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Sachbericht zum Verwendungsnachweis 

Teil I: Kurzbericht 

Zuwendungsempfänger: TUM-Lehrstuhl für Analytische Lebensmittelchemie (LALC) 
Förderkennzeichen: 2818407B18 
Vorhabenbezeichnung: Verbundprojekt: Entwicklung einer automatisierten Lösung für die 
drohnengestützte Bonitur von Feldversuchen (AutoDGB) - Teilprojekt 2 
Laufzeit des Vorhabens 01.10.2019 - 30.06.2025 

 

1. Ursprüngliche Aufgabenstellung sowie wissenschaftlicher und technischer Stand, 
an den angeknüpft wurde  

Schimmelpilze bedrohen durch die Biosynthese von Mykotoxinen die Gesundheit der Verbrau-
cher und sind nach aktuellen Schätzungen für die Kontamination von über 60 % der Lebens-
mittelrohprodukte weltweit verantwortlich. Weizen ist dabei das mit am meisten betroffene Ge-
treide, das insbesondere von den Pilzgattungen Fusarium und Alternaria (A.) betroffen ist.  

Im Laufe von AutoDGB sollte in unserem Teilprojekt eine Multimethode zur Quantifizierung 
von Fusarium und Alternaria Toxinen in Weizen mittels LC-MS/MS entwickelt, validiert und 
angewendet werden. Mit der Methode sollten vom Projektpartner Breun ausgesäte und mit 
Fusarium graminearum inokulierte Weizenproben auf ihren Mykotoxingehalt untersucht wer-
den. Die ermittelten Toxingehalte sollten mit Boniturdaten, die während des Projekts gewon-
nen wurden, verglichen und korreliert werden. Abschließend sollten moderne Verfahren der 
Non-Targeted (ungerichtete) Metabolomics eingesetzt werden, um die komplexen Interakti-
onsdynamik zwischen dem Weizenwirt und Schimmelpilzen auf molekularer Metaboliten-
Ebene zu entschlüsseln. 

2. Ablauf des Vorhabens 

Am Lehrstuhl für Analytische Lebensmittelchemie waren zum Beginn des Projekts validierte 
Methoden für die getrennte Analytik von Alternaria und Fusarium Toxinen in Gerste etabliert. 
Diese Methoden wurden als Grundlage verwendet, um die Analyse beider Mykotoxingruppen 
in Weizen zu kombinieren. 

Es wurde eine auf QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe) basierende 
Multimykotoxin-Methode entwickelt, mit der 24 Alternaria- und Fusarium-Toxine in Getreide 
mittels UHPLC-MS/MS analysiert werden konnten. Die Quantifizierung erfolgte durch eine 
Kombination aus Stabilisotopenverdünnungsanalyse (SIDA) für neun Toxine und matrixange-
passter Kalibrierung für zehn Toxine. Die Quantifizierung über einen strukturell ähnlichen in-
ternen Standard wurde für vier Analyten durchgeführt. Die Methode wurde im Rahmen einer 
Anwendungsstudie erfolgreich zur Analyse von 136 kommerziellen Getreideprodukten und 
Getreideerzeugnissen angewendet. Die analysierten Proben waren häufig mit Alternaria-Toxi-
nen kontaminiert, was deren ubiquitäres Vorkommen belegt.  

Ausgehend von der bestätigten Eignung der Methode wurden im Jahre 2022 Weizenkornpro-
ben aus 145 Parzellen in Doppelbestimmung auf die validierten Toxine analysiert und mit den 
vorab durch den Projektpartner Breun ermittelten Bonituren verglichen. Die untersuchten Wei-
zenkornproben bestätigten den Zusammenhang zwischen niedrigen Boniturnoten (1–2) und 
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geringeren Gehalten an DON, DON-3-Glucosid und 3-Acetyl-DON. Ab Boniturnote 3 ließ sich 
jedoch keine eindeutige Beziehung mehr erkennen; die Noten 4–6 zeigten ähnliche Toxinge-
halte, während 7–8 teils sogar niedrigere Werte aufwiesen. Tenuazonsäure zeigte unabhängig 
von der Fusarium-Bonitur kein klares Muster. 

Im Feldversuch 2023 wurde die Toxinbelastung direkt an Ähren zum Zeitpunkt der Bonitur 
erfasst. Als „nicht befallen“ klassifizierte Ähren enthielten weniger DON als „gemischte“ bzw. 
„befallene“ Ähren, wodurch sich eine gute Korrelation zwischen optischem Befall und DON-
Gehalt ergab. Dennoch blieb eine eindeutige Zuordnung der Toxingehalte zu Boniturnoten 
schwierig: Die höchsten Werte für DON und seine Modifikationen traten bei einer Probe mit 
Note 2 auf. Abgesehen davon zeigten niedrige Noten (2–3) tendenziell geringere Belastun-
gen als hohe (4–8), mit Note 4 als Übergangsbereich. Die Kornproben folgten diesem Muster 
noch deutlicher; hier lag der Höchstwert bei Note 7. 

Um die Interaktion zwischen F. culmorum und Weizen auf molekularer Ebene zu verstehen, 
kombinierten wir quantitative Mykotoxinprofilierung mit ungerichteter Metabolomik aus dem 
Feldexperiment von 2023 mit dem Ziel, molekulare Signaturen von Infektion und Eindämmung 
unter agronomisch realistischen Bedingungen zu identifizieren. Die vorab quantifizierten Kon-
zentrationen von DON dienten als robuste, kontinuierliche Variablen, um Metabolitenprofile mit 
dem Infektionsgrad zu korrelieren und so ein direktes biochemisches Maß für die Pathogen-
aktivität zu erhalten, das über die Einschränkungen rein visueller Diagnostik hinausgeht. 
Sesquiterpen-abgeleitete Metaboliten standen in engem Zusammenhang mit der DON-To-
xinakkumulation, im Einklang mit den Biosynthesewegen der Fusarium-Trichothecene. Das 
wiederkehrende Auftreten von glykosylieren Diterpen-Konjugaten in Proben mit niedrigen To-
xinwerten deuteten darauf hin, dass diese Metaboliten charakteristisch für Bedingungen sind, 
unter denen eine Fusarium-Infektion unter Kontrolle bleibt.  

3. Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit mit anderen Forschungsinstituten 

Die Zusammenarbeit mit den Projektpartnern HSWT, Saatzucht Breun und geo-konzept war 
von gegenseitigem Vertrauen und Verständnis gegenüber den jeweils komplementären Dis-
ziplinen geprägt. Nach einer Anlaufphase, die dem gegenseitigen Verständnis der jeweiligen 
Herausforderungen diente, wurde ein Ansatz gefunden, der für alle Partner eine optimale Kom-
bination aus experimentellen Möglichkeiten und erfolgreichen Versuchsansätzen ermöglichte.  

Die im Projekt erzeugten Proben aus mit F. culmorum infizierten und bonitierten Weizen wur-
den erfolgreich analysiert. Die Korrelation der Bonitur mit dem Gehalt an Trichothecenen war 
qualitativ möglich, quantitativ aber nur zu einem gewissen Grad. Dies war insbesondere daher 
schwierig, da die Körner nicht zum Zeitpunkt der Bonitur erhalten werden und zwischen Bonitur 
und Ernte weitere Einflussfaktoren zum Tragen kommen, die eine Korrelation abschwächen. 
Durch die durch die Projektpartner gezielt durchgeführte Inokulation mit F. culmorum unter 
Feldbedingungen konnten bei Realproben die Metaboliten näherungsweise identifiziert wer-
den, die für die molekulare Interaktion zwischen dem Pilz und Weizen verantwortlich sind. 
Diese Ergebnisse sind bereits auf einem Preprintserver öffentlich verfügbar und werden in 
Kürze in einer internationalen Zeitschrift publiziert. 
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Teil II: Ausführliche Darstellung der durchgeführten Arbeiten 

Zuwendungsempfänger: TUM-Lehrstuhl für Analytische Lebensmittelchemie (LALC) 
Förderkennzeichen: 2818407B18 
Vorhabenbezeichnung: Verbundprojekt: Entwicklung einer automatisierten Lösung für die 
drohnengestützte Bonitur von Feldversuchen (AutoDGB) - Teilprojekt 2 
Laufzeit des Vorhabens 01.10.2019 - 30.06.2025 

 

1. Wissenschaftlicher und technischer Hintergrund des Projekts  

Schimmelpilze bedrohen durch die Biosynthese von Mykotoxinen die Gesundheit der Verbrau-
cher und sind nach aktuellen Schätzungen für die Kontamination von über 60 % der Lebens-
mittelrohprodukte weltweit verantwortlich. Weizen ist dabei das mit am meisten betroffene Ge-
treide, das insbesondere von den Pilzgattungen Fusarium und Alternaria (A.) betroffen ist.  

Im Laufe des Teilprojekts 2 von AutoDGB sollte eine Multimethode zur Quantifizierung von 
Fusarium und Alternaria Toxinen in Weizen mittels LC-MS/MS entwickelt, validiert und ange-
wendet werden. Mit der Methode sollten vom Projektpartner Breun ausgesäte und mit Fusa-
rium graminearum inokulierte Weizenproben auf ihren Mykotoxingehalt untersucht werden. 
Die ermittelten Toxingehalte sollten mit Boniturdaten, die während des Projekts gewonnen 
werden, verglichen und korreliert werden. Die Strukturformeln der untersuchten Mykotoxine 
sind in den Abbildungen 1 bis 3 aufgeführt. 

2. Darstellung der durchgeführten Arbeiten und Ergebnisse  

2.1. Entwicklung und Validierung einer Multimethode für Alternaria- und Fusariumto-
xine 

Am Lehrstuhl für Analytische Lebensmittelchemie waren zum Beginn des Projekts validierte 
Methoden für die getrennte Analytik von Alternaria und Fusarium Toxinen in Gerste etabliert 
(Habler et al. 2016, Scheibenzuber et al. 2021). Die etablierten Methoden wurden als Grund-
lage verwendet, um die Analyse beider Mykotoxingruppen in Weizen zu kombinieren. 

Die Aufarbeitung der Proben erfolgte schließlich nach dreifacher Extraktion mittels einer 
QuEhERS-Aufarbeitung, angelehnt an Dzuman et al. (Dzuman et al., 2014). Mit der entwickel-
ten Aufarbeitung können 24 Proben in zwei Arbeitstagen vorbereitetet werden. 

Hierzu wird zunächst 1 g der gemahlenen Probe mit 10 mL Wasser/Acetonitril (80/20) mit 1 % 
Ameisensäure extrahiert. Die Extraktion wird mit 5 mL desselben Gemischs und 5 mL Was-
ser/Acetonitril (70/30) mit 1 % Ameisensäure wiederholt. Die Überstände werden vereinigt und 
erneut mit Ameisensäure versetzt, um den Gesamtgehalt auf 2 % Ameisensäure zu erhöhen.  

Im Anschluss wird der Extrakt mit Natriumchlorid und Magnesiumsulfat versetzt. Dies ermög-
licht eine Phasentrennung zwischen Wasser und Acetonitril, wodurch eine Vielzahl der Stör-
stoffe in der wässrigen Phase verbleiben. Durch den verringerten pH-Wert gehen auch acide 
Analyten (wie Tenuazonsäure) in die organische Phase über. Ein Aliquot der organischen 
Phase wird mit disperser Festphasenextraktion weiter aufgereinigt. Hier werden Magnesi-
umsulfat und Primäre/Sekundäre Amine (PSA) zu der Probe gegeben, um letzte Wasserreste 
und störende Matrixkomponenten zu entfernen.   
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Abbildung 1: Strukturformeln der untersuchten Fusarium Toxine. 

 

Abbildung 2: Strukturformeln der untersuchten Alternaria Toxine. 



6 
 

 

Abbildung 3: Strukturformeln der untersuchten modifizierten Mykotoxine. 

 

Die Probe wird im Stickstoffstrom getrocknet und in 200 µL Methanol/Wasser (60/40) resus-
pendiert. Nachdem letzte Trübungen durch Ausfrieren, Zentrifugieren und Filtrieren entfernt 
werden, erfolgt die Analyse mittels LC-MS/MS. Ein Fließschema der entwickelten Methodik 
zur Proben Aufarbeitung wird in Abbildung 4 gezeigt. 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Aufarbeitung von Getreideproben. 
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Die Analyse der aufgearbeiteten Probe erfolgt mittels LC-MS/MS in Anlehnung an die Methode 
von Puntscher et al., die sich mit freien und modifizierten Alternaria Toxinen befasst haben 
(Puntscher et al, 2019).  Nach zahlreichen Tests hat sich die Messung mit einer pH-stabilen 
UPLC-Säule (Acquity BEH C18 (1,7 μm, 2,1 mm x 100 mm)) mit Methanol und Wasser mit 5 
mM Ammoniumformiat bei pH 9 als am besten geeignet erwiesen. Der leicht basische pH-
Wert ermöglicht die Analyse von Tenuazonsäure mit einem scharfen Peak sowie die Trennung 
der Positionsisomere AOH-3-Glucosid und AOH-9-Glucosid. Um eine gute Sensitivität für alle 
quantifizierten Toxine zu erzielen, wird die Polarity Switching Funktion verwendet, um sowohl 
im negativen als auch im positiven Modus messen zu können. Ein Chromatogramm der unter-
suchten Toxine sind ist in Abbildung 5 gezeigt. 

 

Abbildung 5: Chromatogramm mit allen quantifizierten Toxinen. 

Die Methode wurde nach Hädrich und Vogelgesang validiert (Vogelgesang, J.; Hädrich J., 
1998). Die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tabelle 1 aufgeführt. 

Auch die Wiederfindungen liegen in dem von Hädrich und Vogelgesang geforderten Bereich 
zwischen 70 und 120 %. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind zur Quantifizierung 
aller untersuchten Mykotoxine in relevanten Konzentrationen geeignet. Die Methode inkl. Va-
lidierungsdaten wurden im Verlauf des Projekts publiziert (Dick et al., 2024).  

 

2.2. Einsatz der Multimethode für Alternaria- und Fusariumtoxine bei handelsüblichen 
Getreidemehlen 

 

Die entwickelte Methode wurde zur Analytik verschiedener Getreideproben aus dem Handel 
angewandt. Untersucht wurden unter anderem Weizen, Roggen, Hirse, Reis, Hafer und 
Quinoa. Exemplarisch sind die quantitativen Ergebnisse von zwölf untersuchten Weizenmeh-
len und zwei Roggenmehlen aufgeführt. In der Übersicht in Tabelle 2 ist zu erkennen, dass 
ein simultanes Auftreten der beiden Mykotoxin Produzenten wahrscheinlich ist. So sind die 
Proben überwiegend mit Fusarium Toxinen belastet, aber auch das Alternaria Toxin Tentoxin 
konnte in allen Proben detektiert werden. Eine umfassende Mykotoxinanalyse kann interes-
sante Einblicke in die Gesamtbelastung liefern und Rückschlüsse auf die Toxinbildung im 
Hinblick auf ein Konkurrenzverhalten der Pilze ermöglichen.  



8 
 

Tabelle 1: Ausgewählte Validierungsdaten für die Multimykotoxinmethode 

 

2.3. Einsatz der Multimethode für Alternaria- und Fusariumtoxine in Körnern aus mit 
Fusarium graminearum infiziertem Weizen und Korrelation zur Bonitur im Jahr 2022 

 

Im Jahre 2022 wurden Proben aus 145 Parzellen in Doppelbestimmung auf die validierten 
Toxine analysiert. Hierzu wurde die oben beschriebene QuEChERS-Methode verwendet. Bei 
einem maximalen Deoxynivalenol (DON)-Gehalt von ca. 5000 µg/kg lagen alle Proben im Ar-
beitsbereich der entwickelten Methode und konnten mit dieser analysiert werden.  

Deoxynivalenol konnte in jeder Probe detektiert werden, was durch die Inokulation mit Fusa-
rium graminearum zu erwarten war. Die Deoxynivalenol-Gehalte der Proben bewegen sich in 
einem Bereich zwischen 2 und 5000 µg/kg. Dieses große Spektrum ist vermutlich auf die un-
terschiedliche Anfälligkeit der Züchtungen sowie auf unterschiedliche Verläufe in der Inokula-
tion zurückzuführen. Die Gehalte an Deoxynivalenol-3-glucosid bewegen sich meist im Be-
reich zwischen 5 und 20 % des Deoxynivalenol-Gehalts, während die 3-Acetyldeoxynivalenol 
(3-AcDON)-Gehalte in den meisten Fällen darunter liegen. Während der Anteil von DON-3-
glucosid im Vergleich zu DON variiert, scheint seine quantitative Bildung nicht den Grund für 

  Analyt Nachweisgrenze 
[μg/kg] 

Bestimmungsgrenze 
[μg/kg] 
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3-AcDON 0,07 0,21 

DON 0,14 0,54 
DON-3-G 1,96 7,42 
ENN A1 0,01 0,02 
ENN A 0,01 0,03 

ENN B1 0,01 0,03 
ENN B 0,01 0,03 

Beauvericin 0,01 0,02 
HT2 0,13 0,48 
T2 0,02 0,08 
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 AME 0,01 0,02 

AOH 0,20 0,79 

TeA 0,14 0,50 
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 FUS X 0,26 1,05 

NIV 3,16 11,8 

ZEN 0,08 0,30 

Al
te
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AME-3-G 0,74 3,33 
AME-3-S 0,03 0,11 
AOH-3-G 0,07 0,27 
AOH-3-S 0,01 0,03 
AOH-9-G 0,16 0,50 

ATX I 1,86 7,99 
ALTP 2,12 6,54 
TEN 0,11 0,46 
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mögliche Resistenzen darzustellen, da es jeweils einen geringen Anteil des gesamten DON-
Gehalts ausmacht. Andere Fusarium Toxine wie T2- und HT2-Toxin, Zearalenon oder die 
Enniatine konnten in den Proben detektiert werden, scheinen aber durch eine zufällige Infek-
tion mit anderen Fusarium Arten in die Proben eingeführt worden zu sein und liegen allge-
mein in niedrigen Konzentrationen. Da diese Toxine nicht die primär gebildeten Toxine von 
Fusarium graminearum sind, entspricht das sporadische Auftreten dieser Toxine den Erwar-
tungen. 

 

Tabelle 2: Ergebnisse der Mykotoxinanalyse in verschiedenen kommerziellen Weizen- und 
Roggenmehlen. Obere Hälfte: Fusariumtoxine, untere Hälfte: Alternariatoxine 

 

 

Von den zehn untersuchten Alternaria Toxinen konnte Tenuazonsäure in 140 der 145 Pro-
ben quantifiziert werden. Die Werte erstrecken sich über einen Bereich von 0,79 bis 60 
µg/kg, stehen aber nach bisherigen Erkenntnissen weder im Zusammenhang mit dem ge-
messenen DON-Gehalt bzw. allgemein Fusarium Toxin Gehalten noch zur gegebenen Boni-
turnote. Das Toxin Tentoxin konnte als das zweite Alternaria Toxin in etwa zwei Drittel der 
Proben detektiert werden. Die Konzentration lag jedoch meistens unterhalb der Bestim-
mungsgrenze. Mit einem Maximalgehalt von 1,2 µg/kg war die Konzentration des Toxins all-
gemein niedrig. Die anderen untersuchten Alternaria Toxine konnten in keiner der Proben 
detektiert werden. 
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Die Parzellen des Feldes wurden während des Reifens der Ähren zweimal bonitiert. Da der 
Toxingehalt mit optischen Parametern korreliert werden sollte, sind im Folgenden die Toxin-
gehalte [µg/kg] gegen die Boniturnoten aufgetragen. Um die unterschiedlichen Größenord-
nungen des Toxingehalts gut darstellen zu können, wurde eine logarithmische Skala verwen-
det. 

 

Abbildung 6: Gehalt an Toxinen der Deoxynivalenol (DON)-Gruppe und Tenuazonsäure (TeA) in Abhängigkeit von der Bonitur 

 

In der Abbildung ist zu erkennen, dass bei den niedrigen Boniturnoten 1 und 2 weniger DON 
und dementsprechend auch weniger DON-3-glucosid und 3-AcDON enthalten ist als bei hö-
heren Noten. Ab einer Boniturnote von 3 können die Toxingehalte nicht mehr zuverlässig mit 
der Boniturnote in Verbindung gebracht werden. Die Toxingehalte der Noten 4 bis 6 können 
nicht unterschieden werden, während die Bonituren 7 und 8 sogar niedrigere Toxingehalte 
aufweisen, dies ist aber vermutlich auf die geringe Probenanzahl mit diesen Boniturnoten zu-
rückzuführen. Im Gegensatz zu den Fusarium Toxinen folgt der Gehalt an Tenuazonsäure 
keinem klaren Muster und scheint unabhängig von der Fusarium Bonitur zu sein. 

Um den Zusammenhang des Gehalts der Toxine im Bezug zu DON zu zeigen, wird im Fol-
genden der Gehalt der Toxine DON-3-glucosid, 3-AcDON und Tenuazonsäure gegenüber 
dem DON-Gehalt aufgetragen. Während der Gehalt an DON-3-glucosid und 3-AcDON bei 
steigendem DON-Gehalt zunimmt, steht der DON-Gehalt nicht im Zusammenhang mit dem 
Tenuazonsäure-Gehalt. 

Von den zehn untersuchten Alternaria Toxinen war Tenuazonsäure das Toxin, das in fast je-
der Probe enthalten war. In zwei Drittel der Proben war außerdem das Toxin Tentoxin ent-
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halten. Entgegen den Erwartungen konnten weder die Dibenzo-α-pyrone Alternariol und Al-
ternariolmonomethylether noch ihre modifizierten Formen detektiert werden. Möglicherweise 
ist die geringe Belastung mit Alternaria Toxinen auf das allgemein trockene Jahr 2022 zu-
rückzuführen.  

Basierend auf der geringen Alternaria Belastung ist leider weder auf mögliches Konkurrenz 
Verhalten der Pilze noch auf synergistische Effekte durch den sequentiellen Pilzbefall der 
Pflanze zu schließen.  
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Abbildung 7:  Gehalt an Toxinen der Deoxynivalenol (DON)-Gruppe und Tenuazonsäure (TeA) in Abhängigkeit vom DON-
Gehalt 

 

2.4. Einsatz der Multimethode für Alternaria- und Fusariumtoxine in Proben aus mit 
Fusarium graminearum infiziertem Weizen und Korrelation zur Bonitur im Jahr 2023 

 

Der Ansatz des Feldversuchs von 2023 war es, im Gegensatz zu 2022 die Boniturnote mit der 
Toxinbelastung der Weizenähren zum Zeitpunkt der Bonitur zu vergleichen, um einen klareren 
Zusammenhang zwischen Toxinbelastung und Boniturnote zu erkennen. Hierzu wurden von 
insgesamt 20 inokulierten Parzellen je drei Ähren-Proben und später eine Kornprobe bei Ern-
tereife untersucht. Bei den Ähren-Proben soll außerdem der Zusammenhang zwischen der 
durch Fusarium graminearum verursachten Taubährigkeit, und dem Toxingehalt untersucht 
werden. Hierzu wurden pro untersuchter Parzelle jeweils drei Teilproben, bestehend aus je 20 
Ähren, genommen. Probe 1 gilt als optisch nicht befallen, hier wurden Ähren ohne erkennbare 
Symptome des Fusarium Befalls ausgewählt. Probe 2 ist eine Mischprobe, hier wurden die 20 
Ähren blind ausgewählt, und Probe 3 besteht aus befallenen Ähren, mit erkennbaren „Fusa-
rium Head Blight“-Symptomen. Zum Erntezeitpunkt wurde aus den entsprechenden Parzellen 
eine Kornprobe von ca. 100 g entnommen. 

Im Labor wurden diese Proben jeweils in Doppelbestimmung aufgearbeitet, sodass pro unter-
suchter Parzelle insgesamt 8 Proben untersucht wurden. Quantitativ analysiert wurden die 
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Fusarium Toxine DON, DON-3-glucosid und 3-Acetyl-DON, sowie das Alternaria Toxin Tenua-
zonsäure. Allgemein war die Toxin-Belastung der Proben von 2023 höher als die aus 2022, so 
hatte die am höchsten konzentrierte DON-Probe einen Gehalt von über 10000 µg/kg. Im Ver-
gleich hierzu war die Toxinbelastung der Ähren nochmal stark erhöht, so konnte in den Ähren 
ein maximaler DON-Gehalt von 130.000 µg/kg quantifiziert werden. 

Übersicht Toxingehalt der Ähren und Körner: 

DON konnte in fast allen Ähren- und Körner-Proben detektiert werden, was durch die Inokula-
tion mit Fusarium graminearum zu erwarten war. Die Toxingehalte in den Ähren sind oft, be-
sonders in den optisch befallenen Ähren, deutlich höher als die gemessenen Gehalte der Kör-
ner. Die DON Gehalte der Ähren Proben bewegen sich in einem Bereich zwischen 2 und 
132000 µg/kg. Dieses große Spektrum ist vermutlich auf die unterschiedliche Anfälligkeit der 
Züchtungen sowie auf unterschiedliche Verläufe in der Inokulation zurückzuführen. Diese teils 
sehr hohen Gehalte sind vermutlich mit der Analyse der Ähren zum Zeitpunkt der gut erkenn-
baren Ährenfusariose begründbar. Ähnlich wie bei den Proben von 2022 entsprechen die 
DON-3-Glucosid Gehalte ca. 5 bis 20 % der DON Gehalte, während die 3-ADON Gehalte 
nochmals niedriger, zwischen 1 und 10 %, der DON Gehalte liegen. Der DON-Gehalt war so-
mit deutlich der höchste gemessene Toxingehalt, während die modifizierten Toxine einen ge-
ringeren Anteil zur Gesamtbelastung beitragen. 

Während der Anteil von DON-3-glucosid im Vergleich zu DON variiert, scheint seine quantita-
tive Bildung nicht den Grund für mögliche Resistenzen darzustellen, da es jeweils einen gerin-
gen Anteil des gesamten DON-Gehalts ausmacht.  

Die DON-Gehalte der Körner liegen zwischen 700 und 10500 µg/kg, somit sind die Gehalte 
der Körner von 2023 gegenüber den Proben von 2022 erhöht, die einen Maximalgehalt von 
5000 µg/kg zeigten. Wie auch schon in den Proben aus dem Jahr 2022 konnten andere Fusa-
rium Toxine wie T2- und HT2-Toxin, Zearalenon oder die Enniatine in den Proben detektiert 
werden, scheinen aber wiederum durch eine zufällige Infektion mit anderen Fusarium Arten in 
die Proben eingeführt worden zu sein.  

Von den zehn untersuchten Alternaria Toxinen konnte nur Tenuazonsäure in den meisten Pro-
ben detektiert werden. Mit einem Maximalgehalt von 230 µg/kg ist der Tenuazonsäure Gehalt 
deutlich niedriger als die Gehalte der Fusarium Toxine. Analog zu den Ergebnissen von 2022 
traten andere Alternaria Toxine nur sporadisch in sehr niedrigen Konzentrationen auf, weswe-
gen sie nicht weiter untersucht wurden. Auch in 2023 steht der Tenuazonsäure-Gehalt in kei-
nem direkten Zusammenhang zu den gemessenen Fusarium Toxin Gehalten oder zu den Bo-
niturnoten. 

Übersicht Toxingehalt der Ähren: 

Die Parzellen des Feldes wurden während des Reifens der Ähren zweimal bonitiert. Die Pro-
bennahme der Ähren ist kurz nach der ersten Bonitur erfolgt. Aus diesem Grund wird die erste 
Bonitur zur Darstellung der Toxingehalte herangezogen. In den folgenden vier Abbildungen 
sind die gemessenen Toxingehalte gegen die gemessene Boniturnote aufgetragen. So sind 
die Toxingehalte der Körner in Abbildung 8, die der nicht befallenen Ähren in Abbildung 9 dar-
gestellt, die Gehalte der Mischprobe in Abbildung 10 und die befallenen Ähren in Abbildung 11 
dargestellt. 
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Abbildung 8: Toxingehalte der Körner für Parzellen mit den angegebenen Boniturnoten. 

 

 

Abbildung 9: Toxingehalte der nicht befallenen Ähren für Parzellen mit den angegebenen Boniturnoten. 
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Abbildung 10: Toxingehalte der gemischten Ähren für Parzellen mit den angegebenen Boniturnoten. 

 

Abbildung 11: Toxingehalte der befallenen Ähren für Parzellen mit den angegebenen Boniturnoten. 
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noch auf synergistische Effekte durch den sequentiellen Pilzbefall der Pflanze zu schließen. 
Eine erneute Interpretation der Alternaria Toxin Gehalte scheint in diesem Versuchsaufbau 
keinen weiteren Informationsgewinn zu ermöglichen.  

Die Verhältnisse der Toxine DON, DON-3-glucosid und 3-Acetyl-DON sind auch in den Proben 
des Jahres 2023, sowohl in den Ähren als auch in den Körner Proben in einem ähnlichen 
Verhältnis wie in den Körner Proben der Ernte 2022. So ist DON das Fusarium Toxin, das im 
Fokus der Untersuchung steht. Die Auswahl der Ähren entsprechend des optischen Befalls 
korreliert sehr gut mit dem gemessenen DON-Gehalt, so sind die optisch befallenen Ähren 
stärker belastet als die gemischten und die nicht befallenen Ähren. Ein direkter Zusammen-
hang zwischen der Boniturnote und dem Toxingehalt ist jedoch auch in diesem Jahr, trotz der 
direkten Untersuchung der Ähren nicht möglich. Niedrige Boniturnoten (2 bis 3) scheinen all-
gemein weniger befallen zu sein als höhere, eine genauere Interpretation scheint jedoch nicht 
möglich zu sein. 
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2.5. Non-targeted (Ungerichtete) Metabolomics von infizierten Weizenproben im Jahr 
2023 

 

Eingesetzte Methodik der Non-targeted Metabolomics:  

Das Ziel der Non-Targeted Metabolomics des mit Fusarium graminearum infizierten Weizens 
lag auf der Entschlüsselung der komplexen Interaktionsdynamik zwischen dem Weizenwirt 
und dem Pilz. Ein zentraler Aspekt dieser Untersuchung war die Analyse der Stoffwechselpro-
zesse sowohl der Pflanze als auch des Pilzes. Von besonderem Interesse war dabei die Inter-
aktion zwischen den Organismen, z.B. den Entgiftungsmechanismen, die der Weizen als Re-
aktion auf die Fusarium-Infektion einsetzt und die zur Bildung modifizierter Mykotoxine wie 
DON-3-Glucosid führen. 

Die Methodik basiert auf der Anwendung der Flüssigchromatographie mit der Time-of-Flight-
Massenspektrometrie (LC-ToFMS) auf infizierte Weizenproben aus dem Auto-DGB Feldver-
such 2023. Ergänzt wurde dies durch die systematische Integration bereits vorliegender Daten 
zur Mykotoxin-Quantifizierung, um ein umfassendes Bild der metabolischen Reaktionen wäh-
rend der Fusarium-Infektion zu gewinnen. 

Analysenbedingungen 

Die QuEChERS-Extrakte wurden auf einem Sciex X500R QTOF UHPLC–ToF–MS-System 
(Sciex, Framingham, MA, USA) mit einer ACQUITY UPLC BEH C18-Säule (Waters, Milford, 
MA, USA) analysiert. Die Datenerfassung erfolgte sowohl im positiven als auch im negativen 
Elektrospray-Ionisationsmodus (ESI) unter Verwendung der SWATH-Akquisition (Gillet et al., 
2012). Der UPLC-Gradient und die Geräteparameter entsprachen zuvor veröffentlichten Me-
thoden (Piezconka et al., 2025). Eine gepoolte QC-Probe, hergestellt durch das Zusammen-
führen gleicher Aliquots aller Extrakte, wurde alle 15 Läufe doppelt injiziert, um die Signalsta-
bilität im gesamten Batch zu überwachen und zu normalisieren. Da die negative Ionisation nur 
begrenzt ergänzende Informationen lieferte, konzentrierte sich die nachfolgende Datenverar-
beitung und -interpretation auf den ESI-Positivmodus. 

Die resultierenden .wiff2-Profildateien wurden in die Open-Source-Datenverarbeitungsumge-
bung MS-DIAL 4.2 41 importiert. Eine Ausschlussmassenliste wurde angewendet, um Massen 
zu entfernen, die der Kalibrantmischung und üblichen Lösungsmittelverunreinigungen entspre-
chen, wodurch Rauschsignale reduziert wurden. Die SWATH-Spektrumdekonstruktion nutzte 
den integrierten, maschinellen Lernansatz der Software, um überlappende Fragmentionensig-
nale aufzulösen und sie anhand von Retentionszeit- und m/z-Profilen den Precursor-Ionen 
zuzuordnen. Für das Peak-Alignment dienten die QC-Messungen als Referenzdateien; dabei 
wurden Retentionszeitkorrekturen, MS1-Anpassungen, Peakanzahlfilterung und abundanzba-
sierte Filterung (2 von 2 Replikaten) innerhalb der Probengruppen angewendet. Eine Leer-
wertkorrektur wurde durchgeführt. Nach der Erstellung der Alignment-Tabelle wurden Batch-
Effekte mittels LOWESS-Regression korrigiert, um die Feature-Intensitäten über alle QC-Mes-
sungen hinweg anzugleichen. Die finale Feature-Matrix wurde im .mgf-Format für die weitere 
Analyse mit SIRIUS 5.8.2 42 exportiert. 
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Multivariate Statistikmethoden werden eingesetzt, um Muster in den Metabolomprofilen zu 
identifizieren. Darüber hinaus kommen Global Natural Products Social Molecular Networking 
(GNPS) und in silico Netzwerke zum Einsatz, um die Identifikation von Metaboliten zu verbes-
sern. 

Ergebnis der Non-targeted Metabolomics 

Die Datenanalyse umfasste zunächst die Prüfung mittels Hauptkomponentenanalyse (prin-
ciple component analasis, PCA), wobei keine signifikante Clusterbildung der Proben entlang 
der ersten beiden Komponenten festgestellt wurde (Abb. 12).  

 

Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse (principle component analasis, PCA) der inokulierten Weizenproben im negativen 
ESI-Modus der LC-ToFMS/MS, unterschieden nach hohem (rot), niedrigem (Grün) und mittlerem (blau) DON-Gehalt. 

 

Dies führt zu dem Schluss, dass die Varianz zwischen den Proben nicht auf der DON-Kon-
zentration basiert. Anschließend deuteten überwachende statistische Verfahren, insbeson-
dere die Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA), auf einen Trend von niedriger 
zu hoher DON-Konzentration hin, jedoch ohne eine klare Klassentrennung. 

Eine weiterführende Analyse mittels Orthogonaler Partial Least Squares (OPLS) zeigte einen 
Trend entlang der ersten Komponente in Bezug auf die quantitative y-Variable (DON-Konzent-
ration) (Abb. 13). 
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Abbildung 13: Orthogonaler Partial Least Squares (OPLS) Datenanalyse der inokulierten Weizenproben im negativen ESI-Mo-
dus der LC-ToFMS/MS, unterschieden nach hohem (rot), niedrigem (Grün) und mittlerem (blau) DON-Gehalt. 

Die aus OPLS abgeleiteten Loadings-Plots lieferten entscheidende Merkmale, deren Korrela-
tion mit der DON-Konzentration untersucht wurde. Besonders Merkmale mit sehr hohen VIP-
Werten („Variable Importance in Projection“) zeigten eine lineare Beziehung – sowohl positiv 
als auch negativ – zur DON-Konzentration. Die positiv korrelierenden Merkmale wiesen eine 
starke lineare Korrelation mit DON auf, untermauert durch Pearson-Koeffizienten von 0,9 für 
die zwei wichtigsten Features im positiven wie auch im negativen Ionisationsmodus sowie R²-
Werten größer als 0,8. Diese starke Korrelation ist bemerkenswert, insbesondere im Hinblick 
auf die biologischen Unterschiede zwischen den untersuchten Proben. Die MS-Signale mit 
den höchsten positiven Korrelationen waren m/z 265,1801 und 201,1641 (Abb. 14) in positiver 
Ionisation sowie m/z 295,1553 und 445,2446 in negativer Ionisation. Die MS-Signale mit den 
höchsten negativen Korrelationen waren m/z 501,3061 in positiver Ionisation sowie m/z 
517,3019 in negativer Ionisation. 
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Abbildung 14: Intensitätskurven für m/z 265,1801, 201,1641 und 501,3061 in Abhängigkeit von der DON-Konzentration 

 

Um von statistischen Zusammenhängen zu einer biochemischen Interpretation zu gelangen, 
wurde im nächsten Schritt die Stoffklasse der Metaboliten untersucht, die mit der Toxinakku-
mulation verknüpft sind. Aus MS-DIAL exportierte Tandem-Massenspektraldaten wurden in 
der SIRIUS-Umgebung (Duhrkop et al., 2019) analysiert, in der fragmentierungsbasierte Sum-
menformelvorhersagen und Stoffklassenannotationen die Einordnung dieser Merkmale in me-
tabolische Netzwerke ermöglichten. Die strukturelle und chemische Klassifizierung der Meta-
boliten erfolgte mit CANOPUS (Class Assignment and Ontology Prediction Using Mass 
Spectrometry), einem Deep-Learning-Framework, das auf nahezu 25.000 Referenzverbindun-
gen aus NIST 2017, GNPS und MassBank trainiert wurde (Djoumbou Feunang et al., 2016)  

Die Metaboliten, die am stärksten mit dem Fortschreiten der F. culmorum-Infektion zunahmen, 
waren konsistent mit dem Sesquiterpenstoffwechsel verknüpft. Die Sesquiterpenoid-Annota-
tion im CANOPUS-Framework basiert auf dem charakteristischen C₁₅-Rückgrat und diagnos-
tischen MS²-Fragmentionen (z. B. m/z 93.0700 [C7H9]+, m/z 105.0700 [C8H9]+, m/z 109.1012 
[C8H12]+ oder m/z 121.1012 [C9H12]+). Sesquiterpene sind farnesylabgeleitete C15-Terpeno-
ide, die eine zentrale Rolle in der Virulenz von Fusarium spielen. Dabei sind Trichothecene 
ihre stärksten phytotoxischen Vertreter. Unter diesen sind DON und seine Derivate – unsere 
abhängige Variable, die nicht Teil des non-targeted Metabolomik-Datensatzes ist – als we-
sentliche Virulenzfaktoren etabliert, die die Proteinsynthese des Wirts stören und maßgeblich 
den Schweregrad der Erkrankung bestimmen (Harris et al., 1999, Hohn et al., 1998, Masuda 
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et al., 2007). Mehrere mit der Trichothecenbiosynthese verknüpfte Sesquiterpen-Zwischenstu-
fen nahmen mit steigender Toxinbelastung an Intensität zu, darunter Hydroxytrichodien 
(C15H24O), Isotrichodiol (C15H22O2), Isotrichotriol/Trichodermol (C15H22O3), Isotrichoder-
min (C15H22O4), Decalonectrin/Calonectrin (C15H22O5) und Nortrichodiene (C13H18, 
C13H20, C13H20O). Diese Annotationen wurden durch in-silico-Fragmentierungsanalysen via 
CSI:FingerID (Duhrkop et al., 2015) unterstützt und anhand von Referenzspektren in der Mas-
sBank of North America (University of California, Davis) überprüft. Die ausgeprägte Anreiche-
rung sesquiterpenabgeleiteter Metaboliten spiegelt etablierte Fusarium-Infektionswege wider, 
und ihre nahezu lineare Beziehung zu DON-Konzentrationen verstärkt den mechanistischen 
Zusammenhang zwischen metabolischen Signaturen und Pathogenvirulenz. 

Im Gegensatz dazu sind biochemischer Ursprung und funktionale Rolle der Metaboliten, die 
mit konstitutiven oder induzierbaren pflanzlichen Abwehrprozessen verknüpft sind, schwerer 
zu bestimmen. Diese Verbindungen, die bei niedrigen Toxinkonzentrationen konsistent ange-
reichert waren, ordneten sich überwiegend dem Diterpenstoffwechsel zu . Ihr gemeinsames 
C20-Rückgrat, diagnostische Fragmente eines erweiterten terpenoiden Kerns sowie der wie-
derkehrende neutrale Hexosylverlust (–162.0534 [C6H10O5]) klassifizieren sie als glykosy-
lierte Diterpene. Diese Metaboliten erreichten ihre höchsten Intensitäten in Proben mit mini-
maler DON-Kontamination, und ihre inverse Assoziation nahm mit steigender Toxinbelastung 
kontinuierlich ab. Da ihre Häufigkeit mit zunehmender Pilzaktivität sinkt – im Gegensatz zu den 
gut dokumentierten Anreicherungen pilzlicher Metaboliten wie DON und DON-3-Glucosid –, 
ist ein pilzlicher Ursprung mit nachfolgender pflanzlicher Glykosylierung unwahrscheinlich, 
wenn auch nicht vollständig auszuschließen. Die konsistente Detektion dieser glykosylierten 
Metaboliten sowie ihre Assoziation mit effektiver Pathogenbegrenzung stützen ihre Interpreta-
tion als endogene Bestandteile des sekundären Weizenstoffwechsels und nicht als Detoxifika-
tionsprodukte pilzlicher Herkunft.  

Frühere Arbeiten von Gauthier et al. (2015) fassten metabolische Signaturen zusammen, die 
mit der Getreideabwehr gegen Fusarium assoziiert sind, darunter die Akkumulation von Diter-
penoiden in Gerste (Bollina et al., 2011, Chamarthi et al., 2013, Kumaraswamy et al., 2011). 
Diese Metaboliten stellten jedoch nur einen kleinen Anteil der berichteten abwehrassoziierten 
Profile dar und wurden überwiegend unter kontrollierten Laborbedingungen charakterisiert, so-
dass ihre ökologische Relevanz unklar blieb. Diterpenoide hingegen sind in Mais und Reis gut 
etablierte Phytoalexine, die nach Chitinerkennung pilzliche Membranen schädigen (Koga et al, 
1997; Schmelz et al., 2014). Unsere Ergebnisse liefern ergänzende Evidenz unter Feldbedin-
gungen und unterstützen die Hypothese, dass der Diterpenstoffwechsel des Weizens eine 
funktionale Rolle bei der Abwehr von Fusarium-Infektionen spielt. 

Die Dominanz glykosylierter Diterpene in unserer Studie weist auf eine aktive Modulation des 
sekundären Stoffwechsels während der Interaktion zwischen Pflanze und Pathogen hin. In 
Getreidearten sind Diterpenoide als Vorstufen vielfältiger antimikrobieller Phytoalexine be-
kannt, doch ihr überwiegendes Auftreten in glykosylierter Form deutet auf zusätzliche Regu-
lationsebenen hin. Eine solche Konjugation könnte einen Detoxifikations- und Speicherme-
chanismus widerspiegeln, bei dem reaktive oder bioaktive Diterpene glykosyliert werden, um 
ihre Zytotoxizität zu verringern und eine vakuoläre Speicherung zu ermöglichen. Unter er-
neutem Stress könnten diese Konjugate entweder hydrolysiert werden, um das aktive Agly-
kon freizusetzen und damit eine phytoanticipinartige Funktion zu erfüllen, oder die glykosy-
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lierten Konjugate könnten direkt als induzierbare phytoalexinartige Substanzen mit antimikro-
bieller Aktivität wirken. Letzteres wurde für mehrere glycosidische Phytoalexine vorgeschla-
gen, die ihre antifungale Aktivität beibehalten oder sogar steigern, während ihre Löslichkeit 
und Transportfähigkeit verbessert wird (Křen, 2008). 

Die Anreicherung von Diterpenglykosiden, insbesondere in Proben mit geringer Fusarium-In-
fektionseffizienz, könnte auf eine wirksame Wirtsreaktion hindeuten, in der (glykosylierte) Di-
terpene Teil einer frühen Eindämmungsstrategie sind. Dieses Muster weist auf eine potenzielle 
biochemische Rolle des Diterpenstoffwechsels in der pflanzlichen Abwehr hin und unter-
streicht die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zum biosynthetischen Ursprung, den be-
teiligten Enzymen und der funktionellen Bedeutung von Diterpenen und ihren Glycosiden in 
der Weizen-Fusarium-Interaktion. 

 

3. Vergleich der Vorhabensdurchführung mit der ursprünglichen Beschreibung 

Die kombinierte Analytik für Fusarien- und Alternariatoxine konnte wie geplant entwickelt, va-
lidiert und auf eine Reihe von Körner- und Ährenproben angewendet werden.  

Die im Projekt erzeugten Proben aus mit F. culmorum infizierten und bonitierten Weizen wur-
den erfolgreich analysiert. Die Korrelation der Bonitur mit dem Gehalt an Trichothecenen war 
qualitativ möglich, quantitativ aber nur zu einem gewissen Grad. Dies war insbesondere daher 
schwierig, da die Körner nicht zum Zeitpunkt der Bonitur erhalten werden und zwischen Bonitur 
und Ernte weitere Einflussfaktoren zum Tragen kommen, die eine Korrelation abschwächen. 
Die Analytik der Ähren zum Boniturzeitpunkt ergab auch einen qualitativen Zusammenhang, 
ermöglichte aber keine gute Vorhersage für den DON-Gehalt. 

Alternaria toxine spielten nach einer Fusariuminfektionen offenbar keine Rolle, es gab keine, 
auch keine negative Korrelation mit der Fusarieninfektionen. 

Durch die Non-targeted metabolomics konnten beschriebene Klassen von Metaboliten aus der 
Interaktion von Weizen mit Fusarium culmorum bestätigt und neue Metaboliten näherungs-
weise identifiziert werden. 

 

4. Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises  - nicht zur Veröffentlichung 
bestimmt 

 

 

5. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses – 
auch konkrete Planungen für die nähere Zukunft - im Sinne des fortgeschriebenen 
Verwertungsplans 

Die im Projekt entwickelte Multimycotoxinanalytik wurde als Grundlage für die erweiterte Mul-
timycotoxinmethode genommen, die in vielen Projekten des Lehrstuhls an der TUM und bei 
TUMCREATE in Singapur erfolgreich eingesetzt wird: Mycotoxine in pflanzenbasierten Milch- 
und Fleischalternativen sowie vielen anderen Probenarten. 
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Daneben sind mit den Projektergebnissen weitere Antragstellungen beim BMEL, BMBF, 
AIF/FEI, und EU „Horizon Europe“ mit Partnern aus dem ESFRI-Projekt METROFOOD-RI vor-
gesehen. Weiterhin wurde ein CREATE Seed Grant Antrag im Rahmen des in Singapur ge-
förderten TUMCREATE-Projekts Proteins4Singapore gestellt. Eine solche Antragstellung mit 
genannten Partnern hat inzwischen zur erfolgreichen Einwerbung des Folgeprojekts HORI-
ZON-INFRA-2023-DEV-01/Project no. 101130162, Titel: METROFOOD-RI Early Phase Im-
plementation (METROFOOD-EPI) geführt. 
 

6. Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger bekannt 
gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen 

Nachdem nur wenige Forschungsgruppen weltweit die Interaktion von Fusarium und Weizen 
auf derart hohem analytischen Niveau durchführen durchführen, waren keine relevanten Er-
kenntnisse von dritter Seite im Berichtszeitraum zu verzeichnen. 

 

7. Erfolgte oder geplante Veröffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der 
NKBF/NABF 

Die Entwicklung der Mykotoxinanalytik wurde in der internationalen Zeitschrift mit Peer Review 
Analytical and Bioanalytical Chemistry publiziert (Dick et al., 2024). 
 
Ein Manuskript mit dem Titel: „Glycosylated diterpenes associate with early containment of 
Fusarium culmorum infection across wheat (Triticum aestivum L.) varieties under field conditi-
ons“ " wurde im Preprint-Server bioRxiv am 03.12.2025 hinterlegt (Pieczonka et al., 2025) und 
wird in Kürze in einer internationalen Zeitschrift mit Peer Review eingereicht. 
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