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1 Einleitung
1.1 Problemstellung

Sowohl im Bodenseegebiet als auch im Rheinland ist in zunehmendem Malle das Auftreten
ruBfleckenkranker Apfel zu beobachten. Diese Schalenkrankheit trat {iberwiegend in Anlagen
des organischen Apfelanbaus auf, wobei die Rullfleckenpilze mit den dort zugelassenen
Spritzmitteln, wie z.B. Kupfer, nicht zu bekdmpfen sind. Es sind allerdings auch Anlagen der
integrierten Produktionsweise betroffen, sofern der Fungizid-Einsatz sehr stark reduziert ist,
oder schorfresistente Sorten angebaut werden, die einen Verzicht auf Fungizid-Spritzungen
ermdglichten. Bei einem Teil der schorfresistenten Sorten konnte allerdings auch eine
geringere Anfilligkeit beobachtet werden (miindl. Mitt. S. KERN). Auch der Streuobstanbau
ist betroffen, da bekanntlich Fungizidspritzungen bei Hochstdmmen in der Regel gar nicht
erfolgen, zumal sie den Okologischen Wert der Streuobstwiesen gefdhrden wiirden. In
Intensivanlagen mit schorfanfilligen Apfelsorten, die mit Fungiziden behandelt werden,
konnen die RuBflecken-Erreger erfolgreich kontrolliert werden und stellen zumindest dort
kein Problem dar.

Untersuchungen aus den USA weisen darauf hin, dass es sich zumindest bei Peltaster
fructicola Johnson, Sutton und Hodges um einen potentiellen Mycotoxinbildner handelt, da
der Pilz in der Lage sein soll, die Mycotoxine Trichothecolon und Trichothecolon-Acetat aus
der Gruppe der Typ-B-Trichothecene zu bilden (VENKATASUBBAIAH et al. 1995).
Beunruhigend daran ist, dass die beiden vorgenannten, in Fliissigkultur produzierten
Mycotoxine toxikologisch bedenklich sind (SMITH et al. 1985; DEUTSCHE GES. FUR
ERNAHRUNG 1996). Es ist wie immer bei Naturstoffen damit zu rechnen, dass unter
Praxisbedingungen neben den beiden zuvor genannten Substanzen weitere Trichothecene auf
den Friichten gebildet werden. Bislang sind etwa 170 Trichothecene bekannt, die von
unterschiedlichen Pilzen produziert werden (SCHUTTE 2001). Es bleibt die Frage zu kliren,
ob die Erreger der RuBfleckenkrankheit in der Lage sind, weitere Mycotoxine, denen der
gleiche Biosyntheseweg zugrunde liegt, zu bilden.

1.2 Aktueller Wissenstand beziiglich der Rufifleckenkrankheit an Apfel

Die RubBfleckenkrankheit an Apfel (engl. sooty blotch disease of apple) ist eine von
(phytopathogenen) Pilzen hervorgerufene Krankheit, die hdufig in den feuchten, geméaBigten
Klimazonen der Welt auftritt (WILLIAMSON et al. 2000). In Deutschland kommt die
Krankheit am héufigsten in den feuchtwarmen Anbaugebieten, wie z.B. im Bodenseegebiet
oder im Rheinland, vor. Sie ist allerdings in allen Regionen, in denen Apfel angebaut werden,
anzutreffen (KERN 2002). Obwohl die Krankheit selbst zu keinen Ernteverlusten fiihrt
(WILLIAMSON et al 2000), kommt es zu einer deutlichen Beeintrichtigung der duleren
Fruchtqualitét, ganz besonders bei Apfelsorten mit heller Schalenfarbe, die eine Vermarktung



der befallenen Apfel nach den EU-Qualitéitsnormen ausschlieBt, was wiederum beachtliche,
O0konomische Verluste bei den Anbauern nach sich zieht (NOGA et al. 2001).

Symptomatik

Die RulBlfleckenkrankheit an Apfel (Malus x domestica Borkh.) duBert sich durch griinlich-
schwarze, verwaschene Flecken unterschiedlicher Grof3e auf der Fruchtoberfliache, die selbst
durch kréftiges mechanisches Abreiben nur unzureichend zu entfernen sind (Abb. 1). Die
Kolonien variieren in Farbe, Form und Gréf3e, in Abhéngigkeit der jeweiligen Pilze, die auf
der Apfelkutikula prasent sind. Sie bestehen aus einem Mycelnetzwerk, das teilweise
Fruchtkérper in Form von Pycnothyrien und einzelne Konidiophore produzieren kann. Die
einzelnen Pilzarten unterscheiden sich sowohl in Anzahl, GroBe und Anordnung der
Fruchtkdrper, als auch in der Art des Mycelwachstums. Die Kolonien variieren von olivgriin
bis schwarz und konnen klein und ringfoérmig, oder grof3 und diffus sein. Einige Kolonien
bedecken einen groflen Teil der Frucht als Folge sekundirer Ausbreitung iliber Konidien,
wohingegen andere Kolonien einzeln bleiben und sich nicht ausbreiten (GROVES 1933;
JOHNSON et al. 1997).

Abb. 1: Apfelfrucht, befallen mit Erregern der Ruf3fleckenkrankheit



Atiologie

Erstmals beschrieb v. Schweinitz 1832 Symptome der RuBfleckenkrankheit auf der
Oberfliche reifer Apfel der Sorte ‘Newton Pippin” in Pennsylvania, USA (SCHWEINITZ
1832). Er ging davon aus, dass es sich um einen singuldren Erreger handelte und gab ihm den
Namen Dothidea pomigena. Sprague iiberfiihrte 1856 die Pilzart in die viel besser passende
Coelomyceten-Gattung Asteroma und nannte sie Asteroma pomigena Schw. (SPRAGUE
1856). Der Name wurde anschlieBend 1883 von Saccardo in Phyllachora pomigena (Schw.)
Sacc. gedndert (SACCARDO 1883). Phyllachora pomigena wurde in der Literatur als
wissenschaftlicher Name fiir den Pilz, der die RuBlfleckenkrankheit verursacht, bis ins frithe
20. Jahrhundert benutzt. Colby (1920) fiihrte eine umfangreiche Untersuchung der Krankheit
durch und folgerte, dass die RuBfleckenkrankheit und die Fliegenschmutzkrankheit von
unterschiedlichen Pilzen verursacht werden. Aufgrund der Vielfalt der verwirrenden Angaben
in der Literatur etablierte er die neue Gattung, Gloeodes nov. gen., um dem Rullfleckenpilz an
Apfel einzuordnen, dem er den Namen Gloeodes pomigena (Schw.) Colby gab. Es war
ebenfalls Colby (1920), der der Rullfleckenkrankheit den bis dahin am héufigsten und bis
heute verwendeten Namen ,,sooty blotch® gab. Er (COLBY 1920) beobachtete deutliche
Unterschiede beim Wachstum von G. pomigena auf Apfelfriichten und beschrieb drei
Myceltypen: farnartig (fern-like), wabenartig (honeycomb) und netzartig (reticulate).

Groves (GROVES 1933) beschrieb die Myceltypen erneut und benannte sie um: Ramose
(farnartig), punctate (punktiert), fuliginous (netzartige und wabenartige Typen) und rimate.
Obwohl Groves (GROVES 1933) und nachfolgende Wissenschaftler (HICKEY 1960,
SUTTON et al. 1994) beachtliche Unterschiede bei den Symptomen der RuB3fleckenkrankheit
beobachteten, wurde G. pomigena als alleinige Ursache der Rullfleckenkrankheit bis 1996
akzeptiert, bis Johnson, Sutton und Hodges (JOHNSON et al. 1996) zeigten, dass die
RuBfleckenkrankheit in den USA von einem Erregerkomplex von mindestens drei
verschiedenen Pilzen verursacht wird. Peltaster fructicola Johnson, Sutton und Hodges
(JOHNSON et al. 1996 und 1997) wurde als eine neue Art beschrieben und mit den Kolonien
vom ,,ramose-Myceltyp* assoziiert. Neueste Studien haben gezeigt, dass er jedoch mit den
punktierten Kolonien hitte assoziiert werden miissen (WILLIAMSON et al. 2000).
Leptodontidium elatius (Magenot) de Hoog (DE HOOG 1977) wurde mit dem “fuliginous-
Myceltyp in Verbindung gebracht (JOHNSON et al. 1997), und Geastrumia polystigmatis
Batista & M. L. Farr (Pir) wurde mit dem ramose-Myceltyp assoziiert (JOHNSON et al. 1996
und 1997). Johnson, Sutton und weitere Forscher (JOHNSON et al. 1997) waren nicht in der
Lage, in einer groBen Sammlung von Friichten aus North Carolina und sieben anderen
Ostlichen Staaten der USA einen Pilz nachzuweisen, auf den die Beschreibung von Gloeodes
pomigena zutriftt.

In Deutschland wurde in der Zeit von 1998 bis 2000 ebenfalls eine umfangreiche
Untersuchung an Apfeln, die Symptome der RuBfleckenkrankheit zeigten, durchgefiihrt. S.
Kern, U. Steiner & B. Oertel (unver6ft.), G.S. de Hoog (briefl. Mitteil.) und NOGA et al.
2001 konnten neben bislang unbestimmten und fraglichen Anamorphen der Gattung
Mycosphaerella und den beiden Tripospermum-Arten Tr. myrti (Lind.) Hughes und 77.
camelopardus Ingold, Dann & McDougall die Arten Phialophora sessilis de Hoog und



Peltaster fructicola Johnson, Sutton & Hodges genau charakterisieren. Peltaster fructicola
wurde somit erstmals fiir Europa nachgewiesen. Die Konidienansatzstellen sind bei
Phialophora als Kollarette und bei Peltaster als einfache Stiimpfe ausgebildet. Aullerdem fallt
Peltaster durch seine eigentlimlichen, dunkelfarbigen, schildférmigen Fruchtkorper auf, die in
der Literatur Pycnothyrien genannt werden und die in diesem speziellen Fall die Konidien auf
der unteren Seite des Schildes, d.h. abwirts gerichtet, ausbilden (inverse Pycnothyrien)
(NOGA et al. 2001, unpublizierte Daten).

Wirte

Pilze, die mit der RuBfleckenkrankheit assoziiert werden, wachsen auf einer ganzen Reihe
von Pflanzen, z.B. an Baumen, Strduchern und Kletterpflanzen, die sich in der Néhe einer
Apfelplantage befinden konnen (BAINES 1932; COLBY 1920; GARDNER 1931; HICKEY
1960; ZARING 1929). Baines und Gardner (1932) isolierten die in Zweifel gezogene Art
"Gloeodes pomigena" an Malus domestica Borkh, Malus sylvestris (L) Mill. und Zweigen von
23 anderen Wirten. Alle diese Forscher glaubten, dass sie mit Gloeodes pomigena {iber einen
klar definierten pilzlichen Organismus verfiigten. Wie jedoch oben dargelegt wurde, handelt
es sich hierbei um eine in Frage zu stellende Bezeichnung (vgl. auch JOHNSON et al. 1997).
So kénnen die genannten Beobachtungen aus den Jahren 1920 - 1960 nur als vorldufig und als
nicht korrekt eingestuft werden.

Krankheitsentwicklung und Epidemiologie

Details der Lebenszyklen von Peltaster fructicola, Leptodontidium elatius, Geastrumia
polystigmatis, Tripospermum myrti, Tripospermum camelopardus und Phialophora sessilis
sind unbekannt. Diese Pilze iiberwintern eventuell an Apfelzweigen oder abgefallenen
Mumien von Apfelfriichten oder aber auch an anderen Gehdlzen, die als Zwischenwirte
fungieren konnen. Konidien oder Mycelfragmente breiten sich iiber Wind und Regen aus, um
im Friihling und Frithsommer sich entwickelnde Apfelfriichte und frisches Gewebe der
Zwischenwirte zu befallen (JONES 1996; WILLIAMSON et al. 2000).

1.3 Trichothecene
1.3.1 Einordnung und Struktur

In Abhéngigkeit von ihrem Biosyntheseweg werden Trichothecene in vier Gruppen eingeteilt
und als Typ A-, B-, C- und D-Trichothecene bezeichnet. Thre chemische Grundstruktur
besteht aus drei Ringsystemen mit einer zusitzlichen Epoxygruppe in Position C(12). Typ B
Trichothecene unterscheiden sich von Typ A-Trichothecenen dadurch, dass sich in C(8)-
Position eine o,B-ungesittigte Carbonylgruppe befindet. Etwa 100 der bekannten Toxine
zahlen zur Gruppe der Typ A- oder Typ B-Trichothecene. Merkmal von Typ C-
Trichothecenen ist ein zusitzlicher Oxiranring in Position C(7) und C(8). Bei den Typ D-
Trichothecenen sind die Substituenten in Position C(4) und C(15) verbunden und bilden einen
Makroring mit 18 Ringatomen (BERGER 2000).



1.3.2 Biosynthese der Trichothecene

Die Biosynthese der Trichothecene ist in dieser Abhandlung von Trichodien an beginnend
dargestellt (Abb. 2). Trichodien ist ein Naturstoff, der erstmals von Trichothecium roseum
isoliert wurde. Die Abfolge von Oxygenierungs-Schritten, Isomerisierungen, Cyclisierungen
und Veresterungen wandeln Trichodien in die komplexeren Trichothecen-Toxine wie
beispielsweise Diacetoxyscirpenol und T-2 Toxin um. Dies wurde durch Experimente mit
Fusarium sporotrichioides, Gibberella pulicaris und Fusarium culmorum in mehreren Labors
in den USA, Kanada und England festgestellt. Die Reihenfolge der Oxygenierungs-Schritte
der Trichothecen-Biosynthese (dargestellt am Beispiel von Fusarium sporotrichioides und
Gibberella pulicaris) ist: C-11 (Isotrichotriol) — C-9 (Trichotriol — Isotrichodermol) —
C-15 (Didecalonectrin) — C-4 (Diacetoxyscirpenol) — C-8 (Neosolaniol — T-2 Toxin)
(DESJARDINS et al. 1993). Ausfiihrlichere Beschreibungen der Trichothecen-Biosynthese
finden sich bei DESJARDINS et al. (1993), HOHN et al. (1998) und SCHUTTE (2000).
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1.3.3 Toxizitit und Grenzwerte

Toxizitit

Die Vielfalt der Trichothecen-Strukturen hat naturgemil3 sowohl beim Menschen als auch bei
Tieren eine ganze Reihe von unterschiedlichen toxischen Effekten zur Folge. Werden die
Toxine mit der Nahrung aufgenommen, so werden der Verdauungstrakt, das Nervensystem,
die Blutbildung, das Knochenmark wu.a. angegriffen. Durch Unterdriickung der
Proteinsynthese und Wechselwirkung mit den Zellmembranen kommt es zu einer
Beeintriachtigung des Immunsystems (PESTKA et al. 1994). Infolge der Schwichung des
Immunsystems ldsst die korpereigene Abwehr nach, und Sekundirinfektionen durch
Bakterien und Viren treten auf. Zahlreiche Todesfdlle sind auf diese Sekundérinfektionen
zuriickzufiihren. Schweine und andere Monogastrier, inklusive der Species Mensch, reagieren
am empfindlichsten auf Trichothecene. Erste Reaktionen sind Nahrungsverweigerung und
Unwohlsein. Im weiteren Verlauf kann es zu Erbrechen, Durchfall und Teilnahmslosigkeit
kommen (PRELUSKY et al. 1994). Die Toxizitdt von Trichothecenen nimmt mit der Anzahl
der Estergruppierungen je Molekiil zu. So ist beispielsweise T-2 Toxin (extrem toxisch; 3
Estergruppen) weitaus giftiger als Trichothecin (1 Estergruppe), und Trichothecin ist
wiederum toxischer als Trichothecolon (0 Estergruppen) (NISHIE et al. 1989).

Typ B-Trichothecene

Abb. 3: Strukturformel von Trichothecin

Abb. 4: Strukturformel von Trichothecolon



Abb. 5: Strukturformel von Nivalenol

Abb. 6: Strukturformel von Deoxynivalenol

Typ A-Trichothecene

HsC OH
CHy O ”
HaC o' N
0 \D CH,

C QQQO

Abb. 7: Strukturformel von T-2-Toxin

Hs



CH,—C—

Abb. 8: Strukturformel von Diacetoxyscirpenol

Die nachfolgende Tab. 1 zeigt, bei welchen Mengen und welcher Verabreichungsform 50 %
der Testorganismen gestorben sind. Eine sehr detaillierte Liste mit Angaben zur Toxizitit von
Trichothecenen findet sich bei TRENHOLM, H. L. et al. (1990) sowie bei BETINA (1989).

Tab.1 LDs)-Werte von Trichothecenen; Quellen: 1 — COLE and COX, 1981, 2 —
UENO, 1983, 3 — TATSUNO et al., 1968, 4 — TAMM and TORI, 1984, 5 —
GLATZ et al., 1966, 6 — Toxicol. Appl. Pharmacol. (1975) 31, 465 1975;

Mycotoxin LDsg Tier Verabreichung Literatur
Deoxynivalenol 70 mg / kg Maus intraperitoneal 1
Diacetoxyscirpenol 23,0 mg / kg Maus intraperitoneal 2
0,75 mg / kg Ratte intraperitoneal 2
7,3 mg/ kg Ratte oral 2
Nivalenol 4,1 mg/ kg Maus intraperitoneal 3
T-2 Toxin 3,04 mg / kg Maus intraperitoneal 1
4,0 mg / kg Ratte, Schwein oral 1
T-2 Toxin-ds3 3,8 mg/kg |siehe T-2 Toxin | siehe T-2 Toxin 1
Trichothecin 250 mg / kg Maus subkutan 4
Trichothecolon 100 mg / kg Maus intraperitoneal 5
Verrucarol 20 mg / kg Hiahnchen oral 6




Grenzwerte

Einige Liander geben Grenzwerte fiir einzelne Mycotoxine bei getreidehaltigen Lebensmitteln
vor; eine weltweite, standardisierte Gesetzgebung gibt es fiir Trichothecene jedoch nicht.
Einer internationalen Erhebung zufolge, die 1994 und 1995 von der Food and Agriculture
Organization der Vereinten Nationen (FAO 1997; ROSNER et al. 1995) durchgefiihrt wurde,
gibt es Grenzwerte in Brasilien, Frankreich, Holland, Kanada, Osterreich, Ruminien,
Russland, Ungarn, Uruguay und den USA. In Abhéngigkeit von dem jeweiligen Produkt
bewegen sie sich im Bereich zwischen 5 ppb und 10 ppm. Ein typischer Grenzwert fiir
Deoxynivalenol-Gehalte bei Getreide, welches der menschlichen Erndhrung dienen soll, liegt
bei 500 ppb. In der EU und somit auch in Deutschland gibt es Diskussionen iiber die
einheitliche Einfithrung von Grenzwerten fiir Deoxynivalenol und T-2 Toxin.

Tab. 2 Grenzwerte fiir die Fusarium-Mycotoxine Deoxynivalenol (DON) und
Zearalenon (ZON); Quelle: (FAO 1997; ROSNER et al. 1995);

Land DON (pg/kg) ZON (pg/kg) Produkt
Osterreich 500 60 Weizen und Roggen
750 60 Hartweizen
Brasilien - 200 Mais
Kanada 2000 - ungereinigter Weichweizen,
1000 - (fiir Babynahrung vorgesehen)
Frankreich - 200 Mais, kleine Getreidekorner
Ungarn - 50 fiir alle Lebensmittel
Ruménien - 30 fiir alle Lebensmittel
Russland 500 - Weizen (auller Hartweizen)
1000 - Hartweizen
- 1000 Getreide, Salatol
Uruguay - 200 Mais, Gerste
USA 1000 - verarbeitete Getreideprodukte
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1.4  Analytischer Nachweis
1.4.1 Stand der Technik in der Trichothecen-Analytik

Fir den Nachweis von Trichothecenen in Apfelfriichten und Apfelprodukten wie z.B.
Apfelsaft ist eine empfindliche Analysentechnik notwendig. Mit konventionellen Methoden
stellt die Isolierung und Quantifizierung der Mycotoxine ein arbeits- und zeitaufwendiges
Verfahren dar. Zur sicheren Identifizierung und Quantifizierung von Trichothecenen in den
unterschiedlichsten Matrices existieren verschiedene Analysenmethoden (GILBERT 1993;
LANGSETH et al. 1998; KRSKA et al. 2001; LIN et al. 1998; SCOTT 1995).
Aufreinigungsverfahren (KRSKA  1998) umfassen  Fliissig-Fliissig ~ Auftrennung,
Festphasenextraktion, Fliissigchromatographie auf Multilayer-Sédulen (ROMER 1986),
Immunoaffinititssdulen sowie Supercritical Fluid Extraktion (Berger et al. 2000). Fiir die
Abtrennung von Trichothecenen werden die Diinnschichtchromatographie, die HPLC oder die
High Resolution Gas Chromatography (HRGC) angewendet. Die HRGC bedarf einer
Derivatisierung der Hydroxygruppen zu Trifluoroacetyl-, Heptafluorobutyryl- oder
Trimethylsilyl-Derivaten. Die Diinnschicht-Chromatographie wird in Verbindung mit den
unterschiedlichsten Analysentechniken verwendet (LIN et al. 1998). Trichothecene (des A-
Typs) enthalten nur eine einzeln olefinische Doppelbindung und zwei davon entfernt stehende
Ether-Strukturen im Molekiil und zeigen auf Grund dieser schwachen Chromophore im UV-
Detektor konventioneller HPLC-Anlagen eine nur sehr geringe Absorption. Daher scheidet
diese einfache Art der Detektion aus. Auch fehlen Fluoreszenzeigenschaften, so dass auch
diese Detektionsmoglichkeit ausgeschlossen ist. So musste frither in jedem Fall ein
Derivatisierungsschritt vorgenommen werden; dies flihrte aber stets zu Fehlern bei der
Quantifizierung der Komponenten. Haufiger wird das ELISA-Verfahren fiir die
Mycotoxinanalytik angewendet (KRAMER et al. 1997), doch stehen fiir die etwas
ausgefalleneren Toxine Trichothecolon und Trichothecin die entsprechenden Antigene nicht
zur Verfiigung. Momentan ist die HRGC, entweder in Kombination mit einer Elektronenfalle
(ECD) oder mit einer massenspektrometrischen Detektion, die am hdufigsten angewendete
Methode. In den letzten Jahren wurden neuere Techniken wie beispielsweise die Supercritical
Fluid Chromatography (YOUNG et al. 1992 und 1993) und Immuno-Assays (PARK et al.
1996) entwickelt.

1.4.2 AuswahlKkriterien fiir die Analysenmethode

Ein Azeotrop, bestehend aus Acetonitril und Wasser, wurde als Extraktionsmittel gewéhlt, da
auf diese Weise weniger storende Verunreinigungen der HPLC-Analyse zugefiihrt werden,
als wenn ein Gemisch aus Methanol und Wasser verwendet wird (TRENHOLM et al. 1985).
Des Weiteren lieen sich mit einem Acetonitril/Wasser-Gemisch (75/25) im Vergleich zu
Acetonitril/Wasser (90/10), Acetonitril/Wasser (60/40), sowie verschiedenen Verhéltnissen
von Methanol/Wasser und reinem Acetonitril bzw. reinem Methanol die besten Ergebnisse
bei Extraktion von Nivalenol und Deoxynivalenol erzielen (TANAKA et al. 1985). Ein
positives Azeotrop (Siedepunkt 80 °C) bildet sich, wenn man 84 Teile Acetonitril und 16
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Teile Wasser vermischt. Daher ist diese Mischung zur Volumenkontraktion am besten
geeignet.

Diverse Vergleiche von Aufreinigungsverfahren fiir die Trichothecen-Analyse sind publiziert
worden (KRSKA et al. 2001; KRSKA 1998; LANGSETH and RUNDBERGET 1998;
RADOVA et al. 1998). Die Mehrschichtsiulen (ROMER 1986) haben mehrere Vorteile
gegeniiber den konventionellen Techniken. Die Probenaufbereitung ist sehr schnell, einfach,
robust und zuverléssig.

Nachdem unterschiedliche C18-HPLC-Sdulen getestet worden waren, wurde die Hydro-RP
der Synergi™-Serie der Firma Phenomenex (Aschaffenburg) bevorzugt. Die Sdule war mit
einer C 18 Phase auf hochreiner Kieselgelbasis mit polarem Endcapping mit einer
PartikelgroBe von 4 um und einer Porengro3e von 80 A gefiillt (siehe 2.1.3). Diese Séule
ermdglichte sehr gute Halbhohenbreiten der Signale, die zumindest bei den im Positivmodus
analysierten Analyten zwischen vier und sieben Sekunden lagen (siehe Tab. 4). Als Schutz fiir
die Hauptsdule wurde das Security-Cartridge-System von Phenomenex (Aschaffenburg)
ausgewdhlt. Mit dem Unterschied zu konventionellen Vorsdulen kann hier an Stelle einer
kleinen Vorsédule ein kleines Kartuschenplattchen von 3 mm Dicke und 9 mm Durchmesser
eingelegt werden, welches ebenso leistungsfihig wie eine konventionelle Vorsaule ist.

Die Zugabe von Ammonium-Acetat als Puffer war sehr hilfreich, da die Nachweisgrenzen
durch Verwendung von [M+Ac] (Addukt aus Molekulargewicht und Acetat) und [M+NH4]"
(Addukt aus Molekulargewicht und Ammonium) gegeniiber [M-H] bzw. [M+H] deutlich
abgesenkt werden konnten.

Samtliche Stammlésungen und Standardlosungen wurden bei — 18 °C auftbewahrt. Wie bereits
BERGER (2000) beschrieb, dass sich keinerlei Hinweis auf eine Instabilitdt bei einer solchen
Lagerung innerhalb von 24 Monaten findet, zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit, dass
die Stammlosungen und Standardlésungen zumindest 13 Monate stabil waren. WEI und CHU
(1986) untersuchten die Stabilitdt von acht Trichothecenen in Methanol. Nach 24 Tagen bei
Zimmertemperatur waren alle Trichothecene in mehrere Produkte umgewandelt worden. Bei
Toxinen mit Acetylgruppen an beiden C(3) und C(4)-Atomen kam es am hdufigsten zu einer
Methanolyse.

1.4.3 Eignung der HPLC/MS/MS zum Nachweis der Trichothecene

Die Entwicklung der HPLC/MS/MS-Geridte eroffnete ganz neue Moglichkeiten in der
Trichothecen-Analytik. Die HPLC ist die Auftrennungsmethode der Wahl, da sie eine bessere
Auflosung als die Diinnschichtchromatographie ermoglicht und eine Derivatisierung der
Trichothecene, die bei Anwendung der HRGC Voraussetzung ist, nicht erforderlich macht
(HARTL 2000; BERGER 2000). Die Triplequadrupolmassenspektrometrie erlaubt eine
einwandfreie Detektion und Identifizierung von bekannten Typ A- und B- Trichothecenen.
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1.5 Zielsetzung

Apfel aus dem organischen Anbau zeichnen sich in der Regel durch einen deutlich hdheren
Befall mit pilzlichen Erregern aus. Dies impliziert in bestimmten Féllen das Risiko einer
Kontamination der Erzeugnisse mit Mycotoxinen. Mit dem hier umrissenen
Forschungsprojekt soll daher anhand eines besonders bedeutsamen Produktes der organischen
Obstproduktion Klarheit bei Verbrauchern und Behorden geschaffen werden.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung von Fliissigkulturen der Erreger der
RuBfleckenkrankheit, von Apfeln mit Symptomen der RuBfleckenkrankheit und von
Apfelprodukten auf das Vorkommen der Mycotoxine Trichothecin, Trichothecolon,
Nivalenol, Deoxynivalenol, T-2 Toxin und Diacetoxyscirpenol. Als hdufig vorkommende
Vertreter des Erregerkomplexes der Krankheit wurden im Rheinland die Pilze Peltaster
fructicola und Phialophora sessilis bestimmt. Es sollte geklart werden, ob diese auf der
Oberfliche der Friichte siedelnden Pilze die zuvor genannten Mycotoxine sowohl in
Fliissigkultur als auch in vivo auf der Oberfliche von Apfeln zu bilden vermogen. Ferner
sollte der Frage nachgegangen werden, ob bei befallenen Apfeln eine Diffusion der Toxine
durch die Kutikula und Epidermis in das Fruchtfleisch zu verzeichnen ist. Dazu wurde
zunéchst eine Methode zum qualitativen und quantitativen Nachweis der Mycotoxine mit der
Hilfe der HPLC/MS/MS-Technik entwickelt, um die komplexen Fragestellungen bearbeiten
zu konnen.

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Analysenmethode HPLC/MS/MS
2.1.1 Standards

Folgende als Referenzsubstanzen eingesetzte Trichothecen-Standards wurden von der Firma
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen) bezogen und hatten nach Angaben des Herstellers
nachstehende Reinheit: Diacetoxyscirpenol > 99 %, Deoxynivalenol > 99 %, Nivalenol > 98
%, T-2-Toxin > 99 %, Trichothecin > 99 %. Der von Sigma-Aldrich Chemie zugesicherte
Reinheitsgrad fiir die internen Standards lag bei 99 % fiir T-2 Toxin-d; sowie bei 98 % fiir
Verrucarol. Eine kleine Menge an Trichothecolon wurde uns freundlicherweise von Prof. P.
M. Abreu vom Departamento de Quimica, Universidade de Coimbra, Caparica, Portugal,
tiberlassen. Der Reinheitsgrad dieser Substanz lag bei etwa 95 %. Aufgrund der geringen
Menge an Standardsubstanz konnte Trichothecolon nur qualitativ nachgewiesen werden.
Hergestellt wurden die Standards auf zwei unterschiedliche Arten. Wurde der betreffende
Analyt in einer 1 mg Packung geliefert, so wurden zunéchst einige Milliliter Methanol
,.LiChrosolv® gradient grade®, Reinheit > 99,9 % von Merck (Darmstadt) in den Glasflakon
der Chemikalienpackung der Fa. Sigma pipettiert und kurz gewartet, bis ein Grofteil des
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Toxins in Losung gegangen ist. Diese Losung wurde in braune 13 Milliliter Glasfldschchen
mit Schraubverschluss und PTFE beschichtetem Septum von CS Chromatographie Service
(Diiren) tiiberfiihrt. Der Glasflakon der Chemikalienpackung der Fa. Sigma wurde mehrfach
und griindlich mit Methanol gespiilt und die Spiillosung ebenfalls in das 13 Milliliter
Glasflaschchen tiberfiihrt bis am Ende dieses Vorgangs die gesamte Menge des Toxins in 10
ml Methanol entsprechend einer Konzentration von 100 ppm geldst war. Die Firma Sigma-
Aldrich Chemie sicherte zu, dass die Abfiillprozesse der Toxine eine Genauigkeit von 98,5 %
+ 1,5 % bei einer Fiillmenge von 1 mg aufwiesen. Enthielten die Glasflakons von Sigma
Toxinmengen, die oberhalb von 1 mg lagen, so wurde eine spezifische Menge z.B. 1 mg mit
einer Analysenwaage abgewogen. Daran schloss sich zuvor beschriebene Losungsprozedur
an. Aufgrund der hochtoxischen Stiube, die beim Offnungsvorgang der Glasflakons entstehen
konnen, wurden die Standards unter einer Sicherheitswerkbank HERAsafe® HSP 9 der Firma
Heraeus / Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau) angesetzt. Nach Ansetzten der
Stammlosungen der einzelnen Analyten wurden daraus Mischstandards in der jeweils
bendtigten Konzentration, beginnend von 50 ppb, iiber 100 ppb, 250 ppb, 500 ppb, 750 ppb
bis 1000 ppb hergestellt.

2.1.2 Gerite

Die HPLC/MS/MS-Anlage setzte sich aus einer HPLC-Anlage der Serie 1100 der Firma
Agilent Technologies (Bdblingen), einem Probengeber HTC PAL der Firma CTC Analytics
AG (Zwingen, Schweiz) und einem Tripelquadrupol-Massenspektrometer API 2000 der
Firma Sciex / Applied Biosystems (Darmstadt) zusammen. Die HPLC-Anlage bestand aus
einer bindren Pumpe, einem Mikrodegasser sowie einem Sdulenthermostat. Verwendet wurde
eine HPLC-Sédule Hydro-RP der Synergi-Serie der Firma Phenomenex (Aschaffenburg). Thre
Lange betrug 150 mm und ihr Innendurchmesser 2,0 mm. Das Adsorbens Hydro-RP
entspricht einer C 18- Phase auf Basis hochreinen Kieselgels mit polarem Endcapping mit
einer PartikelgroBe von 4 pm und einer Porengréfle von 80 A. Als Vorsiule wurde ein
Security-Cartridge-System von Phenomenex (Aschaffenburg) benutzt, das ebenfalls
hochreines C-18 Material enthilt (4mm Lange, 3 mm Durchmesser). Der Probengeber verfiigt
iiber ein 324 Probenflischchen fassendes Kiihlsystem, eine LC-Hamilton®-Spritze und ein
splilbares Hochdruckinjektionsventil. Ausgeriistet war der Probengeber mit einer 20 pl
Injektionsschleife aus Edelstahl.

2.1.3 HPLC-Auftrennung und Detektion

Die wissrige Phase setzte sich zu 7,5 % aus Methanol ,,LiChrosolv® gradient grade®, Reinheit
> 99,9 % und zu 92,5 % aus Wasser ,,LiChrosolv” gradient grade* Merck (Darmstadt) unter
Zugabe von 5 mMol Ammoniumacetat zusammen. Die organische Phase bestand zu 100 %
aus Methanol ,,LiChrosolv® gradient grade“, Reinheit > 99,9 % dem ebenfalls 5 mMol
Ammoniumacetat ,,p.A.“ Merck (Darmstadt) zugegeben wurden. Fiir die Injektion von
Proben, die in Methanol / Wasser (50 / 50; v / v) geldst waren, wurde ein Injektionsvolumen
von 20 pul gewihlt. Die Flussrate der mobilen Phase betrug 375 ml / Min. Vom Zeitpunkt der
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Injektion an wurde eine Minute 100 % wissrige Phase gefordert. Nach dieser isokratischen
Phase wurde der Methanolgehalt von 7,5 % (100 % wéssrige Phase) bis zur zehnten Minute
auf 100 % (100 % organische Phase) angehoben, gefolgt von einem fiinf-miniitigen
Spiilvorgang mit Methanol (100 % organische Phase). AnschlieBend wurde der
Methanolgehalt innerhalb einer Minute auf 7,5 % (100 % wéssrige Phase) reduziert und die
HPLC-Séaule 6 Min. reequilibriert. Der Sdulenthermostat wurde auf 30° C eingestellt.

Das iiber drei Quadrupole verfiigende Massenspektrometer wurde mit der Electrospray-
Ionenquelle (ESI) zur Ionisierung der Analyten bestiickt und im Multiple Reaction
Monitoring Modus (MRM) betrieben. In den ersten 7,5 Min. wurden Nivalenol und
Deoxynivalenol im Negativmodus, anschlieBend Verrucarol, Trichothecolon, Diacetoxy-
scirpenol, T-2 Toxin, T-2 Toxin-d; und Trichothecin im Positivmodus detektiert. Die
nachfolgenden Tabellen geben eine Ubersicht iiber die Parameter, mit denen das
Massenspektrometer betrieben wurde.

Tab. 3: Einstellungen der Parameter der Ionenquelle

Temperatur / Temperature (TEM) 375°C
Vorhanggas / Curtain Gas (CUR) 30
Kollisionsgas / Collision Gas (CAD) 3
Gas 1 30
Gas 2 70

Spannung / Ion Spray voltage (IS) Positivmodus +5000
Negativmodus - 5000

Interface Heater (ihe) EIN / ON
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Tab. 4 Ubersicht Ioneniibergiinge (Q1- und Q3-Massen), Declustering
Potential (DP), Focusing Potential (FP), Entrance Potential (EP),
Collision Engergy (CE) und Collision Cell Exit Potential (CXP).
Fett gedruckt sind die Quantifizierer, normal gedruckt die
Qualifizierer
Q1-Masse | Q3-Masse | DP FP EP CE CcXp
Nivalenol 371,1 281,1 -8,5 - 330 8,5 -16 -13
(NIV) 371,1 311 -85 - 330 8,5 -12 -13
Deoxynivalenol 355.1 295.1 -6 -330 6,5 -12 -18
(DON) 355,1 265,1 -6 - 330 6,5 -12 -8
Verrucarol 284,2 249.1 5 360 -3 12 5
(YOL) 284,2 231,1 5 360 -3 14 5
Trichothecolon 282,2 211,1 16 360 -3,5 19 10
(TON) 282,2 229,1 16 360 -3,5 17 10
Diacetoxyscirpenol 384,2 307,1 21 360 -8 21 8
(DAS) 384,2 229,1 21 360 -8 23 10
T-2 Toxin 484,2 305,2 26 360 -7 23 6
(T-2) 484,2 215,2 26 360 -7 29 6
T-2 Toxin-d3 487,3 308,1 1 360 -7 23 10
(T-2-d3) 487,3 215,2 1 360 -7 29 8
Trichothecin 350,2 211,1 31 360 -12 23 8
(TIN) 350,2 229,1 31 360 -12 21 8

2.1.4 Quantifizierung

Die Analyten Nivalenol, Deoxynivalenol, Trichothecolon, Diacetoxyscirpenol, T-2 Toxin und
Trichothecin wurden anhand ihrer Retentionszeit, ihrer Q1-Masse, ihrer ersten Q3-Masse, die
als auch als Quantifizierer diente, sowie ihrer zweiten Q3-Masse, die als Qualifizierer genutzt
wurde, identifiziert. Die Integration der Peakflichen der jeweiligen Analyten wurde
automatisch von der Analyst Software 1.1 ausgefiihrt, nachdem in allen Einzelspuren der
Analyten manuell die Eignung der Einstellungen der Bunching- und Smoothingfaktoren, die

eine Voraussetzung fiir eine einwandfreie Integration darstellen, gepriift wurde.
Die Quantifizierung basierte auf der Anwendung interner Standards.

Sowohl den
Messlosungen als auch den Losungen der externen Standards wurden aliquote Mengen von
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einem internen Standard beigegeben, so dass Schwankungen der Ionisation von Injektion zu
Injektion durch einfache Rechenvorgédnge herausgemittelt werden konnten. Als interne
Standards dienten Verrucarol (VOL) als Surrogatstandard und das dreifach deuterierte T-2
Toxin (T-2 ds), die zu Beginn der jeweiligen Extraktion zugegeben wurden. Die
Berechnungen wurden groBtenteils mit Hilfe der Software Analyst 1.1 / Analyst Validation
Kit durchgefiihrt.

Berechnung der Mycotoxingehalte in den untersuchten Apfelprodukten
Bevor der endgiiltige Gehalt 771; berechnet werden konnte, musste zundchst der relative
Response-Faktor rrﬁ berechnet werden (BERGER 2000).

Ciso + Ai
r I’fz =
ci+ Aism
rrf; relativer Responsefaktor der Substanz i relativ zum internen Standard
CISTD Konzentration des internen Standards in der Referenzlosung [ppb]

A ISTD Signalfldche des internen Standards [counts]
C; Konzentration der Substanz i in der Referenzldsung [ppb]

A i Signalfldche der Substanz i [counts]

Der Gehalt m; einer Substanz i in einer Probe wurde wie folgt berechnet:

Mismo + Ai
mi=—
r I/ﬁ « Aismo
m;  Gesamtgehalt einer Substanz i in einer Probe [ppb]

Mmystp  insgesamt zugefiihrte Menge des internen Standards [ppb]
A ISTD Signalfldche des internen Standards [counts]
Ai Signalfldche der Substanz i [counts]

rrf; relativer Responsefaktor der Substanz i
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Berechnung der Wiederfindungsraten
Die Wiederfindungsrate ist das Verhiltnis des unter Wiederholungsbedingungen gemessenen
Mittelwertes zum richtigen Wert des Analyten in der Probe (Kromidas, 1999).

W::de-lOO% kr =100% : W
ref

W Wiederfindungsrate in %

Sdot Signalfldche des zu einer Probe dotierten Analyten
Sref Signalfliche des Analyten im Referenzstandard
kf Korrekturfaktor bzgl. der Wiederfindung

Zur Berechnung der Wiederfindungsraten wurden folgende Experimente durchgefiihrt:
Unbelastete Proben der jeweiligen Untersuchungsmatrix (Fliissigkultur, Apfelschalen,
Apelsaft, Apfelmus) wurden beschafft. Der ersten Probe der jeweiligen Untersuchungsmatrix
wurde ein Mischstandard in einer solchen Hohe zugesetzt, dass eine Konzentration von 100
ppb in der ersten Probe, 500 ppb in der zweiten und 1000 ppb in der dritten Probe erhalten
wurde. Die Proben wurden wie unter 2.2.2 fiir Fliissigkulturen, 2.3.3 fiir Apfelschalen, 2.5.2
fir Apfelsaft und 2.6.2 unter Apfelmus beschrieben aufbereitet und extrahiert. Diese
Messserien wurden dreimal wiederholt.

Berechnung der Nachweisgrenze
Zur Berechnung der Nachweisgrenze C nwg wurde nachstehende Formel verwendet:

3,5 *SpSp * Clsg

She fr-3

Cnwg =

Chwg Nachweisgrenze [ppb]

SpSp Entfernung von Spitze zu Spitze des Rauschens [mm]
Cisg  Konzentration des Analyten in Messlosung [ppb]

Sh Signalhohe des gemessenen Analyten [mm]

ﬁ Faktor der Vergroflerung des Rauschens
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Zur Messung der Nachweisgrenze wurden Signale von Analyten, denen eine Konzentration
von jeweils 50 ppb zugrunde lagen, verwendet. Die Nachweisgrenze stellt die kleinste
Konzentration oder Menge dar, welche noch qualitativ erfasst werden kann. Das Signal sollte
mindestens dreimal iiber dem Rauschen liegen (Meyer, 1999).

Berechnung der Halbh6henbreite

Anhand der Halbhohenbreite eines HPLC Signals kann dessen Qualitit eingeordnet werden.
Wihrend einer Methodenentwicklung kann unter anderen wichtigen Parametern auf diese
Weise beurteilt werden, ob sich die Qualitit der Peaks verbessert oder verschlechtert. Nach
unseren Erfahrungen sollte die Halbhohenbreite eines Peaks moglichst zwischen 4 und 15
Sekunden liegen.

hib = bp - fe

hhb Halbhohenbreite eines HPLC Signals [sec]
bp Breite des HPLC- Signals gemessen auf halber Hohe [cm]

fe Faktor zur Anpassung an Chromatogrammskala [sec / cm]

Berechnung des A.-Wertes

Aa

Ca

Ac:

Ac Signalflichenwert eines Analyten bei einer Konzentration von 1 ppm
Aa Gemessener Flachenwert

C, Konzentration des Analyten in einer Referenzmesslosung, z.B. in einem Standard mit
1 ppm [ppm]

Anhand der A.Werte konnen die Signalstirken der Analyten begleitend zur
Methodenentwicklung verglichen werden. Somit kann verhindert werden, dass sich die
Signalstdrken von Analyten sehr stark verschlechtern, weil beispielsweise die Signalstirke
eines anderen Analyten durch eine Methoden-Anderung geringfiigig verbessert wurde.
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2.2 Pilzkulturen-Sammlung
2.2.1 Bezeichnung der Erreger bzw. Pilzisolate

Die aufgefiihrten Pilzisolate sind Bestandteil einer Pilzkulturen-Sammlung, die in der Zeit
zwischen 1996 und 2001 zusammengestellt wurde. Die Pilze dieser Kulturen-Sammlung
wurden von Apfelfriichten, die Symptome der RuBfleckenkrankheit zeigten, aus
Apfelplantagen im Bodenseegebiet und im Rheinland abisoliert, sowie mittels
Lichtmikroskopie und nach Kulturmerkmalen bestimmt und benannt (KERN 2002).

Tab.S5 Bezeichnung der Isolate der Gattung Peltaster fructicola Johnson, Sutton
und Hodges (Baden-Wiirttemberg und Nordrhein-Westfalen, Deutschland)

Isolat-Nr. Herkunft Datum der Isolierung isoliert von

Schloss Tiurnich
131 raP ./Feb. 1 Anfel - Inerid Marie”
31 (Kerpen-Tiirnich) Jan. / Feb. 1999 pte ngrid Marie

Versuchsstation i ,
117pP Bavendorf Jan. / Feb. 1999 Apfel - 'Ravensburger

Schloss Tiirnich - . .,
116 pP (Kerpen-Tiirnich) Nov. 1998 Apfel - 'Ingrid Marie

"Pestalozzi.-Kinderd." , ,
102 IIT a Wahlwies bei Ravensburg Nov. 1996 Apfel - “Glockenapfel

hsstati
107 ra P Versuchsstation Nov. 1998 Apfel - ‘Rubinette’
Bavendorf
Klein Altendorf - et s
91a Rheinbach Nov. 1996 Apfel - "Pilot
Klein Altendorf - I
9711l a Rheinbach Nov. 1996 Apfel - "Pilot
h -
65raP Versuchsstation Nov. / Dez. 1997 Apfel - "Pinova’
Bavendorf

Tab. 6 Bezeichnung der Isolate der Gattung Phialophora sessilis
de Hoog, (Baden-Wiirttemberg, Deutschland)

Isolat-Nr. Herkunft Datum der Isolierung isoliert von:
126 ra P Veg;f:ssfrtfion Jan. / Feb. 1999 Apfel - "Coop25’




20

Tab. 7 Bezeichnung der Isolate von Tripospermum myrti (Lind) S. J.
Hughes und Tripospermum camelopardus Ingold, Dann & P.
J. McDougall, (Baden-Wiirttemberg, Deutschland)
Isolat-Nr. Herkunft Datum der Isolierung isoliert von
102p St./ Versuchsstation Nov. / Dez. 1997 Apfel - "Sir Prize’
Tr. myrti Bavendorf
10911 c/ Pestalozzi KD. — Apfel -
.1
Tr. camelopardus Wahlwies Nov. 1996 "Glockenapfel’

Tab. 8 Bezeichnung der Isolate von Trichothecium roseum (Pers.:
Fr.) Link, (Nordrhein-Westfalen, Deutschland)
Isolat-Nr. Herkunft Datum der Isolierung isoliert von:
001 Tr Bonn, Inst. f. Pflanzenk. Sept. / Okt. 1986 Beeren / Weinrebe

Tab.9 Bezeichnung des Isolates mit einer mutmaBlichen Zuordnung zur Gattung
Mpycosphaerella, (Baden-Wiirttemberg, Deutschland)

Isolat-Nr. Herkunft Datum der Isolierung isoliert von
Tab.10 Bezeichnung der Isolate von Peltaster fructicola Johnson, Sutton und
Hodges - Referenzisolate aus den USA
Isolat-Nr. Herkunft Datum der Isolierung isoliert von
USA 98 a Raleigh, NC USA 1991 /1992 Apfel
USA 17 a Raleigh, NC USA 1991 /1992 Apfel
USA 10p Raleigh, NC USA 1991 /1992 Apfel
USA 4 a Raleigh, NC USA 1991 /1992 Apfel
USA I8 R Raleigh, NC USA 1991 /1992 Apfel
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2.2.2 Herstellung der Kulturmedien

Die Kulturmedien wurden bei 121° C und 1 bar fiir 20 min. autoklaviert. Der pH-Wert aller
Medien wurde auf 6,0 eingestellt.

Potato Dextrose Agar (PDA)

39,0 g PDA-Extrakt Merck (Darmstadt)

1000 ml A. demin.

2.2.3 Kaultivierung der Pilze

Die Pilze wurden auf kiinstlichen Ndhrmedien (PDA) bei 6 °C im Dunkeln gehalten. Zum
Zwecke eines besseren und schnelleren Heranwachsens wurden die frisch beimpften
Petrischalen bei Zimmertemperatur fiir 14 Tage unter Lichtabschluss platziert, um sie dann
entweder der Mycothek zuzufiihren oder um sie zu Inokulationszwecken weiter zu
verwenden. Die Stammkulturen wurden in PDA-Schragrohrchen bei 6°C auftbewahrt.

2.3 Untersuchung von Fliissigkulturen der Pilzisolate
2.3.1 Auswabhl der Pilzisolate und Ansetzen der Fliissigkulturen
Es wurden alle unter 2.2.1 aufgefiihrten Pilzisolate in Fliissigkultur genommen.

RM-Nihrlosung (nach RUSAN und MANOLIU, 1978), modifiziert nach Feldmann
50,0 g Glucose

2,0 g Diammoniumhydrogencitrat

0,5 g Magnesiumsulfat

1,0 g Dikaliumhydrogenphosphat

0,5 g Kaliumchlorid

0,01 g Eisen-II-sulfat

4,0 g Pepton aus Casein

4,0 ¢ Hefeextrakt

1000 ml A. demin.

Diese Néhrlosung wurde auf pH 6,0 eingestellt, autoklaviert und zum Abkiihlen unter eine
Sicherheits- bzw. Sterilwerkbank HERAsafe® HSP 9 der Firma Heraeus / Kendro Laboratory
Products GmbH (Hanau) gestellt. Aus einer Petrischale, auf der das jeweilige Pilzisolat
mindestens sechs Wochen gewachsen war, wurde mit einem Korkbohrer, & 6 mm, ein Pellet
ausgestanzt und in den bereitstehenden Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die mit dem jeweiligen
Pilzisolat beimpften Medien wurden fiir 5 Wochen auf einem Kreisschiittler des Typs 3017
der Firma GFL (Burgwedel) bei 130 rpm und 24° C platziert. Der Hersteller aller
angegebenen Chemikalien war Merck (Darmstadt), die Qualitédtsstufe entsprach ,,p.A.“ bzw.
,fur die Mikrobiologie®.
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2.3.2 Probenaufbereitung und Extraktion

Ein 50 ml-Scheidetrichter wurde mit 2,5 ml Kulturlosung des jeweiligen Pilzisolates befiillt.
Fiir die Quantifizierung wurden 100 pl des internen Standards Verrucarol (VOL, 10 ppm) und
100 pl des zweiten internen Standards T-2 Toxin-d; (T-2 d3, 10 ppm), die in Methanol gelost
worden waren, in den Scheidetrichter pipettiert. Nach Zugabe von 10 ml Acetonitril / Wasser
84:16 (v/v; Azeotrop) wurde die Losung zwei Min. von Hand ausgeschiittelt. Die
Scheidetrichter wurden 15 Min. in ein Ultraschallbad gestellt. Es wurden 9 ml der Losung in
ein Kulturrohrchen {iberfiithrt und mittels einer Myco-Sep-Saule aufgereinigt, die innerhalb
einer Minute durch die Losung gedriickt wurde. Innerhalb der Myco-Sep-Saule wurden 4 ml
des Uberstandes entnommen. Die Extrakte wurden mit einem SLS 03 Evaporator ,,Sweet
Little Sixteen™ der Firma SLS Firber Skutlarek GbR (Bad Miinstereifel) in Kombination mit
einem Wasserbad SV 24 der Firma Gerhardt (Bonn) mit Stickstoff bis kurz vor der Trockene
eingeengt.

Abb. 9: SLS 03 Evaporator ,,Sweet Little Sixteen®”

Nach Zugabe von einem Milliliter 50 % igem Methanol wurde die Messlosung in ein braunes
Autosampler-Glasfldschchen mit Scrabverschluss Aluminium, Red Rubber, PTFE
beschichtet, CS-Chromatographie Service (Diiren), iberfiihrt. Methanol ,,LiChrosolv®
gradient grade®, und Wasser ,,LiChrosolv® gradient grade wurden von Merck (Darmstadt)
bezogen. Acetonitril ,,Chromasolv® gradient grade* wurde bei Riedel-de Haén erworben. Den
Stickstoff lieferte ein Stickstoffgenerator der Firma Whatman (Haverhill, MA, USA; heute
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Parker-Hanifin) mit einer Reinheit von 99 % +/- 0,5 % (laut Angaben des Herstellers). Die bei
der Probenaufbereitung eingesetzten Myco-Sep Zearalenon-Kartuschen # 226 wurden bei
Coring System Diagnostix GmbH (Gernsheim) bezogen. Sie enthalten verschiedenartige
Adsorbentien wie zum Beispiel Aluminiumoxid.

2.4  Untersuchung von mit RuBfleckenerregern inokulierten Apfeln
2.4.1 Auswahl der Pilzisolate und Inokulation der Apfel

Aus jeder der in 2.2.1 aufgefiihrten Pilzgattungen wurde ein Isolat stellvertretend fiir die
Gattung zur Inokulation befallsfreier Apfel entnommen.

Die Inokulationsversuche wurden an Apfeln der Sorte “Golden Delicious” vorgenommen. Zur
Herstellung des Impfmaterials wurden 14 Tage alte Pilzkolonien, die auf PDA gewachsen
waren, mit entionisiertem Wasser vermischt und in einem Mixer fein zerkleinert. Die
erhaltene Suspension wurde iiber drei Lagen Filterpapier gefiltert. Das Inokulum wurde auf 5
x 10° Vermehrungseinheiten pro ml entionisiertem Wasser eingestellt. Es wurden 0,5 %
Apfelsaft und das Detergens Tween 20 (0,1 %) hinzugefiigt. Eine Vermehrungseinheit
bestand aus Konidien und / oder Mycelfragmenten. Die zu inokulierenden Friichte durften
keinen Krankheitsbefall und keine Verformungen aufweisen. Die Fruchtoberfliche wurde mit
70 % Ethanol gewaschen und anschlieBend unter flieBendem entionisiertem Wasser
abgespiilt. Die Konidiensuspension wurde mit einer Pipette auf der Apfeloberfliche
aufgebracht und an der Luft trocknen gelassen. Pro Isolat wurden 10 Friichte beimpft. Als
Kontrolle diente jeweils ein Apfel, der mit sterilem, entionisiertem Wasser betrdufelt wurde.
Die Friichte wurden mit sterilem, entionisiertem Wasser bespriiht und in eine Klimakammer
bei 97 % rel. LF gestellt. Die Klimakammer war auf 24 h Dunkelheit eingestellt. Die
Temperatur betrug 25°C. Die Friichte wurden nach 14 tigiger Inokulation auf
RuBfleckensymptome untersucht und nach fiinf Wochen entnommen.

2.4.2 Gefriertrocknung und Mahlvorgang

Die Apfel wurden mit einer Schilmaschine des Typs Triumpf der Firma Pefra (Stolberg) mit
einer Schilstirke von 2 mm von der Stiel- zur Kelchgrube hin vollstindig geschilt. Die
erhaltenen Schalenringe wurden in etwa 15 cm lange Stiicke zerschnitten und in flachen
Kristallschalen ausgelegt. Die Kristallschalen wurden in eine Gefriertrocknungsanlage der
Firma Martin Christ (Osterode) des Typs LMC-1 (100802) mit Stellflichenkiihlung gestellt
und tiber einen Zeitraum von 36 h getrocknet. Nach dem Trocknungsvorgang wurden die
Apfelschalen mittels einer Ultrazentrifugalmiihle ZM 100 der Firma Retsch (Haan) unter
Verwendung eines 0,25 mm Ringsiebeinsatzes fein gemahlen. Das Apfelschalenmehl einer
jeden Variante wurde sorgfdltig homogenisiert, in Plastikbeutel abgefiillt und nach
Evakuierung der Luft eingeschweilit. Gelagert wurden die Beutel bei Zimmertemperatur im
Dunkeln in einem Exsikkator.
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2.4.3 Probenaufbereitung und Extraktion

Fiir den Toxinnachweis aus mit RuBfleckenerregern inokulierten, frischen Apfeln wurden 3 g
der zuvor gefriergetrockneten und gemahlenen Probe eingewogen und mit 12 ml Acetonitril /
Wasser (84 / 16) vermengt. Fiir die Quantifizierung wurden 100 pl des internen Standards
Verrucarol (VOL, 10 ppm) und 100 pl des zweiten internen Standards T-2 Toxin-ds (T-2 ds,
10 ppm), die in Methanol geldst worden waren, in den Scheidetrichter pipettiert. Nach einem
15 miniitigen Schiittelvorgang mit einem handelsiiblichen Laborschiittler wurden die Proben
fiir 45 Min. in ein Ultraschallbad gegeben und anschlieBend bei 20° C und 2100 g 15 Min.
mittels einer Varifuge® 3.OR der Firma Heraeus / Kendro Laboratory Products GmbH
(Hanau) zentrifugiert. Es wurden 9 ml der Losung in ein Kulturréhrchen tiberfiihrt und mit
Myco-Sep Siulen aufgereinigt. Der Myco-Sep-Sidule wurden 4 ml des Uberstandes
entnommen und mit Stickstoff bis kurz vor die Trockene eingeengt. Nach Zugabe von einem
Milliliter 50 % igem Methanol wurde die Messlosung in ein braunes Autosampler-
Glasflaschchen tiberfiihrt.

2.5  Untersuchung von Apfelschalen frischer Apfel mit Ruifleckensymptomen

2.5.1 Probenahme, Gefriertrocknung, Mahlvorgang, Probenaufbereitung und
Extraktion

Ausgewidhlt wurden unterschiedliche Apfelsorten der Jahre 2000, 2001 und 2002. Dabei
wurden Proben aus dem Raum Bad Neuenahr-Ahrweiler, aus dem Stuttgarter Raum und dem
Raum Ravensburg entnommen. Es wurden nur solche Friichte als Probe mitgefiihrt, deren
Oberfliche mindestens zu 75 % mit rulfarbenen Mycelien bedeckt war. Die Beurteilung
erfolgte durch eine visuelle Bonitur.

Die Gefriertrocknung und das Mahlen der Proben erfolgten wie unter 2.4.2 beschrieben. Fiir
den Toxinnachweis aus getrockneten Apfelschalen frischer Apfel mit RuBfleckensymptomen
wurde wie unter 2.4.3 beschrieben verfahren.

2.6  Untersuchung von Apfelsaften
2.6.1 Probenauswahl

Es wurden sowohl naturtriibe als auch klare Safte — hier nur integrierter Anbau — untersucht.
Der extensive Apfelanbau wurde in der Art beriicksichtigt, dass auch Streuobstwiesensifte
analysiert wurden. Vorgaben waren, dass die Séfte zum einen aus integriertem Anbau und
zum anderen aus biologischem Anbau entstammen sollten. Aus dem Handel wurden 10
verschiedene Apfelséifte bezogen. Dabei handelte es sich um zwei klare Séfte, zwei naturtriibe
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Sidfte, einen naturtrilbben Apfelsaft mit Vitamin-C-Zugabe und um zwei naturtriibe Séfte aus
biologischem Anbau. Ein Streuobstwiesensaft aus integriertem Anbau sowie ein
Streuobstwiesensaft aus biologischem Anbau wurden ebenfalls analysiert. Ein Birnensaft aus
biologischem Anbau wurde mit in die Untersuchung aufgenommen, da die Symptome der
Ruflfleckenkrankheit auch an Birne auftreten kdnnen.

2.6.2 Probenaufbereitung und Extraktion

Zur Extraktion der Apfelsifte wurden jeweils 2,5 ml Apfelsaft in einen 50 ml-Scheidetrichter
gefiillt. Fiir die Quantifizierung wurden 100 pl des internen Standards Verrucarol (VOL, 10
ppm) und 100 pl des zweiten internen Standards T-2 Toxin-d; (T-2 ds, 10 ppm), die in
Methanol gelost worden waren, in den Scheidetrichter pipettiert. Nach Zugabe von 10 ml
Acetonitril / Wasser 84 / 16, wurde die Losung 2 Min ausgeschiittelt. Die Scheidetrichter
wurden 15 Min. in ein Ultraschallbad gestellt, wo sie zur Phasenentmischung 5 Min. belassen
wurden. Neun Milliliter der Oberphase wurden in ein Kulturréhrchen iiberfiihrt, dessen Inhalt
anschlieend durch die Myco-Sep-Saule gedriickt wurde. Oberhalb der Myco-Sep-Saule
wurden 4 ml des Uberstandes entnommen und mit Stickstoff bis kurz vor die Trockene
eingeengt. Nach Zugabe von einem Milliliter 50 % igem Methanol wurde die Messlosung in
ein braunes Autosampler-Glasflaschchen tliberfiihrt.

2.7  Untersuchung von Apfelmus
2.7.1 Probenauswahl

Apfelmus vier verschiedener Hersteller wurde bezogen. Auswahlkriterium war, dass die
Apfel, die fiir das Apfelmus verwendet wurden, entweder aus integrierter oder aus
biologischer Produktion Deutschlands stammten.

2.7.2 Probenaufbereitung und Extraktion

In einen 50 ml-Scheidetrichter wurden 5 g Apfelmus gefiillt. Fiir die Quantifizierung wurden
100 pl des internen Standards Verrucarol (VOL, 10 ppm) und 100 ul des zweiten internen
Standards T-2 Toxin-d; (T-2 ds;, 10 ppm), die in Methanol geldst worden waren, in den
Scheidetrichter pipettiert. Nach einer Zugabe von 10 ml Acetonitril / Wasser 84 / 16, wurde
die Losung zwei Min. ausgeschiittelt. Die Scheidetrichter wurden 15 Min. in ein
Ultraschallbad gestellt. Um 9 ml der Oberphase in ein Kulturréhrchen {iberfithren zu kénnen,
wurde der Scheidetrichter zur Sedimentation der Feststoffe einige Minuten stehen gelassen.
Mittels einer Zearalenon Myco-Sep-Sédule # 226 wurde der Extrakt aufgereinigt, und es
wurden 4 ml des Uberstandes der Sdule enthommen. Mit Stickstoff wurde die Losung bis
kurz vor die Trockene eingeengt. Nach Zugabe von einem Milliliter 50%igem Methanol
wurde die Messlosung in ein braunes Autosampler-Glasflaschchen iiberfiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analysenmethode HPLC/MS/MS
3.1.1 Extraktion und Probenaufbereitung

Die Korrekturfaktoren - abgeleitet von den jeweiligen Wiederfindungsraten - lagen bei
Fliissigkulturen fiir Nivalenol bei 1,23, fiir Deoxynivalenol bei 1,19, fiir Diacetoxyscirpenol
bei 1,45, fiir T-2 Toxin bei 1,05 und fiir Trichothecin bei 1,85. Bei Apfelschalen lagen die
Korrekturfaktoren fiir Nivalenol bei 1,67, fiir Deoxynivalenol bei 1,24, fiir
Diacetoxyscirpenol bei 2,15, fiir T-2 Toxin bei 2,08 und fiir Trichothecin bei 2,57. Bei
Apfelsaft zeigten sich Korrekturfaktoren fiir Nivalenol bei 0,98, fiir Deoxynivalenol bei 0,91,
fiir Diacetoxyscirpenol bei 1,24, fiir T-2 Toxin bei 1,33 und fiir Trichothecin bei 2,13. Die
Korrekturfaktoren bei Apfelmus betrugen fiir Nivalenol bei 1,12, fiir Deoxynivalenol bei
1,31, fiir Diacetoxyscirpenol bei 1,28, fiir T-2 Toxin bei 1,39 und fiir Trichothecin bei 2,22;
bezogen auf eine Zugabe in Hohe 500 ppb. Angaben fiir Trichothecolon entfallen, da dieser
Analyt nur qualitativ nachgewiesen werden konnte.

3.1.2 HPLC-Auftrennung und Detektion mittels HPLC-ESI(-/+)-MS/MS

Die kurze HPLC-Auftrennungszeit von 10 Minuten (22 Minuten inklusive Spiilvorgang und
Reequilibrierung) erlaubte einen hohen Probendurchsatz. In Abb. 10 ist das Chromatogramm
einer 250 ppb Standardlésung der sechs Typ A- und B-Trichothecene inklusive der internen
Standards zu sehen. Die absoluten Retentionszeiten bei gespiketen Nullkontrollen sowie bei
den externen Standards waren innerhalb von sechs Stunden &duferst stabil und variierten
hochstens um etwa 3 bis 6 sec. bei den polareren Analyten Nivalenol und Deoxynivalenol und
um etwa 1 sec. bei den restlichen Analyten wie T-2 Toxin etc. Alle analysierten
Trichothecene wurden basislinienorientiert aufgetrennt. Die Addukt-lonen wurden wahrend
des ersten Spriih- und Ionisierungsvorgangs in der lonenquelle erzeugt. In der nachfolgenden
Tabelle 11 sind die Addukt-Ionen (QI1-Masse), die Fragment-lonen (Q3-Masse), die
Retentionszeit (Rt-Zeit), der Flachenwert (A/c), die Halbhohenbreite (HHB) und die
Nachweisgrenze (NWGQG) der einzelnen Analyten im HPLC-ESI(-/+)-Massenspektrum nach
erfolgter Methodenentwicklung zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 11 Darstellung der Eltern-Ionen (erste Q1-Masse) mit den dazugehorigen
Quantifizierern (erste Q3-Masse) und den jeweiligen Qualifizierern (zweite
Q3-Masse), sowie deren Retentionszeit (Rt-Zeit), Flichenwert (A/c-Wert),

HHB (Halbho6henbreite) und NWG (Nachweisgrenze)

Analyt Q1-Masse | Q3-Masse Rt-Zeit A/c gemittelt HHB NWG
Nivalenol 371,1 281,1 5,91 min 79.100 10,3 sec 14,71 ppb
371,1 311,0 5,89 min 64.950 25,7 sec 20,53 ppb
Deoxynivalenol 355,1 295,1 7,04 min 108.500 7,7 sec 5,08 ppb
355,1 265,1 7,06 min 125.500 8,6 sec 5,68 ppb
Verrucarol 2842 2491 8,48 min 360.000 7,6 sec 1,16 ppb
284,2 231,1 8,47 min 190.600 6,9 sec 0,95 ppb
Trichothecolon 2822 211,1 8,53 min - 7,3 -
282,2 229,1 8,53 min -- 6,6 --
Trichothecolon-Acetat 3240 211,1 - - - -
324,0 229,1 - -- - --
Diacetoxyscirpenol 384,2 307,1 9,95 min 1,53 Mio 5,9 sec 1,16 ppb
384,2 229,1 9,94 min 840.500 6,0 sec 1,51 ppb
T-2 Toxin 4842 305,2 11,00 min 1,17 Mio 5,9 sec 1,01 ppb
484,2 2152 11,00 min 909.500 6,1 sec 1,62 ppb
T-2 Toxin d; 487,3 308,1 11,00 min 380.000 5,6 sec 0,54 ppb
487,3 215,2 11,01 min 282.000 5,8 sec 0,44 ppb
Trichothecin 350,2 211,1 11,03 min 52.850 4,0 sec 21,78 ppb
350,2 229,1 11,06 min 51.450 4,6 sec 9,32 ppb

Fiir die negativ ionisierten Analyten erwies sich [M+Ac] als das am besten geeignetete lon.
Bei den positiv ionisierten Analyten zeigte sich, dass mit [M+NH,4]" die besten Ergebnisse zu
erzieclen waren. Bei der Auswahl der verschiedenen Ionen-Ubergange (Q1-Masse in
Kombination mit Q3-Masse) wurde genau darauf geachtet, dass keine Fragmente genommen
wurden, die lediglich das Resultat eines simplen Hydrolysevorgangs, einer Adduktabspaltung
oder sonstigen Storungs- bzw. Verunreinigungs-Effekte (Kunststoffreste etc.) darstellen. An
dieser Stelle wird auf den Contamination Finder Knowledge Base Version 1.1 verwiesen.
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Abb. 10 HPLC-ESI(-/+)-MS/MS Basispeak-Chromatogramm einer 250 ppb
Standardlosung der Mycotoxine Nivalenol (5,9 Min.) und Deoxynivalenol
(7,1 Min.) im Negativmodus, sowie von Trichothecolon und Verrucarol
(8,4 Min. in einem Peak; zwei Spuren im Hintergrund),
Diacetoxyscirpenol (9,9 Min.) und T-2 Toxin, T-2 Toxin d3 und
Trichothecin (11 Min.; ebenfalls in einem Peak, hinter dem mehrere
Einzelspuren verborgen sind)

3.2  Untersuchung von Fliissigkulturen der Pilzisolate

Die Analysenserien ergaben, dass sich die Mycotoxine Trichothecin und Trichothecolon
ausschlieBlich im Kulturfiltrat von Trichothecium roseum (Pers.: Fr.) Link, dem Erreger der
Rosafdule, z.B. an Weinbeeren nachweisen lieBen. Dieser Pilz stellt als Referenz-Pilzisolat
eine Art Positivkontrolle dar. Isolate von Peltaster fructicola Johnson, Sutton und Hodges,
Phialophora sessilis de Hoog, Mycosphaerella sp., Tripospermum myrti (Lind) S.J. Hughes
und Tripospermum camelopardus Ingold, Dann & P.J. McDougall bildeten weder
Trichothecin noch Trichothecolon noch eines der anderen analysierten Trichothecene. Auch
in den Flissigkulturen der aus den USA stammenden Isolate von Erregern der
RuBfleckenkrankheit konnten diese Toxine nicht gefunden werden.
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Tab.12 Untersuchung von Fliissigkulturen der Pilzisolate einiger Erreger der
Rulifleckenkrankheit sowie von Trichothecium roseum als Positivkontrolle;
Analyten: NIV — Nivalenol, DON — Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon,
DAS - Diacetoxyscirpenol, T-2 — T-2 Toxin, TIN — Trichothecin; < NWG :
unterhalb der Nachweisgrenze

NIV DON TON DAS T-2 TIN
8 Isolate
<NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Peltaster fructicola
3 Isolate

<NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Phialophora sessilis

1 Isol
solate <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG

Tripospermum myrti

1 Isolat <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

Tripospermum camelopardus

1 Isolat <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

Mpycosphaerella sp.

5 Isolate (USA)

Peltaster fructicola

<NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

1 Isolat
s <NWG | <NWG | Spuren | <NWG | <NWG | 3,8ppm

Trichothecium roseum

[T Eoemuie 1 (77 et ) o . B CH 2200 L

Abb.11  HPLC-ESI(-/+)-MS/MS Basispeak-Chromatogramm eines Extraktes der
Fliissigkultur von Trichothecium roseum mit Auftreten der beiden
Mycotoxine Trichothecolon bei 8,2 Min. und Trichothecin bei 10,9 Min
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33 Untersuchung von mit RuBfleckenerregern inokulierten Apfeln

Die Untersuchung von getrockneten Apfelschalen frischer Apfel, die einige Wochen zuvor
mit verschiedenen Erregern der RuBfleckenkrankheit inokuliert worden waren, ergab, dass
sich in keiner Probe Mycotoxine finden lieen. Es zeigte sich das gleiche Bild wie bei den
Fliissigkulturen, dass auch die mit Erregern aus den USA inokulierten Apfelschalen frei von
Toxinen waren.

Tab. 13  Untersuchung von mit RuBfleckenerregern inokulierten Apfeln; Analyten:
NIV — Nivalenol, DON - Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon, DAS —
Diacetoxyscirpenol, T-2 — T-2 Toxin, TIN - Trichothecin; < NWG
unterhalb der Nachweisgrenze

NIV DON TON DAS T-2 TIN
8 Isolate
<NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Peltaster fructicola
3 Isolate

<NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Phialophora sessilis

1 Isol
solate <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG

Tripospermum myrti

1 Isolat <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

Tripospermum camelopardus

1 Isolat <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

Mpycosphaerella sp.

5 Isolate (USA)

Peltaster fructicola

<NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

1 Isolat <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG

Trichothecium roseum

3.4  Untersuchung von Apfelschalen frischer Apfel mit RuBfleckensymptomen

Analysiert wurden Apfelschalen mit RuBlfleckensymptomen. Dabei handelte es sich im Jahr
1999 um Proben der Sorten 'Sir Prize’, "Topaz’, ‘Querina’ und "Hilde' aus Bavendorf, im
Jahr 2001 um Proben der Sorten *Goldrush®, "Topaz’, ‘Boskoop’, 'Pilot’, *Glockenapfel’ aus
dem Raum Stuttgart und im Jahr 2002 um Proben der Sorten "Goldrush®, "Sir Prize’, "Vesga’
aus dem Raum Bad Neuenahr-Ahrweiler. Es fanden sich weder Trichothecin noch
Trichothecolon in den Proben.
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Tab. 14  Untersuchung von Apfelschalen frischer Apfel mit Rufifleckensymptomen;
Analyten: NIV — Nivalenol, DON — Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon,
DAS - Diacetoxyscirpenol, T-2 — T-2 Toxin, TIN — Trichothecin; < NWG :
unterhalb der Nachweisgrenze

NIV DON TON DAS T-2 TIN

Jahr 2002 - Raum Ahrweiler;
‘Goldrush’, 'Sir Prize’, "Vesga’

<NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG

Jahr 2001 - Raum Stuttgart;
“Goldrush’, "Topaz’, ‘Boskoop’, <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG
"Pilot’, "Glockenapfel”

Jahr 1999 — Bavendorf; 'Sir Prize’,

"Topaz’, "Querina’, "Hilde’

<NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG

3.5  Untersuchung von Apfelsiften

Beprobt wurden klare und naturtriibe Apfelsdfte aus integriertem Anbau, ein naturtriiber
Apfelsaft mit Vitamin C-Zusatz aus ebenfalls integriertem Anbau, naturtriibe Apfelséfte aus
biologischem Anbau, Streuobstwiesenséifte sowohl aus Bioanbau als auch aus integriertem
Anbau sowie ein Birnensaft aus Bioanbau. Die Untersuchung dieser Sifte zeigte, dass alle
Proben frei von Trichothecin und Trichothecolon und den anderen Analyten waren.

Tab. 15 Untersuchung von Apfelsiften; Analyten: NIV — Nivalenol, DON -
Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon, DAS — Diacetoxyscirpenol, T-2 — T-2
Toxin, TIN — Trichothecin; < NWG : unterhalb der Nachweisgrenze; IPM —
aus integrierter Produktion, BIO — aus biologischer Produktion

NIV DON TON DAS T-2 TIN

Apfelsaft [PM - <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG
klar

Apfelsaft IPM - naturtriib <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Apfelsaft [PM - <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG | <NWG
Vit. C Zusatz

Apfelsaft BIO - naturtriib <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Streuobstwiesensaft [IPM <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Streuobstwiesensaft BIO <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Birnensaft BIO - naturtriib <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
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3.6  Untersuchung von Apfelmus

Es wurden vier verschiedene Apfelmussorten aus Deutschland auf ein Vorkommen von
Mycotoxinen untersucht. Dabei stammten zwei der Apfelmussorten aus integriertem Anbau,
sowie die beiden anderen Sorten aus biologischem Anbau. Die Analyse ergab, dass alle
Apfelmussorten frei von den untersuchten Toxinen waren.

Tab.16 Untersuchung von Apfelmus; Analyten: NIV — Nivalenol, DON -
Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon, DAS — Diacetoxyscirpenol, T-2 — T-2
Toxin, TIN — Trichothecin; < NWG : unterhalb der Nachweisgrenze; IPM —
aus integrierter Produktion, BIO — aus biologischer Produktion

NIV DON TON DAS T-2 TIN

Apfelmus IPM <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Nordrhein-Westfalen

Apfelmus IPM <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Baden-Wiirttemberg

Apfelmus BIO <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Nordrhein-Westfalen

Apfelmus BIO <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG <NWG
Niedersachsen

4 Diskussion

Die Untersuchung der Fliissigkulturextrakte von Erregern der RuBfleckenkrankheit, die in
Deutschland von befallenen Apfelfriichten abisoliert worden waren, ergab, dass diese frei von
den bislang bekannten Mycotoxinen waren. Daher wurden Fliissigkulturen mit Isolaten aus
den Siidstaaten der USA angesetzt, um zu sehen, ob diese Toxine bildeten. Das Resultat war,
dass sich auch in dieser Variante keine Mycotoxine finden lieBen. Venkatasubbaiah et al.
hatten 1995 die Trichothecene Trichothecolon und Trichothecolon-Acetat sowie andere
Metabolite in Fliissigkulturen eines Peltaster fructicola-Isolates mit der Bezeichnung 2C3F1
bzw. ATCC 76560, isoliert von Apfelfriichten in North Carolina, USA, mittels HPLC/UV
nachgewiesen. Leider war es mangels Verfligbarkeit nicht moglich, dieses Isolat bei der
American Type Culture Collection zu beziehen. Bedauerlicherweise ist auch das
Riickstellisolat, welches sich bei Prof. Sutton der North Carolina State University in Raleigh,
NC, USA befand, abhanden gekommen. Daher war es fiir uns nicht moglich, den
Positivbefund von Venkatasubbaiah und Mitarbeitern (1995) zu bestétigen. Trichothecolon-
Acetat hemmte das Wachstum von Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioides,
Botryosphaeria dothidea, B. obtusa und Peltaster fructicola in vitro. Die Autoren stellten die
Hypothese auf, dass die Fahigkeit von P. fructicola diese Toxine zu produzieren, ihn in die
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Lage versetzt mit Botryosphaeria spp. und Colletotrichum spp. auf der Apfelkutikula zu
konkurrieren. Die Rolle dieser Toxine bei der Etablierung und dem Wachstum von P.
fructicola auf der Apfelkutikula und ihrer Gegenwart auf P. fructicola-infizierten Friichten
wurde noch nicht geklart (VENKATASUBBAIAH, 1995).

Eine andere Erkldrung fiir das Auftreten von Toxinen in den Pilzstimmen der Isolate von T.B.
Sutton und Mitarbeitern konnte der Umstand sein, dass Pilzrassen aus subtropisch-feuchten
Regionen wie North und South Carolina, USA, Mycotoxine bilden, um sich auf Grund des
stirkeren Konkurrenzdruckes gegen andere Pilze auf der Fruchtoberfliche besser
durchzusetzen. Beispielsweise weisen Apfelsifte aus Nordafrika im Allgemeinen gewisse
Mengen an Ochratoxinen und Aflatoxinen auf, wihrend diese Toxine in mitteleuropdischen
Apfelsiften keine Rolle als Kontaminanten spielen (ABDEL-SATER et al. 2001). Hier setzt
auch der weitergehende Forschungsbedarf an. Es sollen am Institut fiir Gartenbauwissenschaft
Untersuchungen initiiert werden, die Isolate von ein und derselben Pilzart aus verschieden
warmen Regionen der Erde auf ihr Toxin-Bildungsverhalten hin untersuchen.

Des Weiteren gibt es Hinweise, dass viele Pilze nur unter bestimmten Stresssituationen
Mycotoxine produzieren. Hinzu kommt, dass die dem Pilz zur Verfiigung stehenden
Nahrstoffe, insbesondere deren Stickstoff- und Kohlenstoffgehalte und die Art der
angebotenen Nihrstoffe, einen wesentlichen Einfluss auf die Mycotoxinbildung zu haben
scheinen. Hier besteht nach wie vor grof3er Forschungsbedarf.

Letztlich kénnen Fehlpeaks auch der Grund dafiir sein, dass Venkatasubbaiah und Mitarbeiter
glaubten, die zuvor erwdhnten Mycotoxine gefunden zu haben. Betrachtet man die
Probenaufbereitung und die Technik, mit der diese Autoren damals ihre Proben analysiert
haben, so ist es durchaus moglich, dass sie eine Matrixstorung oder ein Verschleppungs-
phidnomen als positiven Befund gedeutet hatten. In unserem Labor traten im ersten Monat der
vorliegenden Untersuchungsreihe zahlreiche falsch-positive Befunde auf, die durch die
Verwendung des verschleppungsarmen Probengebers HTC-PAL der Fa. CTC allerdings dann
sofort beseitigt werden konnten (s. unten).

Mit Anwendung der HPLC/MS/MS-Technologie, die bei der vorliegenden Untersuchung zum
Einsatz kam, ist man in der Lage, einen Analyten iiber vier Identifikationspunkte sicher zu
identifizieren: 1.) Retentionszeit, 2.) QIl-Masse (Eltern-lon), 3.) die Q3-Masse des
Hauptfragment-lons (Quantifizierer) und 4.) eine zweite Q3-Masse eines anderen Fragment-
Ions (Qualifizierer).

Zunichst wird ein Analyt anhand seiner Retentionszeit grob bestimmt z.B. T-2 Toxin bei ca.
11 Minuten. Hinter dem Peak im Chromatogramm siehe Tabelle 10 verbergen sich allerdings
zahlreiche Einzelspuren verschiedener Analyten. Das Massenspektrometer sollte als
Vielkanalanalysator angesehen werden, da die Quantifizierung zahlreicher Analyten mit
identischer Retentionszeit ohne weiteres mdglich ist. Die Einzelspur von T-2 Toxin anhand
der Q1-Masse 484,2 kann zur Identifizierung herangezogen werden (Identifizierung {iber das
Eltern-Ion). Es ist aber nicht auszuschliefen, dass Isomere dieses Analyten vorkommen, die
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ebenfalls in der Lage sind, zur gleichen Retentionszeit eluiert zu werden und dieses
spezifische Addukt bzw. Eltern-lon von 484,2 zu bilden. Daher schlieft sich eine
Fragmentierung an, bei der hochspezifische Fragmente entstehen. Der Analyt T-2 Toxin wird
anhand seiner ersten Q3-Masse 305,2 (1. Fragment / Quantifizierer) ein drittes Mal
identifiziert. Um jegliches Risiko auszuschlieBen, wird die zweite Q3-Masse 215,2 (2.
Fragment / Qualifizierer) hinzugezogen, da mit 99,9% Sicherheit (Angabe Applied
Biosystems) keine weitere Substanz in der Lage ist, zur gleichen Zeit zu retenieren, das
gleiche Addukt zu bilden und gleich zwei der hochspezifischen Fragmente zu bilden.
Venkatasubbaiah und Mitarbeiter verfiigte 1995 lediglich iiber eine einfache HPLC/UV
Technologie, die eine Absicherung der Analyten bzw. der Analyse nur iiber zwei
Identifikationspunkte, ndmlich die Retentionszeit in Kombination mit der jeweiligen
Wellenldnge, erlaubt. Die UV-Detektion der Trichothecene muss im untersten Wellen-
langenbereich vorgenommen werden und ist damit vergleichsweise unspezifisch. Hinzu
kommt, dass der damals verwendete Autosampler der HP 1090-Serie leicht zu nicht
unerheblichen Verschleppungen fiihren kann, da er weder in Lage ist, das Injektionssystem,
noch das Injektionsventil mit organischen Losemitteln zu spiilen, bevor eine weitere Probe
injiziert wird. Auch wurden die Proben nicht gekiihlt, was ebenfalls zu verfdlschten
Ergebnissen gefiihrt haben konnte.

Diese Problematik wurde bei der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Technologie gelost,
indem ein CTC HTC-PAL fiir die Injektionen verwendet wurde. Dieser Probengeber ist in
der Lage, bis zu 324 verschiedene Proben zu kiihlen und seine HPLC-Injektionsspritze sowie
sein Injektionsventil mit zwei unterschiedlich polaren, beliebig auswéhlbaren organischen
Losemitteln zu spiilen. Eine Verschleppung durch hinter den Teflonstof3el gelangende
Probenlosung wird vermieden, indem zwischen TeflonstoBel und Probenfliissigkeit eine
Luftblase eingefiigt wurde.

Die relativ geringen Wiederfindungsraten lassen sich dadurch erkldren, dass es sich bei
Apfelprodukten um eine sehr diffizile Matrix handelt, die zu erheblichen Signalreduzierungen
fiihrt. Bei der Entwicklung einer Multimethode miissen Kompromisse unter den einzelnen
Analyten gefunden werden, was ebenfalls zu schlechteren Signalen fiihrt. Die vorliegende
Untersuchung sollte ein erstes Screening nach Mycotoxin-Vorkommen im Zusammenhang
mit der RuBfleckenkrankheit an Apfel sein. In kurzer Zeit sollten moglichst viele
Apfelprodukte untersucht werden. Daher war die Ausarbeitung einer fiir jeden einzelnen
Analyten optimierten = Nachweismethode nicht das Ziel. Dennoch wiére bei einem
Vorkommen von Mycotoxinen in toxikologisch relevanten Konzentrationen, bei
Deoxynivalenol beispielsweise 500 ppb, ein deutliches und groB3es Signal erkennbar gewesen.
Solche Analysen mit ausreichend grolen HPLC-Peaks von Trichothecenen werden in
unserem Labor routineméfig an Proben mit kontaminiertem Getreide durchgefiihrt (Meyer et
al. 2003).

Trichothecolon-Acetat konnte nur mit Einschrdnkungen analysiert werden, da es als Standard
nicht zu beschaffen war. Die vermutliche Q1-Masse des Addukt-Ions wurde aufgrund der
verfiigbaren Strukturformel errechnet, indem zu dem Molekulargewicht von Trichothecolon-
Acetat das Molekulargewicht des Ions (H bzw. NH4") addiert wurde. Um Q3-Massen zu
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erhalten, wurde davon ausgegangen, dass Trichothecolon-Acetat in der Lage ist, die gleichen
Fragmente zu bilden wie Trichothecolon oder Trichothecin. Die vermutliche Retentionszeit
lieB sich ebenfalls ungefihr einordnen. Da Trichothecolon-Acetat unpolarer als
Trichothecolon ist, miisste es, falls es vorgekommen wire, nach Trichothecolon auftreten.

Aufgrund der bisher vorliegenden Ergebnisse liegen keinerlei Hinweise vor, dass deutsche
Apfel oder Apfelprodukte mit Mycotoxinen aus der Gruppe der Trichothecene kontaminiert
sind. Daher ist nach bisherigen Erkenntnissen keine Gefahrdung der deutschen Verbraucher
durch den Konsum heimischer Apfelprodukte gegeben. Ohne weitergehende Untersuchungen
lasst sich nicht endgiiltig kldren, ob die Erreger der RuBfleckenkrankheit aus anderen
Herkiinften als den hier ausgewihlten deutschen Bundesldandern in der Lage sind, Mycotoxine
zu bilden. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass viele Pilze nur unter bestimmten
Stresssituationen Mycotoxine produzieren. Hinzu kommt, dass die dem Pilz zur Verfiigung
stehenden Nihrstoffe, insbesondere deren Stickstoff- und Kohlenstoff-Gehalte, einen
wesentlichen Einfluss auf die Mycotoxinbildung zu haben scheinen. Hier besteht nach wie
vor groBBer Forschungsbedarf. Auch wére zu klédren, ob die in Betracht gezogenen Erreger der
RuBfleckenkrankheit {iber die fiir eine Mycotoxin-Synthese notwendigen Gene verfiigen.

5 Zusammenfassung

Bei Obst, Weinbeeren und Niissen konnen verschiedene Mycotoxine nach Pilzbefall
auftreten; Beispiele sind Patulin in Apfelsaft, hervorgerufen durch Friichte mit Faulstellen,
Trichothecin in Weinbeeren durch Befall mit Rosafdule und Aflatoxine an pilzbefallenen
Niissen. Mycotoxine spielen als mdgliche Ursache fiir latente Lebensmittelintoxikationen
oder Krebserkrankungen eine Rolle. Eine in neuerer Zeit vermehrt beobachtete Pilzkrankheit
bei Apfeln ist die RuBfleckenkrankheit (engl. Apple sooty blotch disease), die mittlerweile
mit zunehmender Tendenz bei Friichten nicht nur aus organischem Anbau auftritt. In
manchen Betrieben werden die befallenen Friichte zur Saftherstellung oder zur Produktion
von Apfelmus und Trockenfriichten verwendet, so dass der Verbraucher alle diejenigen
Sekundérstoffe, die moglicherweise von den pilzlichen Erregern dieser Krankheit synthetisiert
werden, mit dem betreffenden Lebensmittel aufnimmt.

Die Gefahr des Befalls mit Rullfleckenerregern steigt mit verminderten Einsatz von
Fungiziden sowie mit dem vermehrten Anbau schorfresistenter Apfelsorten, die in der Regel
wenigen oder keinen Fungizidspritzungen ausgesetzt sind. Dies trifft vor allem im
Okologischen Anbau zu. In den USA wurde nachgewiesen, dass die Krankheit durch einen
Erregerkomplex verursacht wird. Zu den Erregern dort zdhlen die Pilze Geastrumia
polystigmatis, Leptodontidium elatius und Peltaster fructicola. In Deutschland wurden als
RuBflecken-Erzeugende Pathogene neben Peltaster fructicola die Pilze Phialophora sessilis,
Tripospermum myrti und Tripospermum camelopardus identifiziert. Im Jahr 1995 wurde eine
amerikanische Studie verdffentlicht, wonach der Deuteromycet Peltaster fructicola Johnson,
T. B. Sutton & Hodges in Fliissigkultur zwei Mycotoxine aus der Substanzklasse der
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Trichothecene produziert: Trichothecolon und Trichothecolon-Acetat (VENKATASUBAIAH
et al. 1995). Trichothecolon ist das Hydrolyseprodukt von Trichothecin, ein Mycotoxin, das
auch bei Fusarium- und Trichothecium-Befall von Weizen und anderen Getreidearten
gebildet wird (ISHII et al., 1986). Da P. fructicola einer der Erreger der Rullfleckenkrankheit
an Apfeln und Birnen ist, wird erneut die Problematik der Verwertung von pilzbefallenem
Obst in den Mittelpunkt des Interesses geriickt. Trichothecolon ist die direkte Biosynthese-
Vorstufe von Trichothecin. Es kann daher ohne genaue chemische Analysen nicht
ausgeschlossen werden, dass P. fructicola zusétzlich noch das sehr viel gefahrlichere
Trichothecin bildet.

Es wurde gepriift, ob aus Deutschland stammende Isolate von P. fructicola und P. sessilis in
der Lage sind, die Mycotoxine Trichothecin und Trichothecolon sowie zusétzlich Nivalenol,
Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol und T-2-Toxin in vitro zu bilden, und ob in
Apfelschalen, die Symptome der RuBlfleckenkrankheit aufwiesen — inokuliert und natiirlich
befallen-, diese Mycotoxine vorkommen. Auflerdem wurden Apfelsdfte und Apfelmussorten
unterschiedlicher Herkunft analysiert.

Die Analyse der Mykotoxine erfolgte mittels HPLC/MS/MS. Im Vergleich zu anderen
Analysenmethoden erfordert diese Methode weder eine Derivatisierung der Proben, wie bei
gaschromatographischen Verfahren, noch ist eine sehr aufwendige Probenaufbereitung wie
bei HPLC/UV notwendig. Die deutlichen Vorteile der HPLC/MS/MS liegen in der hohen
Spezifitdt und Sensitivitdt. Hinzu kommt, dass Multimethoden entwickelt werden kdnnen, mit
deren Hilfe man in den jeweiligen Proben zahlreiche Analyten gleichzeitig in einem HPLC-
Lauf quantifizieren kann. Die dargestellte Methode ist eine schnelle und sensitive Methode
fir die Detektion der Typ A- und Typ-B Trichothecene. Die von anderen Methoden
bekannten Probleme hinsichtlich der Quantifizierung, wie beispielsweise nichtlineare
Eichgeraden, Matrixstorungen, Fehlpeaks, die einen positiven Befund implementieren,
konnten mit diesem Nachweisverfahren umgangen werden, da die Methode die
Identifizierung eines Analyten iiber vier Identifikationspunkte erlaubt: a) die Retentionszeit,
b) die Q1-Masse (Eltern-Ion) c) die erste Q3-Masse (Quantifizierer) d) eine zweite Q3-Masse
(Qualifizierer).

Die Mycotoxine Trichothecin und Trichothecolon konnten in der Flissigkultur von
Trichothecium roseum, Referenz-Pilzisolat fiir diese Metabolite, nachgewiesen werden. In
den Fliissigkulturen von Peltaster fructicola, Phialophora sessilis, Mycosphaerella sp.,
Tripospermum myrti und Tripospermum camelopardus fanden sich hingegen keine Toxine.
Die Untersuchung der mit den RuBfleckenerregern inokulierten Apfel ergab, dass sich
ebenfalls keiner der Analyten in den Proben finden lie. Auch die getrockneten Schalen
frischer deutscher Apfel, die von diesen Pilzen besiedelt waren, enthielten diese Mycotoxine
nicht. In den untersuchten Apfelsiften und Apfelmussorten konnten unabhéngig von der
Herkunft aus deutscher integrierter oder 6kologischer Produktion keine Mycotoxine detektiert
werden.
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Aufgrund der bisher vorliegenden Ergebnisse liegen keinerlei Hinweise vor, dass
Apfelfriichte oder Apfelprodukte mit Mycotoxinen aus der Gruppe der Trichothecene
kontaminiert sind. Dennoch sind weitergehende Untersuchungen erforderlich, da es Hinweise
gibt, dass viele Pilze nur unter bestimmten Stresssituationen Mycotoxine produzieren. Hinzu
kommt, dass die dem Pilz zur Verfiigung stehenden Néhrstoffe, insbesondere deren
Stickstoff- und Kohlenstoff-Gehalte, einen wesentlichen Einfluss auf die Mycotoxinbildung
zu haben scheinen. Des Weiteren ist zu untersuchen inwiefern eine Mycotoxinproduktion von
der jeweiligen, klimatisch unterschiedlichen Herkunft der Erreger abhéngig ist. Auch wére zu
kldaren, ob die in Betracht gezogenen Erreger der RuBlfleckenkrankheit iiber die fiir eine
Mycotoxin-Synthese notwendigen Gene verfiigen. Hier besteht nach wie vor grof3er
Forschungsbedarf.

6 Schlussfolgerungen fiir die Umsetzung in die Praxis

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass weder in Fliissigkulturen der einzelnen Erreger
der RuBfleckenkrankheit, in Schalen befallener Apfelfriichte noch in Apfelsiften die
Trichothecene Trichothecin und Trichothecolon vorkommen. Auch die zusdtzlich analysierten
Toxine Nivalenol, Deoxynivalenol, Diacetoxyscirpenol und T-2 Toxin wurden nicht
gefunden. Aufgrund der bisher vorliegenden Ergebnisse liegen keinerlei Hinweise vor, dass
hiesige Apfel oder Apfelprodukte mit Mycotoxinen aus der Gruppe der Trichothecene
kontaminiert sind. Dennoch sind weitergehende Untersuchungen erforderlich, da es Hinweise
gibt, dass viele Pilze nur unter bestimmten Stresssituationen Mycotoxine produzieren. Hinzu
kommt, dass die dem Pilz zur Verfiigung stehenden Néhrstoffe, insbesondere deren
Stickstoff- und Kohlenstoff-Gehalte, einen wesentlichen Einfluss auf die Mycotoxinbildung
zu haben scheinen. Auch wire zu kldren, ob die in Betracht gezogenen Erreger der
RuBfleckenkrankheit {iber die fiir eine Mycotoxin-Synthese notwendigen Gene verfligen. Hier
besteht nach wie vor groBBer Forschungsbedarf.
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8 Konsequenzen fiir evtl. weitere Forschungsaktivititen

Es empfiehlt sich bei weiteren Forschungsaktivitdten auf diesem Gebiet, gezielt eine mdgliche
Mycotoxinproduktion in Abhéngigkeit der klimatisch bedingten Herkunft der
RuBfleckenerreger detailliert zu untersuchen, was aus zeitlichen und finanziellen Griinden in
dieses Projekt nicht einbezogen werden konnte. Auch wire zu kldren, ob die in Betracht
gezogenen Erreger der RuBfleckenkrankheit iiber die fiir eine Mycotoxin-Synthese
notwendigen Gene verfiigen.

9 Mitteilung iiber evtl. schiitzenswerte Nutzungsrechte

keine

10 Liste iiber Veroffentlichungen

Die Ergebnisse und die grundsitzliche Problematik wurden in der BGDL-Schriftenreihe Band
21, (2003) von Feldmann, T., Oertel, B., Steiner, U. und Noga, G., mit dem Titel ,Sind die
Erreger der RuBlfleckenkrankheit beim Apfel potentielle Mykotoxinbildner?” publiziert.

Eine ausfiihrlichere Version dieser Verdffentlichung befindet sich in Vorbereitung und wird
nach Erscheinen als Sonderdruck nachgereicht.

11 Liste iiber Vortrige

Die Thematik und eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Studie wurden in einem
Vortrag mit dem Titel ,Sind die Erreger der Rullfleckenkrankheit beim Apfel potentielle
Mykotoxinbildner?” bei der 40. Gartenbauwissenschaftlichen Tagung vom 26.02.-01.03.2003
in Freising bei Miinchen présentiert.

12 Liste iiber Posterprisentationen, Vorfithrungen und Demonstrationen

Die komplexe Analysentechnologie wurde im Rahmen des Besuchs von Professor T.B.
Sutton der North Carolina State University, der eine bedeutende Kompetenz auf dem Gebiet
der RuBfleckenkrankheit besitzt, demonstriert und die gesamte Thematik und Problemstellung
ausfiihrlich diskutiert.
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13 Kurzfassung

In den Anbaugebieten der gemiBigten Klimazonen ist die RuBfleckenkrankheit eine haufig
auftretende Pilzkrankheit beim Apfel (Malus x domestica Borkh.). Die Gefahr des Befalls mit
RuBfleckenerregern steigt durch einen verminderten Einsatz von Fungiziden sowie mit dem
vermehrten Anbau schorfresistenter Apfelsorten, die ebenfalls in der Regel wenigen oder
keinen Fungizidspritzungen ausgesetzt sind. Dieses trifft vor allem im 6kologischen Anbau
zu. In den USA wurden 1993 in einer Fliissigkultur eines Peltaster fructicola-Isolates, einem
der pilzlichen Erreger der RuBfleckenkrankheit, die Mycotoxine Trichothecolon und
Trichothecolon-Acetat gefunden. Daher wurden die in Deutschland als Erreger der
RuBfleckenkrankheit geltenden Pilze auf ihre Fahigkeit untersucht, Mycotoxine der Gruppe
der Trichothecene zu bilden. Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass weder in
Fliissigkulturen der einzelnen Erreger der Rullfleckenkrankheit, noch in Schalen befallener
Apfelfriichte, noch in Apfelsiften die Trichothecene Trichothecin und Trichothecolon
vorkommen. Auch die zusétzlich analysierten Toxine Nivalenol, Deoxynivalenol,
Diacetoxyscirpenol und T-2 Toxin wurden nicht gefunden. Aufgrund der bisher vorliegenden
Ergebnisse liegen keinerlei Hinweise vor, dass deutsche Apfelfriichte oder Apfelprodukte mit
Mycotoxinen aus der Gruppe der Trichothecene kontaminiert sind. Dennoch sind
weitergehende Untersuchungen erforderlich, da es Hinweise gibt, dass viele Pilze nur unter
bestimmten Stresssituationen Mycotoxine produzieren. Hinzu kommt, dass die dem Pilz zur
Verfiigung stehenden Néhrstoffe, insbesondere deren Stickstoff- und Kohlenstoff-Gehalte,
einen wesentlichen Einfluss auf die Mycotoxinbildung zu haben scheinen. Des Weiteren ist
zu untersuchen, inwiefern eine Mycotoxinproduktion von der jeweiligen, klimatisch
unterschiedlichen Herkunft der Erreger abhédngig ist. Auch wére zu klédren, ob die in Betracht
gezogenen Erreger der RuBlfleckenkrankheit iiber die notwendigen Gene fiir eine Mycotoxin-
Synthese verfiigen. Hier besteht nach wie vor grof3er Forschungsbedarf.



45

Anhang
Verzeichnis der Abbildungen

Seite
Abb. 1 Apfelfrucht, befallen mit Erregern der RuB3fleckenkrankheit 2
Abb. 2 Biosynthese-Weg der Trichothecene 5
Abb. 3 Strukturformel von Trichothecin 6
Abb. 4 Strukturformel von Trichothecolon 6
Abb. 5 Strukturformel von Nivalenol 7
Abb. 6 Sturkurformel von Deoxynivalenol 7
Abb. 7 Strukturformel von T-2 Toxin 7
Abb. 8 Strukturformel von Diacetoxyscirpenol 8
Abb. 9 SLS 03 Evaporator ,,Sweet Little Sixteen®” 22
Abb. 10 HPLC-ESI(-/+)-MS/MS Basispeak Chromatogramm einer 250 ppb 28

Standardldsung der Mycotoxine Nivalenol (5,9 Min.) und
Deoxynivalenol (7,1 Min.) im Negativmodus, sowie von Trichothecolon
und Verrucarol (8,4 Min. in einem Peak; zwei Spuren im Hintergrund),
Diacetoxyscirpenol (9,9 Min.) und T-2 Toxin, T-2 Toxin d3 und
Trichothecin (11 Min.; ebenfalls in einem Peak, hinter dem mehrere
Einzelspuren verborgen sind, dargestellt).

Abb. 11 HPLC-ESI(-/+)-MS/MS Basispeak-Chromatogramm eines Extraktes der 29
Flissigkultur von Trichothecium roseum mit Auftreten der beiden
Mycotoxine Trichothecolon bei 8,2 Minuten und Trichothecin bei 10,9
Minuten

Verzeichnis der Tabellen

Seite
Tab. 1 LDso-Werte von Trichothecenen; Quellen: 1 — COLE and COX, 1981, 2 8
— UENO, 1983, 3 — TATSUNO et al., 1968, 4 — TAMM and TORI,
1984, 5 - GLATZ et al., 1966, 6 — Toxicol. Appl. Pharmacol. (1975) 31,
465 1975
Tab. 2 Grenzwerte fiir Fusarium-Mycotoxine Deoxynivalenol (DON) und 9

Zearalenon (ZON); Quelle: (FAO 1997; ROSNER et al. 1995)

Tab. 3 Enstellungen der Parameter der lonenquelle 14



Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10

11

12

13

46

Ubersicht Ioneniibergiinge (Q1- und Q3-Massen), Declustering Potential
(DP), Focusing Potential (FP), Entrance Potential (EP), Collision
Engergy (CE) und Collision Cell Exit Potential (CXP). Fett gedruckt
sind die Quantifizierer, normal gedruckt die Qualifizierer

Bezeichnung der Isolate der Gattung Peltaster fructicola Johnson,
Sutton und Hodges (Baden-Wiirttemberg und Nordrhein-Westfalen,
Deutschland)

Bezeichnung der Isolate der Gattung Phialophora sessilis de Hoog,
(Baden-Wiirttemberg, Deutschland)

Bezeichnung der Isolate von Tripospermum myrti (Lind) S. J. Hughes
und Triposperumum camelopardus Ingold, Dann & P. J. McDougall,
(Baden-Wiirttemberg)

Bezeichnung des Isolates von Trichothecium roseum (Pers.: Fr.) Link,
(Nordrhein-Westfalen, Deutschland)

Bezeichnung des Isolates mit einer mutmallichen Zuordnung zur
Gattung Mycosphaerella, (Baden-Wiirttemberg, Deutschland)

Bezeichnung der Isolate von Peltaster fructicola Johnson, Sutton und
Hodges - Referenzisolate aus den USA

Darstellung der Eltern-Ionen (erste Q1-Masse) mit den dazugehodrigen
Quantifizierern (erste Q3-Masse) und den jeweiligen Qualifizierern
(zweite Q3-Masse), sowie deren Retentionszeit (Rt-Zeit), Flichenwert
(A/c-Wert), HHB (Halbhohenbreite) und NWG (Nachweisgrenze).

Untersuchung von Fliissigkulturen der Pilzisolate einiger Erreger der
RuBfleckenkrankheit sowie von  Trichothecium  roseum  als
Positivkontrolle; Analyten: NIV — Nivalenol, DON — Deoxynivalenol,
TON — Trichothecolon, DAS — Diacetoxyscirpenol, T-2 — T-2 Toxin,
TIN — Trichothecin; < NWG : unterhalb der Nachweisgrenze

Untersuchung von mit RuBfleckenerregern inokulierten Apfeln;
Analyten: NIV — Nivalenol, DON - Deoxynivalenol, TON -
Trichothecolon, DAS — Diacetoxyscirpenol, T-2 — T-2 Toxin, TIN —
Trichothecin; < NWG : unterhalb der Nachweisgrenze

15

19

19

20

20

20

20

27

29

30



Tab. 14

Tab. 15

Tab. 16

47

Untersuchung von Apfelschalen frischer Apfel mit
RuBlfleckensymptomen; Analyten: NIV — Nivalenol, DON -
Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon, DAS — Diacetoxyscirpenol, T-
2 — T-2 Toxin, TIN - Trichothecin; < NWG : unterhalb der
Nachweisgrenze

Untersuchung von Apfelsédften; Analyten: NIV — Nivalenol, DON —
Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon, DAS — Diacetoxyscirpenol,
T-2 — T-2 Toxin, TIN — Trichothecin, < NWG : unterhalb der
Nachweisgrenze; IPM — aus integrierter Produktion, BIO - aus
biologischer Produktion

Untersuchung von Apfelmus; Analyten: NIV — Nivalenol, DON —
Deoxynivalenol, TON — Trichothecolon, DAS — Diacetoxyscirpenol, T-
2 — T-2 Toxin, TIN - Trichothecin;, < NWG : unterhalb der
Nachweisgrenze; IPM — aus integrierter Produktion, BIO — aus
biologischer Produktion

31

31

32



