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Teil I: Kurze Darstellung

Im vorliegenden Bericht wird auf die Ergebnisse aus dem Arbeitspaket 1 und 2 eingegangen,
die im Rahmen des Teilprojektes B durch die Georg-August Universitat Gottingen bearbeitet

wurden.

1. Urspringliche Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher Stand an den angeknupft wurde

Der seit der Jahrtausendwende in Deutschland langsam aber stetig steigende Haferkonsum
wird durch eine steigende Produktvielfalt, sowie neue Produktkategorien beférdert. Jedoch
kommt es beim Hafer wie bei anderen Getreide-Arten regelmaRig zu Infektionen mit
Fusarium spp., die zu erheblichen Belastungen grofRer Erntepartien mit Mykotoxinen fihren
und eine Vermarktung als Schéalhafer ausschlieBen. In verschiedenen Arbeiten wurden
europaweit F graminearum, F avenaceum, F poae, F langsethiae, F. culmorum,
F. sporotrichioides und F tricinctum als bedeutende Arten im Hafer identifiziert, mit einer
regionalen Dominanz von F. graminearum, F. avenaceum, F. poae oder F. langsethiae (Nielsen
et al., 2011; Fredlund et al.; 2013; Schdneberg et al., 2018; Hofgaard et al., 2016). Uber das
Auftreten von Fusarium spp. im Hafer in Deutschland und die Resistenzeigenschaften der

angebauten Hafersorten gab es zu Projektbeginn keine ausreichenden Erkenntnisse.

Da die deutschen Haferziichter ihre Sorten europaweit vermarkten, ist die Resistenz gegen
Fusarium ein wichtiges Kriterium fir den Markterfolg einer Sorte und somit auch ein wichtiges
Ziel der deutschen Haferziichtung. Aufgrund der hohen Diversitat des Artenspektrums stellt
sich jedoch die Frage, ob es sich dabei um eine allgemein wirksame, artsunspezifische
Resistenz handelt oder ob die Auspragung der Resistenz abhéngig ist von der infizierenden
Fusarium-Art. Sowohl im Weizen als auch der Gerste konnte das Vorhandensein einer
artsunspezifischen breitwirksamen Resistenz nachgewiesen werden (Holzknecht et al., 2010;
Mesterhazy et al., 2005; Toth et al., 2008). Einen weiteren Aspekt stellt die Fahigkeit zum
enzymatischen Abbau von Mykotoxinen dar, die im Weizen nachweislich einen erheblichen
Beitrag zur Resistenz gegen Fusarium leisten kann (Lemmens et al., 2005). Die
Glykosylierung von T-2 und HT-2 in Hafer wurde nachgewiesen (Lattanzio et al., 2012), ihre
Rolle in der Resistenz gegen Fusarium ist jedoch bisher unbekannt und wird im Arbeitspaket

1 untersucht.

Die Ziele der Arbeitspakete 1 und 2 des vorliegenden Projektes umfassten die Bestimmung
der relevanten Fusarium-Arten im deutschen Haferanbau, sowie die Analyse der aktuellen
Kontamination mit Mykotoxinen. Ein weiteres Ziel stellte die Analyse der Detoxifikation von
Deoxynivalenol (DON) als Resistenzmechanismus dar. Weiterhin soll in Arbeitspaket 2
erarbeitet werden, ob es eine allgemeine Resistenz gegentber Fusarium im Hafer gibt oder
ob die Resistenzen gegeniiber den Arten F. poae, F. sporotrichioides und F. graminearum

spezifisch sind.



2. Ablauf des Vorhabens

Zur Bestimmung des relevanten Artenspektrums sowie der assoziierten Mykotoxine wurden
im  Untersuchungszeitraum (2020-2022) Haferproben aus Sortenversuchen der
Landwirtschaftskammern, sowie des Bundessortenamts von den drei Referenzsorten Max,
Apollon und Lion gesammelt und auf das Vorkommen von Fusarium untersucht. Dazu wurde
von befallenen Kérnern Fusarium spp. isoliert und morphologisch und molekulargenetisch
identifiziert. Weiterhin wurden die Proben hinsichtlich der Belastung mit ausgewé&hlten

Mykotoxinen untersucht.

Zur Bestimmung der Detoxifikation von Deoxynivalenol (DON) als Resistenzmechanismus
(Arbeitspaket 1b) sollte zunachst die Konzentration von DON und Deoxynivalenol-3-Glukosid
in den 25 Sorten aus dem Arbeitspaket 2 zur Teigreife und Kornreife bestimmt werden. Da sich
dies jedoch aufgrund der niedrigen Gehalte als schwierig erwies und die ersten Ergebnisse
des Monitorings eine erhdhte Bedeutung von T-2 ergaben, wurde im Konsortium beschlossen,

stattdessen die Detoxifikation von T-2 in Laborversuchen zu untersuchen.

Im Rahmen des Arbeitspakets 2 wurden Feldversuche mit 25 Sorten an vier Standorten in den
Jahren 2020 and 2021 durchgefiihrt. Diese wurden mit den Arten F. poae, F. sporotrichioides
und F. graminearum inokuliert und nach der Ernte auf den Gehalt an pilzlicher DNA mittels

guantitativer Real-time PCR analysiert.

3. Wesentliche Ergebnisse:

Im Rahmen des Arbeitspakets 1la konnte das Auftreten der Arten F poae, F. tricinctum,
F. avenaceum, F. langsethiae, F. culmorum, F. sporotrichioides, F. equiseti und
F. graminearum im deutschen Haferanbau nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich eine
grol3e Variabilitdét in der Befallshaufigkeit, sowie der einzelnen Arten zwischen den
untersuchten Jahren. Weiterhin konnte neben DON, NIV, T-2 und HT-2 als wichtige Mykotoxine
im deutschen Haferanbau nachgewiesen werden. Wie bereits beim Auftreten der einzelnen

Arten zeigte sich auch hier eine grol3e Variabilitat zwischen den Jahren.

Die Laborversuche zur Metabolisierung von T-2 zeigten Unterschiede zwischen den
untersuchten Sorten hinsichtlich der Akkumulation von T-2+HT-2, sowie der Metabolisierung
von T-2 zu HT-2. Zudem konnte die Aufnahme von T-2 (ber die Wurzel und Blatter von
Keimlingen nachgewiesen werden. Weiterhin wurde HT-2-3-O-R3-Glukosid als weiterer

wichtiger Metabolit nachgewiesen.

Im Arbeitspaket 2 konnte ein Hinweis auf eine artspezifische Resistenz gegeniber
F. sporotrichioides und F graminearum ermittelt werden, sowie das Fehlen von

Resistenzunterschieden gegeniiber F. poae.



Teil II: Eingehende Darstellung
1. Im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrte Arbeiten

Arbeitspaket 1: Monitoring und Detoxifikation

1.1 Monitoring

Zur Analyse des Spektrums der auftretenden Fusarium-Arten, sowie der vorherrschenden
Mykotoxine wurden im Jahr 2020 Kornproben der Referenzsorten Max, Apollon und Lion von
12 Standorten, 2021 Kornproben von 10 Standorten und im Jahr 2022 Kornproben von
insgesamt 33 Standorten genommen. Zur Isolation der Fusarium spp., wurden 60 zufallig
ausgewahlte Korner oberflachensterilisiert und auf PDA ausgelegt. Nach Inkubation fiir vier
Tage bei Raumtemperatur wurde auswachsendes Myzel auf eine neue PDA Platte transferiert.
Die taxonomische Bestimmung der Isolate erfolgte sowohl anhand der Sporenmorphologie als
auch anhand artspezifischer PCR, sowie bei Bedarf durch Sequenzierung des taxonomisch

relevanten Bereichs des Gens tefla.

Hinsichtlich des Auftretens von Fusarium spp. ergab sich nach der Isolation eine
Befallshaufigkeit von durchschnittlich 11,4% in 2020, 36,3% in 2021 und 12,9% im Jahr 2022.
Dabei konnten deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Standorten festgestellt werden,

wahrend die untersuchten Sorten keine signifikanten Unterschiede aufwiesen.

Insgesamt wurden von 2020 bis 2022 1.700 Isolate gewonnen. Dabei konnten die folgenden
Fusarium spp. in abnehmender Bedeutung in den Proben nachgewiesen werden: F. poae,
F. tricinctum, F. avenaceum, F. langsethiae, F. culmorum, F. sporotrichioides, F. equiseti und
F. graminearum. Des Weiteren konnte vereinzelt F. cerealis, F. sambucinum, F. acuminatum,
F. flocciferum, F. flagelliforme, F. oxysporum, F. proliferatum, F. temperatum und F. venenatum
nachgewiesen werden (Tab.l). Die Bedeutung und Haufigkeit der einzelnen Arten variierte
stark zwischen den untersuchten Jahren. Basierend auf den Ergebnissen der Isolierungen
konnten FE poae, F tricinctum, F avenaceum und F langsethiae als wichtigste Arten

identifiziert werden.



Tab. 1: Absoluter und relativer Anteil der einzelnen Fusarium spp.an der Gesamtheit aller Isolate
in den Jahren 2020 bis 2022. Unter weitere Fusarium spp. sind die Arten F. sambucinum,
F. acuminatum, F. flocciferum, F. flagelliforme, F. oxysporum, F. proliferatum, F. temperatum und
F. venenatum zusammengefasst.

Year

Fusarium species 5020 5021 5022

n % n % n %
F. avenaceum 22 8.9 197 28.5 30 3.9
F. cerealis 1 0.4 20 2.9 0 0
F. culmorum 9 3.7 84 12.2 26 3.4
F. equiseti 8 3.3 32 4.6 39 51
F. graminearum 5 2.0 36 5.2 0
F. langsethiae 0 0 13 1.9 124 16.3
F. poae 162 65.9 109 15.8 369 48.4
F. sporotrichioides 10 4.1 71 10.3 10 1.3
F. tricinctum 26 10.6 127 184 158 20.7
Weitere Fusarium spp. 3 1.2 2 0.3 7 0.9
Total 246 691 763

Zusatzlich zur Isolation relevanter Fusarium spp. erfolgte die Bestimmung der Befallsstarke
der wichtigsten Fusarium spp. in den gewonnen Kornproben mittels quantitativer PCR. Dazu
wurden je Standort und Sorte ca.25g der Kornproben getrocknet, vermahlen und
gefriergetrocknet. AnschlielRend wurden aus 50 mg vermahlenem Material die DNA extrahiert
und die pilzliche DNA mittels gPCR quantifiziert. Dabei erwiesen sich die Konzentrationen als
oft sehr gering (Tab.2). Im Rahmen der Bestimmung der pilzlichen DNA, erwiesen sich die
Arten F. poae, F. tricinctum and F. langsethiae als die bedeutendsten Arten.

Tab. 2: Auftreten und mittlere Konzentration der pilzlichen DNA (ng/g) der im Rahmen des

Monitorings ermittelten wichtigsten Fusarium spp. LOD= Detektionslimit, MW= Mittelwert, SE=
Standardfehler. Daten sind dargestellt als ng pilzliche DNA je g extrahiertes Planzenmaterial.

2020 2021 2022

% >LOD MW+SE % >LOD MW+SE % >LOD MW+SE
F. avenaceum 13,89 0+1,4 43,33 0+15,3 3,03 0+0,2
F. poae 80,56 259+7,6 |70 4,3+1,0 51,52 3,2+0,6
F. tricinctum 80,56 14,7¢3,9 | 100 30,9+17,8 | 63,64 2,0+0,5
F. langsethiae 63,89 4,9+0,9 76,67 6,4+1,5 42,42 2,7+0,8
F. culmorum 0 0+0 10 0+0,3 1,01 0+
F. graminearum 5,6 0+45,6 20 0+0,3 0 0+0



F. sporotrichioides | 8,33 0+0,2 0 0+0 11,11 0+0,4

Fiar die Analyse der Mykotoxine wurden je Standort und Sorte ca. 25 g der Kornproben
getrocknet, vermahlen und gefriergetrocknet. Nach der Vorbereitung der Proben wurde
anschlieend 1 g je Probe fir die Extraktion eingewogen. Nach der Extraktion erfolgte die
Analyse mittels HPLC/MS-MS. Die Kornproben wurden auf die folgenden Mykotoxine
untersucht: Deoxynivalenol, 3-Acetyl-Deoxynivalenol (3-ADON), 15-Acetyl-Deoxynivalenol
(15-ADON), Deoxynivalenol-3-Glucosid (DON-3G), Diacetoxyscirpenol (DAS), Enniatin A, Al,
B und B1, Fumonisin B1 and B2, Fusarinséure, Fusarenon X (FusX), Nivalenol, NX-2, T-2, HT-

2, Zearalenon (ZEA), sowie alpha- und beta-Zearalenon (a-ZEA, b-ZEA).

Das Auftreten sowie der Gehalt an Toxinen unterschieden sich dabei zwischen den einzelnen
Standorten. In keiner der untersuchten Proben konnte 3-ADON, 15-ADON, DON-3G, NIV,
ZEA, a-ZEA, b-ZEA, DAS, Culmorin, Fusarinsaure, Fumonisin B1, FusX and NX-2
nachgewiesen werden. Im Allgemeinen war die Belastung mit Mykotoxinen gering, sodass fur
keines der durch EU 2023/915 (ersetzt die alte EU-Verordnung zur Regulierung von
Kontaminanten in Lebensmitteln EG 1881/2006) und EU 2024/1038 regulierten Mykotoxine

eine Uberschreitung des gesetzlich festgelegten Grenzwertes nachgewiesen werden konnte.

Als wichtigste Mykotoxine erwiesen sich DON, NIV, T-2 und HT-2. Im Folgenden sind das
Auftreten und die mittleren Konzentrationen dieser Mykotoxine in der Projektlaufzeit

dargestellt.

Tab. 3: Auftreten und mittlere Konzentration (ug/kg) von DON, NIV, T-2 und HT-2 der im Rahmen
des Monitorings untersuchten Haferkérner. LOD= Detektionslimit, MW= Mittelwert, SE=
Standardfehler.

2020 2021 2022
% >LOD MW+SE % >LOD MW+SE % >LOD MW+SE
DON 58,33 47,6+10,5 | 13,33 7,6+4,6 56,67 41,6+6.1
NIV 13,89 5,6+2,6 0 0 86,67 33,127
T-2 80,56 22,146 60,0 13,1+4.3 64,65 39,649,5
HT-2 77,78 9,2+1,9 50,0 2,8+1 53,54 8,4+1,8




1.2 Detoxifikation

Im vergangenen Projektabschnitt wurde eine Anderung der Zielsetzung des Arbeitspaketes 1b
beschlossen. Ziel der geanderten Fragestellung war es, statt der Detoxifikation des Mykotoxins
Deoxynivalenol, die Metabolisierung des Toxins T-2 zu untersuchen, da sich dieses im

Arbeitspaket 1la als bedeutsamer erwiesen hat.

Im Rahmen der geanderten Fragestellung wurden verschiedene Versuche in vitro
durchgefuhrt, um die Aufnahme und die Umwandlung des Toxins durch die Pflanze zu

untersuchen.

1.1.2.1 Wurzelinfiltration

Im Versuch wurden die Sorten Max, Lion, Apollon, Magellan, Keely und Symphony untersucht.
Vor Beginn des Versuchs wurden die Kdrner aller verwendeten Sorten in 3% NaOCI fir 3 min
oberflachensterilisiert und anschlie3end ebenfalls fir 3 min mit sterilem Wasser gespiilt. Die
Korner wurden auf sterilem Filterpapier in einer sterilen Box fur 2 Wochen (Licht/Dunkelheit

10h/14h) bei Raumtemperatur vorgekeimt, bis Stadium BBCH 11 erreicht war.

Zu BBCH 11 wurden die Wurzeln der Pflanzen mit sterilem Wasser gespult und in sterile
Reagenzglaser mit 2 ml einer Toxinldsung aus 0,5 pg/ml T2 in sterilem Wasser (+ 1% DMSO
(v/v)) (gekauft als 10 mg T-2, Dr. Ehrenstorfer, LGC Labor GmbH, Augsburg, Deutschland)
Uberfuihrt. Die Reagenzglaser wurden mit autoklavierten Deckeln locker verschlossen, um
einen Gasaustausch zu erlauben. In dieser Lésung wurden die Pflanzen fir 7 Tage bei 20°C
(14h/10h Licht/Dunkelheit) inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubationsphase wurde die Pflanzen aus den Reagenzglasern
entnommen und die Wurzeln mit sterilem Wasser gespilt, um oberflachlich anhaftende
Toxinldsung zu entfernen. Die Pflanzen wurden in ein neues steriles Gefald tberfuhrt,
eingefroren und gefriergetrocknet. Anschliel3end erfolgte die Extraktion der gesamten Pflanze
mit 80% Methanol (+0.02% Ameisensaure (v/v)). Die in den Reagenzglasern ubriggebliebene
Flussigkeit wurde ebenfalls in einem neuen sterilen Gefall aufgefangen. Sowohl die
extrahierten Pflanzen als auch die verbliebene Flissigkeit wurden mittels HPLC-MS/MS auf

das Vorhandensein von T-2 und HT-2 untersucht.
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Abb. 1: Gehalt an T-2 und HT-2 (ug/g) in den Pflanzen, die in der Toxinldsung angezogen wurden. Je Sorte
wurden zehn Wiederholungen untersucht. Daten sind dargestellt als Toxinmenge je Gramm pflanzliche
Trockenmasse. Senkrechte Balken stellen den Standardfehler dar. Fir Konzentrationen unterhalb des Limit
of Quantification (LOQ) und oberhalb des Limit of Detection (LOD) wurde LOQ/2 angenommen.

Nach der Inkubation der Pflanzen in der Toxinldsung konnte in allen Sorten T-2+HT-2
nachgewiesen werden, was die Aufnahme des Mykotoxins durch die Pflanze bestétigt. Dabei
unterschieden sich die Sorten nicht nur in der Gesamtmenge an T-2+HT-2 (Abb.1), die
gemessen werden konnte, sondern auch im Verhéltnis von T-2 zu HT-2 (Abb.2). Mit Ausnahme
der Sorte Symphony wiesen allen Sorten héhere Werte fir T-2 als fur HT-2 auf. Insbesondere
in den Sorten Max und Apollon konnten erhdhte Konzentrationen an T-2 bei vergleichsweise
geringen Konzentrationen an HT-2 gemessen werden. Die héchsten Gehalte an HT-2 konnten
bei der Sorte Symphony nachgewiesen werden, die sowohl die niedrigsten Konzentrationen
an T-2 als auch an T-2+HT-2 aufwies.
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Abb. 2: Mittlerer relativer Gehalt an T-2 und HT-2 in den mit T-2 infiltrierten Sorten Lion, Max, Apollon,
Magellan, Keely und Symphony.



1.1.2.2 Blattinfiltration

Basierend auf den Ergebnissen der Versuche unter 1.1.2.1 stellte sich zudem die Frage, ob

die Pflanze in der Lage ist das Mykotoxin zu verlagern.

Wie unter 1.1.2.1 beschrieben, wurden zunachst die Koérner der Sorten Max, Lion, Apollon,
Magellan, Keely und Symphony oberflachensterilisiert. Die sterilisierten Korner wurden dann
auf sterilem Filterpapier in einer sterilen Box fiir ca. eine Woche bei Raumtemperatur
(Licht/Dunkelheit 10h/14h) vorgekeimt. Nach Erreichen von BBCH 10 wurden die Pflanzen in
sterile Reagenzglaser mit 2 ml MS-Medium (Murashige Koog; Duchefa Farma B.V., Haarlem,
Niederlande) tGberfihrt und fir eine Woche bei 14°C (14h/10h Licht/Dunkelheit) angezogen,
bis BBCH 12 erreicht war. Dabei wurden die Reagenzglaser mit autoklavierten Stopfen

verschlossen, um einen Gasaustausch zu erlauben.

AnschlieRend wurden die Pflanzen aus den Reagenzglasern entnommen und noch
anhaftendes Medium mit sterilem Wasser abgespult. Bevor die Pflanzen in ein neues
Reagenzglas mit 2 ml sterilem Wasser tberfuhrt wurden, wurden 10 pl einer 100 mg/L T-2
Losung (in Methanol) auf die Unterseite des ersten Blattes appliziert. Nach ca. einer Minute
wurde die Pflanze vorsichtig in das neue Reagenzglas uUberfuhrt. Um die Interaktion der
Pflanze mit dem Toxin zu untersuchen, wurden die Pflanzen sieben Tage bei den oben

beschriebenen Bedingungen kultiviert.

Danach wurden die Pflanzen aus den Reagenzglasern entnommen und die Wurzel mit
sterilem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurden die Pflanzen in ,behandeltes Blatt®,
.unbehandelte Restpflanze* und ,Wurzel* aufgeteilt. Zudem wurde die Ubriggebliebene

Flussigkeit (,Medium*) aufgefangen.

Alle Pflanzenteile wurden in neue sterile GefalRe tiberfuhrt, eingefroren, gefriergetrocknet und
mit 90% Methanol (+ 0,02% Ameisensaure (v/v)) extrahiert. Nach der Extraktion wurden alle
extrahierten Proben, sowie die ubriggebliebene Flissigkeit mittels HPLC-MS/MS auf das
Vorhandensein von T-2 und HT-2 untersucht. Im Folgenden sind die Ergebnisse des

Versuches dargestellt.
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Abb. 3: Gehalt an T-2 und HT-2 (ug/g) in den Blattern, die mit 10 pl einer 100 ppm L&sung an T-2 infiltriert
wurden. Daten sind dargestellt als Toxinmenge je Gramm pflanzliche Trockenmasse. Je Sorte wurden neun
Wiederholungen untersucht. Senkrechte Balken stellen den Standardfehler dar. Fir Konzentrationen
unterhalb des LOQ und oberhalb des LOD wurde LOQ/2 angenommen. Unterschiedliche Buchstaben
stellen signifikante Unterschiede (a=0.05) zwischen den Sorten dar.

Wie bereits unter 1.1.2.2 konnten die Analysen der mit T-2 behandelten Blatter die Aufnahme
des Toxins fur alle Sorten nachgewiesen. Dabei zeigten sich ebenfalls sortenabhéngige
Unterschiede in den Konzentrationen and T-2, HT-2 und T-2+HT-2, die detektiert werden
konnten. Ahnlich wie unter 1.1.2.2 konnten die héchsten Konzentrationen an T-2+HT-2 in der
Sorte Max gemessen werden, wéhrend die geringsten Konzentrationen in den Sorten
Symphony und Keely gemessen wurden (Abb. 3). Auch nach der Blattbehandlung zeigten die
Sorten unterschiedliche Verhaltnisse von T-2 zu HT-2 (Abb.4). Wiederum konnten in allen
Sorten, mit Ausnahme der Sorte Symphony, héhere Konzentrationen an T-2 als an HT-2
detektiert werden.
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Abb. 4: Mittlerer relativer Gehalt von T-2 und HT-2 in den Bléattern der Sorten Lion, Max, Apollon, Magellan,
Keely und Symphony nach der Infiltration von 10 pl einer 100 ppm T-2 Lésung.

Betrachtet man die absoluten Gehalte im Vergleich zur applizierten Menge, lasst sich
erkennen, dass in fast allen Blattern nur ein geringer Anteil der applizierten Menge
wiedergefunden werden konnte (nicht dargestellt). Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass das
Toxin in der Pflanze in weitere Metabolite verstoffwechselt wurde. Dass sich die Sorten auch
hinsichtlich ihrer Gesamtmenge unterschieden, deutet zusatzlich auf unterschiedliche
Fahigkeiten zur Metabolisierung des Toxins durch die Sorten hin.
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Abb. 5: Gehalt an T-2 und HT-2 (ug/g) in den Wurzeln nach der Infiltration der Blatter mit 10 uL einer 100 ppm
Losung an T-2 infiltriert wurden. Daten sind dargestellt als Toxinmenge je Gramm pflanzliche
Trockenmasse. Je Sorte wurden neun Wiederholungen untersucht. Senkrechte Balken stellen den
Standardfehler dar. Fir Konzentrationen unterhalb des LOQ und oberhalb des LOD wurde LOQ/2
angenommen. Unterschiedliche Buchstaben stellen signifikante Unterschiede zwischen den Sorten dar.
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Des Weiteren konnten auch in den Wurzeln der behandelten Pflanzen T-2 und HT-2
nachgewiesen werden. Da die Toxinlésung nur auf die Blatter appliziert wurde, deuten diese
Ergebnisse auf eine basipetale Verlagerung des Toxins innerhalb der Pflanze hin. Diese
Beobachtung wiederholte sich in allen Sorten, jedoch unterschieden sich die Sorten in der

Menge an T-2 und HT-2, die verlagert wurde und nachgewiesen werden konnten.

Im Vergleich zu den behandelten Blattern sind die Gehalte an T-2 und HT-2 jedoch deutlich
geringer. Weiterhin wurden in allen Sorten, mit Ausnahme der Sorten Magellan und Apollon,
deutlich mehr HT-2 als T-2 in den Wurzeln nachgewiesen. Die héchsten Konzentrationen an
T-2+HT-2 wurden, wie bereits in den Blattern, in den Sorten Lion and Max nachgewiesen.
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Abb. 6: Gehalt an T-2 und HT-2 (ug/g) in den Wurzeln nach Infiltration der Blatter mit 10 pL einer 100 ppm
Lésung an T-2. Daten sind dargestellt als Toxinmenge je Gramm pflanzliche Trockenmasse. Je Sorte
wurden neun Wiederholungen untersucht. Senkrechte Balken stellen den Standardfehler dar. Fir
Konzentration unterhalb des LOQ und oberhalb des LOD wurde LOQ/2 angenommen. Fiir Max werden keine
Ergebnisse dargestellt, da lediglich in einer Probe T-2 und HT-2 nachgewiesen werden konnten.

Neben den Wurzeln konnten ebenfalls im Medium T-2 und HT-2 detektiert werden. Dabei
wurde ebenso wie in den Wurzeln bei den meisten Sorten mehr HT-2 als T-2 nachgewiesen.
Da das Toxin lediglich auf die Blatter appliziert wurde, ist dies ein weiterer Hinweis darauf, dass
das Toxin in der Pflanze verlagert wird und teilweise auch Uber die Wurzel wieder

ausgeschieden werden kann, wobei es offenbar teilweise metabolisiert wird.

1.1.2.3 Metaboliten Screening

Die Ergebnisse des Versuchs unter 1.1.2.2 deuten darauf hin, dass neben HT-2 weitere z.T.

unbekannte Metaboliten des Mykotoxins T-2 in der Pflanze auftreten. Um diese Metabolite des

Toxins T-2 nachzuweisen, wurde der Versuch wie unter 1.1.2.2 beschrieben mit isotopisch

markiertem Toxin (U-[3C.4]-T-2 Toxin) wiederholt, um anschlieRend ein Metaboliten Screening
12



mittels LC/Q-TOF MS durchzufihren. Eine Analyse mittels LC/Q-TOF MS bietet die
Moglichkeit, neue oder unbekannte Stoffwechselprodukte, die im Zusammenhang mit der

Metabolisierung von T-2 durch die Pflanze entstehen, nachzuweisen.

Die Pflanzen der Sorte Magellan wurde wie unter 1.1.2.2 beschrieben angezogen, jedoch
erfolgte die Behandlung der Pflanzen mit einem Gemisch aus markiertem (Dr. Ehrenstorfer,
LGC Labor GmbH, Augsburg, Deutschland) und unmarkiertem T-2 Toxin, sodass die finale
Menge 2 ug je Pflanze betrug. AnschlieRend wurden die Proben, wie zuvor, in ,behandeltes
Blatt“, ,unbehandelte Restpflanze®, ,Wurzel* und Ubriggebliebene Flissigkeit (,Medium®)
aufgeteilt. Die Proben wurden gefriergetrocknet und mit 90% Methanol (+0,02% Ameisensdure
(v/v)) extrahiert. Danach erfolgte die Analyse mittels LC/Q-TOF.MS

Die Ergebnisse der Metabolitenuntersuchung ergaben, dass HT-2-3-3-O-D-Glukosid in planta
das haufigste Metabolit von T-2 und HT-2 war. Weitere Metabolite konnten nicht mit

hinreichender Sicherheit nachgewiesen werden.

Arbeitspaket 2: Kreuzresistenz

Zur Untersuchung der Kreuzresistenz gegentiber F. graminearum (Fg), F. poae (Fp) und F
sporotrichioides (Fs) wurden 25 Hafersorten 2021 und 2022 wie geplant an den vier
Standorten Wohlde, Grold Lusewitz, Bdhnshausen und Niedertraubling in dreifacher
Wiederholung gedrillt (2 m2-Parzellen) und vor der Blute mit den drei Arten Uber eine
Spreuinokulation inokuliert. Das Inokulum bestand aus einem hinsichtlich des
Toxinbildungsvermdgens gut definierten Gemisch aus 2-4 Isolaten je Fusarium sp. und wurde
arbeitsteilig am JKI und in der Universitat Gottingen (GAU) auf sterilisierten Haferkdrnern

vermehrt.

Ernteproben der vier Orte und drei Inokulumvarianten wurden wie geplant hinsichtlich TKM,
Spelzengehalt, Spelzenfarbe und Fusarium-DNA-Gehalt geprift. Letzterer wird zur
Resistenzbewertung anstelle der Mykotoxingehalte genutzt, da es fir Nivalenol, dem
Haupttoxin von F. poae, keinen kommerziellen ELISA gibt und die gaschromatographischen
Quantifizierungsmethoden nicht budgetiert waren. Die Quantifizierung der pilzlichen DNA
wurde dabei durch die Universitat Géttingen durchgefihrt, wahrend das JKI die Bestimmung

der weiteren Merkmale durchfihrte.
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Abb. 7: DNA-Konzentrationen (von li. nach re.) von F. graminearum, F. poae und F. sporotrichioides in den
Jahren 2021 und 2022. Die dargestellten Boxen zeigen (von unten nach oben): das 1.Quartil, den Median
und das 3.Quartil. Whiskers stellen Werte dar, die maximal das 1,5-fache oberhalb des 3.Quartils oder
unterhalb des 1.Quartils lagen. Punkte auBerhalb der Boxen und Whiskers reprasentieren Ausreil3er.

Wie in Abb. 7 dargestellt, waren die Befallshaufigkeiten und DNA-Konzentrationen fur
F. sporotrichioides und F. graminearum in 2022 sehr gering, sodass fur diese Arten nur die
Ergebnisse aus 2021 zur Auswertung genutzt werden konnten. Zusatzlich traten beide Arten
nur in geringen Konzentrationen am Standort Niedertraubling auf, sodass sich die Auswertung
auf die drei anderen Standorte beschrankte (Abb. 8). Trotz geringer Konzentrationen in 2022

waren fur F. poae die Daten aus beiden Jahren und von allen Standorten nutzbar.

F. sporotrichioides F. graminearum F. poae
072 4 b ¢ PP 400/ P 94 ¢ 2
5 5 5 . !
) =) D 300
£ 1004 - ° £ 100+ £ .
c ] e c c
0 i =l T
g T g g
s . 5 200-
[= < . c
2 S g S A
< 501 < 5071 H B $ .
F . F ° S . .
: . 100
; E b P
ol e JEEDELE [ ELIS]
e“i@ 4 056(\ 0\6@ e@'@ & \seé\ O\\o@ G‘s@ N &Q’(\ 0\\@
T Q0 & P o Q0 @& P Q0 & P
N & & N ¢ & % & &
o O & O o O
0\ Q V\\e Oﬂ 19) é\e 0& QO é\e

Abb. 8: DNA-Konzentrationen von F. sporotrichioides, F. graminearum und F. poae in Abhéangigkeit der
untersuchten Standorte in 2021. Die dargestellten Boxen zeigen (von unten nach oben): das 1.Quartil, den
median und das 3.Quartil. Whiskers stellen Werte dar, die maximal das 1,5-fache oberhalb des 3.Quartils
oder unterhalb des 1.Quartils lagen. Punkte auRerhalb der Boxen und Whiskers reprasentieren Ausreil3er.
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In Tab. 3 sind die Rangkorrelationskoeffizienten zwischen den Jahresmittelwerten der
informativen Datenreihen aufgezeigt. Dabei ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen
F. poae und F. sporotrichioides in 2021 und 2022, sowie eine signifikante Korrelation zwischen
den Werten fir F. sporotrichioides in 2021 und 2022. Die Korrelationen der Mittelwerte von

F. graminearum in 2021 und 2022 waren nicht signifikant.

Tab. 3: Spearman Rangkorrelationen zwischen den Inokulum-Umwelt-Varianten

Fg22 Fp21 Fs21 Fg22 Fp22
Fp21 -0.11

Fs21 0.15 0.67*

Fg22 0.31 -0.21 -0.16

Fp22 -0.11 0.14 -0.01 -0.18

Fs22 -0.26 0.60** 0.41* -0.26 -0.07

Trotz der fehlenden bzw. geringen Korrelation zwischen den unterschiedlichen Fusarium spp.
konnen im untersuchten Sortiment Hafergenotypen identifiziert werden, die geringe bis mittlere

Gehalte and pilzlicher DNA ber alle untersuchten Arten aufwiesen.

Statistisch konnten nur schwach signifikante Genotypeffekte fir F. sporotrichioides und
F. graminearum gefunden werden, wéhrend bei F poae keine signifikanten Effekte

nachgewiesen werden konnten.

2. Die wichtigsten Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Als wichtigste Positionen des zahlenméRigen Nachweises sind die Personalkosten fiir die

eingestellte Wissenschaftlerin und die technische Mitarbeiterin zu nennen.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeit

Die durchgefiihrten Arbeiten waren ausnahmslos notwendig, um die im Verwendungsplan

festgelegten Ziele erreichen zu kénnen.

4. Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Erkenntnisse des Monitorings zur Bedeutung einzelner Fusarium spp. kann genutzt
werden, um das Risiko einer Belastung mit Fusarium und Mykotoxinen im deutschen
Haferanbau besser einzuschatzen. Diese bessere Einschétzung ist hinsichtlich der
Verwendung von Hafer in der menschlichen Erndhrung von grof3er Bedeutung. Besonders
interessant und neu war der Befund der stark wechselnden Zusammensetzung der
vorkommenden Fusarium-Arten an verschiedenen Standorten und in verschiedenen Jahren,

sowie die Préavalenz der dabei jeweils dominierenden Mykotoxine. Des Weiteren kénnen die
15



Erkenntnisse einen Beitrag dazu leisten, die Dynamik und das Auftreten von Fusarium spp.
besser zu verstehen und vorbeugende Malinahmen effektiver einzusetzen. Zusatzlich kdnnen
die Ergebnisse durch die Zichtung genutzt werden, um gezielt Sorten mit einer héheren
Resistenz gegentiber den wichtigsten Mykotoxinbildnern bzw. einer geringeren Anreicherung

von Mykotoxinen zu entwickeln.

Ergebnisse aus Arbeitspaket 1b geben einen Einblick in sortenabhéngige Unterschiede
hinsichtlich der Mykotoxinanreicherung, aber auch Metabolisierung von T-2. Zum effektiven

Einsatz dieser Erkenntnisse in der Zichtung bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.

In den Versuchen zur Art der Resistenzauspragung hat sich gezeigt, dass es sowohl
artspezifische als auch artsunspezifische Reaktionen der Sorten gibt. Weiterhin zeigen die
gewonnenen Ergebnisse, dass eine Prufung in mehreren Umwelten/Standorten mit mind. drei
Wiederholungen wichtig ist, um eine zuverlassige Resistenzbewertung durchfihren zu

kdénnen.
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