001) und Carotenoide (Deli et al., 2000).
Zu den wichtigsten phenolischen Verbindungen im Spargel zahlt das Flavonoid Rutin, welches aufgrund
seiner UV-Schutz Eigenschaften vor allem in Griinspargel und Purpurspargel gebildet wird (Tsushida et al.,
1994; Wang et al., 2003) sowie die Phenolsduren Chlorogensiure, Kaffeesiure und Ferulasédure (Sakakibara,
2003; Fuentes-Alventosa et al., 2008). Phenolsiduren machen ca. ein Drittel der Gesamtphenolzufuhr der
menschlichen Erndhrung aus (DGE, 2004).

Es existieren sowohl innerhalb der verschiedenen Bleichspargelsorten als auch zwischen Bleich-, Griin-
und Purpurspargelsorten Disparititen in der Hohe des Gesamtphenolgehalts sowie des
Gesamtphenolspektrums. So nehmen der Rutingehalt und der Gesamtphenolgehalt von Purpurspargel liber
Griinspargel zu Bleichspargel ab (Maeda, 2005). Fiir die unterschiedlichen Phenolgehalte im Bleichspargel
scheinen hauptsdchlich vor allem genetische Unterschiede verantwortlich zu sein, nicht aber der
Erntezeitpunkt oder der Stangendurchmesser (Papoulias et al., 2009). Eine Abnahme des Flavonoidgehaltes
konnte bei geschdltem und gelagertem Spargel beobachtet werden, ebenso wie eine Zunahme des
Gesamtphenolgehaltes durch Kochen (Papoulias et al.2009; Fanasca et al., 2009). Wihrend
Lagerungsprozessen konnten Rodriguez-Arcos et al. (2004), im Gegensatz zu anderen phenolischen Siuren
wie Kaffeesdure und p-Cumarsaure, bei Ferulasdure einen Konzentrationsanstieg verzeichnen. Diese ist
Bestandteil der Zellwand und maBgeblich durch die Bildung sogenannter Crosslinks zwischen
Zellwandpolymeren an der Texturverdnderung des Spargels wahrend der Reife und der Lagerung beteiligt.
Weiterhin werden Phenolsdauren hadufig mit der Resistenz einiger agrarwirtschaftlich bedeutsamer
Produkte, wie z.B. Weizen, gegeniiber der Infektion bestimmter Pilzspezies in Zusammenhang gebracht.
Durch eine direkte Interferenz mit dem Pilz oder durch die Verstarkung von pflanzlichen
Strukturkomponenten, die als mechanische Barriere wirken, kénnen phenolische Verbindungen sowohl das
Wachstum einiger Pilzspezies als auch die Produktion von Mykotoxinen, wie z.B. FB, hemmen (Samapundo

et al., 2007; Siranidou et al., 2002; Santos et al., 2010, Gauthier et al., 2016)
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Zielsetzung

Zielsetzung

Ausgehend von den dargelegten Grundlagen ist das Ziel dieser Arbeit die Analyse des Einflusses von
Umwelt- und Lagerbedingungen auf den Befall mit F. oxysporum sowie F. proliferatum als auch die
Mykotoxinkontamination, insbesondere FB (FB1, FB2, FB3) und BEA, in Spargel. In Kapitel | wird
diesbeziiglich der gesamte Zeitraum (iber die Ernte, die Nachernteprozesskette bis einschlieBlich zur
Lagerung beim Endverbraucher verfolgt. Die Widerstandsfahigkeit einiger agrarwirtschaftlich bedeutsamer
Produkte, wie z.B. Weizen oder Mais, gegeniiber Infektionen mit Fusarium spp. korreliert mit einem hohen
Anteil phenolischer Substanzen. Daher werden in Kapitel Il die Gehalte phenolischer Verbindungen in
Spargel in Abhidngigkeit unterschiedlicher Lagerbedingungen untersucht und deren Potential zur
Hemmung des Wachstums von F. oxysporum und F. proliferatum sowie der BEA-Produktion ermittelt.

Die Analysen wurden unter Beriicksichtigung folgender Arbeitsschwerpunkte durchgefiihrt:

- Monitoring. Die Befallshaufigkeit von F. oxysporum und F. proliferatum auf Spargelfeldern
unterschiedlicher Standorte soll untersucht werden. Insbesondere das Vorkommen von FB in
geernteten Spargelstangen in Abhdngigkeit verschiedener Umweltbedingungen soll betrachtet
werden. Eine Unterteilung in randomisiert vom Feld entnommenen sowie symptomhaften
Spargelstangen als auch Spargelstangen der Klasse Extra soll einen differenzierteren Uberblick
verschaffen.

- Lagerung innerhalb sowie direkt im Anschluss an die Verfahrenskette. Die Befallshdufigkeit in
gelagertem Spargel von F. oxysporum und F. proliferatum sowie die FB-Produktion soll innerhalb
der Verfahrenskette in der Betriebslagerung und bei der anschlieBenden Lagerung beim Endkunden
untersucht werden, um eine potentielle Zunahme der FB-Kontamination im Nachernteprozess
aufzuzeigen. Zusadtzlich sollen die flir den Verbraucher relevanten Convenience Produkte
(geschilte und verpackte Varianten) beriicksichtigt werden.

- Lagerversuche mit inokulierten Bleich-, Griin- und Purpurspargelvarianten. Unterschiede
hinsichtlich des FB- und BEA-Bildungspotentials in Bleich-, Griin- und Purpurspargel sowie
zwischen den verwendeten Pilzspezies, F. oxysporum und F. proliferatum, in Abhangigkeit
unterschiedlicher Lagerbedingungen sollen gepriift werden.

- Uberblick iiber die Gehalte der wichtigsten phenolischen Verbindungen in Bleich-, Griin- und
Purpurspargel sowie Verianderungen wihrend des Lagerungsprozesses. Analysen zum
Gesamtphenolgehalt sowie zum Gehalt an Ferulasdure, p-Cumarsaure, Chlorogensdure sowie dem
Flavonoid Rutin in Bleich-, Griin - und Purpurspargel in Abhdngigkeit unterschiedlicher

Lagerbedingungen sollen potentielle Unterschiede zwischen den Spargelvarianten aufzeigen.
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Zielsetzung

In vitro Versuch zum Inhibierungspotential phenolischer Verbindungen auf das Pilzwachstum
sowie die BEA-Produktion. Untersuchungen sollen das Potential der einzelnen phenolischen
Verbindungen Ferulasdure, p-Cumarsadure, Chlorogensdure sowie dem Flavonoid Rutin ermitteln,
das Wachstum von F. oxysporum und F. proliferatum sowie die BEA-Produktion in vitro zu
hemmen. Etwaige Unterschiede zwischen den einzelnen phenolischen Verbindungen sowie den

verwendeten Pilzspezies sollen aufgezeigt werden.
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Kapitel 1

1. Einfluss unterschiedlicher Umwelt- und Lagerbedingungen auf den Befall mit
F. oxysporum und F. proliferatum sowie die Mykotoxinproduktion im Spargel

1.1 Zusammenfassung

Wahrend der Erntezeit im Mai und Juni wurden im Monitoringversuch an den Standorten M, S und T
Spargelstangen auf endophytische Besiedlung mit F. oxysporum und F. proliferatum untersucht. Die
Befallshdufigkeit war abhdngig vom Zeitpunkt der Entnahme sowie den Witterungsverhaltnissen.
Signifikante Unterschiede hinsichtlich der unterschiedlichen Standorte konnten nicht identifiziert werden.
Von Mai zu Juni stieg auf allen Feldern die Fusarium-Infektion durchschnittlich bis auf 45 %. Dariiber
hinaus konnte ein verstarktes Auftreten von F. proliferatum beobachtet werden. Der Anteil der mit FB1
infizierten Spargelstangen war allgemein im Juni héher als im Mai. Signifikante Unterschiede zwischen
den Erntezeitpunkten bestanden nicht. Die FB-Konzentration in den einzelnen Spargelstangen reichte von
1—-100 ppb. Am Standort T wurde zusatzlich zwischen randomisiert vom Feld enthommenen
Spargelstangen, Stangen der Klasse Extra sowie Spargelstangen mit Symptomen unterschieden. In den
Stangen der Klasse Extra konnte kein Befall mit Fusarium spp. beobachtet werden, eine FB-Kontamination
wurde in diesen Spargelproben ebenfalls nicht nachgewiesen. Die Spargelstangen mit Symptomen wiesen
die hochste Befallsstarke mit 35 % auf, der Anteil an F. proliferatum war mit 5 % gering. Die FB-Gehalte
in den Spargelstangen mit Symptomen und Feldstangen beliefen sich im einstelligen ppb-Bereich und sind
isoliert betrachtet als unbedenklich einzustufen. Im zweiten Versuchsansatz lag der Fokus auf der Lagerung
innerhalb sowie direkt im Anschluss an die Verfahrenskette. Hier wurde die Befallshdufigkeit von F.
oxysporum und F. proliferatum sowie die FB-Kontamination ermittelt. Die Analysen wurden nach der
Betriebslagerung und nach der Betriebslagerung mit zusatzlicher Haushaltslagerung durchgefiihrt.
Hinsichtlich der unterschiedlichen Analysezeitpunkte konnten in Bezug auf den Befall mit F. oxysporum
und F. proliferatum sowie der FB-Kontamination keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Es
zeigte sich jeweils die hochste Befallshdufigkeit bei den Feldstangen und Spargelstangen mit Symptomen
mit nur einem geringen Anteil einer F. proliferatum Infektion (5 %). In den Spargelstangen der Klasse Extra
konnte kein Befall beobachtet werden. Eine FB-Kontamination konnte jeweils nur vereinzelt in den
Spargelstangen mit Symptomen sowie in den Feldvarianten im einstelligen ppb-Bereich beobachtet
werden. Eine direkte Korrelation zwischen den Gehalten an DNA (F. proliferatum) und der FB-Konzentration
konnte nicht festgestellt werden.

Zuséatzlich wurde ein Lagerversuch mit Convenience-Produkten unter MAP-Bedingungen durchgefiihrt. Die
geschalten Spargelproben, die zusatzlich verpackt waren, wiesen die hochste BEA-Konzentration in der

Variante, die fiir 7 Tage bei 22 °C gelagert wurden, mit einer Konzentration von 1380 ppb auf.

15



Kapitel 1

Im dritten Versuchsansatz sollten in mit F. oxysporum und F. proliferatum inokulierten Varianten
Lagerversuche, in denen Lagerdauer und -temperatur variiert wurden, Aufschluss liber das FB- und BEA-
Bildungspotential geben. Es wurde unterschieden zwischen mit F. proliferatum und F. oxysporum natiirlich
infizierten sowie inokulierten Spargelvarianten. Zusatzlich wurde zwischen Bleich, Griin- und
Purpurspargel differenziert. In den natiirlich mit F. proliferatum infizierten als auch in den mit F.
proliferatum inokulierten Varianten, die 7 Tage, 22 °C gelagert wurden, konnten die hdchsten FB- und
BEA-Gehalte detektiert werden. Die BEA-Gehalte wiesen in allen Varianten signifikant hohere Werte auf
als die FB-Konzentrationen. Innerhalb der mit F. proliferatum und F. oxysporum inokulierten Varianten in
den Bleich, Griin- und Purpurspargelstangen konnte hinsichtlich der FB- sowie BEA-Konzentrationen
zwischen den einzelnen Spargelvarianten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden. In allen
Spargelvarianten konnten signifikant héhere BEA-Konzentrationen als FB-Konzentrationen nachgewiesen
werden. AuBerdem konnten signifikant hohere BEA-Gehalte in den mit F. oxysporum inokulierten Varianten
im Vergleich zu den mit F. proliferatum inokulierten Varianten ermittelt werden, unabhéngig von der
Spargelvariante. Die Untersuchungen liefern einen ersten Beweis fiir das Vorkommen von BEA in Spargel
sowie eine Kokontamination mit FB. Alle in den hier durchgefiihrten Untersuchungen detektierten
Mykotoxinmengen (1-2300 ppb) sind isoliert betrachtet als unbedenklich einzustufen. Das Auftreten von
Synergieeffekten und das damit verbundene Gesundheitsrisiko fiir den Menschen kann jedoch schwer

abgeschatzt werden.

1.2 Einleitung

Die weltweit im Spargelbau verbreitete Wurzel-, Kronen- und Stangelfaule wird durch parasitére Pilze der
Gattung Fusarium spp. verursacht, darunter F. oxysporum und F. proliferatum. Fusarium spp. Infektionen
verursachen u.a. ein Welken an Wurzel und Stangen bis zur Faule an Wurzeln, Rhizom und Stangeln. Eine
weitere Qualitatseinschrankung sowie potentielle Gesundheitsgefahrdung fiir den Menschen wird durch
die mdgliche Mykotoxin-Produktion, insbesondere FB, hervorgerufen. Neben Mais, Reis (Abbas et al., 1998)
und verschiedenen Getreidearten (Castella et al., 1999; Garcia et al., 2012; Gamanya und Sibanda, 2001)
konnten FB auch in Spargel nachgewiesen werden. Dabei konnten F. oxysporum und F. proliferatum als am
hiufigsten aus Spargel isolierten Fusarium spp. ermittelt werden. (Seefelder et al., 2002; Liu et al., 2007;
Weber et al., 2006; GoBmann et al.,, 2001; Waskiewicz et al., 2010). Beide gelten als Hauptbildner von FB.
Folglich geht von ihnen ein gewisses Gesundheitsrisiko aus. In verschiedenen Untersuchungen konnten
neurotoxische, nephrotoxische, hepatotoxische, zytotoxische sowie karzinogene Eigenschaften von FB
nachgewiesen werden (Espada et al., 1994; Kuiper-Goodman et al., 1996; Norred et al., 1996; Gross et al.,
1994; Gelderblom et al., 1992b). F. oxysporum und F. proliferatum wurden ferner als Produzenten von
sogenannten ,neuen” Mykotoxinen, wie z.B. BEA, identifiziert (Logrieco et al., 1998; Abbas et al.; 1999;

Waskiewicz und Golinski, 2010). Viele Studien belegen die Existenz von BEA in verschiedenen
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Nahrungsmitteln wie Mais (Sulyok et al. 2010), Weizen (Logrieco et al., 2002; Zinedine et al., 2011) und
Reis (Sifou et al., 2011; Nazari et al., 2015), sowie die Koexistenz von BEA mit anderen Mykotoxinen
(Botalico et al., 1995; Ritieni et al., 1997; de Souza et al., 2013;). Bis zum jetzigen Zeitpunkt existieren
keine Daten, die das Auftreten von BEA in Spargel belegen.

Allgemein sind die Nachernteverluste bei Spargel vor allem auf Mikroorganismenbefall zuriickzufiihren.
Eine Gruppe der Mikroorganismen, die bodenbiirtigen Pilze, verursachen u.U. endogenes Pilzwachstum in
den Spargelstangen, da sie zu Beginn der Pflanzenentwicklung durch infizierte Samen vorhanden sind oder
uber die Wurzelhaare in die Spargeljungpflanzen hineingelangen kdnnen. Des Weiteren stellen die
Schnittstellen der Spargelstangen wahrend der Stechsaison offene Eintrittspforten fiir Mikroorganismen
dar (Weidenbdrner, 1999). Wihrend des Nachernteprozesses kann der Befall von Spargel mit Fusarium spp.
sowie eine Mykotoxin-Kontamination mdglicherweise verstarkt werden.

Zunichst sollte ein Monitoring-Versuch einen Uberblick tiber die Befallshaufigkeit mit F. proliferatum und
F. oxysporum verschaffen und insbesondere die potentielle FB-Kontamination in den fiir den Verbraucher
relevanten Klasse Extra Stangen beleuchtet werden. Des Weiteren sollten Lagerversuche innerhalb bzw.
direkt im Anschluss an die Verfahrenskette Aufschluss iber eine mdgliche Verstarkung der FB-
Kontamination wéahrend der Lagerung geben. SchlieBlich sollten in weiteren Lagerversuchen mit
inokulierten Spargelproben mdgliche Unterschiede hinsichtlich des FB- und BEA-Bildungspotentials der

zur Inokulation verwendeten Pilzspezies sowie zwischen Bleich-, Griin — und Purpurspargel gepriift werden.
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1.3 Material und Methoden

Es wurden unterschiedliche Schwerpunkte gesetzt, so dass sich fiir die einzelnen Jahre sowie innerhalb
eines Jahres unterschiedliche Versuchsansdtze ergeben. Die verschiedenen Versuchsansdtze sind im

Folgenden dargestellt.

1.3.1 Versuchsaufbau Spargelsaison 2010 — Monitoring
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Abb.3: Versuchsaufbau im Erntejahr 2010 zur mikroskopischen Untersuchung auf Infektion mit F. proliferatum und F.
oxysporum von randomisiert vom Feld entnommenen Spargelstangen, an jeweils 2 unterschiedlichen Standorten, auf
zwei verschiedenen Feldern (jeweils n=50).
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Abb.4: Versuchsaufbau im Erntejahr 2010 von randomisiert vom Feld entnommenen Spargelstangen an jeweils 2
unterschiedlichen Standorten, auf zwei verschiedenen Feldern, zur Mykotoxinanalyse (Fumonisin) sowie zur Detektion
der DNA-Konzentration von F. proliferatum (jeweils n=20).
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Abb.5: Versuchsaufbau im Erntejahr 2010 zur Mykotoxinanalyse sowie zur Detektion der DNA-Konzentration von F.
proliferatum. Herangezogen wurden Proben von einem Standort (T), von jeweils zwei verschiedenen Feldern (T1 und
T2). Es wurde unterschieden zwischen Spargelstangen mit Symptomen (S), Spargelstangen der Klasse Extra (H) sowie
randomisiert vom Feld entnommenen Stangen (F) (jeweils n=20).
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1.3.2. Versuchsaufbau Spargelsaison 2010 - Lagerung innerhalb sowie direkt im Anschluss an die

Nachernteverfahrenskette
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Abb.6: Versuchsaufbau im Erntejahr 2010 zur Untersuchung auf Infektion mit F. oxysporum und F. proliferatum.
Herangezogen wurden Proben von einem Standort (T), von jeweils zwei verschiedenen Feldern (T1 und T2). Es wurde
unterschieden zwischen Spargelstangen mit Symptomen (S), Spargelstangen der Klasse Extra (H) sowie randomisiert
vom Feld entnommenen Stangen (F) (jeweils n=20). Direkt nach der Probeentnahme wurden diese im Betrieb fiir 7
Tage bei 2 °C gelagert (Betriebslagerung).

21



Kapitel 1

. A N
I

S _

\

T

|
==
- | .

Abb.7: Versuchsaufbau im Erntejahr 2010 zur Untersuchung auf Infektion mit F. oxysporum und F. proliferatum.
Herangezogen wurden Proben von einem Standort (T), von jeweils zwei verschiedenen Feldern (T1 und T2). Es wurde
unterschieden zwischen Spargelstangen mit Symptomen (S), Spargelstangen der Klasse Extra (H) sowie randomisiert
vom Feld entnommenen Stangen (F) (jeweils n=20). Direkt nach der Probeentnahme wurden diese zunichst im Betrieb
fiir 7 Tage bei 2 °C gelagert, im Anschluss erfolgte die Haushaltslagerung fiir 24h bei 22 °C bzw. 4 °C.
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1.3.3 Versuchsaufbau Spargelsaison 2011 — Verschiedene Lagerversuche

Im Versuchsjahr 2011 wurden fiir die Standorte T und D verschiedene Versuchsvarianten festgelegt. Fiir
alle Versuchsvarianten wurden Stangen der Klasse Extra bezogen. Ein Lagerversuch beriicksichtigte
Convenience-Produkte. In weiteren Versuchsansdtzen wurde zwischen potentiell natiirlich infizierten
Spargelstangen und mit F. proliferatum bzw. F. oxysporum inokulierten Spargelstangen differenziert. Des
Weiteren wurde nicht nur Bleichspargel, sondern auch Griin- und Purpurspargel fiir die Mykotoxin-

Analysen in das Analysespektrum integriert. Die einzelnen Versuchsvarianten sind im Folgenden dargestellt.

Abb.8: Lagerversuch im Erntejahr 2011 zur Mykotoxinanalyse von Spargelstangen der Klasse Extra (H) von einem Feld
vom Standort T. Unterschieden wurden normale, geschéalte, normal und verpackte sowie geschélt und verpackte
Varianten, die jeweils bei 4°C, 15°C und 22°C fiir 2 bzw. 7 Tage eingelagert wurden.
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Abb.9: Versuchsaufbau aus dem Erntejahr 2011 zur Mykotoxinanalyse sowie zur Bestimmung der DNA-Konzentration
von F. proliferatum in Spargelstangen der Klasse Extra von einem Feld vom Standort D. Es wurden natiirlich mit F.

proliferatum sowie mit F. proliferatum inokulierte Spargelstangen jeweils bei 4 °C, 15 °C und 22 °C fiir 2 bzw. 7 Tage
eingelagert.
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Abb.10: Versuchsaufbau aus dem Erntejahr 2011 zur Mykotoxinanalyse in Spargelstangen der Klasse Extra von einem
Feld vom Standort D. Es wurden mit F. proliferatum inokulierte Spargelstangen jeweils bei 15 °C und 22 °C fiir 2 bzw.
7 Tage eingelagert.
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Abb.11: Versuchsaufbau aus dem Emtejahr 2011 zur Mykotoxinanalyse bei Bleichspargel-, Griinspargel- und Purpurspargelstangen
der Klasse Extra von einem Feld vom Standort D. Unterschieden wurden natiirlich infizierte sowie mit F. proliferatum inokulierte
Varianten, die jeweils bei 22°C fiir 2 Tage eingelagert wurden.
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Abb.12: Versuchsaufbau aus dem Erntejahr 2011 zur Mykotoxinanalyse bei Bleichspargel-, Griinspargel- und
Purpurspargelstangen der Klasse Extra von einem Feld vom Standort D. Unterschieden wurden natiirlich infizierte
sowie mit F. proliferatum und F. oxysporum inokulierte Varianten, die jeweils bei 22 °C fiir 2 Tage eingelagert wurden.
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Tab.1 Standorte der Probeentnahmen

Kapitel 1

Standort/Bezeichnung Feld Pflanzung Spargelsorte
Martfeld (M) M1 2005 Rapsody
M2 2006
Buchholz (S) S1 2005 Rapsody
52
Nienburg (T) T1 2005 Gijnlim
T2 2001
Gijnlim
Soltau (D) D 2006 Ariane (Grijns.pargel]
Burgundine
(Purpurspargel)

1.3.4 Verwendete Spargelklassen

Sofern nicht anders angegeben wurden fiir alle Untersuchungen Spargelstangen der Klasse Extra

verwendet. Am Standort T erfolgte eine Differenzierung der Spargelstangen in Klasse Extra (H), direkt vom

Feld entnommenen Stangen (vor der Sortierung, F) sowie Spargelstangen mit Symptomen (S), welche

maschinell aussortiert wurden und keiner der drei nach UNECE-Norm FFV 04 definierten Klassen

zugeordnet werden konnten. Hier erfolgte zusdtzlich eine subjektive visuelle Auswahl nach dem Grad

maoglichst hoher Verbraunung ( > 50% der Spargelstange).

Tab.2: Spargelklassen gemaB der UNECE-Norm FFVO4N

Bezeichnung

Eigenschaften

Klasse Extra

Klasse |

Klasse Il

Hochste Qualitdt, sehr gut geformt, praktisch
gerade Stangen, Kopfe sehr fest geschlossen, nur
wenige sehr leichte Spuren von Rost, Képfe und
Stangen miissen weil3 sein, nur leichte
Rosafdrbung zuldssig, keinerlei Spuren von
Verholzung, keine Mangel, mit Ausnahme sehr
leichter, oberflachlicher Fehler

Gute Qualitat, Kopfe fest geschlossen, Stangen
kénnen leicht gebogen sein, leichte Rosafdrbung
zuldssig, leichte Spuren von Rost zulassig

Stangen kdnnen starker gebogen sein als in
Klasse I, Kopfe diirfen leicht ge6ffnet sein,
griinliche Verfarbung der Képfe zulassig, Spuren
von Rost/Verbraunung zulassig
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1.3.5 Probeentnahme an unterschiedlichen Standorten

Im Erntejahr 2010 wurde zunidchst ein Monitoring auf F. oxysporum und F. proliferatum Infektionen
durchgefiihrt. Dieses erfolgte auf sechs Spargelfeldern an drei unterschiedlichen Standorten in
niedersachsischen Spargelregionen (Tab.1), im Folgenden als Standort M, S, und T bezeichnet. Bei allen
Versuchsfeldern (M1, M2, S1, S2, T1, T2) handelte es sich um konventionell bewirtschaftete Spargelfelder.
Der Einsatz von Schwarz-WeiB-Folie wurde wahrend des gesamten Erntezeitraumes vollzogen, um
kontrollierten Einfluss auf das Spargelwachstum zu nehmen.

Es erfolgte jeweils eine Probeentnahme zu Beginn der Haupterntezeit am 28.4 sowie zum Ende der
Stechperiode am 20.6. in den Jahren 2010 bzw. 2011. Die Versuchsansatze unterschieden sich grundlegend
und sind im Folgenden dargestellt.

Fiir den Versuchsansatz an den Standorten M und S erfolgte eine randomisierte Probenahme vom Feld. Die
Anzahl der Versuchsstangen belief sich auf 50. Um eine Vergleichbarkeit zu den Vorjahren gewahrleisten
zu koénnen (Vgl. Koch, 2010), erfolgte die Probeentnahme in denselben festgelegten Pflanzreihen wie 2007-
2009, aus denen jeweils 10 Stangen entnommen wurden. Im Anschluss wurden die Spargelstangen in
gekiihlten Behdltern ins Labor transportiert und fiir die mikroskopischen Analysen aufbereitet. Fiir einen
weiteren Versuchsansatz wurden jeweils 20 Proben unter denselben Bedingungen randomisiert
entnommen. Hier erfolgte die Untersuchung auf endophytischen Befall mit F. oxysporum und F.
proliferatum auf molekularbiologischer Basis via PCR, zusidtzlich wurden die Proben zur Mykotoxinanalyse
sowie zur Bestimmung der DNA-Konzentration von F. proliferatum weiter aufbereitet.

Am Standort T erfolgte jeweils eine randomisierte Enthahme von je 20 Spargelstangen. Im Gegensatz zu
den Probeentnahmen an den Standorten M und S erfolgte am Standort T eine maschinelle Reinigung
(Hermeler Maschinenbau, Friichtorf) sowie eine maschinelle Aussortierung von Spargelstangen der Klasse
Extra (Neubauer Automation OHG, Scheidingen). Im Versuchsansatz 1 wurden die Proben ohne Lagerung
direkt nach der Schockkiihlung fiir 15 min. fiir die molekularbiologischen Untersuchungen aufbereitet (Abb.
3-5) Beim Versuchsansatz 2 wurden die Proben bei 2°C flir 7 bzw. 14 Tage im Betrieb gelagert. Fiir die
Kontrollvariante erfolgte keine Einlagerung (Abb.6). Im Versuchsansatz 3 erfolgte nach der
Betriebslagerung die Haushaltslagerung fiir 24 h bei jeweils 22 °C und 4 °C (Abb.7). Die Haushaltslagerung
fand in den Klimakammern des Institutes fiir Gartenbauliche Produktionssysteme statt und simuliert die

Bedingungen beim Endverbraucher.
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1.3.6 Verwendete Folien fiir die Verpackung

Fir die Lagerung der Convenience-Produkte wurden Foodtainer (Polypropylen) mit 20 Stangen befiillt und
in einer mikroperforierte PP-Folie (<400mikrometer) unter Schutzbegasung verpackt. Durch die kleinen
Perforationen kann gewdahrleistet werden, dass ausreichend Sauerstoff von auBen in die Verpackung
gelangt. Aufgrund der geringen PerforationsgréBe findet jedoch kein vollstindiger Austausch von
AuBenluft und Verpackungsatmosphdre statt. Folglich entsteht in der Verpackung eine modifizierte
Atmosphare (MAP-Verpackung), die vor allem durch einen niedrigen Sauerstoffgehalt und einen
konstanten Kohlendioxidgehalt charakterisiert ist. Nach dem anschlieBenden Transport wurden die

Spargelproben wie unter Abb.8 aufgefiihrt, eingelagert.

1.3.7 Pilzstdmme

Tab.3: Verwendete Pilzkulturen fiir die Inokulation

Pilzspezies Isolatbezeichnung Herkunft Sammlung

F. oxysporum FU 155 Spargel, Stdngelbasis, Humboldt Universitat
Osterreich Berlin

F. proliferatum FU 165 Spargel, Stangelbasis, PP, Leibniz Universitat

Deutschland

Hannover

1.3.8 Sporensuspension und Inokulation

Fiir die Inokulation mit F. proliferatum bzw. F. oxysporum wurden jeweils Sporen mit einer Fuchs-Rosenthal
Kammer ausgezéhlt und auf 108 Sporen/ml eingestellt. Die Inokulation erfolgte unter sterilen Bedingungen.
Zuvor wurden die Spargelstangen mit sterilen Rasierklingen verletzt, um eine Erleichterung der Infektion

und Ausbreitung zu erreichen.

1.3.9 Mikroskopische Untersuchung auf endophytische Pilzbesiedlung

Fiir die mikroskopische Untersuchung auf endophytische Pilzbesiedlung erfolgte eine Gewebeentnahme
aus dem mittleren Stangenbereich. Die Gewebeproben wurden im Anschluss einer zweiminitigen
Oberflichensterilisation mit 2 %igem Natriumhypochlorid (NaClO, Diagonal GmbH & Co KG) unterzogen
und anschlieBend zweimal in autoklaviertem, deionisiertem Wasser gewaschen. Aus den sterilisierten
Stangenstilicken wurden unter sterilen Bedingungen ca. 2 mm groBe Dreiecke herausgeschnitten und auf

einen Speziellen Nahrstoffarmen Agar (SNA, siehe Anhang), welcher mit Antibiotika versetzt wurde,
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ausgelegt. Die Probenstiicke wurden bei 20 °C unter UV-Licht (Philips TLD 18w/08, 250-350 nm) fiir zehn
Tage kultiviert. Im Anschluss wurden die Proben auf morphologischer Basis nach Gerlach und Nirenberg
(1982) lichtmikroskopisch determiniert. Das restliche Stangenmaterial wurde fiir weitere Analysen

kurzfristig bei -20 °C eingefroren.

1.3.10 Aufbereitung der Spargelstangen fiir die molekularbiologischen Analysen

Die Spargelstangen wurden unter Zugabe von fliissigem Stickstoff schockgefroren und der
Gefriertrocknungsanlage zugefiihrt (Christ Gefriertrocknung, Beta 1-6, LDC-2M). Im Anschluss wurden die
Proben mit einer Schwingmiihle (Retsch MM2) homogenisiert. 4 g des Materials wurden jeweils fiir die

molekularbiologischen Untersuchungen verwendet.

1.3.11 Multiplex-PCR und Gelelektrophorese

Die morphologische Determinierung der Spargelstangen auf SNA beriicksichtigte nur einen kleinen Teil des
Stangengewebes, unterstiitzend wurden Spargelstangen mittels spezifischer Primer auf die zwei
Hauptverursacher F. oxysporum und F. proliferatum per PCR getestet. Um der enormen Probenanzahl
gerecht werden zu kdnnen, wurde hier das Verfahren der Multiplex PCR angewandt. Hierfiir wurden

spezifische Primer auf der Basis variabler ITS-Regionen synthetisiert (Eurofins MWG Operon).

1.3.12 Fiir Multiplex-PCR verwendete Primer

Tab.4: Fiir die Multiplex PCR verwendete Oligonukleotid Primer

Primer Name Sequenz bp Fusarium spp.
Fus_OxiPol_s GGGCAACTACCACTCAGGGCCGGAA universal
Fus_Oxi_As AATTAACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGT 450  Spez. F. oxysporum
Fus_Pol_As GCCGCGCCGCGTACCAGTTG 550  Spez. F. proliferatum

1.3.13 PCR und Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die PCR wurde das Phire Plant Direct Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) verwendet und
mit einem TPersonal Thermocycler 8, Biometra GmbH, Gottingen durchgefiihrt. Fiir die Probenahme wurden
25 pl des im Kit enthaltenen Verdliinnungspuffers einer 5 mM Tris-Lésung in eine 1,5 ml Reaktionsgefal3
gegeben. AnschlieBend wurde unter sterilen Bedingungen ein Stlick Spargelprobe am unteren Drittel der

Spargelstange ausgestanzt, zu dem Gemisch hinzugefiigt und mit Hilfe eines VVortexers homogenisiert. Fiir
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die Analyse der PCR wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die verschiedenen Komponenten

sind im Anhang aufgefiihrt. Je nach GréBenordnung wurde eine Spannung von 80-120 V angelegt.

Tab.5: Multiplex PCR-Ansatz und Programm

Multiplex PCR Ansatz PCR-Programm
Reagenz Vol Bezeichnung Temp. Zeit (s)
(1) ()
2x Phire Plant PCR Buffer 10 1. Initiale Denaturierung 98 300
Bidest. Wasser 7.3 2. Denaturierung 98 5
Primer 1 0,5 3. Primer-Hybridisierung 57 5
Primer 2 0,5 4. Elongation 72 40
Probe 1 5. AbschlieBende 72 60
Elongation
Polymerase 0,7 6. Pause 10 -
20

1.3.14 Quantifizierung der Pilz DNA

Die Real Time PCR (qRT-PCR) zur Quantifizierung von F. proliferatum wurde am Institut fir
Agrarwissenschaften der Georg August Universitat Géttingen von Prof. Dr. Karlovsky durchgefiihrt.
Hierflir wurden 100 mg vom gefriergetrockneten Probenmaterial nach der CTAB Methode extrahiert
(Brandfass und Karlovsky, 2008).

Im Anschluss wurde die qRT-PCR am Thermocycle iCyler (Bio-Rad) mit der Sybr® Green-Methode
ausgefiihrt (Nutz et al., 2011). Die Berechnung der DNA-Menge der unbekannten Proben erfolgte Gber eine
Standardkurve, mit einer 10-fachen Verdiinnung von 0,5 pg bis 0,5 ng. Hierflir wurde reine F. proliferatum

DNA verwendet, die im Vorfeld aus einem fllissigen Medium gewonnen wurde.

1.3.15 Mykotoxinanalyse

a) F

4 g der positiv auf F. oxysporum und/oder F. proliferatum getesteten Spargelstangen wurden mit 20 ml
Methanol (MeOH/Wasser 75:25, v/v) Giber Nacht extrahiert, fiir 10 min bei 4500 xg zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues 15 ml Falcon iiberfiihrt.

Die Aufreinigung der Proben erfolgte mittels SAX Siulen (Varian, Inc), welche mit 8 ml MeOH 100 % und
8 ml MeOH/Wasser (75:25, v/v) konditioniert wurden. 10 ml der Probe wurde aufgetragen; die
Durchflussgeschwindigkeit betrug 2 ml/min. Im Anschluss erfolgte die Waschung der Siule mit 8 ml

MeOH/Wasser (75:25, v/v) und 4 ml MeOH 100 %. Die Elution der Probe wurde mit 10 ml MeOH/Essigsaure
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(95:5, v/v) durchgefiihrt. Nach dem Eindampfen Gber Nacht bei 30 °C wurde die Proben in 500 pl
MeOH/Wasser (50:50, v/v) aufgenommen und filtriert. Die Toxine wurden mittels einer polar modifizierten
C18-Saule (Polaris Ether, Varian GmbH, Darmstadt) durchgefiihrt. Hierbei wurde mit einem binéren
Methanol-Wasser-Gradienten gearbeitet, bei dem der Methanolanteil von 20 % auf 70 % erhoht wurde.
Die Toxine wurden nach der Methode in Adejuno et al. (2007) mit einem Tandem-Massenspektrometer
detektiert. Als Standard wurde FB-freies Material, welches mit einer definierten Menge FB (Certified
Analytical Standards, BioPure, Tulln, Austria) versetzt wurde, herangezogen. Die HPLC-MS/MS wurde im
Labor von Prof. Dr. Karlovsky, Institut fiir Agrarwissenschaften der Georg-August-Universitdt Gottingen

durchgefiihrt.

b) BEA

4 g der positiv auf F. oxysporum und/oder F. proliferatum getesteten Spargelstangen wurden mit 50 ml
MeOH/Wasser (75.25, v/v) tiber Nacht extrahiert, fiir 3 min bei 13500 xg zentrifugiert und durch Whatman
No.4 Papier filtriert. Die Extrakte wurden in 3 ml Methanol (75:25, v/v) resuspendiert. Die Aufreinigung der
Proben erfolgte mittels SAX-Saulen (Varian, Inc.). Die BEA-Analysen wurden analog zu Monti et al. (2000),
durchgefiihrt. Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 1,5 m/min mit Acetonitril/Wasser (65:35, v/v) als
Elutionsmittel. Das Toxin wurde mittels eines polar modifizierten C18-Siule (Polaris-Ether, Varian GmbH,
Darmstadt) detektiert. Das Ausgangsverhaltnis wurde fiir 5 min. konstant gehalten und nach 10 min. auf
70 % Acetonitril linear modifiziert. Nach einer Minute bei 70 % Acetonitril wurde die mobile Phase in die
Ausgangsbedingungen zuriickgefiihrt. Die Toxine wurden mittels Tandem-Massenspektrometer detektiert.
Die HPLC-MS/MS wurde im Labor von Prof. Dr. Karlovsky, Institut fiir Agrarwissenschaften der Georg-
August-Universitdt Gottingen durchgefiihrt.

1.3.16 Statistik

Die Klimadaten wurden vom Deutschen Wetterdienst bezogen. Dabei handelt es sich um die Temperatur-
und Niederschlagswerte 2010 - 2012 sowie die langjahrigen Mittelwerte der jeweiligen niedersachsischen
Spargelregionen, von denen die Spargelproben bezogen wurden. Die Datenauswertung erfolgte mit dem
Statistikprogramm SAS (SAS Institute, 2001). Nach signifikanten Unterschieden in der Varianzanalyse
(ANOVA, p < 0,05) wurden die Mittelwerte mit dem Tukey-Test. (HSD, p < 0,05) verglichen. Die lineare

Regressionsanalyse PROC REG wurde fiir den Zusammenhang zweier Variablen verwendet.
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1.4 Ergebnisse

1.4.1 Spargelsaison 2010 - Monitoring

Im Versuchsjahr 2010 wurden zur Haupterntezeit im Mai und Juni an unterschiedlichen Standorten in
Niedersachsen randomisiert Spargelstangen entnommen und auf endophytischen Pilzbefall mit F.
oxysporum und F. proliferatum. untersucht. Der Monitoring Versuch sollte Aufschluss (iber die
Befallshdufigkeit insbesondere von F. proliferatum und F. oxysporum geben sowie das Vorkommen einer
moglichen FB-Kontamination tiberprifen. Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede in der
Befallsextensitat zwischen den einzelnen Ernteterminen und Standorten, ein hoherer Infektionsdruck am
zweiten Erntetermin im Juni konnte fiir alle Felder der unterschiedlichen Standorte beobachtet werden.
Wiahrend sich die Befallshdufigkeit im Mai 2010 am Standort M1 und M2 jeweils auf 32 % bzw. 18 %
belief und sich auf F. oxysporum beschrankte, war im Juni ein Anstieg des Befalls insgesamt mit 43 % bzw.
39 % zu verzeichnen. Des Weiteren konnte ein verstarktes Auftreten von F. proliferatum beobachtet
werden. Am zweiten Standort ST und S2 wurde an beiden Ernteterminen ein geringerer Befall beobachtet:
15 % bzw. 10 % im Mai, sowie 37 % bzw. 17 % im Juni. Wahrend des ersten Erntetermins im Mai 2010
wiesen von den mit F. oxysporum bzw. F. proliferatum infizierten Spargelstangen, am Standort M1/M2
jeweils nur 12 % bzw. 5 % eine FB-Produktion auf; am Standort S1/S2 belief sich der Anteil an
Spargelstangen mit FB-Kontamination auf 7 % bzw. 2 %. Im Juni konnte fiir S1/S2 mit 22 % bzw. 6 %
und fiir M1/M2 mit 10 % bzw. 17 % ein gleichbleibender bzw. leicht erhohter Anteil an mit FB-
kontaminierten Spargelstangen beobachtet werden (Abb.15).

Die FB-Konzentrationen lagen insgesamt zwischen 1-100 ppb und wiesen weder zwischen den einzelnen
Standorten noch zu den unterschiedlichen Erntezeiten einen signifikanten Unterschied auf (Abb.15). In
allen Proben konnte Uberwiegend FB1 und FB2 nachgewiesen werden, FB3 wurde nur in vier Proben
detektiert. Bei allen mit FB kontaminierten Spargelstangen konnte gleichzeitig auch eine Kontamination
mit F. oxysporum, teilweise auch mit F. proliferatum nachgewiesen werden. Eine direkte Korrelation
zwischen den Gehalten an DNA (F. proliferatum) und der FB-Konzentration konnte nicht festgestellt
werden (Tab.8).

Am Standort T erfolgte im Erntejahr 2010 eine Untersuchung im Erntemonat Mai hinsichtlich des Befalls
mit F. oxysporum und F. proliferatum sowie eine Analyse der FB-Kontamination. Es erfolgte eine
Differenzierung zwischen randomisiert vom Feld enthommenen Spargelstangen, Spargelstangen mit
Symptomen, die in der Nachernteprozesskette maschinell aussortiert wurden, sowie den fiir den
Verbraucher relevanten Spargelstangen der Klasse Extra. Hierdurch sollte ein etwaiger Zusammenhang
zwischen Symptomen (speziell Verbraunung) und Pilzbefall sowie FB-Kontamination ermittelt werden.
Dariiber hinaus sollte ein Uberblick beziiglich des Kontaminationspotentials in den fiir den Endverbraucher

relevanten Spargelstangen der Extra Klasse gewonnen werden. Auf den Feldern T1 und T2 am Standort T
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konnte bei den Proben der Klasse Extra kein Befall mit Fusarium spp. festgestellt werden. Die Ergebnisse
der randomisiert vom Feld entnommenen Stangen zeigten nur eine Infektion mit F. oxysporumam Standort
T2, die Befallshdufigkeit lag bei 33 %. Bei den symptomatischen Stangen wurde ein F. oxysporum Befall
von 33 % beobachtet, zusatzlich konnte hier auch ein Befall mit F. proliferatum (10 %) beobachtet werden
(Abb.16). Die Unterschiede hinsichtlich der Befallshaufigkeit zwischen den einzelnen Varianten waren nicht
signifikant. Eine FB-Kontamination konnte nur vereinzelt und in sehr geringen Konzentrationen in den
Varianten der Feldstangen sowie der symptomatischen Stangen detektiert werden (2-13 ppb). Die Proben
der Spargelstangen der Klasse Extra, welche auch keinen Fusarium spp. Befall zeigten, waren frei von einer
FB-Kontamination (Tab.9). Eine Quantifizierung der DNA von F. proliferatum konnte nicht erreicht werden,
obwohl in vereinzelten Proben DNA von F. proliferatum qualitativ nachgewiesen werden konnte (Tab.9).

Um die Befallshaufigkeit von Fusarium spp. zu den Umweltbedingungen in Relation setzen zu kénnen,
wurden Temperatur- und Niederschlagsdaten in den jeweiligen Regionen ermittelt. Es ist festzustellen,
dass sich die Witterungsbedingungen zur Erntezeit zwischen den Jahren erheblich unterscheiden. So
konnte im ersten Erntejahr 2010 an allen Standorten ein relativ kalter Mai mit Durchschnittswerten
zwischen 9,9-10,4 °C verzeichnet werden, die sich enorm vom langjahrigen Mittelwert unterscheiden
(Tab.6,7). Am Standort T war der Juni im Jahr 2010, mit 144 % Abweichung im Vergleich zum langjdhrigen

Mittelwert, ein sehr niederschlagsreicher Monat.
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Abb.13: F. oxysporum und F. proliferatum Befall (%) an Spargelstangen im Erntejahr 2010 an unterschiedlichen
Standorten (M/S) auf je zwei unterschiedlichen Feldern (M1/M2) im MaifJuni 2010. Dargestellt ist die mittlere
Befallshdufigkeit von jeweils 50 randomisiert entnommenen Proben. Gleiche Buchstaben signalisieren keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Fusarium spp.-Befalls zwischen den einzelnen Standorten und
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Ernteterminen nach ANOVA, HSD, p > 0,05.

Tab.6: Mittlere Monatstemperatur (°C) im April, Mai und Juni 2010 im Vergleich zum langjdhrigen Mittelwert

(Abweichung in °C) auf den Standorten des Fusarium spp. Monitorings

2010 mittlere Temperatur (°C)

Standort April Mai Juni
M 9,4 (+0,4) 10,4 (-3,0) 16,7 (+0,8)
S 9,2 (+0,4) 10,2 (-2,9) 16,2 (+0,6)
T 8,9 (+0,3) 9,9 (-3,3) 15,7 (+0,1)

Tab.7: Mittlere Niederschlagsmenge (mm) im April, Mai und Juni 2010 im Vergleich zum langjahrigen Mittelwert

(Abweichung in %) auf den Standorten des Fusarium spp. Monitorings

2010 mittlerer Niederschlag (mm)

Standort April Mai Juni
M 13,0 (32 %) 47,7 (84 %) 15,4 (24,3 %)
S 19,2 (48 %) 52,5 (97 %) 12,9 (19 %)
T 14,7 (34 %) 82,8 (144 %) 37,7 (47 %)
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Abb.14:  Agarose-Gelelektrophorese ~ Dokumentation  der = PCR-Amplifikate  der  Primerkombination
Fus_OxiPol_s/Fus_Oxi_As (450 bp)/ Fus_Pol_As (550 bp). Laufbahn M: DNA-GroBenmarker Lamda/Pstl; Laufbahn 1
und 2: Positivkontrollen; Laufbahn 3: Negativkontrolle; Laufbahn 4-16: amplifizierte DNA von 13 exemplarischen
Spargelproben aus dem Jahr 2011
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Abb.15: Anteil an mit F. oxysporum und F. proliferatum befallenen Spargelstangen und Spargelstangen mit
Fumonisin-Produktion (%) im MaifJuni 2010 an unterschiedlichen Standorten (M/S) auf je zwei unterschiedlichen
Feldern. Dargestellt sind Mittelwerte von jeweils 20 randomisiert entnommenen Proben. Gleiche GroBbuchstaben
signalisieren keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Fumonisin-Kontamination zwischen den einzelnen
Standorten und Ernteterminen nach ANOVA, HSD, p < 0,05. Gleiche Kleinbuchstaben signalisieren keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des Fusarium spp.-Befalls zwischen den einzelnen Standorten und Ernteterminen nach
ANOVA, HSD, p > 0,05.
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Tab.8: Mit Fumonisin kontaminierte Spargelproben an unterschiedlichen Standorten (M/S) auf je zwei
unterschiedlichen Feldern (M1, M2, S1, S2) im Mai (M1/1, M2/1, S1/1, S2/1) und Juni des Erntejahres 2010 (M1/2,
M2/2, S1/2, S2/2). Fumonisin B1, B2, B3 und Total (ppb), Befall mit F. oxysporum/ F. proliferatum und F. proliferatum
Konzentration (ng DNA/100mg TG) in den einzelnen Spargelstangen. ND=nicht detektierbar, da unterhalb LOD; LOD
= 0,003 pg/g

Variante Fumonisin Fumonisin Fumonisin Fumonisin F. Ng DNA F.
B1 B2 B3 Total oxysporum/  proliferatum
ppb ppb ppb ppb F.
proliferatum

M1/1-1 ND 2 ND 2 +/- -
M1/1-2 14 5 ND 19 +[- -
M1/1-3 7 5 ND 12 +[- -
M1/1-4 5 3 ND 8 +[- -
M1/1-5 7 12 ND 19 +[- -
M1/1-6 9 2 ND 11 +/- -
M2/1-1 17 12 ND 29 +/- -
M2/1-2 2 1 2 5 +/- -
S1/1-1 5 3 ND 8 +[- -
S1/1-2 7 3 ND 10 +/+ -
S1/1-3 ND 1 ND 1 +/- -
S2/1-1 7 3 ND 10 +[+ -
M1/2-1 7 ND ND 7 ++ 1,51
M1/2-2 7 2 ND 9 +/- -
M1/2-3 2 ND ND 2 ++ 9,13
M1/2-4 1 ND ND 1 +/+ -
M2/2-1 3 ND ND 3 +[+ 393
M2/2-2 2 ND ND 2 +[+ 3,34
M2/2-3 1 ND ND 1 +/+ 4,26
M2/2-4 1 ND ND 1 +/+ 16,96
M2/2-5 1 1 3 +[+ -
M2/2-6 7 2 ND 9 ++ -
M2/2-7 9 2 ND 1M +/- -
M2/2-8 1 ND ND 1 +/- -
S1/2-1 2 1 ND 3 +/- -
S1/2-2 18 10 ND 28 +/- -
S1/2-3 61 39 ND 100 +/- -
S1/2-4 1 ND 2 +/- -
S1/2-5 8 7 ND 15 +/- -
S1/2-6 11 9 ND 20 +/- -
S1/2-7 14 7 ND 21 +/- -
S1/2-8 2 ND ND 2 +/- -
S1/2-9 1 1 1 3 +/- -
S1/2-10 1M 7 1 19 +/- -
S1/2-11 ND 1 ND 1 +/- -
S2/2-1 5 2 ND 7 +/- -
S2/2-2 5 2 ND 7 +/- -
S2/2-3 1 1 ND 2 +/- -
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Tab.9: Mit Fumonisin kontaminierte Proben der Varianten Spargelstangen mit Symptomen (S), randomisiert vom Feld
entnommene Stangen (F) des Erntejahres 2010 am Standort T. Fumonisin B1, B2, B3 und Total (ppb), Befall mit F.
oxysporum| F. proliferatum und F. proliferatum Konzentration (ng DNA/100 mg TG) in den einzelnen Spargelproben.
ND=nicht detektierbar, da unterhalb LOD; LOD = 0,003 ug/g.

Variante Fumonisin Fumonisin Fumonisin Fumonisin  F. oxysporum/F.  Ng DNA F
B1 B2 B3 Total proliferatum proliferatum
ppb ppb ppb ppb

Feldstangen

T2/F-1 1 1 ND 2 +/- -

T2/F-2 6 1 ND 7 +/- -

T2/F-3 4 8 ND 12 +/- -

T2/F-4 8 2 ND 10 +- -

Spargelstangen mit Symptomen

T1/S-1 2 ND ND 2 +/- -

T1/S-2 9 3 ND 12 +/+ -

T2/S1-1 9 4 ND 13 +/+ -

T2/S2-2 3 ND ND 3 +/- -

T2/S2-3 6 7 ND 13 +/- -

T2/S2-4 5 ND 6 +/- -

39



Kapitel 1

1.4.2 Spargelsaison 2010 - Lagerung innerhalb sowie direkt im Anschluss an die Verfahrenskette

Um eine potentielle Zunahme des Befalls mit F. proliferatum und F. oxysporum sowie der FB-Kontamination
in der Nachernteprozesskette zu untersuchen, wurden diese Parameter fiir die drei Spargelvarianten (Klasse
Extra, Feldstangen, Stangen mit Symptomen) in Lagerversuchen am Standort T analysiert.

Nach 14 Tagen Betriebslagerung ergaben sich fiir die Spargelstangen mit Symptomen der Felder T1 und T2
eine Befallshaufigkeit von 30 %, 5 % der Proben waren mit F. proliferatum kontaminiert. Bei den
Feldvarianten von T1 waren knapp ein Viertel der Proben mit Fusarium spp. infiziert, mit einem F.
proliferatum Anteil von 5 %. Die Spargelstangen der Klasse Extra beider Felder wiesen keine Kontamination
mit Fusarium spp. auf (Abb.16).

In einem weiteren Versuchsansatz erfolgte im Anschluss an die Betriebslagerung eine Haushaltslagerung
fiir 24h bei 4 °C bzw. bei Raumtemperatur um die Lagerungssituation beim Endkunden zu simulieren.
Insgesamt wiesen die symptomatischen Spargelstangen die hochste Befallshaufigkeit mit jeweils 35 %
(T2/S/R) bzw. 25 % (T2/S/K) auf, mit einem geringen Anteil an F. proliferatum (6 %), verglichen mit den
Proben der anderen Varianten, diese wiesen keine Kontamination mit F. proliferatum auf. Bei den Stangen
der Klasse Extra, die nach der Haushaltslagerung zusatzlich bei 4 °C eingelagert wurden, konnte kein Befall
mit Fusarium spp. beobachtet werden (Abb.16). Eine FB-Produktion konnte nur vereinzelt bei den
symptomhaften Spargelstangen sowie bei den Feldvarianten im einstelligen ppb-Bereich beobachtet
werden (Tab.10).

Signifikante Unterschiede konnten weder zwischen den einzelnen Feldern am Standort T noch den
unterschiedlichen Lagerbedingungen festgestellt werden. Bei allen mit FB kontaminierten Spargelstangen
konnte simultan auch eine Infektion mit F. oxysporum, teilweise auch mit F. proliferatum nachgewiesen
werden. Jedoch wies nicht jede Spargelstange, an der eine Infektion mit F. proliferatum bzw. F. oxysporum
nachgewiesen wurde, eine FB-Kontamination auf. Eine direkte Korrelation zwischen den einzelnen
Gehalten an DNA (F. proliferatum) und FB konnte nicht aufgezeigt werden. In allen Proben wurde

ausschlieBlich FB1 und FB2 detektiert. Ein Auftreten von FB3 konnte nicht nachgewiesen werden (Tab.10).
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Abb. 16: Befallshdufigkeit in % von F. oxysporum und F. proliferatum in nicht gelagerten Spargelstangen und in
Spargelstangen nach der Betriebslagerung sowie zusétzlicher Haushaltslagerung. Differenziert wurde zwischen
Spargelstangen der Klasse Extra (H), randomisiert vom Feld entnommenen Stangen (F) und Stangen mit Symptomen
(S) vom Standort T von zwei Feldern T1 (A) und T2 (B). Diese wurden im Anschluss an die Betriebslagerung jeweils bei
24h bei Raumtemperatur (R) oder bei 4 °C im Kiihlraum (K) gelagert. Dargestellt ist die mittlere Befallshiufigkeit von
jeweils 20 Proben. Gleiche Buchstaben signalisieren keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Spargelvarianten
zwischen den einzelnen Lagervarianten nach ANOVA, p < 0,05. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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Tab.10: Fumonisin B1, B2, B3 und Total (ppb), Befall mit F. oxysporum/ F. proliferatum und F. proliferatum
Konzentration (ng DNA/100 mg TG) in den Varianten Spargelstangen mit Symptomen (S), randomisiert vom Feld
entnommene Stangen (F) . Diese wurden nach der Betriebslagerung jeweils entweder 24h bei Raumtemperatur (R)
oder bei 4°C im Kiihlraum gelagert (K). ND=nicht detektierbar, da unterhalb LOD; LOD=0,003 ug/g.

Variante Fumonisin Fumonisin Fumonisin Fumonisin  F. oxysporum/ Ng DNA
B1 B2 B3 Total F. proliferatum F.
ppb ppb ppb ppb proliferatum

Feld

T1/F/R-1 1 ND ND 1 +/- -

T1/F[R-2 5 ND 7 +/- -

T1/F/K-1 7 ND 10 +/- -

T1/F/K-2 5 2 ND 7 +/- -

T2/F-1 1 ND ND 1 +/- -
T2/F-2 7 1 ND 8 +/- -

T2/F[R-1 1 ND ND 1 +/- -

T2/F[R-2 4 1 ND 5 +/- -

T2/F[K-1 4 1 ND 5 +/- -

T2/F[K-2 4 1 ND 5 +/- -

Spargelstangen mit Symptomen
T1/S-1 4 1 ND 5 +/- -
T1/S-2 4 2 ND 6 +/+ 0,35
T1/S-3 4 1 ND 5 +/- -
T2/S-1 8 1 ND 9 +/- -
T2/S-2 8 1 ND 9 +/- -
T2/S-3 4 ND ND 4 +/- -
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1.4.3 Spargelsaison 2011 - Verschiedene Lagerversuche

Im Erntejahr 2011 wurden, zusatzlich zu potentiell natiirlich infizierten Spargelstangen, mit F. proliferatum
und F. oxysporum inokulierte Spargelstangen in das Untersuchungsspektrum mitaufgenommen, um einen
theoretisch hohen Befall mit FB- bzw. BEA-produzierenden Stdmmen zu simulieren und die Entwicklung
wahrend der Lagerung zu beobachten.

Im Erntejahr 2011 wurden in einem Lagerversuch ausschlieBlich Spargelstangen der Klasse Extra vom
Standort T jeweils 2 und 7 Tage bei 4 °C (simuliert Kiihlschrank bzw. Lagerung im Betrieb), 15 °C (mittlere
Temperatur Kiihlkette-Supermarktlagerung) sowie 22 °C (Raumtemperatur) eingelagert. Zusétzlich wurden
Convenience-Produkte beriicksichtigt. So wurden ebenfalls geschdlte und unter MAP-Bedingungen
verpackte Spargelstangen eingelagert, um diese auf Unterschiede im Befall mit F. oxysporum und F.
proliferatum sowie der Mykotoxinkontamination zu Uberpriifen. Hier wurde aufgrund der geringen und
vernachldssigbaren FB-Konzentrationen der natiirlich mit Fusarium spp. infizierten Stangen des Vorjahres,
zusatzlich die Bestimmung des BEA-Gehalts in das Untersuchungsspektrum integriert.

Bei den Kontrollstangen sowie bei den Varianten, die bei 4 °C eingelagert wurden, zeigten sich durchgéngig
relativ geringe BEA-Werte von 30-70 ppb bzw. 30-100 ppb in den fiir 7 Tage gelagerten Varianten. Die
hochsten BEA-Werte konnten bei den geschilten/verpackten Varianten, die bei 7 Tagen und 15 °C (543
ppb) sowie bei 7 Tagen und 22° (1380 ppb) gelagert wurden, ermittelt werden. Diese unterschieden sich
signifikant von den BEA-Werten der Spargelstangen innerhalb derselben Lagervariante. Die verpackten
Spargelstangen zeigten relativ erhéhte BEA-Werte bei 2 Tagen, 22 °C (156 ppb) sowie bei 7 Tagen, 22 °C
(355 ppb) (Abb. 17; Tab.11).

In den inokulierten Spargelstangen zeigten die Varianten, die bei 22 °C fiir 2 Tage gelagert waren mit 1500
ppb den signifikant hchsten FB-Gehalt (Abb.18A). Hier konnte auch der héchste Gehalt an F. proliferatum
DNA detektiert werden. Im Vergleich dazu konnte bei den Kontrollvarianten sowie bei den Varianten, die
bei 4 °C gelagert wurden, nur ein vergleichsweise geringer Befall mit F. proliferatum als auch keine FB-
Kontamination festgestellt werden; ein relativ erhdhter F. proliferatum DNA Gehalt konnte in den
Varianten, die bei 15 °C gelagert wurden, festgestellt werden (280 und 300 ppb). Eine Korrelation zwischen
den FB-Gehalten sowie den Gehalten an F. proliferatum-DNA konnte aufgrund der hohen
Standardabweichungen nicht aufgezeigt werden.

In der natiirlich infizierten Variante, die 7 Tage bei 22 °C gelagert wurden, konnte mit 25 ppb der hochste
FB-Gehalt detektiert werden und liegt damit um das 60-fache niedriger als das Maximum der mit F.
proliferatum inokulierten Spargelstangen derselben Lagervariante (Abb.18A). Hier konnte dquivalent der
hdchste Gehalt an F. proliferatum DNA bei der 7 Tage 22 °C Variante gemessen werden und lag bei 26 pg
DNA/100 pg TG und somit um ein 15-faches niedriger als bei den inokulierten Varianten. Geringe Gehalte
von 2-4 ug DNA an F. proliferatum konnten jeweils bei den Varianten, die 2 bzw. 7 Tage bei 15 °C bzw. 22
°C gelagert wurden, festgestellt werden (Abb.18B). Eine direkte Korrelation zwischen DNA-Gehalt und FB-
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Gehalt wurde nicht festgestellt. Die Analysen der BEA-Konzentrationen zeigten ein deutliches Maximum
in den Varianten, die 7 Tage bei 22 °C gelagert wurden. Hier unterschied sich der BEA-Gehalt mit 2300
ppb signifikant von den Varianten, die 7 Tage bei 15 °C (500 ppb) und 2 Tage bei 22 °C (600 ppb) gelagert
wurden. Die BEA-Gehalte der jeweiligen Lagervarianten waren alle signifikant hoher als die jeweiligen FB-
Gehalte (Abb.19).

Im Erntejahr 2011 wurden zuséatzlich Bleich-, Griin- und Purpurspargelstangen vom Standort D bei 22 °C
flir 2 Tage eingelagert, da sich diese in den vorherigen Versuchen als die kritischste Bedingung erwies. Es
erfolgte eine Inokulation sowohl mit F. oxysporum als auch mit F. proliferatum im Vergleich zu natiirlich
infizierten Spargelstangen. Die hdchsten FB-Konzentrationen konnten in den natiirlich infizierten und mit
F. proliferatum inokulierten Purpurspargelstangen, die 2 Tage bei 22 °C gelagert wurden detektiert werden
(150 ppb bzw. 160 ppb). Die BEA-Gehalte in der Bleichspargel Variante, die 2 Tage bei 22 °C gelagert
wurde (sowohl natiirlich mit F. proliferatum infiziert als auch mit F. proliferatum inokuliert), sowie die mit
F. proliferatum inokulierten Purpurspargelvariante, die 7 Tage bei 22 °C gelagert wurde, wiesen die
hochsten BEA-Konzentrationen auf (500 ppb, 810 ppb, 700 ppb) und unterschieden sich signifikant zu den
restlichen Lagervarianten als auch im Vergleich zu den FB-Gehalten (Abb.20).

Innerhalb der mit F. oxysporum inokulierten Variante zeigte sich in den Purpurspargelstangen eine
signifikant hohe Konzentration (2200 ppb) verglichen mit der Griin- sowie Bleichspargelvariante. Die BEA-
Konzentrationen der mit F. oxysporum inokulierten Spargelstangen waren in allen Spargelvarianten

signifikant hoher als in den mit F. proliferatum inokulierten Varianten (Abb.21).
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Abb.17: Beauvericin-Gehalt (ppb) in Spargelstangen im Erntejahr 2011 in Abhéngigkeit unterschiedlicher
Verpackungen und Lagerbedingungen. Dargestellt sind Mittelwertvergleiche. * signalisieren signifikante Unterschiede
zur Kontrolle nach ANOVA, p < 0,05, n=20

Tab.11: Beauvericin-Gehalt (ppb) in Spargelstangen im Erntejahr 2012 in Abhéngigkeit unterschiedlicher
Verpackungen und Lagerbedingungen. Dargestellt sind Mittelwertvergleiche. * signalisieren signifikante Unterschiede
zur Kontrolle nach ANOVA, p < 0,05, n=20

Lagerdauer (d) /Lagertemperatur (°C)

2 (d) 7 (d)
4°C 15°C 22°C 4°C 15°C 22°C
Variante MW=+SE MW=+SE MW=+SE MW=+SE MW<+SE MW<+SE
normal 310 2514 7610 310 52+118 37+110
geschalt 614 6+0 1689 104 127 33192
verpackt 70 00 156£100 710 75 3551165
verpackt/geschilt  6+0 6+190 38+54 4+0 543+126*  1380+144*
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Abb.18A: Fumonisin-Gehalt (ppb) in mit F. proliferatum inokulierten (A) und natiirlich infizierten (B) Spargelstangen
in Abhdngigkeit unterschiedlicher Lagervarianten im Erntejahr 2011. Dargestellt sind Mittelwertvergleiche. Gleiche
Buchstaben signalisieren keine signifikanten Unterschiede nach ANOVA, p < 0,05, n=20.
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Abb.18B: F. proliferatum-Gehalt (ng DNA/ 100mg TG) in mit F. proliferatum inokulierten (A) und natiirlich infizierten

(B)

Spargelstangen in Abhangigkeit unterschiedlicher Lagervarianten im Erntejahr 2011. Dargestellt sind

Mittelwertvergleiche. Fehlerbalken reprdsentieren dieStandardabweichung. Gleiche Buchstaben signalisieren keine
signifikanten Unterschiede nach ANOVA, p < 0,05, n=20.
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Abb.19: Beauvericin und Fumonisin-Gehalt (ppb) in mit F. proliferatum inokulierten Spargelstangen in Abhéngigkeit
unterschiedlicher Lagerbedingungen im Erntejahr 2011. Dargestellt sind Mittelwertvergleiche. Fehlerbalken

reprasentieren die Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben signalisieren signifikante Unterschiede zur
Kontrolle nach ANOVA, p < 0,05, n=20
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Abb.20: Beauvericin und Fumonisin-Gehalt (ppb) in natiirlich infizierten und mit F. proliferatum inokulierten WeiB-,
Griin- und Purpurspargelstangen in Abhdngigkeit unterschiedlicher Lagerbedingungen im Erntejahr 2011. Dargestellt
sind Mittelwertvergleiche. Fehlerbalken reprdsentieren die Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben
signalisieren signifikante Unterschiede zur Kontrolle nach ANOVA, p < 0,05, n=20.
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Abb.21: Beauvericin-Gehalt (ppb) in mit F. oxysporum bzw. F. proliferatum inokuliertem WeiB-, Griin- und
Purpurspargel, gelagert 2 Tage bei 22°C im Erntejahr 2011. Dargestellt sind Mittelwertvergleiche. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben innerhalb desselben Inokulums zwischen den
einzelnen Spargelvarianten signalisieren signifikante Unterschiede nach ANOVA, p < 0,05, n=20. * innerhalb derselben
Spargelvarianten signalisieren signifikante Unterschiede zwischen der Inokula nach ANOVA, p < 0,05, n=20.
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1.5 Diskussion

Im Versuchsjahr 2010 sollte ein Monitoring Versuch auf verschiedenen Feldern an unterschiedlichen
Standorten (M, S und T) Aufschluss tiber die Befallshdufigkeit von F. proliferatum und F. oxysporum geben
sowie die potentielle FB-Kontamination untersuchen. Die Ergebnisse zeigten Variationen in der
Befallsstarke zwischen dem ersten Erntetermin im Mai und dem zweiten Erntetermin im Juni, diese waren
jedoch nicht signifikant. Im Mai zeigte sich insgesamt eine geringere Befallshaufigkeit, F. oxysporum stellte
die dominante Pilzspezies dar. Im Juni war insgesamt ein hoherer Pilzbefall zu verzeichnen und der Befall
mit F. proliferatum nahm zu. Die Infektion der Spargelpflanze mit Fusarium spp. wird hauptsachlich durch
abiotische Faktoren beeinflusst. Hierbei werden Umweltfaktoren wie Temperatur, Niederschlag und
Luftfeuchte eine wesentliche Rolle zuteil (ElImer, 2000). Speziell in den tropischen Anbaugebieten wird oft
F. proliferatum als dominierende Fusarium Spezies beschrieben (EImer et al., 1997; Logrieco et al., 2003),
wihrend in den gemaBigt kiihleren Regionen F. oxysporumvorherrscht (Elmer et al., 1996; GoBmann et al.,
2001). Ein in vitro Versuch an Reiskulturen konnte belegen, dass die Myzelwachstumsrate von F. oxysporum
bereits bei 15 °C signifikant zunimmt (Koch, 2011). Die héheren Durchschnittstemperaturen im Juni
konnen folglich das Wachstum beider Fusarien begiinstigt und einen hoheren Infektionsdruck zur Folge
gehabt haben. Ebenso kann sich der sehr niederschlagsreiche Juni wachstumsférdernd auf F. proliferatum
und F. oxysporum ausgewirkt haben. Durch den Ernteprozess und das Entfernen der Triebe, wird die Pflanze
auBerdem in eine Stresssituation versetzt: die Kohlenhydratreserven werden stark reduziert, da Energie fiir
die Regeneration bereitgestellt werden muss. Insgesamt kann dies zu einer reduzierten Widerstandskraft
gegeniiber Pathogenen gefiihrt haben (Hartmann, 1989; Leslie und Summerell, 2006). Weidenbdrner
(1999) schlagen weiterhin vor, dass das Entfernen der Triebe und die damit einhergehende Verletzung,
Eintrittspforten fiir bodenbiirtige Pathogene wie Fusarium spp. darstellen kdnnen und somit eine Infektion
und Weiterverbreitung begiinstigt wird. Auch kénnen Insekten, wie z. B. die Spargelfliege (P. poeciloptera),
durch Verletzungen am Trieb durch den Legebohrer des Weibchens, eine Infektion und weitere Ausbreitung
von Fusarium spp. fordern (Boning, 1929; Koch, 2011).

Am Standort T wurde zwischen Feldstangen, symptomatischen Stangen und Stangen der Klasse Extra
differenziert. Die symptomatischen Stangen zeigten den hoéchsten Befall mit F. oxysporum und F.
proliferatum. Fusarium spp. gehoren zu den Haupterregern der Wurzel-, Kronen- und Stangelfiule, es
zeigen sich typische rétlich-braune Lisionen an den befallenen Pflanzenteilen (Endo und Burkholder, 1971;
Wolterstoff, 1990). Auch Koch (2011) konnte einen positiven Zusammenhang zwischen Fusarium spp.
Befall und dem Auftreten von rétlich-braunen Lisionen an den Spargelstangen aufzeigen. Auch an den
hier untersuchten symptomatischen Spargelstangen konnten die rdtlich-braunen L3sionen mit einer
Kontamination mit F. oxysporum in Verbindung gebracht werden.

Fiir die Stangen der Klasse Extra zeigte sich entweder kein Befall mit Fusarium spp. oder ein jeweils sehr

geringer Befall (< 10 %), der via Multiplex-PCR detektiert werden konnte, aber nicht visuell an den
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Spargelstangen in Erscheinung trat. Zu ahnlichen Erkenntnissen kamen Vojanovic et al. (2006), die
Fusarium spp. von asymptomatischem Spargelgewebe isolieren konnten.

Die an Spargel vorrangig vorkommenden Fusarium Arten F. oxysporum und F. proliferatum sind nicht nur
von phytopathologischer Bedeutung. Da sie zu den Mykotoxinbildnern gehdren, kann eine begleitende
Kontamination mit Mykotoxinen auch ein Gesundheitsrisiko fiir Mensch und Tier darstellen. Daher wurde
zusatzlich in allen mit Fusarium spp. kontaminierten Proben die FB-Konzentration detektiert. Der Anteil
der mit FB infizierten Spargelstangen an den Standorten M und S belief sich im Juni insgesamt hdher als
im Mai, ein signifikanter Unterschied zwischen den Ernteterminen bestand nicht. Auch hinsichtlich der
unterschiedlichen Standorte konnten keine signifikanten Unterschiede aufgezeigt werden. Die
Konzentration an Gesamt-FB in den einzelnen Spargelstangen reichte von relativ geringen 1 ppb bis 100
ppb. Bei den Versuchsansdtzen am Standort T konnte jeweils nur bei den symptomatischen Spargelstangen
und bei den randomisiert vom Feld entnommenen Spargelstangen eine FB-Produktion nachgewiesen
werden. Die Werte lagen insgesamt mit 1-13 ppb am Rand der Nachweisgrenze. Um eine potentielle
Zunahme des Befalls mit F. proliferatum und F. oxysporum sowie der FB-Kontamination wahrend der
Betriebslagerung in der Nachernteprozesskette zu analysieren, wurden diese Parameter fiir alle drei
Spargelstangenvarianten (Spargelstangen mit Symptomen, Feldstangen sowie Stangen der Klasse Extra)
am Standort T untersucht, weiterhin wurden in einem weiteren Versuchsansatz die Spargelstangen im
Anschluss an die Betriebslagerung einer Haushaltslagerung unterzogen, um die Lagerung beim Endkunden
zu simulieren. Aquivalent zu den nicht eingelagerten Varianten, wiesen auch hier die Spargelstangen mit
Symptomen den hochsten Befall mit F. oxysporum bzw. F. proliferatum auf, auch konnte nur in diesen
Varianten vereinzelt eine FB-Produktion zwischen 1 ppb -100 ppb detektiert werden. Weder durch die
Betriebslagerung noch durch die zuséatzliche Haushaltslagerung konnte eine Veranderung beziglich der
Befallshdufigkeit oder der FB-Produktion beobachtet werden.

Die Witterungsbedingungen beeinflussen nicht nur die Ausbreitung von Fusarium spp., sondern auch die
Produktion von Mykotoxinen, hier speziell FB. In vitro Versuche von Koch (2010) zeigten, dass die FB-
Produktion stark von der Temperatur abhangig ist. So zeigte die FB-Produktion bei 18 °C ein Optimum und
verminderte sich mit steigender Temperatur. Andere Arbeitsgruppen konnten optimale Temperaturen fiir
eine FB-Produktion von 25 °C - 30 °C ausmachen (Lebars et al., 1994; Marin et al., 1999; Samapundo et
al., 2005). Demnach wiesen die im Mittel zu kalten Temperaturen im Mai 2010 (10,1 °C , - 3,1 °C
Abweichung zum langjahrigen Mittelwert) sowie die in den Lagerversuchen vorherrschende Kombination
aus Temperatur und Lagerdauer weder optimale Bedingungen fiir das Pilzwachstum von Fusarium spp.
noch fiir die Produktion von FB auf. Im Juni erhdhte sich die mittlere Durchschnittstemperatur auf 16 °C,
was zu einem vermehrten Befall mit Fusarium spp. sowie zu einer erhéhten FB-Produktion geflihrt haben
kann.

Bei allen mit FB kontaminierten Spargelstangen konnte gleichzeitig auch eine Infektion mit F. oxysporum,

teilweise auch mit F. proliferatum nachgewiesen werden. Calvo et al. (2002) konnten beobachten, dass der
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Sekundarmetabolismus mit dem Entwicklungsprozess von Mikroorganismen assoziiert ist, bei Pilzen im
Speziellen mit der Sporulation. Hier werden die Mykotoxine wahrend des Wachstumsvorgangs (etwa beim
Zeitpunkt der Sporulation) gebildet und ausgeschieden. Shim et al. (2001) konnten speziell in Fusarium
spp. einen genetischen Zusammenhang zwischen Sporulation und Mykotoxinproduktion feststellen: eine
Mutation im FCC1 Gen in Fusarium verticillioides resultierte in einer reduzierten Sporulation sowie einer
reduzierten FB-Biosynthese.

Nicht an jeder in dieser Arbeit untersuchten Spargelstange, an der eine Infektion mit F. proliferatum bzw.
F. oxysporum nachgewiesen wurde, konnte auch eine FB-Kontamination ermittelt werden. An dieser Stelle
soll darauf hingewiesen werden, dass sich die Regulation des Sekunddrmetabolismus bei Pilzen als sehr
komplex darstellt und dass es vielfdltige Faktoren gibt, die die Anwesenheit und die Produktion von
Mykotoxinen beeinflussen. Die Produkte des Sekunddrmetabolismus sind charakteristisch fiir ihre
Produzenten. Des Weiteren reagiert der Sekunddrstoffwechsel sensibel auf die duBeren
Umgebungsbedingungen. Bestimmte sekunddre Stoffwechselprodukte werden nur unter spezifischen
Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen, bei bestimmtem Nahrstoffangebot oder in bestimmten
Entwicklungsphasen synthetisiert. Beziiglich der Schlisselfaktoren, die die Mykotoxinproduktion
nachhaltig beeinflussen, unterscheiden D’'Mello und Macdonalds (1997) zwischen physikalischen,
chemischen und biologischen Faktoren. Zu den physikalischen Faktoren, gehdren Temperatur,
Luftfeuchtigkeit und Insektenbefall. Zu den chemischen Faktoren zdhlt der Gebrauch von Fungiziden und
Diingern. Die Interaktion zwischen dem Pilz und dem Substrat stellt einen wichtigen biologischen Faktor
dar. Weiterhin lassen sich die biologischen Aspekte in die folgenden Subkategorien einteilen: in intrinsische
Faktoren wie Spezies, Stamm-Spezifitat, Stamm Variation. So kénnen verschiedene Spezies dasselbe Toxin
produzieren, unterschiedliche Stamme einer Spezies konnen dasselbe Toxin mit groBer Variabilitat
produzieren und verschiedene Stimme einer Spezies konnen unterschiedliche Toxine produzieren. Auf der
Transkriptomebene werden Gene, die im Sekunddrmetabolismus involviert sind, in sogenannten Clustern
organisiert (Keller et al, 1997; Yu und Keller, 2005). Die Koregulierung der Gencluster kann auf
transkriptioneller Ebene, durch die Prdsenz von 2 Klassen von Transkriptionsfaktoren, erklart werden:
diejenigen, die spezifisch fiir einen metabolischen Stoffwechselweg sind und diejenigen, die global an der
Vermittlung von Umweltreizen beteiligt sind (Zhang et al., 2004). Ein Beispiel fiir einen globalen Regulator
stellt die Methyltransferase LaeA des Velvet-Komplexes dar. Lopez-Berges et al. (2013) liefern den Beweis
dafiir, dass der Velvet Komplex maBgeblich an der Steuerung der BEA- Biosynthese in Fusarium oxysporum
beteiligt ist, und die BEA-Produktion gleichzeitig einen Virulenzfaktor darstellt.

Eine direkte Korrelation zwischen dem FB-Gehalt und der pilzlichen Biomasse von F. proliferatum konnte
nicht hergestellt werden. In der Literatur sind diesbeziiglich widerspriichliche Aussagen zu finden. So
konnten Waalwijk et al. (2008) eine positive Korrelation in Mais zwischen der Konzentration an F.
verticillioides sowie F. proliferatum und dem Gehalt an FB herstellen. Im Gegensatz hierzu berichten

Ramirez et al. (1996) von einer negativen Korrelation zwischen dem Gehalt an F. proliferatum und F.
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moniliforme DNA und der FB-Konzentration. Auch wenn F. proliferatum als bekannter FB-Produzent gilt,
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass hier F. oxysporum mafBgeblich an der FB-Produktion beteiligt ist.
Auch andere Studien zeigen, dass F. oxysporum in der Lage ist, FB in groBer Variabilitdt zu produzieren
(Waskiewicz et al., 2010; Stepien et al., 2011; Martinez-Lopez et al., 2007; Seo und Lee, 1996; Rheeder et
al., 2002). In friiheren Studien wurden auBerdem viele unterschiedliche Fusarium spp. an Spargel
nachgewiesen (Blok et al., 2010; Elmer et al., 1997; Martinez-Lopez, 2007; Knaflewski et al., 2008; Weber
et al, 2006), so dass eine Toxinproduktion auch durch andere Fusarium spp., die in den vorliegenden
Untersuchungen nicht beriicksichtigt wurden, méglich ist.

Die in der vorliegenden Arbeit detektierten FB-Mengen in den geernteten Spargelstangen decken sich mit
denen anderer Studien und sind mit bis 100 ppb vergleichsweise gering. Waskiewicz et al. (2013) fanden
FB-Konzentrationen in Spargel in Hohe von 31,94-234,35 ng/g und Seefelder et al. (2002) konnten
Konzentrationen von 36,4 - 4515,7 ng/g detektieren. Verschiedene Studien zeigen, dass das pilzliche
Wachstum und die Zunahme der Biomasse mit der Produktion von Mykotoxinen assoziiert sind, so dass
aufgrund des eher geringen Befalls mit F. oxysporum und F. proliferatum, auch die geringen Toxinwerte zu
erkldren sind (Calvo et al., 2002; Adams et al., 1998). Die geringen FB-Konzentrationen kénnten auch auf
die Tatsache zuriickzufiihren sein, dass die nachwachsenden Triebe zur Haupterntezeit von April-Juni
kontinuierlich abgeschnitten werden und so eine vaskuldre Ausbreitung der toxischen
Sekundarstoffwechselprodukte unterbunden wird. Koch (2011) konnte in einzelnen Spargelstangen von
einem nicht konventionell beernteten Feld hohe FB-Konzentrationen bis 281 ppm nachweisen; hier konnte
ein vaskuldres Wachstum der Fusarien bis in die Triebspitzen schon von Beginn der Triebwachstumsphase
erfolgen. Dariiber hinaus existieren einige Hinweise fir die Kompartimentierung von FB in Pflanzen
(Dall'Asta et al., 2012). Demnach kénnte die relativ geringe Konzentration von FB auf die Probennahme
zuriickzufiihren sein. Da die gesamte Spargelstange als Probe diente, wird eine mdgliche
Kompartimentierung der FB nicht beriicksichtigt. Die Verwendung der gesamten Spargelstange als
Probenmaterial konnte zu einer Verdiinnung der Gesamtkonzentration gefiihrt haben. Es ist moglich, dass
Mykotoxine in bestimmten Reaktionsrdumen der Zelle lokal akkumuliert vorliegen und in anderen
Kompartimenten wiederum nur in sehr geringen Konzentrationen. Die Kompartimentierung von
Mykotoxinen stellt neben der chemischen Modifikation einen effektiven Abwehrmechanismus der Pflanze
dar. Durch die chemische Modifizierung werden die Bioaktivitdit sowie die Toxizitdt fiir die Pflanze
geschwacht, auBerdem kdnnen die Toxine innerhalb des Transportsystems der Pflanze besser verlagert
werden. Diese Reaktionen werden durch Transferasen vermittelt (Berthiller et al., 2013). Griinde fiir das
geringe Auftreten von FB in den Spargelproben kdnnte ferner auch eine erhéhte Wasserldslichkeit von FB,
hervorgerufen durch diese chemische Modifikation, sein.

Bisher existieren keine validen Daten, die eine akute Gefdhrdung der menschlichen Gesundheit durch die
Exposition mit FB belegen. In verschiedenen Studien konnte jedoch ein Zusammenhang zwischen dem

Auftreten von Karzinomen bei langfristiger, chronischer Exposition beobachtet werden (Gelderblom et al.
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1992; Howard et al., 2001). Fiir FB1 allein sowie fiir die Summe aus FB1, FB2 und FB3 wurde durch den
wissenschaftlichen Lebensmittelausschuss der Europdischen Union eine tolerierbare tagliche Aufnahme
(TDI) von 2 ppb (0,002 mg/kg) Korpergewicht festgelegt. Die in der vorliegenden Arbeit detektierten
Mengen an FB sind isoliert betrachtet folglich als unbedenklich einzustufen. Jedoch kann FB mit anderen
Mykotoxinen, wie z. B. den ,neueren” Mykotoxinen koexistieren. Dies kann wiederum zu additiven Effekten
fiihren und ein potentielles Gesundheitsrisiko darstellen. Zu diesen Toxinen gehdren z. B. die von Fusarium
spp. produzierten Fusaproliferine, BEA und Enniatine. Da einige Studien die Co-Kontamination mit akut
toxischen Toxinen nachweisen konnten, wurde auch in der vorliegenden Arbeit eine Koexistenz
verschiedener Mykotoxine vermutet und BEA fiir die Lagerversuche exemplarisch in das
Untersuchungsspektrum integriert.

Im Erntejahr 2011 wurden in einem weiteren Lagerversuch neben herkdmmlichen Spargelstangen der
Klasse Extra auch Convenience-Produkte beriicksichtigt und jeweils 2 und 7 Tage bei 4 °C (simuliert
Kiihlschranklagerung bzw. Lagerung im Betrieb), 15 °C (mittlere Temperatur Kiihlkette-
Supermarktlagerung) sowie 22 °C (Raumtemperatur) eingelagert. Hier sollten Unterschiede im Befall mit
F. oxysporum und F. proliferatum sowie der Mykotoxinkontamination in Abhadngigkeit des Schélvorgangs
sowie der Verpackung Uberprift werden. In den unter MAP-Bedingungen verpackten und geschalten
Spargelproben, ergaben sich signifikant erhohte BEA-Konzentrationen bei den fiir 15 °C bzw. 22 °C fiir
sieben Tage gelagerten Varianten. Pilzliche DNA von F. oxysporum und F. proliferatum konnte qualitativ
nachgewiesen werden. Da Spargel eine erhdhte Atmungsaktivitdt aufweist, kommt es nach der Ernte zu
einer schnellen Qualitatsminderung (King et al., 1986, 1979; Hartmann, 1989). Die Atmungsaktivitat kann
durch Stress, hervorgerufen durch z. B. Verwundung wahrend des Ernteprozesses, zusatzlich verstarkt
werden. Demnach unterliegt besonders geschalter Spargel einem hohen Risiko der Qualitdtsminderung.
Die Stoffwechselaktivitdt kann im Vergleich zu ungeschilter Ware auf das Zwanzigfache ansteigen
(Cantwell, 1992). Weiterhin bieten geschdlte Spargelstangen eine relativ groBe ungeschiitzte
Angriffsflache fiir Mikroorganismen. Durch das MAP wird beim Abpacken durch eine Schutzbegasung ein
spezielles Mikroklima erzeugt, welches sich durch ein speziell abgestimmtes Sauerstoff-Stickstoff
Verhdltnis, sowie insgesamt durch einen niedrigen Sauerstoffgehalt und einen konstanten
Kohlendioxidgehalt bei hoher Luftfeuchtigkeit (95 %) auszeichnet. Diese Faktoren flihren zu einer
verminderten Respirationsrate und einem verminderten Infektionsdruck von Mikroorganismen (Mckenzie
et al., 2004). Wahrscheinlich hat neben der Lagertemperatur und Lagerdauer auch die Gaskonzentration
innerhalb der Verpackungseinheiten einen direkten Einfluss auf die Mykotoxinproduktion. Bisher gibt es
wenig Studien, die den Einfluss von CO, und O, auf die Bildung von BEA untersucht haben. Giorni et al.
(2008) beobachteten, dass ein CO,-Gehalt von min. 50 % notig war, um die Aflatoxinsynthese signifikant
zu hemmen, wahrend eine Konzentration von 25 % ausreichend war, um das Wachstum von Aspergillus
flavus zu hemmen. Die hier vorliegenden Ergebnisse der signifikant erhohten BEA-Gehalte innerhalb der

geschalten, verpackten Variante lassen vermuten, dass sich hier ein atmosphdrisches Ungleichgewicht

54



Kapitel 1

zugunsten  von  Sauerstoff  eingestellt hat, moglicherweise durch einen fehlerhaften
Verpackungsmechanismus.

Neben der Gaskonzentration kénnte auch die Wasseraktivitat, das MaB fiir verfiigbares Wasser, bzw. eine
Kombination aus beiden Faktoren einen Einfluss auf die Mykotoxinproduktion in gelagertem Spargel haben.
Samapundo et al. (2005) konnten beziiglich der Produktion von FB durch F. proliferatum einen Synergismus
zwischen CO,-Gehalt und Wasseraktivitdt nachweisen: je niedriger die Wasseraktivitdt, desto niedriger
muss die flr die Inhibierung erforderliche CO,-Konzentration sein. In einer weiteren Studie wurde die
Expression von fiir die FB-Synthese relevanten Gene in Abhangigkeit von Temperatur und Wasseraktivitat
untersucht. So war die Expression von FBT durch eine geringe Wasseraktivitat (0,95) signifikant erhoht,
was eine erhohte FB-Produktion von F. verticillioides zur Folge hatte (Medina et al., 2013). Marin et al.
(1999a,b) weisen darauf hin, dass das Minimum der Wasseraktivitat fir die FB-Produktion und das
Wachstum fiir F. proliferatum unterschiedlich sein kdnnen. Weiterhin konnten sie beobachten, dass der
Spielraum der Wasseraktivitdt sowie der Temperatur, der sich forderlich auf das Wachstum von F.
proliferatum auswirkt, breiter ist als fiir die FB-Produktion. Die Wasseraktivitdt wurde im folgenden
Experiment nicht berlcksichtigt. Es liegt nahe, dass es aufgrund des Lagerungsprozesses und der damit
zusammenhadngenden atmospharischen Veranderungen, auch zu einer Veranderung der Luftfeuchtigkeit
innerhalb der Verpackung sowie einer Verdnderung der Wasseraktivitit kam und somit auch die
Mykotoxinproduktion beeinflusst hat. Die Uberpriifung der Wasseraktivitit sowie der atmosphérischen
Gaskonzentration miisste in weiterfiihrenden Experimenten sichergestellt werden.

Insgesamt liefern die vorliegenden Ergebnisse den ersten Beweis flir das Auftreten von BEA sowie fiir die
Koexistenz mit FB in Spargel in Deutschland. BEA gehort zu den Hexadepepsipeptiden und wurde erstmals
1969 aus Beauveria bassiana isoliert (Hamill et al., 1996). Seitdem konnte in verschiedenen Studien
nachgewiesen werden, dass BEA spezifisch von den Pilzspezies Beauveria, Paecilomyces, Polyporus, Isaria
und Fusarium gebildet wird (Luangsa-ard et al., 2009; Moretti et al., 2007; Logrieco et al., 1998). BEA tritt
weltweit vor allem in verschiedenen Getreide-Arten und Mais auf (Jestoi et al., 2004; Uhlig et al., 2007;
Uhlig et al., 2004; Goerz et al., 2010; Lindblad et al, 2013; Fredlund et al., 2013). Die hochsten
Konzentrationen konnten im pg/kg-Bereich jeweils in Mais und Hafer ermittelt werden. BEA besitzt
aufgrund seiner ionophoren Eigenschaften des Molekiils ein breites Wirkungsspektrum, darunter
antimikrobielle, antibiotische, enzyminhibitorische und cytotoxische (Prosperini et al., 2013; Meca et al.,
2011b; Jow et al., 2004). Die European Food Savety Authority (EFSA) stufen die bis dato weltweit
detektierten BEA-Konzentrationen in unterschiedlichen Lebensmitteln als nicht akut toxisch fiir die
menschliche Gesundheit ein. Gleichzeitig schlieBen sie aber eine chronische Schddigung durch eine
langfristige Exposition nicht aus (EFSA Bericht, 2014).

Eine Koexistenz von BEA mit anderen Fusarien Toxinen wie Culmorin, Deoxynivalenol, Equisetin, FB,
Fusaproliferin, Fusarinsdure, Moniliformin, Nivalenol, T-2/HAT-2 Toxine, Zearalenone in verschiedenen

Lebensmitteln konnten in friiheren Studien nachgewiesen werden (Bottalico et al., 1995; Jestoi et al.,
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2004a; Malachova et al., 2011; Juan et al., 2013b; Lindblad et al., 2013; Mikousova et al., 2013; Shimshoni
et al., 2013; Streit et al., 2013). Aufgrund der Koexistenz verschiedener Toxine sind antagonistische,
synergistische und additive Effekte und eine davon ausgehende Gefahr fiir die menschliche Gesundheit
denkbar (Javed et al., 1993). So konnten in verschiedenen Studien Synergie-Effekte zwischen
unterschiedlichen Toxinen nachgewiesen werden. Die intermittierende Exposition von OTA und FB1 in
niedriger Konzentration iiber einen ldngeren Zeitraum, fiihrte zu akuten Schidigungen der Nieren (Stoev
und Denev, 2013). Weitere Synergie Effekte konnten zwischen Fusarinsdure und FB in Hiihnerembryonen
nachgewiesen werden (Bacon et al., 1995) sowie zwischen Fusarinsdure und Trichothecenen in Insekten
(Dowd, 1988).

Im Erntejahr 2011 wurden zusatzlich zu potentiell natiirlich infizierten Spargelstangen, mit F. proliferatum
und F. oxysporum inokulierte Spargelstangen in das Untersuchungsspektrum integriert. Ein theoretisch
hoher Befall mit FB- bzw. BEA-produzierenden Stdmmen von F. oxysporum und F. proliferatum und
Veranderungen wahrend des Lagerungsprozesses sollten simuliert und untersucht werden. Hier konnte bei
den Varianten, die mit F. proliferatum inokuliert und bei 22 °C gelagert wurden, die hdchste FB-Produktion
detektiert werden. Diese lag um das 50-fache hdher als bei den natiirlich infizierten Spargelstangen. Bei
den natiirlich infizierten Spargelstangen wurde nur bei den fiir sieben Tagen bei 22 °C gelagerten Variante
eine mittlere FB-Konzentration von 25 ppb gemessen werden. Die Werte wiesen allerdings eine sehr groB3e
Variabilitat auf. F. proliferatum ist in der Lage verschiedenen Mykotoxine mit groBer Variabilitat zu bilden:
FB, Moniliformin und BEA (Waskiewicz 2008; Waskiewicz and Irzykowska, 2010). Ebenso konnten Studien
belegen, dass F. proliferatum mit das hochste Potenzial aufweist, FB zu synthetisieren (Bargen et al., 2009;
Seefelder et al., 2002). Die BEA-Konzentration in den Spargelstangen, die mit F. proliferatum inokuliert
wurden zeigte ein Maximum (2231 ppb) bei 22 °C und 7 Tagen und unterschied sich signifikant zur
Kontrolle. Neben F. oxysporum wird auch F. proliferatum weltweit mit der BEA-Produktion assoziiert
(Waskiewicz et al., 2010; Kostecki et al., 1999; Reyes-Velazquez et al., 2011; Meca et al., 2010). So ist F.
proliferatum befahigt, verschiedene Mykotoxine unter variierenden Kulturbedingungen zu produzieren.
Nicht nur das Wachstum von F. proliferatum ist von verschiedenen Umweltfaktoren wie Temperatur,
Wasseraktivitat, pH-Wert und Nahrstoffangebot- und Verfligbarkeit abhdngig, sondern auch die
Produktion der Mykotoxine (Doohan et al., 2003; Shwab and Keller, 2008). Verschiedenen Studien zeigen,
dass das pilzliche Wachstum und die Zunahme der Biomasse mit der Produktion von Mykotoxinen assoziiert
sind (Calvo et al, 2002). So wird durch das Inokulum die pilzliche Biomasse erhéht, was zu einer generell
hoheren Toxinproduktion flihren konnte als in den natiirlich infizierten Spargelstangen. Verschiedene
Studien belegen auBerdem ein Temperatur-Optimum fiir die Produktion von BEA. So konnte F. proliferatum
die hdchsten Konzentrationen bei einer Temperatur von 20 °C - 25 °C produzieren (Waskiewicz et al,,
2010). Die BEA-Konzentration bei den mit F. proliferatum inokulierten Proben lag um das 8-fache
signifikant hoher als die FB-Produktion in der gleichen Variante. Generell wiesen die BEA-Konzentrationen

in allen Varianten héhere Werte auf als die FB-Konzentrationen (Abb.9). Die Mykotoxine BEA und FB
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werden innerhalb zweier verschiedener Stoffwechselwege gebildet, so dass eine positive Korrelation der
beiden Konzentrationen folglich nicht zwingend zu erwarten ist (Desjardins et al., 2007). Dariiber hinaus
werden die Gene, die fiir die einzelnen Schliisselenzyme fiir die Synthese von BEA und FB codieren, in
Abhidngigkeit unterschiedlicher Faktoren reguliert.

Des Weiteren weisen BEA und FB unterschiedliche Temperatur-Optima auf, die eine unterschiedliche
Konzentration erklaren kénnten. Wahrend bei 15°C - 18 °C optimale Bedingungen fiir die FB-Produktion
herrschen (Waskiewicz et al., 2010; Hinojo et al., 2006; Kostecki et al., 1999), wird BEA vorrangig bei
hoheren Temperaturen (20 °C - 25 °C) gebildet. Demnach liegt die Lagertemperatur von 22 °C in der
vorliegenden Arbeit dem Temperaturoptimum von BEA naher.

Im Erntejahr 2011 wurden zusatzlich Bleich-, Griin- und Purpurspargelstangen bei 22 °C fiir 2 Tage
eingelagert, da sich diese in den vorherigen Versuchen als die kritischste Bedingung erwies. Es erfolgte
eine Inokulation sowohl mit F. oxysporum als auch mit F. proliferatum im Vergleich zu natirlich infizierten
Spargelstangen. Zum einen stand ein unterschiedliches Kontaminationspotential bezliglich der BEA- sowie
FB-Synthese in Bleich-, Griin- und Purpurspargel im Fokus, als auch diesbeziiglich potentielle Unterschiede
zwischen F. oxysporum und F. proliferatum. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
BEA-Kontamination zwischen den mit F. proliferatum und F. oxysporum inokulierten WeiB, Griin- und
Purpurspargelstangen. Es konnte in allen mit F. oxysporum inokulierten Spargelstangen eine signifikant
hohere BEA-Konzentration als in den mit F. proliferatum inokulierten Spargelstangen beobachtet werden.
Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass F. oxysporum maBgeblich an der BEA Produktion
beteiligt ist. Die BEA-Produktion wurde weltweit mit F. oxysporum assoziiert (O'Donnell, 2009). Auch
konnten durch F. oxysporum produzierte BEA-Gehalte in Bananenpflanzen (Li et al., 2013), Melone (Moretti
et al., 2002) und Kartoffel (Song et al., 2008) nachgewiesen werden. Logrieco et al. (1998) untersuchten
die BEA-Produktion in Mais von verschiedenen Fusarium Spezies und identifizierten F. oxysporum als den
effektivsten Produzenten.

Zusatzlich muss an dieser Stelle auch noch mal auf die Schwierigkeit bei der Analyse von Mykotoxinen
hingewiesen werden. Nicht nur die chemische Vielfalt der verschiedenen Mykotoxine, auch
Nachweisgrenzen und neuerdings die sogenannten maskierten Mykotoxine, kdnnen zu nicht validen
Ergebnissen fiihren und eine allgemeingiiltige Interpretation erschweren. Bei maskierten Mykotoxinen
handelt es sich um Substanzen, die nicht nachzuweisen sind. Diese liegen nicht in ihrer natiirlichen Form,
sondern in einer chemisch modifizierten Form vor (Dall'Asta et al., 2015). Diese chemische Modifizierung
wird von pflanzlichen Enzymen zu deren Schutz durchgefiihrt. Trotzdem kann die biologische Wirkung der
maskierten Toxine weitgehend erhalten bleiben oder sogar verstarkt werden (Nishie et al., 1989; Gratz et
al., 2016). Die chemisch modifizierten Verbindungen kénnen je nach Art der Modifikation durch
Verdauungsenzyme wieder freigesetzt werden und entsprechende toxische Effekte im Organismus
verursachen. Gareis et al. (1990) postulieren, dass diese modifizierten Toxine bei der

Lebensmittelverarbeitung im Nachernteprozess oder im Darmtrakt von Mensch und Tier wieder reversibel
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in die Ausgangsform zuriickverwandelt werden. Chemisch modifizierte Formen wurden bisher fiir DON,
Nivalenol, Fusarenon-X, T-2-Toxin, HAT-2-Toxin, ZEN, OTA und Fusarinsdure identifiziert. Fettsduren
scheinen eine wichtige Rolle beim Maskierungsprozess in der Pflanze zu spielen (Berthiller et al., 2013).

Insgesamt verdeutlichen die im Rahmen dieses Kapitels prasentierten Ergebnisse, dass keine akute Gefahr
von den hier detektierten Mengen an FB und BEA auf den Verbraucher ausgeht. Auch nach verschiedenen
Lagerversuchen bewegten sich die Konzentrationen im unbedenklichen Bereich. Darliber hinaus konnten
diesbeziiglich keine signifikanten Unterschiede zwischen Bleich-, Griin- und Purpurspargel beobachtet
werden. Erstmalig konnte eine Existenz von BEA in Spargel nachgewiesen werden. Aufgrund der ebenfalls
belegten Koexistenz mit FB, kann eine Gefahr durch additive Effekte nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
Das Konstrukt des Sekundarstoffwechsels und insbesondere der Mykotoxinbiosynthese gestaltet sich
auBerst komplex. Die Regulation auf unterschiedlichen Ebenen ist wahrscheinlich notwendig, um effizient
auf schnell wechselnde Bedingungen reagieren zu kdénnen. Analysen auf der Transkriptomebene kdnnten
zusétzlich zu einem besseren Verstandnis hinsichtlich des Einflusses von duBeren Bedingungen auf die

Mykotoxinproduktion beitragen und kdnnten in weiterflihrenden Untersuchungen berlicksichtigt werden.
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2. Untersuchungen zu phenolischen Verbindungen im Spargel und deren
Potential zur Hemmung des Wachstums von £ proliferatum und F. oxysporum
sowie der Mykotoxinproduktion

2.1 Zusammenfassung

Die Resistenz einiger agrarwissenschaftlich relevanter Lebensmittel gegeniiber bestimmten Pilzinfektionen
korreliert mit einem hohen Anteil phenolischer Substanzen. Daher wurden im Versuchsjahr 2012 zundchst
die in Spargel h3ufig vorkommenden phenolischen Verbindungen (Chlorogenséure, Ferulasdure, p-
Cumarsdure und Rutin) und deren Gehalte sowie der Gesamtphenolgehalt in Abhéngigkeit
unterschiedlicher Lagerbedingungen in einem Vorversuch bestimmt. Aufgrund der potentiell divergenten
Phenolzusammensetzung wurde hier zwischen Bleich-, Griin- und Purpurspargel unterschieden. Es konnte
ein signifikant hdherer Gesamtphenolgehalt in den Griin- und Purpurspargelvarianten im Vergleich zum
Bleichspargel ermittelt werden. In allen Spargelvarianten kam es wahrend der Lagerung zu einer
signifikanten Abnahme des Gesamtphenolgehaltes; dieser minimierte sich vergleichsweise starker in den
Griin- und Purpurspargelstangen. Die Griin- und Purpurspargelstangen wiesen insgesamt signifikant
hohere Konzentrationen an Rutin und Chlorogensdure auf. Wahrend der Lagerung reduzierten sich die
Gehalte an Chlorogensaure, Ferulasdure und Rutin signifikant in den Griin- und Purpurspargelstangen. In
der Bleichspargelvarianten konnten diesbeziiglich keine signifikanten Unterschiede aufgezeigt werden. Der
p-Cumarsduregehalt blieb bei allen Spargelvarianten sowie zwischen den Lagervarianten weitestgehend
konstant.

Um den Qualitatsverlust bei Lebensmitteln durch pilzliche Kontamination und Produktion von Mykotoxinen
zu minimieren, wurde der Fokus in jlingster Zeit vermehrt auf die in der Pflanze natiirlich vorkommenden
phenolischen Verbindungen gelegt. Ein in vitro Versuch sollte das Potential der haufig in Spargel
vorkommenden phenolischen Verbindungen Ferulasdure, p-Cumarsdure und Rutin aufzeigen, sowohl! das
Wachstum von F. proliferatum und F. oxysporum zu hemmen als auch die Produktion von BEA in
Fliissigkultur zu reduzieren. Als Parameter fiir das Wachstum diente der IC50-Wert. Diesbezliglich erwies
sich Ferulasaure sowohl bei F. oxysporum als auch bei F. proliferatum als signifikanter und relativ starkster
Wachstumshemmer. Rutin wies keinerlei Wachstumsinhibierungspotential auf. Die Konzentrationen von
BEA waren analog zur Wachstumsrate von F. oxysporum in den Ferulasdure/p-Cumarsdure Varianten
tendenziell reduziert, im Vergleich zur Kontrollvariante. Signifikante Unterschiede konnten nicht ermittelt

werden.
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2.2 Einleitung

Phenolische Verbindungen sind Sekunddrmetabolite des pflanzlichen Stoffwechsels und werden gemaB
ihrer strukturellen Eigenschaften in Flavonoide, Phenolcarbonsduren und Chalkone differenziert. Die
meisten Flavonoide sind in den Randschichten von Pflanzen sowie in den duBeren Blattern lokalisiert. lhre
Bedeutung fiir den pflanzlichen Organismus liegt vor allem im Schutz vor UV-Licht und Starklicht. Die
Phenolsduren und ihre Derivate sind ebenfalls Giberwiegend in den Randschichten von Pflanzen angesiedelt
und stabilisieren die Zellwdnde in der Schale (Watzl und Rechkemmer, 2001). Die Phenolcarbonsiuren
werden in Hydroxyzimtsduren und Hydroxybenzoesduren eingeteilt Zu den wichtigsten Hydroxyzimtsduren
zahlen Chlorogensdure, p-Cumarsaure, Ferulasdure und Kaffeesdure (Nardini et al., 1995). Spargel enthélt
einen hohen Anteil an natiirlich vorkommenden phenolischen Verbindungen wie z.B. Flavonoide (Makris
und Rossiler, 2001) und Carotenoide (Deli et al., 2000). Zu den wichtigsten phenolischen Verbindungen im
Spargel zahlt das Flavonoid Rutin, sowie die Phenolsduren Chlorogensdure, Kaffeesdure und Ferulasdure
(Sakakibara, 2005; Fuentes-Alventosa et al., 2008). In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass phenolische Substanzen Potential besitzen, den Befall mit Fusarium spp. sowie die Produktion
von Mykotoxinen zu reduzieren (Samapundo et al., 2007; Siranidou et al., 2002; Santos et al., 2010).

In einem Versuchsansatz sollte der Gesamtphenolgehalt sowie die Konzentrationen der wichtigsten
phenolischen Verbindungen in Spargel in Abhdngigkeit unterschiedlicher Lagerbedingungen bestimmt
werden. Das Potential phenolischer Verbindungen die Produktion von Mykotoxinen zu reduzieren, wurde
in unterschiedlichen friiheren Untersuchungen bereits festgestellt. In diesem Versuchsansatz sollte geklart
werden, inwiefern die in Spargel h&ufig vorkommenden phenolischen Saduren Ferualsdure und p-
Cumarsaure sowie das Flavonoid Rutin, das Potential aufweisen, das Wachstum von F. proliferatum und F.

oxysporum und die Produktion von BEA in vitro zu inhibieren.
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2.3 Material und Methoden

2.3.1 Versuchsaufbau Erntejahr 2012

Abb.22: Versuchsaufbau aus dem Erntejahr 2012 zur Gesamtphenolanalyse sowie zur Bestimmung der Konzentration
von Rutin, Chlorogenséure, Ferulasdure und p-Cumarsaure in Bleichspargel-, Griinspargel- und Purpurspargelstangen
der Klasse Extra von einem Feld vom Standort D. Die unterschiedlichen Varianten wurden bei 22°C fiir 2 bzw. 7 Tage
eingelagert.

2.3.2 Extraktion fiir die Gesamtphenolanalyse und fiir die Analyse spezifischer phenolischer Sduren sowie
Rutin

2 g der gefriergetrockneten Proben wurden mit 20ml destilliertem Wasser aufgenommen und in einem
Omni-Mix (Ultra Thurax 125, IKA Werke GmbHE&Co) homogenisiert. Im Anschluss wurden die Proben bei
23700xg fiir 20 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber ein Whatman No.1 Filterpapier filtriert
und mit 100 ml Methanol Gber Nacht extrahiert.
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2.3.4 Messung des Gesamtphenolgehalts nach Folin Ciocalteau

Bei dem Folin-Ciocalteau-Reagenz handelt es sich um ein Oxidationsgemisch aus Phosphorwolframsaure
und Phosphormolybdensdure. Dieses Gemisch bildet proportional zu den OH-Gruppen phenolischer
Verbindungen im alkalischen Milieu blaue Komplexe.

0,3 ml Extrakt wurden mit 6ml destilliertem Wasser und 0,5 ml Folin-Ciocalteau Reagenz versehen und
gevortext. Danach wurden 1,5 ml 20 % Natriumcarbonat-Lésung dazu gegeben und geschiittelt. Nach
zwei Stunden Standzeit wurden die Proben bei 766 nm gemessen. Die Ergebnisse wurden ausgedriickt in
mg Ferulasiure Aquivalent pro g Trockengewicht und anhand einer Ferulasiure-Kalibriergeraden ermittelt.

Die Analysen wurden am Institut fiir Pflanzenerndhrung durchgefiihrt.

2.3.5 Bestimmung des Rutingehalts und spezifischer phenolischer Sduren

19 gefriergetrocknete Probe wurden in 50 ml Ldsungsmittel aufgenommen und homogenisiert. Das
Homogenat wurde durch ein Whatman Nr.1 Filterpapier gefiltert und die Extrakte (1,5 ml) zentrifugiert
(6000 rpm, 10 min). Der Uberstand wurde erneut filtriert (Whatman, 0,45 um Filter). Als Eluenten fiir das
das HPLC System wurden Wasser und ACN herangezogen, beide enthielten 0,5 % H3PQO4. Der Durchfluss
wurde folgendermaBen programmiert: Losungsmittel ACN 15 %-45 % flir 15min, 100 % ACN 3min, im
Anschluss erfolgte die Reequilibrierung der Sdule mit 15 % B fiir 5 min. Die Durchflussgeschwindigkeit
betrug 0,8 ml/min. Rutin wurde bei 210 nm detektiert. 20 ul der Probe wurden in das HPLC System injiziert.
Die relativen Quantifizierungen des Flavonoids Rutin und der phenolischen Sduren wurden durch
Herstellung einer Standardkurve mit Konzentrationen von 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1,0 mg / ml

berechnet. Die Flache unter den Peaks wurde gegen die Konzentration der Standards aufgetragen.

2.3.6 PDA-Wachstumsversuch

Die Wirkung von Ferulasdure, p-Cumarsaure, Cholorogensaure und Rutin auf das Wachstum von F.
proliferatum und F. oxysporum wurde auf PDA-Medium (siehe Anhang) in Petrischalen (92x16 mm)
durchgefiihrt. Die Konzentrationen 0,1,2,5,6 mmol der jeweiligen phenolischen Verbindung wurden zum
fllissigen Medium hinzugefiigt. Jede Konzentrationsvariante wurde in dreifacher Ausfiihrung tberpriift. Die
Mitte der Petrischale wurde mit 5 ul einer Sporensuspension von F. proliferatum bzw. F. oxysporum beimpft
(Konzentration jeweils 106 Sporen/ml). Die Petrischalen wurden bei 25 ° C fiir 5 Tage inkubiert; tiglich
wurde der koloniale Radius detektiert bis ca. 80 % des Bodens der Petrischale mit Myzel bedeckt war. Fiir
jede Konzentration wurde der mediale Kolonieradius bestimmt sowie die prozentuale Inhibierung des
Wachstums. Dieser Wert diente als Grundlage fiir die liber lineare Regression ermittelte Konzentration, die

50 % des Wachstums hemmt (IC50 Wert).
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2.3.7 Fliissigmedium

Des weiteren wurde in einem Versuch im Flissigmedium die Wirkung der phenolischen Verbindungen auf
das Myzelwachstum von F. oxysporum als auch auf die BEA-Produktion {iberpriift. Als Medium diente das
Fliissigmedium GYEP (siehe Anhang). Vor der Inokulation wurde das Medium jeweils mit einer
Endkonzentration von 1 mmol der phenolischen Verbindungen p-Cumarsdure, Ferulasdure sowie Rutin
versetzt. Jede Variante wurde fiinffach wiederholt. 100 ml des GYEP-Mediums wurden in 500 ml
Erlenmeyerkolben mit 108 Sporen/ml F. oxysporum beimpft und bei 25 °C, 150 rpm, 15 Tage in der
Dunkelheit geschiittelt. Die Kulturen wurden durch Whatman-Papier Nr. 4. filtriert. Die pilzliche Biomasse
wurde nach dem Filtriervorgang der Gefriertrocknung zugefiihrt. Im Anschluss wurde das Trockengewicht
des Myzels bestimmt und fiir die BEA-Analyse aufbereitet. Die Aufreinigung sowie die BEA-Analyse erfolgte
gemaB Xu et al. (2008) und wurde am Institut fiir Nutzpflanzenwissenschaften der Universitat Gottingen

in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Karlovsky durchgefiihrt.

2.3.8 Statistik

Die Analysen wurden als dreifache bzw. fiinffache Wiederholungsproben durchgefiihrt und die Ergebnisse
wurden als Mittelwerte + Standardabweichungen ausgedriickt. Die statistische Auswertung erfolgte mit
Hilfe des Statistic analysis system (SAS). Die statistische Auswertung der Messergebnisse beziiglich der

phenolischen Substanzen wurde iiber die einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt.
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2.4 Ergebnisse

2.4.1 Einfluss verschiedener Lagerbedingungen auf den Gesamtphenolgehalt sowie den Gehalt von
Ferulasdure, p-Cumarsiure und Rutin in Bleich, Griin- und Purpurspargel

Untersuchungen haben gezeigt, dass die natiirlich in der Pflanze vorkommenden phenolischen Substanzen
sowohl vor Pilzbefall schiitzen als auch die Mykotoxinproduktion reduzieren kénnen. In einem Versuch im
Erntejahr 2012 sollte zunadchst der Einfluss unterschiedlicher Lagerbedingungen auf den
Gesamtphenolgehalt sowie auf den Gehalt ausgewahlter phenolischer Sduren und dem Flavonoid Rutin in
Bleich- Griin- und Purpurspargel untersucht werden.

In den Kontrollstangen konnte ein signifikant hoherer Gesamtphenolgehalt in  Griin- und
Purpurspargelstangen im Vergleich zu Bleichspargel verzeichnet werden (82/83mg/g TG zu 60mg/g TG).
Bei den Varianten, die jeweils 2 Tage bei 22 °C sowie 7 Tage bei 22 °C gelagert wurden, konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Spargelvarianten festgestellt werden. In allen Spargelvarianten
kam es wahrend der Lagerung zu einer signifikanten Abnahme des Gesamtphenolgehalts im Vergleich zur
Kontrolle; weiterhin minimierte sich dieser in den Griin- und Purpurspargelvarianten anteilig starker als in
der Bleichspargelvariante (Abb.23).

Die Abbildung 24 und Tabelle 12 zeigen den Gehalt von Chlorogensdure, Rutin, Ferulasdure und p-
Cumarsdure (mg/g TG) in WeiB-, Griin- und Purpurspargel in Abhingigkeit unterschiedlicher
Lagerbedingungen. In der Bleichspargelvariante fanden sich zwischen den einzelnen Lagervarianten im
Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede. Insgesamt lag der Rutingehalt in den
Kontrollstangen mit 1,2 mg/g TG deutlich unter den Konzentrationen der anderen gemessenen
phenolischen Verbindungen. Eine tendenzielle Verminderung der Chlorogensdure wahrend der Lagerung
war zu beobachten. In den Griin- und Purpurspargelvariante waren signifikant héhere Werte von
Chlorogensaure und Rutin zu verzeichnen. Wahrend der Lagerung fiir 2 und 7 Tage bei 22 °C war eine
signifikante Abnahme von Chlorogensaure, Ferulasdure und Rutin im Vergleich zu den Kontrollstangen zu
beobachten. Der p-Cumarsdure Gehalt blieb in allen Spargelvarianten sowie zwischen den Lagervarianten

weitestgehend konstant.
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Abb.23: Gesamtphenolgehalt (mg/g TG) in WeiB-, Griin- und Purpurspargel in Abhzngigkeit unterschiedlicher
Lagerbedingungen im Erntejahr 2012. Dargestellt sind Mittelwertvergleiche. Fehlerbalken reprdsentieren die
Standardabweichung. Unterschiedliche GroBbuchstaben innerhalb derselben Spargelvariante signalisieren
signifikante Unterschiede zur Kontrolle nach Tukey, p < 0,05, n=20. Unterschiedliche Kleinbuchstaben zwischen den
einzelnen Spargelvarianten signalisieren signifikante Unterschiede nach Tukey, p< 0,05, n=20.
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Abb.24: Der Gehalt von Chlorogensiure, Rutin, Ferulasdure und p-Cumarsdure (mg/g TG) in WeiB-, Griin- und
Purpurspargel in Abhdngigkeit unterschiedlicher Lagerbedingungen im Erntejahr 2012. Dargestellt sind
Mittelwertvergleiche. Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung.* innerhalb derselben Spargelvariante
signalisieren signifikante Unterschiede zur Kontrolle nach Tukey, p < 0,05, n=20. Unterschiedliche Buchstaben
innerhalb einer phenolischen Verbindung signalisieren signifikante Unterschiede nach Tukey, p < 0,05, n=20.

Tab.12: Gesamtphenol-, Rutin-, p-Cumarsiure-, Ferula- und Chlorogensiuregehalt (mg/g TG) und in WeiB-, Griin-

und Purpurspargel im Erntejahr 2012. Dargestellt sind Mittelwertvergleiche und Standardabweichungen von jeweils
20 Wiederholungen

Spargelvariante Phenol Rutin p-Cumarsdure Ferulasdure  Chlorogensaure
Weil3 60123 0,2+0,1 1,8+£0,2 2,51 2,2+1
Griin 88+15 8,212 3,0+0,7 58%1,2 8,212

Purpur 8918 11,6151 3,210,7 6,1+1,2 12,316,9
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2.4.2 Einfluss von Rutin, Ferulasdure und p-Cumarsdure auf das Wachstum von F. oxysporum und F.
proliferatum sowie der BEA-Produktion in vitro

Aufgrund von Erkenntnissen vorheriger Untersuchungen, dass einzelne phenolische Verbindungen das
Pilzwachstum sowie die Mykotoxinproduktion hemmen kdénnen, wurden die phenolischen Saduren
Ferulasaure, p-Cumarsaure, Chlorogensdure und das Flavonoid Rutin auf diese Hypothese hin untersucht.
Als untersuchte Parameter dienten das Myzelwachstum von F. oxysporum und F. proliferatum sowie die
BEA-Produktion in vitro.

Abbildung 26 zeigt das Wachstum von F. oxysporum (25b) und F. proliferatum (25a) in Abhangigkeit
unterschiedlicher Konzentrationen der phenolischen Verbindungen p-Cumarsdure, Ferulasdure sowie
Rutin. Hier wurde jeweils der mediale Kolonieradius bei unterschiedlichen Konzentrationen in einem
Zeitraum von 7 Tagen gemessen. Auf dieser Basis wurde fiir jede phenolische Sdure die Konzentration per
linearer Regression bestimmt, die 50% des Wachstums von F. oxysporum und F. proliferatum hemmen
(IC50). Zwischen den Pilzspezies variierte der IC50 Wert zwischen 2,4-25,9 mmol/| (Tab.13). Ferulasiure
und p-Cumarsdure konnten das Wachstum von F. oxysporum und F. proliferatum signifikant hemmen.
Ferulasdure konnte das Wachstum von F. oxysporum als auch F. proliferatum ab einer Konzentration von
5 mmol zu 100 % hemmen (Tab.14, siehe Anhang). Ferulasdure konnte als der effektivste
Wachstumshemmer ermittelt werden, mit einem 1C50 Wert von 2,4 mmol/l bei F. proliferatum und 2,7
mmol/l bei F. oxysporum, gefolgt von p-Cumarsédure. Hier betrug der IC50 Wert bei F. proliferatum 3,2
mmol/l und bei F. oxysporum 3,5 mmol/l. Fiir Rutin konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur
Kontrolle beziiglich des Wachstums festgestellt werden. Zwischen den verwendeten Pilzspezies F.
proliferatum und F. oxysporum zeigte sich lediglich beim Rutin ein signifikanter Unterschied hinsichtlich
des IC50 Wertes. Dieser lag bei F. oxysporum mit 8,5 mmol/l signifikant niedriger als bei F. proliferatum
mit 25,9 mmol/l (Tab.13). Die Abbildungen 27 und 28 zeigen den Einfluss von Rutin, p-Cumarséure und
Ferulasdure auf das Myzelwachstum von F. oxysporum und die BEA-Produktion in Flissigkultur. Das
mittlere Trockengewicht des Myzels in mg zeigte sich in der Rutin-Variante bei F. oxysporum erhoht,
verglichen zu der Kontrollvariante. Ein signifikanter Unterschied konnten hier nicht aufgezeigt werden. In
den Ferulasdure- und p-Cumarsdure-Varianten konnte im Vergleich zur Kontrolle ein signifikant geringeres
Wachstum von F. oxysporum nachgewiesen werden. Hinsichtlich der BEA-Konzentration zeigten die
Ferulasdure- und p-Cumarsdure-Varianten nach 15 Tagen Inkubation analog zum Wachstum von F.
oxysporum mit 180 pg/mg Myzel bzw. 200 ug/mg Myzel geringere Werte im Vergleich zur Kontrolle (250
ug/mg Myzel). Hier konnte nur ein Trend aufgezeigt werden, signifikante Unterschiede zwischen den

einzelnen Varianten im Vergleich zur Kontrolle konnten nicht ermittelt werden (p < 0,05).
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Abb.25a: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Rutin (A), p-Cumarsiure (B) und Ferulasdure (C) auf das

Wachstum von F. proliferatum (medialer Koloniedurchmesser in cm). Dargestellt ist der Mittelwert von jeweils 3
Wiederholungen bei unterschiedlichen Konzentrationen. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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Abb.25b: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Rutin (A), p-Cumarsiure (B) und Ferulasdure (C) auf das

Wachstum von F. oxysporum (medialer Koloniedurchmesser in cm). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von jeweils
3 Wiederholungen bei unterschiedlichen Konzentrationen. Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung.

69



Kapitel 2

Abb.26: Die Abbildung zeigt exemplarisch das Wachstum von F. oxysporum in Abhadngigkeit unterschiedlicher
phenolischer Substanzen und Konzentrationen (A) Rutin, Kontrolle, p-Cumarsiure, Ferulasdure (2mmol). (B) Rutin,
Kontrolle, p-Cumarséure, Ferualsdure (6mmol)

Tab.13: Mittlere inhibitorische Konzentration von Rutin, p-Cumarsiure und Ferulasiure (mmol), die 50 % des
Wachstums von F. proliferatum bzw. F. oxysporum in vitro hemmt.

Phenolische Verbindung F. proliferatum F. oxysporum
Rutin 25,9 8,5
p-Cumarsadure 3,2 3,5
Ferulasdure 2,4 2,7
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Abb.27: Einfluss von Rutin, Ferulasdure und p-Cumarsiure (1mmol) auf das Myzelwachstum von F. oxysporum in

Flissigkultur. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von 5 Wiederholungen. Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung.
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Abb.28: Einfluss von p-Cumarsdure, Ferulasiure und Rutin (1mmol) auf die Beauvericin-Produktion durch F.
oxysporum in Flussigkultur. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von 5 Wiederholungen. Fehlerbalken reprdsentieren
die Standardabweichung.

71



Kapitel 2

2.5 Diskussion

Es wurde der Gesamtphenolgehalt sowie der Gehalt an ausgewdhlten phenolischen Saduren und des
Flavonoids Rutin in Bleich-, Griin- und Purpurspargel innerhalb des Lagerungsprozesses betrachtet. In den
Kontrollstangen des Griin- und Purpurspargels waren signifikant hohere Gesamtphenolgehalte im
Vergleich zu den Bleichspargelstangen zu beobachten. Gleiches gilt jeweils fiir die einzelnen Gehalte der
Phenolsdure Chlorogensaure sowie dem Flavonoid Rutin. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Maedea
et al. (2005); sie konnten einen hoheren Gesamtphenolgehalt in Griinspargel und Purpurspargel im
Vergleich zu Bleichspargel beobachten. AuBerdem konnten sie eine starke Korrelation zwischen dem
Gesamtphenolgehalt und dem Gehalt an Rutin in Griin- und Purpurspargel herstellen. Der hohe Rutingehalt
in Griin- und Purpurspargel ist vor allem auf die unterschiedlichen Anbau- und Wuchsbedingungen im
Vergleich zu Bleichspargel zuriickzufiihren. So wird Rutin hauptsdchlich von den lberirdisch geernteten
Griin- und Purpurspargelstangen als UV-Schutz gebildet (Tsushida et al., 1994; Wang et al., 2003; Shou et
al., 2007). Aber auch andere Faktoren scheinen den Phenolgehalt in Spargel zu beeinflussen. Dazu gehdren
genetische Unterschiede (Sortenwahl), Umwelteinfliisse, Erntetermine und Nacherntefaktoren wie
Verarbeitung und Lagerung (Fuentes-Alventosa et al., 2008; Rodriguez-Arcos et al., 2002; Jaramillo et al.,
2007; Shou et al., 2007; Maeda et al., 2005).

In allen Spargelvarianten verringerte sich der Gesamtphenolgehalt wahrend des Lagerungsprozesses bei 2
Tagen und 22 °C um mehr als die Halfte signifikant, bei den Griin- und Purpurspargelvarianten sank der
Gesamtphenolgehalt tendenziell stirker als bei den Bleichspargelvarianten. Dies kdnnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass das Flavonoid Rutin den hdchsten Anteil am Gesamtphenolgehalt in Griin- und
Purpurspargel besitzt, im Gegensatz zu Bleichspargel. Die Gehalte an Chlorogensaure, Rutin und
Ferulasdure reduzierten sich in den Griin- und Purpurspargelvarianten wahrend der Lagerung signifikant.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen eine Abnahme des Gesamtphenolgehaltes
und des Flavonoidgehaltes in gelagertem Spargel beobachtet wurde (Papoulias et al., 2009).

In der Bleichspargelvariante sind hinsichtlich der einzelnen Phenolsduregehalte im Vergleich zur Kontrolle
wahrend der Lagerung keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Insbesondere die Konzentration an
Ferulasdure blieb in der Bleichspargelvariante vergleichsweise konstant. Rodriguez-Arcos et al. (2002,
2004) konnten bei Ferulasdure, im Gegensatz zu anderen phenolischen Sauren, wahrend der Lagerung von
Griin- und Bleichspargel sogar einen Konzentrationsanstieg beobachten. Ferulasdure ist wichtiger
Bestandteil der Zellwand und wéhrend des Reifeprozesses und der Lagerung durch Ausbildung sogenannter
Crosslinks zwischen Zellwandpolymeren maBgeblich in der Texturveranderung involviert.

Die vorliegenden Ergebnisse bestdtigen die Ausgangshypothese, dass ein signifikant hoherer

Gesamtphenolgehalt in Griin- und Purpurpargel im Vergleich zu Bleichspargel zu beobachten ist.
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Ein in vitro Versuch sollte eruieren, inwiefern insbesondere die in Spargel hdufig vorkommenden
phenolischen Sduren Ferulasdure, p-Cumarsaure und Chlorogensdure sowie das Flavonoid Rutin in der Lage
sind, das Wachstum von F. oxysporum und F. proliferatum sowie die BEA-Synthese in vitro zu hemmen.
Die Phenolsduren Ferulasdure und p-Cumarsdure konnten das Wachstum von F. oxysporum und F.
proliferatum signifikant hemmen. Ferulasdure inhibierte das Wachstum von F. oxysporum und F.
proliferatum bei einer Konzentration von 5 mmol und 6 mmol zu 100 %. Diese Ergebnisse sind konsistent
mit denen friherer Untersuchungen, in denen die fungitoxischen Eigenschaften phenolischer
Verbindungen bereits postuliert wurden (Siranidou et al., 2002; Beekrum et al., 2003; Zabka et al., 2013;
Ponts et al., 2011; Guiraud et al., 1995). Die antimykotischen Eigenschaften phenolischer Verbindungen
sind als ein multifaktorielles Geschehen anzusehen. So wird vermutet, dass phenolische Substanzen
aufgrund der Fahigkeit ATP zu blocken und somit die Ergosterolsynthase zu hemmen, in der Lage sind, das
Wachstum verschiedener Pilzspezies zu hemmen. Weitere Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine
Protonentransferstérung und eine daraus resultierende Destabilisierung des Zellmembranpotentials als
Primarfaktor fungitoxischer Wirkung identifiziert werden kann (Zabka et al., 2013; Stojkovic et al., 2013;
Ponts et al., 2011; Guiraud et al., 1995).

Als am starksten fungitoxische Substanz erwies sich Ferulasdure, mit einem IC50-Wert von 2,4 mmol/I bei
F. proliferatum sowie 2,7 mmol/l bei F. oxysporum; p-Cumarsiure bewirkte eine geringere Hemmung mit
3,2 mmol/l bei F. proliferatum und 3,5 mmol/l bei F. oxysporum.

Ihrer unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften gemaB, werden Polyphenole in die drei
Substanzklassen Flavonoide, Phenolcarbonsduren und Chalkone eingeordnet. Wahrend Rutin zu den
Flavonoiden gehort, zdhlen Ferulasdure, p-Cumarsdure und Chlorogensdure jeweils zu den
Phenolcarbonsduren, genauer zu den Hydroxyzimtsauren. Schon andere Untersuchungen konnten zeigen,
dass Hydroxyzimtsauren sich fungitoxischer erweisen als z.B. phenolische Sduren, die liber die Benzoesdure
abgeleitet werden (Guiraud et al., 1995; Ponts et al., 2011). Ein Grund fiir die Toxizitdt von p-Cumarsaure
und Ferulasdure kdnnte ihre Bifunktionalitdt sein; durch die Existenz der beiden funktionellen Gruppen
(Hydroxylgruppe und Carbonylgruppe) sind sie sehr reaktiv und konnen so Disbalancen des
Zellmembranpotentials hervorrufen. Eine weitere Ursache fiir die pilzhemmende Wirkung kdnnte der
Lipophilitatsgrad sein; friihere Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass eine starke Korrelation zwischen der
Toxizitdt von Phenolsduren und deren lipophilen Eigenschaften besteht (Kim et al., 2007). Auch Ponts et
al. (2011) konnten nachweisen, dass lipophilere phenolische Sduren das Wachstum von F. graminearum
effektiver hemmen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen fettlosliche
Eigenschaften von phenolischen Verbindungen als Primarfaktor fiir antimikrobielle Wirkung ausgemacht
wurden (Kim et al., 2007). Ferulasdure besitzt weiterhin eine zusétzliche Methoxygruppe, die ihr zusétzlich
eine erhéhte Polaritidt und Reaktivitit verleiht. Auch in Studien von Ponts et al. (2011) konnte Ferulasiure
vor p-Cumarsédure, Kaffeesdure und Syringasdure das Wachstum von F. graminearum am effektivsten

hemmen.
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Das Flavonoid Rutin erwies sich am ineffizientesten beziliglich der Hemmung des Wachstums von F.
proliferatum und F. oxysporum. Der IC50 Wert fiir Rutin betrug 8,5 mmol/l fiir F. oxysporum und 25,9
mmol/| fiir F. proliferatum. Rutin ist ein Glykosid des Quercetin mit dem Dissacharid Rutinose, das sich aus
Rhamnose und Glukose zusammensetzt. Die saccharidische Komponente im Rutin-Molekil ist
wahrscheinlich der Schliisselfaktor fiir die Ineffizienz beziiglich der Inhibierung des Pilzwachstums.
Stojkovic et al. (2013) untersuchten in situ die antimykotischen Aktivititen von p-Cumarsaure, Kaffeesiure
und Rutin in Hiihnersuppe. Auch hier erwies sich Rutin im Vergleich zu p-Cumarsaure und Kaffeesdure am
ineffizientesten. In anderen Studien wurden die Wirkung von Polyphenolen und ihrer Metabolite auf
Darmbakterien untersucht. Hier hatte lediglich das Aglykon des Rutins eine hemmende Wirkung auf das
Wachstum von Bacteroides galacturonicus, Lactobacillus sp. und Escherichia coli, wahrend das Rutin
entweder keinen Effekt oder sogar eine Wachstumsstimulation bei Lactobacillus sp. zeigte (Duda-Chodak
et al., 2012).

Aquivalent zu den Wachstumsversuchen auf PDA-Medium, wurde ein Versuch in Fliissigkultur angesetzt,
um den Einfluss phenolischer Substanzen auf das Myzelwachstum von F. oxysporum und die BEA-
Produktion simultan detektieren zu kénnen. Analog zu den Wachstumsversuchen auf PDA konnte hier eine
signifikante Hemmung des Wachstums von F. oxysporum bei einer Konzentration von 1 mmol Ferulasdure
und p-Cumarsdure im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.

Beziiglich der Wirkung phenolischer Sauren auf die Mykotoxinproduktion existieren widerspriichliche
Ergebnisse. So zeigen die Ergebnisse von Boutigny et al. (2009), dass Ferulasaure ein effektiver Inhibitor
der Typ B Trichothecenen ist, Beekrum et al. (2003) postulieren die hemmende Wirkung der FB1-Produktion
durch Ferulasdure; Ferrochio et al. (2013) differenzieren zwischen geringen Ferulasiure-Konzentrationen
(1-10 mM), die jeweils die FB-Produktion von F. verticillioides und F. proliferatum stimulieren und relativ
hohen Ferulasidure-Konzentrationen (> 20 mM), die die FB-Produktion hemmen. Torres et al. (2003) sowie
Samapundo et al. (2007) schlagen vor, dass der Mechanismus der Inhibierung der FB-Produktion durch
phenolische Komponenten mit der Inhibierung des Wachstums der jeweiligen Fusarien im Zusammenhang
steht.

Die BEA-Gehalte betrugen bei der Kontrolle 250 ppb, bei den Varianten, die mit p-Cumarsdure und
Ferulasiure versetzt wurden, lag der BEA-Gehalt tendenziell niedriger (200 ppb und 180 ppb). Die
detektierten Toxinmengen sind relativ niedrig und waren nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.
Maglich wére ein Export von BEA in das extrazelluldre Medium. Lopez-Berger et al. (2013) untersuchten
die BEA Produktion in Fliissigmedium und fanden dabei nur ca. 60 % des Toxins im Mycel von F. oxysporum,
wahrend 40 % der Gesamtkonzentration im Medium detektiert werden konnte.

Die vorliegenden Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die in Spargel haufig vorkommenden phenolischen
Sauren fungitoxische Eigenschaften aufweisen. Eine signifikante Hemmung der BEA-Synthese konnte nicht

ermittelt werden.
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Fazit

Fazit

Die aufgezeigten Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen aus Kapitel | tragen zu einem verbesserten
Verstdndnis hinsichtlich des Einflusses von Umwelt - und insbesondere Lagerbedingungen auf den Befall
mit F. oxysporum sowie F. proliferatum und der FB- sowie BEA-Synthese in Spargel bei. Nur in
symptomhaften Stangen und in direkt vom Feld entnommenen Spargelstangen konnten FB nachgewiesen
werden. Die flir den Konsumenten relevanten Spargelstangen der Klasse Extra wiesen keine Kontamination
mit FB auf. In Lagerversuchen innerhalb sowie direkt im Anschluss an die Verfahrenskette, konnten in der
Betriebslagerung sowie in der anschlieBenden Haushaltslagerung keine signifikanten Veranderungen
sowohl in der Befallsstirke mit F. oxysporum und F. proliferatum als auch in der FB-Kontamination
festgestellt werden. In weiterflihrenden Analysen wurde das Untersuchungsspektrum durch das durch
Fusarium spp. gebildete BEA erweitert. Insgesamt konnte in dieser Arbeit ein erstes Auftreten von BEA in
Spargel als auch eine Kokontamination mit FB nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass auch weitere von Fusarium spp gebildete Mykotoxine vorliegen. Fiir weiterflihrende Analysen ware es
folglich sinnvoll, das Untersuchungsspektrum um weitere durch Fusarium spp. gebildete neuere
Mykotoxine, wie z. B. Enniatine, zu erweitern, um tiefere Erkenntnisse hinsichtlich der Koexistenz neuerer
Mykotoxine in Spargel gewinnen zu konnen. Die Ergebnisse lassen weiterhin eine Assoziation zwischen
pilzlicher Biomasse und FB- und BEA-Produktion vermuten. Eine direkte Korrelation zwischen F.
proliferatum und FB konnte nicht nachgewiesen werden. Die Durchflihrung einer umfangreichen
Korrelationsanalyse unter Beriicksichtigung der an Spargel vorkommenden mykotoxinbildenden Fusarium
spp sowie weiterer mykotoxinbildenden Pilzspezies war im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgesehen,
empfiehlt sich jedoch fiir weiterfiihrende Studien.

Durch den Wissenschaftlichen Lebensmittelausschuss der Européischen Union (Scientific Committee on
Food, SCF) wurde fiir FB1 allein sowie fiir die Summe aus FB1, FB2 und FB3 eine tolerierbare tigliche
Aufnahme (TDI) von 2 ug/kg Korpergewicht festgelegt. Da in Deutschland kein Hochstwert von
tolerierbaren Mengen in Gemiise existiert, wurde dieser fiir Mais und Maiserzeugnisse festgelegte Wert als
Referenz herangezogen. Die aufgenommene Menge bei einem Verzehr von 0,5 kg Spargel/Tag l4ge fiir den
in der vorliegenden Arbeit am hdchsten detektierte FB1 Wert bei 0,07 mg. Zusammenfassend sind die in
den vorliegenden Analysen detektierten FB-Mengen folglich als unbedenklich einzustufen. Fiir BEA wurde
bisher kein Grenzwert fiir eine tolerierbare Tagesdosis festgelegt. Synergien und die Koexistenz mit anderen
Mykotoxinen, bergen jedoch eine potentielle Gefahr. Dariiberhinaus wurde im vorliegenden
Untersuchungsansatz jeweils die gesamte Spargelstange verwendet. Folglich kann es aufgrund der
Wasserldslichkeit von FB und der mdglichen Kompartimentierung von BEA und FB insgesamt zu einer
relativ geringen Konzentration kommen, eine lokal hohe Akkumulation der Toxine |dsst sich durch diese
Methodik jedoch nicht ausschlieBen. In weiteren Untersuchungen ware demzufolge eine Aufteilung des

Mykotoxinscreenings auf die unterschiedlichen Segmente der Spargelstange anzuraten.
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Fazit

Lagerversuche in mit F. oxysporum und F. proliferatum inokulierten Varianten in Bleich-, Griin- und
Purpurspargel lieferten Erkenntnisse hinsichtlich des Unterschiedes der FB- und BEA-Kontamination in den
unterschiedlichen Spargelvarianten wahrend der Lagerung sowie des FB- und BEA-Bildungspotentials
zwischen den beiden unterschiedlichen Pilzspezies. Bezliglich der BEA-Kontamination in mit F. oxysporum
und F. proliferatum inokulierten Spargelstangen konnten keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Spargelvarianten beobachtet werden. Ein erwarteter Effekt, dass die Mykotoxinkontamination von Bleich-
zu Griin- bis zu Purpurspargel aufgrund des héheren Gesamtphenolgehalts abnehmen, konnte nicht
bestatigt werden. In den mit F. oxysporum inokulierten Spargelstangen konnte eine signifikant hohere BEA-
Konzentration beobachtet werden im Vergleich zu denen, die mit F. proliferatum inokuliert waren. Die BEA
Konzentration erwies sich in allen sowohl mit F. oxysporum als auch in mit F. proliferatum inokulierten
Varianten signifikant hoher als die FB Konzentration. In weiterfiihrenden Experimenten wéaren Analysen
auf der Transkriptomebene interessant, um z.B. den Einfluss verschiedener Umweltbedingungen auf der an
der Synthese von BEA und FB beteiligten Schllisselenzyme (z.B. Methyltransferasen) sowie potentielle
Unterschiede in den toxigenen Pilzspezies F. oxysporum und F. proliferatum zu untersuchen.

Die Widerstandsfahigkeit einiger agrarwirtschaftlich bedeutsamer Produkte, wie z.B. Weizen oder Mais,
gegeniiber Infektionen mit Fusarium spp. korreliert mit einem hohen Anteil pflanzeneigener phenolischer
Substanzen. Die FErgebnisse eines Vorversuchs lieferten zunichst einen Uberblick iber den
Gesamtphenolgehalt sowie die Konzentration einzelner phenolischer Sduren und dem Flavonoid Rutin in
Bleich-, Griin und Purpurspargel sowie den Konzentrationsverdnderungen wéhrend unterschiedlicher
Lagerungsprozesse. Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese eines signifikant hdheren Gesamtphenolgehalts
in Griin- und Purpurspargel im Vergleich zu Bleichspargel. Dies steht vermutlich im Zusammenhang mit
einem signifikant hoheren Auftreten des Flavonoids Rutin in Griin- und Purpurspargel. Ferulasaure erwies
sich unter allen untersuchten phenolischen Verbindungen als am starksten fungitoxisch und konnte sowohl
das Wachstum von F. oxysporum als auch F. proliferatum in vitro signifikant hemmen. Die vorliegenden
Ergebnisse aus Kapitel Il stiitzen die Hypothese, dass die in Spargel vorkommenden phenolischen
Verbindungen teilweise fungitoxische Eigenschaften aufweisen. Das Potential und die Niitzlichkeit in vivo
muss in weiterfiihrenden Untersuchungen gepriift werden.

Dariiber hinaus lieB sich eine tendenzielle Hemmung der BEA-Produktion beobachten. Die Methodik zur
Untersuchung des Einflusses von verschiedenen phenolischen Sduren auf die BEA-Produktion in vitro
erwies sich jedoch als problematisch. Ein Export von BEA in das extrazelluldare Medium, welches in den
Analysen nicht beriicksichtigt wurde, konnte nicht génzlich ausgeschlossen werden. Auch die generell
relativ geringen BEA-Konzentrationen, die sich nahe an der Nachweisgrenze befanden und in hohen
Variationen vorlagen, lassen eine allgemeine Schlussfolgerung hinsichtlich des Potentials von phenolischen

Sauren die BEA-Produktion zu hemmen, nicht zu. Dies gilt es in weiteren Experimenten zu beriicksichtigen.
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Anhang

PDA Medium
Kartoffelstarke 4 g
Glucose 20 g
Agar 15 g

Destilliertes Wasser 1l

GYEP Medium
Dextrose 20 g
Hefeextrakt 5 g
Peptone 10 g

Destilliertes Wasser 11

SNA (nach Nirenberg (1976)
KH,PO4 1,0 g

KNO3; 1,09

MgS04-7 H,0 0,5 g
KCl0,5¢

Glucose 0,2 g

Saccharose 0,2 g

Agar-Agar 20 g

Destilliertes wasser 11
pH-Wert 5,5

Zugabe folgender Antibiotika:
Penicillin 100 mg
Chloretetracyclin 10 mg

Streptomycinsulfat 50 mg
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Anhang

Komponenten und deren Zusammensetzung in der Agarose-Gelelektrophorese
50x TAE-Puffer (1)

242 g Tris-Base

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA

pH=8,4

Agarosegel

1% Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) in 1x TAE-Puffer + 0,28 g/l Guanosin (Carl
Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe)

Laufpuffer

1x TAE-Puffer

Ladepuffer

60ml bidest. Wasser

36 ml Glycerin

Spatelspitze Bromphenolblau

/4 der Probenmenge an Ladepuffer je Probe
DNA-GréBenmarker

Lamda/Pst | (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
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Anhang

Klimadaten am Standort M/S/T - Erntejahr 2010/2011
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Abb.29: Mittlerer Temperaturverlauf und Niederschlagsmengen in der Erntesaison 2010 am Standort M.
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Abb.30: Mittlerer Temperaturverlauf und Niederschlagsmengen in der Erntesaison 2010 am Standort S.

79



Anhang

Klimadaten Standort T 2010

—
put
o
°
T
[D0] anjesadwia | A [9.] anjesadwia |
S £ g 08 2 2 L o
: _ | — a [ | | [ |
= (02906 m |mr 11029061
o
N ——
| oloz'go vl S w |10Z'90F}
wv
L | % -_—
— 9]
s () .02 9060 ..m 1 LLoZ90'60
. . ﬂ N . .
1 0102°90%0 - 1 1102°90'v0
£
- o M < - —
= 0L02S00E | &£ W - 1 L10Z's0°0E
| 010Z'S0'ST |+ % = 1 11L02°G0'se
_ = S
< = —
. o [ T .
10102500 | & 4 & 1 1102's0°0C
5 = c
5 o g |
= I
Lowzsose |8 = 8 = |10Z'50°GL
- > m N
lolozgool [ | 5 x 1 1oz'sool
©
g
| 0LOZ'S0O'SO 5 1 11L02°G0'S0
+—
©
(9]
| 01L0Z'v0°0E o 1 1102’00
m I
T -
| 010z b0'ST o { 1oz vose
[7]
=
s
| ; ; ; W o 0L0ZP00Z = | W | W W W LL0Z' 7002
8 & © e w o© & 8 & & © 2 » o
[wy] Bejyasiepaiy % [;wy] Bejyosisepaiy
<<

80

| mmmm Niederschlag —Temperatur|
Abb.33: Mittlerer Temperaturverlauf und Niederschlagsmengen in der Erntesaison 2011 am Standort T.




Anhang

Einfluss phenolischer Verbindungen auf das Wachstum von F. oxysporum und F. proliferatum in vitro

medialer Kolonieradius cm

I 0 mmol
1 1 mmol
I 2 mmol
I 5 mmol
I 6 mmol

Abb.34: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Rutin, p-Cumarséure und Ferulaséure (0, 1, 2, 5, 6 mmol) auf
das Wachstum von F. proliferatum und F. oxysporum (medialer Kolonialradius in cm) in vitro. Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert des medialen Kolonieradius von jeweils 3 Wiederholungen bei unterschiedlichen Konzentrationen.
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Anhang

Tab.14: Prozentuale Wachstumshemmung auf F. oxysporum und F. proliferatum durch unterschiedliche
Konzentrationen (mmol) phenolischer Verbindungen. * signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.

Phenolische Verbindung Hemmung in%  Hemmung in %
F. oxysporum F. proliferatum
Rutin
1 mmol 24,6 26,92
2 mmol 22,3 26,92
5 mmol 24,6 24,6
6 mmol 24,6 29,24

p-Cumarséure

1 mmol 24,6 17,64
2 mmol 30,4 30,4
5 mmol 61,7 55,92*
6 mmol 98,8* 95,36"
Ferulaséure
1 mmol 30,4 24,6
2 mmol 40,8* 33,8*
5 mmol 100* 100*
6 mmol 100" 100"
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